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Souhrn: Role trombocytti v hemostaze je zcela zdsadni. Zac¢ind adhezi desticek k mistu poskozeni cévy s naslednym rozsifenim
po celé plose obnazeného subendotelia a pokracuje sekreci ptisobkti uskladnénych v destickovych granulich s cilem vytvorit vel-
ké agregiaty desticek. Adheze trombocyttl je proces iniciovany jejich kontaktem s nefyziologickymi povrchy. Zdsadni roli zde hra-
je kolagen z extraceluldrni matrix a ze subendotelia. Interakce mezi kolagenem a trombocyty zprostredkovavaji riizné receptory
glykoproteinové povahy zakotvené na povrchu desticek a von Willebrandtv faktor z plazmy nebo subendotelu. V podminkach
nizkého stfihového stresu jsou hlavnimi receptory pro adhezi desticek ke kolagenu glykoproteiny GP Ia/Ila, GP VI a velmi prav-
dépodobné i GP IV, v situaci vysokého stiihového stresu prebird hlavni roli komplex GP Ib/IX/V. Konformaéni zmény v trombo-
cytech vzniklé po vazbé vWF - GP Ib/IX vedou k aktivaci komplextt GP IIb/IIIa, které pak mohou vazat fibrinogen. Molekuly
fibrinogenu vytvareji mustky mezi jednotlivymi destickami, coz je podkladem agregace desticek.

Kli¢ova slova: trombocyty - hemostdza - receptory glykoproteinové povahy - von Willebrandiiv faktor - komplexy GP IIb/IIla

Platelet membrane glycoproteins from the point of view of their genetic changes

Summary: The role of platelets in haemostasis is entirely essential. It starts with platelets” adhesion to a place of vessel damage
with following enlargement to the whole area of uncovered subendotelium and continues with secretion of mediators stored in
platelets’ granules to form big platelets aggregations. Thrombocytes’ adhesion is a process initiated by their contact with non-
physiological surfaces. Here, collagen from the extracellular matrix and subendothelium plays a basic role. Interactions between
collagen and thrombocytes are mediated by different glycoprotein receptors, implanted in platelets surface, and von Willebrand
factor from plasma or subendothelium. Glycoproteins GP Ia/Ila, GP VI and very likely GP IV are the main receptors for platelets’
adhesion to collagen in conditions of low pattern stress, but during high pattern stress complex GP Ib/IX/V assumes the main
role. Conformation changes in thrombocytes formed after vWF-GP Ib/IX link lead to activation of complexes GP IIb/Ila which
can bind fibrinogen. Fibrinogen molecules form bridges between thrombocytes being a base for platelets aggregation.
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Uvod

Hemostaticky systém clovéka je se-
staven tak, aby za fyziologickych
podminek umoznil zachovani teku-
tého stavu krve a aby v pripadé cév-
niho poskozeni rychle reagoval sta-
vénim krviceni s cilem uzavieni de-
fektu cévni stény. Trombdza se mtize
objevit v situaci, v niz neni hemosta-
ticky podnét kontrolovany snizenou
inhibi¢ni kapacitou systému nebo,
mnohem castéji, je-li kapacita pfi-

rozenych antikoagula¢nich mecha-
nizmu rozdrcena nepfiméfené vyso-
kou intenzitou prokoagulac¢niho
podnétu.

Okrajové vrstvy cévni stény a po-
vrch endotelidlnich bunék jsou za
klidovych podminek hemokompati-
bilni. Intima a media jsou silné
trombogenni (obr. 1) [2].

Proud krve je zavisly na primeéru
a typu cévy. Mnohem prudsi je
proud krve v tepnach nez v zildch.

Nejvyssi je rychlost krevniho proudu
v centralni ¢4sti cévniho lumen a nej-
nizsi v misté kontaktu s glykokaly-
xem lumindlniho povrchu endotelidl-
nich bunék. Velké erytrocyty lze tedy
najit predev$im ve stfedu cév, napro-
ti tomu malé trombocyty cirkuluji
Castéji v oblastech pomalého prou-
déni podél cévni stény [2]. Lamindr-
ni proudéni krve ve zdravé tepné se
v pripadé jejiho zazeni zrychluje
a pfi prekroceni urcité hranice nasta-
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Obr. 1. Pri¢ny fez cévni sténou,

volné podle [2].

Obr. 3. Trombocyty a intaktni
endotel.

ne virivé proudéni na vSechny strany.
Krevni tlak ptisobi v tepné jednak
smérem vpred, jednak laterdlné. Pri
stoupajici rychlosti se zvysuje krevni
tlak smérem vpred, avSak snizuje se
smérem do stran. Pfi zrychleni za ur-
¢itou kritickou hranici pak muze
vzniknout do stran tlak nulovy nebo
dokonce negativni - hovofi se o tzv.
vyvévovém efektu. Pod vlivem toho-
to negativniho tlaku (stfihovy stres,
wshear stress“) dochazi k poskozova-
ni hemokompatibilniho, netrombo-
genniho endotelu a odhaleni silné
trombogennich subendotelidlnich
strukeur [3].

Kromé vlivu na endotel vede zrych-
leni proudu ke zméné tvaru velkych
molekul von Willebrandova faktoru
(VWE), ktery hraje v podminkach vy-
sokého stfihového stresu hlavni roli
v adhezi desticek ke kolagenu (pro-
stiednictvim glykoproteinu GP Ib/IX)
i agregaci trombocytd mezi sebou
(prostiednictvim vazby fibrinogenu
a GP IIb/I1Ia) [2].

Endotel pfispiva k zachovani teku-
tosti krve produkeci inhibitort koagu-
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Obr. 2. Antitrombogenni vlastnosti endotelilidlnich bunék, volné

podle [1].

lace (trombomodulin a heparan sul-
far) a agregace desticek (prostacyklin -
- PGI, a oxid dusnaty - NO, tzv. fak-
tor relaxujici endotelidlni buriky),
vlivem na cévni tonus a permeabilitu
(PGI, a NO), ii¢innou bariérou oddé-
lujici krevni komponenty od trom-
bogennich subendotelidlnich struk-
tur (kolagen, fibronektin, vWF)
a zasahem do fibrinolyzy (pomér ak-
tivit tkanového aktivatoru plazmi-
nogenu a inhibitoru aktivitoru
plazminogenu, t-PA/PAI-1) - obr. 2
a3 (1]

Endotelové buiiky nesou na svém
povrchu negativni naboj, ktery odpu-
zuje stejné negativné nabité trombo-
cyty. Negativni povrchovy ndboj a an-
titcrombotické vlastnosti endotelu
zamezuji nekontrolovanému intravas-
kuldrnimu $ifeni hemostatické reak-
ce indukované cévnim poskozenim.

Stimulované endotelové buriky syn-
tetizuji a uvoliuji v okoli mista tvor-
by hemostatické zatky 2 rtzné fak-
tory, které tlumi intravaskuldrni
agregaci destic¢ek a vedou k vazodila-
taci - PGI, a NO. Podnétem pro synté-
zu a uvolnéni PGI, mtze byt trombin,
epinefrin, trauma apod. Histamin,
adenozintrifosfit (ATP) a acetylcho-
lin stimuluji v endotelidlnich bun-
kach guanylat cyklazu, kterd v téch-
to bunkédch zvy$uje hladinu cyklic-
kého guanozinmonofosfitu (GMP)
s naslednou syntézou NO.

Trombomodulin i heparan sulfat,
inhibitory trombinu vdzané na povr-
chu endotelovych bunék, mohou
v okoli omezovat intravaskularni $i-
feni fibrinu. Heparan sulfit cestou

aktivace antitrombinu (AT), ktery
inhibuje trombin a F Xa, trombomo-
dulin prostfednictvim vazby trombi-
nu, ¢imz je omezeno $tépent fibrino-
genu, aktivace desti¢ek, F V a F VIII,
a naopak je akcelerovina aktivace
proteinu C (PC) vedouciho k inhibi-
ci FV, aF VIII, a k potenciaci fibri-
nolyzy (nejspise vyvazanim PAI-1).
Endotelové bunky ztraceji své trom-
boprotektivni vlastnosti po stimula-
ci trombinem, cytokiny (IL-1, TNF,
1-INF), syntetickymi hormony (des-
mopresin, DDAVP) a endotoxiny.
Cytokiny a endotoxiny indukuji syn-
tézu TF a PAI-1 a sniZzeni trombomo-
dulinu na povrchu endotelovych bu-
nék, DDAVP vede k uvolnéni obrov-
skych multimert vWF, které zvysuji
adhezivitu desticek k poskozené cév-
ni sténé. Kromé toho obsahuji endo-
telové bunky fadu receptorti pro vaz-
bu fibronektinu, kolagenu, lamininu,
vitronektinu a fady mezibunéénych
a endotelovych adhezivnich molekul.
Receptorem zasadniho vyznamu
pro vitronektin je glykoproteinovy
komplex GP V/IIla (heterodimer
oyf;). Je pritomen na endotelovych
burnkéich, bunkdich hladké svaloviny
cévni stény, na makrofizich (ne na
cirkulujicich monocytech) a v malém
mnozstvi na trombocytech. Podjed-
notka a, je ze 36 % srovnatelni
s podjednotkou IIb glykoproteinové-
ho komplexu GP IIb/ITla, vyznamné-
ho receptoru krevnich desticek a, coz
se zd4 byt velmi dulezité, podjednot-
ka B, je identicka s Illa podjednot-
kou zminovaného destickového re-
ceptoru. Jeho role pravdépodobné
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Obr. 6. Interakce destickovych glykoproteinii s von Willebrandovym
faktorem z extraleluldrni matrix, volné podle [1].

spociva v adhezivité téchto bunék ke
slozkam extracelularni matrix [1].

Endotel je metabolicky i struktural-
né velmi heterogenni organ a jednot-
livé buriky se lisi v zavislosti na loka-
lizaci a typu cév. Obrat endotelovych
bunék je nizky za klidovych podmi-
nek, ale v mistech hemodynamické-
ho stresu a poskozeni proliferace bu-
nék vyznamné nartstd.

Role trombocytt v hemostize je
zcela zdsadni. Zac¢ina adhezi desti¢ek
k mistu poskozeni cévy s naslednym
rozsifenim po celé plose obnazeného
subendotelia a pokracuje sekreci pii-
sobktl uskladnénych v destickovych
granulich s cilem vytvorit velké agre-
gaty desticek. Destickovd membrina
navic poskytuje fosfolipidovy povrch,
nezbytny pro adsorpci koagula¢nich
faktorti a prabéh plazmatické koa-
gulace. Vysledkem je vytvoreni fibri-
nové sité zpevnujici jinak kiehkou
primdrni destickovou zatku. Zpev-
néné fibrinové koagulum se ptisobe-
nim kontraktilniho aparatu desti¢ek
retrahuje, ¢imz se jeho objem zmen-
$uje a rana se jeSté tésnéji uzavira [1].

Adheze trombocytt je komplexni
proces iniciovany jejich kontaktem

s nefyziologickymi povrchy, napii-
klad s poskozenou cévou. Zasadni
roli zde hraje kolagen pochazejici z ex-
traceluldrni matrix a ze subendotelia.
Interakce mezi kolagenem a trombo-
cyty zprostiedkovavaji riizné recepto-
ry glykoproteinové povahy zakotvené
na povrchu destic¢ek a vWF z plazmy
nebo subendotelu (obr. 4 a 5).

Von Willebranduv faktor je synteti-
zovan endotelidlnimi burikami (a me-
gakaryocyty) a skladovan ve Weibelo-
va-Paladehovych téliscich. Nachdzi se
i v subendoteliu, kde je viazan ke ko-
lagenu a fibronektinu. vIWF ma spe-
cificka vazebnd mista pro destickové
glykoproteiny GP Ib a GP IIb/IIa,
pro F VIII, kolagen, sulfatidy, hepa-
rin a botrocetin (protein hadiho je-
du) [2]. Dalsi z vyznamnych roli vWF
je transport a protekce F VIII. pied
jeho proteolytickou inaktivaci. Vaz-
bou vWF ke kolagenu a k recepto-
rim desticek dochazi k lokdlnimu
zvySeni koncentrace FVIII. v misté
tvorby koagula, coz ma vyznam pro
dalsi praibéh plazmatické koagulace.
V klidovém stavu endotelové burnky
uvolnuji dimery proformy vWF i zra-
lé podjednotky, po stimulaci jsou
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vSak z Weibelovych-Paladehovych té-
lisek uvolniovany predevsim velké
multimery. Ty se piednostné viazou
k extracelulairni matrix, k fibrinu
a podporuji adhezi trombocytu [1].

Zakotveni trombocytt k subendo-
telu umoznuje vazba destickovych
GP Ib/IX s vWF fixovanym na kola-
gen (obr. 6). Podminkou této vazby
je pravé fixace vWF ke kolagenu v su-
bendotelu, volné cirkulujici plazma-
tické multimery vWF toto prakticky
neumoznuji. Diky propojeni nitro-
bunéc¢né casti GP Ib/IX s desticko-
vym cytoskeletem dochazi po vazbé
vWF a GP Ib k jeho kontrakei. Ta ve-
de k centralizaci destickovych granu-
li, jejichz obsah se pozdéji uvolnuje
do okoli, a k pomérné rychlé tvorbé
dlouhych tenkych vybézkii - filopo-
dii. Pavodné diskoidni tvar trombo-
cytd se tak méni na trnitou kouli
s ¢etnymi filopodii. Povrch desticek
nutny pro dal$i prabéh plazmatické
koagulace se tim zvétsuje az o 50 %.

V podminkach nizkého stfihového
stresu jsou hlavnimi receptory pro
adhezi desticek ke kolagenu gly-
koproteiny GP Ia/Ila, GP VI a velmi
pravdépodobné i GP 1V, v situaci vy-
sokého stiihového stresu piebira ro-
li primarniho receptoru komplex GP
Ib/IX/V [2]. Cirkulujici desticky v kli-
dovém stavu nemohou molekuly
fibrinogenu vazat, protoze komplex
GP IIb/Illa neni aktivovan. Teprve
konformaéni zmény v trombocytech
vzniklé po vazbé vWF - GP Ib/IX ve-
dou k aktivaci komplexti GP IIb/IIla,
které pak mohou vazat fibrinogen.
Molekuly fibrinogenu vytvareji miist-
ky mezi jednotlivymi desti¢kami, coz
je podkladem agregace desticek.

V ptipadé nedostatku fibrinogenu
a/nebo v mistech vysokého stiihové-
ho stresu plni roli muastku mezi agre-
gujicimi destickami vWF, ktery se ke
GP IIb/IIIa za téchto okolnosti muze
vazat také. Dvé moznosti vazby vWF
k destickdm jsou dany dvéma domé-
nami na kazdé podjednotce vWF. Ty-
to domény nesou misto pro vazbu
GP Ib (amino-terminal doména
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Obr. 7. Biochemie stimulovaného trombocytu, volné podle [1].
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Obr. 8. Schéma struktury glykoproteinového komplexu GP IIb/IIIa,

volné podle [1].

podjednotek vWF) a GP IIb/IIla (na
ADP zavisla karboxy-terminal domé-
na podjednotek vWF). Multimericky
charakter vWF fixovaného v extrace-
luldrni matrix nabizi velké mnozstvi
vazebnych mist na malém prostoru,
coz zaji$tuje podstatné vétsi funkéni
afinitu, nez umoznuje cirkulujici
vWF (v tekuté fazi). Neobvykle velké
multimery vWF uvolnované streso-
vanymi endotelovymi burnikami mo-
hou prispét k tvorbé okluzivnich
destickovych trombti v malych tep-
néch a arteriolach, které jsou ztizené
aterosklerotickymi platy nebo cév-
nim spazmem [1].
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Z mikroskopického sledovani cas-
né faze vzniku hemostatické zitky
vyplyvd vyznamnost afinity desticek
ke kolagennim vldkntim subendote-
lia [4]. Receptorem destic¢ek pro ko-
lagen typu I a IV je GP Ia/Ila. Kola-
gen muze indukovat uvolnéni ADP
a oxygenaci arachidonové kyseliny ve-
douci k tvorbé tromboxanu A, (TXA,).
ADP i TXA, jsou soucasti bunécné
odpovédi na aktivaci véetné zmény
tvaru desticek a aktivace GP IIb/IIla
[5,6,7].

Rada agonisti, jako jsou ADP
a desticky aktivujici faktor (PAF), se
vaze ke specifickym receptortim des-

ticek a pravdépodobné prostiednic-
tvim guanozintrifosfatu (G-protein)
aktivuje fosfolipdzu C (PLC) (obr. 7).
PLC stépi fosfatidyl inozitol bifosfat
(PIP,) na inozitol trifosfat (IP;), ktery
mobilizuje u denznich granuli Ca".
Uvolnéné ionty Ca™ aktivuji kindzu
lehkych fetézctt myozinu (MLCK),
ktera fosforyluje lehké retézce myo-
zinu (MLC) na MLC-PO4. Ca" kro-
meé toho aktivuje fosfolipdzu A, (PLA,)
s naslednym uvolnénim arachidono-
vé kyseliny z destickovych fosfolipi-
du, keerd je cyklooxygendzou (CO)
pfeménéna na PGG, a PGH, a déle
tromboxansyntetazou (TS) na TXA,.
Dalsi produkt $tépeni PIP, je diacyl-
glycerol (DAG), ktery stimuluje pro-
tein kindzu C (PKC) k fosforylaci
nitrobunééného proteinu P47 na
P47-PO4. Prioritnim cilem aktivity
MLC-PO,, TXA, a P47-PO4 je spus-
téni sekrece denznich alfa granuli
alyzozomt, a tedy podpora agregace
trombocytt mezi sebou.

Hlavni roli desti¢kovych atomistt,
jako jsou ADP, epinefrin a trombin,
je aktivace destickovych receptoru
pro fibrinogen (obr. 8). GP IIb/IIa je
transmembranovy protein, jehoz
nitrobunééna &ist je svazana s akti-
nem. V klidovém stavu je mezi obé-
ma podjednotkami jiny transmem-
branovy protein - agregin, ktery zne-
moznuje kontakt obou podjednotek
nutny k aktivaci komplexu a ktery je
také na vnitini strané destickové
membrany vazan na aktin. Aktivace
receptoru muize probihat dvéma me-
chanizmy. ADP vede po vazbé na
agregin ke konformacénim zménam
jeho molekuly, coz zptisobi, ze agre-
gin jiz déle nebrani sjednoceni obou
podjednotek GP IIb/III, a tedy jeho
aktivaci. Aktivace tohoto receptoru
trombinem probihd nezavisle na
ADP. Trombin prostfednictvim vaz-
by na sviij receptor aktivuje pro-
teinkindzu C a zvysSuje inozitol tri-
fosfét, a touto cestou uvoliuje Ca”
a aktivuje kalpain. Kalpain miize $té-
pit agregin na nizkomolekuldrni
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peptidy, které umozni sjednoceni
obou podjednotek GP IIb/IIla (obr.
9) [1].

Interakce destickového GP IIb/Illa
s fibrinogenem hraje hlavni roli v agre-
gaci, v adhezi desticek k povrchiim
a pfi zpevnéni primarni destickové
zatky fibrinovym koagulem [8,9,10].
Komplex GP IIb/IIIa patii do rodiny
integrin®, adhezivnich membrino-
vych receptorti zodpovédnych za in-
terakce bunék mezi sebou a k matrix.
Je hlavni komponentou destickové
membriny (50 000, podle nékterych
praci az 80 000 kopii na kazdém
trombocytu) a jeho snizeni, absence
nebo mutace je podkladem Glanz-
mannovy trombastenie, hereditirni
hemoragické choroby. Jako ostatni
integriny jde o transmembranovou he-
terodimerickou molekulu oyyBs. Gly-
koprotein IIb (alIlb) sestava ze dvou
podjednotek spojenych disulfidovy-
mi mustky (lehky a tézky retézec),
naproti tomu GP IIla (§3) je tvofen
jen jednim polypeptidovym fetézcem
(obr. 8) [9]. Obé komponenty vytva-
feji na povrchu destickové membra-
ny Ca"-dependentni komplex v po-
méru 1 : 1 [1]. Vazebnd mista pro
fibrinogen se nachazeji na obou
podjednotkiach (GP IIb i GP IIla),
pricemz y-fetézec fibrinogenu se va-
ze k sekvenci aminokyselin 294 az
314 GP IIb podjednotky [16,17],
RGD-peptid je v oblasti sekvence
aminokyselin 109-171 GP Illa a dal-
§i region umoznujici vazbu fibrino-
genu je v oblasti 211-222 GP Illa.

GP IIb/Illa vaze 4 razné adhezivni
proteiny: fibrinogen, vWF, fibronek-
tin a vitronektin [1,8,9,10,11]. Jak jiz
bylo podrobné popsino vyse, fibri-
nogen ani ostatni adhezivni moleku-
ly se nevazou k trombocyttim v kli-
dovém stavu; vazebnd mista musi
byt vystavena ucinku ADP, jinych
destic¢kovych agonistii, nebo proteo-
lytickych enzymii. Vazba vWF a GP
IIb/IIIa podporuje adhezi desticek
k subendoteliu, trombospondin, zda
se, potencuje agregaci tvorbou kom-
plext s fibrinogenem.
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Obr. 10. Schéma molekuly fibrinogenu s vazebnymi misty

pro GPIIb/IIIa, volné podle [1].

Molekula fibrinogenu je slozena
ze 3 paru fetézcti 0, § a ya nese 3 va-
zebnd mista rozpoznatelna desticko-
vym GP IIb/IIla: dodekapeptid
(HHLGGAKQAG-DV) lokalizovany
v C-termindlni ¢4sti (zbytky 400 az

411) y-fetézce fibrinogenu, RGDEF-
-sekvence (zbytky 95 az 98) a RGDS-
-sekvence (zbytky 572 az 575) ze
610 aminokyselin o-fetézce fibrinoge-
nu [12,13]. C-terminalni dodekapeptid
f-fetézce fibrinogenu je pro vazbu
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Obr. 11. Vazba fibrinogenu
na destickovy GPIIb/IIIa, volné
podle [1].

fibrinogenu k destickdm nejvyznam-
néjsi (obr. 10 a 11) [14]. Podle jedné
prace tak kazdd molekula fibrinoge-
nu obracena k desti¢ce nese 3 vazeb-
nd mista umoznujici hexavalentni
interakci fibrinogenu a desticky. Po-
dle jiné prace jsou pro interakei fibri-
nogenu s destickami vyznamna jen
2 mista - RGDF-sekvence o-fetézce
a dodekapeptid -fetézce [15].

Aktivace GP IIb/IIIa spousti proces
agregace trombocytt (obr. 12 a 13).
Dimerické molekuly fibrinogenu se
vazou ke GP IIb/Illa a spojuji 2 des-
ticky mezi sebou. Stejnym mecha-
nizmem se postupné na sebe nabalu-
je stale vice trombocytt (efekt sné-
hové koule). Fibrinogen neni tedy
vyznamny jen v plazmatické koagu-
laci, hraje také kli¢ovou roli v pri-
marn{ hemostaze.
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Obr. 12. Postupujici agregace
trombocyti.

Obr. 13. Vznik primarni
destickové zatky.

Obr. 14. Aktivace koagulace na
povrchu desticek.

Desti¢kovd membrina bohatd na
fosfolipidy umoznuje rychly priibéh
plazmatické koagulace (generace
trombinu v pfitomnosti bunécné
slozky probiha 300 000krat intenziv-
néji nez v bezbunééném prostredi)
[1]. Trombin premeériuje fibrinogen
na monomery fibrinu, které polyme-
rizuji, fibrinovd vldkna obaluji pri-
marni hemostatickou zatku, ¢imz
vznikd odolnéjsi sekundarni zitka
(obr. 14). Piisobenim trombinem ak-
tivovaného F XIII dochézi k zesitova-
téni fibrinovych vlaken. Kontrakce
filopodii adherovanych k vlakntim
fibrinu vede k retrakci koagula ve-
douci k pevnéj$imu uzavieni riny
(obr. 15).
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