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Dedna eliptocitoza je klini¢no, biokemicno in genetsko raznolika skupina bolezni rdecih krv-
nih celic. Oznacuje jo prisotnost podolgovatih ali elipti¢nih eritrocitov v periferni krvni sliki.
Elipti¢ni fenotip je posledica razli¢nih napak proteinov, ki tvorijo membranski skelet. Le-ta
in pa molekule, ki ga veZejo na lipidni dvosloj, so odgovorni za obliko eritrocita in ustrezno
stabilnost in deformabilnost njegove membrane. V ¢lanku bom poskusala povzeti dognanja
na podrod¢ju molekularne anatomije membrane in membranskega skeleta rdecih krvnih celic,
mutacij genov strukturnih proteinov membranskega skeleta eliptocitov ter posledi¢ne spre-
membe teh proteinov in povezav med njimi, vplivov na mehanske lastnosti membrane in s tem
na obliko celice.

ABSTRACT
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Hereditary elliptocytosis is a clinically, biochemically and genetically heterogeneous group
of inherited disorders of red blood cells. It is characterised by the presence of elongated, oval
or elliptically shaped erythrocytes on the peripheral blood smear. The elliptocytic pheno-
type has been shown to result from various defects of proteins that constitute membrane skeletal
network. This network and molecules that bind it to the lipid bilayer are responsible for the
shape of red blood cell and the stability and deformability of its membrane. This article will
concentrate on findings about molecular anatomy of erythrocyte membrane and membrane
skeleton, mutations of genes for structural proteins of elliptocytic membrane skeleton and
functional changes of these proteins and interactions among them, their influences on mechan-
ical properties of the membrane and consequentially on the cellular shape.
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Eritrocit v 120 dneh prepotuje priblizno 500 km
in prezivi vec¢ kot 500.000 sr¢nih ciklov. Ta,
v neobremenjenem stanju diskoidna celica
s premerom 7 pm, se mora v tkivih preriniti
skozi kapilare Sirine 3 um (7). Ustrezno
stabilnost in elasti¢no deformabilnost dajejo
membrani eritrocita na notranji strani nje-
nega fosfolipidnega dela leZze¢i membranski
skelet in proteini, ki tvorijo navpi¢no pove-
zavo med obema.

MOLEKULARNA ANATOMIJA
MEMBRANSKEGA SKELETA

Notranja stran eritrocitne membrane je obloZe-
na z dvodimenzionalno raztegljivo mreZo
membranskega skeleta, ki je sestavljena iz
spektrina in povezovalnega kompleksa, ki ga
tvorijo aktin, protein 4.1, tropomiozin, tropo-
modulin, aducin, dematin itd. (2-5). Navpicne
povezave med membranskim skeletom in
membrano tvorita ankirin, ki se veZe na mem-
branski protein 3 (anionski izmenjevalec), ter
protein 4.1 s svojimi povezavami s proteinom 3
in z glikoforinom C, pri kateri v dolo¢eni meri
sodeluje tudi protein p55 (6-8) (slika 1).

Spekitrin

Spektrin je glavni sestavni del membranskega
skeleta, saj predstavlja 25 % vseh membran-
skih proteinov in kar 75 % mase membranskega
skeleta (1, 9). Je upogljiva molekula, sestav-

Jjena iz dveh podenot: spektrina o z molekul-
sko maso 280kDa in spektrina 3 z molekulsko
maso 246kDa (10). Vsaka podenota je sestav-
Jjena iz serije ponovitev. Ponovitev je zgrajena
iz zaporedja 106 aminokislin. Spektrin o tvori
22 takih ponovitev, spektrin 8 pa 17 ponovitev.
Posamezna ponovitev se zloZi v tri antiparalel-
ne vijacnice, imenovane A, B in C. Ponovitve
so med seboj povezane s kratkimi ravnimi
odseki (11, 12). Podenoti spektrina o in 3 se
med seboj povezujeta stran s stranjo z inte-
rakcijami v antiparalelni poravnavi in tako
tvorita spektrinski heterodimer dolZine prib-
lizno 100 nm. Aminski konec spektrina o in
karboksilni konec spektrina B predstavljata
glavo heterodimera, na drugi strani je rep.
Spektrinski heterodimeri sodelujejo v pove-
zavah glava z glavo in tvorijo spektrinske
tetramere (13) (slika 2). Podrocje povezave
glava z glavo je podobno eni ponovitvi zapo-
redja 106 aminokislin, kjer spektrin o. prispeva
eno, spektrin  pa dve vija¢nici (14). Spektrin
je v celicah prisoten predvsem v obliki tetrame-
rov (15). Repi spektrinskih tetramerov skupaj
z aktinom, proteinom 4.1, tropomiozinom,
tropomodulinom, proteinom 4.9 in aducinom
tvorijo povezovalne komplekse in tako obli-
kujejo dvodimenzionalno $esterokotno mrezo
membranskega skeleta (5, 16, 17) (slika 3).
Aminokislinski ponovitvi 15 in 16 spektrina
B vsebujeta vezavno mesto za ankirin, preko
katerega je membranski skelet povezan
z lipidnim dvoslojem (5) (slika 2).

Spekrin

Spekirin

Aktin Tropomodulin

Slika 1. Shematicni prikaz membranskega skeleta in njegovih povezav z membrano.
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Slika 2. Shematicni prikaz spektrinskega fetramera.

Povezovalni kompleks

Kote Sesterokotne mreze membranskega ske-
leta predstavljajo povezovalni kompleksi,
sestavljeni iz kratkih aktinskih filamentov,
4 do 7 spektrinskih tetramerov, proteina 4.1,
proteina 4.9, tropomiozina, tropomodulina in
aducina (18-20).

Aktin

V eritrocitu je prisoten le  podtip aktina, ki
se ureja v kratke, dvojnovijacne filamente,
sestavljene iz 12 do 16 aktinskih monomerov.
T.1. protofilamenti merijo v dolZino priblizno
30 do 40 nm in tvorijo ogrodje povezovalne-
ga kompleksa. Stanje polimerizacije aktina
v eritrocitu je funkcionalno pomembno za
njegovo morfologijo. Nekatere kemijske spo-
jine, ki zavirajo polimerizacijo aktina, namre¢
povecajo upogljivost membrane, medtem ko
druge, ki polimerizacijo spodbudijo, poveca-
jo njeno togost (10, 15, 21).

Slika 3. Sesterokotna mreZa membranskega skeleta. Ravne
(ite predstavijajo spekirinske fetramere, krogi pa povezovalne
komplekse. Crtkano je ponazorjena Sesterokotna oblika.

Tropomiozin in tropomodulin

Tropomiozin je dimer z molekulsko maso
60kDa, sestavljen iz dveh polipeptidov. V vsa-
ki od dveh zarez aktinske dvojne vija¢nice lezi
po en tropomiozinski dimer. Verjetna vloga
tropomiozina v eritrocitu je, da uravnotezi
kratek aktinski filament.

Tropomodulin je protein globularne obli-
ke z molekulsko maso 43 kDa, ki se veZe na
en konec tropomiozinske palicaste moleku-
le. Verjetno sodeluje pri stabilizaciji aktinskega
protofilamenta (15, 21).

Aducin

Aducin je heterodimer, sestavljen iz podeno-
te o z molekulsko maso 103 kDa in podeno-
te B z molekulsko maso 97 kDa. VeZe se na
aktin-spektrinski kompleks in spodbuja veza-
vo nadaljnjih spektrinskih tetramerov na
aktin (15, 21).

Protein 4.1

Protein 4.1 ima molekulsko maso 80kDa in
je sestavljen iz Stirih podenot. Pomembna je
osrednja podenota z molekulsko maso 10kDa,
na kateri je vezavno mesto za podenoto P
spektrinskega repa (15, 22). Tako vezan pro-
tein 4.1 mocno zveca afiniteto vezave spek-
trin-aktin (23). Razen omenjenega posredovanja
v vodoravnih povezavah membranskega ske-
leta sodeluje protein 4.1 s svojo podenoto
z molekulsko maso 30kDa tudi v navpi¢nih
povezavah membranskega skeleta na tran-
smembranske proteine. VeZe se namrec na gli-
koforin C in protein 3 (7).
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Protein 4.9 (dematin in p55)

Pas 4.9 na elektroforetinem vzorcu je sestavljen
iz dematina, ki ima podenoti z molekulskima
masama 48 kDa in 52 kDa, in proteina z mole-
kulsko maso 55kDa, p55. Dematin veZe
aktin, p55 pa sodeluje pri vezavi proteina 4.1
s transmembranskim proteinom glikofori-
nom C (8, 21).

Povezava membranski skelet-membrana

Pod membrano leZe¢a mreza membranske-
ga skeleta je na lipidni dvosloj pritrjena pre-
ko ankirina in proteina 4.1, ki se veZeta na
transmembranska proteina protein 3 in gli-
koforin C (4, 24) (slika 1).

Spektrin-ankirin-protein 3

Ankirin je sestavljen iz treh domen. Dome-
na z vezavnim mestom za spektrin je velika
62kDa in se veZe s spektrinom B priblizno
20 nm stran od povezave glava z glavo spek-
trinskega tetramera. Regulatorna domena je
velika 55kDa in uravnava afiniteto vezave
preostalih dveh domen za vezavo na ciljne
proteine (10, 25, 26).

Domena z molekulsko maso 89 kDa, ki se
veZe na membrano (domena M), je sestavlje-
na iz 24 v pare organiziranih zaporedij, ki se
zloZijo v 4 podenote s po 6 zaporedji (25).
Prvo vezavno mesto za transmembranski pro-
tein 3 je na 2. podenoti domene M, drugo pa
na 3.1in 4. podenoti iste domene. Ker se pro-
tein 3 v membrani nahaja v obliki dimerov
in ker ima ankirin dve vezavni mesti za pro-
tein 3, je mogoce, da ankirin poveZe 2 dimera
proteina 3 v tetramer (6) (slika 1).

Protein 3 je transmembranski protein
z molekulsko maso 95kDa, ki predstavlja 25 %
vseh membranskih proteinov. Tvorita ga dve
domeni, membranska, ki 14-krat precka lipidni
dvosloj, in citoplazemska domena z mole-
kulsko maso 43 kDa, ki nosi vezavno mesto
za ankirin in protein 4.1 (11, 27, 28). V tej
povezavi sodeluje tudi protein 4.2 ali pali-
din, katerega natanc¢na vloga pa ni povsem
razjasnjena (29-31).

Povezave preko proteina 4.1

Struktura proteina 4.1 je bila opisana v prejs-
njem odstavku. Poleg tega, da je ta protein

pomemben ¢len v vodoravnih povezavah mem-
branskega skeleta, sodeluje tudi v povezavah
membranskega skeleta na lipidni dvosloj (11, 32).
S podenoto z MM 30kDa se v 80 % veZe na
glikoforin C/D, bodisi neposredno bodisi preko
proteina p55 (33). Preostalih 20 % proteina 4.1
se veze na protein 3 (34). Pri tem je vezava,
pri kateri sodeluje p55, visokoafinitetna, ostali
dve imata nizko afiniteto (7, 35).

Poleg obeh omenjenih povezav se skeletni
proteini tudi neposredno veZejo na membran-
ske fosfolipide. Dokazano je, da se spektrin
in protein 4.1 veZeta na fosfatidilserinske
mehurcke (36, 37). Te povezave ne le pripomo-
rejo k uravnoteZenju povezave membranski
skelet-membrana, marvec sodelujejo tudi pri
nesimetri¢ni razporeditvi membranskih fos-
folipidov med obema plastema membrane (11).

MOLEKULARNA PATOGENEZA
IN GENETIKA

Zaradi kompleksne strukture membranskega
skeleta se lahko napake pojavljajo v Stevil-
nih proteinih, ki ga tvorijo, kar ima razli¢ne
morfoloske posledice. Na splosno velja, da
spremembe v navpi¢nih povezavah vodijo
kizgubljanju membranske povrsine in s tem
do manjSega razmerja med povrsino in volum-
nom, posledica Cesar je sferocitoza. Napake,
ki prizadenejo vodoravne povezave, pa pov-
zroCijo destabilizacijo membranskega skele-
ta in elipti¢no obliko celice (12).

Za sindrom dedne eliptocitoze (DE) so
odgovorne kvalitativne in kvantitativne muta-
cije genov za spektrin o in B, protein 4.1 in
glikoforin C. Zaradi razli¢nih mutacij in
moznosti kombinacij teh mutacij je klini¢na
slika DE izredno raznolika, od asimptomatske
oblike do hude, Zivljenje ogrozajoce hemoli-
ti¢ne anemije s poikilocitozo in fragmentacijo
eritrocitov (38-40).

Spekitrin

Vecina mutacij, odgovornih za DE, so mutacije
spektrina o in 8, ki motijo normalno povezavo
med glavama dveh spektrinskih heterodi-
merov. S tem je motena povezava dimerov
v tetramere in poru$ena mehanika membran-
skega skeleta (41).
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Spektrin o

Vecina mutacij spektrina o je tockovnih, ki
povzrocijo zamenjavo ene aminokisline v nekaj
ponovitvah aminskega konca te molekule,
navadno v C-vijaCnici posamezne ponovitve.
Zaradi tega lahko pride do spremembe obi-
Cajnega cepitvenega mesta pri tripsinski
proteolizi, kar spremeni elektroforeti¢ni vzo-
rec razcepkov spektrina. Namesto odlomka
z MM 80 kDa nastanejo odlomki, veliki 78, 74,
65 ali 46 do 50kDa (42-44).

olE e alel z nizko ekspresijo spektrina o,
Nastane zaradi mutacije v intronu 45, ki pov-
zroCi preskok eksona 46. Spektrin o brez ekso-
na 46 slabse tvori heterodimere in je bolj
podvrZen beljakovinski razgradnji. Ker v eri-
tropoetskih celicah nastane 3 do 4-krat vec
spektrina o kot B, se bolezen ne izrazi. olF%Y
je pravzaprav zelo pogosta mutacija in je pri-
sotna pri 20% cloveske populacije. Ce je poleg
oY prisotna na drugem kromosomu mutacija
spektrina o, ki povzroca DE, pa to povzrodi vejo
vgradnjo mutiranega spektrina o, v membran-
ski skelet in s tem hujso obliko bolezni (5, 38).

Spektrin

Mutacije v odseku DNK, ki kodira karboksil-
ni konec spektrina f, so skrajanja ali to¢kovne
mutacije, ki povzrocijo motnjo v povezavi
med glavama spektrinskih heterodimerov.
Do skrajsanj, pri katerih manjka eno ali ve¢
fosforilacijskih mest na spektrinu B, pride
zaradi insercij, delecij, nesmiselnih mutacij
ali preskakovanj eksonov. Ker je spektrina o
sintetiziranega veliko ve¢ kot spektrina f3,
zadnji odloca o kolicini vgrajenega spektrina
v membranski skelet. Zato mutacije spektrina
véasih pripeljejo do fenotipa z znacilnostmi
sferocitoze in eliptocitoze (sferocitna DE). Tu
je poleg motene povezave spektrinskih dime-
rov v membranskem skeletu prisotno tudi
manjse Stevilo njih samih (41, 45).

Znane so tri tockovne mutacije, ki povzro-
¢ijo zamenjavo ene aminokisline v vija¢nici A
ali B skupne of-ponovitve. Vse tri odprejo
cepitveno mesto na spektrinu o, kar povzro-
¢i tvorbo odlomka velikosti 74 kDa (41, 46).

Protein 4.1

Za del DE so krive mutacije, ki povzrocijo
pomanjkanje proteina 4.1 ali pa njegovo struk-

turno spremembo (47). Za pomanjkanje pro-
teina 4.1 so krive bodisi tockovne mutacije
ali delecije, ki spremenijo zaCetno mesto za
translacijo in preprecijo prepisovanje protei-
naz mRNA (5, 48), bodisi delecija kodona, ki
kodira aminokislino znotraj vezavnega mesta
proteina 4.1 za spektrin, zaradi ¢esar se pro-
tein 4.1 ne vgradi v membranski skelet in se
posledi¢no razgradi (49).

Strukturne spremembe proteina 4.1 nasta-
nejo zaradi insercije ali delecije eksonov, ki
kodirajo vezavno mesto za spektrin. Posledic-
no nastaneta daljsi ali krajsi protein, katerih
sposobnost vezave na spektrin je okrnjena (50).

Glikoforin €

Fenotip Leach zaznamuje popolna odsotnost
glikoforina C. Znacilno za nosilce Leach feno-
tipa je, da nimajo antigena krvne skupine
Gerbich in da imajo eliptocitozo brez hemo-
lize. Poleg popolne odsotnosti glikoforina C
so v teh celicah odkrili tudi niZjo vsebnost
proteina 4.1 in p55, kar naj bi bil vzrok za
spremenjeno obliko celice (51).

DEFORMABILNOST IN OBLIKA
ERITROCITOV PRI DE

Kot je Ze bilo omenjeno v uvodu, je v Zivljenju
eritrocita izraZena velika potreba po prilagaja-
nju oblike celice okoli$¢inam v krvnem obtoku.

Deformabilnost celice dolocajo tri kom-
ponente:

¢ Celi¢na geometrija: Normalna bikonkav-
na oblika omogoca eritrocitu veliko raz-
merje med povrsino in prostornino, zaradi
Cesar je mogoca linearna raztegnitev celi-
ce do 250 % njenega premera. Nasprotno
pa povecanje povr§ine membrane za 3-4%
Ze pripelje do razpada celice (4).

* Viskoznost citoplazme je odvisna od vseb-
nosti hemoglobina. Pri normalnih kon-
centracijah hemoglobina ima viskoznost
citoplazme zanemarljiv vpliv na celicno
deformabilnost (52).

* Mehanske lastnosti membrane oprede-
ljujeta dve lastnosti: deformacijski odziv
membrane (upogib, povecanje povrsine itd.)
ob delovanju dolocene sile nanjo in njena
stabilnost. Manjsa kot je sila, ki je potrebna,
da se doseZe doloCena sprememba oblike
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membrane, vedji je njen deformacijski odziv.
Stabilnost je opredeljena kot najvecja mera
deformacije, ki jo membrana $e prene-
se. Vedja sila bi povzrocila nepovratno
spremembo membrane eritrocita (53, 54).
Normalni deformacijski odziv membrane
omogoca eritrocitu prehod skozi kapilare,
ki imajo manjsi premer kot eritrocit sam,
normalna stabilnost membrane pa mu
omogoca krozenje brez fragmentacije (53).

Za spremenjeno deformabilnost in obliko eri-
trocitov pri DE so pomembne predvsem
mehanske lastnosti membrane. Z ekstrakcijo
membranskega skeleta eritrocitov z detergen-
tom Triton X-100 pri bolniku z DE so namre¢
ugotovili, da ima izoliran membranski skelet
ravno tako kot cela celica elipti¢no obliko. To
nakazuje, da je vzrok za elipti¢no obliko pri DE
v membranskem skeletu (55). S poskusom,
kjer so eritrocitom dodajali 2,3-difosfoglicerat
(2,3-DPG), so ugotovili, da imajo membrane
zaradi zviSane koncentracije 2,3-DPG zmanjSan
deformacijski odziv in zmanjsano stabilnost.
2,3-DPG zrahlja povezavo med spektrinom in
proteinom 4.1. Z dodatkom tripsina, ki cepi oba
omenjena proteina, so tudi ugotavljali zmanjsa-
no stabilnost membrane (53). Delna odsotnost
proteina 4.1 povzroci eliptocitozo, popolna
odsotnost pri homozigotih z mutacijo tega pro-
teina pa eliptocitozo in fragmentacijo eritroci-
tov. V poskusu z ektacitometrom, napravo za
merjenje deformacijskega odziva in stabilnosti
membrane, je bil deformacijski odziv membra-
ne pri obeh zmanjsan. Po dodatku proteina 4.1
membranam bolnih celic je prislo do porasta
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Slika 4. Povratna deformacija (puscica) membranskega skeleta.
A— nedeformirano stanje, B— raztegnitev enih in skicenje drugih
spekirinskih molekul, C — mejna focka reverzibilne deformacie.

deformacijskega odziva in stabilnosti teh mem-
bran (56). Pri eritrocitih bolnikov z DE, kjer
je vzrok bolezni mutacija spektrina, ki moti
normalno povezovanje spektrinskih dimerov
v tetramere, so ugotovili, da je razmerje med
spektrinskimi dimeri in tetrameri premo soraz-
merno padcu deformacijskega odziva in stabil-
nosti membrane teh eritrocitov (53, 57). Zgoraj
nasteti poskusi nakazujejo, da so vodoravne
povezave med skeletnimi proteini pomembne
za ustrezne mehanske lastnosti membrane, za
deformabilnost in za obliko celice.

Model reverzibilne deformacije
eritrocitne membrane

V naravnem, nedeformiranem stanju obsta-
jajo spektrinske molekule v zviti konformaciji.
Med povratno deformacijo pride do razteg-
nitve nekaterih spektrinskih tetramerov in do
mocnejSega skréenja drugih, tako da pride do
spremembe geometri¢ne oblike celice, ne
pa tudi do spremembe njene povrsine. Z veca-
njem deformacije postaja spektrinska mreza
na nekaterih mestih vse bolj raztegnjena in
nekatere spektrinske molekule dosezZejo svoj
maksimalni raztezek. To je tako imenovana
mejna tocka povratne deformacije (slika 4).
Vedje delovanje sile bi povzrocilo pretrganje
vodoravnih vezi membranskega skeleta (52).
Za normalni deformacijski odziv membrane je
torej nujno potrebna konformacijska preraz-
poreditev spektrinskih molekul. Pri strukturnih
spremembah proteinov pri DE je normalna
konformacijska prerazporeditev membranske-
ga skeleta motena, zato je deformacijski odziv
membrane manjsi (4).

Kaj pa oblika?

Ob delovanju manjse sile za krajsi Cas se
membrana obnasa kot elasti¢no telo in po
prenehanju delovanja sile zavzame prvotno
obliko. Ce pa je sila prevelika ali &e traja pre-
dolgo, se membrana obnasa kot plasti¢no telo
in trajno spremeni obliko (52). Domnevno do
tega pride zaradi strukturne prerazporeditve
proteinov membranskega skeleta, kjer pride
do pretrganja obstojecih vezi in vzpostavi-
tve novih, ki celico obdrZijo v deformiranem
stanju (4, 14).

Predhodniki eritrocitov pri DE so okro-
¢li in se po obliki ne razlikujejo od zdravih
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eritrocitov. Eliptociti se oblikujejo v krvnem
obtoku s staranjem celice in nastanejo iz
diskocitov (58, 59). Eritrociti, ki so izpostav-
Jjeni striZznim silam in vitro, in eritrociti in
vivo v krvnem obtoku zavzamejo elipti¢no ali
padalu podobno obliko. Eritrociti pri zdravih
ljudeh po prenehanju delovanja sile zavza-
mejo prvotno, bikonkavno obliko. Pri DE pa
zaradi oslabljenih vodoravnih povezav med
skeletnimi proteini ne pride le do konforma-
cijske prerazporeditve proteinov, marvec¢ tudi
do strukturne prerazporeditve in celice tako
obdrzijo elipti¢no obliko (41). Ce je sila pre-
velika ali ¢e so normalne vodoravne povezave
med proteini preve¢ oslabljene, pride ne le
do eliptocitoze, marvec tudi do fragmentaci-
je eritrocitov in poikilocitoze (60).

ZAKLJUCEK

Evolucijski razvoj je ustvaril membranski kom-
pleks eritrocita, ki je visoko elasti¢en (100-krat
mehkejsi kot lateks primerljive debeline), hitro
odziven na delujoce sile in sposoben velikih
raztezkov brez fragmentacije (52). Domnevne
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