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Hemoglobin a dalsi bilkoviny
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Stavba hemoglobinu

o 85-90 % proteint ¢ervenych krvinek

o metaloprotein

o obsahuje 4 retézce globinu a 4 skupiny
hemu s Fe atomy schopnymi vazat kyslik

o transportuje kyslik do tkani, ve tkanich
vaze asi polovinu vyprodukovaného CO, a
odvadi jej do plic

Polypeptide
chain
B chain

(wikiskripta.cz)

o chain



Stavba hemoglobinu

Biochemicky hlavni retézce, tvorici hemoglobin dospélého cloveka
a Fetézec — 141 AK } (HbA; a, B,)
B retezec — 146 AK dalsi typy Fetézcl, vytvarejici alternativni typy

hemoglobinu ‘

HbA, (o, 6,) — 2-3 % hemoglobinu dospélych
embryonalni Gower I (¢, €,) — do 10. tydnu nitrodélozniho vyvoje (+ Gower Il a,€,)
HbF (o, y,) — po 10. tydnu nitrodélozniho vyvoje

Kazdy Clovek ma v haploidnim stavu alespon jeden gen pro kazdy

typ retézcl (a, B, v, 6, €, {), umisténé ve dvou clustecrech :
g 5 v Yo, Oy 04 3
— Hb 0 eerees - — o —

o — 16p (obvykle dvé kopie)

B-11p 5, 8 e
= Hb
 jsou tzv. pseudogeny % H e - o —

Chromosome 11



/meny v produkci hemoglobinovych retézcl

o podstatou je Casové fizend exprese — tzv. switching globinu
O souvisi s mistem tvorby — embryonalni ve Zloutkovém vaku, HbF v jatrech, HbA v kostni dreni
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Tvorba hemoglobinu

o pomér genl pro fetézecaa B je 2 : 1 = tvori se o néco vice retézce a (kontrola je ale
nezavisla, neni to dvojnasobek)

o normalni stav (a, (3,)

samotné fetézce B 2 HbH — neni schopen uvolnit
. \\\\V' navazany kyslik

samotné rfetézce a = a inkluzni téliska (napfr. v pripadé
_JJ 2 patologického nedostatku B) — posSkozuji cervené krvinky

X mirna prevaha a je neutralizovana AHSP (a-hemoglobin- ‘ -
" . stabilizujici protein), ten zaroven spojeni napomaha (ale 3 p
o - jen do urcité miry; Kihm et al. 2002)
R "~ (AHSP -/-) = nestabilni hemoglobin a tzv. Heinzova 3
a téliska



Varianty retézcu hemoglobinu

B

o ve velkém mnozstvi populaci je Cetnost alely A (normalni
retézec hemoglobinu ) témér 100 %

o dosud identifikovano 600 — nejbéznéji substituce AK (SNP)
bez vlivu na funkcnost

alternativni hemoglobin
HbS, HbC, HbD, HbE



Hemoglobin HbS

HbS — 26 Glu—>Val
hydrofilni AK na hydrofobni AK

!

SS homozygoti

pri hypoxickém stresu retézeni hemoglobinu, zmeéna
tvaru ¢ervené krvinky a zhorseny transport plynd
(zejména v malych cévach)

Normal red blood cell Sickle cell

Srpkovita anémie (srpkovita chudokrevnost, falciformni
anémie nebo drepanocytdza, sickle-cell disease — SCD)

SA heterozygoti

25-40 % HbS, klinicky normalni, k srpkovaténi dochazi
jen pri velmi silném hypotoxickém stresu

Poprvé popsana v roce 1904 Earnestem E.
Ironsem u pacienta na Granadé
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Hemoglobin HbS — srpkovita anémie

destrukce srpkovitych shlukovani
bunék l bunék

hromadéni
krvinek ve sleziné

anémie

zvysena , i
aktivita drene, m|s ni poruchy
krevnlho zasobeni

deformace srdeéni
lebky selhani

slabost 3 <k zhorseny zvétSeni a fibroza

Unava bos o,zer,\e fyzicky vyvoj sleziny

mentalni Iedvmy
zazivaci

funkce pllce
svaly a mozek dstroji

klouby l selham

pneumonle ledvin

pa ralyza bolest
revma bricha

O primarné — ucpani cév (spojeno s mistnimi zanéty vlivem
opakované ischemie)

o sekundarné hemolyticka anémie (progresivni vaskulopatie)




Hemoglobin HbS — alelové frekvence

o populace s Cetnosti alely S 5-15 % (heterozygoti 15-40 %)
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Hemoglobin HbS — alelové frekvence

o endemicky vyskyt malarie

e

: 3 5‘ %

Endemic Malaria
Areas where malaria is present |:
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HbS — malarie

Malarie (bahenni zimnice)

o Plasmodium falciparum, ...
malariae, ... ovale

o vektor — Anopheles

vivax, ...

Human host

Mosquito vector

Sporozoite —

Hepatocyte —

‘®® Schizont

Intra-erythrocytic
development cycle .
(48 hours) Trophozoite

|

Commitment to
sexual development
(<10% of parasites)
Committed
schizont
Sexual ring Gametocytes

/\‘b—»—*g

Zivotni cyklus plasmodia a vyvoj gametocytu (ca 10—
12 dni; Josling a Llinas 2015)



HbS — malarie

Malarie (bahenni zimnice)

o prvni priznaky od 8 do 25 dni od prvni infekce

— bolest hlavy, zvySena teplota, bolest kloubl a zvraceni, anémie vinou rozpadu
erytrocytU a zvétsSena sliznice

— faze zachvatl kazdé tfi (tercidna; vyvoj 48 hodin; P. falciparum, vivax a ovale), Ctyfi
(kvartana; vyvoj 72 hodin, P. malariae) nebo dva dny (vyvoj 24 hodin; P. knowlesi)

!

o primé umrti zplUsobuje P. falciparum, vsechny ale zpUsobuiji vyCerpavajici
horecky a stavy primo zhorsujici fitness (napr. az o 60 % nizsi produktivita
zemedélské rodiny)

o predevsim umiraji déti do péti let

o mohla zabit az polovinu lidi, co kdy zilo



HbS — roztomila infografika

Quinine is purified Anti-malaria drug A parasite is succes- Anti malaria Malaria vaccine  Mosquito nets, nov mmonly known  The final st vaccine is set to
a d to treat Chloroquine is o 3 Mefloquine Hy > as insecticid nosquito nets  trials of Mo [ e ed and hit the
malaria discovered E chloride is approved a (ITNs) are sho 0 reduce overall halves the r
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HbS — souvislost s malarii

o korelace mezi vyskytem alely S a malarii je obrazem balancovaného polymorfizmu

o S alela je spojena predevsim s misty trvalého hyperendemického vyskytu malarie, ohrozujici déeti
od dvou mésicl do dvou let
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HbS — alelové frekvence

o ustavena rovnovaha je vysledkem selekce SS a malarie

o pokud by byla umrtnost na srpkovitou anémii a malarii stejna, byl by pomeér alel
S ku A 1:1, tak to ale neni

na kazdych 100 SA, kteri se doziji
dospélosti se dospélosti dozije 7
88 AA V) ﬂ
14 55 ’ S e
0,1-0,2S 0,8-0,9 A 'I,“

relativni fithess (Bodmer a Cavalli-
Sforza 1976)

Kde se ale ustavi
ekvilibrium?



HbS — alelové frekvence — ustaveni rovnovahy

Alelové pomeéry — hypoteticky model ustaveni ekvilibria
12

Deaths due to
malaria

RF: 0,12 AA umre na malarii, 0,86 SS umre na anémii

-

Deaths per 100
(op)
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0 el T | T T T T T T |
000 005 010 015 020 025 030 l,
Frequency of Sickle Cell Allele

14 1 Total number
of death due to , ,
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£
10

0.00 005 010 015 020 025 030
Frequency of Sickle Cell Allele



HbS — alelové frekvence — vypocet rovnovahy

Algebraicky vypocet (mirné odlisna data)

relativni fitness Wu, =0,7961 w,c=1 w,=0,1698
selekéni koeficienty (s =w-1):  s5,,=0,2039 s5,,=0 s, =0,8302

hodnota ekvilibria (odhad Cetnostiq) = s,/ (Spp + Sss) = 0,1972

Podstatna a mezi-populacné znacne variabilni je sila selekce malarii!!! Bez
pritomnosti tohoto faktoru se bude Cetnost alely snizovat.



HbS — doba dosazeni rovnovahy

Alelové pomeéry — hypoteticky model
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o ustaveni rovnhovahy v Case pri danych relativnich fitness
o pocatecni frekvence 0,00001 — odpovida cetnosti mutace

o odpovida 2 000 az 3 000 rokim (bez vlivu dalsich faktor(), to odpovida
rozSirovanim predka Plasmodia (pred 3200—7700 lety)



HbS — podstata rezistence v prubéhu vyvoje trofozoita se na povrchu

d : erytrocytu vytvari ,vyrustky” umoznuijici
Podstata rezistence prichyceni na sténu cévy az do doby dozrani

25-40% HbS — srpkovitost pri silné hypoxii merozoitt]

,nhormalni“ krvinka nereaguje
na hypoxii zménou tvaru

Red
blood cells

u infikované krvinka vede m_emhmyﬁck
hy p OXi e k Sr p kOVitO Sti aesv;::[:;\ent Fia Trophozoite ' Ring stage

Commitment to
sexual development
(<10% of parasites)
’v ’ . ’ Committed
zvyseni propustnosti membrany a schizont

eoo Sexual ring Gametocytes

ztrata draselnych iontu o stage

0-0-=

ALTERNATIVNE l

Uéinné&jsi odstrariovani umrti parazita Y
napadenych bunék im. o _ A
systémem delSi ¢as na pripravu "

. : imunitniho systému
potlaceni vyvoje parazita Y




HbS a fertilita .y . e
selektivni mortalita selektivni fertilita
[V 4 \ , 43@1'

prirodni vybér

PUsobi selektivni fertilita?

o nékterymi vyzkumy pozorovana vetsi fertilita heterozygotnich zen (Afrika,
Karibské ostrovy, Alabama)

vysvetlovano mensim ohrozenim plodu v pripadé infekce matky, pripadné
nizSi pravdépodobnosti poskozeni placenty parazitem

o ale jiné studie (Kostarika, opét Karibik) nepotvrdily

muze v nékterych populacich
posunovat rovnovahu, ale neni presné
jasné jak



Souvislost HbS s kulturni proménnou krajiny

zmena ekologie

lesa

puvodni les s malym mycen pFichod lidi a jejich pFechod k
mnozstvim komaru a vzacnou N »”  zévlahovému zemédélstvi
e e e stojaté Vody

Teorie jedné mutace (Relethford)

vzestup populace
komaru

rozsSirovani malarie

1

nardst vyhody heterozygotu

1

narust frekvence alely

ustaveni rovnovahy

1

prenos do jinych populaci (napf. obchodem s otroky; konkrétni
plvod Maldrie umistovan do riznych mist)




HbS — plUvod mutace

o prvni studie vyuzivajici restrikéni endonukleazy ke sledovani genu spojenych s onemocnénim

vyzkumy zamérené na restrikéni mista v ramci

klastru ‘
Kb
. v . . ’ 60 50 40 30 20 10 0
S alela objevena hned u nékolika africkych L | | 1 1 | |
haplotypU, reprezentujicich témér celé Uzemi - Gr Ay w8 8 B
O e m— 3"
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alela S vznikla pravdépodobné opakované na rtuznych
mistech starého svéta pri na sobé nezavislych
mutacnich udalostech (minimalné péti)

nasledné se tyto haplotypy rozsirily mimo africky
kontinent



HbS — plUvod mutace

Distribuce hlavnich B-globinovych haplotypt

’.
¢
& e @
o—r i} ¢ | Do Portugalska napriklad rozsiren Bantu a
£ ot Senegalu od 1400 do 1600; dikaz mideni
7 T mistnich populaci a inkorporaci potomkt do

B Saudi Arabia/India
B Senegal

portugalské populace

Kdy k tomuto vyvoiji doslo? — ca 2 000—3 000 let.

Spolecny predek vsech zkoumanych plazmodii je sledovan
do obdobi pred 3 200—7 700 let (Rich a Ayala 2002)




HbS — plUvod mutace

alternativni vysvétleni

o pripoustéjici moznost pouze jedné mutace
jedna mutacni udalost

\

dvojity crossing-over a genova konverze migrujici HbS
x alely s lokalnimi variantami B klastru v relativné
oddélenych populacich (Flint et al. 1993)

Crossing over

Pro kazdy pripad haplotypu s S alelou by k tomu doslo jednou s
naslednym rozsifenim. Neboli, timto mechanismem se S mutace mohla

2@@ rozSifovat do ostatnich genotypu

Double crossing over



HbS — zavislost srpkovité anémie na haplotypu

Zavaznost srpkovité anémie je zavisla na konkrétnim haplotypu

o obcasna pozorovani -> arabsko-indicky haplotyp lehc¢i symptomy nez Bantu (Steinberg 2005)
— podili se také prirodni faktory (tézky pribéh v obdobi destl)

Bantu

zvysena koncentrace fet. hemoglobinu (1-30 %) zvysSuje vék doziti a zabranuje rozvoji
nékterych nejvaznéjsich priznaku

zvyseni produkce fetalniho hemoglobinu je také zakladem |éCby (hydroxyurea; 5
azacytidin; Steinberg 2005)



HbS — interakce s parazitem

Varianty se vyvijeji spolecné s vyvojem parazita

o rod Plasmodium je ca 150 mil let
o druhy infekcni pro ¢lovéka se zacaly formovat pred ca 100 mil let.

o P. falciparum — tézky prubéh nemoci odkazuje na relativné nedavnou zménu hostitele z ptaku na
lidi; podle mol. dat k tomu doslo pred oddélenim lidské a Simpanzi linie (McCutchan et al., 1996)

o Plasmodium falciparum méni — adhezivni (PfEMP1) a antigenni vlastnosti

o exprimovan vyluéné z jednoho z ca 50 rlznych var genll — samostatné méni
exprimovany gen a tedy antigenni obraz = vznikaji rizné antigenni subpopulace

o prevalence rliznych polymorfizm( parazita je ddna pfitomnymi HLA polymorfizmy
populace (Gilbert et al. 1998)

o popsany také geny (Msp-1 a Msp-1) parazita, jejichz frekvence vyskytu koreluje s
HbS (Konate et al. 1999)



HbE

Hemoglobin E (a,B,26 Glu=Lys)
o druhy nejcastéjsi abnormalni hemoglobin

o Casty v jihovychodni Asii (s frekvenci az 0,5), v malych frekvencich i
jinde — napt. Turecko

o vysledek minimalné dvou
nezavislych mutacnich udalosti

O mutace neupresnénym zpusobem
brani napadeni krvinek Plasmodiem
(snad membranova abnormalita)

o homozygoti HbEE nemaji tak tézké
klinické potize jako SS




Hemoglobin C (a, 3,5 Cl~bys)

o vysledek jedné mutacni udalosti a genového toku do sev. Afriky

o chrani nejvice v homozygotnim stavu — rozvinuti klinické malarie je u HbAC 0 29% nizsi, u HbCC
0 92% nizsi (Modiano et al. 2001 )

o v populaci Dogonl v 80% brani propuknuti tézkych priznakt (Agarwal et al. 2000)
o plasmodia se v HbCC krvinkach nemohou mnozit

4

o mohlo by v pripadé dalsiho
ohrozeni malarie nahradit
HbS, ale omezeni na
konkrétni populace naznacuje
moznost pop. specifickych
faktord




Talasémie

o thalassa (rec. — more)

o stredomorské anémie

o skupina chorob spocivajicich ve snizeni
nebo Uplném utlumeni produkce
jednoho z retézcd hemoglobinu

o predevsim a a B, zbylé retézce
vyjimecné

ustani tvorby — a® talasémie a B° talasémie

snizeni tvorby — a* talasémie a B* talasémie

rzné zavazné poruchy tvorby hemoglobinu



INIEREIENENIE
o ztrata (prevazneé tedy delecni) jednoho a vice z celkem 4 genu pro fetézec a
-0 a a o achromozom

o vice patologickych projevu
(a) ol X o2 X
{ - |
wol o2 X ol
v . . eVe /7 LL - E
_ (-a/aa) — €asto ani serologicky nerozliSitelné x x tnecu
mlnor t. v , . l Crossover
(-o/-a nebo --/aa) — vainé anemie vo @
(--/-a) — zvySend tvorba HbH vad “ w“ "
{ = i i {
(b) X X
. yol o2 ol
major t. (--/--) — potrat — —
yol o ol
N T,
X X

o -a — typicky ve stfedomori a jihovychodni Asii

o --—jihovychodni Asie



Beta talasémie

major talasémie

o tézké anémie, vysoka umrtnost pred dosazenim dospélosti
o vrozena anémie u populaci v okoli stredozemniho more
minor talasémie: heterozygoti B°/B, B*/B
casto bez priznaku, se zvysenymi hladinami HbF

Na rozdil od prevainé delec¢nich mutaci a jsou zde zodpovédné rizné mutacni udalosti (az 150
riznych mutaci — v€etné ca 37 gen( v okoli hemoglobinového lokusu)

Table 6.2 Some frequent $-thalassemias in various populations

Group/Region Mutation Type Frequency
African Americans TAT box (=29) B* 39%
Poly A site N B 26%
Mediterranean area Intron 1 (position 110) B* 35%
f* terminator p* 27%
East Indians Intron 1 (position 5) B* 36%
Deletion (619 bp) B° 36%
Chinese Frameshift (position 71/72) BY 49%

Mutace typické pro rizné populace Intron 2 (position 654) i 38%




Talasémie — rozsireni a selekce

Obecné jsou Talasémie vazany na malarické oblasti

o thalasémie

o jak delecni, tak (vzacnéjsi) nedelecni a* talasémie maji v nékterych populacich vyskyt az
80 %

o v malarickych oblastech maji klinalni vyskyt, kopirujici prevalenci malarie

o v nemalarickych oblastech, na jednotlivych ostrovech Pacifiku, kolisa frekvence mezi 0-12
%, bez klinalni variability, populaci od populace

Papua-Nova Guinea
klinalni vyskyt —az 70 % na pobfrezi, 2-5 % v centralni Casti
heterozygoti (-a/ a o) maji 0,63 riziko onemocnéni tézkou formou N
maldarie, homozygoti (-a/-at) 0,4
mechanismus ale neni znam, snad lepsi imunitni odpovéd bunék
(Luzzi et al. 1991)

B thalasémie

témér nezkoumana, alternativni hemoglobin .

snad napomaha zbavovani se parazita z téla e



Krevni proteiny

o tvorici Cervené krvinky, krevni bunky nebo obsazené v plasmé

o nejjednodussi studium polymorfizm0 — elektroforéza — separace molekul na zdkladé jejich
naboje, velikosti a usporadani

Gel ®) §
i % 3 E
/ Genotype £ 3= &
/ I L 1 +
S/5 0 ﬁ ! s g
Slots for M5 0 0 H 4 S s s | f
samples F/S 0 0 [ ; - e
Stained —— | d
Mg 0 Z] gel [orizaszc e n e c
M) 0 I ‘ kel — -
Buffer ‘ i, o) a
solution ; F/F 0 Z]
Electrode .
Bands

PGM, types 1 2-1 2 1 2-1 2 origin

Power
supply

o studium na urovni genetické informace



Prosteiny plazmy

Name Some Common Alleles
Albumin ALA, ALY
o,-Antitrypsin (o,-protease inhibitor) PIY, PIY, PI¥, PF, PI*
p-Lipoprotein allotypes AGY, AGY
Lp system (apoliproprotein) e i
Ceruloplasmin (el L ElS e
Cholinesterase (CHE2)
Complement component-3 ol i
Group-specific component GC', GC*, GC* (VDBP, VDBG)
‘ Haptoglobins it o Do (i
Immunoglobulins
Gm-Am Gim?, G3m®, Glm', G1m'?
Km (Inv) Km', Km?
Placental alkaline phosphatase Bt
Properdin factor B (glycine-rich-p-glycoprotein) BE®, BFF
‘ Pseudocholinesterase (butyrylcholinesterase) E1, E2 (CHE1)
Transferrins JE I IF RN RS

Xm group (o-macroglobulin) XM, XM




Enzymy plazmy — haptoglobiny

o vazou extrakorpuskuldarni hemoglobin z erytrocytd — zamezuji vychytavani hemoglobinu
ledvinami (poskozuje ledviny) a znemoznuji vyuziti volného hemoglobinu napr. bakteriemi

o 2o a 2P retézce — 16¢

o produkty jednoho lokusu (fetézec a) — kodominantni alely Hp! a Hp? + dalsi (napt. HpO —
delece haptoglobinu)

o trfi hlavni fenotypy — Hp 1-1, Hp 1-2, Hp 2-2

» @

o elektroforéza odrazi chovani proteint
dvou alel —Hp 1 je dimer, Hp 2 vytvari
rdzné mnozstvi homopolymerul a
heteropolymeru (proto vice pomaleji se
pohybujicich prouzku) -

— origin
ptoglobin type 1-1
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o frekvence alely Hp 1 —S-J gradient v Evropé, Sub-Saharska Afrika az 70 %, vychodni
Asie nizsi, velmi vysoké frekvence v Jizni Americe

7

u'"ﬂ" =¥ ]
———g
i —

o Hp 1 efektivnéji vychytava volny Fe, Hp 2 muzi maji vyssi koncentrace sérového zeleza

o efektivnéjsi vychytavani muze byt selektovano tlakem ze strany onemocnéni
vedoucich k rozpadu krvinek

o efektivnéjsi Hp 1 muaze byt snad vyhodou u anemii, zkouma se asociace s
radou neduhl — Hp 1-1 s leukémii, Hp 2—2 s nemocemi srdce



Proteiny plazmy — pseudocholinesteraza (butyrylcholinesteraza)

o cholinesteraza pritomna v séru (tvori se v jatrech)
o nespecificka
o 4 alelické formy se sestupnou esterazovou schopnosti

E,s — postrada esterazovou citlivost na suxamethonium (myorelaxant sukcinilcholin)
aktivitu mm) O prodlouZend zistava dechu po podani
E,s E;s — autozomalneé recesivni o souvislost také s metabolizaci kokainu a heroinu

distribuce funkcni alely
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Proteiny krvinek — glukdza 6-fosfat dehydrogenaza (G6PD)

o hemolyticka anémie u 10 % africkych vojakl po podani |éku
Primaquine (antimalarikum) a u ¢asti stredomorské populace po
pozreni bobl (Vicia faba, favismus)

o deficience G6PD vazana na X (vice nez 140 mutaci kédujici oblasti)
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G-6-PD types in Negro populations



Proteiny krvinek — glukdza 6-fosfat dehydrogenaza (G6PD)

katalyzuje redukci NADP+ na NADPH v pentézovém cyklu
NADPH udrzuje hladiny redukovaného glutathionu
pro erytrocyty zasadni obrana proti oxidativhimu stresu

pokud nefunguje (A) = zvyseni oxidativniho stresu =
precipitace hemoglobinu a rozpad erytrocytu
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Proteiny krvinek — glukdza 6-fosfat dehydrogenaza (G6PD)

o polymorfizmus je vazany na malarické oblasti — Afrika, jizni Evropa (malarie eradikovana v
prubéhu 20. stoleti), stredni vychod, jihovychodni Asie, Pacifik, Amerika (pouze pristéhovalci z
malarickych oblasti a jejich potomci)

o hemizygoti a heterozygotky maji snizenou pravdépodobnost (46—58 %) propuknuti vazné malarie
(Ruwende et al. 1995)

o in-vitro roste P. pomaleji v G6PD deficientnich bunkach (Roth et al. 1983)

(Cappellini a Fiorelli 2008)




Proteiny krvinek — glukéza6-fosfat dehydrogenaza (G6PD)

snad vyssi citlivost bunék na
metabolity parazita (peroxid vodiku)
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kdyz je parazit ve stadiu prstence, maji vyrazneé mensi obsah

redukovaného glutathionu = porucha antioxidativnich

mechanisml = poruseni membrany = pravdépodobnéjsi
alternativné fagocytace

G6PD deficientni bunky obsahujici parazita jsou fagocytovany 2,3 x
Castéji (Cappadoro et al. 1998)

o jezeni bobl v kombinaci s deficienci? — zameérné zvySovani oxidativniho stresu jako ochrana
proti malarii?
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