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Predmluva

Vazené studentky, vazeni studenti,

dostava se vam do rukou posledni, treti dil ucebniho textu Lékarska biologie a genetika. V prvnim
dilu nasich skript (Karolinum 2008) jsou uvedeny zakladni poznatky z formalni genetiky, o regulaci
bunécneho cyklu a prenosu signalu, o bunécném déleni, a z cytogenetiky. Druhy dil (Karolinum 2012)
zahrnuje zaklady molekularni genetiky a onkogenetiky a vybrané poznatky genetiky vyvoje (véetne vzniku
vrozenych vad, vlivu teratogenii a interakci genii s prostredim). Tento, treti dil Lékarské biologie a ge-
netiky obsahuje kapitoly Imunogenetika, Populacni genetika, Evolucni biologie a Lékarska genetika.

Biologickeé Skoly soucasnosti i zakladni ucebnice genetiky (obecné ci ty vice zamérené na vyuku
na lékarskych fakultach) se deli podle toho, zda prindseji vyklad imunogenetiky ¢i nikoli. Jakkoli na
vétsiné fakult v CR vyuka biologie a genetiky predchazi vyklad zdkladii imunologie (a pozdéji i klinické
imunologie), zarazujeme tradicné imunogenetiku do vyukovych planii predmétu B00360 Biologie a ge-
netika 2. V pripadé UBLG 1. LF UK to neni jen proto, Ze imunogeneticky vyzkum zde mél dlouhd léta
silnou pozici (a téz vynikajici vysledky), ale protoze jsme presvédceni, Ze ,, klasicka " imunogenetika
v kombinaci s nejnovéjsimi poznatky molekularni imunologie ¢i obecnéji molekularni biologie, prinasi
velmi zdasadni poznatky a nové pohledy na fungovani lidského genomu. Nasim cilem bylo ukdzat, Ze
imunogenetika uz davno neni jen o krevnich skupindach, hemolytické nemoci novorozencii a transplan-
tacnich pravidlech.

Populacni genetika je dnes, po vice nez 100 letech od poloZeni zakladii svébytnym oborem s multidis-
ciplinarnim pristupem (obecnda genetika, molekuldarni genetika, epidemiologie, matematika a statistika,
ale téz ekologie, etologie a sociologie). Predkladany text povazujeme za (minimalisticky) kompromis,
ktery poslouzi jako zdroj zakladnich informact a zaroven nezachazi do vétsich detailii, které by vyzZado-
valy rozsahlejsi matematicky aparat.

Na vyklad o ,,statické “ populacni genetice navazuje poutavé cteni o jejich dynamickych souvislos-
tech — evolucni genetice. S potrebnym nadhledem ukazuje ulohu a vyznam (populacné) genetickych jevii
v evoluci, biologickou a vyvojovou determinaci naseho druhu.

Kapitola lékarska genetika je zpracovana ve formé, ktera odpovida pozadavkiim sylabu na znalosti
studentii v teoretické casti studia. Sdéleni podstatné vetsiho mnozstvi informaci z tohoto prudce se roz-
vijejictho oboru bude soucasti stazi z klinické genetiky ve ctvrtém rocniku.

Stale nariistajici mnozstvi poznatkii v oblasti genetiky nelze predkladat v plné Siri. Proto jsme se
ve tretim dile skript soustredili zejména na poznatky vyznamné z hlediska studia mediciny a budouci
klinické praxe. Jsou zde uvedeny téz informace (tistény petitem), které rozsiruji zakladni text. Tyto infor-
mace jsou zaclenény zejména pro ty studenty, které dana oblast zaujme.

Studium lékarské biologie a genetiky vyzaduje porozuméni obecnym principum, pochopeni gene-
tickych zakonitosti a schopnost je aplikovat a propojovat. Proto se pri studiu tretiho dilu skript patrné
budete muset vracet i k dilu prvnimu a druhému. Pro studium samotné i jeho uspésné zakonceni zkous-
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kou je dulezZita vase aktivni ucast na prednaskach, ve kterych jednotlivi prednasejici prindseji nejnovejsi
poznatky a souvislosti v tomto dynamicky se rozvijejicim oboru. Stejné tak si myslime, Ze k porozumeni
oboru prispiva vase predbézna domaci priprava pred praktickym cvicenim a aktivita v jeho pritbéhu.

Autori dekuji prof. MUDr. Radimu Brdickovi, DrSc. a odb. as. RNDr. Eduardu Kocarkovi, Ph.D. za
vysoce kvalifikovanou recenzi ucebniho textu. Podékovani patii také vsem nasim kolegum, kteri opo-
novali text a obrazovy doprovod jiz v priibéhu jeho vzniku, zejména doc. MUDr. Frantiskovi Liskovi,
Ph.D.; jemu téz za pomoc s obrazovou dokumentaci v kapitole Imunogenetika a Populacni genetika.
Hlavni redaktorce celého cyklu skript pani doc. RNDr. Berte Otové, CSc. autori dekuji za podporu,
shovivavost a vydrz.

Vazene studentky, vazeni studenti! Prejeme vam hodné uspéchii pri studiu predmétu a uspésné zvlad-
nuti zkousky z biologie a genetiky. Prejeme vam téz, abyste nabyté poznatky dlouho podrzeli v paméti
a vyuzili je pri studiu dalsich preklinickych a klinickych predmetit a ve vasi budouct praxi.

Autofi

Doporucdena literatura a internetové zdroje informaci:

Seda O., Liska F., Sedova L.: Aktualni genetika (http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/)

Seda O., Sedova L.: Genomika v mediciné (http://biol.If1.cuni.cz/extensions/Genomika_v_Medicine/
index.html)

Strachan T., Read AP.: Human Molecular Genetics 3, 2004

Online Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim)
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12. Imunogenetika

Ales Panczak, Berta Otova, Milada Kohoutova

12.1 Uvod — Zkladni pojmy a definice

Imunitni systém se vedle systému nervového a endokrinniho podili na udrzeni stalého vnitiniho
prostiedi — homeostazy organismu. Prvotfadou vlastnosti imunitniho systému je schopnost rozlisit
cizorody material zevniho prostiedi (napf. patogen a jeho nckteré toxické produkty), ale i vlastni
poskozené nebo staré bunky od béznych slozek organismu, proti kterym za fyziologickych podminek
nereaguje.

Zminujeme-li makroorganismus, je tieba uvést, ze do souc¢asného znacné slozitého stavu se me-
chanismy imunitnich reakci vyvinuly béhem evoluce jako obrannd odpovéd’ na napadeni infekénimi
mikroorganismy (viry, bakterie atd.), které jsou pfitomné v okolnim prostiedi a které mohou zptsobit
poskozeni az smrt svého hostitele. AvSak na kazdém stupni evolu¢niho vyvoje je systém imunologické
obranyschopnosti nejdokonalej$i mozny, protoze by jinak ptislusny druh nemohl v neustalém souboji
s agresivnimi patogeny pieZit.

Imunitni odpovéd’ na cizorody material ma dvé zakladni slozky — za¢ind rozpoznanim cizich struk-
tur a pokracuje rozvojem imunitni reakce, kterd ma za cil jejich zneskodnéni. Rizné typy imunitnich
odpovédi 1ze zatadit do dvou kategorii:

1) vrozené (nespecifické; evoluéné starsi), které funguji jako prvni obranna linie proti infekci. Je to tikol
predevsim pro fagocytujici buiiky (monocyty, makrofagy, polymorfonuklearni neutrofily). Bunky
této skupiny jsou schopné invazivni mikroorganismy vazat na svych povrsich, pohltit je (tzv. fagocy-
toza) a posléze zneskodnit. Nemén¢ dilezité jsou prirozené cytotoxické buniky NK (angl. natural
killers), které pouzivaji primitivni, nespecifické rozpoznavaci systémy. Na nespecifické imunité se
se podili i humoralni sloZka; patii do ni slozky komplementu, interferony a dalsi proteiny. Nespe-
cifické slozky imunity reaguji rychle, ale nemaji imunologickou pamét’ (viz dale).

2) adaptivni (specifické), které navazuji na ¢asné nespecifické imunitni reakce (Cinnost fagocytti apod.).
Na rozdil od vrozenych odpovédi je adaptivni imunitni odpovéd’ vysoce specificka. Uplatnuji se
pfi ni lymfocyty, které prostiednictvim svych specializovanych struktur — antigenné specifickych
receptori rozpoznavaji napt. jednotlivé antigenni determinanty mikroorganismu (v hostitelskych
buiikach i mimo n€) nebo zmény struktury a funkce vlastnich buné€k (starych, mutacemi zménénych
atp.). Humoralni slozku specifické imunity tvoii zejména protilatky, které kromé uvedené funkce
rozpoznavaci plni i dal$i tkkoly pfi obrané organismu. Pfi specifické imunitni reakci se ustavuje imu-
nologickd pamét’ — imunitni odpovéd’ se zdokonaluje a zrychluje po opakovaném setkani s tymz
antigenem.

Rozlisujeme dvé velké skupiny lymfocytl (podrobné dale — Bunky imunitniho systému):
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a) lymfocyty B, které vytvareji protilatky a uplatiiuji se zejména v obrané proti extracelularnim pato-
gentim nebo jejich produktim,

b) lymfocyty T, které v zavislosti na jejich rozdilnych aktivitach Ize dale rozdelit do n¢kolika subpo-
pulaci. Nékteré T buniky zajistuji bunécné zprostfedkovanou imunitu, jiné kontroluji vyvoj B bunék

a tim 1 produkci protilatek, dalsi spolupracuji s fagocyty atp.

Antigen byl pivodné definovan jako jakéakoliv substance nebo velkd molekula, ktera je po vstupu
do organismu schopna vyvolat tvorbu protilatek (antibody generator). V soucCasnosti se tato definice
roz§ifuje: antigen je jakakoliv substance nebo molekula, ktera mize byt specificky rozpoznana bunkami
imunitniho systému. Disledkem je aktivace bunék imunitniho systému s naslednou fadou bunécnych
i latkovych interakei, které vyast'uji v imunitni odpovéd’ — bunécnou nebo humoralni.

Funkci imunitniho systému je zneSkodnéni cizorodého materidlu, ktery by mohl poskodit organi-
smus. V urcitych situacich vSak tento systém miize byt sdm pfi¢inou poskozeni organismu. Témito
situacemi jsou:

1) chybné rozpoznani vlastnich (autolognich) antigeni, v diisledku toho se rozviji autoimunitni reak-
ce, autoimunitni onemocnéni;

2) defekt (Casto geneticky podminény) nékteré ze slozek imunitniho systému, vznika tak imunodefi-
cience (imunodeficit);

3) dojde k imunitni odpovédi, ktera zptsobi vétsi poskozeni nez patogen nebo cizi latka, hovoiime

o hypersensitivite (alergii).

4) imunitni systém funguje normalné, ale imunitni odpovéd’ je nevyhodna z pohledu potieb jedince

a souCasné mediciny — napft. jako prekazka krevni transfize nebo pfi transplantacich organt.

12.2 Genetika antigent
12.2.1 Charakteristika antigenii

Antigeny jsou organické makromolekuly. Jako antigeny nejlépe funguji proteiny, které vyvola-
vaji imunologickou odpovéd’ T lymfocytd. Ostatni antigeny aktivuji pfedevsim B lymfocyty. Polysa-
charidy jsou slabsimi antigeny, zatimco cisté lipidy a nukleové kyseliny imunitni odpoveéd’ zpravidla
nevyvolavaji.

Velikost molekuly antigenu ma zna¢ny vyznam pro odezvu imunitniho systému. Existuji nizkomole-
kuléarni substance — hapteny, které¢ mohou vazat protilatky, ale imunitni odpovéd’ indukuji pouze tehdy,
jsou-li vazany na n&jakou velkou molekulu jako nosi¢. Hapteny mohou byt zcela syntetické. Mohou to
byt kratké peptidy nebo vétvené oligosacharidy podobné mikrobidlnim nebo krevnéskupinovym antige-
nim (viz dale 12.2.3.1 ABO).

Vazby antigenu s membranovymi receptory lymfocytl nebo s volnymi protildtkami se neztucastni
cela molekula antigenu, ale pouze jeji urcita mista — tzv. antigenni determinanty — epitopy. Receptory
a protilatky jsou tedy specifické pro epitopy. Takto na kazdé antigenni molekule mize byt rozpoznavano
nékolik epitopt. Proto imunizace jednim antigenem (molekulou) vede k aktivaci lymfocytl s riznymi
specifickymi receptory a k produkci smési protilatek (viz dale Teorie klonalni selekce).

Cizorodé¢ latky z vnéjsiho prostiedi (exoantigeny, napt. mikroorganismy ¢i jejich soucésti nebo pro-
dukty) prochazeji po vstupu do organismu fadou zmén. Imunitni odpoveéd’ vyvolavaji zejména tehdy,
jestlize vniknou do organismu parenteralni cestou (mimo travici trakt), napf. pfi poranéni kiize nebo
dychacimi cestami. Pii peroralnim podani mohou byt molekuly s potencialni antigenni aktivitou v gas-
trointestinalni soustaveé enzymaticky rozstépeny diiv, nez se dostanou do krve (existuje vSak fada bakterii
a dalsich mikroorganismt, které mohou proniknout gastrointestinalnim systémem az do stfev, aniz by
byly pii prichodu travici trubici zlikvidovany enzymy). Dulezita je rovnéz davka antigenu. Prili$ nizka
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davka nestaci aktivovat lymfocyty, zatimco pfili§ velké mnozstvi antigenu muze zptsobit neodpovida-
vost organismu.

12.2.2 Rozdéleni antigent

Kazdy organismus ma svou individudlni, jedine¢nou antigenni vybavu, ktera je soucasti jeho integri-
ty a kterou se zaroven lisi od jinych organismii. Antigeny Ize posuzovat a tfidit podle riznych hledisek,
napf. na zakladé genetické rozdilnosti.

Exoantigeny jsou cizorodé latky vnéjsiho prostiedi. VEtSinou jsou to mikroorganismy a jejich pro-
dukty. Mezi exoantigeny patii alergeny (nejriznéjsiho ptivodu), které jsou schopny vyvolat patologic-
kou imunitni reakci u predisponovanych jedinct.

Autoantigeny jsou antigeny vlastni organismu; imunitni odpovéd’ vyvolavaji u daného jedince pou-
ze v abnormalnich patologickych situacich.

Aloantigeny navzajem rozliuji jedince téhoz druhu (vice viz Genetika transplantaci — transplanta¢ni
zakony).

Xenoantigeny rozlisuji ptislusniky rtznych druht.

12.2.3 Krevné skupinové antigenni systémy

Krevni skupina kazdého jedince zavisi na pritomnosti specifickych antigent. Stanovuje se na po-
vrchu erytrocytl a je uréovana reakcei erytrocytll se znamymi (testovacimi) antiséry. Dnes se namisto
antisér ponejvice pouzivaji reagencie s monoklonalnimi protilatkami (viz dale).

U cloveka je znamo vice nez 20 krevné skupinovych systémui. Mezi nejvyznamnéjsi patii ABO, Rh
a MN, Ss systém.

Znalosti o dédicnosti krevnich skupin se dfive mimo jiné vyuzivalo ve sporech o otcovstvi. V soucasnosti jsou v paternitnich
sporech serologické hematologické metody (v kombinaci s metodami antropologickymi) pln€ nahrazeny molekularné genetic-

kymi postupy.
12.2.3.1 ABO

Podle pritomnosti antigenii A a B na plazmatické membrané erytrocyti lze rozlisit 4 zakladni krevni
skupiny A, B, AB a 0. Antigeny systému ABO se vyskytuji nejen na erytrocytech a erytroidnich tkanich,
ale jsou pritomny i na vétsiné epitelidlnich a endotelidlnich bunék. Exprese se méni béhem vyvoje,
diferenciace a zrani. Zmény v expresi byvaji ¢asto pozorovany v lidskych premalignich a malignich
buiikach.

Pro fenotyp (pfislusnost k urcité krevni skupin¢€) systému ABO je charakteristickda pritomnost
protilatek typu IgM a IgG v séru. Tyto pfirozené protilatky jsou v séru ptitomné trvale, aniz doslo
k predchozi imunizaci erytrocyty s odliSnou antigenni vybavou. Pravdépodobné vznikaji jako nasledek
imunizace (jiz od ¢asného postnatalniho obdobi) mikroorganismy, které jsou vybaveny antigennimi de-
terminantami velmi podobnymi antigentim A a B.

Antigeny ABO0 systému jsou tvoreny oligosacharidy, které vycnivaji z povrchu bunééné mem-
brany a jsou napojeny na polylaktosaminové fetézce prichycené ponejvice k transportnim proteinim
(napft. band 3 proteinu; zodpovédnému za zprostiedkovani vymény chloridovych a bikarbonatovych
iontl napfi¢ bunénou membranou), z¢asti pak k lipidovym molekuldm (neutralnim glykosfingolipidtim,
ceramidiim) uloZzenym v plazmatické membrané. Molekuly A a B jsou skoro identické, 1isi se v cuker-
ném zbytku na vétveném konci fetézce. U antigenu A je poslednim piipojenym N-acetyl-galaktosamin,
u antigenu B je to galaktosa. Konce fetézcl tak podle ptfipojené¢ho cukerného zbytky predstavuji rizné
epitopy a jsou piic¢inou toho, ze jsou obé molekuly rozpoznavany jako rizné antigeny.
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12.2.3.1.1 Geneticka determinace AB0

Pro expresi antigenti systému ABO je nutna souhra nékolika genti, které maji své lokusy na riznych
chromosomech. Pfedevsim jsou to dva na sobé nezavislé lokusy, lokus AB0 (chromosom 9) a H lokus
(chromosom 19). Primarnimi produkty obou genti jsou enzymy — glykosyltransferasy. Protoze v ptipadé

lokusu H je to fukosyltransferasa, dostal postupné synonymni oznaceni FUT! (souc¢asna nomenklatura
viz Tab. 12.2.1).

Tab. 12.2.1 Geny ucastnici se produkce antigentt ABO (FUT1 diive jako H lokus, FUT2 urcuje tzv. sekretorstvi antigenti a FUT3
urcuje krevni skupinu Lewis — vice dale v textu)

Lokus Chr. Alela Glykosyltransferasa
H a-2-L-fukosyltransferasa
FUT1 19913.3 =
h Zadna
Se a-2-L-fukosyltransferasa
FUT2 19913.3 =
se Zadna
Le a-3/4-L-fukosyltransferasa
FUT3 19q13.3 =
le Zadna
A1 a-3-N-acetyl-D-galaktosaminyltransferasa
A2 a-3-N-acetyl-D-galaktosaminyltransferasa

ABO 9934

a-3-D-galaktosyltransferasa
0 Zadna

V lokusu H (FUTI) se vyskytuji alely H, h. Dominantni alela H koduje enzym fukosyltransferasu,
ktery prenasi cukr fukosu na konec prekursorového oligosacharidového fetézce tvoreného 4 cukernymi
zbytky. Fukosa tak kompletuje kmenovy péticukerny fetézec, tzv. substanci ¢i antigen H nebo téz 0.
Tento antigen mize byt dale preménovan enzymy produkovanymi alelami lokusu ABO; antigen 0 (H)
je tedy prekursor antigenii A a B (Obr. 12.2.1).

Prekursor antigenu 0 (H)
zakladni struktura

:I—O—O—O (glykoprotein, glykolipid)
O galaktosa

l O N-acetyl-glukosamin
Antigen 0 (H
9 (H) <> fukosa

I:I'Q'O'g < N-acetyl-galaktosamin

Antigen A Antigen B

DQQ%QD@O%@

Obr. 12.2.1 Postupna syntéza antigeni systému ABO (Schéma genové kontroly antigenti ABO a struktury antigenu A, B, 0)
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Lokus ABO lze zjednodusen¢ definovat jako trialelni systém s alelami A4, B, 0. Alely A a B jsou vuci
sob¢ kodominantni a ob¢ jsou dominantni vici alele 0. Alela 4 kdduje enzym transferasu A (chemic-
ky spravné ol—3-N-acetyl-D-galaktosaminyltransferasu), ktera ptipojuje k 0 (H) substanci N-acetyl-
galaktosamin a vytvari tak vétveny hexasacharid — antigen A. Produktem alely B je enzym transferasa
B (a1—3 galaktosyltransferasa), ktera ptipojuje k prekurzoru 0 (H) koncovou galaktozu a vytvati tak
antigen B. Produktem alely 0 genu ABO je inaktivni kratky protein, ktery neni schopen pienaset zadny
cukerny zbytek. Proto maji jedinci krevni skupiny 0 na membranach bun¢k pouze pentasacharidovou
0 (H) substanci. Fenotyp (krevni skupina) A je pak ur€ovan ptfitomnosti antigenu A, krevni skupina B
pritomnosti antigenu B a krevni skupina AB pak pfitomnosti obou typl hexasacharidi soucasné na téze
bunécné membrang.

Molekularné genetické studie prokazaly, ze alely A a B se li$i v nékolika malo nukleotidovych
substitucich, které znamenaji zaménu 4 aminokyselin (AMK) v enzymatickém fetézci. To zptsobuje
ruznou specifitu A a B transferas. Sekvence pocatec¢nich 260 nukleotidl alely 0 je identicka s alelou A4,
ale v pozici 261 byla prokazana delece jednoho nukleotidu (guanin), ktera ma za nasledek posun cteciho
ramce (frameshift) genetického kédu. Vysledkem je zkraceny protein bez glykosyltransferasové funkce
(Tab. 12.2.2).

Pti urcovani krevni skupiny s pouzitim konvencnich (polyklonalnich) testovacich antisér byla za-
znamenana u riznych osob rtizné¢ silna serologickd (hemaglutinacni) reakce. Skupiny A a B tak byly
rozdéleny do 11 podskupin. Rozdily mezi nimi jsou kvantitativni, tzn., Ze podskupiny se li§i mnozstvim
antigenu/li na povrchu erytrocytu. Nejcastéjsi jsou podskupiny Al a A2, ostatni podskupiny jsou vét-
Sinou vzacné. Po zavedeni monoklonalnich typiza¢nich reagencii anti-A nejsou odstupiiované reakce,
popisované s polyklonalnimi typiza¢nimi séry, jiz pozorovany. Monoklonalni protilatka reaguje dobie
nebo vibec ne v zavislosti na specificit¢ A epitopu.

Tab. 12.2.2 Sekven¢ni odli$nosti mezi jednotlivymi alelami ABO systému

Nukleotidova a aminokyselinova pozice
alela NT 261 526 703 796 803 1059-1061
AMK amk176 amk235 amk266 amk268
A1 G Cc G Cc G CCcC
arg gly leu gly
A2 G ¢ G c G cc ... T21AMK
arg gly leu gly frameshift
G G A A C CcCcC
B
gly ser met ala
0 del
frameshift

Pti analyze DNA u podskupin A se ukazalo, ze alela 4 ma fadu variant, které, ackoliv stale koduji transferasu A, odlisuji se svoji
termina¢nimu tripletu posunovou (frame-shift) mutaci, stop kodon tak zanika a vysledny protein je 0 21 AMK delsi. V dusledku
toho je transferasa A enzymaticky méné vykonna a dochazi ke kvantitativnimu snizeni exprese antigenu A. Vztahy mezi témito

alelami jsou vztahy dominance a recesivity — A/ je dominantni nad 42 (Tab. 12.2.2 vyse).

12.2.3.1.2 Bombajsky fenotyp

Vzéacné (napt. jako dusledek pribuzenského snatku) se vyskytuji jedinci, ktefi nemaji dominantni
alelu lokusu H (FUT1) — jsou recesivni homozygoti k. V disledku toho neprodukuji enzym fukosyl-
transferasu 1 a nevytvareji antigen 0 (H substanci). Na povrchovych membranach téchto jedinci tak
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zustava exprimovan pouze nezménény tetrasacharidovy prekursorovy fetézec. Tento fenotyp se nazyva
podle mista prvniho zachytu a popisu bombajsky fenotyp (nebo fenotyp 0,).

Substanci 0 (H) jsme shora zminili jako substrat nasledné reakce zajistované glykosyltransferasami
A nebo B. V situaci, kdy antigen 0 (H) chybi, tak antigeny A ¢i B nemohou byt vytvaieny. A to presto,
ze v genotypu konkrétniho jedince jsou ptitomny alely 4 nebo B a jejich produkty, ptislusné enzymy
glykosyltransferasy A a B, jsou v erytroidnich bunikdch normélné ptitomny. Fenotyp téchto osob se jevi
jako skupina 0, avSak v cirkulaci jsou pfitomny pfirozené protilatky nejen anti-A a anti-B, ale také anti-0
(anti-H). Vztah téchto dvou genti, AB0O a FUTI (H), je ptikladem recesivni epistaze u ¢loveka (viz Dil
I — Interakce nealelnich genti).

12.2.3.1.3 Sekretorstvi antigenit ABO a krevni skupina Lewis

Antigeny A, B a 0 (H) lze nalézt u vétSiny jedinct i v télnich tekutinach (sliny, mléko atd.). Zde se
vSak vyskytuji ve formé glykoproteint, které jsou rozpustné ve vodé (srovnej: na membrandch pritomny
jako glykolipidy). Za sekreci do télnich tekutin je zodpoveédny dalsi nezavisly gen Se (sekretor, nebo
téz FUT2) se dvéma alelami Se a se. Produktem tohoto genu (lezi v blizkosti FUT1 na 19p13.3) je také
a-2-L-fucosyltransferasa. Ptiblizné u 80 % lidi se vyskytuje dominantni alela Se a Ize u nich prokazat
antigeny A, B a 0 (H) v té€lnich tekutinach, u recesivnich homozygot (se se) nikoliv.

Oba geny, FUTI i FUT2, jsou v tésné vazbé a produktem obou je a-2-L-fucosyltransferasa. Rozdil mezi geny je v tkanove
specifické expresi — fukosyltransferasa v epitelialnich buikach je produktem genu Se (FUT?2) a byly popsany dvé transkripéni
varianty t€¢hoz proteinu, zatimco enzym v buitkach mesodermalniho ptivodu je produktem genu H (FUTI). Rozdil je patrné

i v typu zpracovavaného pfirozeného substratu.

Na genu FUT?2 (Se) je rovnéz zavisly dalsi krevné skupinovy systém, systém Lewis. Pro expresi
této krevni skupiny Lewis je vSak nutna i aktivita dal§iho genu — FUT3 (Lewis), ktery se nachazi v téze
oblasti chromosomu 19 jako FUTI a FUT2. Produktem aktivni alely Le genu FUT3 je také fukosyltrans-
ferasa, avsak tato, na rozdil od produktu genu FUT, ptipojuje fukédzu k prekursovému oligosacharidu
v jiné, nikoliv koncové, ale ,,bo¢ni* pozici.

Antigeny Lewis jsou sice exprimovany na ¢ervenych krvinkach, avsak nejsou jimi produkovany. Jsou exokriné secernovany
epiteliemi a az nasledné adsorbovany na povrchu erytrocytti. K adsorpci vSak dochazi jen u téch osob, které maji alespon jednu
alelu Se genu FUT2. Dva hlavni typy antigent Lewis se oznacuji Lewis a, Lewis b, zkracené Le(a) ¢i Le(b). Ve fenotypu mohou
byt ptitomny jeden ¢i druhy, oba nebo ani jeden; nejbéznéjsi fenotyp je Lewis a negativni Lewis b positivni, tedy Le(a—b+).
Vztah mezi skupinou Lewis a sekretorstvim antigenu systému ABO byl jeden z prvnich ptikladi pleiotropniho efektu né-
kterého genu u ¢loveka. Stejna fukosyltransferasa, ktera konvertuje membranove vazané antigeny A, B ¢i 0 (H) na antigeny
rozpustné (a tedy secernované do télnich tekutin), konvertuje antigen Lewis a na Lewis b. Proto jedinci Lewis a pozitivni
nesecernuji antigeny A, B ¢i H (oznacuji se jako ABH non-sekretoii). Antigen Lewis b je pfitomen pouze u sekretoru. Lewis

negativni jedinci Le(a—b—) pak mohou byt jak sekretory, tak nonsekretory.

12.2.3.1.4 Vyznam ABO

Funkce antigenti A, B, 0 zlistava neznama. Zjevn¢ vsak absence antigenti A a B, tedy krevni skupina
0, neni spojena s zadnou patologii ani neni jako nevyhodna predmétem selekce, kdyz je jeji zastoupeni
v populacich tak vysoké. V evropské populaci se vyskytuje krevni skupina A ptiblizn€ s ¢etnosti 0,42;
B 0,12; AB 0,08 a skupina 0 s cetnosti 0,38.

Nicméné mezi jednotlivymi evropskymi staty (narody) existuji ve vyskytu jednotlivych krevnich skupin vyrazné rozdily. Jesté
vyrazngjsi rozdily byly zaznamenany mezi jednotlivymi etniky; obecné lze fici, ze u Asiatl a Africand pfibyva ve srovnani
s Kavkazany skupiny B a poklesa zastoupeni skupiny A nebo 0. Jesté presnéji lze rozdily mezi narody a etniky demonstrovat
na rozdilech v zastoupeni jednotlivych alel (viz dale popula¢ni genetika).

Rozdily v zastoupeni alel systému ABO podnitily i tivahy o evoluci tohoto systému a obecné o evoluci ¢loveéka v obdobi po-
slednich 50 000 letech. Alela B se podle téchto zaveéri povazuje za nejmladsi. A pokud jsme vyse zminili pojem selekce, pak
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dodejme, ze o diverzifikujici (frekvencéné zavislé) selekei se spekuluje jako o faktoru, ktery by mohl ovliviiovat zastoupeni
jednotlivych alel systému ABO prostfednictvim komplexniho fenotypu (antigeny na membranach a pfirozené protilatky v séru).
Napt. pfitomnost preformovanych protilatek anti-A (u jedinct se skupinou B, ptip. 0) by méla zlepSovat prvni linii imunitni
odpovédi proti bakteriim s antigenem A a zaroven tyto bakterie by nebyly pod velkym selekénim tlakem odstranit antigen A ze
své vybavy, kdyz ¢ast populace (krevni skupiny A a AB) tyto protilatky anti-A nema. Tedy néco podobného i kdyz ne tak G¢in-
ného jako polymorfismus v HLA (viz dale).

Typizace antigeni systému AB0 ma zasadni vyznam pro GspéSnou transfuzi krve. Pro poteby
klinickych transftizi se také bézné testuji podskupiny A1 a A2. Zakladni podminkou pfi pfevodu krve je
shodna krevni skupina darce a pfijemce. Inkompatibilni transfize ma za nasledek shlukovani krevnich
bunck, ucpani mensich cév vylstujici v t€zké onemocnéni az smrt. DalSim opatfenim, které snizuje
vyskyt nezadoucich transfuznich ptihod, je pfevod tzv. erymasy (tj. erytrocytarniho naplavu, promytych
erytrocytll bez krevni plasmy) namisto plné krve. Vzhledem k Sirokému vyskytu antigend systému ABO
i na jinych télnich bunkach, je nutné zachovat shodu i pii transplantacich tkani a organti.

Pomérné ¢asto dochazi k ABO inkompatibilitim matky a plodu, zejména v kombinacich, kdy matka ma krevni skupinu
0 a plod A nebo B. Vétsi ¢ast ptirozenych protilatek ABO jsou tfidy IgM, tedy ,,velké* molekuly bézné neprechazejici pies
placentu. Ale ani tzv. fetoplacentarni bariéra, pokud se vyslovené nejednd o né¢jakou patologii placenty, neni absolutni; buiiky
plodu mohou pfestupovat do ob&hu matky. Matciny protilatky anti-A, anti-B (typu IgG) prochazeji placentarni bariérou a mo-
hou zptisobit hemolytické poskozeni plodu. Navic miize byt hladina protilatek matky v priibé¢hu inkompatibilniho t¢hotenstvi
zvySena imunizaci antigeny ABO systému na krvinkéach plodu. Imunizace ABO antigeny se béhem té¢hotenstvi vyskytuji castéji
lizovany dfive, nez poskodi erytrocyty plodu. Jsou vyvazany substancemi A a B pfitomnymi na placentarnim endotelu nebo
solubilnimi substancemi A a B v ptipad¢, ze se plod chova jako sekretor.

12.2.3.2 Rh systém

Landsteiner a Wiener (1940) zjistili, ze kralici imunni sérum po imunizaci kralika krvi opice Ma-
ccacus rhesus shlukuje kromé krvinek opice i krvinky fady lidi; sérum reagovalo s erytrocyty az s 85 %
jedinct. Antigen, ktery indukoval tuto imunizaci, nazvali Rh faktor. Na tomto zékladé¢ byli lidé pivodné
rozdéleni do dvou fenotypovych skupin: na osoby Rh positivni (Rh+) a Rh negativni (Rh—). Rh negativ-
ni 1idé jsou recesivni homozygoti. Antigeny Rh+ tohoto systému jsou pfitomny pouze na erytrocytech,
prirozené protilatky se nevyskytuji.

Pozdéji se ukazalo, ze lidska anti-Rh antiséra ziskana od matek pfi té¢zkych hemolytickych nemocich novorozencti ¢i potrans-
faznich ptihodach reaguji odlisné od krali¢iho anti-opiciho séra. Protoze se vSak nazev Rh u ¢lovéka mezitim vzil, byl opici

antigen nazvan LW na pocest objevitell (antigenni systém Landsteinerdv-WienerGv).

Pozdé&jsi vyzkum objevil dalsi geny, které utvaieji Rh krevné skupinovy systém. V soucasnosti se
pouziva model, ktery predpoklada 2 geny ve velmi tésné vazbe. Geny jsou oznatovany RHD a RHCE.

Ve zjednoduseném modelu ma gen RHD dvé alely, kdy alela D je dominantni nad d. Dominantni
alela D koduje expresi antigenu D, recesivni alela d neprodukuje zadny antigen. Jedinci Rh+ jsou bud’
homozygoti DD nebo heterozygoti Dd. Jedinci Rh— jsou recesivni homozygoti dd. Tento formaln¢
geneticky pohled upfesnime hned v nasledujicim oddile s vyuzitim poznatkl z molekularni genetiky.

Gen RHCE koéduje vznik antigenii C, c, E a e, které na plazmatické membrané erytrocytl vystupuji
jako samostatné antigenni epitopy. Mohou se tedy vyskytovat ve ¢tyfech kombinacich CE, Ce, cE a ce,
coz formalné geneticky odpovida vztahu kodominance (vice o molekularné genetickych podrobnostech
v nasledujicim oddile).

Z péti zékladnich antigenti Rh systému D, C, ¢, E, e je klinicky nejdalezitéjsi antigen D. Antigen D je
nejsilngjsi krevnéskupinovy imunogen. V systému Rh neexistuji, na rozdil od systému ABO, pfirozen¢ se
vyskytujici protilatky. Protilatky anti-Rh se vytvarteji v piipadech inkompatibilit mezi jedinci Rh—a Rh+,
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napf. pii opakovanych transfuzich krve nebo po opakovanych inkompatibilnich t€hotenstvich (viz dale).
V evropské populaci je piiblizné 17 % jedincti Rh—a v CR je podil Rh— asi 13,4 %; mezi Afri¢any je Rh
negativnich ptiblizné 1 %, u Asiati je to jest¢ méné. Antigeny C, c, E, e nejsou tak silné a vyznamné jako
antigen D, pfesto vzacné mohou v piipadé inkompatibility vyprovokovat tvorbu protilatek.

12.2.3.2.1 Genetickd determinace Rh systému

Antigeny krevn¢ skupinového systému Rh jsou produkty dvou tzce vazanych a vysoce homolognich
geni RHD a RHCE (uvadéné spolecné jako lokus RHCED ¢i RH30, podobné jsou antigeny zminovany
jako skupina RhCED nebo Rh30). Oba geny, RHD i RHCE, obsahuji 10 exont a sekvence se rozklada
na ~75 kb DNA na chromosomu 1p34-36.2.

Oteviené Cteci rAmce obou gent jsou orientovany protismérné (Obr. 12.2.2 A). Jejich 3¢ konce jsou u sebe a jsou oddéleny
oblasti dlouhou ptiblizné 30 kb. Tato oblast obsahuje vysoce evolu¢né konservovany gen SMP1, ktery pravdépodobné koduje
18-kD peptid patiici do rodiny malych membranovych proteintl. Funkce tohoto proteinu je zatim neznama, avsak sekvence genu
SMP1 se uplatiiuje v genetickych prestavbach celé oblasti.

Dosud bylo zjisténo vice nez 40 serologicky odlisnych RhD antigenii. U relativné nezanedbatelné
¢asti populace je antigen RhD neptitomen (tj. u jedinct s fenotypem Rh— negativnim), jako dasledek
rizn¢ dlouhych deleci, piestaveb, bodovych mutaci a jinych alteraci genu RHD. Molekularné geneticky
tak bylo charakterizovano nékolik desitek alel genu RHD, jak dominantnich alel D, tak recesivnich
(ztratovych) alel d. Delece rizného rozsahu v genu RHD, kter¢ jsou ¢asto pozorovany v populaci, mo-
hou byt disledkem nerovnomérné homologni rekombinace v disledku zna¢né homologie oblasti RHD
a RHCE (a jejich blizkého okoli v¢etné genu SMPI) — Obr. 12.2.2.

Model navrhovaného mechanismu zpusobujiciho pfevaznou éast
RHD negativnich haplotypt u kavkazského plemene

A ——— > < e

Fyzicka struktura lokusti RHD a RHCE

B —.wWK .

>|SMP4><: RHCE fmmm-

Nerovnomérny crossing-over mezi protismérnymi boxy Rhesus muze byt spustén
v diisledku jejich vysoké homologie.

C —HSMP4>< RHCE fmmm

Oblast zlomi v boxech Rhesus je 100 % homologni v 903 bp. Vysledny chromosom
po crossing-overu ma v RH genu strukturu dochovanou v sou¢asnych RHD nega-
tivnich haplotypech

Obr. 12.2.2 Jeden z moznych mechanism, které vedou ke vzniku RHD negativnich haplotypt

Zatimco vznik nékterych RHD ~ haplotypt pii tomto molekuldrnim mechanismu je zjevny, je méné jasné, pro¢ duplikace, ktera
pii tomto mechanismu ,,musi vzniknout ve druhé buice, neni pravdépodobné funkéni. Nebot’, alesponl v soucasné chromoso-
malni pozici RH, neni dochovana/doloZena u lidského druhu. Vznik nékterych dalsich alel RHD lze ziejmé vysvétlit genovou

konverzi mezi obéma lokusy.
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Pro gen RHCE existuji 4 alely a kazda alela urcuje expresi dvou antigenti v kombinacich Ce, ce, cE
nebo CE. Alely £ a e se lisi substituci 1 nukleotidu, coz ma za nasledek substituci 1 AMK v proteinovém
tetézci. Pro alely C a ¢ byly nalezeny substituce nukleotidu na 6 mistech kodujici oblasti a ty zptisobuji
zameénu ¢ty AMK v konecném produktu. Jiny vyklad uvadi, Zze exprese antigenii C, ¢ a E, e je vysledkem
alternativniho sestfihu primarniho transkriptu genu RHCE.

Vazba mezi obéma geny RHD a RHCE je tak silna, ze jen vzacn€ dochazi k rekombinaci. V disledku
toho se urcita kombinace alel obou gent piendsi z generace na generaci v bloku — jako tzv. haplotyp
(dce, dCe, dcE, dCE, Dce, DCe, DcE, DCE). Nékteré haplotypy se v populaci vyskytuji ¢astéji nez druhé
a jejich frekvence jsou v riznych populacich odlisné.

Molekuly produkované geny RHD a RHCE (skupina Rh30) jsou na membrané erytrocytu asociovany v slozitéjsim celku
s dalsimi glykosylovanymi proteiny (tzv. Rh50) kédovanymi genem RHAG. Model tohoto komplexu Rh piedpoklada ucast
dvou molekul podjednotky Rh30 (nejcastéji RhD nebo RhCE) a dvou molekul proteinu Rh50 (Obr. 12.2.3). Cely komplex
pravdépodobné funguje jako pfenase¢ amoniovych iontl. Struktura je v evoluci silné konzervovana — komparativni (fyloge-
netické) studie ukazaly, ze podobné Rh proteiny jsou pfitomny i na fasach (zde by vSak mohly fungovat jako kanal pro pfenos
plynného CO,).

RHAG (lokus na 6p21.1-p11) je podobné¢ jako geny RHD a RHCE organizovan do 10 exont a jeho sekvence je ze 36 % iden-
ticka s RHCED. Alterace lokusu RHAG jsou relativné vzacné. Produkt genu RHAG (protein Rh50) je alespon v jediné kopii
nezbytny pro prezentaci antigenni aktivity proteinu RhD.

komplexni sacharid

N-glykosylace C =Ser103
(N-glykosy .. 0 ¢ = Pro103

Q) & o9 o) 00

D = RhD, Rh+ We & b E = Pro226
d = jen RhCE, Rhg 3¢ MY /e = Ala226

—

QOO0 DOOOOO0O0
| | O
< :

5600 © OO0

palmitova kys.
RhD = Rh30 RhCE = Rh30

RhAG = Rh50

Obr. 12.2.3 Model Rh komplexu v membrané erytrocytu

12.2.3.2.2 Inkompatibilita matky a plodu v Rh systéemu

Tato situace nastava, jestlize matka je Rh— a plod Rh+, tedy kdyz plod zdédil alelu D od Rh+ otce.
Takové t€¢hotenstvi je povazovano za rizikové. Jestlize se totiz erytrocyty plodu dostanou do mateiského
ob¢hu, stimuluji antigeny D imunitni systém matky k tvorb¢ protilatek anti-D. Matetské protilatky (IgG)
prostupuji placentou a zptisobi hemolyzu erytrocytd plodu.

Senzibilizace Rh— matek nastava vétSinou po porodu. Ve tieti dobé porodni dochazi pti odluc¢ova-
ni placenty ke krvaceni a miseni fetalni a matetské krve a urc¢it¢é mnozstvi fetalni krve tak pronika do
ob¢hu matky. Proto ve vétSin€ pripadd nebyva prvni dité postizené, ale riziko stoupa s poctem dalSich
inkompatibilnich téhotenstvi (Obr. 12.2.4). Je vsak tfeba pocitat s tim, ze malé mnozstvi fetalni krve
muze proniknout do matetského ob&hu jiz béhem téhotenstvi v disledku porusené placentarni bariéry.
Toto mnozstvi je vSak vétsSinou prilis malé, takze stimulace matky nemusi predstavovat velké nebezpeci
pro plod. Matka mtze byt senzibilizovana i pii pfedchozich potratech Rh+ plodu nebo transfuzich Rh+
krve. V takovych pripadech muize byt poskozeno jiz prvni dité.
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Vazeni Ctenafi, prave jste docetli ukazku z knihy Lékarska biologie a genetika 3. dil.
Pokud se Vam ukazka libila, na nasem webu si miiZete zakoupit celou knihu.



