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SOUHRN

Tvorba aloimunnich protiladtek proti ¢ervenym krvinkam je disledkem transfuze antigenné neshodnych transfuznich
pripravkd (TP). Podobné inkompatibilita mezi erytrocytovymi antigeny plodu a matky mdze byt pfi¢inou vyskytu
aloprotildtek u gravidnich zen. Pritomnost protilatek mdze mit klinické ddsledky v podobé hemolytické potransfuzni
reakce ¢i hemolytického onemocnéni plodu a novorozence. V transfuznim lékarstvi pfedstavuje pritomnost aloimunnich
protildtek komplikaci pri zajistovani odpovidajicich TP predevsim u pacientl vyzadujicich dlouhodobéjsi transfuzni
terapii. Jedince, kteri byli vystavenialoantigendm cervenych krvinek, Ize rozdélit na respondery (tvorici aloprotilatky)
a non-respondery (bez tvorby aloprotilatek). V této praci jsme shrnuli dosavadni poznatky o aloimunizaci z hlediska
imunogenetickych predispozic¢nich rizikovych faktord, se zamérenim na vyskyt specifickych aloprotilatek ve vztahu
s urcitymi HLA molekulami II. tridy.
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SUMMARY

Maluskova A., Kovarova P., Kofistka M., Mrazek F., Cermakova Z.

Immunogenetic factors influencing red blood cell alloimmunization

The development of red blood cell alloantibodies is induced by the transfusion of antigen incompatible blood pro-
ducts. Similarly, incompatibility between maternal and foetal erythrocyte antigens may be the cause of alloantibody
occurrence in pregnant women. The presence of antibodies may have clinical consequences such as haemolytic
transfusion reactions or haemolytic disease of the foetus and new-born. In transfusion medicine, antibodies present
certain complications in the selection of suitable blood products, especially in patients who require long-term RBC
transfusion therapy. Individuals exposed to RBC alloantigens can be divided into responders (producing alloantibodies)
and non-responders (without alloantibody production). The aim of this work was to summarize current knowledge
concerning alloimmunization based on immunogenetic predisposing risk factors, focusing on the occurrence of specific
alloantibodies in association with particular MHC HLA Class Il molecules.
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uvob

Aloimunizace je proces, pfi kterém imunitni systém prostfedim, vyskytuje se vSak v daleko nizsi mife nez
rozpoznava neznamé antigeny (aloantigeny) jiného heterologniimunizace [1]. Existuji tfi zdkladni moznos-
jedince téhoz druhu a reaguje na né napf. produkci tialoimunizace spojené s tvorbou protildtek: aplikace
protilatek (aloprotilatky). Aloimunizace vykazuje ur¢ité transfuzniho pfipravku (TP), téhotenstvi a transplan-
podobnosti s protiinfek¢éni imunizaci, je také ovlivnéna tace. Pfehled cilovych antigenti a stupen aloimunizace
imunogenicitou antigenu a aktudlnim ,zanétlivym*“ je uveden v tabulce 1.
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Tab. 1 Podil hlavnich aloantigend na imunizaci

Aloimunizace

Hlavni aloantigeny

Stupen imunizace

Erytrocytové TP RBC Ag (RhD, Kell) strednf
ostatni RBC Ag nizky

HLA . tridy* strednf

Trombocytové TP HPA-1a, HPA-5b nizky
HLA [. tFidy* stredni

Gravidita RBC Ag (RhD, Kell) strednf
HLA |. tiidy strednf

HPA-1a, HPA-5b nizky

Transplantace organt HLA I/I1. tfidy VYSOKy

(Upraveno podle [1])
*hlavné zbytkové leukocyty u nedeleukotizovanych TP a trombocyty

Lécba pomoci TP se zacala pouzivat aZ v prvni po-
loviné 20. stoleti, kdy byl plné pochopen z hlediska
systém ABO, ktery je charakterizovan jak pfitomnosti
antigenfl na Cervenych krvinkach, tak soucasné vy-
skytem ,,pfirozenych* protilatek v plazmé. V soucasné
dobé je znamo 306 antigenti fazenych do 36 krevnich
skupinovych systém potvrzenych ISBT (International
Society of Blood Transfusion) [2].

Vedle ABO systému jsou u darci plné krve v CR vy-
Setfovany standardné také dalsi systémy, pfedev§im Rh
systém (C/c, D, E/e) a Kell. Ostatni antigenni systémy
se zpravidla urcuji az v pfipadé potteby, tj. pfi vybéru
TP pro pacienty s identifikovanymi aloprotilatkami
proti cervenym krvinkam. Pacientovi s klinicky sig-
nifikantni specifickou protilatkou je potfeba zajistit
kompatibilni TP, obsahujici erytrocyty bez této anti-
genni specificity. Pri¢inou aloimunizace vaci antige-
nam Cervenych krvinek jsou tedy nejcastéji transfuze
erytrocytovych pripravki kompatibilni vétSinou pouze
v systému ABO a antigenu RhD.

IMUNOGENICITA, RESPONDERI
A NON-RESPONDERI

Krevni transfuze 1ze povaZovat v podstaté za nejroz-
§ifenéjsi typ transplantace. Ro¢né je na celém svété
podano podle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
okolo 100 miliont TP. Divod, pro¢ u nékterych jedin-
cl dojde k tvorbé aloprotilatek, zatimco u jinych jsou
cizorodé antigeny tolerovany, je stale predmétem in-
tenzivniho vyzkumu. Jednu z pri¢in predstavuje tzv.
imunogenicita, coZ je schopnost antigenu indukovat
imunitni odpovéd charakterizovanou tvorbou aloimun-
nich protilatek. Jednotlivé skupinové systémy erytro-
cytl vykazuji riznou imunogenicitu, napi. v pfipadé
vysoce imunogenniho erytrocytového antigenu RhD
dochézi k aloimunizaci RhD negativnich pacienti
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po expozici RhD pozitivnimi erytrocyty, ve 20-30 %
pripadi [3, 4]. K aloimunizaci v ostatnich erytrocyto-
vych antigennich systémech dochazi, v pripadé ap-
likace ABO a RhD kompatibilnich erytrocytovych TP,
u 8-10 % pacientt [5, 6]. Z toho vyplyva, Ze u vétsi-
ny prijemct TP nedochazi navzdory inkompatibilité
v nékterém z krevnich skupinovych systém k tvorbé
aloprotilatek a tito jedinci jsou pak oznacovani jako
non-respondefi. Skupinu aloimunizovanych pacientt,
neboli responderdi, 1ze nasledné rozdélit na ty, ktefi
i po opakované expozici TP tvoii pouze monospeci-
fickou protilatku (tzv. respondeii) a pacienty tvorici
protilatky proti dvéma a vice antigennim specificitam
(tzv. multirespondefi). Z dosud publikovanych studii
vyplyva, Ze 22-30 % aloimunizovanych pacientdl patfi
do skupiny multirespondert [7, 8]. U zdravych RhD
negativnich dobrovolnik® vSak byla zaznamenana
signifikantné vyssi mira imunizace nez u pacient
indikovanych k podani TP, ktera po druhé expozici RhD
pozitivnimi erytrocyty dosahuje az 93 % [9]. U pacientll
s hemoglobinopatiemi (se srpkovitou anémii ¢i talase-
mif) ¢ini podil responderti 18-47 % a je aZ Ctyfnasobné
vyS$i neZ stupeti aloimunizace u pacientl bez téchto
dédicnych chorob [10-12] a transfundovanych z jinych
pric¢in. Vysoka mira imunizace téchto pacientti je stale
pfedmétem zkoumani, protoze vedle dlouhodobého
a pravidelného vystavovani se imuniza¢nim stimuldim
béhem transfuzni 1é¢by by dalsi z mozZnych vysvétleni
mohly nabidnout polymorfismy genti s imunoregu-
lacni funkci.

ULOHA HLA MOLEKUL V ALOIMUNIZACI

Tvorba aloimunnich protilatek je podminéna pre-
zentaci peptidl derivovanych z antigen@ krevnich
skupinovych systéma prostfednictvim HLA molekul
II. tfidy. Tato skutecnost vedla k myslence, zda ma
polymorfismus HLA molekul II. tfidy, jeZ zadsadné



IMUNOGEMETICKE FAKTORY ALOIMUNIZACE U KREVNICH SKUPIN

SS
ol 3’ Untranslated
(S— e region
3’ Untranslated
region
B1
S - =2
B e e e S e s &4 3 N
e esa e tata tala% al $ 33 a2 a2

793
LLLlll

TM - Transmembrane
Cyt - Cytoplasmic

Obr. 1. HLA-molekula II. tridy

ovliviiuje schopnost vazby zpracovanych peptidovych
fragmentdl, spojitost s tvorbou konkrétni specifické
aloprotilatky. Genova oblast hlavniho histokompati-
bilniho systému na kratkém raménku 6. chromozomu
stale patfi mezi jednu z nejvice zkoumanych oblasti
lidského genomu. V této oblasti se totiz nachazeji ge-
ny kédujici HLA antigeny, které hraji klicovou roli pri
regulaci imunitni odpovédi. HLA antigeny II. tfidy jsou
heterodimery skladajici se z a a R fetézclh kédovanych
geny A, respektive B lezicimi v lokusech HLA-DR, DQ
a DP. Vazebny zlabek tvoii ol a R1 domény obou fetézct.

Geny kédujici glykoproteiny HLA II. tfidy jsou vyso-
ce polymorfni, pficemz nejvyssi polymorfismus vyka-
zuje praveé oblast vazebného zlabku, ktera slouzi k pre-
zentaci peptidového fragmentu. U HLA-DR molekul je
polymorfni pouze fetézec R kédovany geny HLA-DRBI,
3,4 a5, zatimco u HLA-DQ a DP antigenti, kédova-
nych geny DQAI, DQBI1, DPAI1, DPBI, jsou polymorfni
oba fetézce, tedy o i [13, kap. 4]. Exogenni antigeny
jsou fagocytovany APC burikami a Stépeny v lysozo-
mech ¢i jinych organelach obsahujicich proteolytické
enzymy. Odtud jsou pak dopravovany endozomy do
specializovanych endozomalnich vackt oznacovanych
jako MCII, kam jsou transportovany rovnéz nove vy-
tvofené molekuly HLA II. tfidy. Zde dochézi k vazbé
zpracovaného antigenniho peptidu na vazebny zlabek
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Cell membrane

(podle [13, kap. 41)

HLA molekuly. Peptidy prezentované molekulami HLA
II. tfidy obsahuji minimalné 13 aminokyselin, ale mo-
hou dosahovat délky 30 rezidui a vice [14, 15]. Kromé
peptidi zpracovanych z exogennich antigent mohou
tyto molekuly vazat i peptidové fragmenty z toxint,
neinfekcnich viriont, fagocytovaného materialu a pre-
zentovat je CD4 pozitivnim T, lymfocytim. Komplex
HLA antigenu II. tfidy s peptidem je rozeznavan anti-
genneé specifickym TCR receptorem T-lymfocytil, ktery
je strukturné podobny imunoglobulindim. TCR receptor
je tvofen dvéma fetézci (nejcastéji a a R), jejichz varia-
bilita je diisledkem, podobné jako u imunoglobulint,
nahodnych genovych pfestaveb, ke kterym dochazi
béhem zarodecného vyvoje T-lymfocyth v kostni dfeni
anasledné pfivyzravani vthymu. T-lymfocyty pomoci
svého TCR receptoru zkoumaji konformacni zmény na
,vlastnich“ HLA molekulach, které jsou zpiisobeny
vazbou antigenniho peptidu do vazebného zlabku.
Pokud T-lymfocyt zaznamena zmeénu, inkorporuje se
do hlubsich struktur HLA za vzniku tzv. imunologické
synapse. T-lymfocyty ovSem rozpoznavajiicizi (alogen-
ni) HLA molekuly, a to bud pfimo (vazbou na alogenni
antigeny HLA II. tfidy s peptidem), nebo nepfimo, tj.
po jejich zpracovani APC burikami a prezentaci z nich
odvozenych peptidt vlastnimi HLA molekulami II.
tfidy. HLA molekuly se podileji na regulaci imunitni
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odpovédi tim, Ze vaZou antigenni peptidy ve svém
Zlabku a prezentuji je T-lymfocytim (tzv. HLA restrik-
ce), specifickou vazbou peptidového fragmentu vsak
soucasné urcuji, které T-lymfocyty budou schopné
se na komplex HLA-peptid vazat svym TCR recepto-
rem a konecné vymezuji B-lymfocyty vazajici na svém
BCR receptoru (= povrchovy IgM) stejny typ antigenu,
které budou aktivovanymi T-lymfocyty stimulovany
k tvorbé protilatek [13]. Aloimunni protilatky jsou
T-dependentni, to znamen4, Ze k aktivaci ptislusnych
B-lymfocytfi je zapotfebi signdlu z bunék T, CD4+.
Pii tomto déji je dfilezité, aby B-lymfocyt svym BCR
rozpoznal antigen, tento antigen pohltil, roz§tépil na
peptidové fragmenty a navazany na MHC Il antigen jej
prezentoval na svém povrchu T-lymfocyt@im. Stejné
komplexy HLA - peptidovy fragment prezentuji i jiné
APC burniky (dendritické), které pohltily identicky alo-
antigen. Nejprve tedy musi APC burika iniciovat vznik
klonu aktivovanych T, lymfocytl schopnych vazat
svym TCR receptorem peptidovy fragment prezento-
vany konkrétni HLA molekulou, protoZe pouze takto
aktivovany T, lymfocyt mfiZe poskytnout B-lymfocytu
potfebny signal k proliferaci a diferenciaci v plazma-
tické buriky produkujici specifické protilatky [14]. HLA
systém Clovéka charakterizuje vysoky pocet genti (vice
nez200) a soucasné vysoky pocet alel, tj. variant jednot-
livych genti. HLA systém je tedy vysoce polymorfni, coZ
znamena, ze kazdy jedinec, s vyjimkou monozygotnich
dvojcat a eventualné HLA identickych sourozenci,
nese unikatni sestavu molekul HLA 1. a II. tfidy, coz
podminiuje jeho individualni imunologickou reaktivitu
[15]. Aktualni pocet HLA alel [16] je uveden v tabulce 2.

Na fenomén HLA restrikce v souvislosti s indukci
tvorby protilatek bylo poprvé poukazano u aloimu-
nizace proti specifickému antigenu HPA-1a krevnich
desticek. Aloprotilatka anti-HPA-1a je nejcastéjsi pti-
¢inou rozvoje fetomaternalni aloimunitni trombocy-
topenie (FMAITP). Prvni sérologické analyzy [17, 18]
ipozdéjsi geneticka analyza potvrdila pritomnost alely
HLA-DRB3*01:01u 91 % respondert (p, < 0,001, OR = 27,9)
a alely HLA-DQB1*02:01 dokonce u 94 % responderi
(p. < 0,001, OR = 25,4) [19]. Experimentalni potvrzeni
vzniku rizné dlouhych peptida se shodnou centralni
casti odvozenych z HPA-la antigenu a prezentované mo-

Tab. 2 Pocet variant HLA gend

Pocet HLA alel

HLA I. tridy 10 297
HLA II. tridy 3543
Celkem HLA alel 13 840

(Upraveno podle [16])
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lekulou HLA-DRB3*01 : 01 [20] potvrdil mechanismus,
dochazi tak, ze molekula HLA II. tfidy vazZe a chrani
hlavni epitop extracelularniho antigenu pred proteo-
lytickym Stépenim jiz v ¢asné fazi jeho zpracovani.
Nasledné Stépeni peptidovych fragmentt je ndhodné
azcelavariabilni, ¢imz vznika délkovy polymorfismus
fragment{ obsahujicich shodny hlavni epitop [23, 24].
Dals{ signifikantni asociace mezi HLA molekulami
a aloimunizaci k dal§im HPA antigentim se vzhledem
k malym testovanym souborim nepodarilo prokazat
125, 26, 27].

HLA - DRB1 ASOCIACE S TVORBOU
PROTILATEK PROTI ANTIGENUM
CERVENYCH KRVINEK

Transfuze erytrocytovych transfuznich pfipravki
je nejcastéjsi pricinou aloimunizace. Pouze mensSina,
v praméru méné nez 10 % prijemch (inkompatibilni)
transfuze, za¢ne vytvaret aloprotilatky [28, 29]. V do-
posud publikovanych vysledcich nebyla zatim identifi-
kovana konkrétni HLA alela II. tfidy, ktera by predsta-
vovala jednoznacnou genetickou predispozici k tvorbé
aloprotilatek. ZjiSténé frekvence variant HLA-DRBI1
genu u pacientd s klinicky vyznamnymi aloprotilatka-
mi proti antigennim systémdam erytrocytii nedosahly
v zadné z publikovanych studii tak vysokou hodnotu
ORjakov ptipadé aloimunizace proti HPA-1a antigenu.

Rh systém

Rh systém je nejpolymorfnéj$im z antigennich sys-
téml erytrocytli a pomoci polyklonalnich sér lze rozlisit
56 antigent (podle ISBT nomenklatury oznacovany RH1
az RHG61) a je také vedle ABO klinicky nejvyznamné;j-
$im systémem v transfuznim lékatstvi. Zakladnimi
antigeny jsou D, C, c, E, e a C¥. Imunitni odpovéd na
antigeny proteinového typu, cozZ je ptipad Rh systému,
je typickym ptikladem protilatkové odpovédi zavislé na
T-lymfocytech. Tento typ odpovédi je zavisly na koope-
raci mezi B- a T-lymfocyty. Z protilatek jsou klinicky
nejvyznamnéjsi anti-D a anti-c zplisobujici téZké HON
amirné az tézké HTR pozdniho typu [30]. Proteiny RhD
a RhCcEe (a jejich varianty) jsou kédovany dvéma ge-
ny lokalizovanymi na chromozomu 1, RHD a RHCcEe.
Zatimco RhD pozitivni jedinci maji alesponi jednu kopii
RHD genu, negativni jedinci (z kavkazské populace)
maji obé kopie RHD genu deletované. Témér 70 % RhD
negativni cernoSské populace nese kompletni, ale ne-
aktivni RHD - pseudogen (RHDV) [31]. RhD protein je
povazovan za antigen s nejvyssim stupném imunoge-
nicity (hned po ABO systému). To je zplisobeno hlavné
tim, Ze rozdil mezi proteinem RhD a RhCcEe u RhD
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negativnich jedinct ¢ini pfiblizné 35 aminokyselin,
takZe pravdépodobnost tvorby imunogennich epitopt
prezentovanych v kontextu s molekulami HLA II. tfidy
specifickym TCR receptorm lymfocytd je mnohem
vétsi neZ v pripadé rozdilu jen v jedné aminokyseliné
u polymorfismu RhE/e, nebo polymorfismu RhC/c da-
ného substituci 4 aminokyselin, z nichZ pouze zdména
Ser(C)103Pro(c) je umisténa v extracelularni ¢asti [32].

V prvotni praci byla studovana role HLA antigenti
v aloimunizaci na souboru 76 anti-D pozitivnich matek
a 54 anti-D negativnich, tj. neimunizovanych matek
[33]. Sérologickym vysetfenim HLA-A, B, C, DR a DQ
antigent bylo zjisténo zvySené riziko (OR > 2) u HLA-A3,
B17, Cw2 a DR4 antigenfi. Tento nalez ovSem nebyl
potvrzen novéjsi studii, ve které u 171 pacient s mono-
specifickou protilatkou anti-D byla nalezena statisticky
signifikantni asociace pouze s HLA-DRBI*01 skupinou
alel (OR =1,8) a soucasné u kombinované pritomnosti
alelickych skupin HLA-DRBI*01, *03, *11 (OR = 2,1) [41].
Vysledné nizké OR svédci o malém podilu HLA restrikce
v prezentaci z antigenu RhD odvozenych peptidd a je
imoznym vysvétlenim vysokého stupné imunogenicity
antigenu RhD. Tento pfedpoklad byl potvrzen také ve
studii, jejimz cilem bylo pomoci synteticky pfipravenych
68 prekryvajicich se peptidli o délce 15 aminokyselin, jeZ
predstavuji kompletni sekvenci RhD proteinu, identifi-
kovat dominantni epitopy vyvolavajici T-lymfocytovou
odpovéd. Autofti zjistili, Ze k signifikantni prolifera-
ci mononukleart, izolovanych od aloimunizovanych
darct, vedly vSechny synteticky pripravené peptidy
a ve vétsiné pripadi bylo stimulac¢nich nékolik peptida
soucasné, Detekce téchto epitopli by mohla byt potencio-
nalnim zacatkem pro vyvoj peptidové imunoterapie jako
prevence HON a rovnéz navrzeni syntetického imunoge-
nu by mohlo nahradit imunizaci dobrovolnikd pomoci
RhD pozitivnich krvinek pfi pfipravé humanniho séra
anti-D [34]. Druhou nejcastéji detekovanou aloproti-
latkou v systému Rh je anti-E. V praci Schoenewilla et
al. byla ve skupiné 136 pacient@i nalezena signifikantné
zvySend frekvence HLA-DRB1*09 (8,8 % vs. 2,5 %, OR =
3,7) a v pfipadé kombinované pfitomnosti signifikantné
zvySena frekvence alelickych skupin DRB1*07 a *09 (36 %
vs.22%, OR=2,2). V piipadé anti-C/c protilatek, jejichz
vyskyt je v kavkazské populaci vzacnéjsi, nebyly zvyse-
né frekvence HLA-DRBI1 variant statisticky vyznamné.
Pri¢inou byl maly soubor pacientil tvofeny 11 pacienty
s anti-C a 30 s anti-c protilatkou [41].

Kell (K) systém

Kell systém je charakterizovany zdkladnim anti-
gennim/alelickym parem: antigenem K (Kell, KEL1)
a k (Cellano, KEL2) a dalsimi pary, napt. Kp*(Penny,

KEL3) a Kp® (Rautenberg, KEL4). Celkem bylo do-
sud identifikovano 35 antigenti. Antigen K je tfetim
nejimunogennéj$im antigenem erytrocyti (po ABO
aRhD). K/k polymorfismus je dan jednonukleotidovou
substituci c. 698C > T vedouci k ziméné methioninu za
threonin na 33. pozici peptidového fetézce. Tato mutace
vede k naruSeni N glykosyla¢niho mista antigenu K,
a tim k chybéni glykosylace, coz vysvétluje jeho vyso-
kou antigenicitu. Antigen K je méné frekventni nez k,
protilatka anti-K miize zpasobit téZky HON s titlumem
erytropoézy plodu a tézsi formy HTR [30, 31]. Chiaroni
etal. nalezli zvySenou frekvenci HLA-DRB1*11 v souboru
54 pacienttl (57 %) oproti kontrolni skupiné (27 %), OR
=3,5. Kombinovana frekvence skupin alel HLA-DRBI1*11
a DRBI1*13 byla signifikantné vyssi u pacientl s anti-
-K protilatkou (83 %) neZ u kontrolni skupiny (52 %),
OR = 4,5, Autofi podrobné analyzovali HLA-DRBI*11
a *13 alely, jez sdileji spolecnou sekvenci v HLA-DRBI
genu, kédujici P4 kapsu vazebného z1abku a obsahujici
3 specifické aminokyselinové zbytky v pozicich 13, 70
a 74. Tato sekvence aminokyselin byla ¢astéjsi u imu-
nizovanych pacientli nez v kontrolni skupiné. Toto
zjisténi vedlo autory k zavéru, Ze zminéna sekvence
S13D70A74 je odpovédna za prezentaci peptidu, odvoze-
ného z antigenu K, T-lymfocytim. Praktické vyuziti
svého nalezu vidi autofi predevsim u gravidnich Zen
Kell negativnich HLA-DRBI1*11 a/nebo HLA-DRB1*13
pozitivnich, u kterych by se provadél ¢astéjsi odbér
vzorkl z dlivodu vyssiho rizika imunizace antigenem
Kell [35]. Noizat-Pirenne se spolupracovniky nalezli
signifikantni asociaci mezi anti-K aloimunizaci a HLA-
-DRBI geny jen v piipadé alelické skupiny DRB1*13
(28,33 % vs. 13,54 %, OR = 2,5) [37]. Divodem mohl byt
soubor 30 aloimunizovanych pacientii zafazenych do
analyzy oproti 54 pacientim s protilatkou anti-K ve
studii od Chiaroniho et al. [35]. Skutec¢nost, Ze ve sku-
piné pacientli s protilitkou anti-K byla evidovana
znacna rtiznorodost HLA molekul a distribuce ziska-
nych fenotypl korespondovala s distribuci fenotypt
v kontrolni skupiné, vedla autory k zavéru, Ze vazba,
respektive prezentace peptidli odvozenych z antigenu K
neni omezena specifickou HLA-DRBI1 molekulou [37].
Tento poznatek koreluje i se zjiSténim Schoenewilla et
al., ktery v souboru 156 pacientti s anti-K nenalezl sig-
nifikantni asociaci s Zddnou HLA-DRBI1 alelou a potvrdil
tak predpoklad, Ze peptidovy fragment zpracovany
z antigenu K mohou v podstaté prezentovat vSechny
HLA-DRBI1 varianty vyskytujici se v kavkazské populaci.
Omezeni HLA restrikce je pravdépodobné jednim z fak-
tor ovliviiujicim imunogenicitu jednotlivych antige-
ni Cervenych krvinek. Schoenewille et al. v souvislosti
s imunizaci anti-K prokazali pouze signifikantné vyssi
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kombinovanou frekvenci alel DRB1*01, *11, *13 nebo *15
u pacienti (80,1 %) nezu kontrol (58,3 %), s OR =2,9 [41].

Kidd (JKk ) systém

Kidd systém tvoii alelicky par JK*A a JK*B 1iSici se
substituci c. 838G >A, ta vede k zameéné Asp280Asn ve
¢tvrté extracelularni doméné Kidd antigenu. Obé alely
se dédi kodominantné. Genotypové frekvence v kav-
kazské populaci tvoii zhruba ¢tvrtina homozygott Jk?
Jk2, druha ctvrtina Jk JkP a asi polovina heterozygotil
(Jk2 JkP). Kidd glykoprotein je pfenasecem mocoviny
[30]. Protildtky anti-Jk mohou byt velmi nebezpecné,
jelikoz jsou obtizné detekovatelné, maji tendenci rychle
mizet z plazmy a mohou zptisobit téZké HTR piedevsim
pozdniho typu [31]. Reviron v analyzovaném souboru
20 pacientli a gravidnich Zen s protilatkou anti-Jk?
nalezli statisticky vyznamné vyssi frekvenci alelické
skupiny HLA-DRB1*01 neZ v kontrolni skupiné (55 % vs.
17 %, OR 5,9). HLA-DRB1*10 byla také vice zastoupena
u pacientd neZ u kontrol (10 % vs. 3 %, OR 4,3), rozdil
vSak nebyl vyznamny [36]. Silna asociace HLA-DRB1*01
s imunizaci anti-Jk2 byla potvrzena i na vét$im souboru
68 pacientd Schoenewilla et al., s OR = 3,1 [41]. Méné
Casta protilatka anti-Jk® byla studovana na souboru
pouze 11 pacientfl, kdy byla zaznamenana zvysSena
frekvence HLA-DRB1*11 (OR = 2,8), ktera vSak nebyla
statisticky vyznamna [41].

Duffy (Fy) systém

Duffy systém je tvofen dvéma hlavnimi variantami
FY*A a FY*B liSicimi se substituci 125G > A v exonu 2 FY
genu, kterd vede k zdméné Cly42Asp v peptidovém fe-
tézci glykoproteinu Fy? a Fy®. Dalsi alela FY*kéduje slaby
antigen Fy®. Extracelularni ¢ast antigenu obsahuje tfi
mista N-glykosylace. Témeét 70 % CernoSské populace
ma fenotyp Fy(a-b-) zpiisobeny mutaci v misté vazby
transkripéniho faktoru na kédujici oblast genu FY. Tato
mutace, projevujici se pouze v erytroidni linii bunék,
zabranuje expresi antigenu Fy na erytrocytech. Nositelé
fenotypu Fy(a-b-) jsou rezistentni k infekci malarii, jeli-
koZ glykoprotein Fy je receptorem jednak pro prozanét-
livé chemokiny, ale také pro nékteré druhy plazmodii
[31]. Aloprotilatky mohou zptlisobit jak HTR, tak HON
[32]. Vyskyt protilatky anti-Fy? je 20krat frekventnéjsi
nez anti-Fy®. Anti-Fy? je pravdépodobné i jednou z pro-
tilatek, které se mohou podilet na rejekci rendlniho
Stépu [40]. Podani anti-RhD (IgG) imunoglobulinu
prekvapivé suprimuje tvorbu anti-Fy*protilatky a je pre-
venci HON [41]. Noizat-Pirenne et al. analyzovali sou-
bor 29 jedincli s anti-Fy? protilatkou a zjistili, Ze 100 %
jedincli s anti-Fy?* jsou nositelé HLA-DRB1*04 feno-
typu, zatimco v kontrolni skupiné byla tato varianta
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zastoupena v 19 %. Alelicka frekvence DRB1*04 (56,62 %)
byla statisticky vyznamné vyssi v anti-Fy? pozitivni
skupiné ve srovnani s kontrolni skupinou (9,9 %), OR =
12,9[37]. Asociaci HLA-DRB1* s aloimunizaci anti-Fy? se
u jihoevropské populace zabyval rovnéz Picard et al. Na
skupiné 67 pacientdi potvrdil asociaci s DRB1*04 a nalezl
signifikantni asociaci i s DRB1*15. Jak DRB1*04, tak
DRBI*15 byly signifikantné ¢astéji pfitomny u pacientlt
(35 %, respektive 30 %) nez u kontrol (12 %, respektive
9 %), OR = 4,2 respektive 4,3. Dokonce 96 % pacienti
s protilatkouanti-Fy*neslo nejméné jednu DRB1*04 ne-
bo DRBI1*15 alelu ve srovnani s 34 % v kontrolni skupiné
(OR = 41,4). Varianty HLA-DRB1*03 a*07 byly pfitom-
ny pouze u 10 % pacientl s anti-Fy? ve srovnani s 51 %
v kontrolni skupiné (p,< 0,001), cozZ svéd¢i o mozném
protektivnim dc¢inku téchto alel z divodu neschop-
nosti prezentovat peptidy odvozené z antigenu Duffy
T,-lymfocytiim [38]. Tato zji§téni byla potvrzena i ve
studii Schoenewilla et al., ktefi pro skupinu 52 pacien-
tl s protilatkou anti-Fy*uvadi asociaci s HLA-DRB1*04
(OR =7,9) a s DRB1*15 (OR = 3,2), pti soucasné pritom-
nosti obou alel pak OR =16 [41].

MNS systém

MNS systém je druhym nejpolymorfnéjsim antigen-
nim systémem Cervenych krvinek (dosud zdokumen-
tovano 46 antigenli). Nejvétsi vyznam maji antigeny
M a N (glykoforiny A, GPA) a antigeny S a U (glyko-
foriny B, GPB). Glykoforiny jsou sialoglykoproteiny.
Antigenni epitopy M a N jsou lokalizovany na N-konci
GPA molekul a 1isi se ve dvou aminokyselinach v pozi-
ci1(SerlLeu) a 5 (Gly5Glu). Antigen M je v kavkazské
populaci pritomen u 78 % jedincti a N u 72 % populace.
Polymorfismus S/s urcuje zameéna jediné aminokyseli-
ny v GPB molekule (Met29Thr). Antigen S je v kavkazské
populaci pritomen u 55 % jedincti a s u 99 %. GPB sdili
s GPAN (s epitopem N) na N terminalnim konci prvnich
26 aminokyselin. Geny GYPA a GYPB jsou vysoce homo-
logni a jsou v tésné vazbé. Zatimco protilatky anti-M
(Castéjsi, mnohdy spiSe poinfekéni nez aloimunni)
a anti-N (vzacnéjsi) reaguji za nizsich teplot a jsou vétsi-
nou klinicky nezdvazné, tak anti-S, -s a -U jsou vétSinou
tfidy IgG, reagujici pfi 37 °C a mohou zptisobit klinicky
zavazné HTR a HON [30, 31]. Asociace HLA-DRBL1 s pro-
tilatkou anti-S byla analyzovana Schoenewillem et al.
na souboru 19 aloimunizovanych pacientfl. Bylo zjis-
téno, Ze alela DRB1*07 byla pfitomna u 68,4% pacientl
s OR = 8,7 (oproti kontrolni skupiné), kombinovana
pritomnost DRBI*07 nebo *08 byla rovnéz signifikantné
asociovana s OR = 8,4. OvSem zvySena frekvence vysky-
tu DRB1*08 (OR = 4,1) nebyla po korekci jizZ statisticky
vyznamna [41]. Asociace mezi antigeny HLA II. tfidy
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Tab. 3 Asociace mezi HLA-DRB1 a vyskytem monospecifickych aloprotilatek (OR)

Specificita protilatky (velikost souboru)

Asociované HLA-DRBT* alely

anti-D (171) *01 1,8 -
*01, *03 nebo *M 2] -
anti-E (136) *09 37 -
*07 nebo *09 2.2 -

anti-K (156) 10, *11, *13 nebo *15 2,9 4,5[35]

“ ns 3,5 [35]

“13 ns 2,5 [37]

anti-Fy?2 (52) *04 7,9 12,9 [371; 4,2[38]

*15 32 4,3 [38]

*04 nebo*15 16 41[38]

anti-Jke (68) *01 3] 5,9 [36]
anti-S (19) *07 8,7 -
*07 nebo *08 8,4 -

OR, - odds ratio pfevzato z prace Schoenewilla et al. [41]
OR, - odds ratio z dalSich souvisejicich ¢lankd, citovany ¢lanek uveden v zavorce

a vyskytem protilatek proti dalsim antigenim MNS
systému nebyly dosud publikovany. Vysledky vSech
zminénych asociaci jsou shrnuty v tabulce 3.

Je zfejmé, Ze prezentace vysledkii dosaZenych ana-
Iyzou soubor@l s méné nez 30 jedinci a omezenych tz-
kym popula¢nim spektrem miiZe zkreslovat vysledna
data a je pravdépodobné pric¢inou rozdilnych vysledkt
OR ¢i nepotvrzeni nalezenych asociaci v pozdéjsich
studiich provedenych s odliSnou kohortou pacientdi.
Nejvyznamnéjsi asociace byla nalezena mezi alelickou
skupinou HLA-DRBI1*04 a tvorbou aloprotilatky anti-Fy?
a HLA-DRBT*07 s anti-S. Vysledky mohou byt rovnéz
ovlivnény specificitou zkoumanych protilatek, nastu-
pem jejich tvorby po imuniza¢nim podnétu, délkou
pretrvavani v obéhu a jejich detekovatelnosti.

MULTIRESPONDERI

Kohortu 379 pacientl s vyskytem dvou a vice
protilatek (tzv. multirespondertl) analyzoval opét
Schoenewille et al. Tito pacienti byli rozdéleni do
dvou skupin, prvni skupinu tvotilo 275 multirespon-
derd s viceCetnou specificitou jiz pti prvnim vySetfeni
aloprotilatek, druha skupina 114 pacienti méla pii-
vodné detekovanu pouze monospecifickou protilatku,
ke které pozdéji pribyly dalsi specificity. Po korekci
zlistala statisticky vyznamna vazba v pripadé prvni
skupiny pouze pro HLA-DRBI*12 (8 % vs. 3,8 %, OR =
2,2) a DRBI*15 (40 % vs. 25,2 %, OR = 2). Pfi analyze obou
skupin (379 pacientl) byla signifikance zachovana
pouze pro HLA-DRBI*15 (OR = 1,8) vci kontrolnimu
souboru. Pfedpoklad, Ze se u multirespondert vysky-
tuje zvySena frekvence souctu vSech asociovanych

Tab. 4 Statisticky vyznamné asociace mezi HLA-DRBT a vyskytem
vicecetnych protilatek [41]

2 a vice protilatek DRB1* (0]}
C+D *01, 112 4,6
D+E *03, *09 1,2
c+E *07, 113 7,1

K+Fy? *04, *15 7,5

K+S *07, 10 39,4
2 protilatky DRB1* (0]}
c+E *07, 113 9,2

HLA-DRBT* variant ve srovnani s kontrolni popula-
ci, byl ovéfovan analyzou kombinaci protilatkovych
dvojic (napf. C+D, D+E, c+E, atd). Z 625 vzniklych
kombinaci byla pouze u 80 (12,8 %) nalezena suma DRBI
alel asociovanych s vyskytem monospecifické alopro-
tilatky. Ve skupiné 2 a vice protilatek byly nalezeny
u 5 kombinaci protilatek signifikantné asociované
DRBI* alely, ve skupiné pravé dvou protilatek byla
nalezena signifikance pouze pro kombinaci anti-c+E
s DRB1*07 a DRB1*13 fenotypem [41]. Vysledky u mul-
tiresponderti jsou shrnuty v tabulce 4.

NON HLA FAKTORY A ALOIMUNIZACE

Vedle vySetfeni HLA gent byla u aloimunizovanych
pacient v nékolika studiich vénovana pozornost i ji-
nym gentim. Byly to naptiklad TAP-1,2 a HSP70non-HLA
geny lezici v HLA oblasti, které byly vySetfovany v sou-
vislosti s HPA aloimunizaci. Pozitivni signifikantni
asociace byla prokazana u TAP2 homozygotni kom-

TRANSFUZE HEMATOL.DNES 22, 2016

163



MALUSKOVA A. et al.

164

novorozenci transplantovani
imunokompromitovani hospitalizovani
(onkologicti)

pohlavi vék

Schéma 1. Faktory ovliviujici aloimunizaci
MDS - myelodysplasticky syndrom

binace aminokyselin Ile-Ile v pozici 379 (p, < 0,02, OR
= 4,7), tento nalez vSak nevedl k Zzadnému obecnému
zavéru [26]. Tatari-Calderone et al. se zabyvali pacien-
ty se srpkovitou anémii, onemocnénim typickym pro
populaci afrického ptivodu, pro které jsou opakované
transfuze erytrocytovymi transfuznimi ptipravky jedi-
nou moznosti 1é¢by. Podil respondert ¢ini 18-47 % a je aZ
Ctyfikrat vyssi nez stupen aloimunizace u pacientfi bez
této dédicné choroby a transfundovanych z jinych pfi-
¢in. Autofi se zamérili na geny s imunomodulaé¢nimi
vlastnostmi lezicimi v blizkosti genu pro HbRS. Jednim
zvybranych kandidatnich genti byl gen Ro52 se SNP po-
lymorfismem rs660, Ktery je asociovan s lupus erythe-
matodes u Afroameric¢andi. Produkt genu, protein Ro52,
slouzi jako intracelularni receptor pro imunokomplexy.
Touto vazbou se aktivuji imunitni procesy v burtice ve-
douci k produkci prozanétlivych cytokintl. Sou¢asné ma
stejnd molekula i zcela opacnou funkci, jelikoz inhibuje
produkci interferonu typu I, ma i protizanétlivé u.¢inky.
Polymorfismus rs660C/T se nachazi v oblasti 1. intronu
genu a zda se, Ze ovliviiuje vazbu transkripcénich fakto-
i na sekvenci obsahujici zminény SNP. Na skupiné 83
pacientdl (Afroameri¢anti) homozygotnich pro hemo-
globin S, transfundovanych nejméné dvéma ABO, RhD
kompatibilnimi deleukotizovanymi erytrocytovymi TP,
vsak zjistili, Ze Zddny z genotypl polymorfismu rs660
neni asociovany s vyssim stupném aloimunizace, ani
s vaznosti onemocnéni. Podani prvni transfuze pfed
patym rokem véku u pacientd s rs660T/T genotypem
vSak vedl k toleranci aloimunizace pfi nasledném alo-
imuniza¢nim podnétu. Po 5. roce véku je schopnost
aloimunizace u nositelti C/T nebo T/T genotyp( stejna.
Zlstava otazkou, je-li pfi¢inou imunotolerance skutec-
neé genotyp T/T nebo obecné suboptimalni stavimunity
u novorozenct a malych déti [42]. Africka populace je
obecné schopna vyvinout silnéjsi zanétlivou a imu-
nitni odpovéd nez jini transfundovani pacienti, coz je
pravdépodobné pri¢inou vysokého podilu responderti.
U Afroamericand je vys$si vyskyt zanétlivych onemoc-
néni (astma, systémovy lupus erythematodes, artritida
atd.) a vyssi vyskyt akutnich rejekci po transplantaci
ve srovnani s kavkazskou populaci [43]. Je znamo, Ze
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antigenni neshoda

zdravi dobrovolnici (anti-D imunizace)
talasemie srpkovita anémie

zanét genetika

(zdroj [45])

tvorba protilatek u prijemct TP zavisi na mnozZstvi
podanych TP a imunogenicité aloantigenu. Svou roli
hraji pravdépodobné i dalsi vrozené a ziskané faktory,
napt. zvySené riziko aloimunizace u Zen v souvislosti
s graviditou, u pacientd s diabetem a solidnimi na-
dory, sniZené riziko u pacient@ s myeloproliferativni-
mi chorobami (dysfunkce lymfocytli, imunosuprese).
Zalpuri zvefejnil plan kohortové studie, jejimz cilem
bude zkoumat mozny vztah mezi klinickym stavem,
zivotnim prostfedim a genetickou charakteristikou
prijemct transfuze erytrocytli a rizikem aloimunizace
béhem transfuzni periody. Autofi pfedpokladaji dva
vystupy ze studie:
1. identifikovat skupinu pfijemct transfuze, u nichz
bude nutné zajistit co nejshodnéjsi TP a
2. pochopit mechanismy souvisejici s tvorbou alopro-
tilatek.

U vybranych pacientti (celkem asi 500 pripadil)
ivkontrolni skupiné (celkem 1000) budou zmapovany
vSechny faktory modulujici imunitni odpovéd - ockova-
ni, onemocnéni v détském véku, navstéva predskolnich
zatizeni, Zivotni styl (vesnicky, méstsky), socidlné-eko-
nomicky status, chov domacich zvifat. Z genetickych
markeri budou vySetfeny HLA geny, z biomarker
cytokiny a titr protilatek proti antigentim vakcin [44].

Na zakladé dostupnych informaci 1ze schematicky
znazornit faktory ovliviiujici pravdépodobnost aloimu-
nizace (schéma 1) [45].

ZAVER A SHRNUTI

Indukce tvorby aloimunnich erytrocytovych protila-
tek zavisi, mimo jiné, na reakci T,- lymfocytd, a tedy
Uzce souvisi s fenoménem HLA restrikce. Otazkou v§ak
stale zlistava, pro¢ se humoralni imunitni odpovéd
vyvine pfiblizné jen u 10 % jedincli, kteii se setkali
s aloantigeny erytrocytli. Tato skute¢nost nasmérovala
vyzkum k nalezeni vztahu mezi vyskytem specifickych
aloprotilatek proti erytrocytiim a pfitomnosti urcitych
molekul HLA-DRBI lokusu. V zavislosti na produkci
specifické aloprotilatky byly identifikovany konkrétni
HLA antigeny s OR 1,4-8,7. Vysledky studii shrnuté
v tomto ¢lanku vsak nepredlozily jednoznacny pria-
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kaz, snad s vyjimkou velmi pravdépodobné asociace
aloimunizace vii¢i Duffy systému a skupinou alel
HLA-DRBI*04. Dlivodem, pro¢ vysSe uvedena hypoté-
za zlistala nepotvrzena, muzZe byt absence projek-
tu, ktery by obsahoval homogenni skupinu pacient
se znamym RBC fenotypem, transfundovanou TP
podobného staii, (nejlépe) deleukotizovanymi a od
darcti se znamou skladbou erytrocytovych antigendi.
Ve vSech citovanych publikacich autofi pouzili re-
trospektivné zpracovana data pomérné rtiznorodych
kohort aloimunizovanych pacienti. Niz$i hodnoty
odds ratio (OR) v referovanych pracich mohl ovlivnit
také neoptimalné navrzeny kontrolni soubor pouzity
pro srovnani. Lze pfedpokladat, Ze kontrolni skupinu
predstavoval vétSinou vzorek populace zahrnujici jak
respondery, tak non-respondery, a to mohlo vést ke
zkresleni publikovanych vysledkii. Objasnéni vztahu
mezi aloimunizaci a pfitomnosti HLA alel II. tfidy
povazujeme stale za atraktivni téma. V ramci feSeni
naSeho projektu jsme se zaméfili na pacienty - respon-
dery s vytvofenymi monospecifickymi aloprotilatkami
proti vybranym aloantigentim a na multirespondery,
tj. pacienty s minimalné dvéma erytrocytovymi alo-
protilatkami. Vedle HLA-DRBI jsou u pacientli vyset-
fovany i geny kédujici DQ molekuly, u nichZ nebyl
mozny vztah k aloimunizaci dosud publikovan. Jako
kontroln{ skupina nam poslouzi darci kostni dfené
znaSeho regionu se zndmym HLA-DR, DQ fenotypem.
Pravdépodobné jako vhodnéjsi kontrolni skupina se
jevi vyuZzit polytransfundované pacienty - non-respon-
dery. Cilem projektu je nalezeni predispozi¢nich HLA
alel/skupin alel, respektive haplotypu HLA-IIL. tfidy,
asociovanych s vy$sim rizikem tvorby aloprotilatek
proti antigentim erytrocyti. Podle miry zjisténého
rizika zvazit zavedeni screeningové metody na pri-
kaz predispozi¢nich HLA variant k selekci pacientd,
u nichz by se provadélo predtransfuzni vysetfeni roz-
§ifené o dotypovani RBC antigenti za i¢elem zajisténi
co nejkompatibilnéjsich erytrocytovych TP. Druhou
moznosti by bylo provadét stanoveni predispozi¢nich
HLA variant pouze u responderl a multirespondert,
u kterych existuje vysoka pravdépodobnost tvorby dal-
§ich aloprotilatek proti inkompatibilnim antigentim
erytrocytli. Prtikaz predispozicnich HLA variant by tak
mohl byt indikaci k dotypovani antigenti a k zamezeni
rozvoje dalsi aloimunizace.

Pouzité zKkratky

HLA - hlavni histokompatibilni systém clovéka (human
leukocyte antigens)

HPA - specifické antigeny trombocytt (human platelet
antigens)

APC - antigen prezentujici burika

RBC - Cervené krvinKky (red blood cells)

TP - transfuzni pripravek

SNP -jednonukleotidovy polymorfismus

HON - hemolytické onemocnéni plodu a novorozence

HTR - hemolyticka potransfuzni reakce

TAP - peptidovy transportér (Transporter associated with
Antigen Processing)
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