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2 UVOD

Jako studentka kombinované formy DSP v oboru Lékaikd imunologie jsem vyzkumnou
cast prace provadéla na svém domovském pracovisti v Ostrave. Pracuji jako vedouci HLA/
DNA laboratotfe Krevniho centra FN Ostrava, kde se mimo jiné zabyvame vysetfovanim HLA
systému. Ve své dizertacni praci jsem se zaméfila na hledani vztahu mezi variantami HLA-IL.
tiidy a aloimunizaci proti antigentim ¢ervenych krvinek. Pii své praci jsem méla moznost opfit
se o zkuSenosti kolegli a kolegyn z iseku Imunohematologie Krevniho centra, a piedevsim
diky jejich podpoie se podaiilo nashromazdit potiebny soubor pacientt do studie.

V obecné ¢asti DP shrnuji dosavadni poznatky o pfiinach aloimunizace proti non-ABO
erytrocytovym antigenim a prokézanych asociacich mezi HLA antigeny Il. tfidy a tvorbou
erytrocytovych protilatek. Podstatna ¢ast textu obecné ¢asti DP byla vydana jako ptehledovy
clanek v r. 2016 v Casopise Transfuze a Hematologie dnes. Specialni ¢ast obsahuje Uidaje o
zastoupeni studovanych HLA znaki u pacientii rozdélenych podle pfitomnosti erytrocytovych
protilatek na monorespondery, multirespondery a nonrespondery. Stézejni ¢ast vysledki byla
publikovdna v mezindrodnim casopise s IF, Vox Sanguinis (2017) [58]. HLA varianty jsme
navic porovnali u podskupiny multiresponderii dle Rh statusu s cilem urcit vztah mezi HLA,
Rh fenotypem a tvorbou erytrocytovych protilatek. Tyto vysledky byly publikovany rovnéz
v Casopise s IF, Bratislava Medical Journal (2021) [105]. VSechny tfi zminéné ¢lanky jsou
soucasti DP jako Ptilohy. Publikace uvedena jako Ptiloha 2 [58] byla jiz opakované citovéana a
byla ji udélena Cena dékana Lékatské fakulty UP v Olomouci za nejlepsi studentskou védeckou
praci v doktorském studijnim programu za rok 2017.

Prace byla podpofena grantem v ramci Institucionalni podpory MZ CR - RVO-FNOs/2014
a ¢astecné Internimi granty LF UPOL: IGA_LF 2016 011 a IGA_LF 2020 016.



3 OBECNA CAST

3.1 Uvod do problematiky

Vyskyt aloimunnich protilatek proti povrchovym antigenim cervenych krvinek je
diisledkem transfuze pln€ nekompatibilnich transfuznich ptipravka. Podobné ptic¢inou vyskytu
aloprotilatek u gravidnich Zen je inkompatibilita mezi erytrocytovymi antigeny plodu a matky.
Vyskyt aloprotilatek mutze mit klinické dusledky v podobé potransfuzni reakce Cci
hemolytického onemocnéni novorozence a plodu. V transfuznim Iékaistvi predstavuji
aloprotilatky komplikaci pfi zajiStovani odpovidajicich TP pro pacienty chronicky
transfundované. Ve své praci se zamétuji pfedevsim na piijemce transfuznich ptipravku, které
1ze z hlediska tvorby aloprotilatek rozdélit na respondery a nonrespondery. Cilem této prace je
shrnout dosavadni poznatky o aloimunizaci z hlediska odpovédi na aloantigeny, zaméfit se na
rizikové faktory aloimunizace, a pfedev§im na vztah mezi vyskytem protilatek a ptitomnosti

ur¢itych HLA molekul II. tfidy.

3.2 Aloimunizace a krevni transfuze

Aloimunizace je imunitni proces, pii kterém dochazi k tvorbé protilatek namifenych
proti antigeniim jiné¢ho jedince t¢hoz druhu, které u imunizovaného chybi nebo jsou odli$né.
Aloimunizace vykazuje urcité podobnosti s imunizaci proti infekénim agens, je také ovlivnéna
imunogenicitou antigenu a zanétlivym prostfedim, vyskytuje se vSak v daleko niz8i mife nez
heterologni imunizace [1]. Existuji tfi zdkladni pfiiny imunizace spojené s tvorbou
aloprotilatek: aplikace TP, t€hotenstvi a transplantace. Pfehled hlavnich cilovych antigentli a

stupeni aloimunizace je uveden v tabulce 1.

Tab. 1 Hlavni cilové aloantigeny, pfi¢iny a stupeni aloimunizace [1, upraveno]

Aloimunizace Hlavni aloantigeny Stupen imunizace
RBC Ag (RhD, K) Stredni
Erytrocytové TP ostani RBC Ag Nizky
HLA 1. tfida* Stredni
, HPA-1a, HPA-5b Nizky
Trombocytové TP HLA L trida** Stredni
RBC Ag (RhD, K) Stredni
Gravidita HLA I tfida Stredni
HPA-1a, HPA-5b Nizky
Transplantace organt HLA I/IL tfida Vysoky

* zbytkové WBC a PLT pfedevsim u nedeleukotizovanych TP
** PLT a zbytkové WBC predevsim u nedeleukotizovanych TP
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Lécba pomoci transfuznich ptipravkil se zacala masove pouzivat az v prvni poloviné 20.
skupinovy systém ABO, ktery je charakterizovan jednak pfitomnosti antigenti na ¢ervenych
krvinkach, tak soucasné existenci ,,pfirozenych® protilatek v plazmé¢. Antigen erytrocytt 1ze
z hlediska aloimunizace charakterizovat jako strukturu povrchové membrany rozpoznavanou
lidskou aloprotilatkou. V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 350 antigenti fazenych do Ctyt
kategorii: systémt krevnich skupin, kolekci a sérii antigent s nizkou nebo vysokou frekvenci
vyskytu. Nyni je registrovano 41 krevnich skupinovych systémii, které jsou kodovany 45 geny.
Aktudlni ptehledy vSech krevnich skupinovych systémt, kolekci a sérii antigentl je k dispozici

na webovych strankach ISBT (International Society of Blood Transfusion) [2].

Vedle ABO systému jsou u darct plné krve v CR vySetfovany vétsinou standardné i dalsi
systémy, predev§im Rh systém (C/c, D, E/e) a Kell. Ostatni systémy se zpravidla urcuji az
v pfipad¢€ potieby, tj. pfi vybéru piipravka pro pacienty s identifikovanymi protilatkami proti
cervenym krvinkdm. Pacientovi se specifickou protilatkou je tfeba zajistit transfuzni piipravek
obsahujici erytrocyty bez této antigenni specificity. Pfi¢inou aloimunizace proti antigenim
erytrocytl jsou tedy krevni transfuze erytrocytii kompatibilni vétSinou pouze v ABO systému,
u divek a Zen ve fertilnim véku se doporucuje kompatibilita i v RhD a K antigenech kviili jejich

vysoké imunogenicité.
3.3 Imunogenicita, respondefi a nonresponderi

Krevni transfuze 1ze povazovat za nejrozsifenéjsi typ transplantace. Ro¢né je podano
vice nez 100 miliond transfuzi na celém svété. Pro¢ u nekterych jedinct k aloimunizaci dochazi,
zatimco u jinych jsou cizorodé¢ antigeny i po opakovanych transfuznich epizodach tolerovany
(tzv. nonrespondefti), je stale pfedmétem intenzivniho vyzkumu. V této souvislosti se mluvi o
tzv. imunogenicité Cervenych krvinek, jez pfedstavuje schopnost antigenu stimulovat imunitni
odpovéd’ charakterizovanou tvorbou aloimunnich protilatek. Jednotlivé skupinové systémy
erytrocyt vykazuji riznou imunogenicitu, u RhD aloimunizace se uvadi u hospitalizovanych
pacienti. RhD negativnich 20-30 % vyskyt tvorby anti-D protilatek po expozici RhD
pozitivnimi erytrocyty [3, 4]. Stupeni imunizace u zdravych RhD negativnich dobrovolnikt je
daleko vyS$i nez u pacientii, po druhé expozici RhD pozitivnimi erytrocyty dosahuje az 93%

[5].



U ostatnich protilatek (non-ABO, non-RhD) €ini stupeii aloimunizace pacientd 8-10 %
pfi zachovani ABO a RhD kompatibility TP [6-8]. Pokud rozdélime piijemce transfuzi na
podskupinu pacienti bez chronického onemocnéni (,,obecné¢ hospitalizovani pacienti)
nevyzadujici opakované aplikace erytrocytovych TP, a podskupinu chronicky
transfundovanych pacientd, pak u prvni podskupiny je daleko niz$i mira aloimunizace 1 - 3 %
[9,10], nez u druhé podskupiny pacientti, u nichz vyskyt aloprotilatek dosahuje 18,6 % [11].
U pacienti s hemoglobinopatiemi (se srpkovitou anémii ¢i thalasémii) c¢ini podil
aloimunizovanych pacientl (respondertt) dokonce 18 — 65 % [12-17]. Skupinu responderti 1ze
déle diferencovat na monorespondery tvofici i po opakované expozici TP protilatku jediné
specificity (proti jednomu antigenu) a multirespondery, u nichz jsou detekovany aloprotilatky
s vice nez jednou specificitou (proti nékolika antigentim). Z publikovanych praci vyplyva, ze

22-30 % aloimunizovanych pacientl patii do skupiny multiresponderti [18, 19].
3.4 Vliv transfuzni terapie na stupen aloimunizace

Zda se, ze pocet transfuzi u pacienta ma na aloimunizaci nejvétsi vliv. Zalpuri
s kolektivem na souboru 3002 nealoimunizovanych pacientd zjistil, Ze riziko tvorby
aloprotilatek se zvySuje s poctem aplikovanych TU a proti 1 % pfi aplikaci 5 TU dosahuje 6,5
% pti1 40 podanych TU [20]. Boatenga a jeho tym zjistili, Ze stupent aloimunizace pacientli
afrického etnika pfi ABO, RhD kompatibilit¢ byl 9,4 % a Ze mira aloimunizace byla
signifikantné asociovana se zvySenym poctem transfuznich epizod [21]. Podobné zavéry lze
nalézt rovnéz ve starSich pracich zabyvajicich se aloimunizaci pacientli se SA, které reportovaly
miru aloimunizace 11,5 % [22] a 10 % [23]. K ponékud odliSnym nalezim dospéla neddvno
provadéna studie u pacientl trpicich rovnéz SA, kterd ukazala, Ze ojedinéla transfuzni 1écba je
ve srovnani s chronickou asociovana se zvySenym rizikem aloimunizace a Ze vétSina
(prvotnich) protilatek byla vytvofena po aplikaci méné nez 8 TU a po minimalnim poctu
transfuznich epizod [24]. U jinych chronicky transfundovanych pacientil se protilatky objevily
v primeéru po 4,2 transfuznich epizodach [25]. Ptesto u chronicky transfundovanych pacientii
je pozorovano daleko vyssi procento aloimunizace neZ u populace ,,obecné hospitalizovanych
pacientli”. Pfi¢inou téchto rozporuplnych ndlezii je pravdépodobné nedostatecna kontrola
tvorby aloprotilatek po transfuzi a s tim souvisejici vymizeni protilatek z cirkulace [26].
Screening aloimunnich erytrocytovych protilatek se provadi ptfed aplikaci TP, tedy u
chronickych pacientil je vyssi pravdépodobnost detekovat noveé vytvotfené protilatky nez u

jednorazove transfundovanych pacienti. Dokonce 1 v piipadech, Ze byl screening protilatek po



aplikaci TP proveden, nemusi byt protilatky zachyceny, protoze z hlediska aloimunizace nebylo
testovani vhodné nacasovano (pfili§ brzy nebo naopak pfili§ pozd€). Pokud dojde k dalsi
transfuzni epizod¢ v del§im Casovém odstupu od pfedchozi, prvotné¢ vytvorené protilatky
nemusi byt detekovany. V tomto piipadé mize u pacienta, navzdory negativnimu vysledku
predtransfuzniho vySetieni, dojit k pozdni hemolytické potransfuzni reakci (DHTR) v disledku
sekundarni imunitni odpovédi [27]. Typickym ptikladem protilatek vyvolavajicich DHTR jsou
anti-Jk protilatky [28]. Tuto mySlenku podporuje nékolik praci uvadgjicich, ze az 70 %
aloprotilatek vymizi z ob¢hu nebo je pod hranici detekce po nékolika mésicich az letech od
jejich prukazu [29-31]. Dalsi pricinou podhodnoceni miry aloimunizace predevs§im u ,,obecné
hospitalizovanych pacientd” je fragmentace transfuznich zaznamii. Bylo demonstrovano, ze az
u jedné Ctvrtiny pacientl byla transfuze podéna v jiném zafizeni, nez ve kterém bylo provedeno
testovani na ptitomnost protilatek [32]. Jinymi slovy, rozdilné informac¢ni systémy a databaze
pacientli neumozinuji srovnavat vysledky mezi jednotlivymi nemocni¢nimi zafizenimi a
disponovat tak zdznamy o celé transfuzni historii pacienti. Na zdklad¢ téchto skutecnosti byl
vroce 2016 v Casopise Transfusion publikovan navrh zavést screening RBC aloprotilatek
v odstupu jednoho az ¢ty mésict po aplikaci erytrocytl jako kontrola mozné aloimunizace

pacienta [33].

Pfi¢ina aloimunizace jen urcité ¢asti piijemct erytrocytovych TP a rozdilnd mira a status
aloimunizace vSak zlstava stale neobjasnéna. V poslednich dekadach se pfedmétem zajmu stala
identifikace genetickych faktorG podminujicich aloimunizaci a vzhledem k dosavadnim
znalostem o mechanismech tohoto procesu byl jako jeden z nejvhodnéjsich kandidatd vybran
HLA systém, respektive HLA antigeny II. tfidy. Hlavnim divodem je poznatek, Ze HLA
restrikce podstatné ovliviluje schopnost prezentace peptidi odvozenych z alogennich
erytrocytovych antigen Tu lymfocytim, coz nasledné miize ovliviiovat tvorbu aloprotilatek

proti témto antigentim.
3.5 Uloha HLA molekul v imunitni odpovédi

Skutecnost, Ze tvorba aloimunnich protilatek je podminéna prezentaci antigennich
peptidl skupinovych systémii krevnich bun€k prostfednictvim HLA molekul II. tfidy, vedla k
otazce, zda ma polymorfismus MHC molekul, a tedy rizna schopnost vazby zpracovanych
peptida, spojitost s vyskytem urcité specificity protilatky (podrobné bude popsano dale). MHC
systém se stal jednou z nejintenzivnéji studovannych oblasti lidského genomu, protoze v této

oblasti lezi geny koédujici HLA antigeny, jez maji klicovou ulohu pfi navozeni i regulaci



imunitni odpovédi. HLA antigeny II. tfidy jsou heterodimery skladajici se z fetézcti o a B
kédovanych geny A, resp. B lokustit DR, DQ a DP. Vazebny zldbek HLA antigent druhé tfidy
tvofi al a B1 domény obou fetézcl (viz Obr. 1 a Obr. 2). Geny HLA II. tfidy jsou vysoce
polymorfni. Polymorfismus je omezen pfedev§im na vazebny Zlabek téchto molekul, pficemz
u HLA-DR je polymorfni pouze B fetézec kddovany geny HLA-DRBI, 3, 4 a 5. HLA-DQ a DP
lokusy obsahuji polymorfismy v a i 8 fetézcich kédovanych geny DOAI, DQBI, DPAI, DPBI
[34, kapitola 4].

Obr. 1 Schematické zobrazeni HLA-molekuly II. tfidy [34, kapitola 4].

p1 o
I
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1t ?"? g 111880 11111111
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Legend SS - Signal sequence Cyt
TM - Transmembrane
Cyt - Cytoplasmic

Cell membrane
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Obr. 2 Molekula HLA-DQ8 prezentujici ve vazebném misté peptid odvozeny z glutenu. Vlevo
pohled shora na vazebny zlabek, vpravo pohled ze strany [34, kapitola 6].

Exogenni antigeny jsou pohlceny APC builkkami a §tépeny v lysozomech ¢i jinych
organeldch obsahujicich proteolytické enzymy. Odtud jsou dopravovany endozémy do
specializovanych endozomalnich vackli oznacovanych jako MCII, kam jsou dopravovany
rovnéZ nové sestavené molekuly MHC molekuly II. tfidy. Zde dochéazi nékolikastupniovym
procesem k vazbé zpracovaného peptidu na vazebny zldbek HLA molekuly. Peptidy
prezentované¢ molekulami HLA II. tfidy obsahuji minimalné 13 aminokyselin, ale mohou
dosahovat délky 30 rezidui 1 vice [35,36]. Komplex MHC II s peptidem je rozeznavan antigenné
specifickym TCR receptorem T lymfocytd, ktery je strukturné podobny imunoglobuliniim.
TCR se sklada ze dvou fetézct (u Clovéka nejcastéji a a B), jejichz variabilita je disledkem
nahodnych genovych piestaveb (podobné jako u imunoglobulinti) béhem vyvoje T lymfocyta
v thymu. Velikost potencialniho repertoaru TCR je odhadovana na 10'°, coZ je vice nez aktudlni
pocet T bun¢k v lidském organismu. T lymfocyty pomoci svého TCR zkoumaji konformacni
zmény na komplexech ,vlastnich® HLA molekul, které jsou zplsobeny vazbou (ciziho)

antigenniho peptidu na vazebny zlabek MHC. Pokud T lymfocyt svym TCR tento komplex
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rozezna, muze byt za ucasti adhezivnich molekul, kostimulaénich receptort a jejich ligandt
(tzv. imunologické synapse) zahajena proliferace a diferenciace T lymfocytu. T buiiky jsou
schopny rozpoznat ovSem 1 cizi (alogenni) HLA molekuly, a to bud’ pfimo (v komplexu MHC
— peptid) nebo nepiimo, tj. po jejich zpracovani autolognimi APC bunikami a nasledné

prezentaci v podobé& peptidli na vlastnich MHC molekulach II. ttidy.

HLA molekuly tedy reguluji imunitni odpovéd’ tim, ze jsou schopny véazat antigenni
peptidy ve svém zlabku a prezentovat je T lymfocytim (tzv. HLA restrikce), soucasné vSak
urcuji ¢i vymezuji T bunky, které jsou schopné se na komplex HLA-peptid vazat svym TCR a
kone¢né vymezuji B lymfocyty, jeZ mohou na svém BCR receptoru (= membranovy IgM nebo

IgD) vézat stejny typ antigenu [34 kap.6].

Aloimunni protilatky jsou indukovany T-dependentnimi antigeny, to znamend, Ze
k aktivaci prislusnych B lymfocytl je zapotiebi spoluprace s T lymfocyty CD4+, piedevsim
Tth. Pti tomto dé&ji je dulezité, aby B bunka, ktera rozpoznala antigen svym BCR, tento antigen
pohltila, rozstépila na peptidové fragmenty a v komplexu MHC 1I je prezentovala na svém
povrchu T lymfocytlim, které svym TCR tento peptidovy fragment rozeznaji. Stejné komplexy
MHC 1I s peptidovym fragmentem se objevuji i na APC buiice (dendritické), kterd pohltila
stejny antigen jako B lymfocyt. Nejprve tedy musi APC burnka iniciovat vznik klonu Th bunék
schopnych svym TCR vazat ptislusny peptid v komplexu s MHC 1I a az takto aktivovany T
lymfocyt mizZe poskytnout B lymfocytu pomoc a stimulovat jej k proliferaci a diferenciaci v

plazmatické buniky produkujici specifické protilatky [36].

HLA systém cloveéka charakterizuje vysoky pocet genii (vice nez 200) a soucasné
vysoky pocet alel, tj. variant jednotlivych genli. HLA systém je tedy vysoce polymorfni, coz
znamena, ze témet kazdy jedinec, s vyjimkou monozygotnich dvojéat a HLA identickych
sourozencl, nese unikatni sestavu molekul HLA 1. a II. tfidy, coz spolupodmifiuje jeho
individualni imunologickou reaktivitu [36]. Aktudlni pocet HLA alel k fijnu 2020 je uveden
v tabulkach 2-4 [37].

Tab. 2. Celkovy pocet znamych variant (alel) HLA gent [37]

Pocet HLA alel
HLA L. tfida 20 459
HLA II. tfida 7 652
Celkem HLA alel 28 111
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Tab. 3. Pocet variant (alel) HLA gent I. tfidy a odvozenych proteinii [37]

HLA I. Trida
Geny A B C E F G
Alely 6291 7562 6223 256 45 82
Proteiny 3896 4803 6618 110 6 22

Tab. 4. Pocet variant (alel) HLA gent II. tfidy a odvozenych proteint [37]

HLA 1II. tfida
Geny |DRA| DRBI DQAI | DOBI | DPAI | DPA2 DPB1 DPB?2
Alely 29 3536 264 1930 216 5 1654 6
Proteiny] 2 2476 114 1273 80 0 1064 0

3.6 Asociace HLA s tvorbou protilatek proti antigeniim trombocyti (HPA)

Na fenomén HLA restrikce v souvislosti s indukci tvorby aloprotilatek bylo poprvé
poukdzdno u destiCkového antigenu HPA-la. Béhem téhotenstvi tvoii 7-10 % HPA-la
negativnich Zen anti-HPA-1a protilatku namifenou proti HPA-1a antigenu na desti¢kéach plodu.
Tato protilatka je nejcastéjsi pficinou FMAITP. Vétsina HPA-1b homozygotnich matek vSak
zustava bez imunni odezvy (produkce protilatek) na HPA-1a antigen pfitomny na destickach
plodu, oznacujeme je jako ,,nonresponderky*. Neékolik sérologickych studii demonstrovalo
asociaci tvorby anti-HPA-1a protilatky u respondert s ptitomnosti HLA-DRw52a [38, 39] se
zavérem, ze varianta HLA-DRwS52 je nezbytnd pro imunitni odpovéd’, avSak sama o sobé
nedostatecna, jelikoz se tato molekula nachéazela 1 u nonresponderek. Pozd¢jsi genotypizace
HLA 1II. tfidy pomoci PCR-SSO a konfirmovani vysledki pomoci sekvenovani DRB3 a DOBI
gent urcilo pfitomnost alely HLA-DRB3*01:01 u 91 % responderek (p. <0,001; OR =27,9) a
alelu HLA-DQB1*02:01 dokonce u 94 % responderek (p. <0,001, OR = 25.4), pticemz alespoil
jedna z urenych alel byla pozitivni u 100 % aloimunizovanych zen [40]. V ptipadé¢ HPA-1b
homozygotni matky pozitivni na alesponl jednu z asociovanych HLA alel existuje relativné
vysoké riziko aloimunizace, a naopak je vysoce nepravdépodobné, aby HPA-1b homozygotni
Zena bez pritomnosti alespon jedné ze dvou asociovanych alel tvofila anti-HPA-1a protilatku

béhem tchotenstvi. Existenci pfirozené zpracovanych peptidit z HPA-1a antigenu (obsahujici
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Leu** polymorfismus) vystavenych prostiednictvim produktu alely HLA-DRB3*01:01 na
povrchu APC bun¢k byla dokadzana identifikaci 4 peptidi o délce do 17 aminokyselin
obsahujicich centralni epitop Trp* — Leu*? [41]. Vznik souboru riizné dlouhych, prekryvajicich
se peptidli se shodnou centralni ¢asti, je typickym znakem pro pfirozené zpracovavané peptidy
[42, 43]. K tomuto jevu dochézi tak, ze molekula HLA II. tfidy vaze a chrani hlavni epitop
extracelularniho antigenu pted proteolytickym S$tépenim jiz v Casné fazi jeho zpracovani.
Nasledné stépeni peptidovych fragmenta je nahodné a zcela variabilni, ¢imz vznika délkovy
polymorfismus fragmenti obsahujicich shodny hlavni epitop [44, 45]. Druhou nejcastéjsi
aloprotilatkou vedouci k rozvoji FMAITP je anti-HPA-5b. Vazba HLA-DR6 antigenu
s imunizaci proti HPA-5b referovana v prvotni préci [46], nebyla potvrzena v pozdéjsi studii
[47], z niZ vyplynula pouze statisticky vyznamnd negativni asociace u alely HLA-DRB1*03:01
(pc <0,008; OR = 0,08), tj. s protektivnim efektem viici aloimunizaci. V souvislosti se vzacnéjsi
anti-HPA-6b protilatkou byl nalezen haplotyp HLA-DRB1*15:01, DQA1*01:02, DOB1*06:02
(100 % vs. 27 % u kontrol). Vzhledem k malé velikosti souboru (pouze 5 gravidnich Zen),

nebyla vSak po korekci tato asociace signifikantni [48].

Jako dalSi potencionalni geneticky rizikovy faktor HPA-la aloimunizace u
inkompatibilnich téhotenstvi byly studovany KI/IR a HLA-C geny. Ze studie zahrnujici 75
aloimunizovanych matek — responderek a 55 matek — nonresponderek nevzeSla Zadna
kombinace matetskych KIR/fetalnich HLA-C gend, jez by v ramci indukce fetomaternalni

tolerance mohla ovlivnit HPA-1a aloimunizaci [49].
3.7 HLA asociace s tvorbou protilatek proti antigentim ¢ervenych krvinek

Transfuze erytrocytovych TP a u Zen navic 1 gravidita jsou hlavnimi pfi¢inami
aloimunizace proti RBC antigeniim. Pouze menSina, v priméru méné nez 10 % piijemct
(inkompatibilni) transfuze, v§ak produkuje aloprotilatky. V r. 1988 byla publikovana prace, ve
které autofi tvrdi, Ze imunitni odpovéd’ na RBC aloantigeny je nezéavisla na HLA typu [50].
Pozd¢&ji vSak byly nalezeny asociace mezi pfitomnosti monospecifickych protilatek a HLA-
DRB] variantami v n€kolika publikacich [51-56]. Navic v ptipad€¢ detekce polyspecifickych
protilatek u multirespondert byla nalezena asociace s DRBI*15 variantami, a to i v praci nasi
skupiny [57-59]. Byl také referovan protektivni efekt HLA-DQB1*02 alel na aloimunizaci [56,
60]. Jednotlivé asociace budou probrany podrobné&ji v dalSich kapitolach. Nutno vSak zminit,

ze zjisténé frekvence HLA-DRB]I alel u pacientl s klinicky vyznamnymi aloprotilatkami proti
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antigennim systémim erytrocytii nedoséhla v dosud publikovanych studiich u zadného ze

systému tak vysokou hodnotu OR jako v ptipadé HPA-1a aloimunizace.

Na membrané erytrocytl lze rozliSit 3 typy proteint, které nesou antigeny krevnich
skupinovych systému: proteiny I. typu, které prochédzeji membranou jednou (single-pass
proteins), proteiny II. typu protinajici membranu nékolikrat (multi-pass proteins) a proteiny
odvozené od glykosylfosfatidylinositolu (GPI-linked proteins). Rozdéleni vybranych klinicky
vyznamnych krevnich skupinovych systémii do jednoho ze t¥i typd erytrocytovych

membranovych proteini je uvedeno v Obr. 3 [61].

Obr. 3 Schématické znazornéni vybranych krevnich skupinovych systémi erytrocyti na

povrchu erytrocytové memrany [61]
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3.7.1 Rh systém

Rh systém je nejpolymorfnéjSim z antigennich systémil erytrocytd a pomoci
polyklonalnich sér 1ze rozlisit 53 antigent (dle ISBT nomenklatury oznacovany RH1 aZ RH59)
a je vedle ABO klinicky nejvyznamné€j$im systémem v transfuznim lékatstvi. Zakladnimi
antigeny jsou D, C, ¢, E, e a Cw. Imunitni odpovéd’ na antigeny proteinového typu, coz je piipad
Rh systému, je typickym piikladem protilatkové odpovéedi zavislé na T lymfocytech, vyZzadujici

kooperaci mezi B builkami a pomocnymi T lymfocyty. Z protilatek jsou klinicky
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nejvyznamngj$i anti-D a anti-c zplsobujici tézké HON [62, 63] a mirné az t¢zké DHTR [64].
Proteiny RhD a RhCcEe (a jejich varianty) jsou kodovany dvéma geny lokalizovanymi na
chromozomu 1, RHD a RHCcEe. Zatimco RhD pozitivni jedinci maji alespon jednu kopii RHD
genu, negativni jedinci (z kavkazoidni populace) maji obé kopie RHD genu deletované. Témér
70 % RhD negativni Cerno$ské populace nese kompletni, ale neaktivni RHD pseudogen
(RHDY) [65]. RhD protein je povazovan za antigen s nejvys$im stupném imunogenicity (po
ABO), coz je zpusobeno tim, ze rozdil mezi RhD a RhCcEe antigenem u RhD negativnich
jedinct ¢ini asi 35 aminokyselin, takze pravdépodobnost tvorby imunogennich epitopil
prezentovanych v kontextu s MHC II specifickym receptorim T lymfocytii je mnohem vétsi
nez v ptipad¢ rozdilu v jedné aminokyseliné u polymorfismu E/e, nebo polymorfismu C/c

uréeného substituci 4 aa, z nichz extramembrandzni je pouze Ser(C)103Pro(c) [66].

V prvotni praci byla studovana role HLA antigenii v aloimunizaci na souboru 76 anti-D
pozitivnich matek a 54 anti-D negativnich, tj. neimunizovanych matek [51]. Sérologickym
vySetfenim lokustt HLA-A, B, C, DR a DQ bylo zjisténo zvysené riziko imunizace (OR> 2) u
HLA-A3, B17, Cw2 a DR4 antigentl. Tento nalez ovSem nebyl potvrzen novéjsi studii, ve které
u 171 pacientli s monospecifickou anti-D protilatkou byla nalezena statisticky signifikantni
asociace pouze s HLA-DRBI*01 skupinou alel (OR = 1,8) a soucasn¢ s kombinovanou
ptitomnosti alelickych skupin HLA-DRBI1*01, *03, *11 (OR = 2,1) [57]. Vysledné nizké OR
svéd¢i o malém podilu HLA restrikce v prezentaci z RhD antigenu odvozenych peptidil a je 1
moznym vysvétlenim vysokého stupné imunogenicity RhD antigenu obecné&. Tento piedpoklad
byl potvrzen také ve studii, jejimZ cilem bylo pomoci synteticky pfipravenych 68 piekryvajicich
se peptidl o délce 15 aminokyselin, jez pfedstavuji kompletni sekvenci RhD proteinu,
identifikovat dominantni epitopy vyvolavajici T lymfocytarni odpovéd’. Autofi zjistili, Ze
k signifikantni proliferaci mononuklearti izolovanych od aloimunizovanych déarct vedly
vSechny synteticky pfipravené peptidy a ve vétSiné piipadii bylo stimulaénich nékolik peptida
soucasné. Detekce téchto epitopli by mohla byt vychodiskem pro vyvoj peptidové imunoterapie
jako prevence HON a rovnéZ navrzeni syntetického imunogenu by mohlo nahradit imunizaci

dobrovolnikii pomoci RhD pozitivnich krvinek pfi pfipravé humanniho anti-D séra [67].

Druhou nejcastéji detekovanou aloprotilatkou v systému Rh je anti-E. Schonewille se
svym tymem nalezli ve skupiné¢ 136 pacienti stouto protilatkou signifikantné zvySenou
frekvenci HLA-DRBI1*09 (8,8 % vs. 2,5 %; OR = 3,7) a v piipad¢ ptitomnosti kombinace
protilatek signifikantné zvySené frekvence alelickych skupin DRBI1*07 a *09 (36 % vs. 22 %;
OR = 2,2). V ptipad¢ anti-C/c protilatek, jejichz vyskyt je v kavkazoidni populaci vzacnéjsi,
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nebyly zvySené frekvence HLA-DRB1* variant statisticky vyznamné. Pfi¢inou mohl byt i maly

soubor pacientl tvofeny 11 pacienty s anti-C a 30 s anti-c protilatkou [57].

3.7.2 Kell (K) systéem

Kell systém je charakterizovany zakladnim antigennim /alelickym parem: antigenem K
(Kell, KEL1) a k (Cellano, KEL2) a dalsimi pary, napt. Kp® (Penny, KEL3) a Kp® (Rautenberg,
KEL4). Celkem bylo dosud identifikovano 33 antigeni. Antigen K je tfetim nejimunogennéjSim
antigenem erytrocytii (po ABO a RhD). K/k polymorfismus je dan jednonukleotidovou
substituci ¢. 698 C> T vedouci k zdmeén¢ methioninu za threonin na 33. pozici peptidového
fetézce. Tato mutace vede k naruSeni N glykosylacniho mista K antigenu, a tim k chybéni
glykosylace, coz vysvétluje jeho vysokou antigenicitu. Antigen K je mén¢ frekventni nez k,
anti-K protilatka mize zptsobit tézké HON s Gtlumem erytropoézy plodu a t&€zsi formy HTR
[64, 65].

Chiaroni se spolupracovniky nalezli zvySenou frekvenci HLA-DRBI1*11 v souboru 54
pacientil (57 %) oproti kontrolni skupiné (27 %), OR = 3,5. Kombinovana frekvence skupin
alel HLA-DRBI1*11 a DRBI*13 byla signifikantné vyssi u pacientl s anti-K protilatkou (83 %),
nez u kontrolni skupiny (52 %), OR = 4,5. Autoii podrobn¢ analyzovali HLA-DRBI*11 a *13
alely, jez sdileji spolecnou sekvenci v HLA-DRBI genu, kddujici P4 kapsu vazebného zlabku a
obsahujici 3 specifické aminokyselinové zbytky v pozicich 13, 70 a 74. Tato sekvence
aminokyselin byla ¢ast&j$i u imunizovanych pacientli nezZ v kontrolni skuping. Toto zjiSténi
vedlo autory k zavéru, ze zminéna sekvence S13D70A74 je odpovédna za prezentaci peptidu
odvozeného z K antigenu T lymfocytim. Praktické vyuziti svého néalezu vidi autofi predevsim
u gravidnich Zen antigen K negativnich, HLA-DRBI*11 a/nebo HLA-DRB1*13 pozitivnich, u

kterych by se provadel Castéjsi odber vzorkl z ditvodu vyssiho rizika K imunizace [52].

Noizat-Pirenne se svym tymem nalezli signifikantni asociaci mezi anti-K aloimunizaci
a variantami HLA-DRB]I genu jen v piipadé€ alelické skupiny DRBI*13 (28,33 % vs. 13,54 %,
OR = 2,5) [53]. Divodem mohl byt pocetné¢ mensi soubor 30 aloimunizovanych pacientl
zafazenych do analyzy oproti 54 pacientiim s anti-K protilatkou ve studii od Chiaroniho et al.
[52]. Skutecnost, Zze ve skupiné pacientl s anti-K protilatkou byla evidovdna znacna
riznorodost HLA molekul a distribuce ziskanych fenotypi korespondovala s distribuci
fenotypii v kontrolni skupin€, vedla autory k zavéru, ze vazba, respektive prezentace peptidi
odvozenych z K antigenu neni omezena specifickou HLA-DR molekulou [53]. Tento poznatek

koreluje 1 se zjiSténim Schonewilla a kol., ktery v souboru 156 anti-K pacientii nenalezl
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signifikantni asociaci s zadnou HLA-DRBI alelou a potvrdil tak predpoklad, ze peptidové
fragmenty zpracované z K antigenu mohou v podstaté prezentovat vSechny HLA-DR varianty
vyskytujici se v kavkazoidni populaci. Schonewille s kol. v souvislosti s anti-K imunizaci
prokézal pouze signifikantn€ vyssi kombinovanou frekvenci alel DRBI1*01, *11, *13 nebo *15

u pacientt (80,1 %) nez u kontrol (58,3 %), OR =2,9 [57].

3.7.3 Kidd (Jk) systém

Kidd systém tvofi alelicky par JK*01 (diive JK*A) a JK*02 (diive JK*B) liSici se
substituci c. 838G> A, ktera vede k zaméné Asp280Asn ve Ctvrté extracelularni doméné Jk
antigenu. Ob¢ alely se dédi kodominantné. Genotypové frekvence v kavkazoidni populaci tvori
zhruba &tvrtina homozygoti Jk® Jk?, druha étvrtina Jk® Jk® a asi polovina heterozygott (Jk? Jk®).
Kidd glykoprotein je pienaseCem mocoviny [64]. Anti-Jk protildtky mohou byt velmi
nebezpecné, jelikoz jsou obtizné detekovatelné, maji tendenci rychle mizet z plazmy a mohou
zpisobit tézké HTR, pfedevsim DHTR [65]. Reviron a kol. v analyzovaném souboru 20
pacientil a gravidnich Zen s anti-Jk* protilatkou nalezl statisticky vyznamné vyssi frekvenci
alelické skupiny HLA-DRBI1*01 nez v kontrolni skupiné (55 % vs. 17 %, OR 5,9). HLA-
DRBI*10 byla také vice zastoupena u pacienti nez u kontrol (10 % vs. 3 %, OR 4,3), rozdil
vSak nebyl statisticky vyznamny [54]. Silna asociace HLA-DRBI*01 s anti-Jk* imunizaci byla
potvrzena i na vét§im souboru 68 pacientli Schonewilla a kol., s OR = 3,1 [57]. Mén¢ Casta anti-
JK® protildtka byla studovana na souboru pouze 11 pacientil, kdy byla zaznamenéna zvy3ena

frekvence HLA-DRBI1*11 (OR = 2,8), ktera vSak nebyla statisticky vyznamna [57].

3.7.4 Duffy (Fy) systém

Duffy systém je tvofen dvéma hlavnimi variantami FY*01 nebo FY*A a FY*02 nebo
FY*B liSicimi se substituci ¢. 125A> G v exonu 2 FY genu, kterd vede k zaméné Asp42Gly
v peptidovém fetézci glykoproteinu Fy* a Fy°. Dalsi alely FY:01W a FY:02W koduji slabé
varianty Fy(at+V) a Fy(b+") antigenu. Extraceluldrni ¢ast antigenu obsahuje tfi mista N-
glykosylace. Fy glykoprotein je receptorem pro prozanétlivé chemokiny, ale usnadiuje také
invazi nekterych druhti Plasmodii [64]. Témétr 70% cernoSské populace mé fenotyp Fy(a-b-)
zpusobeny mutaci v promotorové oblasti Y genu erytroidnich bunék zamezujici vazbé
transkripéniho faktoru GATA-1 a nasledné expresi proteinu. Fenotyp Fy(a-b-) rozSifeny
zejména v malarickych oblastech zajist'uje rezistenci erytrocytl k malarické infekci a slouzi tak
jako pfirozeny obranny mechanismus. Aloprotildtky mohou zptsobit jak HTR, tak HON [65].
Vyskyt anti-Fy? protilatky je 20 x ¢ast&jsi nez anti-Fy®. Anti-Fy?® je pravdépodobné i jednou
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z protilatek, které se mohou podilet na rejekci rendlniho Stépu [68]. Podani anti-RhD (IgG)
imunoglobulinu piekvapivé suprimuje tvorbu anti-Fy?* protilatky a je prevenci HON [69].
Noizat-Pirenne se svym tymem analyzovala soubor 29 jedincii s anti-Fy? protilatkou a zjistila,
ze 100 % jedinct s anti-Fy?® jsou nositel¢ HLA-DRB*04 fenotypu, zatimco v kontrolni skuping
byla tato varianta zastoupena v 19 %. Alelicka frekvence DRBI*04 (56,6 %) byla statisticky
vyznamné vyssi v anti-Fy? pozitivni skupiné ve srovnani s kontrolni skupinou (9,9 %), OR =
12,9 [53]. Asociaci HLA-DRBI s anti-Fy* aloimunizaci se u jihoevropské populace zabyvala
rovnéz Picard se spolupracovniky. Na skupin¢ 67 pacienti potvrdili asociaci s DRBI1*04 a
nalezli signifikantni asociaci i s DRBI*15. Jak DRBI1*04, tak DRBI*15 byly signifikantné
Castéji pritomny u pacientl (35 %, resp. 30 %) nez u kontrol (12 %, resp. 9 %), OR = 4,2 resp.
4,3. Dokonce 96 % pacienti s anti-Fy® protilatkou neslo nejméné jednu DRBI*04 nebo
DRBI*15 alelu ve srovnani s 34 % v kontrolni skupin¢ (OR = 41,4). Varianty HLA-DRB1*03
a *07 byly ptitomny pouze u 10 % pacienti s anti-Fy® ve srovnani s 51 % v kontrolni skupiné
(pc <0,001), coz svéd¢i o mozném protektivnim U¢inku téchto alel z davodu jejich
neschopnosti prezentovat peptidy odvozené z Dufty antigenu Tu lymfocytim [55]. Tato
zji$téni byla potvrzena i ve studii Schonewilla a kol., jenZ pro skupinu 52 pacientii s anti-Fy?*
protilatkou uvadi asociaci s HLA-DRB1*04 (OR =7,9) as DRBI*15 (OR = 3,2), pfi soucasné
pritomnosti obou alel pak OR = 16 [57]. Ke stejnému zavéru dospé€la i Raos se svym tymem,
kter4 na souboru 70 aloimunizovanych pacientd nalezla signifikantni rozdily ve fenotypovych
frekvencich HLA-DRBI1*04 a DRBI*15 ve srovnani se zdravymi kontrolami (OR = 10,5, resp.
OR =8,0) [56].

3.7.5 MNS systém

MNS systém je druhym nejpolymortnéj§im antigennim systémem cervenych krvinek
(dosud zdokumentovano 46 antigent). Nejvétsi vyznam maji antigeny M a N (glykoforiny A,
GPA) a antigeny S a s (glykoforiny B, GPB), u ¢ernoSské populace i antigen U. Glykoforiny
jsou sialoglykoproteiny. Antigenni epitopy M a N jsou lokalizovany na N-konci GPA molekul
a lisi se ve dvou aminokyselinach v pozici 1 (SerlLeu) a 5 (Gly5Glu). Antigen M je
v kavkazoidni populaci pfitomen u 78 % jedincti a N u 72% populace. Polymorfismus S/s urcuje
zdména jediné aminokyseliny v GPB molekule (Met29Thr). Antigen S je v kavkazoidni
populaci piitomen u 55 % jedinci a su 99 %. GPB sdili s GPAN (s epitopem N) na N
terminalnim konci prvnich 26 aminokyselin. Geny GYPA a GYPB jsou vysoce homologni a
jsou vtésné vazbé. Zatimco protilatky anti-M (Cast&jSi, mnohdy spiSe poinfekéni nez

aloimunni) a anti-N (vzacnéjsi) reaguji za nizSich teplot a jsou vétsinou klinicky nezdvazné, tak
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anti-S, -s, -U jsou vétSinou tiidy IgG, reagujici pti 37 °C a mohou zptisobit klinicky zadvazné
HTR a HON [64, 65]. Asociace HLA-DRBI s anti-S protilaitkou byla analyzovana
Schonewillem et al. v souboru 19 aloimunizovanych pacienti. Bylo zjisténo, ze alela DRB1*07
byla ptitomna u 68,4 % pacientii s OR = 8,7 (proti kontrolni skupin€), kombinovana ptitomnost
DRBI*07 nebo *08 byla rovnéz signifikantné asociovdna s OR = 8,4. OvSsem zvySena
frekvence vyskytu DRBI*08 (OR = 4,1) nebyla po korekci jiz statisticky vyznamna [57].
Asociace mezi antigeny HLA II. tfidy a vyskytem protiladtek proti dal§im antigeniim MNS
systétmu nebyly dosud publikovany. Vysledky vSech zminénych asociaci jsou shrnuty

v Tabulce 5.

Tab. 5 Asociace mezi HLA-DRBI a vyskytem monospecifickych aloprotilatek, prevzato z
obsahlé¢ prace Schonewilla a kol. (OR1) [57] a doplnéno o udaje ze souvisejicich citovanych

¢lankd (ORy)

Specificita protilatky Asociované HLA- OR; OR; (citovany ¢lanek uveden v zavorce)
(velikost souboru) DRBI* alely
. *01 1,8 -
anti-D (171) *01, *03 nebo *11 2,1 .
. *07 3,7 -
anti-E (136) *07 nebo *09 2.2 -
*10, *11, *13 nebo *15 2,9 4,5[52]
anti-K (156) *11 NS 3,5[52]
*13 NS 2,5 53]
*04 7,9 12,9 [53]; 4,2[55]; 10,5[56]
anti-Fy* (52) *15 3,2 4,3 [55]; 8,0 [56]
*04 nebo*15 16 41,4 [55]
anti-Jk? (68) *01 3,1 5,9 [54]
. *07 8,7 -
anti-S (19) *07 nebo *08 8.4 .

NS — statisticky nevyznamny, OR — odds ratio

Je ziejmé, ze prezentace vysledkii dosazenych analyzou souborti s méné nez 30 jedinci
a omezenych Uzkym popula¢nim spektrem muize zkreslovat vysledna data a je pravdépodobné
pfi¢inou rozdilnych vysledkiit OR ¢i nepotvrzeni nalezenych asociaci v pozdéjSich studiich
provedenych s odlisnou kohortou pacientti. Vysledky mohly byt rovnéZ ovlivnény specificitou

zkoumanych protilatek, nastupem jejich tvorby po imuniza¢nim podnétu, délkou pietrvavani
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v obéhu a jejich detekovatelnosti. Nejvyznamnéjsi asociace byla nalezena mezi alelickou

skupinou HLA-DRB1*04 a anti-Fy* aloimunizaci a HLA-DRBI1*07 s anti-S.
3.8 Multiresponderi

Kohortu 379 pacientl s vyskytem dvou a vice protilatek (tzv. multirespondefi)
analyzoval opét Schonewille et al. Tito pacienti byli rozdéleni do dvou skupin, prvni skupinu
tvotilo 275 multiresponderi s vicecetnou specificitou jiz pii prvnim vySetieni aloprotilatek,
druha skupina 114 pacienti méla ptivodné detekovanu pouze monospecifickou protilatku, ke
které pozdéji ptibyly dalsi specificity. Po korekci ziistala statisticky vyznamna vazba v ptipadé
prvni skupiny pouze pro HLA-DRBI1*12 (8 % vs. 3,8 %, OR = 2,2) a DRBI1*15 (40 % vs. 25,2
%, OR = 2). Pfi analyze obou skupin (379 pacientll) byla signifikance zachovdna pouze pro
HLA-DRBI*15 (OR = 1,8) vuc¢i kontrolnimu souboru. Predpoklad, Ze se u multirespondert
vyskytuje zvySena frekvence souctu vSech asociovanych HLA-DRBI variant ve srovnani
s kontrolni populaci, byl ovérovan analyzou kombinaci protilatkovych dvojic (napt. C+D, D+E,
ctE, atd). Z 625 vzniklych kombinaci byla pouze u 80 (12,8 %) nalezena suma DRBI alel
asociovanych s vyskytem monospecifické aloprotilatky. Ve skupiné 2 a vice protilatek byly
nalezeny u 5 kombinaci protilatek signifikantn€ asociované DRBI alely, ve skupiné pravé dvou
protilatek byla nalezena signifikance pouze pro kombinaci anti-c+E s DRB1*07 a DRBI*13
fenotypem [57]. Vysledky u multiresponderil jsou shrnuty v Tabulce 6.

Tab. 6 Statisticky vyznamné asociace mezi HLA-DRBI a vyskytem vicecetnych protilatek proti
erytrocytovym antigeniim [57].

2 a vice protilatek HLA-DRBI* OR
C+D *01, *12 4,6
D+E *03, *09 11,2
ctE *07,*13 7,1
K+Fy* *04, *15 7,5
K+S *07, *10 39,4
2 protilatky DRBI* OR
ctE *07, *13 9,2

3.9 Non HLA faktory a aloimunizace

Vedle vySetfeni HLA genli byla u aloimunizovanych pacientii v nékolika studiich
vénovana pozornost i jinym geniim. Byly to naptiklad TAP-1, 2 a HSP70 non-HLA geny lezici

v HLA oblasti, které byly vySetfovany v souvislosti s HPA aloimunizaci (zminénou dfive).
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Signifikantni pozitivni asociace byla prokdzana u 74 P2 homozygotni kombinace aminokyselin
Ile-Ile v pozici 379 (pc <0,02, OR = 4,7), tento nalez vSak nevedl k Zddnému obecnému zévéru
[49]. Tatari-Calderone a kol. se zabyval pacienty se SA, onemocnénim typickym pro populaci
afrického ptivodu, pro které jsou opakované transfuze erytrocytovymi transfuznimi ptipravky
jedinou moznosti 1écby. Podil respondert €inil 18 az 47 % a byl az Ctyfikrat vyssi nez stupen
aloimunizace u pacientii bez této dédicné choroby a transfundovanych z jinych pfi¢in. Autofi
se zaméfili na geny s imunomodula¢nimi vlastnostmi lezicimi v blizkosti genu pro HbBS.
Jednim z vybranych kandidéatnich gent byl gen Ro52 se SNP polymorfismem rs660, ktery je
asociovan s SLE u afroameri¢ani. Produkt genu, protein Ro52, slouzi jako intraceluldrni
receptor pro imunokomplexy. Jeho vazbou se aktivuji imunitni procesy v buiice vedouci
k produkci prozanétlivych cytokint. Sou€asné ma stejnad molekula 1 zcela opac¢nou funkci,
rs660C/T se nachazi v oblasti 1. intronu genu a zda se, ze ovliviiuje vazbu transkripénich
faktorti na sekvenci obsahujici zminény SNP. Na skupiné¢ 83 pacientti (afroamericantl)
homozygotnich pro hemoglobin S, transfundovanych nejméné¢ dvéma ABO, RhD
kompatibilnimi deleukotizovanymi erytrocytovymi TP, vSak zjistili, Ze Zadny z genotypu
polymorfismu rs660 neni asociovany s vys$S§im stupném aloimunizace, ani s vaznosti
onemocnéni. Podani prvni transfuze pied patym rokem véku u pacientt s rs660T/T genotypem
vSak vedl k toleranci aloimunizace pii nasledném aloimunizacnim podnétu. Po 5. roce veéku je
schopnost aloimunizace u nositelt C/T nebo T/T genotypu stejnd. Zistdva otazkou, je-li
pri¢inou imunotolerance skutecné genotyp T/T nebo obecné stav imunity u novorozenct a
malych déti [70]. Africkd populace je v priméru schopna vyvinout silngj$i zanétlivou a imunitni
odpovéd’ nez jini transfundovani pacienti, coZ je pravdépodobné pfic¢inou vysokého podilu
respondert. U afroamericand je vyS$i vyskyt zanétlivych onemocnéni (astma, SLE, RA atd.) a

vy$$i vyskyt akutnich rejekci po transplantaci ve srovnani s kavkazoidni populaci [71].

Vedle centralni role HLA molekul se pfi prezentaci peptidii odvozenych z aloantigent
uplatiuji 1 dalsi slozky bunééné a humoralni imunity. Vyzkum se v posledni dob¢ vénuje studiu
polymorfisml v promotorové nebo jiné€ regulacni oblasti genti pro cytokiny nebo kostimulacni
molekuly, které by mohly zptsobit disbalanci v imunitni odpovédi a ovlivnit nachylnost jedince
k RBC aloimunizaci. Sippert na souboru 161 pacientdl s SA alo i nealoimunizovanych
vysetfovala celkem 7 polymorfismt v cytokinovych genech: ILIB, IL4, IL10, IL17 a TNFA.
Autorka a jeji tym naSli signifikantni asociaci alely TNFA-308A a genotypu TNFA-308GA
s RBC aloimunizaci (OR=3,65) a vyslovili hypotézu, Ze tento genotyp vede k vyssi produkci
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TNF-a, ktery zvySuje prozanétlivy status jedince a predurcuje pacienty s SA k vys$§imu riziku
aloimunizace. I dalsi polymorfismus /L/B-511C/T, konkrétné genotypy -511TT a-511CT byly
statisticky vyznamné ¢asté€jsi u skupiny aloimunizovanych ve srovnani s nealoimunozovanymi
(OR = 2,6 a OR = 3,6). I vtomto pfipad¢ vyslovili hypotézu, Ze asociované genotypy jsou
spojeny s dysregulaci transkripce genu vedouci k vyssi produkci prozanétlivého cytokinu IL-
1B. Zadna dali signifikantni asociace mezi polymorfismy studovanych cytokinovych genii
nebyla nalezena. Autofi také zkoumali distribuci HLA-DRBI1, DOBI a DQAI variant a nasli
zvySenou frekvenci DRBI1*15 alelické skupiny u pacientl s anti-Rh protilatkami (15,6 %) ve
srovnani s nealoimunizovanymi (8,8 %) i1 kontrolni skupinou (6,98 %). Rovnéz kombinovany
haplotyp HLA-DRBI1*15/ TNFA-308G byl castéj$i u pacientd s anti-Rh protilatkami nez u
pacientii bez protilatek (p = 0,031; OR=2,75), ukazalo se vSak, ze DRBI*15 je nezavisly
rizikovy faktor a je asociovan s vyss$i vnimavosti k Rh aloimunizaci nez polymorfismus 7NFA-

308G [72].

Piikladem kostimulacni molekuly, ktera byla zkoumdana v souvislosti s tvorbou RBC
protilatek, je CTLA-4. Jedna se o receptor negativné regulujici imunitni reakce, exprimovany
na aktivovanych Th CD4+ a Treg. Vazbou na ligandy CD80 a CD86 APC bun¢k ptenasi T
buitkdm inhibi¢ni signdl, je antagonistou stimula¢niho receptoru CD28. Prvnim
polymorfismem zkoumanym v souvislosti s vyskytem autoimunnich chorob byl
polymorfismus -318C/T v promotorové oblasti genu C7LA-4, kde byla nalezena asociace
s autoimunnim onemocnénim S§titné zlazy [73]. Ryder s kolektivem zkoumali vztah mezi
autoimunitnimi onemocnénimi a aloimunizaci proti cervenym krvinkam a zjistili, Ze chronické

zangtliveé prostiedi je rizikovym faktorem pro tvorbu protilatek [74].

Oliveira spolu s dalSimi pracovniky zkoumal u kohorty pacientii s SA kteti jsou
predisponovani k tvorb¢ protilatek, polymorfismy -318C/T a49A/G v genu pro CTLA-4 a jejich
asociaci s aloimunizaci. Ze srovnani genotypovych frekvenci obou polymorfisma u pacientii
s SA vysla signifikantn€ vyssi frekvence genotypu -318CT u aloimunizovanych pacienti

(15,5%) ve srovnani s neimunizovanymi pacienty (3,2 %; p=0,016; OR 5.4) [75].

Prace Howea a Stacka se vénuje vlastnostem epitopli antigent (velikost, prostorové
usporadani, naboj, hustota a glykosylace), které by mohly mit vliv na relativni imunogenicitu
krevnich skupinovych antigent [76]. Autofi pomoci regresni analyzy zjistili, Zze s vyjimkou
systému Kell nema glykosylace epitopu vliv na imunogenicitu krevnich skupinovych antigenti.

Nalezli pozitivni souvislost mezi imunogenicitou non RhD antigenii a velikosti domén téchto
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proteintl. Silnd imunogenicita RhD proteinu (700 x vyssi ve srovnani s dal§imi RBC antigeny)
siln¢ koreluje s po¢tem rozdilnych aa mezi RhCE a RhD proteiny, ale pocet odlisnych aa
nemuze byt pfi¢inou rozdilné imunogenicity u non RhD krevnich skupinovych systémi,
protoze ostatni RBC antigeny, vyjma antigenu M, se 1isi od svého protikladu nebo homologniho
antigenu jen v jedné aa. Naopak autofi nenalezli zddnou spojitost mezi hustotou antigent a

jejich imunogenicitou.

Je zndmo, ze tvorba protilatek u pfijemctt TP zavisi na mnozstvi podanych TP a
imunogenicit¢ aloantigend. Svou roli v rozdilné imunogenicit¢ RBC hraji pravdépodobné i
dalsi vrozené a ziskané faktory, napt. zvySené riziko aloimunizace u zen v souvislosti s
graviditou, u pacientd s diabetem a solidnimi nadory, snizené riziko u pacientd
s myeloproliferativnimi chorobami (dysfunkce lymfocytl, imunosuprese). Zalpuri zvetejnil
plan kohortové studie, jejimz cilem bude zkoumat mozny vztah mezi klinickym stavem,
zivotnim prostfedim a genetickou charakteristikou pfijemct transfuze erytrocytl a rizikem
aloimunizace béhem transfuzni periody. Autofi ptedpoklddaji dva vystupy ze studie: 1)
identifikace skupiny ptijemcti transfuze, u nichz bude nutné zajistit co nejshodné&jsi TP a 2)
pochopeni mechanismil souvisejici s tvorbou aloprotilatek. U vybranych pacientt (celkem asi
500 ptipadl) 1 v kontrolni skupiné (celkem 1000 jedinct) budou zmapovany vSechny faktory
modulujici imunitni odpovéd’ — o€kovani, onemocnéni v détském veéku, navstéva predskolnich
zafizeni, Zivotni styl (vesnicky, méstsky), socidlné-ekonomicky status, chov domacich zvirat.
Z genetickych markeri budou vySetteny HLA geny, z biomarkera cytokiny a titr protilatek

proti antigeniim vakcin [77].

Na zéklad¢ dostupnych informaci lze schématicky (Obr. 4) znazornit faktory

ovliviiyjici pravdépodobnost aloimunizace [78].

Obr. 4. Faktory ovliviiujici aloimunizaci, ptevzato z publikace [78].

novorozenci transplantovani
imunokompromitovani hospitalizovani zdravi dobrovolnici (anti-D imunizace)
(onkologicti) MDS thalasémie SA
malo pravdépodobnd ALOIMUNIZACE vysoce pravdépodobna
pohlavi vék antigenni neshoda zdnét genetika
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3.10 Vliv deleukotizace a délky skladovani erytrocytovych TP na

aloimunizaci

Na mysich modelech byl demonstrovéan efekt zdnétlivého prostfedi na aloimunizaci ve
srovnani s kontrolni skupinou mysi [79]. Byl rovnéz zjistén pozitivni vliv délky skladovani
mysich erytrocytovych piipravkl na robustnéjsi odezvu k aloantigeniim ve srovnani s transfuzi
cerstvejsich pripravki [80] a v praci z roku 2018, rovnéz provadéné na mysich modelech, bylo
dokazano, ze imunni aktivace k jednomu RBC antigenu milize pifimo zvySovat protilatkovou
odpovéd’ na zcela odliSny RBC aloantigen [81].  Tyto zéavéry byly impulsem pro dalsi
studium aloimunizace u lidi. Zbytkové leukocyty a trombocyty zejména v nedeleukotizovanych
TP mohou uvolnovat ze svych granuli béhem skladovani prozanétlivé cytokiny, histaminy a
lipidy. Yazer a Schonewille potvrdili, ze zédkladni zanétlivé onemocnéni mtze ptijemce TP

potencialn¢ piedurcit k responderstvi [82, 83].

Bilgin akol. v prehledovém ¢lanku shrnul vyhody plynouci ze zavedeni plosné
deleukotizace nejen na aloimunizaci asociovanou s transfuzi, ale i na dalsi klinické jednotky —
snizeni pfenosu CMV infekce, snizeni poctu febrilnich transfuznich reakci a TRALI a sniZeni
mortality v kardiochirurgii [84]. Rovnéz Desai potvrdil, Ze aloimunizace je asociovana
s transfuzi starSich erytrocytovych TP u pacienti s SCD [85]. Klinicky efekt deleukotizace TP
je neoddiskutovatelny, pfesto v piipadé¢ aloimunizace existuji rozdilné vysledky. Napf.
Schonewille s kol. nenalezl rozdil v aloimunizaci po aplikaci deleukotizovanych a
nedelukotizovanych TP [86]. Naopak v praci Seftela byl na retrospektivné analyzovaném
souboru 617 pacientii podstupujicich chemoterapii pro akutni leukemii nebo transplantaci
krvetvornych bun¢k demonstrovan benefit po zavedeni plosné deleukotizace erytrocytovych a
destickovych TP v Kanad€ odr. 1999. Transfuze deleukotizovanych TP vedla ke sniZeni
aloimunizace z 19 % na 7 %, p <0,01. Signifikantné byla snizena i refrakternost trombocytt
z 14 % na 4 % a potteba podani HLA shodnych trombocytovych TP. Autotfi definovali tfi
nezéavislé rizikové faktory aloimunni refrakternosti: podani nedeleukotizovanych TP,

imunizacni podnét v historii (t€hotenstvi, transfuze) a podani 13 a vice destickovych TP [87].

Asociaci mezi délkou skladovéni erytrocytovych TP a aloimunizaci se zabyval tym
Yazera. Do studie bylo zahrnuto 29 respondert a 58 nonrespondertt RhD negativnich, kterym
byly podany transfuze erytrocytl rizného stafi, z nichz ¢ast tvotily RhD pozitivni erytrocytové
TP. Nonrespondertim bylo aplikovano vice TP v¢etné RhD pozitivnich. Nebyl nalezen zadny

signifikantni rozdil mezi aloimunizaci a stafim vSech podanych TP nebo stafim RhD
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pozitivnich TP mezi obéma skupinami pacientii [88]. Tym Zalpuriho v bicentrické studii
retrospektivné  zjistoval, zda skladovani erytrocytii je spojeno s rizikem tvorby
antierytrocytovych aloprotilatek. Do studie, ktera je soucasti probihajici multicentrické studie
R-FACT zminéné diive [76], byla vybrana kohorta 144 pacientti s nove vytvoienou protilatkou
a 286 pacientil bez protilatky (kontrolni skupina), median poctu transfundovanych jednotek byl
9, median staii TP byl 16 dnti. Ze srovnani skupiny pacientl a kontrol rozdélenych do intervalli
1-14 dnti (Cerstvé TP), 15 a 24 dnti (stfedni) a vice nez 21 dnii (starsi) nebyl zjistén zadny rozdil.
Pouze srovnanim pacientli, kterym byly transfundovany jen Cerstvé TP a pacientim, kterym
byly aplikovany pouze starsi TP byla nalezena nejasné asociace (OR = 0,4) indikujici urcity
protektivni efekt starSich TP. Z diivodu malého poctu ptijemctt TP s velmi kratkou exspiraci
(do 7 dnti) a s dlouhou exspiraci (> 28 dnll) byly statisticky zpracovany data pouze piijemct
TP stafi 7-28 dnid. Autofi na zdkladé svych vysledkd vyslovili hypotézu, kterd by mohla
vysvétlit nepotvrzeni o¢ekavané asociace: 1. zvySend imunogenicita zptisobena aktivitou WBC
v Cerstvych TP se skladovanim sniZuje, 2. imunogenicita zpisobend akumulaci cytokini,
lipidii, histaminli a mikrogranuli se skladovanim zvysuje [89]. Protichiidné vysledky nalezené
na mysich modelech a v humanni mediciné byly pravdépodobné zpisobené odliSnymi
podminkami studie. Zatimco myS$i byly imunizovany ,univerzaln¢“ TP o stafi 15 dna
(odpovidaji 42 dnim lidskych TP), pacienti ve studiich byli ,,léceni‘ TP rtizného stafi. Do studie
nebyl zahrnut zdravotni stav darct TP a déle zdravotni faktory pacientd, které mohly mit vliv

na prezivani erytrocyti v jejich ob¢hu.

V souvislosti s vysokou prevalenci aloprotilatek proti antigenlim erytrocytii u pacientt
s SA bylo pozorovéano, Ze opakované transfuze nejsou jedinou pfic¢inou tvorby protilatek, ale
také chronicky zanétlivy stav spojeny s chorobami a prozanétlivé cytokiny stimulujici aktivaci
APC bunék [90].

Autofi Hod a Spitalnik se ve svém piehledovém ¢lanku zabyvaji pfi¢inami nezadoucich
potransfuznich reakci po aplikaci déle skladovanych erytrocytovych TP. Béhem skladovani
erytrocyti dochazi k jejich poskozovani (,,storage lession®) a bunéénym zménam, coz vede
k tomu, Ze az 25 % transfundovanych ¢ervenych krvinek je z cirkulace eliminovano makrofagy
behem prvnich 24 hodin. Autofi vyslovili hypotézu, Ze za (alespon nékteré) nezadouci reakce
po transfuzi je odpovédna velkd davka Zeleza, jeZ se uvolni zhemoglobinu téchto
fagocytovanych erytrocytl, a ktera je az 60 x vySs$i ve srovnani s eliminaci erytrocyti za
fyziologickych podminek (z 1 ml fagocytovanych krvinek je za hodinu primérné uvolnéno 1

mg zeleza). Tento bolus uvolnéného Zeleza prevysuje ,,metabolickou* kapacitu makrofagh a
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vede k uvolnéni zeleza bez vazby na transferin. Na mySich modelech bylo dokdzano, Ze
extracelularni zelezo je medidtorem pro aktivaci nespecifické (vrozené) imunity, zanétu a
infekce (volné chelatované zelezo je vyuzivano nékterymi bakteriemi pro svij rist). Studie na
zdravych dobrovolnicich, kterym byly odebrany dvé jednoty TP a poté transfundovany béhem
prvnich sedmi dni skladovani a 40. - 42. den exspirace, dopadla podobné¢, ovSem signifikantni
byly pouze biochemické markery zvySeného metabolismu zeleza svédc¢ici o extravaskularni
hemolyze. Byla potvrzena také vyssi proliferace ferrifilnich bakterii v séru. Nebyla vsak

detekovana zadna piritomnost zanétu po aplikaci Cerstvych nebo starSich autolognich TP [91].

3.11 HLA a nemoci

Hlavnim cilem této DP je studium asociace mezi HLA systémem a aloimunizaci proti
erytrocytovym antigentim. Asociace mezi HLA geny a nemocemi je vSak zndma vice nez 30
let. Asociované HLA alely predstavuji pro nositele zvysené riziko vzniku onemocnéni. AvSak
ne kazdy nositel asociované HLA alely onemocni, a ne kazdy pacient s danym onemocnénim
zdédil asociovanou HLA alelu. U nékterych onemocnéni ma ale ur¢eni HLA alel nebo
kombinace téchto alel vysokou negativni prediktivni hodnotu, tzn., Ze pfi nepfitomnosti n€které
z asociovanych HLA alel je vysoce nepravdépodobné, ze pacient trpi touto chorobou.
Ptikladem takového onemocnéni je celiakie (nesnaSenlivost lepku), pro kterou jsou
charakteristické 3 haplotypové kombinace: 1. HLA-DQAI*05:01, -DQBI1*02:01; 2. HLA-
DQAI*03:01,-DOBI1*03:02 a3. HLA-DQAI1*05:05, -DQB1*02:02 (v trans pozici), tvotici tzv.
DQ2 a DQS8 heterodimery [92]. Ty maji vysokou afinitu k peptidim odvozenym z glutenu a
deamidovaného glutenu s naslednou T bunéfnou imunitni odpovédi. VétSina onemocnéni
asociovanych s HLA je autoimunitnich. Pfikladem organové specifického autoimunitniho
onemocnéni je diabetes I. typu se silnou genetickou vazbou na HLA haplotypy: DRBI*03,
DQAI1*05:01, DOQBI1*02:01 a DRBI*04, DQAI1*03:01, DOB1*03:02 (tytéz jako v ptipade
celiakie), pficemz heterozygoti s obéma haplotypy maji vysoké riziko onemocnéni s OR 16,59
[93]. U pacientt s RA se vyskytuji signifikantné Castéji alely DRB7*03:01 a DRBI*01:01 [94],
pficemz DRBI*03:01 je spojena s ancestralnim haplotypem HLA-A1l, B8, DR3, ktery je

nejcastéji citovanym haplotypem v souvislosti s autoimunitnimi chorobami.

27



4 SPECIALNI CAST

4.1 Cile dizertacni prace

Cilem této dizertacni prace bylo:

1) Identifikovat moznou asociaci urc¢itych HLA alel II. tfidy s pfitomnosti

monospecifickych erytrocytovych aloprotilatek anti-C, -c, -Cw, -e, -M;

2) Potvrdit asociace HLA II. tfidy u multiresponderii a u anti-E monorespondert,

vvvvvv

3) Zjistit, zda existuje asociace mezi variantami HLA II. tfidy a nepfitomnosti
aloimunnich protilatek proti antigenim Cervenych krvinek u piijemct transfuze

(nonrespondert), tzn. odhalit ptipadny protektivni efekt nékterych HLA alel;

4) Rozd¢lit skupinu multiresponderit a nonrespondertt dle Rh statusu a porovnat

distribuci HLA II. tfidy v RhD negativni a RhD pozitivni podskupiné pacientii.

Krom¢ sledovani HLA-DRBI asociaci jsme se doplitkoveé zaméfili i na DQOBI a DQOAI
geny.

4.2 Pacienti a metodické pristupy

4.2.1 Skupina responderii

Do studie respondert bylo zafazeno 230 pacientli aloimunizovanych proti antigenim
RBC (163 Zen a 67 muzl, pomér 2,4) ve vékovém rozmezi 22 — 90 let. U 35 Zen (15 %) byly
aloprotilatky identifikovany v kontextu s graviditou. Transfuzni terapie byla zajiSténa
erytrocytovymi TP typu EBR nebo ERD, ptficemz béhem studie €inil pomér EBR a ERD v
priméru 1,8. Erytrocytové TP maji exspiraci 42 dnil, pacientlim v nasi studii byly aplikovany
v 50 % ptipadt TP stari 12 dni a méné a v 90 % piipadi byly TP vydany do 25. dne ode dne
vyroby.

Pacienti byli zafazovani do studie s ohledem na specificitu protilaitky a miru
aloimunizace (specifikovano v dalsim textu). Pro statistické ucely byli respondefi rozdéleni do

dvou zakladnich podskupin: podskupina 1 — monorespondeti a podskupina 2 - multirespondeti.
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4.2.1.1  Podskupina monoresponderi

U pacientli podskupiny 1 jsme pti vybéru preferovali jedince se specifickou protilatkou
proti Rh antigenu. Celkem jsme ziskali 86 vzorku se specifitami anti-C, -Cw, -c, -E a -e.
Rozhodli jsme se do studie zahrnout rovnéz 20 jedincu s anti-M protilatkou, protoze tato
specificita nebyla dosud ve vztahu s HLA antigeny studovana. Na Rh aloimunizaci jsme se
soustiedili proto, abychom zjistili roli HLA restrikce v pfipadech, kdy je variabilita geni

kodujici antigeny ur¢ena mnoha SNP polymorfismy, viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Distribuce pacientll v podskupiné monorespondera podle

identifikovanych monospecifickych protilatek (Podskupina 1, 106 pacienti)

Identifikované RBC Anti-C | Anti-Cw | Anti-c | Anti-E | Anti-e Anti-M
protilatky
Pocet jedincii 18 15 12 39 2 20

4.2.1.2  Podkupina multiresponderii

Podskupina 2 byla zastoupena heterogenni kohortou 124 aloimunizovanych pacientti
(91 zen a 33 muzl, pomér 2,76) tvoticich aloprotilatky minimalné proti dvéma antigenim
cervenych krvinek (multirespondefi). Celkem bylo v této skupiné identifikovano 19 specificit
aloprotilatek. Z celkového poctu 124 jedinct podstoupilo 72 pacientl (69 %) predtransfuzni
vySetfeni a transfuzni terapii ve FN Ostrava (pomér Zen a muzi 2,4), pocet transfundovanych
jednotek Cinil 1 az 48, median 4 jednotky). Zbylych 31 pacientl (pomér Zen a muzi 1,7) nemélo
zadny zdznam o transfuzni historii v databazi Krevniho centra FNO. 20 Zen (22 %) mélo
protilatky komplikujici téhotenstvi. Primérny vék muzi byl 66,3 rokl (rozmezi 42-92 let),
pramérny vék Zen s vylouCenim gravidnich byl 69 let (rozmezi 39-91 let). Skupina 20

t€hotnych Zen méla vékovy primér 31,9 let (rozmezi 2243 let).

Pro statistické vyhodnoceni jsme pacienty v podskupiné 2 dale rozd¢lili podle
nejcastejSich kombinaci protilatek (napf.: anti-C+D, anti-E+c atd.). Celkem bylo statisticky
zpracovano 112 multirespondert s konkrétnimi kombinacemi protilatek pfitomnymi u vice nez

jednoho jedince, viz Tabulka 8.

Porovnavali jsme fenotypové frekvence HLA wvariant II. tfidy v podskupinach
multirespondertt RhD pozitivnich a RhD negativnich (Tabulka 9). Kviili pomérné vysokému

zastoupeni pacientd s fenotypem RhDCCee jsme rovnéz provedli porovnani distribuce HLA

29



varint II. tfidy mezi dvéma podskupinami RhD pozitivnich multirespondert s fenotypem

CCDee a ostatnimi RhD pozitivnimi fenotypy (tj. CcDee, CcDEe, ccDEe a ccDEE).

Tabulka 8 Distribuce pacientli v podskupiné multiresponderi s identifikovanymi vicecetnymi

protilatkami (Podskupina 2, 124 pacientil) podle nejéastéjSich kombinaci protilatek

Kombinace protilatek Pocet RhD RhD RhCE fenotyp
jedinci pozitivnich | negativnich

C+D+dalsi (> 2 Abs) 46 0 46 ccee
C+D (=2 Abs)* 33 0 33

C+G 2 0 2 ccee

E+dalsi (> 2 Abs) 61 44 17 CCee, Ccee,ccee
E+c (>2 Abs) 20 20 0 CCee
E+Cw (> 2 Abs) 14 12 2 Ccee, CCee
E+D 12 0 12 Ccee, ccee

etC 8 8 0 ccEE

Ostatni (c+K, Cw+K, Jka+Fya, 9 8 1 |-

D+c,....)

* Pfitomnost anti-C+D protilatek a anti-G protilatek byla testovana pouze u gravidnich Zen;

transfundovanych pacientli nerozlisuji.

tyto specifity se u

Dale jsme porovnali frekvence HLA-DRBI, -DQAI a —DQB] alelickych skupin u 124

multirespondert s frekvencemi HLA II. tiidy kontrolni skupiny zdravych ¢lentt CNRDD a také

s frekvencemi HLA II. tfidy u nonresponderid. Multirespondery a nonrespondery jsme

porovnali 1 podle pfitomnosti RhD antigenu, ktery je nejimunogennéj$im non-ABO antigenem

a podle Rh statusu. Pomoci rozdéleni pacientli podle dal§ich imunohematologickych parametrt,

konkrétné Rh znaki, jsme se snazili najit moznou asociaci mezi RBC antigeny a aloimunizaci.

U takto rozdélenych skupin pacientli jsme rovne€z porovnali alelické frekvence a nosi¢stvi HLA

variant II. tfidy.

Tabulka 9 Rh status ve skupin¢ multirespondert v absolutnich a relativnich ¢islech

RhD status multiresponderi (N=124)
RhD neg 61 (49,2 %)
RhD poz 63 (50,8 %)
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Pti déleni pacientt do skupin jsme vzali do Givahy i ,,historické* protilatky, které nebyly
v poslednich testech jiz detekovany, ptesto 27 % pacientd v nasi skupiné bylo testovano na
naSem oddéleni pouze jednou a nelze tedy zcela vyloucit nespravné zatazeni multirespondera

do skupiny monoresponderti z diivodu vymizeni protilatky.

4.2.2 Skupina nonresponderii

Do skupiny nonrespondert jsme zatadili celkem 109 pacientii (50 Zen a 59 muZzi;
pomér, 0,85; ve véku 19 — 87 let) bez RBC protilatek a transfundovanych minimalné 10
jednotkami EBR nebo ERD. Pocet aplikovanych jednotek byl v rozmezi od 10 do 185; median
21,5. Na zaklad¢ indikace transfuzni 1é¢by jsme nonrespondery profilovali do dvou podskupin
1) chronicky transfundovanych pacientd s hematologickymi nebo hematoonkologickymi
diagnézami (55 %) a 2) ,,obecné hospitalizovanych* pacientti nejcastéji pro chirurgické vykony
(45 %). ProtoZe v nasem souboru bylo celkem 30 pacientll s hematologickymi malignitami, u
nichz bylo referovéano sniZzené riziko aloimunizace [ 78], porovnavali jsme navic HLA frekvence

mezi nonrespondery bez imunosuprimovanych pacientti (tj. 79 jedincll) a multirespondery.

Podle poctu transfuznich epizod obdrzelo 75 pacientd (68,8 %) 1é€bu erytrocytovymi
TP ve vice nez 12 epizodach a 34 patientim (31,2 %) byla aplikace RBC piipravkl rozdélena
od 1 do 10 transfuznich epizod (medidn 5,5). Screening nepravidelnych protilatek proti RBC
antigeniim se standardné provadi pfed kazdou transfuzi, proto ¢im vyssi je pocet transfuznich

epizod, tim vyssi pravdépodobnost zachytu aloimunnich protilatek.

Rozsifené typovani RBC antigend se u pacientll bez protilatek rutinné neprovadi,
z téchto divodu byla skupina nonrespondert rozdélena pouze podle RhD antigenu, ktery je
spolu s ABO antigeny b&zn¢ vySetfovan. RhD pozitivnich bylo 96 patienti (88,1 %), z toho 47
zen a 49 muzl; pomér 0,96. RhD negativni skupinu nonrespondert tvofilo 13 jedincti (11,9 %),

z toho 3 Zeny a 10 muzl; pomér 0,3.

Ttinacti RhD negativnim nonresponderim byla provedena genotypizace RHD/RHCE
gent, vysledky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 10. Z celkového poc¢tu 109 nonrespondert 11

pacientt, tj. 10,1 %, neslo ccee fenotyp.
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Tabulka 10 Charakteristika podskupiny RhD negativnich nonresponderti s uvedenim jejich
RHCE genotypu

Pohlavi, vék (roky) | Pocet TP RHCE genotyp
M, 73 45 ccee
7,75 86 ccee
7,68 31 Ccee
M, 77 10 ccee
M, 63 15 ccee
M, 54 35 ccee
M, 78 19 ccee
M, 56 16 ccee
M, 80 26 Ccee
7,70 15 ccee
M, 78 18 ccee
M, 72 11 ccee
M, 77 11 ccee

M — muz, Z — Zena

4.2.3 Kontrolni soubor

Kontroni skupinu tvofilo 375 zdravych ¢lentt CNRDD. Kontrolni skupina byla ziskana
z regionu Moravsko-slezského kraje a byla tedy etnicky a regionalné shodna s pacienty.
Kohortu tvofilo 236 muzi s primérnym vékem 30,1 let (rozmezi: 19-40 let) a 139 Zen s
primérnym vékem 28,7 let (rozmezi: 19-45 rokti). Vysledky genotypizaci HLA-DRBI a DQOBI

variant nam pro vechny jedince v kontrolnim souboru poskytnul CNRDD v Plzni.
4.3 1Izolace DNA

Zbytky krevnich vzorkt pacientl s identifikovanymi protilatkami byly shromaZzd’ovany
a skladovany od btezna 2014 do prosince 2015. Pfi vybéru jsme preferovali pacienty s nejméné
dvéma specificitami (multirespondefi) nebo pacienty s anti-M protilatkou nebo s jednou anti-
Rh protilatkou (monorespondefi). Ttidéni a skladovani krevnich vzorkli pacientt
s pozitivni transfuzni historii a negativhim screeningem erytrocytovych protilatek
(nonrespondeti) probihalo od ¢ervna 2016 do ¢ervna 2017. Pfed testovanim jsme vyzadovali
od pacienti informované souhlasy se zafazenim do studie, ktera byla schvélena etickou komisi

FN Ostrava (¢. 382/2014).

DNA byla izolovana zrozmraZenych krevnich vzorkd kolonkovou centrifugacni

metodou s vyuZitim proteindzy K (High Pure PCR Template Preparation Kit, vyrobce Roche
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Diagnostics GmbH, Germany) nebo automatizovanou technikou pomoci paramagnetickych
partikuli (Maxwell® 16 Blood DNA Purification Kit, vyrobce Promega Corp., Wisconsin,
USA). K izolaci DNA centrifugacni metodou vyuzivajici mikrokolonky s kiemicitymi vlakny
schopnymi zachytit lyzat obsahujici nukleové kyseliny bylo pouzito 200 ul plné krve a pro
izolaci pomoci paramagnetickych ¢astic 300 pl plné krve. Obé metody poskytly templatovou
DNA srovnatelnych kvalitativnich i kvantitativnich parametri (median parametru ¢istoty DNA
dany pomérem absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm byl > 1,8 u obou metod a median
koncentrace DNA byl > 30 ng /ul bez ohledu na metodu izolace). DNA responderi byly
oznaceny kdédem ve tvaru Gx, DNA nonresponderi koden GNx, kde x znamena potadové ¢islo
vzorku. Protoze vyrobce genotypizacnich kitd doporucoval vstupni templatovou DNA o
koncentraci 20 ng /pl, koncentrovangjsi vzorky jsme fedili vodou v PCR kvalité na pozadovanu
koncentraci. Pokud byla vstupni koncentrace DNA niz§i, davkovali jsme vy$$i mnoZstvi
templatu do reakéni smési tak, aby vysledné mnozstvi DNA v PCR smési bylo cca 2 ng. Pii

izolaci DNA jsme postupovali dle navoda vyrobcet kitd.

4.4 Genotypizace HLA-DRBI a DQAI/DQBI1

Detekce alel / alelickych skupin HLA II. tfidy byla provedena metodou polymerazové
retézové reakce se sekvenéné specifickymi oligosondami (PCR-SSO). U této metody je
samotna PCR specifickd pro dany HLA lokus a odliSeni HLA alel ¢i alelickych skupin vyzaduje
postamplifikaéni fazi. Typizovali jsme pomoci diagnostickych souprav LABType® SSO DRBI
and LABType® SSO DQA1/DQBI, které vyrabi firma One Lambda, Thermo Fisher Scientific
Brand, USA. Reagencie uvadéné dale jsou soucasti téchto komerénich souprav, pokud neni
uvedeno jinak. Po amplifikaci, pfi které je PCR produkt biotinylovan, a nasledné denaturaci
byly PCR vzorky hybridizovany se sekvencné specifickymi sondami vézanymi na
fluorescen¢né znacenych mikrokuli¢kach. Po odmyti nenavazané frakce se ke kulickam ptidal
s phycoerythrinem (PE) konjugovany streptavidin (SAPE). Streptavidin ma vysokou afinitu k
biotinu, kterym byl oznacen PCR produkt. Pozitivni reakce tedy detekuje alely/alelické skupiny
hybridizujici se specifickou sondou navazanou na urcitou kulicku. Tato metoda vyuziva
technologii Luminex®. Pritokovy analyzator Luminex® 200 (Luminex Corporation, USA)
identifikuje fluorescen¢ni intenzitu PE na kazdé mikrokuli¢ce. HLA vysledek byl po odecteni

fluorescence nasledné vygenerovan pomoci software HLA Fusion™ (One Lambda,
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A Thermo Fisher Scientific Brand, USA), ktery je zaloZen na porovnani reak¢nich vzorct se
vzorci asociovanymi s publikovanymi sekvencemi HLA gent.

Amplifikace. PCR reak¢ni smés o objemu 20 pl obsahovala 13,8 pl D-mix, 4 pl
primerové smesi (soucast diagnostického kitu), 0,2 pl Taq polymerazy (5 U/ul) a 2 pul
vySettované DNA ([c] = 20 ng/ul). PCR smés byla amplifikovana v termocykléru C1000
(BIORAD, Némecko) programem dle piibalové informace kitu LABType® SSO PCR (96 °C 3
min.; 5 cykli: 96 °C 20 s, 60 °C 20's, 72 °C 20 s; 30 cykli: 96 °C 10's, 60 °C 155,72 °C 20 s;
zaveérecna elongace: 72 °C 10 min., chlazeni: 4 °C). Kontrola amplifikace. Pomoci
elektroforézy na 2 % agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem ([c] = 10 ng/ ul) v 0,5 x
TBE pufru byla kontrolovana pfitomnost PCR produktu/-ii (jeden produkt pii amplifikaci
DRBI, dva pii amplifikaci DQA1/DQOBI). DNA jsme nechali dé€lit 25 min pfi 125-130 V.
Hybridizace. Pokud jsme nezacali s hybridizaci béhem hodiny po amplifikaci, PCR produkt
jsme uchovavali pfi teploté¢ < -20 °C. Vyrobce garantoval pouziti produktu do 1 mésice od
zmrazeni. Do PCR zkumavek jsme dévkovali 2,5 pl denaturacniho pufru a 5 pl vzorku,
promichali pipetou a inkubovali 10 min pfi pokojové teploté. K denaturovanému vzorku jsme
ptidali 5 pl neutralizaéniho pufru a zkumavku vlozili do chladiciho blocku. Pfidali jsme 38 pl
smési mikrokulicek v hybridizacnim pufru (4 pl mikrokulicek + 34 ul hybridiza¢niho pufru),
zkumavku jsme uzavieli, promichali na vortexu a vlozili do termocykléru C1000 pfedehiatého
na 60 °C a nechali hybridizovat 15 min. Po ukonéeni inkubace nasledovaly 3 promyvaci kroky:
100 pl promyvaciho pufru a centrifugace 5 min pii 1000-1300 g odstiedivkou C3.12 (JOUAN,
Francie). Mezitim jsme si pfipravili barvici roztok 1 x SAPE (0,5 pul SAPE + 49,5 ul pufru
SAPE). Po poslednim promyti jsme k sedimentu piidali 50 ul barvici smési, promichali a vlozili
do termocykléru C1000 na 5 minutovou inkubaci pfi teploté 60 °C. Poté jsme piidali 100 pl
promyvaciho pufru a centrifugovali 5 min/1000-1300 g (odstfedivka C3.12). Slili jsme
supernatant a lehce osusili zkumavku papirovym ru¢nikem. Sediment jsme resuspendovali 80
pl promyvaciho pufru. Zkumavku se vzorkem jsme uchovavali pii 4 °C do zacatku analyzy.
Béhem hybridizace jsme analyzator Luminex® 200 ptipravili k analyze dat (piedehiati lasert,
promyti dle navodu k piistroji Luminex®, adjustace jehly) a nastavili protokol dle katalogového
Cisla produktu a ¢isla Sarze. Vzorek jsme v PCR zkumavce nékolikrat opatrné promichali
pipetou a kvantitativné piepipetovali do desticky typu V. Nadefinovali jsme umisténi vzorku
v desce, zadali identifikacni ¢islo vzorku a spustili analyzu. Z primérné intenzity fluorescence
(MFI) kazdé sondy je softwarem HLA Fusion™ stanoven HLA genotyp vySetifovanych
lokust, ktery byl pro komplexnost ur¢ovani HLA alel vzdy ru¢né kontrolovéan, piipadné

upraven a schvélen.
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Mala c¢ast vzorkli multiresponderit byla genotypizovdna technikou polymerazové
retézové reakce se sekvencéné specifickymi primery (PCR-SSP) s vyuzitim diagnostickych
kit (Olerup SSP® HLA-DR low res., Olerup SSP® HLA-DQ low res., Olerup SSP® HLA-
DQAI high res.), vyrobce Olerup SSP® AB, Svédsko. Metoda PCR-SSP pracuje na principu,
pfi kterém jsou v pribéhu PCR reakce zvyhodnény primery absolutné komplementarni
k templatové DNA pied primery vyznacujicimi se neshodami na 3° konci. Pokud PCR reakce
probiha za pfesn¢ definovanych podminek, davaji tyto zcela komplementarni primery vznik
specifickym produktim. Tyto specifické pozitivni reakce definuji HLA znaky vysetfovaného
vzorku. Diagnostické kity obsahovaly: PCR zkumavky s vysuSenou (lyofilizovanou) smési
primeru alelové nebo skupinové specifickych, parem primerd pro vnitini kontrolu, kterou
predstavuje segment genu pro lidsky ristovy hormon dévajici vznik produktim o velikosti
800/1070 bp, respektive 515/430 bp a jednu zkumavku se smési specifickych primeri, ktera
umoziuje zachytit piipadnou kontaminaci PCR mixu, tzv. negativni kontrola nebo kontrola
kontaminace; a PCR Master Mix (MM) bez Taq polymerazy. Objem reakcni smési zavisel na
poctu reakcei pouzitého kitu, pficemz je tieba pocitat s rezervou navic kvili drobnym odchylkam
pii pipetovani.

Slozeni PCR-SSP reakéni smési pro 10 reakei (s rezervou) bylo: 45 ul Master Mix, 72,5
ul PCR H;O, 1,0 ul Taq polymerazy (5U / ul). Po odpipetovani 10 pl smési do zkumavky
oznacené jako negativni kontrola se pfidalo 30 ul DNA vzorku ([c¢] = 20-30 ng/ pl) a z této
smési se davkovalo 10 ul do kazdé zkumavky s primerovou smési. Vzorky byly amplifikovany
(termocyklér C1000) dle programu uvedeného v piibalové informaci kit Olerup SSP® (94 °C
2 min.; 10 cyklad: 94 °C 10 s, 65 °C 60 s; 20 cykli: 94 °C 10 s, 61 °C 50's, 72 °C 30 s; chlazeni:
4 °C). Pred elektroforézou jsme amplifikovany produkt uchovavali pii 2-8 °C (24 hod.) nebo
pii < -20 °C (nejdéle 1 mésic). Déleni PCR fragmentd probihalo na 2 % agar6zovém gelu
obarveném ethidium bromidem ([c¢] = 10 ng/ pl) v 0,5 x TBE pufru 25 min pti 120-130 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen na UV transiluminator ECX — F20.M
(Vilber Lourmat, Francie) poskytujici zafeni o vlnové délce 260 nm ke zviditelnéni DNA
fragmentl a byla potizena fotodokumentace gelu. Provedli jsme zdznam pozitivnich reakci, tj.
pfitomnosti specifickych produkti, které se jevi jako svitici prouzek o ocekavané velikosti a
vyhodnoceni pomoci softwaru HELMBERG-SCORE™ (poskytovan zdkaznikiim kit Olerup
SSP® zdarma).

Vysledky HLA genotypizace jsme postupné zaznamenavali do databaze studie pod

kédovym oznacenim vzorkda.
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4.5 VySetieni RH genotypu u skupiny nonresponderi

RH genotyp u 13 vzorka negativnich pro RhD antigen ze skupiny nonrespondert byl
uréen vySettenim RHD a RHCE gent metodou polymerazové fetézové reakce se sekvencné
specifickymi pripery (PCR-SSP, RH-TYPE, BAG Health Care GmbH, Germany). Soucasti kitu
byly PCR zkumavky s vysuSenou primerovou smesi obsahujici specificky a kontrolni
primerovy par a PCR pufr (MM) 10 x koncentrovany. Taq polymeraza od stejného vyrobce
(Happy Taq, 5U/ ul) byla dodana zvlast’. Kity jsou optimalizovany pro DNA o koncentraci 50-
100 ng/ pl. V ptipadé nizsi nebo vyssi koncentrace byl adekvatné upraven objem vody a DNA
pfti ptipravé PCR reakéni smési.

PCR reakéni smés o objemu 160 pl (13 reakci s rezervou) pro vySetfeni RH typu
obsahovala: 16 pul 10 x PCR-buffer, 16 upl DNA, 128 pl H>O v PCR kvalité, 1,3 ul Taq
polymerazy. Po promichani se smes davkovala po 10 pl do PCR zkumavek s lyofilizovanou
smési primert, zkumavky se uzaviely vickem a vlozily do termocykléru C1000 a byl zahéjen
amplifika¢ni program dle navodu vyrobce kitu spole¢ny pro vSechny kity BAGene SSP
soupravy: (96 °C 5 min., 5 cyklid: 96 °C 10's, 70 °C 60's; 10 cykli: 96 °C 10's, 65 °C 50's, 72
°C 45s; 15 cyklia: 96 °C 10 s, 61 °C 50 s, 72 °C 45 s; 72 °C 5 min.; chlazeni: 4 °C).

Po ukonceni amplifikace bylo provedeno elektroforetick¢ déleni PCR fragmentti na 2 %
agardzovém gelu obarveném ethidium bromidem (10 ng/ul) v 0,5 x TBE pufru 25 min pii 120-
130 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel ptenesen na UV transiluminator ECX — F20.M (zafeni
o vlnové délce 260 nm) ke zviditelnéni DNA fragmentt a byla potizena fotodokumentace gelu.
Vyhodnoceni genotypu bylo provedeno pomoci odecitaci tabulky, kterd je soucasti

vyhodnocovaciho protokolu.

4.6 Imunohematologicka vySetieni

Vsechna imunohematologicka vysSetfeni, tj. screening a identifikace erytrocytovych
protilatek a vySetfeni krevnich skupinovych systémi ABO a Rh byla provedena na tUseku
Imunohematologie v laboratofi Pfedtransfuzniho vySetfeni a laboratofi Specialni
imunohematologie Krevniho centra Fakultni nemocnice Ostrava. Vysledky vySetteni protilatek
a krevni skupiny byly vlozeny do informac¢niho systému Krevniho centra. Tato databaze byla
zdrojem informaci o aloimunizovanych pacientech a polytransfundovanych pacientech bez

protilatek, ktefi tvofili studovany soubor.
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4.6.1 Identifikace erytrocytovych protilatek

Nepravidelné (v anglosaské literatufe uvadéné jako non-ABO) protilatky byly
identifikovany metodou sloupcové gelové aglutinace nepiimym antiglobulinovym testem
v prostiedi s nizkou iontovou silou (LISS-NAT) s vyuzitim diagnostickych karet (DG Gel®,
Grifols, Spanélsko) a diagnostického panelu 11 ervenych krvinek (Identisera Diana, Grifols,
Spanélsko). K rozliseni smési protilatek anti-C+D od anti-G u gravidnich pacientek bylo

pouzito ,,in-house* adsorpcni metodiky.

4.6.2 Screening erytrocytovych protildtek

Screening RBC protilatek se provadél v ramei piedtransfuzniho vySetieni ptred kazdou
transfuzi, respektive transfuzni epizodou. Podobné jako u identifikace byla pouzita metoda
sloupcové gelové aglutinace s gelovymi LISS-NAT kartami (DG Gel Coombs®, Grifols,

Spanélsko) a diagnostickym panelem 4 erytrocytii Serascan Diana 4 (Grifols, Spanélsko).

4.6.3 Vysetieni krevni skupiny AB0 a antigenu RhD

Vysetieni krevniho skupinového systému ABO a antigenu RhD tvoifi spolu se
screeningem erytrocytovych protildtek a zkouSkou kompatibility predtranfuzni vySetfeni
pacientll. Pro vySetfeni ABO a RhD byly vyuzity dvé techniky: 1. zkumavkova aglutinacni s
diagnostickymi séry (monoklondlni anti-A, anti-B a anti-D IgM, anti-D IgG/IgM, Sanquin
Reagents, Holandsko) a Cervenymi krvinkami (Reagent Red Blood Cells, Immucor, USA),

2. metoda sloupcové gelové aglutinace na gelovych kartach (DG Gel®, Grifols, Spanélsko) s
monoklonalnimi IgM diagnostickymi séry (Diagnostic cards DG Gel ABO/Rh(2D), Grifols,
Spanélsko) a Eervenymi krvinkami (Serigrup Diana A1/B, Grifols, Spanélsko).

4.7 Statisticka analyza

Ve vysetiovanych souborech jsme urcovali absolutni a relativni alelické a fenotypové
(zastoupeni nosicl) frekvence alelickych skupin na lokusech HLA-DRBI, DOBI a DQAI.
Zjisténé frekvence jsme porovnavali mezi pacienty, resp. podskupinami pacienttli, a kontrolni
skupinou Pearsonovym Chi-kvadrat testem. V piipadé malého poctu piipadt v podskuping jsme

zvolili Fishertiv exaktni test. JelikoZ jsme v nasi studii nemohli pouZit relativni riziko, protoze
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nezname kumulativni incidenci, pouzili jsme pro kvantifikaci pravdépodobnosti expozice
ptipadt a pravdépodobnosti expozice kontrol odds ratio (OR), neboli pomér Sanci pti 95 %
intervalu spolehlivosti (CI). Vypoctenou nominalni hodnotu P <0,05 jsme upravili pomoci
Bonferroniho korekce pro vicecetna srovnani dle vzorce Pc =P x n, kde n je pocet srovnavanych
alelickych skupin pro jednotlivé HLA geny, tzn. pro lokus DRBI tiinact a pro DQBI pét. Pc
hodnoty <0,05 byly hodnoceny jako statisticky signifikantni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Monoresponderi a kontrolni soubor

V této Casti prace jsme se zamefili na analyzu asociace mezi variantami HLA II. tfidy a
pfitomnosti protilatek proti pravé jednomu RBC aloantigenu (pacienti — monorespondéfi).
Frekvence HLA-DRBI a DQBI alelickych skupin u celé skupiny monoresponderti jsou
zpracovany graficky (Graf 1). Jak je patrné z grafického znazornéni, zastoupeni HLA-DRBI a
-DQOB] variant u respondert s monospecifickou protilatkou (Podskupina 1) bylo podobné jako
u kontrolni skupiny. U monorespondert byla pouze lehce zvySena frekvence DRB1*14 (4,7 %

vs 2,1%; P =0,04; OR, 2,2; 95 % CI, 1,0-5,1; po korekci nesignifikantni).

Graf 1 Alelické frekvence (%) HLA-DRBI a -DQB] alelickych skupin v celém souboru

monoresponderti (N=106) v porovnani s kontrolnim souborem (N=375)
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Podobné¢ jsme nezachytili statisticky signifikantni asociaci variant HLA II. tfidy u Zadné
z péti podskupin monorespondertt delenych podle specificity protilatek, vysledky jsou
prezentovany v Grafech 2 — 6 (frekvence HLA-DRBI) a Grafech 7-11 (frekvence HLA-DQBI).
Frekvence HLA-DRBI a —DQBI variant u monorespondert rozd€lenych podle specificity
protilatek, u nichz byl zji§t€n nominalné signifikantni rozdil (P <0,05; Pc > 0,05), jsou uvedeny

v Tabulce 11.
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Zaznamenali jsme trend k odliSnym HLA frekvencim u anti-C, anti-c a anti-Cw
podskupin pacientd. Alelickd skupina DRBI*04, kterd byla téméf 2x castéj$i u anti-C
podskupiny nez u kontrol (OR 2,2), zcela chybéla u kohorty pacientii s protilatkami anti-c a
anti-Cw (0 %). Naopak DRBI1*07 byla vice zastoupena v podskupin€ monorespondert s anti-c
(23,3 %) a anti-Cw (20,8 %) protilatkami ve srovnani s kontrolni skupinou (14, 5%), ale u anti-
C pacientti byla zachycena pouze v jednom piipadée (2,8 %; OR, 0,17; 95% CI, 0,02-1,24; P =
0,047; nesignifikantni po korekci). Podobné v DQBI lokusu jsme pozorovali rozdily
v alelickych frekvencich u jednotlivych podskupin, konkrétné DQBI*02 byla Cetnéjsi u
pacientil s anti-Cw ve srovnani s kontrolnim souborem (40,0 % vs. 23,6 %; OR, 2,2; P=0,04;
nesignifikantni po korekci (Tabulka 11), ale ojedinélé u anti-C pacientli oproti kontrole (8,3 %
vs. 23,6 %; OR, 0,3; 95% CI, 0,02-0,97; P = 0,02; nesignifikantni po korekci). Rozdil frekvenci
HLA-DQBI1*02 byl mezi skupinou anti-Cw a anti-C dokonce signifikantni (40,0 % vs. 8,3 %;
P=0,003; Pc=0,015; OR, 7,3; 95% CI, 1,8-29,4), viz Graf 12.

Ptitomnost anti-E protilaitek u monoresponderti nebyla signifikantné asociovana s

zaddnou DRBI nebo DQBI alelou v porovnéni s kontrolni skupinou, i kdyz jsme zachytili

vvvvv
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Tabulka 11 Nomindaln¢ signifikantni (P < 0,05) asociaciace HLA-DRBI a DQBI alel

s vyskytem aloprotilatek u monorespondert rozdélenenych podle specificity protilatek.

moll)l(:)(ll'il;u(l))llll:l{:rﬁ Asociované el | LIy P 95% Pc
L frekvence | frekvence .| OR ¢
dle specificity alely (%) (%) hodnota CI hodnota
protilatky ¢ ¢
DRBI*04 | 22,2 11,5 0,049 2,2 11,050 | NS
Anti-C DRBI*07 |28 14,5 0,047 0,17 [0,02- |NS
1,24
DQBI*02 | 40,0 23,6 0,039 2,2 11,0-50 | NS
Anti-Cw
DRBI*04 |0 11,5 0,006 - - NS
DRBI*15 | 25,0 11,2 0,035 2,6 |1,0-6,0 | NS
Anti-c
DRBI*04 |0 11,5 0,016 - - NS
_ DRBI*09 | 3,8 0,8 0,01 50 |1,2- NS
Anti-E 202
DRBI*04 | 22,5 11,5 0,037 22 | 1,048 | NS
Anti-M
DRBI*01 0 10,5 0,01 - - NS
' Fishertiv exaktni test
NS = nesignifikantni (Pc hodnota > 0,05)
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Graf 2 Distribuce HLA-DRBI alelickych skupin (%) ve skupiné monoresponderii s anti-Cw
protilatkou (N=15) a v kontrolni skupin¢ (N=375).

P=0,006;
Pc> 0,05

HCw Ml kontr.

HLA-DRBI1*04 nebyla v podskupin€¢ monorespondert s anti-Cw zachycena.

Graf 3 Distribuce HLA-DRBI alelickych skupin (%) ve skupiné monorespondert s anti-c
protilatkou (N=12) a v kontrolni skupiné (N=375).

H c MW kontr.

HLA-DRB1*04 nebyla v podskupiné monorespondert s anti-c zachycena.

42



Graf 4 Distribuce HLA-DRBI alelickych skupin (%) ve skupiné monorespondert s anti-C
protilatkou (N=18) a v kontrolni skupin¢ (N=375).
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Graf 5 Distribuce HLA-DRBI alelickych skupin (%) ve skupiné monoresponderii s anti-E
protilatkou (N=39) a v kontrolni skupiné¢ (N=375).

mE mkontr.
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Graf 6 Distribuce HLA-DRBI alelickych skupin (%) ve skupiné monorespondert s anti-M
protilatkou (N=20) a v kontrolni skupiné (N=375).
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Graf 7 Distribuce HLA-DQBI alelickych skupin (%) ve skupiné monoresponderi s anti-Cw
protilatkou (N=15) a v kontrolni skupiné (N=375).

DQB1*02 DQB1*03 DQB1*04 DQB1*05 DQB1*06

E Cw Hkontroly

44



Graf 8 Distribuce HLA-DQBI alelickych skupin (%) ve skupiné monoresponderti s anti-c
protilatkou (N=12) a v kontrolni skupiné (N=375).
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Graf 9 Distribuce HLA-DQBI alelickych skupin (%) ve skupiné monorespondert s anti-C
protilatkou (N= 18) a v kontrolni skupiné (N=375).
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Graf 10 Distribuce HLA-DQBI alelickych skupin (%) ve skupiné monorespondert s anti-E
protilatkou (N=39) a v kontrolni skupin¢ (N=375).
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Graf 11 Distribuce HLA-DQBI alelickych skupin (%) ve skupin€ monorespondert s anti-M
protilatkou (N=20) a v kontrolni skupin¢ (N=375).
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Graf 12 HLA-DRBI a DQBI (nominaln¢) signifikantni rozdily mezi anti-Cw, C a ¢

podskupinami monoresponderti (N=375).
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5.2 Multiresponderi a kontrolni soubor

Do této ¢asti studie zaméfené na nalezeni vztahu mezi aloimunizaci proti antigenim
cervenych krvinek a HLA antigeny II. tfidy bylo zatazeno 124 responderil tvoticich vicecetné
RBC protilatky (Podskupina 2) a 375 jedincti kontrolniho souboru. Popis soubort je uveden v
kapitole 4.

Frekvence alelickych skupin HLA-DRBI*15 a -DQBI*06 byla vy$§i mezi jedinci
s viceCetnymi RBC protilatkami (Podskupina 2) nez u kontrolni skupiny (Tabulka 12). Rozdil
mezi multirespondery a zdravymi kontrolami byl statisticky signifikantni pro HLA-DRBI1*15
(20,2 % vs 11,2 %; P = 0,0003; OR, 2,0; 95 % CI, 1,4-2,9; Pc = 0,0039). Hranicné
nesignifikantni hodnota Pc byla nalezena pro HLA-DQBI1*06 (28,2 % vs 20,5 %; P = 0,0118;
OR, 1,5; 95 % (1, 1,02-1,8; Pc = 0,059). Frekvence vSech DRBI a DQB]I alelickych skupin u

multirespondert a kontrolni skupiny byly zpracovany v Grafech 13 a 14.
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Graf 13 Srovnani frekvence (%) alelickych skupin HLA-DRBI u multirespondert (N=124) au
kontrolni skupiny (N=375)

P=0,0003;
Pc=0,0039
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Graf 14 Srovnani frekvenci alelickych skupin HLA-DQBI (%) u multirespondertt (N=124) au
kontrolni skupiny (N=375)

P=0,0118;
Pc=0,059
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Zjistili jsme, ze asociace HLA-DRBI*15 a -DQBI*06 je spojena predevsim
s multirespondery nesoucimi aloprotilatky identifikované jako anti-C+D (jedinci s anti-G
nemohli byt vylouceni z této podskupiny, protoze rozlisSeni této specificity se provadi pouze u
gravidnich, ne u pfijemct transfuze), ale ne s multirespondery s protilatkami anti-E dopnénymi
o jakoukoli dalsi specificitu. V ptipad¢ pacientt s anti-C+D (jen C+D nebo s piimési dalSich
protilatek), byla pozorovana signifikantni asociace s DRBI*15 a DOBI1*06 (Tabulka 12). U
pacientl s kombinaci anti-E s jakoukoli dalsi specificitou jsme pozorovali trend k vyssi
frekvenci DRBI1*03 (nesignifikantni po korekci). AvSak kdyz jsme tuto podskupinu dale
roz€lenili podle jednotlivych protildtek, zjistili jsme ndsledujici signifikantni asociace:
DRBI1*13 a DQB1*06 pro jedince s anti-E+c (> 2 Abs), DRBI1*03 a DQB1*02 pro respondery
s anti-E+Cw (> 2 Abs). Podskupina multirespondert tvotici anti-e+C/D byla charakterizovana
vyssi frekvenci DRB1*07 (33,3 %) nez kontrolni skupina (14,5 %), ale rozdil po korekei nebyl
signifikantni (Tabulka 12).

49



Tabulka 12 Pozorované HLA-DRBI a -DQBI asociace na zdkladé¢ srovndni mezi

multirespondery (Podskupina 2 s nejcastéjSimi

souborem

kombinacemi protilatek) a kontrolnim

Podskupina 2 a

Pacienti

Kontroly

nejcastéjsi Asociované P 95% Pc
kombinace alely frek(;e“ce frek;e“ce hodnota | OR | C1 | hodnota®
protilatek ° °
multirespondei | DRBI*15 20,2 11,2 0,0003 | 2,0 | 1,4-2,9 | 0,0039
(N=124) DOBI*06 28,2 20,5 00118 | 1,5 | 1,1-2,1 | 0,059
C+D DRBI*15 30,0 11,2 0,0002 | 3.4 | 1,9-62 | 0,004
(=2 Abs)°
%k -
(N=33) DOBI*06 36,7 20,5 0,0035 | 22 | 13-3,9| 0,018
C+D DRBI*15 31,0 11,2 <0,0001 | 3,6 | 2,1-6,0 | <0,001
(> 2 Abs)°
(N=46) DOBI*06 35,7 20,5 0,0015 | 22 | 1,3-3,5 | 0,008
Etc(>2Abs) | DRBI*13 32,5 13,2 0,0007 | 32 | 1,6-63 | 0,009
(N=20) DOBI*06 40,0 20,5 0,0035 | 2,6 | 1,.3-50| 0,018
E+Cw DRBI*03 34,6 11,6 0,0005 | 4,0 | 1,7-9.3 | 0,006
(>2 Abs)
* -
(N=14) DOBI*02 50,0 23,6 0,0021 | 32 | 1,.5-7,1 | 0,011
E+any
(>2 Abs) DRBI*03 18,3 11,6 0,039 | 1,7 | 1,029 | NS
(N=61)
etC/D
DRBI*07 333 14,5 0,027 |29 | 1,180 | NS
(N=8)

2 Pc hodnota < 0.05 je povaZovana za signifikantni, NS = nesignifikantni

b C+D (= 2 Abs) znamena podskupinu pacientti s pravé dvéma (anti-C + anti-D) protilatkami, ktera
byla vyclenéna ze skupiny C+D (> 2 Abs) ze statistickych divodu.

¢ C+D (= 2 Abs) znamena vSechny pacienty s anti-C + anti-D protilatkami, pfi¢emz dals$i specificity
mohou byt rovnéz pfitomny.
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5.3 RhD negativni a RhD pozitivni multiresponderi

Analyza vicecetnych aloprotilatek u multiresponderti a jejich Rh fenotypii odhalila dva
hlavni vzory. Podle ocekavani kombinace protilaitek s anti-D byla asociovana s RhD
negativnim fenotypem, zatimco kombinace protilatek zahrnujici anti-E byla spole¢na pro oba
RhD fenotypy (RhD negativni i RhD pozitivni). Anti-E vSak byla produkovana jedinci RhD
negativnimi v niz$i frekvenci nez D pozitivnimi (27,9 % vs. 72,1 %). Anti-D byla cCastéji
pfitomna v kombinaci s dal$imi béznymi specificitami zahrnujicimi C+D (75,4 %) a D+E (19,7
%) a mnohem méné ¢asto kombinovana s D+K nebo D+Le? (3,3 %). V RhD negativni skupiné
dominovalo zastoupeni zen (pomér 2,8), coz nezbytné vede k uvaze, Ze pri¢inou aloimunizace
bylo vedle transfuze i t€hotenstvi. Neékteré kombinace protilatek byly obvyklé pouze u RhD
pozitivnich ptipadd, jmenovité E+c (30,2 %), e+C (12,7 %), E+ jiné (non-Rh) protilatky (17,5
%) a K+c/Cw/C (6,3 %). Jiné specificity se objevovaly u obou fenotypt, ale pfevazné u RhD

pozitivnich, napt. kombinace E+Cw protilatky a smés protilatek non-E a non-D.

RhD negativni fenotyp neslo 49,2 % multiresponderti, pomér jedincti RhD pozitivnich
a RhD negativnich byl 1,07 mezi zenami a 0,94 mezi muzi. Kombinace anti-C+D protilatek
byla asociovana pouze s RhD negativnim fenotypem (pomér Z/M byl 2,6 véetné dvou
gravidnich zen) na rozdil od kombinace anti-E s dal§imi specificitami
(c/Cw/C/D/K/Le*/Fy*/Ik*JKkP/M atd.), jez se objevovaly u pacienti obou RhD fenotypti. Anti-
C+D byla nejfrekventnéjsi kombinaci u RhD negativnich jedinct (75,4 %). Kombinace anti-
E+dalsi specificity byla detekovdna v 61 piipadech (49,2 %) zcelkového poctu 124
multirespondert a z toho u 44 jedinct (69,8 %) RhD pozitivnich (pomér Z/M byl 2,8, véetné

10 gravidnich Zen).

Ve skupiné 20 gravidnich Zen neslo 8 z nich RhD negativni a 12 RhD pozitivni fenotyp.
Kombinace protilatek anti-E+c byla zjiSténa u 5, anti-E+Cw u 4, po dvou se objevily anti-D+E,
C+G, C+D a dalsi kombinace se vyskytovaly jen jedenkrat (tj. E+Le?, D+Le?, C+E, e+C and
c+K).

Jelikoz pomér RhD negativnich fenotypt byl ve skupiné multirespondert vyznamné
vyssi (49,2 %) nez je reportovan v kavkazoidni populaci (12 az 18 %) a byl srovnatelny
s poctem RhD pozitivnich multiresponderi, provedli jsme analyzu variant HLA II. tfidy podle
RhD statusu pacientd. V nasi skupin€ multiresponderi jsme nalezli signifikantng vyssi

fenotypovou frekvenci HLA-DRBI*15 u D negativnich pacientii ve srovnani s D pozitivnimi
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jedinci (Pc = 0,045). Tento nalez koreluje s poctem jedinct tvoficich anti-C+D aloprotilatky
(46), z nichz 28 (60,9 %) neslo alelickou skupinu DRBI*15 a jen 3 jedinci DRBI*15 pozitivni
tvorili odlisSnou kombinaci protilatek, viz Tabulka 13.

Mezi RhD pozitivnimi multirespondery jsme se detailnéji zaméfili na fenotyp DCCee,
ktery predstavoval nej¢astjsi variantu RhD pozitivnich piipadi (52,4 %; pomér Z/M 2,0).
Jedinci s timto fenotypem by teoreticky mohli tvofit anti-E+c protilatku. Ve skutec¢nosti ze 33
pacientii s DCCee fenotypem dvacet (60,6 %) tvofilo kombinaci protilatek anti-E+c. Kdyz jsme
srovnali distribuci HLA variant II. tfidy mezi pacienty DCCee a ostatnimi RhD pozitivnimi
fenotypy, zjistili jsme, ze jedinci s DCCee fenotypem méli signifikantné vyssi fenotypovou
frekvenci alelickych skupin HLA-DRBI1*13 (Pc = 0,015), HLA-DQBI1*06 (Pc = 0,01) a HLA-
DQAI*01 (Pc = 0,002), které jsou spolu ve vazebné nerovnovaze (viz Tabulka 14). Tento
nalez je v souladu s nalezenymi asociacemi mezi HLA variantami II. tfidy a nejcastéjSimi

kombinacemi protilatek (viz Tabulka 12).
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Tabulka 13 Srovnani fenotypovych frekvenci HLA-DRBI, HLA-DQBI a HLA-DQAI ve
skupiné RhD negativnich (N=61) a RhD pozitivnich (N=63) multirespondert.

Alelicks Procento u | Procento u P
skupina RhD RhD P hodnota | OR 95 % CI hodnota®
negativnich | pozitivnich
DRBI1%*01 22,9 22,2 1,0
DRBI*03 19,7 28,6 0,2
DRBI*04 11,5 22,2 0,1
DRBI*07 29,5 30,2 1,0
DRBI*08 33 3,2 1,0
DRBI*09 3,3 0 0,8
DRBI*10 33 1,6 1,0
DRBI*11 21,3 20,6 1,0
DRBI*12 3,3 1,6 1,0
DRBI*13 16,4 28,6 0,1
DRBI*14 1,6 6,3 0,2
DRBI*15 50,8 254 0,0035 3,04 1,4-6,5 0,045
DRBI*16 1,6 7,9 0,1
DQBI*02 42,6 46,0 0,7
DQBI*03 39,3 47,6 0,4
DQBI*04 1,6 1,6 1,0
DQBI1*05 32,8 39,7 0,4
DQBI*06 55,7 44,4 0,2
DQAI*01 75,4 74,6 1,0
DQAI1*02 29,5 30,2 1,0
DQAI*03 14,7 22,2 0,3
DQAI*04 33 1,6 0,6
DQAT*05 37,7 50,8 1,1
DQAI*06 0 1,6 0,2

2 Pc hodnota <0,05 je povaZzovana za statisticky signifikantni.
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Tabulka 14 Srovnani fenotypovych frekvenci HLA-DRB1, HLA-DQB1 a HLA-DQAI variant
mezi multirespondery s DCCee fenotypem (N = 33) a ostatnimi D pozitivnimi fenotypy (N =
30)

Acticke | Proceento | PO Pe
skupiny lfle:l)(g;fg RhD (+2 hodnota OR 95% C1 hodnota?®
fenotypi

DRBI*01 24,2 20,0 0,8

DRBI*03 30,3 26,7 0,8

DRBI*04 9,1 36,7 0,013 0,17 0,04-0,7 NS
DRBI*07 24,2 36,7 0,4

DRBI*08 0 6,7 0,2

DRBI*09 0 0 1,0

DRBI*10 0 3,3 0,5

DRBI*11 21,2 6,7 0,2

DRBI*12 0 3.3 0,1

DRBI1*13 45,5 3,3 0,0001 24 2,9-199 0,015
DRBI*14 3,0 10,0 0,3

DRBI*15 27,3 23,3 0,8

DRBI*16 9,1 6,7 0,4

DOBI*02 42,4 50,0 0,8

DQBI*03 39,4 56,7 0,3

DOBI*04 0 3,3 0,5

DQOBI*05 39,4 40,0 1,0

DOBI1*%06 63,6 23,3 0,002 5,8 1,9-17,3 0,01
DOAI*01 93,9 53,3 0,0003 13,5 2,7-67,2 0,002
DQAI1*02 24,2 36,7 0,5

DQAI1*03 9,1 36,7 0,014 0,17 0,04-0,7 NS
DQAI*04 0 3.3 0,5

DQAI*05 54,5 46,7 0,6

DQAI*06 0 3.3 0,5

2 Pc hodnota <0,05 je povaZovana za statisticky signifikantni.
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5.4 Nonresponderi a kontrolni soubor

Ctvrta ¢ast prace byla zaméfena na porovnani distribuce alelickych skupin HLA-DRBI,
-DQAI a -DQBI mezi nonrespondery a kontrolni skupinou s cilem identifikovat protektivni
HLA varianty, které by mohly chranit pacienty pfed imunizaci proti aloantigenim
exprimovanych na povrchu cervenych krvinek. Ziskané frekvence HLA-DRBI, -DQAI a -
DQOBI alelickych skupin byly podobné u nonresponderii a kontrolni skupiny (zdravi jedinci),
zachytili jsme pouze trend ke zvySené frekvenci DRB1*15 u nonrespondert (17,9 % vs 11.2%;

P =0.009; OR, 1.7; 95% CI, 1.1-2.6; bez signifikance po korekci), viz Tabulka 15.

Tabulka 15 Srovnani alelickych frekvenci HLA-DRBI1 a -DQBI variant u nonresponderti
(Pacienti, N=109) a zdravych jedinct (Kontroly, N=375)

Alelické Pacienti Kontroly Pc
skupiny frekvence % | frekvence % P hodnota OR R hodnota*

DRBI*01 11,5 10,5

DRBI*03 11,9 11,6

DRBI*04 8,2 11,4

DRBI*07 14,2 14,5

DRBI1*08 2,3 3,6

DRBI1*09 0,5 0,8

DRBI*10 0,5 1,2

DRBI*11 11,5 12,2

DRBI*12 1,8 1,8

DRBI*13 10,1 13,2

DRBI*14 3,7 2,1

DRBI*15 17,9 11,2 0,009 1,7 1,1-2,6 0,12 - NS
DRBI*16 5,9 5,6

DQOBI1*02 22,7 23,6

DQOBI1*03 26,1 32,8

DQOBI*04 1,8 3,2

DQOBI1*05 22,5 19,9

DQOBI*06 26,6 20,5

2 Pc hodnota <0,05 je signifikantni, NS = nesignifikantni
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5.5 Nonresponderi a multiresponderi

Podobné jsme nenasli signifikantni rozdily v distribuci HLA-DRBI, -DQAI a DQBI

alelickych skupin mezi nonrespondery a multirespondery. Vysledky uvedeny v Tabulce 16.

Tabulka 16 Srovnani alelickych frekvenci HLA-DRBI, -DQBI a —DQAI variant mezi
nonrespondery (N=109) a multirespondery (N=124).

Alelické skupiny n;.; l;f(?el:locl;dofi m; l:gfesll:g:zl/iﬁ P hodnota
DRBI*01 11,5 10,1 0,6
DRBI*03 11,9 12,9 0,7
DRBI*04 8,2 8,9 0,8
DRBI*07 14,2 15,3 0,7
DRBI*08 2,3 1,6 0,6
DRBI1*09 0,5 0,8 0,6
DRBI*10 0,5 1,2 0,3
DRBI*11 11,5 11,7 1,0
DRBI*12 1,8 1,2 0,5
DRBI*13 10,1 10,5 1,0
DRBI*14 3,7 2,4 0,4
DRBI*15 17,9 20,2 0,5
DRBI*16 5,9 3,2 0,15
DQBI*02 22,7 24,2 0,4
DQOBI*03 26,1 27,8 0,6
DQOBI*04 1,8 1,2 0,8
DQBI*05 22,5 18,6 0,3
DQOBI*06 26,6 28,2 0,7
DQAI*01 49,1 46,8 0,6
DQAI*02 14,2 15,3 0,7
DQAT*03 8,7 9,7 0,7
DQAT*04 1,8 1,6 0,8
DQAI*05 25,7 26,2 1,0
DQAT*06 0,4 0,4 0,7
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5.6 RhD negativni a RhD pozitivni nonresponderi

Kwvtli nizkému poc¢tu RhD negativnich jedicti (N=13) v souboru nonresponderti, ktery
byl v nepoméru k poctu RhD pozitivnich nonresponderti, nebylo srovnani HLA variant II. tfidy

mezi nonrespondery dle RhD statusu dostate¢né informativni, viz Tabulka 17.

Tabulka 17 Srovnani alelickych frekvenci HLA-DRBI, -DQB1 a —-DQA1 variant mezi RhD
negativni (N=13) a RhD pozitivni (N=96) podskupinou nonrespondert.

Alelické skupiny RhD neg nonresponderi RhD poz nonrespondefi [
frekvence % frekvence %
DRBI*01 7,7 12,0 0,7
DRBI*03 15,4 11,5 0,5
DRBI*04 7,7 8,3 1,0
DRBI*07 15,4 14,1 0,8
DRBI*08 0 2,6 1,0
DRBI*09 0 0,5 1,0
DRBI*10 0 0,5 1,0
DRBI*11 3,9 12,5 0,7
DRBI*12 3,9 1,6 0,4
DRBI*13 11,5 9,9 0,7
DRBI*14 3,9 3,7 1,0
DRBI*15 19,2 17,7 0,8
DRBI*16 11,5 5,2 0,2
DQOBI1*02 26,9 224 0,6
DQBI*03 19,2 27,1 0,5
DQBI*04 0 2,1 1,0
DQOBI1*05 23,0 22,4 1,0
DQBI*06 30,8 26,0 0,6
DQAI*01 53,9 48,4 0,7
DQAT*02 15,4 14,1 0,7
DQAI*03 7,7 8,9 1,0
DQAI*04 0 2,1 1,0
DQAIT*05 23,1 26,0 1,0
DQAT*06 0 0,5 1,0
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6 DISKUZE A ZAVER

Tato dizertacni prace byla zaméfena na hledani asociace mezi aloimunizaci proti
urcitym erytrocytovym antigentim a piitomnosti konkrétnich variant HLA II. tfidy (HLA-DRB1
a-DQBI) v ¢eské populaci. Hlavnim ndlezem préce je zjiSténi, ze status multirespondera, a to
predevsim s piitomnosti anti-C+D (nebo anti-G) protilatek, je asociovan s HLA-DRBI*15 a
DQOBI1*06 alelickymi skupinami. Déle jsme nalezli signifikantné vyssi frekvenci DRBI*13 a
DQOBI*06 skupin u multiresponderti s anti-E+c protilatkami a u pacienti s anti-E+Cw

V minulosti bylo publikovano nékolik praci demonstrujicich odliSnosti ve frekvencich
HLA-DRBI1 u jedincti aloimunizovanych proti erytrocytovym aloantigenim. Césteténé
diskrepantni vysledky ukazaly na nizkou Groven HLA restrikce u pacientt s anti-K protilatkami
[52, 54]. HLA-DRBI*01 alelicka skupina byla signifikantné Cast¢ji zastoupena u pacientl s
anti-Jk* oproti kontroldam (OR= 5,9) [54]. Vyskyt anti-Fy* protilatek byl asociovan s HLA-
DRBI1*04 fenotypem (OR= 12,9, resp. 4,2) [53, 55] a s DRBI*15 fenotypem (OR= 4,3) [55].
V recentné publikované praci byly v souvislosti s anti-Fy* aloimunizaci definovany dva
asociované rizikové haplotypy: HLA-DRBI1*04, DOB1*03:02 a DRBI1*15, DOBI1*06:02 a
soucasn¢ protektivni haplotyp: HLA-DRB1*03, DOB1*02:01 [56]. Na protektivni efekt HLA-
DQB1*02 bylo poukazano i v publikované studii autorti Tatari-Calderone et al. [60] provedené
u aloimunizovanych pacientl se srpkovitou anémii bez ohledu na specifitu protilatky. Neékteré
zvySe uvedenych nalezli jsou v souladu s velkou studii 941 pacientl, kterou proved]
nizozemsky tym vedeny Schonewillem [57], konkrétné asociace DRB1*04 s anti-Fy* (OR=7,9)
a DRBI*01 s anti-Jk* (OR= 3,1) a anti-D. Autofi také nalezli nové asociace mezi anti-E a
DRBI*09 a mezi anti-S a DRBI1*07 (OR= 3,7; respektive 8,7). Navic se studie zaméfila na
pacienty s viceCetnymi protilatkami s cilem najit asociaci s DRB1 variantami. Autofi zjistili, Ze
HLA-DRBI*15 alelicka skupina byla pfitomna téméf u 40% multirespondertt (fenotypova
frekvence) ve srovnani s 25 % v kontrolni skupiné.

Nase vysledky potvrdily né€kolik klicovych nalezii prace nizozemského tymu [57].
Shodné jsme nalezli signifikantni asociaci HLA-DRBI*15 se statusem multirespondera (OR,
2.0). Vysledky obou praci tedy spojily alelickou skupinu HLA-DRBI1*15 s rizikem tvorby
viceCetnych protilatek proti erytrocytovym antigenim. Nové jsme zaznamenali vys$si frekvenci

HLA-DQBI*06 (OR, 1,5) u multirespondert [58].
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Shodné s Schonewillem jsme u pacientll s anti-E+c zachytili signifikantné vySsi
frekvenci DRB1*13 varianty (OR, 3,2) a nové DQB1*06 varianty (OR, 2,6). Dale jsme poprvé
identifikovali u pacientii s anti-E+Cw signifikantni asociaci s DRB1*03 (OR 4,0) a DOBI1*02
(OR 3,2). Zajimavé bylo, ze kdyz jsme analyzovali pacienty s anti-E a jakoukoliv dalsi
specificitou, vyssi frekvenci jsme zaznamenali pouze u varianty DRB1*03, rozdil ale nebyl
signifikantni po korekci na vicecetna srovnani.

Nase vysledky nepotvrdily nalezy autori Schonewille et al. tykajici se podskupiny
pacientli s anti-C+D, u nichz reportovali asociaci s HLA-DRBI*01 a *12. My jsme nasli
signifikantni asociaci s DRBI*15 (OR=3,6) a DQBI1*06 (OR=2,2). Tyto alelické skupiny byly
frekventnéj$i u anti-C+D jedinct podskupiny multiresponderti, ale ne u pacient s jinymi
kombinacemi protilatek v rdmci podskupiny multirespondert [58]. Nezjistili jsme zddnou
signifikantni asociaci mezi anti-e+C/D pacienty a kontrolami, ale toto srovnani bylo limitovano
nizkym poctem jedinct s touto kombinaci aloprotilatek. Vysledky nasi prace jsou v souladu
se zaveéry ¢lanku Schonewille et al., ze HLA asociace u multirespondert nereprezentuji sumu
jednotlivych specificit nalezenych u monorespondert.

Pfi analyze monorespondert jsme se zaméfili prevazné na jedince s protilatkami proti
RBC antigentim, u kterych nebyly dosud poblikovany asociace s HLA (anti-C, -Cw, -c, -e- and
-M) a skupinu pacientl s protildtkou anti-E, u které byla referovana signifikantni asociace
s HLA-DRB1*09 [57]. V souladu s tim jsme nalezli vyssi frekvenci varianty DRBI*09 u
pacientll s anti-E a potvrdili tak vysledek reportovany v praci Schonewille et al., avSak
pravdépodobné kvili niz§imu poctu pacientl byl rozdil po korekci nesignifikantni. Z vysledkt
u monorespondert rozdélenych podle specificity protilatky bychom mohli usuzovat na odliSnou
schopnost riznych HLA molekul vazat peptidy odvozené z téchto RBC antigent. Naptiklad,
HLA-DRB1*04 byla frekventné&jsi u pacientt s anti-C (22 %), ale zcela chybéla u jedinct s anti-
c a anti-Cw protilatkami. Naopak HLA-DRBI1*07 byla Cast&jsi u anti-c a anti-Cw pacientil (21
%, respektive 23 %), ale byla velmi vzacna u anti-C jedinct (2,8 %). Rozdil ve frekvenci
alelické skupiny DOB1*02 u pacientli s anti-Cw a anti-C protilatkami byl dokonce signifikantni
(40 % vs. 8,3 %; OR 7,3; Pc=0,015).

Na zakladé subanalyzy variant HLAII. tfidy mezi dvéma skupinami multirespondert
rozdélenych dle RhD statusu jsme zjistili signifikantni asociaci mezi HLA-DRB1*15 a RhD
negativnim fenotypem u multirespondertt (Pc= 0,045; OR= 3,04). Jinymi slovy,
multirespondefi s RhD negativnim fenotypem nesli DRBI*15 variantu dvakrat Castéji nez
multirespondeti RhD pozitivni (50,8 % vs. 25,4 %). Tento poznatek odpovida nalezené asociaci

mezi DRBI*15 a ptfitomnosti anti-C+D aloprotildtek u multiresponderti (u vSech potvrzen
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Rhccee fenotyp). Z nasich vysledki vyplyva, ze vyssi riziko vzniku polyspecifickych protilatek
proti aloantigenim cervenych krvinek u pacientd RhD negativnich nebo Rhccee fenotypu je

jesté zvyseno soucasnou pritomnosti HLA-DRBI1*15.

Pti podrobnéjsi analyze RhD pozitivni podskupiny multirespondert jsme zjistili, Ze u
jedincti s CCDee fenotypem byla statisticky vyznamné vyssi frekvence variant HLA-DRB1*13
(Pc=0,015; OR=24), DOBI1*06 (Pc=0,01; OR=5,8) a DOAI1*01 (Pc=0,002; OR= 13,5) oproti
multirespondertim s jinymi RhD pozitivnimi fenotypy (tj. CDcee, CcDEe, ccDEe a ccDEE).

V posledni ¢asti prace jsme se soustfedili na stanoveni HLA variant II. tfidy u
opakovan¢ transfundovanych pacientdl s negativnim screeningem RBC protilatek
(nonrespondeti). Ze srovnani nonresponderi se zdravymi jedinci a s multirespondery jsme
neobjevili Zadné statisticky signifikantni rozdily ve frekvencich HLA II. tfidy. Vzhledem k
malo pocetné podskupiné RhD negativnich nonresponderii nebylo srovnani HLA frekvenci

s RhD pozitivni podskupinou nonrespondert statisticky vypovidajici.

Alelicka skupina HLA DRBI*15 je spojena nejen s tvorbou viceCetnych RBC
aloprotilatek [57, 58], ale rovnézZ s tvorbou anti-HLA protilatek [59] a dokonce s vnimavosti
k autoimunitnim chorobam [70,71]. NaSe vysledky vykazuji uritou paralelu s dobife zndmymi
genetickymi  predispozicemi podminénymi HLA  systémem, napf. s autoimunitnimi
onemocnénimi (napf. diabetes 1. typu nebo celiakie). Pfitomnost ur¢itych HLA molekul je pro
rozvoj téchto onemocnéni nezbytnd, avSak nedostacujici, a proto se museji brat do ivahy dalsi
geny participujici v tomto procesu, a pfedevsim faktory vnéjsiho prostiedi. Na rozdil od téchto
“klasickych” HLA asociaci jsou naSe védomosti o dédicném pozadi a molekularnim
mechanismu asociaci mezi HLA variantami a vnimavosti k RBC aloimunizaci velmi omezené.

Dosud bylo publikovano nékolik ¢lankti zabyvajicich se vztahem mezi HLA-DRBI*15
a vnimavosti k tvorbé antierytrocytovych protilatek. Moritz s kolektivem autort potvrdili
asociaci mezi HLA-DRBI*15 a zvySenym rizikem aloimunizace proti Rh antigentim [95].
Ptesny mechanismus asociace mezi DRBI*15 a imunizaci proti polyspecifickym aloantigenim
v8ak stale neni znam. Né&kteti autoii spekuluji, Ze by tyto ndlezy nemély byt povazovany za
vysledek ucinngjsi antigenni prezentace prostiednictvim DRBI*15, ale Ze by se o této alelické
skupiné mélo uvazovat jako o soucasti susceptibilniho haplotypu zesilujictho imunitni
odpovéd’, napt. ve vhodném cytokinovém prostiedi [59, 96, 97]. Asociace HLA-DRBI*15 s
tvorbou viceCetnych protilatek byla studovdna 1 v né€kolika pozdéjSich pracich. Darvishi

s kolektivem autori na souboru 264 pacientl s thalasémii nalezl signifikantné zvySenou
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frekvenci  HLA-DRBI*15:03 u respenderi a  multiresponderi ve  srovnani
s nealoimunizovanymi transfundovanymi pacienty (OR =4,2). Navic byla tato alela asociovana
s produkci protilatek anti-D, anti-C a anti-K [98]. K podobnym zavérim dosel i Ebrahimi s
kolegy, ktefi potvrdili asociaci HLA-DRBI*15 s tvorbou vicecetnych protilatek, a navic 1
monospecifickych protilatek, predev§im santi-K a anti-E u 106 pacientli s thalasémii.
Nepotvrdili asociaci HLA-DRBI1*01 a anti-K, protoZze v souboru pacientli nebyl zadny nositel

této varianty [99].

vvvvvv

aloimunizace proti RBC antigenim. Evers a jeho tym zjistili, Ze u hematoonkologickych
pacienttl je snizené riziko RBC aloimunizace ve srovnani s pacienty se solidnimi nadory [100].
Tomuto zjisténi by odpovidal rozdil v poctu pacientii s nékterou z hematologickych malignit v
nasi skupiné multiresponderi (6,5 %) a nonresponderii (36,7%). Provedli jsme tedy porovnani
frekvenci HLA-DRBI1, -DQBI1 a DQAI alelickych skupin u 79 nonrespondert (podskupina
zmenSend o pacienty s hematologickymi malignitami) s distribuci HLA variant u
multiresponderti, ale ani u téchto dvou skupin jsme nezaznamenali signifikantni rozdil v
distribuci zkoumanych HLA alel. Jednim z moznych vysvétleni snizeného rizika aloimunizace
u pacientil s hematologickymi malignitami mlze byt utlumeni reakce proti aloantigenlim
z riznych pficin. Zda mize v ojedinélych piipadech hrat roli ztrata exprese nebo heterozygosity
HLA na nadorovych buiikdch, a tedy i1 sniZzeny repertodr jejich HLA variant schopnych
prezentovat odvozené peptidy [101], neni jasné. V ptipad¢ diagnozy MDS se naopak uvadi
vy$$i mira aloimunizace opét ve spojeni s DRB1*15 fenotypem [102]. V nasi studii jsme zjistili,
ze z celkového poctu 39 DRB1*15 pozitivnich nonresponderii byli 4 pacienti s diagné6zou MDS
(10.2%) a mezi 50 DRB1*15 pozitivnimi multirespondery byla zachycena tato diagn6za pouze

jedenkrat (2%). Uvedeny rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny.

Néachylnost k tvorbé erytrocytovych protilatek u pacienti RhD negativnich, resp.
Rhccee fenotypu byla potvrzena v recentni praci reportujici vysledky velké srovnavaci studie
zabyvajici se epidemiologii pfijemct a darct (,,Recipient Epidemiology and Donor Evaluation
Study” - REDS-III). V publikaci se uvadi, Ze mira aloimunizace RhD negativnich pacienti byla
0 45 % vyssi neZ u RhD pozitivnich [103]. V souladu s timto ndlezem jsme pozorovali
signifikantné vyssi frekvenci RhD negativnich v souboru 124 multiresponderi (49,2 %) nez
v souboru 109 nonresponderti (11,9 %; p <0,0001). Pokud vychazime z faktu, Ze v kavkazoidni
populaci je zastoupeno 15 % RhD negativnich jedinct pievazné Rhecee fenotypu (98,4 %),

muiZeme povazovat vysoké procento aloimunizovanych RhD negativnich multirespondertiza
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dalsi dikaz, Ze transfundovani pacienti RhD negativni s predominantnim Rheccee fenotypem
jsou ve vyssim riziku tvorby polyspecifickych erytrocytovych aloprotilatek. Interpretace tohoto
nalezu vSak muze byt v DP limitovana vybérem pacientli do studie; zastoupeni jednotlivych
kombinaci protilatek nemusi v naSem souboru zcela odpovidat skutecné distribuci

multiresponderti mezi pacienty tvoticimi protilatky proti erytrocytiim (podrobnéji v kapitole 4).

I ptes usili pochopit genetické pozadi imunizace proti antigenim ¢ervenych krvinek je
hlavni klinicky zdjem sméfovan na prevenci tvorby aloprotilatek. Lin a jeho spolupracovnici
demonstrovali, zZe se mira Rh/K aloimunizace signifikantné sniZila z 22 % na 7 % po zavedeni
profylaktické transfuze erytrocyti shodnych v systémech Rh a Kell [104]. Tato strategie je
aplikovana v mnoha zemich u pacienti s hemoglobinopatiemi. V jiz zminované studii REDS-
III provedené v USA na vice nez 300 tisicich pacientech Karafin spolu s pracovnim tymem
publikovali zajimavé vysledky: mira imunizace ¢inila 2,07 % a z imunizovanych pacientli 75
% tvoftilo aloprotilatky proti nékterému z antigennich systémi Rh nebo Kell. Aloimunizace
byla signifikantné ¢astéjsi u Zen (2,38 %) nez u muza (1,68 %) a u RhD negativnich (2,82 %)
nez u RhD pozitivnich (1,94 %). U détskych pacientd od 6 do 12 mésict byla signifikantné
niz§i mira aloimunizace ve srovnani s ostatnimi vékovymi kategoriemi. Rozd¢€leni pacientt dle
diagnoz ukazalo, Ze OR pro status respondera bylo signifikantné vy$si u SCD, SLE, RA a MDS.
Pfi srovnani miry aloimunizace podle etnické piisluSnosti piekvapivé naSli vyssi

pravdépodobnost responderstvi u bélochli nez u ¢ernochti a asiati [103].

Studie provedend v této DP ma urcité limitace. Soubor pacientli pouzity ve vyzkumné
Casti prace byl sestavovan retrospektivné na zakladé¢ vysledkti imunohematologickych vySetieni
ulozenych v informacni databazi Krevniho centra FN Ostrava. Byl tvofen jedinci s riznymi
diagn6zami léCenymi odlisSnymi transfuznimi protokoly. Tato heterogenita soubori
transfundovanych pacientl miize byt povazovana za ¢astecnou limitaci této DP. Pii vybéru
responderti jsme se fidili aktudlnimi i historickymi vysledky identifikace erytrocytovych
protilatek, u multiresponderd s anti-C+D protilatkami jsme pouzili zaznamy o vysledku
vySetieni Rh fenotypu. U nealoimunizovanych pacientl jsme sledovali pocet aplikovanych TU,
pocet transfuznich epizod a negativni screening RBC aloprotildtek provadény v ramci
predtransfuzniho vySetfeni. V souboru nonresponderti jsme méli Sest pacientti, ktefi obdzeli
transfuzni pfipravky pouze v jedné az tfech transfuznich periodach, a proto u té€chto jedinct
nelze zcela vyloucit vymizeni protiladtek z divodu chybéni opakovaného screeningového
testovani. Problém s chybnym zafazenim pacienta do konkrétni skupiny mohl tedy teoreticky

vzniknout bud’ faleSné¢ negativnim screeningem protilatek (vymizeni protilatek pro
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nedostateCny aloimunizacni dohled), nebo neznalosti celé transfuzni historie pacienta kvili
nepropojeni databézi jednotlivych transfuznich zatizeni. Méné pocetna skupina nonrespondert
v druhé Casti nasi studie neméla dostate¢nou statistickou silu pro identifikaci mozného mirného

az sttedniho protektivniho efektu ur¢itych HLA molekul II. tfidy na RBC aloimunizaci.

Zaverem lze shrnout, Ze nasSe prace nezavisle a poprvé v c¢eské populaci potvrdila diive
pozorovanou asociaci mezi HLA-DRBI*15 a statusem multirespondera produkujiciho
viceCetné protilatky v reakci na RBC aloantigeny. Nové jsme nalezli signifikantni asociace
mezi antigeny HLA Il.tfidy a tfemi ¢astymi protilatkovymi kombinacemi: anti-C+D, anti-E+c
a anti-E+Cw. Je tieba dale ovéfit, jsou-li pfi¢inou téchto asociaci pfimo nami nalezené alelické
skupiny HLA-DRBI1*15, DRBI1*03 a DRBI1*13, nebo jsou jen odrazem vazby s jinymi
,kauzalnimi“ HLA variantami nebo dokonce vazanymi nonHLA alelami v $ir§i genové oblasti
HLA systému. A¢ se ndm nepodaftilo identifikovat HLA variantu s protektivnim G¢inkem viici
aloimunizaci, z naSich zavért vyplyva, ze ptitomnost HLA-DRBI1*15 u RhD negativnich a
HLA-DRBI*13 (spolu s DOBI1*06 a DQAI*01) u jedinci s RhDCCee fenotypem muze dale
zvysit vnimavost k tvorbé vicecetnych protilatek proti RBC aloantigenim [105]. Tento
poznatek by mohl prispét k vybéru pacientii opakované transfundovanych a ve vysokém riziku
aloimunizace (RhD negativni/ DRB1*15 pozitivni a RhCCDee/ DRB1*13 pozitivni), u kterych
by stélo za tivahu zavedeni vhodné naasovaného potransfuzniho vySetieni protilatek a zajisténi
vys$s$i miry kompatibility RBC antigenti v podanych TP. Cileni na vys$si miru shody v RBC
antigenech u rizikovych pacientli by mélo vyznamné ptispét ke snizeni rizika aloimunizace,
zvysit bezpecnost transfuzi a predejit ptipadnym nezadoucim reakcim v podobé DHTR [106,

107].
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7 SOUHRN

Uvod. Aloimunni protilatky proti antigentim ervenych krvinek, které se u vnimavych jedincti
(respondertt) tvofi po transfuzi, v t€hotenstvi nebo po transplantaci, mohou zpusobit zdvazné
komplikace. Existuje vSak pocetna skupina pacientd, u kterych se netvoii protilatky ani po
opakované transfuzni terapii.

Cile. Dizertacni prace se zaméfila na 1) uréeni asociace mezi aloimunizaci proti konkrétnim
RBC antigenim a HLA variantami II. tfidy; 2) nalezeni moZzné asociace mezi
nonresponderstvim a alelami HLA IL.tfidy a 3) analyzu HLA alel II. tfidy asociovanych s RBC
multiresponderstvim podle Rh fenotypu.

Metody. Do studie bylo zahrnuto celkem 230 responderti (106 monoresponderd a 124
multiresponderit) a 109 pacienti bez RBC aloprotilatek, kterym bylo aplikovano minimalné 10
erytrocytovych jednotek (nonrespondefi). Imunohematologicka vySetfeni byla provedena
standardnimi postupy. Varianty HLA-DRBI, -DQAI a -DQBI byly stanoveny molekularné
genetickou metodou (PCR-SSO) a jejich frekvence byly srovnany mezi pacienty, popula¢nimi
kontrolami (375 ¢lenit CNRDD) a mezi nonrespondery a multirespondery dle Rh statusu.
Vysledky. Tvorba vicecetnych erytrocytovych protilatek u pacient byla asociovana s HLA-
DRBI*15 a -DQBI*06 alelickymi skupinami, pfi¢emZ tato souvislost byla nejziejmé;jsi
v ptipad¢ anti-C+D protilatek. Navic jsme pozorovali zvySenou frekvenci DRBI*13 a
DQBI1*06 u multirespondert s anti-E+c a DRBI*03 a DQOBI*02 u pacientl s anti-E+Cw
protilatkami. Aloimunizace byla podle ocekdvani asociovdna s RhD negativnim fenotypem,
protoZze RhD negativni jedinci byli signifikantné ¢ast&j$i mezi multirespondery (49,2 %) nez
mezi nonrespondery (11,9 %). Analyza HLA-DRBI, -DQAI a DQBI alelickych skupin u
nonresponderii neidentifikovala varianty protektivni ve vztahu k RBC aloimunizaci. Ze
srovnani HLA variant na zaklad€ Rh fenotypt vyplyva, Ze jedinci HLA-DRB1*15 pozitivni byli
signifikantné cetnéj$i mezi RhD negativnimi neZ mezi RhD pozitivnimi multirespondery
(DRBI1*15:50,8 % vs. 25,4 %, Pc =0,045) a alelicka skupina HLA-DRB1*13 (spolu s vdzanymi
DQBI1*06 a DQAI*01 variantami) byla ¢ast¢j$i u RhCCDee multirespondert nez u ostatnich
RhD pozitivnich fenotypi (45,5 % vs. 3,3 %, Pc=0,015).

Zavér. V nasi studii jsme jako prvni nezavisle potvrdili asociaci HLA-DRBI*15 s tvorbou
vicecetnych protilatek proti RBC aloantigeniim a nalezli jsme asociace variant HLA II. tfidy
pro tfi Casté kombinace téchto protilatek. Nase data spolu s dostupnymi literarnimi udaji
podporuji zaver, ze HLA variabilita hraje dualezitou roli v odpovédi na RBC aloantigenni

podnét. Nalezené asociace s HLA-DRBI*15 a DRBI*13 byly potvrzeny i ve vztahu k Rh
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fenotypiim, coz muize v budoucnu pomoci pii vybéru pacientii ve vysS$im riziku RBC

aloimunizace.
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8§ SUMMARY

Introduction. Alloimmune antibodies against red blood cell (RBC) antigens induced in
susceptible individuals (responders) by transfusion, pregnancy or transplantation may have
serious clinical consequences. Nevertheless, there is a high proportion of patients who do not
form RBC alloantibodies despite the repeated transfusion therapy.

Aims. The aims of this study were 1) to investigate the association of alloimmunization against
selected RBC antigens with HLA-Class II; 2) to investigate possible association between the
unresponsiveness to RBC alloantigens and HLA-Class II alleles and 3) to stratify HLA-Class
IT alleles associated with RBC multi-responsiveness according to the Rh phenotype.

Methods In total, 230 responders (106 monoresponders and 124 multiresponders) and 109
patients without RBC alloantibodies who were administered with minimally 10 RBC units
(“non-responders”) were enrolled into the study. Immunohaematological tests were performed
by standard procedures. HLA-DRBI, -DQAI and -DQBI variants were determined by
molecular-genetic approach (PCR-SSO) and their frequencies were compared between the
patients (patient subgroups) and 375 ethnically and regionally matched controls and among
non-responders and multi-responders according to their Rh status.

Results Development of multiple RBC antibodies was associated with HLA-DRBI1*15 and -
DQOBI*06 allelic groups in the patients, with the relationship being particularly apparent in
those with anti-C+D antibodies. Furthermore, DRB1*13 and DQB1*06 were more frequent in
multiresponders with anti-E+c antibodies and DRB/*03 and DQBI1*02 in those with anti-
E+Cw. As expected, alloimmunization was associated with RhD negative phenotype because
RhD negative individuals were significantly more frequent among multi-responders (49.2 %)
than in non-responders (11.9 %). Analysis of HLA-DRBI1, DQAI and DQBI allelic groups in
non-responding patients did not reveal any HLA variant protective againts RBC
alloimmunization. Importantly, HLA-DRBI*15 carriers were significantly overrepresented
among RhD negative multi-responders by comparison to RhD positive multi-responders (50.8
% vs. 25.4 %; Pc = 0.045) and HLA-DRB1*13 together with linked HLA-DQBI1*06 and HLA-
DQAI1*01 variants were more frequent in individuals with the DCCee phenotype than in other
RhD-positive phenotypes (45.5 % vs. 3.3 %; Pc=0.015).

Conclusion For the first time, we confirmed here independently the association of HLA-
DRBI*15 with the RBC antibody multiresponder status and found HLA-class II associations
for three frequent RBC antibody combinations. Our data together with available literary reports

support the concept that HLA variability plays an important role in the response to RBC
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alloantigens. Observed HLA-DRB1*15 and DRBI*13 associations were confirmed also when
the patiens were stratifyied according to Rh phenotypes and this finding may perspectively

contribute to the identification of patients at a higher risk of multiple RBC alloimmunization.

67



9 Seznam pouZitych zkratek

aa — aminokyselina

Abs — protilatky

Ag — antigen

APC — antigen prezentujici buiika

BCR - bunéény receptor B lymfocytl

CD - cluster of differentiation

CD4+ T lymfocyty — T lymfocyty CD4 pozitivni
CMYV - cytomegalovirus

CTLA4 — s cytotoxickymi lymfocyty asociovany protein 4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4)

CNRDD - Cesky narodni registr darct diené

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DHTR - pozdni hemolyticka potransfuzni reakce

DP — dizertacni prace

DSP — doktorsky studijni program

EBR - erytrocyty bez buffy coatu resuspendované
ERD — erytrocyty resuspendované deleukotizované
FMAITP — fetomaternalni aloimunni trombocytopenie
FNO — Fakultni nemocnice Ostrava

GATA-1 - transkrip¢ni faktor erytrocytii

GPA - glykoforin

HbBS — mutaci zmeénénd molekula hemoglobinu (v B-fetézci zaména Glu za Val) vedouci

k srpkovité anémii

HLA — hlavni histokompatibilni systém ¢lovéka MHC (human leukocyte antigens)
HON — hemolytické onemocnéni novorozence a plodu

HPA — human plateles antigens

HSP 70 — jeden z nejbéznéjsich proteint teplotniho Soku (Heat shock protein 70)
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HTR — hemolyticka potransfuzni reakce

IF — Impact factor

IL - interleukin

ISBT — International Society of Blood Transfusion

K - Kell

KIR - receptory NK bunék (Killer-cell immunoglobulin-like receptors)
MSD — myelodysplasticky syndrom

MHC - Major Histocompatibility Complex

N —pocet

NK — Natural killer

OR - odds ratio

PCR - polymerazova fetézova reakce

PCR SSO — PCR se sekvencné specifickymi oligosondami

PCR SSP - PCR se sekvenéné specifickymi primery

PLT — trombocyty

RA — revmatoidni artritida

RBC — ¢ervené krvinky

RhD — antigen D (RhD protein)

RHD — gen kodujici RhD protein

SA — srpkovita anémie

SAPE - Streptavidin R-Phycoerythrin konjugat

SLE — systémovy lupus erythematodes

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

TAP protein - Transporter associated with antigen processing protein
Taq — DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus
TBE — pufr (Trometamolum — Boric acid — EDTA)

TCR - bunéény receptor T lymfocyth
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Th — pomocné T lymfocyty

Tth — folikularni Th lymfocyty

TNF - faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

TP — transfuzni ptipravek

TRALI - akutni poSkozeni plic vyvolané transfuzi (Transfusion-related acute lung injury)
Treg — regulacni T lymfocyty

TU — transfuzni jednotka

WBC - bilé krvinky
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