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บทน�ำ

แอนตเิจนจากระบบหมูโ่ลหติ Rh และ Kell สามารถก่อใหเ้กดิ

การสรา้งภมูคิุม้กนัต่อตา้นไดม้ากในเชงิคลนิิค การสรา้ง antibody 

ต่อหมูเ่ลอืดเริ่มตน้จากการที ่antigen-presenting cell น�ำเสนอ 

antigen peptide ให ้CD4 T cell รบัรู ้ผ่าน HLA-class II โดย 

90% ของ HLA-class II isotype จะเป็น HLA-DR โครงสรา้ง

ของ HLA class II ประกอบดว้ย alpha และ beta chain ทีจ่ะ

วางตวักนัเป็น groove ซึง่ประกอบดว้ย 9 pocket ย่อยๆ (P1-9) 

ไวจ้บักบั peptide ทีต่อ้งการน�ำเสนอ ขนาด 12-25 molecule โดย 

DRB1 gene ที ่encode beta chain จะมคีวามหลากหลายใน

ประชากร (polymorphism) มาก ส่งผลใหม้โีครงสรา้งของ HLA-

DR molecule ทีแ่ตกต่างกนัในแต่ละคน และท�ำใหค้วามสามารถ

ในการ present antigen peptide จนไปถงึความสามารถในการ

สรา้ง antibody ต่อหมูเ่ลอืดแตกต่างกนัไปดว้ย  การศึกษานี้มจีดุ

ประสงค ์3 อย่าง ประกอบดว้ย การที ่HLA-DRB1 allele ชนิด

ใดทีม่คีวามสมัพนัธก์บัการสรา้ง antibody ต่อ D, C, E และ 

K antigen อย่างมนียัส�ำคญั  การที ่ Anchor peptide จาก 

RhD, RhCE และ Kel protein แบบใด ทีส่ามารถจบักบั DRB1 

molecules ไดด้กีวา่  และ การจบักนัของ DRB1 และ anti-

genic peptide มกีลไกทางโมเลกลุเป็นอย่างไร โดยใช ้in silico 

analysis (การศึกษาในโปรแกรมคอมพวิเตอร)์ ในการศึกษา ซึง่

จะมขีอ้ดกีวา่ in-vitro study (การศึกษาในหลอดทดลอง) คอื

ราคาถกูกวา่   การวจิยันี้ ศึกษากลไกทางโมเลกลุของ DRB1 ทีม่ี

ความสมัพนัธก์บัเปบไทดข์อง antigen ทีจ่ะช่วยอธบิายความถี่

ของการตรวจพบ antibody ต่อ D+C antigen และ anti-K ใน

การใหโ้ลหติและการตัง้ครรภ์

วสัดแุละวธิกีาร

การศึกษานี้ไดร้วบรวมขอ้มลูของผูป่้วย 201 คนทีม่ ีantibody 

ต่อ antigen ระบบ Rh และ Kell แลว้น�ำมาเปรยีบเทยีบกบักลุม่

ควบคุม 174,015 คน โดย identify antibody ดว้ย gel test ของ

บรษิทั Biorad และ Grifols ไดท้ �ำ genotype HLA-DRB1 ดว้ย

วธิ ีsequence-specific oligonucleotide probes (PCR-SSO) 

ดว้ยชดุตรวจ LABType SSO-HD ของบรษิทั One Lambda

การท�ำ in silico analysis ของ HLA-DRB1 binding sites 

เพือ่ศึกษาความสามารถในการจบักบั peptide ดว้ยโปรแกรม Net-

MHCIIpan โดยใส่ขอ้มลู peptide sequence ของ antigen 

หมูเ่ลอืด RhD, RhCE และ Kell ตดัแบง่เป็นส่วนละ 15 amino 

acid ซึง่จะม ี core sequence อยู่ 9 amino acid เรยีกวา่ 

9-mer-sequence จะเป็นส่วนส�ำคญัทีใ่ชใ้นการ anchor peptide 

ลงใน peptide-binding groove ของ HLA-DRB1 ซึง่โปรแกรม 

NetMHCIIpan จะวดัความสามารถของส่วน anchor peptides 

ในการเกาะกบั HLA-DRB1 ได ้ซึง่จะส่งผลต่อความสามารถในการ 

present antigen นัน้ให ้CD4 T-helper cell ดว้ย นอกจากนี้

ยงัไดท้ �ำ beta chain HLA-DRB1 pocket (P1-9) alignment 

analysis ดว้ย IMGT/HLA database เพือ่ดู residue identity 

(กรดอะมโินซ�ำ้กนัทีต่ �ำแหน่งเดยีวกนั) และ homology (คุณสมบตัิ

ทาง physicochemical คลา้ยกนั) โดยหากค่า < 50% ถอืวา่ต�ำ่ 

ถา้ ≥ 50% แต่ < 75% ถอืวา่ปานกลาง และ ≥ 75% ถอืวา่สูง

ผลการศึกษา

ในส่วนของสถติคิวามสมัพนัธร์ะหวา่ง HLA-DRB1 alleles 

และการเกดิ alloimmunization ต่อระบบ Rh และ Kell พบวา่

ในกลุม่ของผูป่้วยทีม่ ีalloantibody ท ัง้ต่อระบบ Rh หรอื Kell 

จะมคีวามถีข่อง HLA-DRB1*15 allele สูงกวา่กลุม่ควบคุมอย่าง

มนียัส�ำคญั (p < 0.001)  นอกจากนี้ในกลุม่ผูป่้วยทีม่ ี anti-D 

จะพบ HLA-DRB1*12 allele มากอย่างมนียัส�ำคญัอกีดว้ย ส่วนผู ้

ป่วยทีม่ ีanti-C จะพบ HLA-DRB1*01 allele มากขึ้นอย่างมนียั

ส�ำคญั กลุม่ผูป่้วย anti-E หรอื anti-K จะพบ HLA-DRB1*15 

allele มากเป็นพเิศษเพยีงตวัเดยีว

จากการท�ำ in silico analysis พบวา่ C หรอื D antigen 

จะม ีpolymorphic point ร่วมกนั 3 จดุ ไดแ้ก่ 60I, 68S และ 
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103S ทีส่ามารถจบักบั DRB1 molecule ไดด้ ี(strong binder) 

หลาย allele ไดแ้ก่ DRB1*12:01 (พบในผูป่้วยทีม่ ีanti-D เท่านัน้), 

DRB1*15:01 และ DRB1*15:03 ซึง่ผลไปในทางเดยีวกบัผลทาง

สถติ ิHLA-DRB1*15 allele ทีพ่บไดท้ ัง้ในผูป่้วยทีม่ ีanti-D และ 

anti-C จงึอาจอธบิายวา่ท�ำไมถงึพบผูป่้วยทีม่ ีanti-D+C ไดบ้อ่ย 

ในขณะที ่molecule HLA-DRB1*01 สามารถแสดง protein ได ้

ทีจ่ดุๆ เดยีวเท่านัน้คอื 121M polymorphic point บน RhCe 

protein แต่ HLA-DRB1*15:01 หรอื HLA-DRB1*15:03 จะ

สามารถแสดง protein ไดห้ลาย polymorphic point เช่น 60I, 

68S, 103S, 169L, 170R และอืน่ๆ เป็นจ�ำนวนมาก จงึม ีaffinity 

ต่อ RhCe-derived anchor สูง สามารถน�ำเสนอ antigen ให ้

T helper cell ไดด้ ีและกระตุน้การสรา้ง alloantibody ต่อ C 

antigen ไดด้กีวา่ จากการศึกษา alignment analysis พบ

วา่ HLA-DRB1*15 จะมคีุณสมบตัทิาง physicochemical ที่

ต�ำแหน่ง 11P (proline, non-polar) และ 13R (arginine, basic 

polar) ใน P4 pocket ต่างไปจาก HLA-DRB1 allele อืน่ๆ ซึง่

ท �ำใหส้ามารถตอบสนองกบั antigenic peptide ไดด้กีวา่เช่น

กนั ส่วน DRB1*09:01 molecule แมว้า่จะไมม่คีวามสมัพนัธ์

กบัการสรา้ง antibody ในประชากรทีศึ่กษาอย่างมนียัสถติ ิ แต่

การท�ำ In-silico analysis พบวา่จบักบั anchor peptides จาก 

sequence ทีม่ ีpolymorphic determinants ของ E antigen 

ได ้4 ใน 5 ชนิด (ยกเวน้ 217-WMFWPSVNS-225 ซึง่จะจบัไดด้ี

กบั  DRB1*15:03) ซึง่ตรงกบัรายงานการศึกษาในประชากรจนีที่

พบวา่ HLA-DRB1*09:01 จะมคีวามสมัพนัธก์บัการสรา้ง anti-E  

นอกจากนี้ anti-K alloimmunization ไมถ่กูจ�ำกดัการตอบสนอง

ต่อ DRB1 ชนิดใดชนิดหนึ่ง แสดงวา่ในกลุม่ประชากรศึกษา ม ี

DRB1 ทีส่ามารถเกาะกบั KEL-derived anchor peptides และ

ผลติ anti-K ไดห้มด ซึง่สอดคลอ้งกบัความถีข่อง anti-K ใน

ประชากรชาวบราซลิทีค่่อนขา้งสูง

ส�ำหรบัการตรวจ alignment และ ลกัษณะทาง physico-

chemical ของ HLA-DRB1 beta chain พบวา่ DRB1*15:01, 

*15:03 และ *16:01 ทีท่ �ำหนา้ทีน่�ำเสนอ 64-FLTSSFRRH-72 

anchon peptide ของ RhD, RhCe จะม ีmean identity 72.7% 

และ homology 90.9% ในขณะที ่DRB1*12:01 และ *15:01 ที่

น�ำเสนอ 107-VITLFSIRL-115 anchor peptide ของ RhD จะม ี

identity ต�ำ่เพยีงแค่ 36.4% แต่ม ีhomology สูง 77.3% โดย

ท ัว่ไปแลว้ DRB1 ทีจ่บักบั RhD และ RhcE-derived strong 

binder ไดอ้ย่างแขง็แรงจะมคีุณสมบตั ิของ physicochemical 

ทีค่ลา้ยกนับรเิวณ residue 28, 70 ของ P4 pocket ในขณะที ่

DRB1 ทีส่ามารถจบักบั RhCe-derived strong binder ไดแ้ขง็

แรงจะม ีresidue 26, 28, 70, 74 และ 78 ทีค่ลา้ยกนั ส่วนใน 

DRB1 molecule ทกุตวัทีส่ามารถน�ำเสนอ KEL-derived anchor 

protein ไดห้ลายชนิดแตกต่างกนั แต่ละชนิดอาจม ีidentity ทีต่ �ำ่

ถงึ ปานกลางได ้(ต ัง้แต่ 31.8 ถงึ 72.7%) แต่จะมค่ีา homology 

ปานกลางสูงตลอด (63.6 ถงึ 86.4%) ม ีP4 pocket homology 

(50 ถงึ 100%) และจะม ี 26, 28, 70 และ 78  residue ทีม่ี

คุณสมบตัทิาง physicochemical ทีค่ลา้ยกนั จงึเป็นการแสดง

ใหเ้หน็วา่คุณสมบตัทิาง physicochemical ของ residue มผีล

ต่อความสามารถของ HLA ในการน�ำเสนอ antigen ไดอ้ย่างมี

ประสทิธภิาพ

สรุป

จากการศึกษาวจิยัคร ัง้นี้  พบวา่ HLA-DRB1*15 allele สามารถ

ใชเ้ป็นตวับอกความเสีย่งของการสรา้ง alloantibody ต่อ D, C, 

E และ K antigen เมือ่ไดร้บัเลอืดทีม่ ีantigen ไมต่รงกนัได ้in 

silico analysis ยงัแสดงใหเ้หน็วา่ HLA-DRB1*15 molecule มี

ลกัษณะพเิศษทาง physicochemical ของ 11P และ 13 R ใน P4 

pocket ทีจ่ะส่งเสรมิการเกดิ immune response ต่อ antigenic 

peptide ต่างๆ การทีพ่บ anti-D และ anti-C ร่วมกนับอ่ยในผู ้

ป่วย เกดิจากการที ่D และ C antigen ม ีpolymorphic point 

3 ต�ำแหน่งร่วมกนั มคีวามหลากหลาย (polymorphism) มาก 

และสามารถจบักบั DRB1 ไดห้ลายรูปแบบ ส่วน Kell antigen 

แทบทกุชนิด สามารถจบักบั DRB1 ได ้แสดงวา่ในประชากรกลุม่

ทีศึ่กษา หากได ้Kell positive blood จะมคีวามเสีย่งในการสรา้ง 

anti-K สูง การท�ำ HLA genotyping สามารถน�ำมาใชป้้องกนั 

alloimmunization โดยเฉพาะในกลุม่ผูป่้วยทีไ่ด ้chronic trans-

fusion สามารถน�ำผล HLA genotype มาช่วยจดัเรยีงล �ำดบั

ความจ�ำเป็นของผูป่้วยทีต่อ้งหาเลอืดตรงหมูใ่ห ้

นายแพทยอ์ภวิรรษ ตยิะพรรณ
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