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Abstrakt

ABO systém byl prvnim krevnim systémem nalezenym u ¢lovéka a to jiz v roce 1901.
Pozdé&ji se ukazalo, ze tento krevni systém se nenachazi pouze v Krvi, ale jeho antigeny se
vyskytuji v podstaté ve vSech bunkach v téle, v télnich tekutindch i v mezibunécné hmoté.
Krevné skupinové antigeny byly z poc¢atku identifikovany jako povrchové antigeny erytrocyt
a jejich funkce byla hlavné serologicka. Pozd¢ji se ukézalo, ze tyto antigeny jsou Siroce
rozsifeny 1 v ostatnich bunikach a tkanich. Metody, které se uplatiiuji k zjiStovani antigenti
Vv téchto tkdnich, mohou byt serologické a v posledni dobé predevsim molekularné biologické.
Serologické metody jsou nejcastéji vyuzivany k identifikaci pozustatka jedince, mohou to byt
napf. kosti, vlasy nebo zuby. Molekularné biologické metody slouzi k identifikaci DNA
jedince. Pomoci znalosti o ABO systému lze studovat migraci obyvatelstva a jeho miseni
nebo na zdklad¢ zjiStovani antigenii z tkédni vySetfit kriminalistické ptipady, kde nejsou
k dispozici otisky prstiu. Tyto poznatky se mohou vyuzivat v Iékafstvi (napf. pfi transfuzich

nebo transplantacich), v genetice, v antropologii nebo jiz zminované kriminalistice.

Abstract

ABO system was the first blood system found in humans already in 1901. Later showed
that the blood system is not only in the blood, but its antigens are presented practically in all
the cells in the body, body fluids and intercellular mass. Blood group antigens were initially
identified as surface antigens erythrocytes and their function was mainly serological. Later it
turned out that these antigens are widely distributed in other cells and tissues. Methods that
apply to the discovery of antigens in these tissues may be serological and recently in
molecular biology. Serological methods are most frequently used to identify the remains of
the individual, this can be for example: bones, hair and teeth. Molecular biological methods
are used to identify the DNA of the individual. Using of knowledges of the ABO system can
be studied migration of human population and its mixing or based on surveys of antigens
from the tissues to investigate forensic science cases where no fingerprints are. Such
knowledge may use in medicine (e.g. transfusions or transplantations), in genetics, in

anthropology or in criminalistics.



1. Uvod

Krev je zivotadarnd tekutina, ktera zajimala védce jiz od starovéku a byla vzdy
povazovana za dilezitou a vzacnou tekutinu. Vznikaly o ni i rlizna pfislovi, napt. v urcitych
okamzicich by se v ¢lovéku ,.krve nedotfezal‘‘, nejsilngjsi je ,krevni pouto‘‘ a o nékom
fikame, ze nam ,,pije krev‘‘, o jiném, ze je ,,horkokrevny*‘‘ nebo naopak ,,chladnokrevny‘*.

Hned z poc¢atku mél objev ABO systému, jako prvniho krevniho systému u ¢lovéka, velky
vyznam pii transfuzich, kde dochdzelo k mnoha umrtim. Po tomto objevu mohla byt tato
umrti ¢astecné objasnéna a dalsi vyzkumy systému ABO i objevy novych krevnich systému
vedly k lepSim moznostem pfi transfuzich i transplantaci. Pozdé&ji byla objasnéna i otazka
dédi¢nosti krevné-skupinovych vlastnosti systému ABO. Tyto vlastnosti se dédi z rodicd na
déti podle Mendlovych zakonti dédi¢nosti.

ABO systém je charakterizovan antigeny na erytrocytech a protilatkami v séru. Antigeny
tohoto systému se nenachézeji pouze v krvi, ale také i na ostatnich tkdnich. Antigenim ABO
systému se vénuji rizna odvétvi antropologie. Mize to byt historickd antropologie, kteréd se
zabyva vznikem a vyvojem lidskych populaci i c¢lovéka samotného, nebo forenzni
antropologie, ktera je uzce spjata s kriminalistikou. Aby se antigeny ABO systému daly dale
studovat, byly k tomuto Gcéelu vytvoreny rizné metody. VétSina z nich je serologickych, ale i

molekularné€ biologické, hematologické nebo genetické.



2. AB0 systém

2. 1. Historie ABO systému

Objev krevnich skupin ABO systému je vSeobecné pripisovan videnskému védci Karlu
Landsteinerovi, ktery v roce 1901 objevil tii krevni skupiny A, B a C (dnesni A, B a 0). Za
tento objev dostal roku 1930 Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékafstvi. Landsteiner provedl
jednoduchy pokus se sérem a krvinkami Sesti kolegli. VSechny vzorky pochézely ze zdravych
jedincti, ¢imz vyloucil, Ze reakce je patologického ptivodu ¢i nésledek bakterialni infekce. Na
zaklad¢ dalSich pokust klasifikoval populaci do tfi skupin. Landsteiner predpokladal, ze
vlastnosti krve jsou zalozeny na ptitomnosti ¢i neptitomnosti dvou aglutinogenti A a B a dvou
protilatek — aglutinini anti-A a anti-B. Dokazal, ze séra neobsahuji protilatky proti svym
vlastnim antigenim. Skupinu, ktera ma protilatky anti-A i anti-B pojmenoval C (pozdéji 0)
(Daniels, 2002).

Obrdzek ¢. 1: Karl Landsteiner (URL 1) a Jan Jansky (URL 2)

Roku 1902 popsali rakousti védci Alfred van Descatello a Adriano Sturli krevni skupinu
AB jako ,,vyjimku z Ladsteinerova pravidla®“. Skupina AB je ze vSech skupin nejvzacnéjsi a
nevlastni zadnou protilatku (Daniels, 2002).

Roku 1907 nezavisle na nich popsal tfi znamé krevni skupiny ¢esky psychiatr Jan Jansky
a navic 1 ¢tvrtou krevni skupinu, kterd obsahuje znaky A 1 B. Jansky pouZival oznaceni skupin
I, I, 11l a IV. Tento z4sadni objev vSak nebyl ocenén - Jansky se sdm vyzkumu krve dale
nevénoval (Malaska, 1957).

Nezavisle na Janském popsal roku 1910 také ctyfi krevni skupiny American William
Lorenzo Moss. Pouzil také oznafeni fimskymi ¢islicemi -1V, ale v opaéném potadi nez
Jansky (Malaska, 1957).
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Oznaceni krevnich skupin jako A, B, AB a 0 bylo zavedeno az ve tficatych letech 20.
stoleti (Malaska, 1957).

Stacy Epstein a Larry Ottenberg piedpokladali, Zze krevni skupiny jsou dédény. V roce
1910 Emil Freiherr von Dungern a Ludwig Hirschfeld to potvrdili a zjistili, Ze pro né plati
Mendlovy zakony dédi¢nosti (Daniels 2002).

V roce 1924 Bernstein popsal teorii, ve které tikd, ze pouze tii alely na jednom lokusu
jsou nezbytné pro vyjadieni ABO dédicnosti. Pozdéji se zjistilo, ze nékteti lidé s krevni
skupinou A produkuji protilatku, ktera aglutinuje erytrocyty skupiny A u jinych lidi. Z toho to
divodu byla skupina A rozdé€lena na dvé podskupiny — A; a A,. Bernsteinova teorie tii alel
byla diky Thomsenovi a kol. rozsifena o ¢tvrtou alelu. Byly to tedy alely Aj, Ay, B a 0. Dnes
uz vime, Ze existuji i dalsi podskupiny skupin A a B (Daniels 2002).

V padesatych letech dvacatého stoleti se zacaly studovat vztahy mezi antigeny A, BaH a
jejich sacharidovych jednotek. Pozdéji byla potvrzena jako primarni genovy produkt
glykosyltransferaza a byla objasnéna cesta biosyntézy antigenti na povrchu erytrocyti nebo
V télnich tekutinach (Daniels, 1999).

V roce 1970 byla probadana biochemicka podstata.

V roce 1990 se piiSlo na nukleotidovou sekvenci genu ABO, pozdéji byla objasnéna i jeho

organizace (Daniels, 1999).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Krevn%C3%AD_skupina

2. 2. Krevni skupiny AB0 sytému

Krevni skupina nebo ptesnéji krevni typ je popis vlastnosti erytrocyti jedince, respektive
lidskych krevnich skupin jsou syst¢ém ABO a Rh faktor. V soucasné dob¢ je znamo dalSich
zhruba 50 systému krevnich typi. VétSina z nich jsou mnohem méné obvyklé nez ABO a Rh.
Rh faktor je krvinkovy aglutinogen. Osoby, u kterych se vyskytuje (85 % populace) jsou Rh
pozitivni (Rh+), ostatni jsou Rh negativni (Rh-) (Pecka, 2002 a Klener, 2003).

Krevni skupina je ur¢ena antigeny na povrchu erytrocytii. Nékteré z antigent jsou Cisté
bilkoviny, jiné jsou tvoieny bilkovinami s polysacharidy (Malaska, 1957).

Systém ABO se dé€li na Ctyfi zakladni skupiny, které jsou charakterizovany antigeny na
erytrocytech a tvorbou protilatek v séru. Jednotlivé skupiny ABO systému se také déli podle
toho, zda se jejich erytrocyty shlukuji nebo neshlukuji s krevni plazmou nebo sérem jinych
lidi. Antigeny na erytrocytech jsou latky shlukovatelné a oznacuji se velkymi pismeny A nebo
B. V krevni plazmé jsou latky shlukujici, ozna¢ované jako protilatky anti-A nebo anti-B.
Setka-li se antigen A s protilatkou anti-A nebo antigen B s protilatkou anti-B dojde ke
shluknuti erytrocytta (Malaska, 1957).

Rozlisujeme 4 zakladni krevni skupiny: A, B, AB a 0.

Tabulka ¢. 1: Krevni skupiny systému AB0O (URL 3).

Skupina A Skupina B Skupina AB Skupina 0
Ervtrocyty
Proﬁlélk}’ \ N i 7\ ( ) \ N 2 Y =
R S neobsahuje = O 3
" ' protilatky
Anti-B Anti-A Anti-A Anti-B
Antigeny
? * L *t :
A antigen B antigen A g | neobsahuje
antigen | antigeny
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Z tabulky vyplyva, ze skupina A ma na erytrocytech antigen A a v séru je pouze
protilatka anti- B. Krevni skupina B mé na erytrocytech antigen B a v séru protilatku anti-A.
Skupina AB na erytrocytech ma antigen A i B, ale v séru nejsou zadné protilatky. Skupina 0
nema na erytrocytech zadné antigeny, zato v séru jsou protilatky anti-A i anti-B.

Za normalniho stavu jsou v krvi pfitomny pouze ty protilatky, které nejsou namifené proti
pfitomnym antigeniim na erytrocytech, jinak by dochazelo k lyzi erytrocyti. Tento fakt je
velmi dulezity pti krevnich transfuzich. Napt. pacient s krevni skupinou A v zadném piipadé
nesmi dostat krev skupiny B, protoze pacientova krev obsahuje protilatky anti-B, které by
zpusobily lyzi erytrocyti darcovy krve, coZ by velmi poskodilo zdravi pacienta (muze nastat i
smrt). Lid¢ s krevni skupinou AB, jsou univerzalni ptijemci vSech krevnich skupin, protoze
jejich krevni plazma neobsahuje zadné protilatky. Lidé s krevni skupinou 0, jsou univerzalni
darci pro vSechny krevni skupiny, protoze jejich erytrocyty neobsahuji zadné antigeny (Pecka,
2002 a Klener, 2003).

Na svété je nejcast&jsi krevni skupina 0, ale v nékterych oblastech (naptiklad ve Svédsku
a v Norsku, ale také v Ceské republice) je nejb&zngjsi skupina A. Skupina AB je nejméné
Castd. Jsou popsana urCitd regiondlni a rasovd rozdéleni lidské krve podle piitomnosti

antigend ABO. Podil krevnich skupin ve svété je nasledovny: 60 % populace ma skupinu 0,

21% skupinu A, 15 % skupinu B a 4% populace ma krevni skupinu AB (URL 4).

2.2.1. Skupina 0

Skupina 0 je nejbéznéjsi ve svétové populaci a je povazovana za pivodni skupinu, ze
které¢ se vyvinuly ostatni skupiny (D'Adamo, 2002). Na erytrocytech nema antigeny A ani
antigeny B, ale pouze antigen H, ktery je prekurzorem antigenu A a B. V krevnim séru se
nachazeji protilatky anti-A i anti-B. Nékdy se souhrnné oznacuji jako anti-A, B, protoze tyto

protilatky maji kiizovou reaktivitu (Daniels 2002).
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2. 2. 2. Skupina A a jeji podskupiny

Krevni skupina A je druha nejbéznéjsi skupina na svété. Na jejich erytrocytech se
nachazi antigen A. V krevnim séru je protilatka anti-B. Erytrocyty skupiny A jsou
aglutinovany protilatkou anti-A, ktera se nachazi v krevnim séru skupiny B a 0. A antigeny
jsou cukerné determinanty glykoproteini. Terminalnim imunodominantnim monosacharidem
glykoproteinu antigenu A je N -acetylgalaktosamin (Daniels 2002).

Skupina A byla rozd€lena na dvé podskupiny — A; a A,. Az vétsSinou neobsahuje zadny
H-antigen, zatimco A, podskupina tento antigen obsahuje. Oba tyto geny (gen pro Al i gen
pro A2) koduji glykosyltransferasu A, ale A2 glykosyltransferasa je pii pieméné
prekursorniho H antigenu na A antigen mén¢ efektivni nez Al glykosyltransferasa (URL 5).
Do dnesni doby byly objeveny dalsi podskupiny, z nichz nékteré aglutinuji s anti-A (As) a
nékteré vétsinou neaglutinuji s anti-A (Ax, Aend, Am) (Daniels 2002).

2. 2. 3. Skupina B a jeji podskupiny

Gen pro krevni skupinu B se objevil na konci neolitu v Himalajich, dnesni Pakistan a
Indie. Byl reakci na zmény zivotniho prostiedi a nové typy infekci (D'Adamo, 2002).

Skupina B mé na svych erytrocytech antigen B a v krevnim séru protilatku anti-A. Tyto
erytrocyty jsou aglutinovany protilatkou anti-B, tzn. skupiny A a 0. Na rozdil od antigenu A
je zde cukernou determinantou galaktosa (Daniels, 2002).

I tato skupina mé své podskupiny, ale jsou mnohem vzacnéjsi nez u skupiny A. Jsou to

napft. podskupiny B, By, B nebo B (Daniels, 2002).

2. 2. 4. Skupina AB

Na rozdil od skupiny 0 je tato skupina povazovana za nejmladsi a za nejvzacnéjsi. Vznikla
nejspiSe prolinanim skupiny A od kavkavzkych lidi a skupiny B od mongolské populace
(D'Adamo, 2002). Na erytrocytech nachazime dva typy antigent a to jak antigen A, tak i

antigen B. Ale v krevnim séru nejsou obsazeny zadné protilatky. I skupina AB ma své

vvvvvv
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2.2.5. Antigen H

Antigen H se sklada z glykanovyh jednotek obsahujicich cukr fukézu. Tyto jednotky se
nachazeji na glykolipidech a glykoproteinech membran erytrocytdi nebo na mucinovych
glykoproteinech ve slinach. H antigen je prekursorem pro ostatni typy antigenti (URL 6).

Pokud je v buiice pfitomen gen pro glykosyltransferasu A, ktery preferen¢né rozeznava N-
acetylgalaktozamin a pfipoji jej na H antigen, vznikd krevni skupina A. Glykozyltransferaza
B preferenéné rozeznava D-galaktdzu a pfipojuje ji na H antigen a tim tvoii antigen B., z toho
také vyplyvd urceni skupin A a B. Skupina AB obsahuje ob¢ transferazy, skupina 0

neobsahuje transferazu zadnou (Daniels, 2002).

2. 2. 6. Vylucovatelstvi (sekretorstvi)

V roce 1925 bylo objeveno tzv. vylucovatelstvi. Jedna se o rozdé€leni lidské populace na
dvé pomyslné skupiny: sekretory (asi 80% populace), ktefi maji genotyp SeSe nebo Sese a
nonsekretory, ktefi maji genotyp sese. Antigeny A, B, H sekretorii nejsou pfitomny pouze
v krvi, ale jsou vylucovany i do ostatnich télnich tekutin. (pf. moc¢, slzy, sliny, ...).
Nonsekretofi maji specifické latky pouze v buiikéach, ty jsou na rozdil od sekretort rozpustné

ve vodé¢ (Daniels 2002).
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2. 3. Dédic¢nost

Krevné-skupinové vlastnosti se dédi podle Mendlovych zakont dédi¢nosti a ptrechazeji

Z rodica na déti. Krevné-skupinové vlastnosti jsou pro ¢loveéka geneticky determinovéany a po

cely zivot se neméni (Malaska, 1957).

Tabulka ¢. 2: Dédicnost krevnich skupin (Malaska, 1957)

Matka Otec Dité
Fenotyp | Genotyp Fenotyp | Genotyp Genotyp | Fenotyp
AlA!
AlAl A'Al AlA? Aj
A, AlA? A ALAS AA® As
A0 A'0 A0 0
00
T ATAZ
i 5 AlA! Ao, Ay
A b
A, ‘120 Ay AlA? AA* A,
Al 00, 0
B | A0
2.9 5. 3 A“A”
Ay 4 :EA A & 2A A%0 Az
A% A% 0
00 ]
A'B AB
A’B A,B
AIAI L
8 BB A o A0 Ay
B0 : Alo A%0 A;
B0 B
B 00 0
BB AZA? A'B AqB
B B0 As A20 A0 As
B | B0,00 B0 |
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Krevné-skupinovy systém ABO je ur¢en lokusem na dlouhém raménku 9. chromozomu.
Vétsina lidskych genti, véetné téch pro ABO systém, jsou geny polymorfni, to znamena, ze
obsahuji vice nez 2 alely. Typicky lidsky gen koduje enzym, ktery ptipojuje molekuly
sacharidu k molekulam lipidu na povrch erytrocyti. Tento sacharid je antigenem a je
rozeznavan imunitnim systémem. Gen koduje enzym, ktery oznacujeme pismenem I. Gen I
obsahuje 3 mozné alely; alelu I* (pfipojuje modifikovanou formu cukru galaktosamin), alelu
I® (ptipojuje disacharid galaktozu) a alelu 1°, ktera k sobé& nepoji zadny sacharid. Alely A a B
jsou dominantni, alela 0 je recesivni. Alely A a B jsou k sob& navzijem kodominantni,

protoze kazda pusobi v organismu svym vlastnim efektem (URL 6).

Obrazek ¢. 2: Dédicnost ABO skupin (URL 7)

Krevni skupina A [ Krevni skupina B
|
I
)
(i
. \1\‘ I
\1
. AlelaA — AO \ { BO
K odominantni \ |
] AtaB — | |
D Alela0 — Recesivni / l 5 |
v
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2. 4. Zastoupeni krevnich skupin

2. 4. 1. Zastoupeni krevnich skupin ve svété

Krevni skupinu A sdili asi 21% lidi ve svété. Nejvyssi Cetnost skupiny A nalézdme u
riznych nesouvislych narodt, zvlasté u indiand z Montany (30-35%), u australskych
domorodcti (40-53%), Laponct a Vv severni Skandinavii (50-90%). Skupina A ma nékolik
podskupin. Nejzndméjsi jsou A; a Ap. Az ma asi 95% nositeli krevni skupiny A. A, se

nejcastéji nachdzi na Islandu a ve Skandinavii (D'Adamo, 2002).

Obrdazek ¢. 3: Zastoupeni krevni skupiny A ve sveté (URL 4)

Percent of
populatian
that has the
Aallele
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Krevni typ B je nejvice zastoupen ve stiedni Asii a nejméné se nachazi v Australii a

v Americe. Tento typ je pomérné vzacny, ma ho pouze 15% obyvatel (D'Adamo, 2002).

Obrazek ¢. 4: Zastoupeni krevni skupiny B ve svéte (URL 4)

FPercent of
population
that has the
B allele
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[ J1oqs] 2530,

Skupina 0 je velmi béZna, ma ji asi 60% lidi ze svétové populace. 0 je nejcastéjsi mezi

puvodnimi obyvateli Stfedni a Jizni Ameriky (téméef 100%), ale také mezi australskymi

vvr

Cetnost 0 by se nasla ve vychodni Evropé a Stfedni Asii, kde je bézny typ B (D'Adamo, 2002).

Obrazek ¢. 5: Zastoupeni krevni skupiny 0 ve svété (URL 4)

Percent of
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O blood type
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Z toho to vyplyva, ze od zdpadu k vychodu ubyvd A a pfibyva B. Nejvice A maji
Eskymaci a Laponci, nejvice B maji Korejci a 0 je nejéast&jsi u Spanélt a indiant z Jizni
Ameriky — ti maji n¢kteti dokonce az 100% (D'Adamo, 2002)

Urcity typ krevni skupiny je také nachylny k riznym nemocem. Infek¢i choroby jsou
podobné antigenim A, B, H, to znamend, Ze k uritym chorobam jsme néachylné&jsi nebo
naopak jsme odolnéjsi. V minulosti byli lidé nuceni st€éhovat se z mista na misto. Museli se
prizpusobit riznym piirodnim podminkdm a i jejich imunitni systém se ménil. Kazda krevni
skupina mtze byt nachylné&jsi k jinym virim a bakteriim (D'Adamo, 2002).

V roce 1953 se naslo spojeni mezi krevnimi skupinami a chorobami. Napft. rakovinou
trpi Castéji lidé s krevni skupinou A, problémy s travicim traktem a s viedy je spojen se
skupinou 0. Cholera nejvice postihuje krevni skupinu 0 (patii sem 1 prijmova onemocnéni).
Na druhou stranu je 0 odolnad vici syfilitydé, ma siln€j$i imunitni reakci nez A, B a AB.
Pivodcem je trypanosoma. Jersinia pestis, ptivodce moru, ma antigeny podobné antigenu H.
Je tedy znamo, ze lidé se skupinou 0 méli vys$si iimrtnost na mor nez U ostatnich skupin.
Nestovicemi trpi nejvice nosi¢i krevnich skupin A a AB (nemaji protilatku anti — A). Kde
byly nakazy moru a nestovic pfeZivala skupina B — Indie, Cina. Malarie nejéastéji postihuje

skupinu 0, protoze komafi ziejmé preferuji O (Gstni projev doc. Drozdova).

2. 4. 2. Zastoupeni krevnich skupin v Ceské republice

Tabulka ¢ 3: Zastoupeni krevnich skupin v Ceské republice (URL 8)

A-41% |B-18% | AB-9% | 0—-32%
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3. Slozky AB0 systému

3. 1. Erytrocyty

Erytrocyty neboli ¢ervené krvinky jsou nejbézné&jsi bunky v krvi. Jejich hlavni funkci je
prenos kysliku a oxidu uhli¢itého v organismu. Tyto bunky u savci neobsahuji jadro
(nemohou se tedy d¢lit) a maji bikonkavni tvar. Obsahuji krevni barvivo hemoglobin.
Hemoglobin obsahuje Zelezo, které je schopno na sebe vazat kyslik a oxid uhlicity (Pecka,
2002 a Klener, 2003).

V embryonélnim obdobi, az do poloviny zarodeéného zivota, erytrocyty vznikaji
Vv jatrech, pozd¢ji se ptfidava slezina a kostni dien. Erytrocyty se v dospélosti vyviji v kostni
dfeni dlouhych kosti procesem zvanym erytropoéza. Erytropoéza zacind hemopoetickou
kmenovou bunikou, ze které pozd€ji vznikd progenitorovd myeloidni builka. Ve fazi
erytroblasti dochazi ke ztraté jadra. Erytropoéza je stimulovana hormonem erytropoetinem
(EPO), ktery vznika v ledvinach (Dean, 2005).

Membranové molekuly na povrchu erytrocytd maji rozmanitou funkci. Podili se na
prenosu iontti a molekul pies bunéénou membranu. Maji adhezni funkci, kterd jim umoziuje
prostupovat cévnimi vlasecnicemi. Takto zabranuji prostupu leukocytl z postizené tkané a
diky tomu muiZe dojit k jejich aktivaci. Ddle se na povrchu erytrocytll nachazeji i receptory
pro chemokinové molekuly. Pomoci membranovych molekul mohou do erytrocytl vstupovat
rizna infekéni agens (Dean, 2005).

Proteiny v membrané jsou zodpovédné za deformovatelnost, pruznost a trvanlivost
erytrocytii. Na povrchu se také nachazeji sacharidové epitopy — antigenni struktury, které
uruji krevné — skupinovou charakteristiku. Antigeny na povrchu jsou rozeznavany
protilatkami jinych krevnich skupin a tim se podili na imunité organismu. Pfi transfusich

mize tento mechanismus zpusobovat fadu problému (Dean, 2005).
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3. 2. Antigeny

Antigeny vyvolavaji imunitni odpovéd’, méné Casto byvaji oznaCovany jako imunogeny.
Imunogen je kompletni antigen slozeny znosice, haptenu a epitopu. Vzdy se jedna
0 makromolekuly, vétSinou bilkoviny. Na povrchu bunék a mikroorganismt se vyskytuji
nejcastéji jako glykoproteiny, n¢kdy i jako polysacharidové struktury. Samotné lipidy tuto
funkci nemaji, mohou vsak zesilovat imunitni odpovéd’ na antigen bilkovinny a piisobit tak
coby adjuvans. Jako antigen mohou dokonce vystupovat deoxyribonukleova kyselina a jiné
polynukleotidy (Mayer, 2006).

Molekuly A, B a H jsou z imunologického hlediska antigeny, které stimuluji u ciziho

organismu imunitni systém k tvorb¢ protilatek (Daniels, 2002).

Tabulka ¢. 4: Struktura antigenit A, B a H na povrchu erytrocytit (URL 6)

Antigen Struktura Minimalni uréujici skupina
Bl.s,— B13 :Iil-'{ —
H j.| == o Fuc—ct] =22-Gal-B1-R
(2] '\/-'\m_;.x —. Bl A/—\I"'l."-ﬁf-
B / A - Gal-B1-R
2
Fuc-al =2
al3 B1.yg,— B1.3 BLIE —
; '—Q‘_‘ 7| GalNAc-al=3
A / 3 Gal-B1-R
Fuc-al—2

Na reakci antigenu s protilatkou se neucastni cela molekula antigenu, ale jen nékteré jeji
¢asti, tzv. determinantni skupiny, neboli epitopy. Jimi mohou byt uZ zminované hapteny
(Mayer, 2006). Hapten je nosi¢. Epitop je zodpovédny za vlastni imunogenitu antigenu.
Nekompletni antigeny neobsahuji epitopy a jsou tedy neimunogenni (Daniels, 2002).
Antigeny miizeme podle pivodu dé€lit do péti skupin. Allogenni antigeny pochazeji od jiného
jedince stejného druhu. Autologni maji ptivod v jednom jedinci. Isogenni jsou od jiného
jedince se stejnou genetickou vybavou (pif. jednovajecnd dvojcata). Syngenni pochazeji

Z inbrednnich linii. Xenogenni jsou od jiného jedince jiného druhu (Daniels, 2002).
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3. 3. Protilatky

Protilatky neboli imunoglobuliny (zkracen¢ Ig) jsou globuliny, které se nachazeji v krevni
plasmé, nékdy se vyskytuji i v jinych télnich tekutinach. Jsou soucasti imunitniho systému,
kde se podili na identifikaci a neutralizaci cizich antigenti (Daniels, 2002).

Ig maji stejnou zakladni strukturu, skladaji se minimalné¢ ze dvou tézkych fetézcii a dvou
lehkych fetézcu. Kazdy fetézec ma dvé oblasti, konstantni a variabilni. Ackoli zékladni
struktura protilatek je stejna, ve variabilni oblasti se lisi. Tim vznikaji Ig s odliSnymi
strukturami a riznymi vazebnymi misty pro antigen. Antigen se navazuje na useky tézkych a
lehkych fetézcu protilatek. Bezprostiedni kontakt umoziuji hypervariabilni tseky (Mayer,
2006).

Lehké fetézce maji dva typy — k a A. Ig s timto typem fetézcli maji stejné konstantni C
tiseky a lisi se pouze v tsecich variabilnich V. Useky lehkych fetézct se znaéi ViCk a VACA.

Tézkeé tetézce se deli na pét typl — v, a, 1, 6 a €. Opét Ig s timto typem fetézch maji stejné
konstantni C Useky a lisi se v Gsecich variabilnich V. Podle typl tézkych fetézcii se Ig déli do
péti tiid — IgA s typem VyCa, IgD s typem VyC9, IgE s typem VyCe, IgG s typem VyCy a
IgM s typem VyCpu (Mayer, 2006).

Lidé maji tedy pét typu protilatek znamé jako IgA, IgD, IgE, IgG a IgM.

IgA je dimer a je to hlavni aktér slizni¢ni imunity (napf. ve stfeve, dychacich cestach), ale
také v slzach, slinach a matefském mléce.

IgD je strukturné monomer, monomery jsou i IgE a IgG. 1gD se nachazi v nizké hladiné
v séru. Dale se nachazi na B-lymfocytech, kde funguje jako receptor pro antigen.

IgE se velmi pevné vaze k Fc receptoriim na bazofilech a zirnych buiikach. Podili se na
alergickych reakcich.

IgG je hlavni imunoglobulin v séru, je také nejvSestrannéj$i, jako jediny imunoglobulin
dokaze prochazet placentou. Ma ¢tyii podttidy, které se 1isi v poctu disulfidickych mustk.

IgM je v séru pentamer, je také prvnim imunoglobulinem Vv plodu. Jsou to velmi efektivni
protilatky, které vedou k lyzi mikroorganismll. VaZe se na bunky ptes Fc receptor. Na B-
lymfocyty se vaze jako monomer, kde slouzi (podobné jako IgD) jako receptor (Mayer,
2006).
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Obrdazek ¢. 6: Pentametr IgM (Mayer, 2006).

Imunoglobuliny se daji rozstépit pomoci enzymu papainu na dva fragmenty. Fab fragment
ma schopnost vazby s antigenem a Fc fragment, ktery obsahuje dva zbyvajici fetézce. Pii
Stépeni pepsinem vznikaji F (ab), fragmenty. Jsou to Fab fragmenty, které jsou spojené,

protoze pepsin §tépi pod mistem disulfidické vazby mezi obéma tetézci (Mayer, 2006).

Obrazek ¢. 7: Stépeni imunoglobulinii papainem (Mayer, 2006)
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3. 4. Aglutinace

Podstata spociva v reakci protilatky s korpuskuldrnim antigenem, ktera vede ke vzniku
aglutindtu. Korpuskularni antigen musi na svém povrchu nést vetS$i pocet antigennich
determinant. Tyto antigeny se nachazeji na povrchu bakterialnich bun¢k nebo erytrocytd a
s protilatkou aglutinuji (Ferencik,1989).

Pti aglutinaci dochazi k provazani antigennich determinant a tim i antigennich ¢astic ptres
Fab fragmenty protilatek. Nejlépe aglutinuji protilatky IgM (diky tomu, Ze je pentamer).
Dulezitou roli ma vzdjemny pomér reagujicich slozek. V piebytku antigenu aglutinat
nevznikd, protoze neni dostatek protilatek na provazani molekul antigenu. Stejné tak nevznika
aglutinat pii prebytku protilatky, protoze hodné¢ vazebnych mist na protilatkach zlstava
volnych a nemuize dojit k provazani molekul antigenu (Ferencik,1989).

Rozlisuje se aglutinace piima (vySe popsany proces) a nepiimd, kdy se reakce ucastni
tzv. inkompletni neboli nekompletni protilatky. Tyto protilatky sice obsadi vazebna mista na
antigenu, ale nedojde k aglutinaci. Na prukaz inkompletnich protilatek bylo vyvinuto nékolik
metod. NejcCastéjsi je tzv. Coombsiv test: inkompletni protilaitky navazané na povrchu
antigennich C¢astic (napf. erytrocytl) se prokazuji pomoci antiglobulinového séra, tedy
protilatek proti protilatkam. Piidavek tohoto antiglobulinového séra zptisobi aglutinaci, pokud
jsou ve vzorku inkompletni protilatky piitomny (Ferenéik, 1989).

Nékdy se pfi aglutinaci pouzivaji latexové Céstice, na jejichz povrch se vaze ptivodné
solubilni antigen a vysledna aglutinace je potom dobfe pozorovatelna (Ferencik, 1989).

Dalsi modifikaci je tzv. hemaglutinace, kdy korpuskuldrnim antigenem jsou erytrocyty.
Vysledny shluk erytrocytii je dobie pozorovatelny pouhym okem a je dostate¢né pevny pfi
standardnim zplsobu tfepani. Nevyhodou hemaglutinace je nizka citlivost a omezena
Zivotnost erytrocytt (Mayer, 2006).

Podobny princip jako pii aglutinaci se uplatiiuje také pii precipitaci. Rozdil mezi
aglutinaci a precipitaci spoc¢iva v tom, Ze pii precipitaci neni antigen korpuskuldrni, ale
solubilni a vysledkem je vznik precipitatu, tedy zakalu. Solubilni antigen se vdZe na rozpustné
molekuly. Stejné jako pfi aglutinaci vznikd precipitat pouze pii optimalnim vzajemném
poméru reagujicich slozek (Ferencik, 1989).

Komplexy antigen-protilatka maji riznou velikost. Malé komplexy maji kratky polocas,
nevazi komplement a nejsou patogenni. To vSak neplati o komplexech stfedni velikosti: ty se

ukladaji do tkani a pro riizné choroby mohou byt charakteristickym rysem (Mayer, 2006).
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4. Antigeny krevniho systému ABO0 ve tkanich a moZnosti jejich

urcovani

4.1. Uvod

Krevné skupinové antigeny byly z pocatku identifikovany jako povrchové antigeny
erytrocytl a jejich funkce byla hlavné serologicka. Pozdé&ji se ukazalo, Ze tyto antigeny jsou
Siroce rozsifeny 1 v ostatnich buiikach a tkénich. Fylogenetické studie zjistily, Ze erytrocyty
tyto antigeny v minulosti ziskaly. Pfesto zUstavaji erytrocyty hlavnimi nositeli krevné
skupinovych antigen. Pfedchidce antigennich struktur lze nalézt i na neutrofilech,
lymfocytech a monocytech. Antigeny se vyskytuji Vv podstaté ve vSech bunkach v téle, v
télnich tekutinach i v mezibunééné hmoté. Krevné skupinové antigeny, které¢ se nachdzeji na
jinych burikach nez na erytrocytech, se nazyvaji tkanové-krevni skupinové antigeny (Ravn a
Dabelsteen, 2000).

Studie prokézaly, ze tkanoveé-krevni skupinové antigeny se nachézeji i v nddorech. Znalost
a distribuce téchto antigeni maji dilezity vyznam pro hodnoceni nadori a jejich zmén.
Techniky, které se uplatfiuji pfi zjiStovani antigend ve tkanich, jsou serologické a v posledni
dob¢ predevsim molekularné biologické (Nishi, 2005).

Krevné skupinové antigeny predstavuji termindlni Cast oligosacharidového fetézce
spojeného s lipidy nebo proteiny. Hlavnim zdrojem tkanové-krevnich skupinovych antigend
jsou epitelialni tkané a jejich sekrety. Epitely ekto-, mezo- i endodermalniho puvodu vykazuji
tyto antigeny, pouze na neuroektodermu jich je malé mnoZstvi. Tkanoveé-krevni skupinové
antigeny se vyskytuji i v ustroji travicim (jicen, jazyk, vrstevnaty epitel Gstni dutiny, Zaludek,
sttevo, slinné Zzlazy, jatra), dychacim (plice), rozmnozovacim (d€loha, pochva, prostata,
varlata, semenné vacky, sperma), vylucovacim (urotelialni buriky, ledviny, mo¢), v kizi a
Vv potnich a mazovych zlazach. Dale se nachazeji v kostech, vlasech, nehtech a zubech. (Ravn
a Dabelsteen, 2000).
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4. 2. Metody urcovani AB0 antigeni

4. 2. 1. Molekularné biologické metody urcoviani AB(O antigeni ve

tkanich

Molekularn€ biologické metody jsou zaloZzeny na analyze DNA, kterd se od roku 1983
neustale rozviji. Jiz ve svych pocatcich byla analyza DNA prohldSena za nejspolehlivejsi
metodu pfi identifikaci lidského jedince, zjiStovani otcovstvi, rodokmenu a do konce i pfi
zkoumani prehistorickych nalezti. Analyza DNA nepotiebuje k identifikaci velkou ¢ast tkané
nebo velké mnozstvi krve, ale vystaci jen s nékolika télesnymi bunkami (Musil, Konrad a
Suchanek, 2004).

Molekula DNA kéduje geneticky material vSech bunék téla obsahujicich jadro — tkané,
kosti, kotfinky vlasi, kofene nebo diené zubi, spermatu, bilych krvinek a mnoha bun¢k ve
slindch a moci. V dvoufetézcové molekule DNA je uloZena vesSkera genetickd informace
jedince (Cast také v mitochondriich). Gen je usek chromozomu se specifickou sekvenci
nukleotidu. Geny se nachézeji na lokusech, coz jsou typickd mista na chromozomech. Dnes
uz je lidsky genom zmapovan a jsou znama konkrétni mista vyskytu potfebné informace. Jsou
tedy zndma i mista, ktera jsou specifickd pro rozlusténi genotypu krevnich skupin. Na rozdil

od sérologickych metod neni metoda analyzy DNA ovlivnéna kontaminaci a vlivem vnéjSiho

prostiedi (Innes, 2001).

4.2.1.1. PCR (polymerase chain reaction) metoda

PCR je molekularné genetickd metoda, kterd se pouziva pfi stanoveni ABO systému. Diky
této technice se miZe namnoZit urcitd ¢ast DNA bez pomoci bun€k. Pomoci PCR mizeme
urCovat systém ABO nejen z vlasti a nehtd, ale také z mumifikované tkané, naptiklad se
zjistila DNA analyza lidskych tkani u starych egyptskych mumii (Lee a Chang, 1992),
namnozeni DNA ze 40 000 let starého srstnatétho mamuta, mDNA u neandrtalcii, namnozeni
nepatrného mnozstvi DNA z mista ¢inu, kde sta¢i nepatrné mnozstvi krve, tkané¢ nebo
spermatu. Déle se tato metoda vyuziva, pokud je DNA malé mnoZzstvi nebo je zneciSténa
(Innes, 2001). Metoda PCR se sklada ze tii krokd, pti kterych mnozstvi DNA roste

exponencialné. Kli¢ovym enzymem je DNA — polymeraza z Thermus aquaticus (aerobni
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cey

gramnegativni bakterie z kmene Deinococcus - Thermus zijici V horkych pramenech
Yellowstonského parku). Tato polymeraza nese nazev Taq polymeraza a je odolna vuci
vysokym teplotdm a zlstava aktivni ptfes mnoho cykld. PCR je velice rychld metoda. Jestli
jsou znamé urcité sekvence DNA, PCR je schopna vybrat z dlouhé molekuly DNA oblast,
kterdA ma byt namnozena, napiiklad konkrétni gen. Tuto metodu objevil v roce 1983 Kally
Muris a dostal za ni o 10 let pozd¢ji Nobelovu cenu (URL 9).

Jak jiz bylo zminéno, tato metoda ma tfi kroky. Prvnim krokem je kratké zahtati celé
smési na 94°C - 96°C. Teplem se porusi vodikové vazby a oba fetézce DNA se oddgli.
Druhym krokem je ochlazeni smési na 50°C - 65°C. Ochlazeni umozni primerlim navazat se
na cilovou DNA vodikovymi mistky podle pravidel komplementarity. Primery jsou kratké,
synteticky vyrobené molekuly jednofetézcové DNA (20-30 nukleotidl), které jsou
komplementarni ke koncim DNA, ktera ma byt amplifikovana. Primery tak determinuji misto
na DNA, které ma byt zmnozeno. Ve tietim kroku DNA-polymeraza miize ptidavat
nukleotidy k 3 konctim primerti, jako pii obvyklé replikaci. Smés je zahiatd na 72°C. Zag¢ina
nové kolo cyklu. Kazdé kolo trva pouze asi 5 minut. Vysledkem je dvojnadsobné mnozstvi
cilové DNA, dlouhé i stovky parii bazi. Tento tfikrokovy cyklus je nasledné opakovan znovu
a znovu. Za tficet cykli je mozno teoreticky obdrzet i miliardu kopii. Vizualizaci je
provedena na agarozovych nebo polyakrylamidovych gelech (Ringel, 2000).

PCR metoda ma nékolik variant, podle toho, co je potfeba analyzovat. Rizné varianty se
od sebe lisi primery, pfidanim enzymu nebo odliSnou detekci produktii.

PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) — metoda zaloZena na amplifikaci
DNA pomoci PCR a jejim néaslednym stépenim restrikénimi enzymy. Ovéfeni PCR produktt
probihd pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Tato metoda je pomérné jednoducha a
rychla. Touto metodou se urcuji forenzni tekutiny, kostni, vlasové a nehtové tkan¢. (Hummel,
2002).

PCR-APLP (amplified length polymorphism) — tato metoda slouzi k identifikaci krevnich
skupin. Jednotlivé primery jsou navrzeny k detekci variant na nukleotidovych pozicich. Vse
probiha v jedné PCR reakci, kde dochdzi k amplifikaci osmi riznych produktl o rtizné délce.
Vysledky jsou detekovany pii elektroforéze na polyakrylamidovém gelu. Metoda se da pouzit
I pti studio forenznich tekutin (Watanabe, 2000).

PCR-APP (allele specific primer) — tato metoda je podobna metodé¢ PCR-RFLP, ale po
amplifikaci neprobiha dalsi Sté€peni restrikénimi enzymy, tim se zkracuje Cas celého procesu.
Pouziva se dvanact primert a kazdy z nich je kontrolovan i slepym vzorkem bez DNA. K této

metod¢ se navic pifidava glycerol a kreolovd cerveil. Po amplifikaci nasleduje opét
25



elektroforéza v agar6zovém gelu barveném ethidiu bromidem. Vysledky jsou viditelné pod
UV lampou (Hosseini-Maaf, 2007).

PCR-minisequencing — pouziva se pro stanoveni Sesti nejbéznéjsich alel. Pfipravuji se
pouze dvé reakéni smési, pro amplifikaci a pro nédsledné sekvencovani ziskaného produktu
(Ferri, 2006).

PCR-MS (mutagenically separated) — metoda je zalozena na navrzeni primert, které se 1isi
V paru bazi na 261. a 262. nukleotidové pozici. Timto zplisobem se zajisti prevence Spatného
parovani nukleotidu pii amplifikaci (Lee, 1996).

PCR-SSCP (single stranded nucleotide polymorphism) — metoda urcuje nukleotidové
polymorfismy pomoci jednovlaknového komformac¢niho polymorfismu. Jednovldknové
molekuly DNA se lisi svou sekundarni konformaci na denaturacnim polyakrylamidovém gelu
v zavislosti na své sekvenci. Vyhodou této metody je v jeji rychlosti, je levnad a v jediné

analyze dokaze urcit sedm hlavnich alel (Yip, 2000).
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4. 2. 2. Serologické metody urc¢ovani AB0 antigenii ve tkanich

Po objevu, ze se antigeny nachazeji i jinde nez na erytrocytech, se zacalo téchto poznatkii
vyuzivat, napf. ve fyzické antropologii nebo v soudnim lékatstvi. Fyzicka antropologie se
zabyva historickymi vztahy mezi populacemi a popula¢ni migraci. Soudni Iékafstvi vyuziva
antigeni ABO systému k identifikaci kosternich, vlasovych nebo zubnich pozistatkt, u
kterych se nedaly identifikovat otisky prsti (Lee, 1991).

Prvnimi, ktefi se zabyvali t€émito antigeny, byli Boyd a Boyd v roce 1933, kteti zkoumali
egyptské mumifikované tkané, a Candela v roce 1936 zacal s vyzkumem u fosilnich kosti a
pracoval s nejstarSimi vzorky. Toto studium ma jednu obrovskou nevyhodu, protoze

spravnost vysledku se neda ovéfit (Thieme, 2005).

4.2.2.1. Absorpéné inhibi¢ni metoda (AI)

Na zaklad¢ praktickych zkusenosti byly vyvinuty rizné varianty absorp¢nich metod pro
stanovovani ABO sytému ve forensnich i ve fosilnich tkanich. Tuto metodu poprvé popsali
Boyd a Boyd v roce 1934 (Thieme, 2005).
antigenu s protilatkou. Pokud je ve vzorku tkané ptitomen antigen, dojde ve fazi absorpce
K navazani protilatky. Mnozstvi protilatky, ktera se nenavazala, hodnotime na zaklad¢ titru.
Skupinova piislusnost se urcuje pomoci antigeni A, B a H na erytrocytech, které se piidavaji
k protilatce. Tato metoda se pouziva nejcastéji pii ur¢ovani antigeni ABO z kosti (Klir, 1999).

Jednou z moznych variant je ta nasledujici. Kost se rozdrti a jako rozpoustédlo se pfidava
58 ml 5% roztoku kyseliny ethylendiaminotetraacetyl (EDTA). Tim se odlou¢i latky z kosti a
ulehéi se vstup roztoku antigenti. Takto vytvofeny roztok se nechd 6 hodin odstat. Caste¢ného
vyc¢isténi kostni drti 1ze dosdhnout s pomoci gelové filtrace prochazejici kolonou Sephadex G
25. Dojde k vylouceni (eliminaci) soli. Z takto vy¢isténého vytazku se provede vypatrovani za
studena. Vypatovani probiha do objemu 22,5 ml. Ke kostni drti se pfidavaji séra anti-A, anti-
B a anti-H a fyziologicky roztok. Dojde k navazani dodavané protilatky na antigeny pfitomné
v kostech. Nésleduje centrifugace a odsati suspenze nad usazenou vrstvou kosti. K urceni
skupiny 0 se vybira vhodné antisérum, aby nedoslo k chybé v diagnostice, kdyz se ve vzorku

stanovuje skupina 0. Daéle se nachystaji dvé sady zkumavek. Kazda sada obsahuje 10
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zkumavek pro kazdou krevni skupinu (A, B i H). Do kazdé zkumavky se ptida 0,5 ml
fyziologického roztoku. Do prvnich zkumavek se dodaji zreagovana antiséra (tj. zreagované
antisérum oznacené jako anti-A se pfida do zkumavky v sérii oznacené skupinou A, totéz plati
i pro B a H). Z prvni zkumavky se odebere 0,5 ml roztoku a pienese se do druhé zkumavky,
promicha se a opét se nabere 0,5 ml roztoku a pienese se do tieti zkumavky. Takto se
pokracuje az k posledni zkumavce, kde se 0,5 ml roztoku nakonec odstrani. Séra se
vstiebavaji s vytazkem zkosti. Dale se do zkumavek pridava 3% roztok erytrocyta se
souhlasnymi skupinami A, B a 0. Nasleduje 5 minutové protiepavani a centrifugace.
V kolorimetru se méfi stupen aglutinace. Je patrné, do jaké miry je roztok vysycen. Timto se

zjisti mnozstvi reagujicich slozek v kosti a také, jakou krevni skupinu kost vykazuje. (Paoli,
1978 a Allison 1978)

4,2.2.2. Absorp¢né elu¢ni metoda (AE)

AE metoda se nejéastéji pouziva pii zjistovani krevnich vzorki, ze skvrn z lidskych
sekretl a antigend ABO z kosti, vlast, nehtd a zubu. (Innes, 2001).

Tato metoda stejn¢ jako Al ma dvé faze — absorpéni a eluéni fazi a je zavisla na reakci
antigenu s protilatkou. Absorpce protilatek se provadi pii teplot¢ 4°C. Pouzivaji se
polyklonalni protilatky ABO v fedéném pufrovaném fyziologickém roztoku. Déle se pouzivaji
chlazena antiséra A, B a lektin H pro ur¢eni H antigenu (Paoli, 1986).

Pti zjistovani antigenit ABO z kosti je kost rozdrcena na malé ¢asti a pridava se 0,3 ml
metanolu. Takto pfipraveny roztok se necha pti pokojové teploté odstat po dobu 15 minut. Po
vyjmuti z metanolu je vzorek usuSen. Dale se pfidava 0,2 ml séra anti-A, anti-B a anti-H.
Vzorek je promichdn a reakce probihd pies noc pii 4°C, aby doslo k absorpci protilatek.
Nasleduje promyti vzorku 10 ml PBS (phosphate buffered saline) pii 4°C. Promytim se
odstrani piebyte¢na protilatka. Dalsim krokem je centrifugace za studena, vznika sediment na
dné zkumavky. Ke kontrolnimu testu bylo pouZito 0,3 ml 1% PBS. Ten se nasledn¢ ptida k
substratu po dobu 15 minut pii teploté 4°C. Roztok je nasledné odebran a pienesen k suspenzi
souhlasnych erytrocytt. Nasleduje dalsi promyti. Tato kontrola byla autory provedena, aby se
zabranilo fale$né pozitivni reakci. Kontrola je nutna pro spravnou interpretaci vysledka
(Paoli, 1986).
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Druha faze je elu¢ni. Ta probiha pii teploté 56°C s 0,3 ml roztoku PBS po dobu 15 minut.
Vysledky eluce byly testovany s 0,08 ml roztoku souhlasnych erytrocytt v PBS a sjednoceny
v pfistroji na propustnost stupenn 2. Po 1 hodiné¢ pii pokojové teploté byly vzorky
centrifugovany pii 1000 otaCkach za minutu. Vysledek aglutinace se precte s pouzitim

pocitace. Ten vyhodnoti pfitomnost ¢i nepfitomnost aglutinace i jeji intenzitu (Paoli, 1986).

4. 2. 2. 3. Metoda smiSené aglutinace

Tato metoda mé absorp¢ni fazi, ve které opét dojde k navazani ptisluSné protilatky na
prislusnou substanci. Dale dochazi k promyti chladnym fyziologickym roztokem, to ma za
nasledek, Ze se odstrani prebytecna protilatka. Pfidavaji se homologované (standardizované)
erytrocyty, které ovéeii pritomnost protilatky, kterd je také schopnd aglutinovat pfitomné
erytrocyty. Aglutinace se hodnoti v riznych casovych intervalech pifimo na zkoumaném

vzorku (Klir, 1999).

4. 2. 2. 4. Imunohistochemické vySetreni

Pomoci tohoto vySetieni se daji zjiStovat antigeny témét ve vsSech tkénich. Princip
spociva, stejné jako ve vSech metodach, v navdzani protilatky na antigen. PouZiva se zde
monoklonélni protilatka, kterd byva obvykle mysiho pivodu. Takto navazana protilatka se
muze dokdzat pomoci protilatky proti mysi bilkoving, napf. peroxiddzou, kterd s
diaminobenzidinem v pfitomnosti substratu (peroxidu vodiku) se projevi hnédym zabarvenim.
Vysledkem jsou hnéda mista, ve kterych doslo kreakci s protilatkou (tzv. nepiima
imunoperoxidazova reakce) (Klir, 1999).

Jindy Ize pouzit k detekci navazané monoklondlni protilatky biotin - streptavidinového
komplexu oznaceného napt. alkalifosfatazou. Ta zpusobuje, pokud je zde pfitomen substrat
Fast red, v misté pozitivniho nalezu ¢ervené zbarveni (Klir, 1999).

Tato metoda ma rizné vyhody. Napf. je vysoce citliva a odolna vic¢i posmrtnym zménam,
moznost archivace vysledka, pozitivni reakce jsou vazany na ur€ité struktury, coz umoziuje

odlisit faleSnou pozitivitu pfi bakterialni kontaminaci (Klir, 1999).
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4. 3. Antigeny AB0 systému Vv kostech

Zkoumani kosternich poztstatki je dulezité pti identifikaci jedince. Od okamziku smrti se
télo zacne rozkladat. Jiz po nékolika dnech nelze rozeznat zakladni rysy oblic¢eje, béhem
nékolika tydnt se za normalnich podminek za¢nou rozkladat vSechny tkan¢. Nakonec z téla
zbude hromadka kosti a chomac¢ vlasti. Vyzkumem kosti se mizeme o identifikaci jedince
dozvédét rizné informace. Napt. pohlavi jedince se da zjistit podle tvarového rozdilu kosti
lebky a panve. Télesnd vyska se urcuje podle délky dlouhych kosti s vyuzitim
antropologickych tabulek a vypocti. Urceni stafi osoby je relativné piesné v détském veku,
zejména podle stavu chrupu a kalcifikace kosti. Zjisténé vysledky se musi povazovat za
orienta¢ni. Antigeny ABO jsou sice velmi stabilni slozky, ale pfesto mize dochdzet béhem
dlouhé doby ulozeni k ur¢itym zménam antigennich vlastnosti. Jde o strukturalni i chemické
zmény kostni tkané. Na vsSechny tkdné¢ po smrti pasobi fada vlivl, napt. fyziologické,
chemické 1 biologické. PredevS§im vliv nékterych mikroorganismi miize mit za nasledek
zménu chemického slozeni tkdn€ 1 zménu vlastnosti antigent krevnich skupin ABO. Jedna se
predevsim o fakultné anaerobni bakterie se sacharolytickou aktivitou (Musil, Konrad,
Suchének, 2004).

I systétm ABO se da urcit z kosti. K tomuto tcelu se nejdiive vyuzivaly serologické
metody a pozdéji i molekularné biologické metody. Prvni metody byly zaloZeny na variantach
absorpce inhibi¢niho testu. Pro ur¢ovani ABO systému z kosti a z krevnich skvrn byla pozdéji
vyvinuta metoda absorpéné eluéniho testu. K témto metodam se nejéastéji vyuzivaji
spongiozni kosti, dale také Zebra a bederni obratle. Jako molekuldrné biologickd metoda se

pouziva metoda PCR (Thieme, 2005).
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4. 4. Antigeny ABO systému Ve vlasech

I ve vlasech se nachazeji ABO antigeny. Opét se téchto poznatki d& vyuzit ve forenzni
antropologii nebo v soudnim 1ékaftstvi. Lidské vlasy spole¢né s krvi, spermatem a slinami jsou
nejcastéjsi biologickou stopou v kriminalistice. Pii ur€ovani vlast se da také pouzit cela fada
metod. Jsou to jiz zminované serologické a molekuldrné biologické metody a také
mikroskopické metody. Témito metodami se z vlasu uruje cela fada poznatkti o daném
jedinci, naptiklad pohlavi, etnicka ptislusnost, krevni skupina, uzivani omamnych latek a
n¢kdy vedou i k identifikaci jedince (Nozawa, 1999). Struktura lidskych vlast a chlupt je
velice rozmanitd, dokonce i u jednoho jedince. Vlasy a chlupy se daji rozd¢lit do Sesti typua,
které¢ se lisi svym piicnym prufezem a zakonCenim. Napi. vlasy maji zpravidla kruhovy
pii¢ny prufez a konecky vlast jsou ¢asto roztfepené v dusledku stiihani (Innes, 2001).

Ve forenzni praxi se nejcastéji vyuziva mikroskopie. Je to metoda rychld a levna.
Mikroskopie podava struéné informace o vzorku a vyuziva se K piipravé vzorku pro dalsi
metody (Bisbing, 2000).

Urcovani systému ABO je znovu postaveno na antigenech, které se ve vlasech nachazeji.
K tomuto ucelu neslouzi pouze koten vlasu, ale i samotny kmen. Nejcastéji vyuzivana metoda
je jiz zminovana absorpéné elu¢ni metoda. Déle se da vyuzit i metoda smiSené aglutinace,
absorp¢né inhibi¢ni metoda a imunohistochemické vysetieni (Klir, 1999).

U vlast je dilezité i stddium rozkladu. Tuto problematiku zkoumal Ishida a kol. (2000),
ktery se zaméfil na zjistovani genotyptl z vlast a nehtti. Pozdéjsi stadia rozkladu mohou ztizit
urCovani systému ABO, protoZze muze dochazet ke zméné ABO antigend ve vlasech i
v kostech. K vyzkumu vyuzival vzorky v riznych stadiich rozkladu (2 tydny — 25 let). Tyto
vzorky tlely na mnoha mistech, naptiklad v fece, mofi. Pouzival AE metodu a PCR — RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism). Pomoci AE metody urcil krevni skupinu u 88,6%
vzorkl, diky PCR — RFLP pouze 58,6% vzorkd. Metody PCR m¢la horsi vysledky kvili
melaninu, ktery ptisobil jako PCR inhibitor (Ishida a kol. 2000).
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4. 5. Antigeny ABO systému Vv nehtech

Také nehty mohou poslouzit jako dikazni material v soudnim lékaistvi, kriminalistice a
antropologii. At se jedna o kousky nehtti nebo o stopy zptisobené nehty (Innes, 2001).

Ishida a kol. k zjistovani antigenti v nehtech pouzivali opét AE metodu a PCR — RFLP
metodu. I u nehtii zkoumaly stddium rozkladu materidlu. Rozklad mél i zde vliv na urcovani

systému ABO (Ishida a kol. 2000).

4. 6. Antigeny ABO systému Vv zubech

Stejné jako ostatni tkang, tak i zubni tkan obsahuje ABO antigeny. Vyuziti je také
v soudnim I¢ékatstvi a v kriminalistice. Zuby obsahuji dentin. Dentinova tkan je povazovana
za nejtvrdsi tkan v téle, diky ni mohou zuby ziistat nedotceny i dlouhou dobu po smrti, jsou
totiz odolné proti zpopelnéni, zmrzaceni i proti rozkladu (Ballal, 2006) Zuby také mohou
slouzit k identifikaci jedince. Podle zubu se da urcit napi. vék. Nejsnadnéji se stanovuje u
mladych lidi. Hodnoti se podle opotiebeni zubti, tloustky zubni skloviny nebo vyskytu tieti
stolicky (obvykle se objevuje po dosazeni véku 20 let) (Innes, 2001).

ABO skupinové antigeny se v zubni tkani nachdzeji ve dieni, ktera je bohaté prokrvovéna.
Pro ur€eni téchto antigeni se d& pouzit metoda absorpéné inhibi¢ni a absorpcné elucni
metoda. Ballal (2006) zkoumal vyskyt systému ABO v dieni a v dentinové tkani zubu.
Vyzkum provadél s 30 zuby rtizné vékové kategorie. Diky AE metodé ziskal z dfené 90%
kladnych vysledki (krevni skupina v dfeni byla shodna s krevni skupinou jedince). Z dentinu

se nepodafil syst¢ém ABO izolovat nejspis kviili vysoké mife zvapnéni.
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5. Krevni transfuze a transplantace

| v Iékarstvi se uplatiuji znalosti ABO systému i jejich antigent a to pfi transfuzich a
transplantacich. Transfuze jsou spojeny s krevnim systémem ABO. Transplantace se zabyvaji

pfenosem tkani a organti.
5. 1. Krevni transfuze

Transfuze je pievod krve nebo krevnich derivath ze zdravého jedince - darce, nemocnému
pfijemci za ucelem doplnéni chybégjici krve nebo jejich slozek. Tato lécebnd metoda se
rozvinula az ve 20. stoleti. Jeji uplatnéni umoznil objev krevnich skupin, na kterém se podilel
i Cesky psychiatr Jan Jansky (1907). Dals$im vyznamnym meznikem v rozvoji se stal objev
Rh faktoru v roce 1940 (K. Landsteiner a A. Wiener). O néco pozdé&ji se zjistilo, Ze citrat
sodny zabranuje srazeni krve a glukoéza prodluzuje zivotnost ¢ervenych krvinek. Krev se tak
mohla konzervovat a vznikla krevni banka (URL 10).

Dérce krve mize byt kazdy ¢loveék od 18 — 60 let a télesnd hmotnost nad 50 kg, jehoz
celkovy zdravotni stav a laboratorni nalezy odbér pfipoustéji. Z darcovstvi jsou vylouceni
darci, kteti prodélali hepatitidu, TBC, AIDS, skrevnimi chorobami, celkové zdravotné
oslabeni jedinci, lidé, kteti uzivaji trvale 1éky a zdravotnici (URL 10).

Pii transfuzich se pfiihlizi hlavné¢ k ABO systému a Rh faktoru. Antigenni vlastnosti
leukocyt, trombocytd a plasmatickych bilkovin maji pro transfuze mensi vyznam. Skupina

AB je univerzalni pfijemce, skupina 0 je univerzalni darce (URL 10).

5. 2. Transplantace

Transplantace je pfenos celého organu, jeho ¢asti nebo ur€ité tkané, a to z jednoho téla do
druhého nebo z urcitého mista téla na jiné. Divodem tohoto chirurgického zdkroku je
poskozeni nebo selhani ptivodniho organu. Organy se mohou ziskat jak z Zivého, ale n¢kdy 1
mrtvého organismu. V soucasné dobé¢ je mozné transplantovat srdce, ledviny, jatra, plice a
slinivku biisni. Z tkani se transplantuji i kosti, $lachy, rohovka, srde¢ni chlopné, cévy a ktize
(URL 11).
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Prvni transplantace probéhla v roce 1905, tehdy $lo o transplantaci rohovky. Od té doby je
mozné transplantovat i srdce, ledviny, jatra, plice a slinivku bfisni. Z tkani se transplantuji
napt. kosti, slachy, rohovka, srde¢ni chlopné, cévy a kize (URL 11).

Pfi transplantaci organu je dualezita kompatibilita HLA systému. Antigeny ABO systému
se nachazeji i v télnich bunikach a mohou se podilet na rejekci (odvrzeni) transplantovaného
organu (URL 11).

Rejekce nehrozi u autotransplantace. Autotransplantace je transplantace, u které se jedna o
pienos tkané nebo organu na jiné misto t¢hoz jedince. U autotransplantace nehrozi odmitnuti
transplantované tkané imunitnim systémem. Obvykle se provadi autotransplantace kize nebo
vlast (URL 11).
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6. Zaveér

Antigeny ABO systému jsou A, B a H antigen. H antigen je prekursorem pro vznik
ostatnich antigeni pomoci glykosiltransferaz. Tyto antigeny se nachazeji ve vSech tkanich.
Jejich hlavnim zdrojem jsou epitelialni tkan€ a jejich sekrety. K jejich urCovani se nejprve
pouzivaly serologické metody a v pozdé&jsi dobé se k nim piipojily i molekularn¢ biologické
metody.

Serologické metody jsou nejcastéji pouzivany ve forenzni antropologii nebo
v kriminalistice, kde jsou pouzivany k identifikaci jedince z jeho pozistatki. Tyto metody
odhaluji 1 piibuzenské vlastnosti nebo prispivaji k odhaleni historick¢ého ptvodu lidstva.
Serologické metody jsou rozmanité¢ a vyvinuly se u nich i rizné modifikace. Daji se jimi
testovat témet veskeré tkané, veetné tkdné kostni, vlasové, nehtové i zubni. Jsou zalozeny na
reakci mezi antigenem a protilatkou. Nevyhodou u téchto tkani je, ze vétSinou neni moznost
ovéieni spravnych vysledka. Také na n€ plsobi vlivy vnéjsiho prostiedi, které meni antigenni
vlastnosti a znesnadnuji uréeni ABO systému.

Molekularné biologické metody se pouzivaji k zGzeni okruhu moznych jedincii na zakladé
jejich DNA. Vyhodou téchto metod je, Ze k analyze DNA neni zapotiebi velké mnozstvi
tkané nebo krve, ale vystaci si jen s n€kolika t€lnimi butikami. Dal$i vyhodou je, ze metody

analyzy DNA nejsou ovlivnény kontaminaci a vlivem vnéjsiho prostiedi.
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