UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biologickych a 1¢katskych véd

Vyuziti imunohistochemie pri prikazu krevnich
skupinovych vlastnosti tkani v soudné lékarské praxi

Bakalarska prace

Vedouci bakalafské prace: RNDr. Ivana Némeckova, Ph.D.

Hradec Kralové, 2024 MVDir. Jitka Odvarkova



Podékovani

Dé&kuji vedouci bakalarské prace RNDr. Ivané Némeckové, Ph.D. za odborné
vedeni, cenné rady a pfipominky pii zpracovani mé prace. Dale bych rada pod¢€kovala
MUDr. Janu Rejtharkovi z Oddéleni soudniho lékaistvi Pardubické nemocnice za
odborné rady a poskytnuté materidly. Dékuji Mgr. Petru JosStovi, Ph.D. za podnétné
napady pifi psani mé prace. Piedev§sim dekuji své rodiné za neutuchajici podporu

v prubé¢hu celého studia.



r

Prohlaseni

,,Prohlasuji, Ze tato prace je mym pivodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpal(a), jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejné¢ho

titulu.*

V Hradci Kralové dne e,

Jitka Odvarkova



OBSAH

ABSTRALT ...eeeieereteeeereneecerreseesessesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssses 6
ABSTRACT ....ueeeeeerreeenneeesseseeseessesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
L. UVODuuceecerercnsesennssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssesssses 8
2. CIL PRACE 9
3. ZAKLADNI IMUNOHEMATOLOGICKE POJMY 10
3.1 ANTIGENY vttt ettt e e e e ettt e e e e e e tab e e e e eeesasenanas 10
3.2 PROTILATKY ..o 10
33 REAKCE ANTIGEN — PROTILATKA ....ceoutteiiiiiieiieeieeniee e siee e sieeeaeeas 12

4. KREVNI SYSTEM ABO ...uueeeeeeirerencreeesesscssssessssssssssssssssssssssssssesens 14
4.1 HISTORIE KREVNIHO SYSTEMU ABO ....ovvieiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 14
4.2 BIOCHEMICKA PODSTATA SYSTEMU ABO ...cooovviiiieeieeeeeeeeeeeeee 14
4.3 DEDICNOST ..ottt e et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeaaes 16
4.4 ZASTOUPENI KREVNICH SKUPIN V POPULACT......cuuuviiieeeeeeieeeeieneeeneeeennn 17
4.5 LOKALIZACE TKANI A BUNEK EXPRIMUJICI ABH ANTIGENY................ 18

5. IMUNOHISTOCHEMIE . .......uceeeeeeeeeenneescceccseesesssssssssccssssssssssssssnnes 21
5.1 HISTORIE IMUNOHISTOCHEMIE ....cccvvuuieiieeeiiiiieieeeeeeeeeeeeaineeeeeeeeesesanans 21
52 PRINCIP A POPIS METODY ..euuuiiiiiiiiieiiieeeeeeeettiaieeeseseeesesanaesesesesesannns 21
5.2.1 Protilatky v imunohistoChemii ..................cc.ccoceevviavienieeiienne. 22
5.2.2  Metody PrUKQZU. .............cccveeieiiesiieeeieeeeeeee e 22
5.2.2.1  PFME MEtOdY PrUKAZU ....ccvieiveeiieectieeieesee et e eteesteesteestaeereessaeeraesaseenseesnseesseaenneensnas 22

5.2.2.2  Nepimé metody PrlKazu ......cccceceeierieeiiereeiese ettt sreenaeeees 22

5.3 IMUNOHISTOCHEMICKY PROTOKOL.....ccottieeiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee 24
5.3.1  OdbEr MALFTAIU. ..........ooeeeeeeeeeee e 24
5.3.2  FIXACE LRANL. ... e 24
5.3.3  Odvodnéni, projasnéni, prosyceni a zaliti vzorku........................... 25
5.3.4  Krajeni parafinového blocku .................cccoovviiiiniiiiiiiiiiiiiee 25
5.3.5 Zavodneéni tkané a odmaskovani antigenu................cc.ccoeeveuuenn... 26
5.3.6 Blokace endogenni aktivity pozadi ...............cc.cccoovevvivvevcieeninnannne. 27
5.3.7 Blokace pozadi................ccccccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiieeie e 28
5.3.8 Vazba protilatek...............ccc.ocoveevieieeiiiiaiiiieeiieee e 28
5.3.9 Vizualizace komplexu antigen — protilatka................c...cccccceenne.... 28
5.3.9.1  IMuUNOfluOresCeNCNi METOAE ....uveeiiiiiiiiieieee et e e e e sabee e e e e eesananees 28

5.3.9.2  IMUNOENZYMOVA METOTA ..uviiiiiiieiiiieeciieeeriteeeetee e eire e str e eebeeesbteeestbeeesbaeeessnaesnnne 29

5.3.10 Dobarveni pozadi.................cccccoovvuiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 30
5.3.11 Odvodnéni, projasnéni a montovani rezii ..............ccceeeuveercuenennee. 30
5.3.12 Kontrola spravnosti provedené metody ................cccoeeveenerunan... 30

6. VYUZITI METODY V PRAXI 31
6.1 INKOMPATIBILNI DARCOVSTVIKRVE ..coooiiiiiiiiiiiiiiiii 32
6.1.1  Potransfuzing 1eakCe ..............cccccoevcveioiiiieiiieiieeieeeeee e 32



6.1.2  Histologie [edVIny ............cccccoovoueiiieiiiiiieeieeeeee e 33

6.1.3  Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny v ledvine .................... 34

6.2 KOSTERNI A SRDECNI SVAL....ccuiriiiiiiiiiiieiiiiicnieniesieee et 35
6.2.1 Histologie kosterni a srdecni svaloviny .............c.ccccceevvvveeeunennn... 35
6.2.2 Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny ve svalovine............... 36

6.3 PLACENTA ..ottt e e 37
6.3.1 Histologie plaCenty ..............ccccccvueeeciieiiiieeiiieecieeeeie e 37
6.3.2  Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny v placente.................. 38

0.4 VLASY Lot 39
6.4.1  HiStOlOZI€ VIASU .........c.ooeeeeieiieieee e 39
6.4.2  Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny z viasu ....................... 40

6.5 SEKRETY ...ttt sttt ettt e 42
6.5.1 Imunohistochemicky priitkaz krevnich skupin v sekretech............... 42

7.  DALSI MOZNOSTI URCENI KREVNI SKUPINY 43
7.1 SEROLOGICKE METODY ....cuvteuteriteiteieeitenieetenieesseesesssesseesesssesseenseennes 43
7.1.1  SKlickova metoda...................cc.ccooueeveiiaiiiiiiiiiiciiieeiieeee e 43
7.1.2  Zkumavkovd metoda ...................ccocueviiiiiiiiaiiieiiieee e 44
7.1.3  Absorpcneé-inhibicni metoda (vysycovaci metoda dle Therkelsena)45
7.1.4  Absorpcne-elucni metoda (Nicholls Pereira) ................ccocuueeen... 45

7.2 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY .....cccuirtinuinreniinenieeieeeenensensennens 46

8. ZAVER .oeeeenseescnscnssesssstnsssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssess 48
9. POUZITE ZKRATKY ..couueurreuneemneensseesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49
10. SEZNAM OBRAZKU ..ouunreueeerreensscenssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssass 50
11.  SEZNAM TABULEK ......ccocivrirrinsurnrensessanssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 51
12. SEZNAM POUZITE LITERATURY ..cueumnemrenrensensensscssssssssenssessscses 52




ABSTRAKT
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Vedouci bakalarské prace: RNDr. Ivana Némeckova, Ph.D.

Nazev prace: Vyuziti imunohistochemie pfi prukazu krevnich skupinovych vlastnosti

tkani v soudné l1ékarské praxi

Bakalatska prace popisuje imunohistochemii jako jednu z metod, kterou se
v soudnim lékaftstvi daji prokédzat krevni skupinové vlastnosti systému ABO ve tkanich.
Antigeny krevniho skupinového systému ABO nejsou pfitomny pouze na povrchu
erytrocytt, ale jsou exprimovany i v celé fad¢ tkani. Krevni skupina systému ABO je
geneticky determinovany fenotyp, ktery je relativné stabilni a mtize poskytnout dulezité
informace o identité¢ zesnulé osoby, posouzeni rodicovstvi €i vySetfovani v souvislosti

s trestnymi ¢iny.

V soudné 1€kaiské praxi existuji dals$i zplisoby uréeni krevnich skupin zalozené
na sérologické diagnostice ¢i analyze DNA. Imunohistochemie mé mezi t€émito metodami
své nesporné opodstatnéni. Urceni krevni skupiny v soudné 1ékatské praxi je specifické
v rozmanitosti a staifi biologického materidlu, ktery podléhd posmrtnym zménam a

vnéjSim vlivam okoli.

Kli¢ova slova: imunohistochemie, soudni 1ékatstvi, krev, krevni skupiny



ABSTRACT
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Title of Thesis: Immunohistochemical detection of blood group characteristics of tissues

in forensic medical practice

The bachelor's thesis describes immunohistochemistry as one of the methods used
in forensic medicine to demonstrate the blood group properties of the ABO system in
tissues. Antigens of the ABO blood group system are not only present on the surface of
erythrocytes but are also expressed in a variety of tissues. The ABO blood group is a
genetically determined phenotype that is relatively stable and can provide important
information about the identity of a deceased person, parentage assessment, or

investigation related to criminal activities.

In forensic medical practice, there are other methods of determining blood groups
based on serological diagnostics or DNA analysis. Immunohistochemistry has its
unquestionable justification among these methods. Determining the blood group in
forensic medical practice is specific due to the diversity and age of the biological material,
which undergoes postmortem changes and is subjected to external environmental

influences.
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1. UvoD

Imunohistochemie je zaloZzena na detekci tkanového antigenu pomoci
specifickych protilatek. V piipad¢ interakce antigen — protilatka dochéazi k vizualizaci
prostfednictvim barevného produktu. Imunohistochemie ma své nenahraditelné misto
predevsim pfti histopatologické diagnostice nadorti tkani. V soudné Iékaiské praxi je
metoda vyuzivana k diagnostice Casnych fazi hypoxickych a ischemickych zmén
myokardu, difizniho axondlniho poskozeni, nahlé¢ smrti kojencti (SIDS), prikazu
krevnich skupinovych vlastnosti nebo rhabdomyolyzy a stim spojeného Crush

syndromu.

Prace popisuje vyuziti imunohistochemie pii urceni krevnich skupinovych
vlastnosti v soudné¢ Iékaiské praxi. Metoda je vyuzivana pro prukaz krevnich
skupinovych vlastnosti ABO ve tkanich. Antigeny krevniho skupinového systému ABO
jsou lokalizovany nejen na povrchu ¢ervenych krvinek, ale jsou exprimovany ve velké
Casti tkani a sekretli. V praxi je metoda vyuzivéna k identifikaci krevni skupiny u
zemielych v pokrocilém stadiu rozkladu, u ptipadii imrti s podezienim na inkompatibilni
podani krevni transfiize €1 urceni krevni skupiny matky a plodu z placenty. Popisovanou
metodu jsem méla moznost si osobné vyzkouset v prubéhu studijni praxe na Oddéleni

soudniho lékafstvi Pardubické nemocnice.



2. CIL PRACE

Cilem bakalafsk¢ prace je poskytnout wuceleny piehled o vyuziti
imunohistochemie v soudn¢ lékaiské praxi pro prikaz krevni skupiny ABO ze tkani.
Prace podrobné popisuje postup zpracovani tkané a také predstavuje dalsi laboratorni

metody vyuzivané v soudné l€karské praxi k ureni krevni skupiny.



3. ZAKLADNIi IMUNOHEMATOLOGICKE POJMY

3.1 Antigeny

Antigen je organickd molekula schopna vyvolat imunitni odpovéd’ v organismu.
Ten reaguje tvorbou protilatky a jeji vazbou na antigen (Fabryova 2012). Pro vyvolani
imunitni odpovédi je nutné, aby byl antigen dostate¢né velky. Nekompletni antigen
(hapten) je schopny specificky reagovat s jiz vytvofenymi protilatkami, ale neni schopen
indukovat jejich tvorbu. Kazdy antigen ma jednu ¢i vice specifickych oblasti nazyvanych
epitopy ¢i antigenni determinanty, se kterymi protildtka reaguje (Fabryova 2012).
Antigenni determinanta je utvafena za sebou jdoucimi 5 — 8 aminokyselinami nebo

monosacharidovymi jednotkami (Jilek 2019).

3.2 Protilatky

Protilatky (imunoglobuliny) jsou specifické glykoproteiny, které vznikaji jako
odpovéd’ organismu na imunogen. Maji schopnost reagovat s antigenem, vazi se na jeho
specificky epitop na zakladé¢ vzdjemné komplementarity (,,zdmek a klic*) v misté

variabilni domény (Penka a Tesatova 2012).

Imunoglobuliny jsou sloZzeny ze dvou lehkych (L) a dvou tézkych (H) fetézcil,
navzajem spojenych disulfidickymi vazbami (Obrazek 1). U lehkych fetézcii rozliSujeme
k (kappa) nebo A (lambda). Na lehkych 1 tézkych fetézcich popisujeme fragmenty
vazajici antigen (Fab) a krystalizovany fragment (Fc). Uprostied je pantova ¢ast, kterd je

znacné flexibilni a umoZznuje v malém rozsahu pohyb Fab ¢asti. (Penka a Tesatova 2012).

Na molekule protilatky mtzeme rozliSit konstantni a variabilni doménu.
Konstantni doména vytvaii pro protilatku typicky tvar Y. Variabilni doména naseda na
konstantni doménu. Je zodpoveédna za specificky ucinek protilatky, protoze funguje jako
vazebné misto pro epitop antigenu. Na molekule protilatky jsou vytvoreny dvé vazebna

mista pro vazbu antigenu (Kittnar 2020).

Imunoglobuliny jsou déleny dle tfid H-fetézcii v konstantni oblasti do péti
imunoglobulinovych izotopti IgG (y fetézce), IgM (u fetézce), IgA (a fetézce), IgD (6
fetézce) a IgE (e fetézce) (Obrazek 2). V imunohematologii hraji vyznamnou roli IgG a

IgM protilatky (Penka a Tesafova 2012).
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Obrdzek 1:Zdkladni struktura imunoglobulinu (zdroj: Susolikova 2016, upraveno)
(VL — variabilni ¢ast lehkého fetézce, CL — konstantni ¢ast lehkého fetézce,
CH 14 — konstantni ¢ast tézkého fetézce, VH — variabilni ¢ast t€zkého tetézce)

IgM protilatka je nejveétsi imunoglobulinovd molekula uspofadand do tvaru
pentameru (pét imunoglobulinovych jednotek). IgM protilatky jsou zodpovédné za
primarni imunitni odpovéd’ organismu. Vazbou na komplement spusti jeho aktivaci, ktera
vede k hemolyze. Protilatky neprochdzi placentarni bariérou. Stejné jako IgG ma
schopnost vazat se na bunky pomoci Fc receptoru. Tyto protilatky snadno aglutinuji

(Penka a Tesafova 2012; Kittnar 2020).

IgG protilatky jsou monomerni imunoglobuliny. V krvi maji nejvétsi pocetni
zastoupeni. Maji schopnost prochdzet pfes placentarni bariéru do fetdlniho krevniho
obéhu. Jsou zodpovédné za sekunddrni imunitni odpovéd’ v organismu. Mezi jejich
funkci patii aktivace komplementu, ktery mtize zptsobit hemolyzu erytrocytti. Obecné
jsou ale IgG povazovany za malo lytické, protoze komplement je aktivovan dvéma
molekulami IgG, aby mohlo dojit k vazbé Clq slozky komplementu na Fec fragment
protilatky. Dalsi funkci IgG protilatek je schopnost vyvolat opsonizaci €i aktivace NK —
bunck (Penka a Tesatova 2012; Kittnar 2020).
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@ Tezky fetézec
@ Lehky fetézec

Obrazek 2: Izotypy imunoglobulinii - tvar jednotlivych izotypit véetné poctu lehkych
a téZkych vetézci (zdroj: Ferrari a Patrizio 2021, upraveno)
(VL — variabilni ¢ast lehkého fetézce, CL — konstantni ¢ast lehkého tetézce,
CH 1-3 — konstantni ¢ast tézkého fetézce, VH — variabilni ¢ast t€zkého tetézce)

3.3 Reakce antigen — protildtka

Vazba antigenu a protilatky je chemickou reakci glykoproteinové molekuly
protilatky (Fab zakonceni monomert IgG, pentamerd IgM a vzacné dimerd IgA)
s epitopem antigenu (Rehacek a Masopust 2013). Protilatky se na antigen vazi
nekovalentné, tedy slabou reverzibilni vazbou. Sila vazby mezi epitopem antigenu a
vazebnym mistem protilatky je nazyvéana afinita. Sila vazby antigenu s vice epitopy a

multivalentnimi protilatkami nazyvame avidita (Penka a Tesafova 2012).

Na vazbu ma zéisadni vliv teplota, iontova sila prostiedi, pH, kvalitativni

a kvantitativni vlastnosti antigenti a protildtek (Masopust a Pisacka 2022).

Teplota: Teplotni optimum pro tvorbu vazby antigen-protilatka je 37 °C. Velké
zvyseni teploty mize mit za nasledek zvySenou disociaci komplexu antigen — protilatka.
Tohoto jevu se vyuziva naptiklad u absorp¢né-elu¢ni metody. Polarni (vodikové) vazby
jsou exotermické a odolné za nizkych teplot. Nepolarni molekuly vytvaii hydrofobni
vazbu dehydrataci obvykle s proteinovym antigenem (Daniels a Bromilow 2007;

Masopust a Pisacka 2022).
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Tontova sila prostfedi: Upravou iontové sily v prostfedi mizeme urychlit
interakci mezi antigenem a protilatkou. V hypertonickém prostfedi dochéazi k pomalejsi
interakci antigen — protilatka. Jev je zpusoben shlukovanim iontl kolem antigeni a
protilatek a neutralizaci jejich opacné nabitych ndboji na molekulach. Pouzitim
hypotonického roztoku reakci urychlime (Daniels a Bromilow 2007; Masopust a Pisacka

2022).

pH: Nejoptimalnéjsi pH pro vazbu antigenu s protilatkou je kolem 7. Erytrocyty
maji pii této hodnoté¢ pH mirné negativni naboj, ktery dobfe interaguje s pozitivnim
nabojem protilatek. Pti nizkém pH dochazi k disociaci vazby a vysledek reakce mtize byt

falesné negativni (Daniels a Bromilow 2007; Masopust a Pisacka 2022).

Kvalitativni a kvantitativni vlastnosti antigenti a protilatek: Tvorba vazby je
zavisld na hustoté exprese antigenu na membrané erytrocytu a koncentraci protilatky.
Vliv hraje i vzdalenost protilatky od antigenu a blokace povrchu erytrocytu jinymi
strukturami. Pfi rutinnich vysetfenich se pouziva obvykle nadbytek protilatky, optimalné

40:1 (plazma/sérum : erytrocyty) (Daniels a Bromilow 2007; Masopust a Pisacka 2022).
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4. KREVNI SYSTEM AB(

4.1 Historie krevniho systému AB0

Zaklady pro dneSni moderni imunohematologii se datuji do roku 1901, kdy
rakousky lékat a biolog Karl Landsteiner zavedl systém tii krevnich skupin A, B, C.
Pozdéji byly tyto krevni skupiny upraveny na A, B a 0 (Penka a Tesafova 2012). Poprvé
popsal pfitomnost antigeni na membrané erytrocytl a protilatek v plazmé. VSiml si, ze
kazdy jedinec ma v krvi protilatky, které neinteraguji s antigeny vlastnich erytrocyti.
V opatném ptipadé¢ dochdzi kreakci antigen-protilatka, projevujici se jako
hemaglutinace (Chottova-Dvotrdkova a Mistrova 2018). Vroce 1907 popsal cesky
psychiatr Jan Jansky existenci ¢tyt krevnich skupin, které pozd¢ji oznacil jako A, B, AB
a 0. Roku 1924 vysvétlil J. Bernstein dédi¢nost krevnich skupin v systému ABO svym
»modelem tii alel”, ¢imZ polozil zaklady dneSni imunogenetiky (Fabryova 2012; Dean
2005). V 50. a 60. letech 20. stoleti byla popsana biochemické podstata a biosyntéza
struktur ABO antigent. V 80. letech 20. stoleti zapocal rozvoj prvnich molekularné
genetickych metod, diky kterym byly objeveny a popsany struktury vétSiny antigenti
ostatnich krevnich skupinovych systému (Daniels 1999).

4.2 Biochemicka podstata systému AB0

Oznaceni krevnich skupin se odviji od pfitomnosti antigenu nazyvaného
aglutinogen na povrchu erytrocyti (Obrazek 3). Systém ABO rozliSuje tfi antigeny (A,
B, H) tzv. aglutinogeny. Podle jejich vyskytu na membrané erytrocytii popisujeme Ctyii
krevni skupiny — A, B, AB a 0 (Chottova-Dvotdkova a Mistrova 2018). Jedinec s antigeny
A na povrchu erytrocytil je nositelem krevni skupiny A, jedinec s antigeny B je nositel
krevni skupiny B. Jedinec s antigeny A i B ma krevni skupinu AB. Erytrocyty krevni
skupiny 0 maji na svém povrchu antigen H, jez je ve své podstaté prekurzorem antigenti
A a B (Kittnar 2020). Syntéza antigeni ABO probiha pfevazné na prekurzorech erytrocyta
v hematopoetické tkani. Pouze 1 % antigenli pfichycenych na erytrocyty pochézi
zplazmy (Penka a Tesafova 2012). V plazmé jsou pfitomny dva druhy protilatek
tzv. aglutininy anti-A nebo anti-B. Vz4jemné vztahy mezi aglutinogenem a aglutininem
popisuje Landsteinerovo pravidlo: ,,Je-li na membrané cervené krvinky piitomen

aglutinogen urcitého typu, k nému korespondujici aglutinin v plazmé chybi a dale
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chybi- li na membrané ¢ervené krvinky nektery z aglutinogent, je k nému korespondujici

aglutinin v plazmé ptitomen* (Kittnar 2020).

Krevni Krevni Krevni Krevni
skupina A skupina B skupina AB skupina 0
Erytrocyt
N/ ) \J N/
ils X el el ra |
Protilatky !z Xy Y
o < S S5 dna N N
(aglutm‘llny) ,/\/ & r;/ b o zadné fg/ b ,/\/ b
v plazmeé
Anti- B Anti-A Anti-A  Anti- B
Antigeny
(aglutinogeny) ? ? ? f 7adné
na povrchu
erytrocytu Antigen A Antigen B Antigen A a B

Obrazek 3: Aglutinogeny a aglutininy u jednotlivych krevnich skupin
(zdroj: Rashid et al. 2022, upraveno)

Antigeny ABO systému jsou po biochemické strance oligosacharidy, tvotfené
jednoduchymi cukry D-gluk6oza, D-galakt6za, D-mano6za, N-acetyl-D-glukosamin,
N- acetyl-D-galaktosamin a L-fruktéza. Tyto oligosacharidy jsou navazany na struktuie
glykoproteint a glykolipidi na membrané erytrocytii (Obrazek 4). Jejich rozpustna
forma se nachazi 1 v sekretech (Penka a Tesatfova 2012). Aglutinogen H je prekurzorova
molekula pro aglutinogeny A a B. Od aglutinogenu H se aglutinogeny A a B odlisuji
pouze v poslednim cukerném zbytku (Chottova-Dvorakova a Mistrova 2018). Krevni
skupina 0 ma na oligosacharidovém fetézci koncovy cukr L-fukoézu, krevni skupina A ma
L-fukézu a N-acetyl-D-galaktosamin, krevni skupina B ma L-fukézu a D-galaktdézu

(Fabryova 2012).

Syntéza aglutinogenti A a B je podmin€na ptitomnosti enzymu A-transferazy a B-
transferdzy. Enzym A-transferdza (a-N-acetylgalaktosaminyltransferaza) je produktem
alely A a katalyzuje pfenos N-acetyl-D-galaktosaminu z UDP-N-acetylgalaktosaminu
(donor) na fukosylovany galaktozovy zbytek (akceptor). Obdobné B-transferaza
(o~ galaktosyltranferaza) je produktem alely B a katalyzuje pienos D-galaktézy z UDP-
galaktozy (donor) na fukosylovany galaktozovy zbytek (akceptor). U krevni skupiny 0
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neni produkovan zadny aktivni enzym, a proto ziistava fukosylovany galaktézovy zbytek

nesubstituovany (Daniels a Bromilow 2007).

a-galaktosyltransferdza

a-L-fukosyltransferdza

l Mo

a-N-acetyl ga!akfo saminyltransferdza

prekurzor antigen H a11t1ge11 A antigen B antlgen A antigen B
fenotyp krevniskupina krevniskupina  krevniskupina krevniskupina
Bombay 0 A B AB

I:lN— acetyl-D-galaktosamin . N-acetyl-D-glukosamin O D-galaktoza A L-fukoza

Obrazek 4: Biochemie antigennich substanci AB0 na povrchu erytrocytu
(zdroj: Anso et al. 2023, upraveno)

4.3 Dédicnost

Substance tvofici syst¢ém ABO jsou fizeny genem umisténym na 9. chromozomu.
Samotny gen ma tii alely, pficemz alely A a B jsou kodominantni, alela 0 je recesivni
(Murray a Matous 2012). V systému ABO jsou znamy 4 fenotypy — A, B, AB a 0
(Tabulka 1). Plati, Ze fenotyp A je vysledkem genotypu A/A nebo A/0, fenotyp B je
vysledkem genotypu B/B nebo B/0, fenotyp AB je vysledkem fenotypu A/B a nakonec
fenotyp 0 je vysledkem genotypu 0/0 (Fabryova 2012).

Antigeny A a B nejsou pfimym vysledkem genu. Tfi alely genu umisténé na
9. chromozomu podminuji pouze tvorbu enzymul transferdz. Alela A produkuje
A- transferazu, alela B produkuje B-transferazu. Enzymy zajisti pfipojeni specifickych
cukernych slozek k prekurzorové substanci (H-antigenu). Alela 0 je ticha, nepodminuje
produkci transferdzy, a proto se k prekurzorové substanci nepfipojuji Zadné cukerné

slozky (Penka a Tesatova 2012).
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Tabulka 1: Dédi¢nost krevnich skupin (zdroj: Okoduwa 2013, upraveno)

Krevni skupina matky
A B 0 AB
3 A A0 A, B, 0, AB A, 0 A, B, AB
g g B A, B, 0, AB B, 0 B,0 A, B, AB
E Sl A0 B, 0 0 A,B
g AB A, B, AB A, B, AB A,B A, B, AB
Krevni skupina ditéte

Prekurzorova substance H je kddovana genem FUTI na 19. chromozomu. Pracuje
na stejném principu tvorby enzymu H-transferdzy (o-L-fukosyltransferazy), ktera
pfipojuje L-fukézu k D-galaktoze oligosacharidového fetézce, a tim vznikd
prekurzorovy antigen-H (Obrazek 4). Chybi-li gen FUT, nesyntetizuje se H-transferaza
a prekurzorovy antigen-H neni produkovan. Monosacharidové konce antigent A ¢i B
nemaji moznost piipojit se na antigen-H. Jedinci s absenci antigenti A, B ¢i H na povrchu

membrany erytrocytll jsou nazyvani jako fenotyp Bombay (Penka a Tesafova 2012).

4.4 Zastoupeni krevnich skupin v populaci

Cetnost riznych krevnich skupin v populaci je ovlivnéna regionalné i rasové.
Celosvétove je nejrozsifengjsi krevni skupinou A a 0 (Fabryova 2012; Penka a Tesafova
2012). Velmi rozdilné zastoupeni byva mezi jednotlivymi etniky (Tabulka 2). Obecné
plati, Ze oproti Evropanim maji Asiaté¢ a Afri¢ané v populaci vyrazné vétsi zastoupeni
krevni skupiny B. Rozdily v zastoupeni krevnich skupin jsou dany evolu¢né. Dle uvahy

je alela B nejmladsi ze vSech alel (Panczak a Otova 2013).
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Tabulka 2: Procentudlni zastoupeni krevnich skupin u ruznych etnik (zdroj: Fabryova
2012; Penka a Tesarova 2012)

Krevni Krevni Krevni Krevni
skupina A skupina B skupina AB skupina 0
Asiaté 28 % 26 % 6 % 40 %
Afroameric¢ané 26 % 20 % 4 % 50 %
Latinoameric¢ané 31% 10 % 2% 57 %
Kavkazané 41 % 11 % 3% 45 %
Stiredoevropané 48 % 9% 4 % 39 %

4.5 Lokalizace tkani a bunék exprimujici ABH antigeny

Antigeny krevnich skupin byly zpocatku identifikovany jako povrchové antigeny
erytrocytl. Brzy se ukézalo, Ze jsou Siroce distribuovany napfi¢ nejriznéjSimi tkanémi
(Tabulka 3). Odborn¢ byly tyto antigeny nazvany jako ,,histo-blood group antigens®,
tedy antigeny krevni skupiny umisténé na jinych buiikdch neZ erytrocytech (Ravn a
Dabelsteen 2000). Epitely a jejich sekrety jsou hlavnim zdrojem antigent krevnich
skupin. Epitel ekto-, mezo- a endodermdlniho plivodu exprimuje ABH antigeny.
Neuroektoderm mutize exprimovat jen malé mnozstvi prekurzorti antigenti krevnich
skupin. Bunky pojivové tkdné nevytvari Zadné vySe zminéné antigenni struktury

(Tabulka 4) (Ravn a Dabelsteen 2000).

Antigeny ABO systému lze prokézat u plodu ve 3. — 4. tydnu intrauterinniho
vyvoje (Stefan 2012). Szulman uvadi, Ze jiz v 5. tydnu po oplozeni jsou v embryu
lokalizovany prvni antigeny ABO, a to nejen na erytrocytech, ale i na endotelu a buiikach
epitelu prakticky vSech orgdnii nebo organovych zékladl, napi. krevni ostravky
zloutkového vacku, epitel primitivni trévici trubice a jeji derivaty, mezonefros,

dlazdicovy epitel kiize (Szulman 1987).
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Tabulka 3: Piehledova tabulka tkani a bunék tkani exprimujicich ABH antigen
(zdroj: Ito a Hirota 1992)

Organova soustava | Organ Buiiky exprimujici antigen ABH

Dychaci soustava Hrtan Dlazdicovy epitel a muko6zni bunky
Pradusnice, Povrchovy epitel, poharkové  bunky,
pradusky mukézni bunky

Travici soustava

Dutina ustni

Dlazdicové bunky, muko6zni buiiky labidlnich
zlaz, jazyk

Slinné zlazy

Mukdzni a ser6zni bunky

Jicen

Dlazdicovy epitel

Zaludek

Povrchovy epitel, pylorické zlazy, parietalni
buiiky, hlavni buniky

Tenké stievo

Poharkové bunky, Brunnerovy zlazy

Tlusté stievo Poharkové buiilky
Jatra Kupfferovy bunky
Slinivka biisni Exokrinni aciny, dukty
Zluénik Cylindricky epitel
Vylucovaci soustava | Ledviny Sbérné kanalky
Mocovy méchyt | Urotel
Pohlavni soustava Prostata Jednoduché tubuloalveolarni Zlazy
Varlata Spermatogonie a epitel eferentniho duktu
Nadvarle Cylindricky epitel
Semenotvorné Cylindricky epitel
kanalky
Vejcovody Cylindricky epitel
D¢loha Endometrium, cylindricky epitel
Pochva Dlazdicovy epitel a muko6zni buiiky
Kozni soustava Kiize Potni zlazy, mlécna Zlaza
Vlasy Dren
Cévni soustava Cévy Endotelové buiky
Endokrinni soustava | Hypofyza Pars intermedia, koloid
Lymfatickd soustava | Brzlik Hasallova téliska, epitelové bunky

Nervova soustava

Zadni misni
kofen

Senzitivni neurony
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Tabulka 4: Piehledova tabulka tkani a bunék tkani, které neexprimuji ABH antigen
(zdroj: Ito a Hirota 1992)

Organova soustava | Organ Buiiky, které neexprimuji antigen ABH
Endokrinni soustava | Hypofyza Pars anterior, lobus posterior
Nadledviny Kiira, dfen

Stitna zlaza

Folikuly, folikularni bunky

Slinivka bfi$ni

Langerhansovy ostravky

Travici soustava

Jatra

Hepatocyty

Traénik

Kosterni soustava

Kost

Chrupavka

Svalova soustava

Sval

Bunky hladké svaloviny,
pruhované svaloviny

buiikky pfi¢né

Svalova
povazka

Slacha

Pohlavni soustava

Vajecniky

Varlata
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5. IMUNOHISTOCHEMIE

5.1 Historie imunohistochemie

Zaklady imunohistochemie polozil ve 40. letech 20. stoleti Albert Hewett Coons,
kdyz prokazal ptitomnost bakterii rodu Preumococcus v infikovanych mysich jatrech za
pouziti protilatky znacené fluorescen¢nim barvivem (Packer 2021; Suvarna et al. 2019).
Roku 1954 spolu s Thomasem Huckle Wellerem popsali metodu nepiimé
imunofluorescence pro diagnostiku piiusnic (Packer 2021). Aplikovali sérum
infikovaného pacienta na bunécnou kulturu infikovanou piiusnicemi (Packer 2021). V
roce 1958 pouzil Mark H. Kaplan dvoustupnovou nepiimou imunofluorescenc¢ni techniku
k amplifikaci signalu barveni a vizualizaci antigent dfive nerozlisitelnych ve tkanovém
pozadi (Packer 2021). Paul Kazuo Nakane a Gordon Barry Pierce zavedli roku 1966
pouzivani kienové peroxiddzy konjugované s protilatkou v kombinaci s chromogenem
diaminobenzidinem. Ostatni detaily tkdné vizualizovali kontrastnim barvenim
hematoxylinem (Suvarna et al. 2019). V osmdesatych letech 20. stoleti se vyuzitim
monoklondlnich  protilatek  zvySila  citlivost metody. Rozvoj  nepfimych
imunoperoxiddzovych metod nebo avidin (streptavidin)-biotin metody urychlil studium

tkanové distribuce sacharidovych struktur (Ito a Hirota 1992; Suvarna et al. 2019).

Prvni antigeny krevnich skupin systému ABO ve tkanich byly prokazany roku
1957 L. E. Grynnem na preparatech zalude¢ni a duodenalni sliznice. PouZil protilatky
znacené fluoresceinem. Roku 1959 pak spole¢né s Ericem Johnem Holborowem popsali
distribuci antigenu A v riznych lidskych tkanich. Aron E. Szulman rovnéz zkoumal
histologickou distribuci antigend krevnich skupin. K lokalizaci antigeni v riznych
lidskych tkanich pouZil fluoresceinem znacené protilatky anti A, B, H. Roku 1964 zaved]
Kent do praxe pouziti metody ve formalinu fixovanych tkanich zalitych do parafinu, coz
znaéné€ zlehcilo zpracovani vzorku oproti tehdy vyuzivané metod€ mrazeni fezl Cerstvé

tkané (Ito a Hirota 1992).

5.2 Princip a popis metody

Imunohistochemie je metoda zaloZzen4 na identifikaci bunéénych nebo tkaiovych
antigenlti pomoci vazby antigen — protilatka, nasledné je tento komplex vizualizovan

(Jirkovska 2006).

21



5.2.1 Protilatky v imunohistochemii

Protilatky jsou ziskdvany imunizaci zvifete specifickou molekulou
(imunogenem). Organismus zvifete reaguje produkci protilatek namifenych proti
aplikovanému antigenu. Vytvofena protilatka se izoluje z krevniho séra zvifete. Existuji

dv¢ kategorie protilatek: monoklonalni a polyklonalni (Jirkovska 2006).

Monoklonalni protilatky se in vitro ziskavaji izolaci klonti B-lymfocyta.
Vzhledem ke kratké zivotnosti B-lymfocyti je pouzivana hybridomova metoda, kdy fuzi
s myelomovou bunécnou linii vznikd hybridom. Hybridni bunika produkuje stejné jako
pivodni B-lymfocyt pozadované monoklondlni protilatky, avSak pti vyrazné delsi
zivotnosti (Hoftejsi et al. 2017). Vyhodou monoklonalnich protilatek je jejich vysoka
specifita viaci konkrétnimu epitopu antigenu (Beranek a Tichy 2013).

Polyklonalni protilatky jsou produktem mnoha klonti B-lymfocytli, mohou proto
rozeznavat vice epitoptl. Polyklonalni protiladtky maji oproti monoklonalnim protilatkdm
nizsi specifitu. Navazanim polyklonalni protilatky na podobné epitopy vice antigenti

dochazi ke zktizené reakci (Jirkovska 2006).

5.2.2 Metody priikazu

V imunohistochemii existuje né€kolik metod priikazu vyuZivanych k detekci
tkanovych antigenli. Vybér vhodné metody zavisi na charakteristice vySetfované tkané.

Rozlisujeme ptimé a nepiimé metody prikazu (Obrazek 5) (Suvarna et al. 2019).

5.2.2.1 Piimé metody pritkazu

Pfimé4 metoda je jednovrstevnd — aplikuje se primarni protilatka s navazanou
vizualiza¢ni znaCkou. Znacena protilatka reaguje piimo s antigenem ve tkani. Technika
je rychlé a snadna, ale neposkytuje dostatecnou citlivost (Suvarna et al. 2019). V soudné
1ékatské praxi se pfili§ nevyuZiva, nebot pii pouZiti na parafinovych fezech je malo citliva

(Toupalik 2001).

5.2.2.2 Nepiimé metody pritkazu

Nepiima metoda je ve srovnani s pifimou metodou citlivejsi, avSak cCasove
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neni detekovan pfimo primarni protilatkou, ale neptimo znacenou sekundérni protilatkou
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nebo pfidanim znaceného komplexu. RozliSujeme metodu nepiimou dvojstupiiovou a

metodu nepfimou trojstupiiovou (Jirkovska 2006).

Nepiima dvojstupniova metoda je zalozena na dvou krocich. Neznacena
primarni protilatka se navaze na detekovany antigen. V dal§im kroku se na Fc-fragment
primarni protilatky navaze znaCené sekundarni protilatka a dochazi k vizualizaci. Vazba
vétsiho mnozstvi sekundarnich protildtek na neznaené primarni protilatky amplifikuje

signal (Cizkova 2018).

Nepiima trojstupiiova metoda ma své vyuziti ve vzorcich obsahujici nizké
mnozstvi detekovaného antigenu, nebot’ vicekrokové usporadani vyrazné amplifikuje
signal. Pfi prvnim kroku se navdZe neznaCena protildtka na antigen ve vzorku. Na
primarni protilatku se navaze v nadbytku pfidana sekundarni protilatka. Ve tfetim kroku
se navaze znaeny komplex a dochdzi k vizualizaci. Mezi nepfimé trojstupiiové metody
patii metoda alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza (APAAP), metoda peroxidaza-
anti-peroxidazovy komplex (PAP) nebo metoda avidin-biotin komplex (ABC) (Cizkova
2018).

o . Neprima metoda
Prima metoda O — I
Dvojstupniova Trojstupnova
. .
..

T 7 71

@® antigen -—'"/ primarni protilatka

vizualiza¢ni znacka

0 . L, sekundarni protilatka
vizualiza¢ni komplex
,

Obrazek 5: Zakladni metody imunohistochemie
(zdroj: Novusbio, upraveno)
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5.3 Imunohistochemicky protokol

Zakladnim funkénim principem pfi zpracovani tkané k imunohistochemickému
vySetfeni je zachovani struktury a pfistupnosti vazebného mista (epitopu) antigenu pro

vazbu protilatky (Jirkovska 2006).

5.3.1 Odbér materialu

V soudnim Iékafstvi jsou nejcastéji odebirany vzorky nekroptické tkané pii pitve
zemielého. Materidl pro stanoveni krevni skupiny ze tkdn¢ byva v naprosté vétSing
pfipadii v pokrocilém stadiu posmrtnych zmén vykazujici zndmky hniloby nebo
adipocere. Obvykle je k odbéru zvolena co nejvice zachovald tkan, napf. nejméné

poskozeny sval (Toupalik 2001).

5.3.2 Fixace tkani

Fixace tkéani slouzi k zastaveni autolytickych procesti a dal§i degradaci tkané
enzymy &i mikroorganismy. Rozlisujeme chemické a fyzikalni metody fixace (Cizkova

2018).

Chemické metody fixace jsou v principu zaloZeny na blokaci enzymu denaturaci
jeho proteinové struktury (Jirkovska 2006). Odebrany materiél je vloZzen do tzv. fixa¢niho
¢inidla, které¢ musi mit schopnost dobte proniknout do fixované tkdn¢. K chemické fixaci
jsou vyuzivany nejrazngjsi latky — aldehydy (formaldehyd), kyselina pikrova, slou¢eniny
tézkych kovl (chlorid rtutnaty, oxid osmicely), organické kyseliny (kyselina octova,
kyselina trichloroctovd), koncentrované alkoholy (methanol, ethanol) a aceton.
Nejbéznéji vyuzivané fixacni ¢inidlo je formaldehyd, trividlné nazyvéan jako formol.
Formaldehyd je plyn, jeho rozpusténim ve vod¢ vznikd vodny roztok formaldehydu o
koncentraci 37 — 40 % (v laboratofich nazyvan jako 100% formol). Uschovava se ve
tmavych lahvich s malym mnozstvim uhli¢itanu véapenatého na dné¢ nadoby. Pro fixaci se

vyuziva roztok formolu o koncentraci 10 — 25 %, tedy 4 — 10% roztok formaldehydu
(Jirkovska 2006; Cizkova 2018).

Fyzikalni metody fixace nejsou tak Casto vyuzivany. Principem fyzikalnich
metod fixace je ovlivnéni transportnich mechanismti vody v buiice, nebot’ enzymaticky

katalyzované reakce probihaji ve vodném prostiedi (Jirkovska 2006). K fyzikalni fixaci
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je pouzivana nizka teplota (fixace suchym ledem, tekutym dusikem nebo vysouSeni

mrazem) &i vysoka teplota ¢asto spojena s mikrovinnym zatenim (Cizkova 2018).

5.3.3 Odvodnéni, projasnéni, prosyceni a zaliti vzorku

Odvodnénim se nahrazuje voda obsazena ve tkani za odvodinovaci médium.
Nejcastéji se k odvodnéni pouziva vzestupna koncentracni fada vodnych roztoka ethanolu
(70 %, 80 % a 96 %). V nasledujicim kroku je vzorek projasnén médiem, které je
misitelné s alkoholem i se zalévacim médiem. Obvykle jsou k projasnéni pouzivana
bézné organicka rozpoustédla (benzen, toluen, xylen). Organické rozpoustédlo nahradi
ve tkani ethanol a v dal§im kroku tak umozni prinik zalévaciho média do tkané€ (Jirkovska

2006).

Projasnéné vzorky se vkladaji do tekutého parafinu v termostatu. Dochazi
k odpateni projasiiujiciho média a tkan se prosyti parafinem. Poté se provede zaliti tkané
do parafinového blocku, kterym doddme materidlu pevnost pii nasledném kréjeni.
Zalévaci médium musi dokonale prostoupit vzorek tkdn¢ a ztuhnout natolik, aby bylo
mozné nakrajet tenké fezy. NejbéznéjSim zalévacim médiem je parafin, ktery je levny a
dobfe se s nim pracuje. Vzorky projasnéné tkdn€ jsou vkladany do zalévacich komurek a

zality parafinem o teploté 52 — 58 °C (Jirkovska 2006; Mescher 2018).

V laboratofich jsou tyto kroky automatizovany pomoci odvodnovacich a
zalévacich automatli. Odvodnovaci automaty jsou zpravidla koncipovany jako karusel
s pohyblivym koSem, ktery je postupné vkladan do jednotlivych lazni po zvoleny Casovy
interval. Karusel obsahuje vzestupnou alkoholovou fadu, projasiiovaci médium a tekuty
parafin k prosyceni. Zalévaci automaty obsahuji naddobu pro vytemperovany tekuty
parafin. Tkan vlozena do zalévaci komirky je zalita parafinem a odlozena na chladici

desku, aby parafin rychleji ztuhl (Jirkovska 2006).

5.3.4 Krajeni parafinového blo¢ku

Ke krajeni parafinového bloc¢ku slouzi tzv. mikrotomy. Ptistroj obsahuje ocelovou
ziletku, kterd pii pohybu sefezdva velmi tenkou horni vrstvu parafinového blocku
upevnéného do stojanu mikrotomu (Jirkovska 2006). Optimalni tloustka fezu je 5 pm
(Beranova a Tonar 2002). Rez je po ukrojeni napinin na vodni hlading — mize byt
umistén na podlozni sklo a zakapnut kapkou vody nebo je polozen na vodni hladinu

v nadob¢ a nasledn¢ pretazen na podlozni sklo. Po sliti pfebytecné vody je podlozni sklo
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s vyrovnanym fezem polozeno na vyhiivanou ploténku a ususeno. Pokud je vzorek
zmrazen, ke krajeni se vyuziva kryostat, coz je v principu mikrotom v mrazicim boxu

(Jirkovska 2006).

Rezy mohou byt napinany na b&zna podlozni skla nebo na podlozni skla se
specidlni adhezivni vrstvou. Adhezivni vrstva mize byt ze smési Zelatiny a bilku, tato
kombinace vSak neni vhodna pro imunohistochemické vysetfeni. Naopak pro
imunohistochemii je vhodné vyuzit silanizovand skla — komercéné vyrabéna podlozni skla
s adhezivni vrstvou poly-L-lysinu a 3-aminopropyltriethoxysilanu (APES). Pouzitim
podloznich skel s adhezivni vrstvou snizime riziko deformace, roztrzeni nebo odplavani

ezl pii dalSim zpracovani (Jirkovska 2006).

5.3.5 Zavodnéni tkané a odmaskovani antigenu

Pted dalSim zpracovanim fezy zbavime parafinu za pouZiti v roztoku xylenu.
Nésleduje zavodnéni tkané v sestupné alkoholové fadu (96 %, 80 % a 70 %). Tkan se
pozvolna hydratuje a je pfipravena na dalsi kroky probihajici v hydrofilnim prostfedi

(Beranova a Tonar 2002).

Pti fixaci formalinem (aldehydy) a zalévani parafinem dochézi ke zfetézovani
bilkovin, které mohou ve vzorku piekryvat antigenni struktury, a tim branit vazbé
antigen-protilatka. Zietézovani je zptisobené tvorbou methylenovych mistkli mezi
proteiny. Pii fixaci reaguje formaldehyd s vodou za vzniku methylenglykolu, ktery
nasledné reaguje s nenabitymi proteiny za tvorby hydroxymethylovych skupin. Proteiny
reaguji se hydroxymethylovymi skupinami a vysledkem je vznik methylenovych mustkt
(-CH>-) mezi proteiny (Obrazek 6). Makroskopicky se tento sled reakci jevi jako ztuhnuti

vzorku ve fixaéni tekuting (Cizkova 2018).

Antigeny jsou zpfistupiiovany pro protilatky tzv. antigen retrieval metodami.
K odmaskovani antigenu se vyuZzivaji metody traveni proteolytickymi enzymy (trypsin,
pepsin), ozafeni v mikrovlnné troubé, ohtev v tlakovém hrnci, volni 1azni ¢i parni ohfev

(Jirkovskd 2006; Suvarna et al. 2019; Beranova a Tonar 2002).
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Obrazek 6: Zietézovani bilkovin pii fixaci tkané formaldehydem — vznik
methylenovych miistkii mezi bilkovinami
(zdroj: Cizkova 2018, prevzato)

5.3.6 Blokace endogenni aktivity pozadi

Tkéan obsahuje endogenni enzymy, které mohou byt podobné enzymim
pouzivanym pfi znaceni protiladtek. Endogenni enzymy ve vzorku mohou reagovat se
substratem a v kone¢ném diisledku ovlivnit interpretaci vzorku (Suvarna et al. 2019).
V imunohistochemii se pouzivd k enzymatickému znaceni kienovd peroxiddza a
alkalicka fosfataza. Buiniky polymorfonuklearti a dal$i myeloidni buiikky maji vyraznou
endogenni peroxiddzovou aktivitu. K blokovani endogennich peroxiddz se vyuziva
nejcasteji kombinace 1 — 3 % peroxid vodiku v methanolu (Suvarna et al. 2019; Jirkovska
2006; Toupalik 2001). Aktivita endogenni alkalické fosfatazy je obvykle blokovana
pfidanim levamizolu, ktery selektivné inhibuje nékteré typy alkalické fosfatazy (vyjma
intestinalni nebo placentarni alkalické fosfatdzy). Jako inhibitor endogenni alkalické
fosfatazy se vyuziva také ledova kyselina octova, ktera inhibuje v§echny typy alkalickych

fosfatdz (Suvarna et al. 2019).
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5.3.7 Blokace pozadi

wrwe

nespecifické reakce prostedi jsou rozmanité, napt. endogenni avidin-biotinova aktivita,
kontaminace vzorku cizorodymi latkami, zkfiZzena reaktivita protilatky s podobnym
epitopem, pohlceni antigennich struktur fagocyty, difuze antigennich struktur tkdn¢ do
okoli ¢i vazba protilatky na pojivové struktury. Tyto nespecifické reakce prostredi 1ze
blokovat saturaci tkan¢ bilkovinami ze séra nebo odtu¢néného mléka. Tkanovy fez je

vysycen ne§kodnymi proteiny (Beranova a Tonar 2002; Cizkova 2018).

5.3.8 Vazba protilatek

Tkanové antigeny reaguji s pfidanou primdrni protilditkou. Dle zvolené
imunohistochemické metody mize nasledovat reakce sekundarni protilatky. Protilatka se
vaze na preparatu v mistech, kde je prezentovan hledany tkanovy antigen. Chromogen
umistény na znaCené protildtce vizualizuje vznikly komplex antigen — protilatka

(Beranova a Tonar 2002).

5.3.9 Vizualizace komplexu antigen — protilatka

Vazba antigen — protilatka probihd ve tkani bez viditelné reakce. K vizualizaci
komplexu se vyuZivaji tzv. chromogeny u imunoenzymové metody a fluorochromy u

imunofluorescencéni metody (Beranova a Tonar 2002).

5.3.9.1 Imunofluorescencni metoda

Fluorescen¢ni znacky (fluorochromy) jsou barviva vykazujici fluorescenci.
Funguji na principu absorpce ultrafialového nebo viditelného zareni. Absorpci zafeni
dochdzi k excitaci molekuly a pfi navratu do zékladniho stavu je uvolnéna energie
v podobé elektromagnetického zafeni o wurcité vlnové délce pozorované pod
fluorescenénim mikroskopem (Suvarna et al. 2019). Nejb&€znéji pouZivanymi
fluorochromy  jsou  fluorescein-izothiokyanat (FITC), tetramethyl-rhodamin-
isothiokyanat (TRITC), 1-dimethyl-aminonaftalen-5-sulfonylchlorid (DANSYL),
texaska Cerven, derivaty rhodaminu B, fykoerytrin, barvivo Alexa Fluor (Jirkovska 2006;

Beranové a Tonar 2002).
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5.3.9.2 Imunoenzymova metoda

Princip metody spociva v reakci enzymu s chromogenem za pfitomnosti substratu.
Reakci vznika konec¢ny barevny produkt reakce, ktery lze detekovat ve svételném
mikroskopu. NejpouzivanéjSimi enzymy jsou kienova peroxiddza a alkalicka fosfataza.
Kienova peroxiddza (HRP, horseradish peroxidase) je pouzivana v kombinaci
s chromogenem DAB (3,3 — diaminobenzidin tethrahydrochlorid) a substratem
peroxidem vodiku (Obrazek 7). Za pritomnosti kienové peroxidazy dochézi ke stépeni
peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Pivodné rozpustny chromogen DAB je oxidovan
v ptedchozi reakci vzniklym kyslikem, polymerizuje a vytvari hnédou nerozpustnou
srazeninu, kterd vizualizuje misto vyskytu hledaného antigenu (Suvarna et al. 2019;

Jirkovska 2006).

H,0,
HRP
vizualizaéni komplex A
» L] Hzo =+ 02

sekundarni protilatka

primarni protilatka "—',//
antigen .

Obrazek 7: Vizualizace chromogenu DAB pii imunohistochemické reakci
(zdroj: Cizkova 2018; upraveno)
(HRP — kfenova peroxidaza; DAB - 3,3 — diaminobenzidin tethrahydrochlorid)

| DAB

Alkalicka fosfataza je vyuzivanou alternativou ke kienové peroxidaze. Principem
reakce je odstranéni fosfatovych skupin z makromolekul (Mescher 2018). Metoda se
nazyva alkalicka fosfatdza anti-alkalicka fosfatdza (APAAP) a vyuziva se predev§im u
vzorkd, kde je predpokladana velmi vysoka aktivita endogennich peroxidaz (Suvarna et

al. 2019).
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5.3.10 Dobarveni pozadi

Pro zlepSeni orientace v preparatu je zadouci dobarvit jeho tkanové struktury.
Dobarveni preparatu umozni hodnoceni jak imunohistochemie, tak i morfologickych
detailti preparatu. Bunécna jadra jsou vizualizovana hematoxylinem po dobu 30 sekund
(Suvarna et al. 2019; Beranova a Tonar 2002). Pokud jsou pouzita imunofluorescen¢ni
metoda vizualizace, jadra se dobarvuji 4,6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI) a propidium

jodidem (Cizkova 2018).

5.3.110dvodnéni, projasnéni a montovani ezt

Po dobarveni tkanovych struktur je preparat odvodnén ve vzestupné alkoholové
radé (70 %, 80 % a 96 %), vlozen do acetonu, roztoku acetonu a xylenu a na zavéru do

roztoku xylenu (Beranové a Tonar 2002).

Ve findlni fazi je na projasnéné fezy umisténo kryci sklo, pfilepené pomoci
montovaciho média. Montovaci médium je kapalina majici stejny nebo podobny index
lomu jako sklo. Jeho aplikaci dochdzi k vyrovnani indexu lomu mezi preparatem a
objektivem, zvySuje tak mnozstvi svétla prochazejici do objektivu. RozliSujeme
montovaci média rozpustna ve vod¢ (na bazi glycerinu, Zelatiny ¢i syntetické pryskytice)
a nerozpustna ve vodé¢ (kanadsky balzam, syntetické pryskytice). Tento krok je

v laboratofich ¢asto automatizovan pomoci montovaciho pftistroje. (Jirkovska 2006).

5.3.12Kontrola spravnosti provedené metody

Soucasti kazdého imunohistochemického barveni by méla byt pozitivni a
negativni kontrola slouZici k ovéfeni spravnosti postupu zpracovani vzorku. Pro pozitivni
kontrolu jsou vyuzivany tkan¢, kde byl pfi pfedchozim zpracovani pfitomen hledany
antigen. Naopak pro negativni kontrolu se vyuziva tkan, kde s jistotou vime, Ze se hledany
antigen nenachazi. Preparaty s pozitivni a negativni kontrolou prochdzi s vySetfovanym

vzorkem viemi kroky imunohistochemického barveni spole¢né (Cizkova 2018).
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6. VYUZITI METODY V PRAXI

Urceni krevni skupiny pomoci imunohistochemie je vyuzivano v ptipadech, kdy
u zemielého doslo k vyraznym posmrtnym zméndm a nelze vySeteni provést z krve
z divodu hniloby nebo nepfitomnosti vzorku krve. Jako piedbéznd se tato metoda
pouziva v piipad¢ identifikace ¢asti lidskych ostatkli pfed samotnou analyzou DNA. Ve
srovnani s metodami sérologickymi, obvykle vysycovaci metodou dle Therkelsena a
adsorpéné-eluénim testem, je metoda jednoznacné lepsi volbou v ptipadé pokrocilého

rozkladu tkan¢ (Toupalik 2001).

Imunohistochemie ma v nékterych ptipadech své opodstatnéni a nespornou
vyhodu. A¢ jsou krevni skupinové vlastnosti ABO stabilni i po velmi dlouhou dobu,
enzymy né&kterych mikroorganismii mohou narugit jejich strukturu (Stefan 2012).
Naruseni a rozpad antigenni struktury substance A, B ¢i H vede k tzv. sérologické
inaktivité. Protilatky anti-A, anti-B ¢i anti-H nedostateéné reaguji s poSkozenymi
antigeny A, B ¢i H a dochézi k faleSn€ negativni reakci. V praxi mize dojit i k faleSné
pozitivni reakei, a to pifi rozpadu ptivodni substance a prikazu pouze jeji €asti nebo
pfitomnosti nové vzniklé latky vytvofeni enzymatickou aktivitou hnilobné ¢i jiné
bakterialni flory (Toupalik 2001). Bakterie Bacillus cereus a Clostridium maebashi
produkuji enzym a-D-galaktosidazu, ktery meéni antigenni strukturu skupiny B na
antigenni strukturu krevni skupiny 0. Enzym N-acetylgalaktominiddza produkovany
bakterii Clostridium tertium transformuje antigenni strukturu krevni skupiny A na
antigenni strukturu krevni skupiny 0. Antigenni struktury A a B naruSuje bakterie
Clostridium perfringens, protoze zpisobuje panaglutinaci krvinek, pifi které je
enzymaticky pomoci neuraminidazy narusena celistvost erytrocytarni membrany. Z takto
posSkozené membrany se uvolni kyselina sialova, ¢imz dojde k aktivaci latentnich T-
aglutinogenil. Dal$i zmény skupinovych krevnich vlastnosti byly popsany také u bakterie
Cunninghamella elegance, plisni Penicillium simplicissimum a Aspergilus niger (Stefan
2012). Pii sérologické diagnostice nelze topicky lokalizovat faleSnou pozitivitu
zpusobenou bakterialni florou. Tento problém je odstranén pravé imunohistochemickou
metodou, kdy dochazi k pfimému zbarveni bun¢k nesoucich hledané antigeny (Toupalik

2001).

Obecné plati, Ze sila projevu aglutinogenu je v pribéhu zZivota jedince proménliva.
Nejvétsi sily dosahuji aglutinogeny v 18. — 20. roku Zivota (Stefan 2012). U pacientt
s akutni myeloidni leukémii dochéazi k zeslabovani antigenu A cCasto dfive, nez dojde
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k propuknuti samotné nemoci. U pacienti s krevni skupinou A trpici bakteridlni infekci
spojenou s onemocnénim stfev, byla popsana tvorba ziskaného antigenu B. Bakterialni
enzymy preménuji N-acetyl-D-galaktosamin antigenu A na galaktosamin. Strukturalné je
galaktosamin podobny galaktoze, kterd je typickd pro krevni skupinu B. Galaktosamin
reaguje s anti-B protilatkami a pacient tak vykazuje faleSnou antigenni pfislusnost ke
krevni skupiné AB. Krevni skupina muze byt také zmeénéna po masivni
nestejnoskupinové transfiizi nebo nestejnoskupinové transplantaci kostni difené. Za
laboratornich podminek Ize zménit krevni skupinu odstranénim terminalniho

monosacharidu specifickym enzymem exoglykosidazou (Rehacek a Masopust 2013).

Aglutinogeny jsou citlivé na vysoké teploty. Aglutinogen A je inaktivovan pfi
200 °C do 5 minut. Aglutinogen B je inaktivovan pii stejné teploté jiz pii 3 minutéch.

Aktivita aglutinogenu H je naru$ena pii teploté 190 °C po dobu 10 minut (Stefan 2012).

6.1 Inkompatibilni darcovstvi krve

6.1.1 Potransfuzni reakce

Potransfuzni reakce maji mnoho pficin a v kone¢ném dusledku rizné stupné
zavaznosti. DéEli se na hemolytické (imunologicka etiologie) a nehemolytické (infekcni
etiologie a ostatni priciny). Dle pribéhu popisuje vcasné reakce (anafylaktické,
generalizované) manifestujici se do 24 hodin po podani transfizniho pfipravku a pozdni
reakce projevujici se pozdéji neZ 24 hodin po podani transfizniho ptipravku (Fabryova
2012). Podanim ABO-inkombatibilni krve dochézi k akutni hemolytické reakci, pii niz
vznika intravaskularni hemolyza a rozviji se Zivot ohrozujici stav manifestovany Sokem,
diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC) a renalnim selhanim (Rehadek a
Masopust 2013). Pfic¢inou akutni hemolytické reakce je rozvoj prudké intravaskularni
hemolyzy — protilatky v krvi pacienta se okamzité vazou na transfundované erytrocyty,
které¢ hemolyzuji. Aktivuji se makrofagy. Masivné se uvolituje tumor nekrotizujici faktor
(TNF), ktery poskozuje tkané. K rozvoji Sokového stavu piispivaji vyplavené cytokiny
IL-1, IL-6 a IL-8. Uvolnény histamin a histaminu podobné latky dilatuji cévy, zvysuji
jejich permeabilitu a dochazi k Uniku tekutiny z cév do tkané. Erytrocyty se shlukuji a
znepruchodnuji predevSim cévy plic a ledvin. V tézkych ptipadech je aktivovéana
intravaskularni koagulace, avSak po spotieb¢ trombocytii a koagulacnich faktorit dochazi

ke krvaceni. Prvni klinické pfiznaky akutni hemolytické reakce se dostavi jiz po podani
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nékolika mililitrG inkompatibilni krve, vyjimecné po aplikaci celého transfuzniho
pfipravku. U pacienta pozorujeme tfes, pocit svirani na hrudi, duSnost, nevolnost,
zvraceni, cyandzu, studeny pot ¢i prvni ndznaky zvysSené krvacivosti. Nasleduje ztrata
védomi, selhani krevniho ob&hu a smrt. PoCet umrti se pohybuje v rozmezi

1/100 000 — 200 000 transfuzi (Fabryova 2012).

6.1.2 Histologie ledviny

Ledvina je rozdé€lena na karu (cortex) a dien (medulla) Zakladni stavebni a
funkéni jednotkou ledvin je nefron. Nefron je sloZen z rendlniho téliska (corpusculum
renale), proximalniho sto¢eného kandlku, tenkého a tlustého raménka Henleovy klicky a
distalniho stoceného kanalku. Rendlni télisko (200 pum) je tvofeno klubickem
fenestrovanych kapilar ulozenych v Bowmanovu pouzdru (Obrazek 8). Mezi vnéjsi a
vnitini vrstvou Bowmanova pouzdra je mocovy prostor. Rendlni télisko méa cévni pol
(vstup arteriola afferens a vystup arteriola efferens) a mocovy pol, ze kterého vychézi
proximalni stoceny kandlek. Pro proximdlni stoCeny kanalek je charakteristicky
jednovrstevny kubicky az cylindricky epitel, ktery vytvari na apikalnim konci epitelu
kartacovy lem. Na proximdlni stoceny kanalek navazuje Henleova klicka, sestavajici
z tlustého sestupného raménka, tenkého sestupného raménka, tenkého vzestupného
raménka a tlustého vzestupného raménka. Epitelu Henleovy klicky chybi kartacovy lem.

Poslednim segmentem nefronu je distalni stoceny kanalek vystlany jednovrstevnym

kubickym epitelem (Mescher 2018)

distalni  macula
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glomerularni
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: zevni list Bowmanova pouzdra

proximalni tubulus —

Obrazek 8: Stavba rendlniho téliska
(zdroj: Hanzlova a Hemza 2013, upraveno)
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6.1.3 Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny v ledviné

Imunohistochemie je metoda, kterd je vyuzivana v soudné 1ékatské praxi k potvrzeni ¢i
vyvraceni transfize inkompatibilni krve. Bézné vySetfeni krve neposkytuje zadny dikaz,
nebot’ rozpadlé inkompatibilni erytrocyty déarce jsou vychytavany v organech
retikuloendotelového systému (RES). Sérologicky pomoci absorpéné-elucni metody Ize
prokdzat pfitomnost fragmentli inkompatibilnich erytrocytii ve skvrné zaschlé krve.
Nejvhodngjsi tkan pro prikaz inkompatibilnich erytrocytli pomoci imunohistochemie

jsou ledviny, respektive klicky glomerula (Obrazek 9) (Toupalik 2001).

.\
~

Obrazek 9: Pozitivni reakce inkompatibilnich erytrocytii darce, nepiima
imunoperoxidazova metoda, DAB

(autori: Toupalik P., Balaz P., Rejtharek J. — Oddéleni soudniho lékarstvi Pardubickeé
nemocnice, Nemocnice Pardubického kraje, a.s.), histologicky preparat glomerulu
ledviny zemfelého, zvétSeni 40x, pozitivni reakce — erytrocyty s odliSnou krevni
skupinovou substanci v glomerulu (oznaceno Sipkami)
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6.2 Kosterni a srdecni sval

6.2.1 Histologie kosterni a srde¢ni svaloviny

Kosterni svalovina se skladd ze svazk dlouhych mnohojadernych pfi¢né
zihanych vlaken. Sarkoplazma svalového vldkna obsahuje longitudinalné usporadané
myofibrily — dlouhd filamenta cylindrického tvaru. Protahld jadra jsou umisténa na
periferii pod plazmatickou membranou — sarkolemou. Na podélném fezu je viditelné
pficné pruhovani, na pficném fezu pozorujeme svazky myofibril oddélené sarkoplazmou
(Obrazek 10). Na povrchu svalu je pouzdro tvofené hustym neuspotadanym kolagennim
vazivem nazyvané epimysium. Svazky jednotlivych vldken jsou obaleny perimysiem.
Mezi svazky probiha cévni zasobeni a nervova vldkna. PruZzna vrstva uvnitt svazku je

nazyvana endomysium a tvofi ji retikularni vlakna a fibroblasty (Mescher 2018).

Srdeéni svalovina (myokard) je tvofena kardiomyocyty, které jsou vzajemné
propojeny svymi vybézky. Nevytvaii vldkna, vétvi se a vzdjemné spojuji v mistech
nazyvanych interkalarni disky (Obrazek 10). Kardiomyocyt obsahuje velkém mnozstvi
mitochondrii a sitovité uspofddanych aktin-myozinovych myofilament. Jadro bunky je

ulozeno centraln¢ (Mescher 2018).

Podélny tez Pii¢ny fez

Kosterni
sval

Srdecni
sval

interkalarni disk

V7w

Obrazek 10: Stavba kosterniho srdecniho svalu, pric¢ny a podélny iez
(zdroj: Jirkovska 2013, upraveno)
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6.2.2 Imunohistochemicky priikaz krevni skupiny ve svaloviné

Krevni skupinové vlastnosti lze prokazovat v kosternim svalu ¢i myokardu
(Obrazek 11). Pti odbéru vzorku je vybran co nejméné poskozeny kosterni sval, obvykle
z konletiny zemielého. Vzhledem k autolyze tkdné odebirame nékolik vzorkl svalu
z riznych mist. K pozitivni reakci dochazi predev§im na endoteliich cévniho zasobeni

svaloviny, nebot’ maji vétsi odolnost proti autolytickym procestim (Toupalik 2001).

Obrazek 11: Pritkaz krevni skupinové substance B v kosternim svalu
nepiimd imunoperoxidazova metoda, DAB
(autori: Rejtharek J., Toupalik P., Castulova P. — Oddéleni soudniho lékarstvi
Pardubicke nemocnice, Nemocnice Pardubického kraje, a.s.)
histologicky preparat kosterniho svalu, zvétSeni 40x
pozitivni reakce endotelu cévy (oznaceno Sipkou)
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pupecni provazec

6.3 Placenta

6.3.1 Histologie placenty

Lidskd placenta je doCasny organ mezi matkou a plodem (Obrazek 12).
Rozlisujeme cast fetalni (pars fetalis placentae; chorion) a cast mateiskou, tedy derivat
dé€lozni sliznice (pars materna placentae; decidua basalis). Od decidua basalis odstupuji
decidudlni septa, kterd pfechazi az do intervilozniho prostoru. Mateiska ¢ast je septy
rozd¢lena na jednotlivé kotyledony. Fetdlni ¢ast placenty tvofi choriovou plotnu, ze které
vybihaji choriové klky. Kmenové klky, kter¢ vzdy po jednom vytvaii centrum
kotyledonu, se dale rozvétvuji na zral¢ intermedialni klky a zakonCeny jsou jako
terminalni klky. Uvnitt klki vedou cévy, které v prubéhu ztraceji tunica adventicia a
v terminalnich ¢astech klki jsou tvofeny jen kapildarami. Povrch vnotenych choriovych
klkt do decidualnich lakun je omyvan krvi, ¢imz dochazi k vyméné latek mezi matkou a

plodem (Vajner et al. 2018; Mescher 2018).

) decidualni
kapilary septum

chorievého klka intervilozni prostor

maternalni véna

choriovy klk v \ maternalni artérie

vaumbilicalis } ( .

/ kotyled
1 }f s otyledon
: |

aa.umbilicales

pars fetalis placentae pars materna placentae
(decidua basalis)

Obrazek 12: Stavba placenty (zdroj: Lofthouse 2014, upraveno)
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6.3.2 Imunohistochemicky priukaz krevni skupiny v placenté

Imunohistochemii Ize vyuzit v soudné 1ékarské praxi pii urceni krevni skupiny
matky a ditéte zplacenty. Uspofaddani placenty nedovoluje vyuzit klasickych
sérologickych metod, nebot’ neni zcela zaruceno rozliSeni matetské a plodové casti
placenty. Vysledkem sérologické metody by byl smésny vzorek skupinovych vlastnosti
matky a plodu. Pouzitim imunohistochemie mizeme topicky zobrazit antigenni struktury
krevnich skupinovych substanci v matefské a plodové Ccasti placenty, predevSim
v endoteliich kapilar. V plodové Casti je nejspolehlivéjSim mistem reakce kapilarni
endotelie choriovych klkti (Toupalik 2001). Naproti tomu endotel cév decidua a

intervilozni prostor patii do cévniho systému matky, tudiz zde nalezené antigenni

struktury charakterizuji krevni skupinu matky (Pedal et al. 1985).

Nejcastéji se pouziva nepfimd imunoperoxiddzovd metoda za pouziti kienové
peroxiddzy a DAB nebo nepiima tfistupfiova metoda za pomoci biotin-streptavidinového
systému znaceného alkalickou fosfatazou s Fast red chromogenem (Toupalik 2001; Pedal
et al. 1985). Pedal a kol. ve své studii uvadi, Ze antigenni struktury matefské a fetalni
placentarni ¢asti vykazuji rliznou intenzitu znaeni. Matetské erytrocyty a endotelie
decidua vzdy vykazovaly jasné a silné¢ znaceni odpovidajicimi protilatkami. Fetdlni
erytrocyty krevnich skupin A, B a AB reagovaly s odpovidajicimi protilatkami vzdy
méng¢ intenzivné ve srovnani s matetskymi erytrocyty. Oproti tomu vilézni endotelie fétu

vykazovaly vyraznou intenzitu znaceni (Pedal et al. 1985).

Uno a kol. popisuji vyuziti imunohistochemie pii urceni krevni skupiny fétu a
matky znélezu vice jak 50 let star¢ho plodu v¢. placenty uschovaného v nadobé
s roztokem formalinu. Pomoci imunohistochemie byl detekovan antigen B v endoteliich
pars fetalis (Obrazek 13). Antigen B byl potvrzen také v myokardu a glomerulech ledvin
plodu. Erytrocyty v interviléznim prostoru placenty vykazovaly pozitivni reakci pro
antigen A, velmi slabou reakci pro antigen B. Matka tak mohla byt nositelkou krevni

skupiny A ¢i AB, plod byl nositelem krevni skupiny B (Uno et al. 2016).
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Obrazek 13: Pozitivni reakce endotelii cév pars fetalis placenty
(zdroj: Uno et al. 2016), pozitivni reakce oznacena Sipkou

6.4 Vlasy

6.4.1 Histologie vlasu

Vlasy a chlupy jsou struktury tvofené keratinem, vyrustajici z vlasovych folikulti.
Lidské t€lo je vlasy a chlupy pokryto téméf na vSech mistech, vyjma ktize dlani, plosek
nohou, glans penis, clitoris a labia minora. Barva, tloustka, tvar a kvalita vlast zavisi na
veku, genetické predispozici a misté, kde se na téle nachazi. Rustovy proces probiha
asynchronné, avsak cyklicky ve tfech fazich. Prvni anagenni faze je typicka mitotickou
aktivitou a ristem. Ve druhém katagenni fazi dochazi k zastaveni rlstu a regresi vlasové
cibulky. Posledni telogenni fadze je obdobim klidu, béhem né¢hoz vlas mize vypadnout

(Mescher 2018).
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Obrazek 14: Stavba vlasu (zdroj: Lawton 2020, upraveno)

Vlas je slozen z ¢asti vyristajici nad povrchem — vlasovy stvol (scapus pili) a Casti
zanotfené do klize — koten vlasu (radix pili). Kotfen vlasu je na konci rozsifen ve vlasovou
cibulku (bulbus pili), kterd objimad cCetné vaskularizovanou dermélni papilu, ktera
vyzivuje vlasovy folikul (Obrazek 14). Zevni buniky vlasové cibulky vybihaji v epiteloveé
kotfenové pochvy majici dvé vrstvy. Vnitini kofenova pochva obklopuje dolni Gisek, zevni
kotfenova pochva se nachazi nad vnitini pochvou a vybihé do epidermis, kde navazuje na
stratum basale a stratum spinosum. Dermalmi papila je pokryta keratinocyty pochazejici
ze stratum basale epidermis. Ketatinocyty slouzi jako matrix pro rostouci kotfen vlasu
(radix pili). Uvnitt silnych vlast je dien tvofend velkymi vakuolizovanymi a mirné
keratinizovanymi buiikami. Dfenl vlasu je obalena kiirou ze siln¢ keratinizovanych husté
upofadanych bunek. Na vnéjSim povrchu vlasu popisujeme kutikulu tvorenou

keratinizovanymi buiikami (Mescher 2018).

6.4.2 Imunohistochemicky prikaz krevni skupiny z vlasu

Pti posmrtnych zméndch dochazi v pribéhu 2-3 tydni k odpadavani
vlasti. Za 2-3 mésice od umrti dochéazi k vymizeni télnich tekutin. V pid¢€ je proces
hniloby a tleni po deseti letech ukoncen skeletizaci, kdy jsou zachovany jen kosti a vlasy
(Stefan 2012). Pravé vlasy jsou tkani mnohem odolngjsi vii¢i posmrtnym zménam oproti

myokardu ¢i kosternimu svalu. Krom¢ imunohistochemického vySetieni 1ze pouzit i
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sérologické vysetfeni pomoci absorpéné-eluéni metody. Sérologickd diagnostika ale
nardzi na limity v podobé nedostatku trichologického materidlu a vnéjsich vlivla
(chemicka uprava vlast, enzymatickd aktivita bakterialni mikroflory) (Toupalik 2001).

Obrazek 15: Imunohistochemické stanoveni krevni skupiny 7 vlasu, nepiima
imunoperoxidazova metoda, DAB
(autori: Toupalik P., Balaz P., Rejtharek J. — Oddéleni soudniho lékarstvi Pardubické
nemocnice, Nemocnice Pardubického kraje, a.s.)
histologicky preparat — Sikmy fez vlasem, zvétSeni 40x,
pozitivni reakce ve dfeni vlasu oznacena Sipkou

Ptitomnost krevnich skupinovych substanci se imunohistochemicky prokazuje ze
dfené vlasu (Obrazek 15). Pii zahajeni zpracovani tkan€ je nutno povrch vlasu dikladné
oCistit od necistot promytim v teplé vode, nasledné odmastit a fixovat v methanolu
(5 min.) a na zavér promyt fyziologickym roztokem. Vlas mize byt zpracovan vcelku
zalitim do parafinového blocku, nebo muize byt rozdrcen v tfeci misce. Dulezité je
rozrus$it povrch vlasu fezem ¢i rozdrcenim tak, aby se v dalSich krocich umoznil pfistup
pfidavanym protilatkdm k antigeniim ve dfeni vlasu. Nasleduje aplikace zvolené
imunohistochemické metody — nepiima trojstupiiova metoda, napi. APAAP metoda,
ABC metoda nebo PAP metoda. Dle zvolené metody se pozitivni reakce jevi ve dieni

jako hnédé (chromogen DAB) nebo cervené zbarveni (chromogen Fast Red). Pfi
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negativni reakci nedochazi k barevné zmén¢. Pti hodnoceni reakce je nutno pocitat s

vyskytem ¢erné zbarvené vzduchovych bublin a vlasového pigmentu (Toupalik 2001).

6.5 Sekrety

Antigeny A, B, a H se nenachazeji jen na erytrocytech, ale mohou se také
vyskytovat v télnich tekutindch ve formé glykoproteini. Nejcastéji v sekretech
gastrointestindlniho, urogenitalniho a respirac¢niho traktu, v plazmé¢, matetském mléce,

potu, slzach a amniotické tekutin¢ (Masopust a Pisacka 2022).

Sekretorstvi do télnich tekutin je podminéno geneticky sekrecnim genem Se, ktery
se nachézi na 19. chromozomu, ktery koduje enzym fukosyltransferdzu. V erytrocytech
neni tento enzym aktivni. Sekretorstvi je podminéno genotypem SeSe ¢i Sese (Murray a
Matous 2012). Ptiblizn€ u 80 % populace se vyskytuje dominantni alela Se a tito jedinci
jsou vylucovateli antigent H a A nebo B do télnich tekutin (Tabulka 5). V populaci se
vyskytuji také aberantni sekretofi, kteti vylucuji pouze antigen H. Zbylych 20 % populace
jsou recesivni homozygoti sese a k sekretorstvi u nich nedochdzi (Panczak a Otova 2013).
Substance ABO systému na povrchu erytrocytil nejsou nijak ovlivnény genem Se, tito
recesivni homozygoti sese maji substance ABO na membrané erytrocytii zachovany
(Murray a Matous 2012).

Tabulka 5: Pritomnost solubilniho antigenu ve vitahu ke krevnim skupindam (zdroj:
Masopust a Pisacka 2022)

Sekretorstvi Krevni skupina Piitomnost solubilniho antigenu
Sekretor A A H
B B, H
AB A, B, malo H
0 vyznamné mnozstvi H
Non — sekretor A, B, AB nebo 0 zadna

6.5.1 Imunohistochemicky priikaz krevnich skupin v sekretech

Imunohistochemické metoda je vhodna pro urceni krevni skupiny u vylucovatele.
Krevni skupinova substance se prokazuje ve tkanich, respektive v mucindznich zlazach

pradusnice ¢i podjazykové slinné zlazy (Toupalik 2001).
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7. DALSI MOZNOSTI URCENI KREVNI SKUPINY

7.1 Sérologické metody

Principem sérologickych metod je hemaglutinace, tedy shlukovani erytrocytt za
pritomnosti specifickych protilatek proti antigenim na povrchu erytrocytu. Jedna se o
metody Casto jednoduché a ekonomicky nendroc¢né, hodnocené vizualné. Zakladnimi
podminkami hemaglutinace jsou vazba protilatky na antigen erytrocytu a spojeni dvou

erytrocytil navzajem pomoci protilatkové vazby (Rehaéek a Masopust 2013).

7.1.1 Skli¢ckova metoda

Sklickova metoda je jednoduchd a rychld orienta¢ni metoda. Malé mnozstvi
antiséra je smichdno s kapkou krve nezndmé krevni skupiny (Obrazek 16). Pti pozitivni
reakci dochézi k aglutinaci erytrocytti u odpovidajiciho antiséra (Pilin 2022). Vysetfeni
je provadéno na podloznim sklicku, ptipadné na porcelanové aglutinaéni desticce
(Fabryova 2012). Doporucuje se pouzit diagnostické sérum v nadbytku oproti krvi.
(Masopust a Pisacka 2022). Citlivost této metody je nizka a lze ji snadno ovlivnit. Slabg
exprimované nebo nestandardni antigeny nemusi byt dostate¢né detekovany. Nizké titry

anti-A nebo anti-B Casto vedou k faleSn¢ negativnim vysledkiim (Li a Guo 2022).

Krevni skupina A Krevni skupina AB
Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-A Anti-B Anti-AB
;"/ “.‘\\ ,r'/ \‘_. ,i"/ ?‘\\. I’, ’u .\“‘. ,“ :‘ \
0@ S J L aFe) ) i) [
X e // .\\. _//' \\\_ - / N /’.l ..\\ > .\\ _/‘I
Aglutinace Bez reakce Aglutinace Aglutinace Aglutinace Aglutinace
Krevni skupina B Krevni skupina 0
Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-A Anti-B Anti-AB
\ b | b
3 5 L -
B;z. ;(;a. kce Aélu?néce I;é,lﬁ_tl_r;a;e Be;:uz;k:e Bez ;eé-k.te Bez reakce

Obrazek 16: Vysledky sklickového testu u jednotlivych krevnich skupin
(zdroj: Svacinova 2020, upraveno)
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7.1.2 Zkumavkova metoda

Zkumavkova metoda je vici sklickové metod¢ citlivéjsi a rychlejsi. Vyuziva se
pro pfimou i nepfimou aglutinaci, stanoveni protilatek i antigeni. Nyni je metoda
vyuzivana pfedevsim pro urceni skupiny ABO a antigenti pomoci IgM protilatek, ptipadné
stanoveni titru protilatek. Plna krev se centrifugaci rozd¢€li na erytrocyty a plazmu ¢i
sérum. Vysetfované erytrocyty smisime s diagnostickymi antiséry, vySetfovanou plazmu
nebo sérum smisime s diagnostickymi erytrocyty. Zkumavky odstiedime a hodnotime
vzniklou reakci (Obrazek 17). V souCasné dobé jsou zkumavky nahrazovany

mikrotitranimi destickami nebo metodou sloupcové aglutinace (Masopust a Pisacka

2022).

diagnostické
erytrocyty

diagnosticka 5

aty- | lanti- |

antiséra ﬂ
0

vysetfované N
erytrocyty

4 vyySetiovana
plazma nebo sérum

\ntriﬁlgac‘e/

hodnoceni vysledku:

D
1

negativii

Obrazek 17: Zkumavkovy test (zdroj: Masopust a Pisacka 2022, upraveno)

(1+) mnoho malych shlukd, volné erytrocyty, jemna granulace

(2+) malé a stiedni shluky, velmi malo nebo z4dné volné erytrocyty
(3+) nékolik velkych shluki erytrocyt

(4+) jeden viditelny shluk bez volnych erytrocyta

44



7.1.3 Absorp¢né-inhibi¢éni metoda (vysycovaci metoda dle
Therkelsena)

Metoda je provadéna ve zkumavkich nebo v mikrotitraénich destickach
usporadanych do fad. Mira vysyceni protilatek je hodnocena pfedem stanovenym titrem
diagnostickych erytrocytii. Titr je stanoven jako nejvySsi hodnota fedéni, pfi které doslo
k viditelné reakci (aglutinaci). Pokud skvrna obsahuje hledany antigen, dané protilatka
pro hledany antigen se na ni navaze, tim se inhibuje (vysyti). Nedojde k aglutinaci, coz
se projevi poklesem titru protilatek (Obrazek 18). Jako pozitivni je povazovan alespoii

trojndsobny pokles titru protilatek (Hejna a Zatopkova 2013; Pilin a Bauer 2021).

protilatka anti-A protilatka anti-B
1. ¥ada — geometricka fada fedéni protilatky anti-A ve 3. fada — geometricka fada fedéni protilatky anti-B ve
fyzmloglckem roztoku fyzmloglckem roztoku

f'\ YIS TA T 'Y YY"

ﬂﬂ* Iv..

2. Fada — geometricka fada fedéni protilatky anti-A a 4. Fada — geometricka fada fedéni protilatky anti-B a
Wsetrovaneho vzorku verty%o?glc\kem roztoku vysetiovaného vzorku ve fyziologickém roztoku
N YN

WiE., L EWR W 5 E ______
i 2| | e 1™
2k 12 | s | 4 | wae | 132 | tes | s n-mmmmm

{ﬂ? = aglutinace {_’,} = aglutinace

Obrazek 18: Schéma postupu pii absorpcéné-inhibic¢ni metodé
(zdroj: Pilin a Bauer 2021, upraveno)
pozitivni vysledek u protilatky anti-A (1. a 2.fada)
negativni vysledek u protilatky anti-B (3. a 4.fada)

7.1.4 Absorpcné-elu¢ni metoda (Nicholls Pereira)

Metoda se vysoce citliva a lze ji vyuzit k vySetieni krevnich skvrn (Obrazek 19).
Pted zahdjenim samotné analyzy se skvrna rozd¢€li na dvé ¢asti. V prvni absorpéni fazi se
na skvrnu nanesou protilatky anti-A, anti—B, anti-H a nechd se inkubovat. Pfebytecné
nenavdzané protilatky se odstrani promytim v chladném fyziologickém roztoku.

Navazané protilatky se ve druhé fazi eluuji pti vyssich teplotach (56 °C). Po ptidani
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diagnostickych erytrocytii dochéazi k pozitivni reakci — aglutinaci (Pilin a Bauer 2021;

Hejna a Zatopkova 2013; Li 2015).

L W T

> > »
)T < 2=
| - N

o e 5 = T
/ vazba i L%y | / /
\t"' ""yprotilétky\t*-x—/‘ promyti "%y 3 eluce &y V

diagnostické
! erytrocyty

Obrazek 19: Schéma jednotlivych krokii absorpéné-elucéni metody
(zdroj: Li 2015, upraveno)

7.2 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody jsou vysoce citlivé, spolehlivé a lze je vyuzit pro

identifikaci velmi malého mnozstvi vzorku (Otovéa a Mihalova 2021).

Polymerazova retézova reakce (PCR — polymerase chain reaction) byla
vyvinuta v roce 1984 americkym biochemikem Kary Mullisem, ktery za tento objev
ziskal Nobelovu cenu (Joshi a Deshpande 2011). PCR je metoda vyuZivajici principu
zmnozeni specifickych sekvenci DNA. Jedné se o automatizovany proces probihajici na
tzv. thermocycleru (Obrazek 20). Ptistroj opakuje cyklicky tfi kroky — denaturace DNA,
hybridizace (annealing) a tvorbu komplementarniho vldkna (elongace). Pti denaturaci
DNA (95 °C) dochazi k rozruseni vodikovych mustkii dvouvlaknové DNA (dsDNA) a
rozvolnéni dvouSroubovice na dvé vldkna (ssDNA). V nasledujicim kroku (pti 30-65 °C)
dochazi k hybridizaci se specifickymi misty DNA. V zavérecném kroku (pti 65-75 °C)
vznik4 komplementarni vlakno DNA (Panczak a Otova 2013).
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K provedeni metody je zapotiebi dodat do reakéni smési vSechny potiebné
komponenty zahrnujici DNA templat (vzorek), primery, nukleotidy (adenin, thymin,
cytosin, guanin), hofecnaté kationty, reakéni pufr, soli s monovalentnimi kationty,
termostabilni polymerazu (7ag polymeraza), latky snizujici teplotu tani fetézci, vodu,
mineralni olej a latky snizujici riziko kontaminace. Pfi jedné reakci prob&éhne 3040
reakénich cykll, pfiCemz mnozstvi vzniklych sekvenci exponencialné roste. Efektivita
procesu zalezi na struktufe templatové DNA a obou primerd, slozeni reakéni smési,

teploté v pribchu cyklu a na vlastnostech pouzité polymerazy (Beranek 2016).

PCR komponenty PCR cyklus

e
§ ~
o A T l 95 °C 1. Denaturace
vzorek primery nukleotidy m

. h O/ .l, 30-60°C 2. Annealing
pomers oo ks | TARUVENY

komponenty Prra—

l‘ 65-75°C 3. Elongace

N |

Thermocycler

Obrazek 20: Polymerazova retézovd reakce — komponenty a schéma cyklu
(zdroj: faCellitate 2023, upraveno)
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8. ZAVER

Imunohistochemické urceni krevni skupiny ABO je uzitecna metoda pouzivana
v soudné I€karské praxi zejména v piripadech, kdy klasické sérologické metody selhavaji
z diivodu dekompozice tkdni nebo absence vzorku krve. Mezi jeji pfednosti patii topické
zobrazeni detekovaného antigenu v riiznych tkanich a sekretech. Pouziva se v ptipadech
identifikace krevni skupiny ABO systému u tkani v pokroc¢ilém dekompozicnim procesu,
pfi podezieni na umrti po podani inkompatibilniho transfizniho piipravku, nebo pii
uréovani krevni skupiny matky a plodu z placenty. V piipadech zpétného ovérovani
krevni skupiny u zemielého lze metodu vyuzit u roky archivovanych parafinovych

bloc¢kli. Metoda neni ndkladna a dobte slouzi jako orientaéni metoda pfed samotnou

analyzou DNA.

Jako kazda diagnostickd metoda, ma i imunohistochemie sva omezeni. Prokazuje
pouze krevni skupinovy systém ABO a nezahrnuje dal§i dulezité¢ krevni skupinové
systémy jako je Rh faktor ¢i MN systém. U hodnoceni histologickych preparatu je potieba
zkusenosti posuzovatele. Pii samotném imunohistochemickém zpracovani muze nastat
nekolik situaci, které mohou preparat znehodnotit, proto je nutné¢ dbat na spravné
provedeni a kontrolu kvality procesu pomoci pozitivni a negativni kontroly.
V imunohematologii jsou popsany piipady onemocnéni, které mohou vést ke zméné nebo

k utlumu antigenti krevnich skupin ABO.

Imunohistochemie je dalezity nastroj soudné I¢kaiské praxe pro urceni krevnich
skupin v obtiznych tkanovych vzorcich. Metoda ma svd omezeni a pro dosaZeni co

v

nejspolehlivéjsich zaveri je vhodné kombinovat vice laboratornich metod.
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9. POUZITE ZKRATKY

Zkratka
ABC
APAAP
APES
DAB
DANSYL
DAPI
DIC
DNA
dsDNA

FITC
FUTI
HRP
IgA
IgD
IgE
IgG
IgM
IL-1
IL-6
IL-8
PAP
PCR
RES
SIDS
ssDNA

TRITC
UDP

Vyznam zkratky; ¢esky vyznam

Metoda avidin-biotin komplex

Metoda alkalicka fosfatdza-anti-alkalicka fosfatdza
3-aminopropyltriethoxysilan

3,3 — diaminobenzidin tethrahydrochlorid
1-dimethyl-aminonaftalen-5-sulfonylchlorid
4,6-diamidin-2-fenylindol

Difuzni intravaskulérni koagulace

Deoxyribonucleic acid; kyselina deoxyribonukleova
Double-stranded deoxyribonucleic acid; dvouvlaknova kyselina
deoxyribonukleova

Fluorescein-izothiokyanat

Gen kodujici fukosyltransferazu 1

Horseradish peroxidase; kfenova peroxidaza

Imunoglobulin A

Imunoglobulin D

Imunoglobulin E

Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Interleukin-1

Interleukin-6

Interleukin-8

Metoda peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex

Polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
Retikuloendotelovy systém

Sudden infant death syndrome; syndrom nahlého tmrti kojencti
Single-stranded deoxyribonucleic acid; jednovldknovd kyselina
deoxyribonukleova

Tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat

Uridine Diphosphat; uridindifosfat
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