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aglutinace / precipitace, RID, nefelometrie / turbidimetrie

Vysetreni funkce komplementu

Peter Slanina (peter.slanina@fnusa.cz)
Ustav klinické imunologie a alergologie
FN u sv. Anny a Lékarska fakulta MU



Laboratorne vysetrenie IN VITRO

* Preanalyticka faza
- odber, priprava, spracovanie vzorky pred zahajenim laboratorneho vysetrenia
- skladovanie, transport

* Analyticka faza
- kalibracia a justovanie zariadeni (analyza kontrol- IKK, EHK)

- prevedenie lab. vySetrenia + kontrol
- spracovanie vysledkov, LIS

* Postanalyticka faza

- skladovanie, likvidacia materialu
- preskumanie vysledkov, uvolnenie, uchovavanie LIS - NIS



Rozdelenie imunologickych laboratornych metod
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serologické (humoralne)- detekcia antigénov a protilatok,
Metody < preukazanie tvorby protilatok proti infekcnému agens

bunecné- pocty a funkcie jednotlivych typov leukocytov
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Imunoprecipitacni kiivka
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Reakcia antigénu (Ag) s protilatkou (Ab) = imunokomplex:

1. Primarna - rychla, nepozorovatelna volnym okom
faza — tvorba imunokomplexov Ag + Ab
—vznik vazby jednotlivych epitopov s vazbovymi miestami protilatok

mnoZstvi antigenu

2. Sekundarna — pomala, pozorovatelna volnym okom
faza — uplatniuje sa multivalencia Ag a polyvalencia Ab
—vznik priestorového komplexu

Pokial nedochadza k sekundarnej faze reakcie, je nutné imunokomplexy vzniknuté v
primarnej faze vizualizovat — imunochemické metody
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Serologické metody

1. Klasické serologické metdody
- Aglutinacia (priama / nepriama)
- Precipitacia (v kvapaline, v géle)

2. Imunochemické metody s naslednou detekciou

- Imunofluroscencie (priama / nepriama)
- Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)
- Imunoblot, imunodot

3. Metddy zalozené na efektorovom ucinku protilatok (vyuzivané v
klinickej mikrobioldgii)
- Komplement fixacné reakcie
- Inhibi¢né a neutralizacné testy



Aglutinacia vs Precipitacia

Aglutinacia (zhlukovanie)

Ag + Ab —> Ag-Ab
aglutinogén aglutinin aglutinat
makromolekularny imunokomplex ,,shluk”
korpuskularny
nerozpustny

Protilatky namierené proti epitopom antigénnych Castic vytvaraju medzi korpuskulami mostiky, ktoré vedu k vzniku
zhlukov (aglutinatov)

Precipitacia (zrazanie)

Ag + Ab —  Ag-Ab
precipitogén precipitin precipitat
nizkomolekularny imunokomplex ,,zrazenina“
nekorpuskularny
rozpustny

Reakcia medzi solubilnym antigénom a protilatkou s naslednym vznikom precipitatu (hydrofébne vazby —
nerozpustny komplex)
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- korpuskularny Ag prirodzene nesie cielové epitopy antibodies) FSmREE g auinbo s SRS
- identifikacia baktérii, hemaglutinacia |

antibodies Wnoagg futi nataon[mmﬁm | agglutination
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- rozpustny antigén naviazany na povrchu vhodnych antbodies LAL 0% n’mﬁl 2 “3"’
makromolekularnych castic (latex)
- stanovenie RF, ASLO Krvné skupiny

Systém ABO



Hodnotenie aglutinacie

o KVALITATIVNE

- aglutinacii dochadza / nedochadza (pozitivnha / negativna)

o KVANTITATIVNE

- stanovenie najvyssieho riedenia séra, kedy je este badatelna aglutinacia
- titer (titr) = prevratena hodnota riedenia séra
(riedenie 1:32 - titer 32)



Latex-fixacny test

e Reumatoidny faktor (RF)
- autoprotilatka namierena proti Fc casti IgG molekuly
- pritomny asi u 80% pacientov s reumatoidnou artritidou

- pozitivny je tiez u asi 5-10% chorych s inymi systémovymi autoimunitnymi
ochoreniami, autoimunitné hepatitidy, endocarditis lenta

- mozZe byt pozitivny i u zdravych osob
- diagnosticky najdolezitejsi je RF v triede IgM

Princip testu:

- Na latexovych casticiach je naviazany ludsky IgG, pokial je vo vysetrovanom sére
pritomny RF, viaze sa na IgG na latexovych casticiach a vyvola ich aglutinaciu



Reumatoidna artritida

e Symetrické zapalové ochorenie kibov
 |nfiltracia sinovialneho tkaniva plazmocytmi, makrofagmi, T a B lymfocytmi

* Produkuju zapalove mediatory, ktore indukuju tvorbu enzymov degradujucich
bielkoviny, destrukcia klbu

e muzi:zeny1l:2-3
* 1% populacie

« Specifickej&i diagnosticky test ako RF je stanovenie CCP (cyklické citrulinové
proteiny)



Stanovenie ASLO nepriamou aglutinaciou

e SlUzi k stanoveniu protilatok v sére proti Streptolysinu O (exotoxin bakterii z rodu
Streptococcus)

e ASLO- anti streptolysin O antibodies

* Princip testu:
- streptolysin O je naviazany na povrchu latexovych castic
- pokial su v sére pacienta pritomné protilatky proti streptolysinu, déjde k ich
naviazaniu na streptolysin na latexovych cCasticiach, aglutinacia Castic, ktora je
okom pozorovatelna



Precipitacia

1. Vgéle
- Jednoduchda RID
- Dvojita RID

2. V tekutom prostredi
- Nefelometria
- Turbidimetria

uivalence:
visible precipitate

Antibodies

(b)



Precipitacia v gele

e Agaroza, agar umoznuje detekciu precipitacnych linii
e Je zalozena na pasivnej difuzii latok v prostredi koncentracného gradientu

e Ag aj Ab difunduju gélom a v mieste, kde koncentracie Ag i Ab dosiahnu
optimalneho (ekvimolarneho) pomeru vznika precipitat



Radialna imunodifuzia

 Pomocou RID je mozné stanovit koncentracie mnohych bielkovinovych sucasti
Séra
e Metodika sa v minulosti pouzivala pri merani hladin celkového IgG, IgA, IgM,

zloziek komplementu alebo réznych proteinov akutnej faze- vacsina tychto
vysetreni je dnes automatizovana a prevadzana na principe nefelometrie

e Stanovenie C2 a C5 zloziek komplementu



Podla poctu difundujucich reaktantov Single radal immunodifusion

Ab-containing gel precipitin ring

e Jednoduchda RID

- koncentracny gradient jedného z reaktantov
(vacsinou Ag)

- druhy reaktant (vac¢ginou Ab)- rovhomerne | {
rozptyleny v Strukture gélu
- vysledkom su ostro ohrani¢ené kruzka precipitatu —_—

- plocha prstenca = Umerna koncentracii PRLE
vysetrovaného Ag

- podla konc. Standardu — kalibracna krivka

e

] |
0 10 25 50 100
antigen concentration

© Elsevier. Male et al.: Immunology - www. studentconsult.com



Kalibracna krivka

e Charakterizuje vztah medzi koncentraciou vysetrovanej latky a napr.
priemerom kruhov na prislusnej vysetrovacej doske



e Dvojita RID (podla Ouchterlonyho)

sledujeme antigennu pribuznost antigénov
gradient vytvara ako Ag, tak Ab a dochadza k

protismernej difuzii oboch reaktantov (radiadlne)
v zone ekvivalencie — precipitacna linia, ktora ukazuje na

pozitivitu reakcie
hodnotenie: kvalitativne
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Precipitacia- v tekutom prostredi

e Vyuziva sa efekt, ze pri reakcii Ag-Ab vznika zakal- precipitat, ktorého intenzita je
pri konstantnom mnozstve pridanej protilatky umerna pridanej koncentracii
vysetrovaného antigénu

 Meranie intenzity zakalu: nefelometria, turbidimetria

 Obe metodiky umoznuju kvantitativne stanovenie obsahu proteinov vo vzorke
odcitanim z kalibracnej krivky



Nefelometria a turbidimetria

e Reakcie zalozené na merani mnozstva imunitnych komplexov vytvorenych
interakciou Specifickych protilatok s antigénom

e Stanovenie sérovych bielkovin

 Meranie prebieha v tekutom prostredi v meracej kyvete (pufr, latka urychlujuca
reakciu, Ag, Ab)

Mnozstvo vytvorenych komplexov je umerné koncentracii Ag



nefelometria je 5-10x citlivejsia

PFECipita,Cia V e kutom pI’OStI’edf a nakladnejsia ako turbidimetria

Nefelometria
- vhodna pre nizsie koncentracie

detektor je v smere kolmom na
vstupujuci lac

00O

Meria mnozstvo svetla
rozptyleného pri prechode luca
(mnozstvo svetla odrazeného od
_ vznikajucich komplexov)

viditel'né svetlo

p

Turbidimetria
- Vhodna pre koncentrovanejsie roztoky

detektor je v ose luca

00

viditel'né svetlo

Meria mnozstvo prechadzajuceho
svetla

(ubytok intenzity svetla, ktoré preslo
roztokom v kyvete)

(



Beckman Coulter IMMAGE 800

e Stanovenie koncentracie:

° |
- imunoglobuliny: 1gG, IgA, IgM (g/I)
- proteiny akutnej faze: CRP (mg/l)
_ (RF+ASLO)

- imunoglobuliny: IgM, 1gG1,2,3,4
- zlozky komplementu: C3, C4, Clq

- prOtE|lny aklthEJ faze: A1AT (alfa 1 antitr www.beckmancoulter.com/en/products/protein-
OROSO (orosomukoid), A2M (alfa 2 makroglobulin), chemistry/immage-800
CPL (ceruloplasmin), TRF (transferin), PREA
(prealbumin)




Siemens BNI|

=I
e Stanovenie koncentrécie: www.healthcare.siemens.com/plasma-protein/systems/bn-ii-system
- imunoglobuliny: IgE (IU/ml), 1gD,
IgAl, IgA2, IgAp (nizke
koncentracie)

- zlozky komplementu: C1 inhibitor



Denna prax na analyzatore

» Provozni dennik

»Udrzba analyzatorov:
- denna/tyzdenna/mesacna

» Kalibracie:
- 1 krat do mesiaca / pri zmene Sarze reagencii
- kalibracna krivka

» Kontroly IKK:
- kazdy den, pred zahajenim merania pacientskych vzoriek
- viazané na metédu, jedno-/viac-Urovnové
- referencné medze

» Kontroly EHK (SEKK- systém externi kontroly kvality):
- podla ¢asového planu
- zasielané z externého laboratéria (nie je znama vyslednd koncentracia)
- prevedie sa meranie - Vysledky sa vo forme protokolu odoslu spat organizdtorovi

- organizator porovna vysledky merani jednotlivych laboratorii a spatne ich informuje o
uspesnosti

- medzi-laboratorne porovnavacie skusky



Priebeh vzorky

»Sérum = odbér srazlivé krve
» Alikvotacia vzorky
»\/lytvorenie pracovného listu pre jednotlivé analyzdtory = zoznam vzoriek

» Analyzator = vzorka + Specifické antisérum + pufr (stabilizacia a urychlenie
reakcie)

» Analyzator prepojeny s LIS (laboratérny informacny systém)= ziska informacie o
potrebnom merani + vysledok automaticky odosle



Interpretacia vysledkov

* Vysledky su pred vydanim viacnasobne kontrolované
* Pozor:
» faloSna pozitivita (mala Specificita testu)
» faloSna negativita (mala senzitivita testu)
e Hladina imunoglobulinov IgG, IgA, IgM (g/|):
N - zapalové procesy infek¢ného povodu
- jedna trieda = myelom; monoklonalna gamapatia
- zvySovanie s vekom
J - poruchy tvorby = imunodeficity

- lymfomy, leukémie, myelomy, nasledkom liecby



Interpretacia vysledkov

e Hladina IgE (IU/ml):
I - alergické stavy prvého typu precitlivenosti
- parazitarne choroby
- autoimunity, imunodeficiencie
e Vysetrenie komplementového systému (sérova hladina C3 a C4 (g/l), C1-INH)
N - zapalova aktivita (zriedka)
J' -vrodend / ziskand porucha tvorby (jaterni selhdni; zvySend spotreba- tvorba

imunokomplexov; hereditarny angioedém)



Interpretacia vysledkov

e Reaktanty akutnej fazy

N - akutna zdpalova reakcia = opsonizacni a prozanétlivy efekt
- regulacna funkcia; prenasace iontov; hemokoagulacia

CRP (mg/l)

> - bakteridlne infekcie

- infarkt myokardu, pooperacné obdobie

- reumatické choroby



Komplement, Komplementovy system

e Humoralna zlozka vrodenej imunity

e Evolucne ,starobyly” systém — primitivne
zivocichy disponuju podobnymi proteinmi

e Tvoreny desiatkami zloziek (pritomné v
sére alebo viazané na povrchu buniek)

e Kaskada po sebe nasledujucich krokov
spojena s proteolytickym Stiepenim
jednotlivych zloziek

Zdroj: Christoph Burgstedt/Shutterstock.com

 Amplifikacia povodného signalu



System plazmatickych bielkovin

e produkované jaternimi bunkami, makrofagmi, ...
9 zakladnych zloziek: C1-C9

Regulatory
- pozitivne: properdin (faktor P)
- negativne (inhibitory):
C1 INH, CR1, MCP, DAF, faktor H, faktor I, CD59, C4bp



klasicka cesta lektinova cesta

A A patogén + Ig / CRP patogén + MBL
Aktivacia Clars MASP 1 2
komplementu

C2,C4 C2,C4
\ l

alternativna cesta
patogen + C3b

C3 konvertaza = C2a+C4b / C3b+Bb

y

C3— C3b
y

C5 konvertaza = C2a+C4b+C3b / C3b+Bb+C3b

membranolyticky komplex —
(MAC)

Multiple / '
Copies of C9

Zdroj: Aleshin et al. JBC 287 p10210.

v

C5— C5b

v

C5b
C6, C7,C8
poly C9




Membrane attack
Complex (MAC)




Funkcie kOmp|ementU * Lyza buniek, mikroorganizmov
(MAC)

e Opsonizacia — oznacenie
cudzich buniek a Castic,

LYSIS OPSONIZATION ACTIVATION OF CLEARANCE OF 4
INFLAMMATORY RESPONSE IMMUNE COMPLEXES pOdera fagocytozy (C3b)
Complement . e Chemotaxia — priVOIanie
T Feceptor i‘g:p‘:ﬂ}@@ﬁ dalSich zloziek imunitného
ompiemen ,
Y ¢ / systému (C3a,C5a)
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bl * Propagacia imunitnej reakcie —
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v = ph N * Immune clearance —

argetce agocyte  Chemotactic Agent  Activator of Fhagocyte v .

Figure 7-1 - Inflammation F)dstranovanle . .
2 Aram— ot imunokomplexov z cirkulacie

(C3b, C4b)




Vysetrenie komplementu

Indikacia:

e Deficit niektorej zo zloziek?? - testuju sa hladiny jednotlivych zloziek, vysetria sa
funkcie celého systému

e Podozrenie na hereditarny angioedém?? - vysetri sa hladina a funkcia C1 INH a
hladiny jednotlivych zloziek

 Monitorovanie zapalového procesu — zlozky komplementu sa chovaju ako
proteiny akutnej fazy (ich hladina vzrasta pri zapale)

e ZvySena spotreba zloziek?? = pri silnej aktivacii komplementu (diagnostika a
monitorovanie imunokomplexovych choréb)



Deficity komplementoveho systemu

e C1-C4 — deficit spbsobuje Castejsi vyskyt pneumonii, pyogénnych infekcii, Casty
vyvoj, systémovych imunokomplexovych choréb (SLE-like)

e C3-C9 — najma nachylnost k pyogénnym infekcidam, u deficitu C9 su typické
opakované meningokové meningitidy

 C1INH - Hereditarny angioedém



Hereditarny angioedem HAE

Sp6sobeny deficitom inhibitora C1 INH — inhibuje serinové proteazy Clr a Cls

Dochadza k nekontrolovanej aktivacii komplementového systému pri traume,
stomatologickych vykonoch, infekciach, menstruacii

Vazoaktivne peptidy (bradykinin atd’.) sp6sobuju zvysenu cievnu permeabilitu so
vznikom edému

Klinické priznaky: kozné opuchy, dychacie tazkosti, prijem, ki¢e v bruchu

Laboratorny obraz: vacsinou znizena hladina alebo funkcia C1 INH, niekedy
znizené hladiny C2, C4

Niekolko typov

Dominantna dedi¢nost — mutacia v géne pre C1 INH



Vysetrenie komplementu (odber)

> Specialne odberové skimavky (bez separatorov)

» Spracovanie krvi do 60 min.

» Sérum zamrazené v -20°C (max. tyzden); lubovolne bez straty aktivity pri -70°C

» Nesmie byt opakovane zmrazované a rozmrazované



Vysetrenie komplementu (laboratorne metody)

» Stanovenie koncentrdcie jednotlivych zlozZiek

e Nefelometria (sérova hladina C3 a C4 (g/l), C1-INH); turbidimetria; radialna
imunodifuzia (C2 a C5); ELISA

» Funkcné vysetrenie celého systému (jednotlivych aktivaénych ciest)
e Zalozené na hemolytickej funkcii komplementu (CH50, AH50)

e Detekcia konecnych zloziek kaskady (MAC) pomocou Specifickych protilatok
(ELISA)

e Funkcné vysetrenie C1 INH
e ELISA, RIA, LIA



TEST CH50 (hemolyticke stanovenie)

* Funkcny test klasickej cesty aktivacie komplementu

e Sérum sa zmrazi ¢o najskor po odbere, rozmrazi tesne pred vysetrenim — zlozky
komplementu su termolabilné

* Princip testu:

» baranie erytrocyty + amboceptor (antierytrocytarne kralicie protilatky) + sérum
pacienta

» amboceptorom oznacené erytrocyty su ciefom pre komplement v sére >
hemolyza - meranie absorbancie hemoglobinu spektrofotometricky

e Tymto testom sa overi funkénost kaskady ako celku

e Pre vysetrenie hladiny a funkcie jednotlivych zloziek — iné testy



Jednotka CH50 (hemolyticka jednotka)

e Aktivita komplementu je vyjadrena v jednotkach CH50

 Mnozstvo komplementu v 1 ml séra, ktoré za standarnych podmienok sposobi
50% lyzu definovanej suspenzie baranich erytrocytov

100- T T

90- !
80- " g
70~
60-
50-
40-
30-
20-
10~

Percent lysis (%)

1 | 1 1 1

I , ' : CH50 Technical Bulletin,

1 2 3 4 Wako Pure Chemical
Volume of serum (mL) Industries, Ltd.



Schéma testu CH50 Zlozky

C4bC2b komplementu
C4bC2aC3b

Cl

o3 MAC-lyticky

komplex

kralicie protilatky
(amboceptor)

lyza & uvolnenie
hemoglobinu

'y

: : centrifugacia,
meranie absorbancie === g G

prepipetovanie
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Vysetrenie komplementu (test ELISA)

e Sérum pacienta nariedené riediacim roztokom - obsahuje blokatory dvoch ciest
aktivacie, ktoré nebudu vysetrované

 Na povrchu jamky aktivator prislusnej cesty komplementu
» po pridani séra dojde k aktivacii danej cesty komplementu

e Po premyti jamky zistujeme pritomnost komplexu C5b-9 (MAC) Specifickou
protilatkou (znacena alkalickou fosfatazou)

Pridanim substratu déjde k spusteniu farebnej reakcie

Zafarbenie jamky = mnozstvo C5b-9 = priamo umerné funkcnej aktivite jednotlivej
cesty komplementu



e VVySetrenie komplementového systému (sérovd hladina C3 a C4 (g/l),
C1-INH, MBL, C2 a C5)

N - zdpalova aktivita (zriedka)
J' - vrodend / ziskand porucha tvorby (jaterni selhani; zvysend
spotreba- tvorba imunokomplexov; hereditarny angioedém)



Protokol

e Hlavicka: * Protokol:
e Jméno * Princip
e Datum e PomuUcky
e Ulohaé. ...  Postup
* Nazev ulohy e Vysledky
o Zaver

e Zpracovani na PC nebo rucné

e Tisk = odevzdani pfi dalSim
cviceni
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