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Komplement

oAktivovany komplement podporuje:

o Rozvoj zanétlivé reakce (anafylatoxiny — C3a, C4a, Cbha)
o Opsonizace (C3b, C4b)
Antigenni Eastice

o Chemotaxe (C3a, C5a, komplex C5,6,7) cage PoCrIZovEnd komplementem

o Lyza bunécnych membran (C5b-C9 — MAC) Epitop
BCR komplex CR2 komplex
-

o Odstrafiovani imunokomplexu z cirkulace (C3b, C4b) " 4 .

o Imunokomplexy s C3dg — pfemosténi CD21 a BCR
na B lymfocytech — zesileni signalizace




Reqgulace komplementu

oAktivovany komplement ma amplifikaéni potencial, nutna dusledna regulace

1) Regulatory pozitivni:

o Properdin (faktor P) — stabilizace alternativni C3 konvertazy

2) Regulatory negativni
a) Solubilni:
Clinhbitor (C1INH)
Faktor H
Faktor |

b) Membranové vazane:
Decay accelerating factor — DAF (CD55)
Membrane cofactor protein — MCP (CD46)
Protektin (CD59)




Kdyz ochrana chyobi...

oMutace genu pro GPI kotvu v hematopoetické kmenové bunce - na povrchu BRC
dochazi k deficitu proteinu, které jsou normalné pomoci GPI kotvy vazany

o DAF (CD55) — inhibice aktivace C3 a C5
o Protektin (CD59) — inhibice aktivity MAC (C5b-C6-C7-C8-C9)

oRBC citlivé ke stopovym mnozstvim aktivovaného komplementu

l

Paroxyzmalni noCni hemoglobinurie

PNH RBC? Complement Attack? PNH RBC Lysis (haemolysis)?
PNH RBC'’s lack a Without this protein, some PNH RBCs are destroyed,
specific component RBCs can be destroyed by and the contents are

that is essential in complement, that is part of the released into surrounding
protecting RBC's bodies immune system plasma (yellow-coloured

from destruction liquid component of blood).




Indikace k vysetreni komplementu

oPodezfeni na funkCni deficit komplementu

o Testuje se CH50/AH50 - v pfipadé nalezeni patologie se stanovi koncentrace jednotlivych
slozek

oMonitorovani zanetu
o Slozky komplementu se chovaji jako pozitivni reaktanty akutni faze — 11 koncentrace

oMonitorovani imunokomplexovych chorob
o Silna aktivace komplementu — dochazi ke konzumpci jeho slozek — || koncentrace

oPodezfeni na poruchu regulatort komplementu — C1 inhibitor + sloZzky C3 a C4




Vysetreni komplementu

oKvantitativni stanoveni jednotlivych slozek komplementu

oVyjadreni vysledkl — koncentrace g/l, mg/l

1) Nefelometrie — slozky C3, C4, C1Q, C1-INH, MBL
2) ELISA

3) Radialni imunodifuze (RID)
o Stanoveni C2 a C5 slozky komplementu
oV gelu protilatka proti C2 nebo C5
o Sérum pacienta difunduje do gelu
oV zbéné ekvivalence se vytvofi precipitaCni prstenec
- Cim vy38i koncentrace C2/C5, tim v&tsi primér prstence




Komplement — normalni hodnoty

oC1q (100-250mg/l)
oC2 (10 — 30 mg/l)
oC3(0,7-1,5g/l)
oC4 (0,1 -0,4 g/l
oC5 (80 — 170 mg/l)
oMBL (> 0,3mg/l)

oC1 inhibitor (210 — 390 mg/l)




Funkcni vysetreni komplementu

oFunkcni hemolytické testy — CH50, AH50
o Zjisténi funkcnosti klasické (CH50) nebo alternativni (AH50) cesty komplementu

o Lyza definované smési RBC - narlst absorbance supernatantu
o Vysledky se vyjadruji v % aktivace

Test
Serum

Erythrocytes

Lysis,
Read at
A540 or
other

37C, 60 min




Funkcni vysetreni komplementu

oV nékterych laboratorich CH50/AH50 nahrazeno ELISA metodou

o Princip — na dné jamky aktivator urcité cesty komplementu - detekce neoepitopu pfi formaci
membranolytického komplexu

A Total complement system activity AV-PX*. anti-C6
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C1-INH funkcéni test

oSérum nebo plazma se inkubuje s reaktantem - aktivovanou exogenni slozkou C1s (je
soucasti setu), ktera je vazebnym mistem pro C1-INH

oPokud je C1INH funk¢ni, navaze se na C1s
oNasleduje odmyti nenavazanych slozek

o Do jamky se nasledné prida konjugat - kozi protilatka proti lidskému C1-INH - znaCena
kfenovou peroxidazou (pfeména substratu na barevny produkt)

oSpektofotometrie - uréi mnozstvi navazaného C1-INH

oNefunkéni C1INH — ke zbarveni nedojde, protoze se
neutvorily detekovatelné komplexy C1s-C1INH




Deficience slozek komplementu

oDeficience C1-C4 (podili se na odstranovani imunokomplexu)

o Casty vyskyt imunokomplexovych chorob (SLE-like)
o Nachylnost k pyogennim infekcim

oDeficience C3-C9

- Nachylnost k pyogennim infekcim
- Opakované neisseriové infekce

L L.




Hereditalni angioedém

oKvantitativni nebo funkéni deficit C1 inhibitoru, autozomalné dominantni dédi¢nost

oC1 inhibitor je serinova proteaza — inhibicni ucinek na:
®) Komp|ement Obr. 1. Inhibicni ptsobeni Cl inhibitoru
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Hereditalni angioedém

Typ 1: porucha tvorby C1INH, 85% nemocnych
> Snizeni C1INH na 12-50%, C3 v normé, snizené C2 a C4

Typ 2: Funkéni porucha C1INH
> C1INH muaze byt sniZzeny, v normé i zvySeny, ale je funkéné neaktivni, snizené C2 a C4

Typ 3: bez abnormalit v mnozstvi a funkénosti C1INH




Hemolyticky test CH50

oScreeningova metoda

oZjisténi funkCnosti klasické cesty aktivace komplementu
oDetekce snizené funkce komplementu
oVysledky se vyjadfuji v % aktivace

oSérum zpracovat do 1 hodiny

oPro¢ CH507?
Jednotka CH50

Mnozstvi séra, které za standardnich podminek zpusobi 50% lyzu definované suspenze
beranich erytrocytt - 30 min, 37 stupniu




CHS0

Reagencie:

1) 5% suspenze beranich erytrocytu
o (Pfiprava: Berani krev 3 krat proprat fyziologickym roztokem, nafedit na 5%)

2) Amboceptor — kraliCi protilatka IgM proti beranim RBC

o (Pfiprava: rozpustit lyofylizovany prasek od vyrobce v 1 ml destilované vody, poté nafedit v poméru 1:1001 ve fyziologickém
roztoku, napf. 2 ul amboceptoru + 2 ml fyziol. Roztoku)

Krok 1: Priprava hemolytického systému

Do 5% suspenze RBC pfidejte stejné mnozstvi amboceptoru (ne naopak!)

Inkubace 15-30 min v lednici




CHS0

Krok 2:
Naredte kontrolu a pacienta ve dvou redeénich:
Kontrola = = Pacient
Redéni 1:40
25 ul séra + 975 ul fyziol. — —
roztoku \_J \_
. 1:40 1:60 1:40 1:60
Redéni 1:60 e S S S
15 ul séra + 885 ul fyziol.
roztoku — — ‘




CHS0

Krok 3: Priprava fedéni
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CHS0

KONTROLA PACIENT
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CHS0

Krok 4: Do vSech jamek pfidejte 100 ul hemolytického systému
(koneCny objem ve vSech jamkach - 200 ul)

9 10 11 12

Krok 5: Inkubace 60 min v termostatu A““OQOOOOOO

Krok 6: Centrifugace 5 min/2000 ot./min
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CHS0

Krok 7: Po centrifugaci preneste 100 ul supernatantu z kazdé jamky do nové (sloupec 5-8)

9 10 11 12

Pozor, nesmi se nabrat pelet na dne jamek! A ““OQOQQOOO
Mukibilir it S | | ( S E000000
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CH50 - vyhodnoceni

Jamka s fyziologickym roztokem = blank - 0% hemolyza (pozice 6H, 8H)

Jamka s destilovanou vodou = 100% hemolyza (pozice 5H, 7H)

1) Z dubletu spoditat prumér absorbance pro kazdé redéni

2) Z prumérné absorbance (A) spoditat % lyzy pro kazdé fedéni dle vzorce:

A daného redéni — A blanku
A 100% lyzy — A blanku

X 100 = % lyzy pro dané redéni




CH50 - hodnoceni

3) Sestrojit graf — zavislost procenta lyzy na redéni (kontrola i pacient) — 1 graf

Odecist fedéni pfi 50% lyze - je aktivita komplementu u pacienta srovnatelna nebo
nizsi v porovnani s kontrolou?
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CHS50 - protokol

1) Uvod — co je to komplement, jak se stanovuje

2) CH50 — princip metody

3) Pomucky

4) StruCné popsat pracovni postup
5) Vysledky — vypocdty, graf

6) Interpretace vysledku

7) K protokolu pfilozit list s namérenymi absorbancemi




