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Laboratorne vysetrenie IN VITRO

* Preanalyticka faza
- Priprava pacienta, odber, spracovanie vzorky pred zahajenim laboratérneho 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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Serologické metody

1. Klasické serologické metddy
- 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. Metody zalozené na efektorovom ucinku protilatok (vyuzivané v
klinickej mikrobiologii)
- Komplement fixaCné reakcie
- Inhibi¢né a neutralizacné testy



http://www.wikiskripta.eu
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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 metddy



Aglutinacia vs Precipitacia

Agglutination
Aglutinacia (zhlukovanie)
Ag + Ab — Ag-Ab Bacterium
aglutinogén aglutinin aglutinat
makromolekularny imunokomplex korpuskularny
nerozpustny

I(Droltiltétlg na)mierené proti epitopom antigénnych Castic vytvaraju medzi korpuskulami mostiky, ktoré vedu k vzniku zhlukov
aglutinatov

Precipitacia (zrazanie) Precipitation
Ag + Ab —  Ag-Ab )w;
precipitogén precipitin precipitat
nizkomolekularny imunokomplex Soluble
molecule
rozpustny

Reakcia medzi solubilnym antigénom a protilatkou s naslednym vznikom precipitatu

(hydrofdbne vazby — nerozpustny komplex)



Aglutinacia

1. Priama
- korpuskularny Ag prirodzene nesie cielové epitopy
- identifikacia baktérii, hemaglutinacia

2. Nepriama

- rozpustny antigén naviazany na povrchu vhodnych
makromolekularnych castic (latex)

- stanovenie RF, ASLO
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Hodnotenie aglutinacie

« KVALITATIVNE

- aglutindcii dochadza / nedochadza (pozitivna / negativna)

* KVANTITATIVNE
- stanovenie najvyssieho riedenia séra, kedy je este badatelna aglutinacia
- titer (titr) = prevratena hodnota riedenia séra

(riedenie 1:32 - titer 32)



Reumatoidna artritida

* Symetrické zapalové ochorenie kibov
* Infiltracia sinovialneho tkaniva plazmocytmi, makrofagmi, T a B lymfocytmi

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

* muzi:zeny1:2-3
* 1 % populacie

* (Specifickejsi diagnosticky test ako RF je stanovenie CCP (cyklické citrulinové proteiny))
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Latex-fixacny test

Reumatoidny faktor (RF)
- autoprotilatka namierena proti Fc ¢asti 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)

- moZe byt pozitivny i u 0so6b bez priznakll onemocnéni (vyssi vék)

- diagnosticky najdélezitejsi je RF v triede IgM

o | ‘@ | o = Latex beads
Princip testu: @ + %( ){* . @ D (:) = Human IgG

@ ’k o <= FRF

IgG Coated Patient serum Agglutination
Latex containing RF of Latex




Stanovenie ASLO nepriamou aglutinaciou

* ASLO - Anti StreptoLysin O antibodies

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

* Diagnostika: retrospektivni prukaz probéhlé infekce, popt. sterilnich nasledku
onemocheéni

* 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 Casticiach, aglutinacia Castic, ktora je okom pozorovatelna



Precipitacia

1. V géle
- Jednoduchd RID
- Dvojita RID

2. V tekutom prostredi -
- Nefelometria ol
- Turbidimetria :




Precipitacia v géle

* Prostredie — agaroza gel
* Je zalozena na pasivnej difuzii latok v prostredi - koncentracny gradient

* 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
* Metodika sa v minulosti pouzivala pri merani hladin celkového IgG, IgA, 1gM,

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

e Jednoduchda RID

koncentracny gradient jedného z reaktantov
(vacsSinou Ag)

druhy reaktant (va¢sinou Ab)- rovhomerne
rozptyleny v strukture gélu
vysledkom su ostro ohranicené kruzka precipitatu

plocha prstenca = umerna koncentracii
vysetrovaného Ag

podla konc. standardu — kalibracna krivka

diameter

RADIAL IMMUNODIFFUSION
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 Dvojita RID (podla Ouchterlonyho)
sledujeme antigennu pribuznost antigénov

gradient vytvara ako Ag, tak Ab a dochadza k
protismernej difuzii oboch reaktantov

v zone ekvivalencie — precipitacna linia, ktora
ukazuje na pozitivitu reakcie

hodnotenie: kvalitativne
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Precipitacia- v tekutom prostredi

* VWyuziva 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 je 5-10x citlivejsia

PFECipita,Cia V te kutom prostredf a nakladnejsia ako turbidimetria

Nefelometria
- vhodna pre nizsie koncentracie

detektor je v smere kolmom na
vstupujuci lG¢

00O

Meria mnozZstvo 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

00O

viditel'né svetlo

Meria mnozZstvo prechadzajuceho
svetla

(Ubytok intenzity svetla, ktoré preslo
roztokom v kyvete)

(



Nefelometria a turbidimetria

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

Stanovenie sérovych bielkovin

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

Mnozstvo vytvorenych komplexov je umerné koncentracii Ag




Konstrukce nefelometru Immage 800

Nefelometr — zdrojem svétla

je laser - vinova délka
670nm

Turbidimetr — zdrojem
svétla je LED dioda o vinové
délce 940nm

AD10323L.EPS

ok wn -

LED light source (turbidimetric) 6.

Laser light source (nephelometric)
Focus lens

Beam splitter

Reaction cuvette

© N

Nephelometric detector

Turbidimetr — méfri ubytek
proslého svétla - tubiditu

Nefelometr — méfi prirGstek
odrazeného svétla od
imunokomplexl pod uhlem 90°
(Tyndaltv jev)

(90° angle to incident laser beam)
Laser light bounces into light trap
Turbidimetric detector (0° angle to the

incident LED beam)



Beckman Coulter IMMAGE 800

e Stanovenie koncentracie:

e Stroj I:
- imunoglobuliny: 1gG, IgA, IgM (g/!)
- proteiny akutnej faze: CRP (mg/l)
- (RF+ASLO)

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

- prOtEiny akl’JtnEJ 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|

Stanovenie koncentracie:
- imunoglobuliny: IgE (1U/ml), IgD,
IgAl, IgA2, IgAp (nizke
koncentracie)

- zlozky komplementu: C1 inhibitor

lgG: 7,5-15,6 g/I
IgA: 0,82-4,53 g/|
IgM: 0,46-3 g/
IgE: 0-100 kU/I

CRP: 0-8mg/|

www.healthcare.siemens.com/plasma-protein/systems/bn-ii-system



Dynamika precipitacnich reakci

Imunoprecipitacni kfivka (Heidelberger-Kendallova)

1) oblast nadbytku protilatky — méreni pristrojem

2) Zona ekvivalence Bod
3) Oblast nadbytku antigenu — protilatka spotrebovana, b sy
imunokomplexy se rozpadaiji - Hook efekt 2> % & /| P
l (Sigrvia;l’ A(i 0660

precipitatu) %

Mnozstvi antigenu ————»

Pro 2 rozdilné koncentrace antigenu lze ziskat
jednu hodnotu absorbance —riziko falesne
nizkych hodnot

Nadbytek antigenu Bod ekvivalence, Tvorba malych
umoznuje tvorbu véechna imunitnich komplexd
vz . .7 o /7 o k k f k imunitnich komplexu vazebna mista  pfi nadbytku antigenu
a rozptyl svétla, které protilatek jsou muze vést k falesné
prISt rOJe maJ I ruzne pOStu pyl Ja H OO e e t rozpoznat Ize pfesné zméfit navazana na nizkym koncentracim
antigen kvali slabsimu
rozptylu svétla



Pri nefelometrickém i turbidimetrickém mereni musi zUstat

zachovana podminka nadbytku protilatky v reakéni smési ®

Y
X—r
@ AD136BLEPS
1. X = Increasing time 4. Sample Addition
2. Y = Increasing scatter signal 5. Antibody Addition

3. Buffer Addition

Méreni zakalu je relevantni pouze ve vzestupné
casti krivky — probiha kinetickym promérovanim
vzorku s intervalem 5 vtefin

Y
ADT1362L.EPS
1. X = Reaction time (in seconds) 3. Response if antibody excess
2. Y = Rate response 4. Response if antigen excess

Po probéhlé reakci pristroj do vzorku prida opét antigen

1. Pokud absorbance opét stoupne (3) 2 méreni
probéhlo v oblasti nadbytku protilatky (tvori se nové
imunokomplexy) a pro vypocet koncentrace analytu
lze pouzit namérené hodnoty absorbance a pavodni
redéni

2. Pokud po pridavku antigenu k nardstu signalu
nedojde (4), = protilatka byla spotifebovana (mnoho
antigenu) — analyza musi byt opakovana s vyssim
redénim vzorku



IKK:

4 2 Levey-Jenningsiv diagram — sledovani kontrol v ¢ase
Denna prax na analyzatore y-lenningsdlv diagram - sledovani kontrol v Zas
o A
» Provozni dennik SRS S VA VY
> Udrzba analyzatorov: i
- denna/tyZzdenna/mesacna Westgardova pravidla — detekce chyb v analytické
> Kalibracie: procedure (schvaleni x zamitnuti analytické série)

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

» Kontroly IKK:
- kazdy den, pred zahajenim merania pacientskych vzoriek
- viazané na metddu, jedno-/viac-Uroviiové (hladina normalni a patologickd) [ wrercama e o ]
- referencné medze

>Kontro|y EHK (SEKK- systém externi kontroly kvality):
- podla ¢asového planu
- zasielané z externého laboratdria (nie je znama vysledna koncentracia)
- prevedie sa meranie - Vysledky sa vo forme protokolu odoslu spat organizatorovi

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

- medzi-laboratorne porovnavacie skusky




Priebeh vzorky

»Sérum = odbér srazlivé krve
» Alikvotdcia vzorky
»\/ytvorenie pracovného listu pre jednotlivé analyzatory = zoznam vzoriek

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

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



Interpretacia vysledkov

* Vysledky su pred vydanim viacnasobne kontrolované

* Pozor:
» falosna pozitivita (mald Specificita testu)
» falosnd negativita (mala senzitivita testu)
* Hladina imunoglobulinov IgG, IgA, IgM (g/|):
N - zdpalové procesy infekéného pévodu
- jedna trieda = myelom; monoklonalna gamapatia
- zvySovanie s vekom
J' - poruchy tvorby = imunodeficity
- lymfomy, leukémie, myelomy, nasledkom liecCby



Interpretacia vysledkov

* Hladina IgE (IU/ml):
N - alergické stavy prvého typu precitlivenosti
- parazitarne choroby
- autoimunity, imunodeficiencie
* VysSetrenie komplementového systému (sérovad hladina C3 a C4 (g/l), C1-INH)
N - zapalova aktivita (zriedka)
J' - vrodena / ziskand porucha tvorby (jaterni selhani; zvySena spotreba- tvorba

imunokomplexov; hereditarny angioedém)



Interpretacia vysledkov

* Reaktanty akutnej fazy

M - akutna zapalova reakcia = opsonizacni a prozanétlivy efekt
- regulacna funkcia; prenasace iontov; hemokoagulacia

CRP (mg/l)

> - bakterialne infekcie
- infarkt myokardu, pooperacné obdobie

- reumatické choroby
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Komplement

o Slozka nespecifické humoralni imunity - humoralni

o Systém nékolika desitek proteind, vétsina tvorena
Vv jatrech

o Velmi rychla aktivace
o , e Komplementovy systém tvori:
o Silné zanétotvorné a lytické ucinky
e Centralni proteiny C1-C9
 Komplementové receptory na burikach

C3 . C c3 C1 * Stabilizatory komplementu
(N D * Inhibitory komplementu
- e Solubilni

* Membranoveé vazané



Classical
Pathway

Ab-Ag Complexes

Clq

Clr/s

Cl

C3a Inflammatory
CS5a mediators

Microbes or Particles
C3b
Factor B
Factor D

C3bEb

C3b binds to complement

receplors on phagocytes,
resulting in opsonization and

removal of immune

complexes.

(03]

[
e
ot

Membrane-attach complex binds
to cell membrane, causing lysis of
certain pathogens and cells




Komplement

o Aktivovany komplement podporuje:

o Rozvoj zanétlivé reakce (anafylatoxiny — C3a, C4a, C5a)

o Opsonizace antigennich ¢astic — podpora fagocytozy (C3b, C4b)
o Chemotaxe (C3a, C5a, komplex C5,6,7)

o Lyza bunéénych membran (C5b-C9 — MAC)

o Odstranovani imunokomplext z cirkulace (C3b, C4b)

o Adaptivni imunita — Zesileni signalizace na B lymfocytech -
imunokomplexy s C3dg — premosteni CD21 a BCR

Antigenni ¢astice
opsonizovana komplementem
C3dg

Epitop
BCR komplex CR2 komplex

CD19

Fosforylace
(signalizace)



Regulace komplementu

o Aktivovany komplement ma silny amplifikacni potencial, nutna
dusledna regulace

1) Regulatory pozitivni:

o Properdin (faktor P) — stabilizace alternativni C3 konvertazy

2) Regulatory negativni

a) Solubilni:
* Clinhbitor (C1INH)
 Faktor H
* Faktorl

b) Membranove vazané:
e Decay accelerating factor — DAF (CD55)
* Membrane cofactor protein — MCP (CD46)
* Protektin (CD59)



Kdyz ochrana chybi...

o Za normalnich QkolnostiLsou RBC chranény inhibitory komplementu, které
exprimuji na svem povrchu

o Mutace genu pro GPI kotvu v hematopoetické kmenové burice = na povrchu
BRC deficit 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)

l

o RBC citlivé ke stopovym mnozstvim
aktivovaného komplementu

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).



Heredita

o Zpusoben deficitem C1 inhibitoru (C1 INH) — ktery inhibuje serinové proteazy Clr, Cls, Clq

o Dusledek:

ni angioedéem

1) aktivace klasické cesty komplementu — provokujici faktor (menstruace, stomatologické zakroky,

infekce...)

2) nedostatecna regulace kininového systému (C1 INH inhibuje i kalikrein)

Obr. 1. Inhibicni pusobeni C1 inhibitoru

* Mechanismus: aktivios
fibrinolytické cesty
C1 INH neni schopen dostatecné tlumit preménu prekalikreinu =
na kalikrein—=> ®
e

plasmin

Kalikrein Stépi vysokomolekularni kininogen na bradykikin =
vazodilatace, zvySena permeabilita cév (lokalné)—> S
vznik nezanétlivého edému

v
- 4

rozpustné
fragmenty

kalikrein-kininové cesty

v
spontanni aktivace

v
X11|
° prokalikrein

v
X113

aktivace
komplementové cesty

C1 komplex

@

aktivace
C1 slozky
komplementu

L.

C4 Cc2

| 1 1 1
Cda Cab C2a C2b

c inhibiéni pasobeni C1-INH



Hereditalni angioedéem
* Klinicky obraz:

o Epizodické otoky, edémy — podkozi, pod sliznici

o Bleda barva, nesvedive, bez lokalni zvysené teploty
o Mohou byt bolestivé — napéti ve tkanich

o Vétsinou se vyvijeji postupné — 12-36h

o Otoky nereaguji na antihistaminika/kortikosteroidy

o Potencidlneé smrtici onemocneéni — otok v oblasti krku
(uduseni)




Hereditalni angioedéem

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

* Typ 2: Funkcni porucha C1INH

* C1INH mQzZe byt snizeny, v normé i zvyseny, ale je funkéné neaktivni, snizené C2 a C4

Obr. 4. Slozky komplementu u angioedému indukovanych bradykininem

HAE
* Typ 3: estrogen dependentni — mutace FXII: Ko \ i
o bez abnormalit v mnozstvi a funkénosti C1INH | C1-INH kvantitativn W
| C1-INH funkeni m
| c4 W
[ c2 W
\ Clq N

*Existuje i ziskany angioedém, na ktery je tfeba v diferencidlni diagnostice myslet — snizeni C1q:

1) Zvyseny katabolismus C1 INH — néktera lymfoproliferativni onemocnénimi
2) Autoimunitni onemocnéni — vznik autoprotildtek, které blokuji aktivni misto C1 INH — ztrata funkce

|

HAE
dysfunkce
C1-INH

TIN
W
W
W
N

 HAaE

s mutaci genu
pro f. Xl

| (| (] [ s

ziskany
angioedém
| AAE

N/




Deficity slozek komplementu

1) Deficit C1-C4: castéjsi vyskyt pneumonii, pyogennich infekci, systémové
imunokomplexové choroby (SLE-like)

2) Deficit C3-C9: Zejména nachylnost k pyogennim infekcim

Defict C9: Typické opakované meningokokové meningitidy (Neisserie)



Indikace k vysetreni komplementu

o Deficit nekteré slozky
o testuji se hladiny slozek (nefelotmetrie), dale funkcni aktivita celého systému (CH50, AH50)

o Monitorovani zanétu
o Slozky komplementu se chovaji jako pozitivni reaktanty akutni faze — T koncentrace

o Monitorovani imunokomplexovych chorob
o Silnd aktivace komplementu — dochazi ke konzumpci jeho slozek — |, | koncentrace

o Podezreni na hereditalni angioedém:
o Vysetreni C1 INH + funkéni aktivita, slozky C2 a C4



Biologicky material a vysetreni komplementu

o Specidlni odbérové zkumavky (bez separatoru)
o Zpracovat krev do 60 min
o Sérum zamrazit (-20°C max. tyden, -70°C libovolné beze ztraty aktivity)

o Sérum nesmi byt opakované rozmrazovano a zamrazovano



1. Kvantitativni stanoveni slozek komplementu

o Vyjadreni vysledk( — koncentrace g/l, mg/I

1) Nefelometrie —slozky C3, C4, C1Q, C1-INH, MBL
2) (ELISA)
3) (Radialni imunodifuze (RID))

e Stanoveni C2 a C5 slozky komplementu

 Vgelu pritomna protilatka proti C2 nebo C5 slozce

e Sérum pacienta difunduje do gelu

 Vzoné ekvivalence se vytvori precipitacni prstenec

«  Cim vy$&i koncentrace C2/C5, tim vétsi priimér prstence




1. Kvantitativni stanoveni slozek komplementu

o Clq (100-250mg/I)
o0 C2 (10-30 mg/l)
0C3(0,7-1,5g/1)
0C4(0,1-0,4¢g/l)

o C5(80—-170 mg/l)
o MBL (> 0,3mg/l)

o C1 inhibitor (210 — 390 mg/I)



2. Funkcni vysetreni komplementu

o Funkéni hemolytické testy — CH50 (CH100), AH50

o Zjisténi funkénosti klasické (CH50) nebo alternativni (AH50) cesty komplementu — formace
MAC

o Projevi se lyzou definované smési RBC = narlist absorbance v supernatantu — zbarveni dané
HGB

o Vysledky se vyjadruji v % aktivace

o Pozor: Se vzorkem pacienta nutno zpracovat i zdravou kontrolu !! (aby bylo pacienta s ¢im
srovnat)
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2. Funkcni vysetreni komplementu - Hemolyticky test CH50

o Screeningova metoda

o Zjisténi funkcnosti klasické cesty aktivace komplementu — formace MAC
o Detekce snizené funkce komplementu

o Vysledky se vyjadruji v % aktivace

o Sérum zpracovat do 1 hodiny

o Proc¢ CH507?
Jednotka CH50

MnoZstvi séra, které za standardnich podminek zplsobi 50% lyzu definované suspenze beranich
erytrocytl - 30 min, 37 stupnu



Princip testu CH50

1.Hemolyticky systém:
Berani RBC+ kralici protilaka
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CH50 - hodnoceni

Lyza v PBS = 0% - blank

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

Lyza v H,0 = 100%

X 100 = % lyzy pro dané redéni

A = absorbance

0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
Fold Dilution Fold Dilution



2. Funkcni vysetreni komplementu - ELISA

oV nékterych laboratofich CH50/AH50 nahrazeno ELISA metodou

o Princip — na dné jamky aktivator urcité cesty komplementu = detekce neoepitopu pfi
formaci MAC

A Total complement system activity AV-PX*'. anti-Cé

Mannan anti-C9 neoepitope




C1-INH funkcni test

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

o Pokud je C1INH funkéni, navaze se na Cls
o Nasleduje odmyti nenavazanych slozek

o Do jamky se nasledné prida konjugat - kozi protilatka proti lidskému C1-INH -
znacena krenovou peroxidazou (preména substratu na barevny produkt)

o Spektofotometrie - uréi mnozstvi navazaného C1-INH (I zbarveni)

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




