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Komplement

oObjev — Jules Bordet — termolabilni substance v plazmé

oSlozka nespecifické humoralni imunity \

oSystém nékolika desitek proteinu, vétSina tvofena Komplementovy systém tvofi:
Vv jatrech

e Centralni proteiny C1-C9
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Classical
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C3b binds to complement
receptars on phagocyles,
resulting in opsonization and
removal of immune
complexes.

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




Komplement - funkce

oAktivovany komplement podporuije:

o Rozvoj zanétlivé reakce (anafylatoxiny — C3a, C4a, Cbha) oy

o Opsonizace (C3b, C4b) ok opsonizovana komplementem
o Chemotaxe (C3a, C5a, komplex C5,6,7)

o Lyza bunéénych membran (C5b-C9 — MAC)
o Odstranovani imunokomplexu z cirkulace

Epntop

BCR komplex CR2 komplex

cD19

SN
CD79a.p
o Imunokomplexy s C3dg — pfemosténi CD21 (komplementovy il y A FEF
receptor 2 — CR2) a BCR na B lymfocytech — zesileni signalizace, i
0081

podpora diferenciace do plazmatickych bunék
\

L\ b Syk
Fosforylace
(signalizace)




Komplement - funkce

oOdstranovani imunokomplexu z cirkulace (C3b) - vazba na CD35 (CR1) na RBC >
zabranéni tvorby velkych imunokomplext-> likvidace ve sleziné

oNapomaha odstranovani apoptotickych télisek makrofagy (opsonizace)

RBC

Makrofag

Zdroj: Janeway Immunobiology 8th edition




Regulace komplementu

oAktivovany komplement ma amplifikacni potencial, nutna dadsledna regulace

1) Regulatory pozitivni:
o Properdin (faktor P) — stabilizace alternativni C3 konvertazy

2) Regulatory negativni

a) Solubilni:
o Clinhbitor (C1INH)
o Faktor H
o Faktor |

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




Komplement — prehled laboratornich testu

— T~

1. Kvantitativni testy 2. Funkeni testy
Stanoveni koncentrace jednotlivych stanoveni funkce konkrétni
slozek komplementu komplementové kaskady nebo inhibitor(




1. Kvantitativni stanoveni

oVyjadreni vysledku — koncentrace g/l, mg/l T T

Ab-containing gel precipitin ring

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

o Stanoveni C2 a C5 slozky komplementu

>V gelu protilatka proti C2 nebo C5 @ O Q

o Serum pacienta difunduje do gelu

oV zbdné ekvivalence se vytvofi precipitacni prstenec standard graph
ring

)4 r v v I 4 4 v r o 4 2
o Cim vysSi koncentrace C2/C5, tim vétSi primér prstence dismerer)

I 1

T T
0 10 25 50 100
antigen concentration
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Komplement — normalni hodnoty

oC1qg (100-250mg/l)
oC2 (10 - 30 mg/l)
oC3(0,7-1,59g/)
oC4 (0,1-0,4 g/l
oC5 (80 — 170 mg/l)
oMBL (> 0,3mg/l)

oC1 inhibitor (210 — 390 mg/l)




2. Funkéni vysetreni — preanalyticka faze

oNeékteré slozky komplementu jsou termolabilni, proto:
o Specialni odbérové zkumavky bez separatoru

o Vyvarovat se teplotnim Sokdm pfi transportu

o Zpracovat krev do 60 min od odberu

o Serum zamrazit (-20 °C max. tyden, -70 °C libovolné dlouho beze ztraty aktivity)
o Sérum po rozmrazeni nesmi byt opétovné zamrazeno




Hemolyticky test CH50

oScreeningova metoda (dnes jiz zastarala, upousti se od ni)

oZjisténi funkénosti klasické cesty aktivace komplementu
oZajem o snizenou funkci komplementu

oPro¢ CH50? - jednotka CH50

Mnozstvi séra, které za standardnich podminek zpusobi 50% lyzu definované suspenze
beranich erytrocytu — 30min, 37 stupnu

oVysledky se vyjadruji v % aktivace




Princip testu CH50 2. Aktivace komplementu (C1)

C4bC2b
C4bC2aC3b

komplex

C1

1.Hemolyticky systém:
Berani RBC+ kralici protilaka

3. Formace MAC

krali¢i protilatky
(amboceptor) |
MAC-lyticky
komplex

4. Lyza RBC
centrifugace
o ' prepipetovani

Vypocet, hodnoceni <= | \fsieni absorbance (== supernatantu <




CH50

Reagencie:

1) 5% suspenze beranich erytrocytu
> (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)




CH50 - vyhodnoceni

Jamka s fyziologickym roztokem = blank - 0% hemolyza

Jamka s destilovanou vodou = 100% hemolyza

1) Z dubletl se spocita prumér absorbance pro kazdé fedéni
pacientova séra

2) Z prumérné absorbance (A) se spocita % 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) Graf — zavislost procenta lyzy na redéni (kontrola i pacient)

Odecdist fredéni pfi 50% lyze - je aktivita komplementu u pacienta srovnatelna nebo
niZsi v porovnani s kontrolou?
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Funkcni test komplementove kaskady - ELISA

oVe vétsiné laboratofi CH50 nahrazeno ELISA metodou — konkrétni cesta aktivace -
samostatne ELISA kity
o Princip — na dné jamky aktivator urcCité cesty komplementu - detekce neoepitopu pfi formaci

membranolytického komplexu pomoci anti-C9 neoepitop protilatky znacené biotinem
(+streptavidin-enzym)

A Total complement system activity anti-C6

Biotin

Mannan

anti-C9 neoepitope

Klasicka cesta Lektinova cesta Alternativni cesta




C1-inhibitor funkcni test ELISA — diagnostika
hereditalniho angioedéemu

oSérum nebo plazma se inkubuje s aktivovanou exogenni slozkou C1s (na dné ELISA
jamek), ktera je vazebnym mistem pro C1 inhibitor

oPokud je C1 inhibitor funkéni, navaze se na C1s
oNasleduje odmyti nenavazanych slozek

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

oSpektofotometrie - urCi mnozstvi navazaného Cl-inhibitoru

oNefunkéni C1 INH — ke zbarveni nedojde, protoze se
neutvorily detekovatelné komplexy C1s-C1INH

_ -




Indikace k vysetreni komplementu

oMonitorovani zanétu
o Nékteré slozky komplementu se chovaji jako pozitivni reaktanty akutni faze — 11 koncentrace

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

oPodezreni na funkcni deficit komplementu

o Testuje se funkCni aktivita komplementovych cest (ELISA) - screening - v pripadé nalezeni
patologie se stanovi koncentrace jednotlivych slozek

oPodezreni na poruchu regulatorii komplementu — C1 inhibitor + slozky C3 a C4




Deficience slozek komplementu

oDeficience C1-C4 (podili se na odstranovani imunokomplexu)

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

oDeficience C5-C9

> Nachylnost k pyogennim infekcim
- Deficit C9 - Opakované infekce Neisseria meningitidis

LI &Y 4.




Deficience inhibitoru komplementu

oDeficit C1-inhibitoru — Hereditalni angioedém

oDeficit membranovych inhibitortt CD55 a CD59 — Paroxysmalni nocni hemoglobinurie (PNH)

oDeficit sérovych inhibitoru faktor H a faktor | — atypicky hemolyticko-uremicky syndrom (aHUS)

Pozn: PNH + aHUS - viz u¢ebnice Hematologie a transfuzni |ékarstvi |, Penka a kol.



Paroxyzmalni nocni hemoglobinurie (PNH)

oMutace genu pro GPI kotvu v hematopoetické kmenové burice - 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 — hemolyza - anemie

PNH RBC? Complement Attack? PNH RBC Lysis (haemolysis)
PNH RBC's lack a Without this protein, some PNH REBCs 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 liguid component of blead).




Hereditalni angioedém

oZpusoben deficitem C1 inhibitoru (C1 INH)

oSerinova proteaza ' C1q binds to antigen- ' C1INH

o complexed antibodies, prevents C1irzsp
oinhibuje C1r, C1s resulting in activation from becoming
oireverzibilni vazba — C1 INH se spotfebovava of C1rasp - pr oteolytically active

‘l




Hereditalni angioedém

Disledek:

1) Aktivace klasické cesty komplementu — konzumpce
slozek, zejména C2 a C4

2) Nedostatecna regulace kininového systému (C1 INH

inhibuje také kalikrein) e RN
Mechanismus: sktivace aktivace prova
C1 INH neni schopen dostate¢né tlumit pfeménu e """:‘*“";"“"" PSR coxty
prekalikreinu na kalikrein 2 ""'””"” | 0 °"‘;"”
Kalikrein Stépi vysokomolekuldrni kininogen na bradykinin - _i 3 @ v
ten se vaZze na bradykyninové receptory na endoteliich = = c50» e L
vazodilatace, zvy$end permeabilita cév (lokalné) = S “” ——
vznik nezanétlivého edému =R D © O

I 1
C4a Cab i 2
L rozpusiné -
fragmenty

° inhibiéni pusobeni C14INH




Hereditalni angioedém

oStridaji se obdobi
o Klidova — remise — pacient bez klinickych obtizi

o Ataka — rozvoj angioedému
o Rudzné provokujici faktory:
o menstruace
o stres
o zubni zakroky
o Zranéni




Hereditalni angioedém

Klinicky obraz:

oEpizodické otoky, edémy — podkozi, pod sliznici

oBleda barva otoku, nesvédivé, bez lokalni zvysené teploty
oMohou byt bolestivé — napéti ve tkanich

oVeétsinou se vyvijeji postupne, béhem 12-36h

oOtoky nereaguji na antihistaminika, nedostate¢né na
kortikosteroidy

oKlinické obtize znacné variabilni — dle vyskytu otoku

oOtok v oblasti krku — nebezpectny — hrozi uduseni

oOtok v oblasti bficha — pfipomina akutni pfihodu brfisni

oUtlak mocovych cest, stfeva - retence moci, stfevni nepruchodnost




Hereditalni angioedém

Typ 1: porucha tvorby C1INH, 85% nemocnych a o
rv , v rv ’ r. 4. OZKY KOM ffﬁ)ﬁ’n(uuang!()e emu inau OVU”v cn )f(]d‘ aninem
> Snizeni C1INH na 12-50%, C3 v normé&, snizené C2 a C4 i Sl ki ke el —

HAE HAE HAE ziskany
komplement + koncentrace ’ - dysfunkce s mutaci genu ‘ ‘
C14NH C1-INH pro f. X1l 1 AAE
C1-INH kvantitativné A TIN N N/
Typ 2: Funkéni porucha C1INH | CAANH funkéni u u N .
> C1INH muUze byt sniZzeny, v normé i zvySeny, ale je funkéné | < o “o N |
neaktivni, snizené C2 a C4 | c2 U 4 N oo
| C1q N N N 1

Typ 3: estrogen dependentni — zvySeny FXII ve fazich se zvySenou hladinou estrogenu
(tehotenstvi, hormonalni antikoncepce.) Pri aktivaci FXIl nadmérna tvorba bradykininu -
edém)

» Bez abnormalit v mnozstvi a funkCnosti C1 INH

Pozn.

Existuje také ziskany angioedém, na ktery je tfeba v diferencialni diagnostice myslet — snizeni C1q

1) ZvysSeny katabolismus C1 INH — néktera lymfoproliferativni onemocnéni

2) Autoimunitni onemocnéni — tvorba autoprotilatek, které blokuji aktivni misto C1 INH - ztrata funkce




Diferencialni diagnostika angioedéemu

Obr. 4. SioZky komplementu u angioedému indukovanych bradykininem

komplement [olh:::&m] [ -Clth ] ""“::‘89"‘“ ( ‘w" ]
CldNH CldNW = | profXnH LU FRREN Y
C1-INH kvantitativné () tIN N N/
C1-INH funkéni W W N Y
ca W W N W
c2 [ U N W
C1q N N N 1




VySetreni u hereditalniho angioedemu (HAE)

oScreeningovy test HAE: vysetieni C4 slozky - pokud je snizena nasleduje:

oVySetreni koncentrace a funkce C1 INH
oStanoveni dalSich slozek komplementu: C2, C3, C5

oVylouCeni ziskaného angioedému: stanoveni C1q

oPotvrzeni diagnozy pro HAE typ | a ll: Genetické vySetfeni — mutace v genu (Serpingl)
pro C1 INH




mMetoay roanoty JEUNLIKY MEeL 1uunuLy
Oddéleni laboratorni imunologie
. Primami material krev
Imunoglobuliny
19G 12,800 g/l 7,510 - 15,600
IgA 1,860 g/l 0,820 - 4,530
IgM 0,515 gll 0,460 - 3,040
IgE 66 ku/l 0-100
Proteiny akutni faze
C-reaktivni protein 1,06 mglf s 0,00 - 8,00
Alfa-1-antitrypsin 1,24 g/l 0,88 -2,00
Orosomukoid 0,770 g/l 0,400-1,170
Ceruloplasmin 0,237 g/l 0,150 - 0,650
Alfa-2-makroglobulin 1,32 g/l 1,02-3,50
Transferin 1,94 g/l 1,50 - 3,50
Prealbumin 0,38 g/l 0,10-0,38
Komplementovy systém
Klasické cesta aktivace kompl. 52 | % . >70
Alter. cesta aktivace kompl. 72 . % > 30
C1 inhibitor 39 | mg/| 210 -390
C1 inhibitor - funkéni test 42 ‘ % > 68
C1q slozka komplementu 122 mg/| 100 - 250 o ,
C2 slozka komplementu 14,3 mg/I 10,0- 30,0 » Podezrenina
C5 slozka komplementu 142 mg/l 80-170
C3 slozka komplementu 0,67 g/ 0,62-1,44 HAE typ |
C4 slozka komplementu 0,03 { g/l 0,10- 0,38

Diferencialni rozpocet leukocytl prutok.cytometrii




Metody Hodnoty Jednotky Ref. hodnoty
Oddéleni laboratorni imunologie -
* Primarni material krev
Imunoglobuliny
lgG 9,250 g/l 7,510 - 15,600
IgA 3,220 g/l 0,820 - 4,530
g 0,532 g/l 0,460 - 3,040
IgE 181 kU/I 0-100
Proteiny akutni faze -
C-reaktivni protein 1,73 mg/l £ 0,00 - 8,00
Alfa-1-antitrypsin 1,38 g/l 0,88 -2,00
Orosomukoid 0,895 g/l 0,400-1,170
Ceruloplasmin 0,340 g/l 0,150 - 0,650
Alfa-2-makroglobulin 1,42 g/l 1,02- 3,50 Normalni funkce klasické
Trsteri 2,61 g/ 1,80 200 drahy — pacient je mimo
Prealbumin 0,39 g/l 0,10-0,38
Komplementovy systém  > ataku
Klasicka cesta aktivace kompl. 117 % # >70
Alter. cesta aktivace kompl. 71 . % >30
C1 inhibitor 843 % mg/! 210 - 390 Zvyseny C1 inhibitor
C1 inhibitor - funkéni test 74 % > 68
C1q slozka komplementu 183 mg/l 100 - 250
C2 slozka komplementu 20,2 mg/l 10,0- 30,0
C5 slozka komplementu 223 % mg/l 80 - 170
C3 slozka komplementu 061} g/l 0,62-1,44 HAE typ 1
C4 slozka komplementu 0,15 g/l 0,10-0,38
Diferencialni rozpocet leukocytl pritok.cytometrii
Leukocyty 6,2 109/ 4,0-10,0




Metody Hodnoty Jednotky Ref. hodnoty

Oddéleni laboratorni imunologie 2
- Primarni material krev
Imunoglobuliny
1gG 12,100 g/l 7,510 - 15,600
IgA 2,670 g/l 0,820 - 4,530
IgM 1,670 gll 0,460 - 3,040
IgE 1010 ku/l 0-100
Protilatky proti bakterialnim antigenim .
IgG p!. anti-tetan.toxoid 1,474 IU/ml >0,120
1gG pl.anti-Haemophilus infl.b 1,794 mg/l > 0,090
1gG pl. proti PCP 458 mg/l >15,4
Proteiny akutni faze
C-reaktivni protein 3.77 mg/l 0,00 - 8,00
Alfa-1-antitrypsin 1,23 g/l 0,88-2,00
Orosomukoid 0,750 g/l 0,400- 1,170
Ceruloplasmin 0,337 g/l 0,150 - 0,650
Alfa-2-makroglobulin 1,56 g/l . 1,02-3,50
Transferin 1,81 \ gll 1,50 - 3,50
Prealbumin 0,20 gl 0,10-0,38
Komplementovy systém
Klasicka cesta aktivace kompl. 8 ‘ % >70
Alter. cesta aktivace kompl. 74 % > 30
C1 inhibitor 37 mg/l 210 - 390
C1 inhibitor - funkéni test 38 % > 68
C1q slozka komplementu 145 mg/l 100 - 250
C2 slozka komplementu 16,5 mg/l 10,0- 30,0 v ,
C5 slozka komplementu 1784 mg/! 80- 170 » Podezreni na
C3 slozka komplementu 1,05 gll 0,62-1,44
C4 slozka komplementu 0.03} g/ 0,10-0,38 HAE ty o |
Autoprotilatky
Antinukiearni pl. IF (ANA) negativni -
Diferencialni rozpoget leukocytl pritok.cytometrii
Leukocyty 7.8 10%9/1 4,0-10,0




BRI GIOWD . Ty

Metody Hodnoty Jednotky Ref. hodnoty
Oddeéleni laboratorni imunologie
Primami materlal krev
Imunoglobuliny
IgG 9,290 ghl 7,510 - 15,600
IgA 2,950 an 0,820 - 4,530
IgM 1,010 g/ 0,460 - 3,040
IgE 131 kUn 0-100
Proteiny akutni faze T
C-reaktivni protein 13,40 mg/* 0,00 - 8,00
Alfa-1-antitrypsin 1,48 g/l 0,88 -2,00
Orosomukoid 1,190 g/l 0,400-1,170
Ceruloplasmin 0,305 an 0,150 - 0.650
Alfa-2-makroglobulin 1,24 ol 1,02-3,50
Transferin 2,05 o/l 1,50-3,50
Prealbumin 0,25 all 0,10-0,38
Komplementovy systém
Kiasicka cesta aktivace kompl. 50 ‘ % ’ >70
Alter. cesta aktivace kompt, 88 b % >30
C1 inhibitor 875 & mg/l 210 -390
C1 inhibitor - funkni test 45 % > 68 .
C1q siozka komplementu 163 mgil 100-25%0 — > HAE typ I 9 paCIent v atace
C2 slozka komplementu 13,5 mg/l 10,0-30,0
C5 sloZka komplementu 168 mg/l 80-170
C3 slozka komplementu 0,66 g/l 0,62-1,44
C4 slozka komplementu 0.07) g/l 0,10-0,38
Diferencialni rozpodet leukocytl pritok.cytometril
Leukocyty 9,2 10*9n 4,0-10,0
I vmfarute e )




Metody Hodnoty Jednotky Ref. hodnoty 5
Oddéleni laboratorni iImunologie

Primarni materiai krey
Imuncglobuliny
lgG 9,930 al 7,510 - 15,600
IgA 2,060 gl 0.820 - 4,530
igM 0,600 o/l 0,460 - 3,040
IgE 69 kun 0-100
Protilétky proti bakterialnim antigentm 5
IgG pl. anti-tetan toxoid 1,116 1U/mi >0,120
1gG pl.anti-Haemophilus infl.b 1,714 mg/l > 0,090
1aG pl. proti PCP 1482 mg/l >154
Proteiny akutni faze
C-reaktivnl protein 8,77 mg/l 0,00 - 8,00
Alfa-1-antitrypsin 1,46 gl 0,88 - 2,00
Orosomukoid 1,040 al 0,400-1,170
Ceruloplasmin 0,281 g/l 0,150 - 0,650
Alfa-2-makroglobulin 083 gl 1,02-3,50
Transferin 2,50 o/l 1,50- 3,50
Prealbumin 0,30 ol 0,10-0,38
Komplementovy systém
Klasické cesta aktivace kompl. 6 % >70
Alter, cesta aktivace kompl. 90 % > 30
C1 inhibitor 60 mg/! 210-380
C1 inhibitor - funkéni test 37 % > 68
C1q slozka komplementu 165 mgA 100 - 250 » HAE typ |
C2 slozka komplementy 41 ‘ mg/l 10,0 - 30,0
C5 sloZka komplementu 197 mg/| 80-170
C3 sloZka komplementu 0,96 gh 0,62-144
C4 slozka komplementu 0,034 g/ 0.10-0,38
Autoprotilatky
Antinukledrni pl. IF (ANA) negativni -
Diferenciaini rozpocet leukocyt(l pritok.cytometril
Leukocyty 146 108/ 4,0-10,0

1 imndmm e -




Kazuistika

oZena, 35 let

obere antikoncepci 9 let, 9 let se objevuji edémy rtl

1
Initial age 26
Association with contraceptive Yes
Association with pregnancy -
Affected family members No Po vysazeni antikoncepce otoky zmizely
Episodes of laryngeal edema No >
Response to corticosteroids and / or antihistamines No HAE typ Il
Hemogram Thrombocytosis
— > Quantitative and Qualitative INHC1 Normal
C4 Normal

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3760933/




Lecba HAE

oSnaha minimalizovat stresujici faktory, které indukuji edémy
o Omezeni sportu
o Volba vhodného povolani

3 strategie IéCebné terapie:
1. Dlouhodoba profylaxe — mimo ataku
2. Kratkodoba profylaxe — prevence vzniku edému béhem zakroku
3. Lécba akutni ataky




Lecba HAE

1. Dlouhodoba profylaxe
o Atenuované androgeny — zvysuji syntézu C1 INH v jatrech (nesmi se podavat détem a
téhotnym Zenam, zvazeni uziti u Zen ve fertilnim véku > negativni vedlejSi ucinky - viritizace)
o Kyselina tranexamova — inhibuje plazmin, ¢imz se ,Setfi“ C1 INH

o Koncentrat C1 INH — u lidi, kde vySe zminéné Iéky nelze podavat nebo u zavaznych forem
HAE

2. Kratkodoba profylaxe — snaha zabranit vzniku edému béhem operaci, endoskopii a
zubnich extrakci

o Koncentrat C1 INH

3. LéCba akutni ataky
o Koncentrat C1 INH — derivat z plazmy nebo rekombinantni

o lcatibant — kompetitivni antagonista bradykininovych B2 receptort — kompetice o vazbu s
bradykininem




