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Uloha &. 7

Funk¢ni vySetireni komplementového systému:
TEST CH50 pro spusténi kaskady klasickou cestou

Teorie:

Komplement fadime mezi humoralni slozky nespecifické imunity odstraiujici
patogeny z organismu. Je tvofen souborem asi 30 sérovych a membranovych termolabilnich
proteint, které za normalnich okolnosti koluji v té€le ve form¢ inaktivnich proenzymt. Pokud
dojde ke spusténi kaskad dojde k postupné amplifikaci imunitni odpoveédi/komplementové
kaskady a tvorbé lytického komplexu (MAC-komplex). Nejdulezitéjsimi slozkami
komplementu jsou sérové slozky C1 — C9, které jsou syntetizovany pievazné hepatocyty v
jatrech. Komplementovy systém je aktivovan tfemi zpusoby: alternativni, klasickou ¢i
lektinovou cestou. Hlavnimi funkcemi komplementovych slozek jsou: lyza bunék, opsonizace
a chemotaxe.

Test CH50 je funkénim testem komplementového systému spusténého klasickou
cestou aktivace (tzn. cestou, na jejimz pocCatku je vazba protildtky na antigen povrchu napft.
cizorodé¢ bakterie—vazba proteinu Cl—sStépeni C2 a C4—vytvoreni C3-konvertazy
(C4bC2a) —vytvoreni C5-konvertazy (C4bC2aC3b) C4bC2a—tvorba lytického komplexu).
Cilem tohoto testu je stanovit mnozstvi séra obsahujiciho slozky komplementu, které zplisobi
50%tni hemolyzu definovaného mnozstvi beranich cervenych krvinek senzibilizovanych
kralicimi protilatkami. Stupen hemolyzy je stanovovan spektrofotometricky na zakladé
mnozstvi uvolnéného hemoglobinu z lyzovanych krvinek.

Principielni postup:
» mnavazani krali¢ich protilatek (amboceptor) na povrch beranich krvinek
» pfidani vySetfovaného séra v riznych koncentracich (1:40-1:320) se slozkami
komplementu
» lyza krvinek— uvolnéni hemoglobinu—méfeni absorbance

Provedeni:

1. Priprava beranich erytrocytii:berani erytrocyty tfikrat propereme ve fyziologickém
roztoku (10min/20000t.). Nafedime 0,75 ml promytych erytrocytd 9,5ml
fyziologického roztoku (fyz.roz.).

2. 0,25 ml z natedénych krvinek nechat zlyzovat s 3,5 ml Na,COs, odebrat Iml do
kyvety a zméfit absorbanci na spektrofotometru. Nasim cilem je vytvoreni 5% smési
krvinek. Jeji absorbance je As4=0,700. Dle vysledku spektrofotometrického méteni
predbézné nafedéné smési tuto dofedime dle potieby. Takto pfipravené krvinky je
mozno skladovat az do jejich pouziti v lednici.

3. Priprava amboceptoru (kralicich protilatek): amboceptor fedime 1:1000
s fyziologickym roztokem (tzn. 10ul protilatek + 10 ml fyz.roz.). Takto pfipraveny
nafedény amboceptor je mozno skladovat az do jeho pouziti v lednici.

4. Vytvofeni hemolytického systému: 10ml nafedénych erytrocyti + 10 ml
amboceptoru (VZDY PRIDAVAT AMBOCEPTOR DO ERYTROCYTU) — inkubace
15-30min.

5. Priprava sér: Sérum, kter¢ bylo do hodiny od odbéru zamrazeno (slozky
komplementu jsou termolabilni!) je nutno rozmrazit na pokojovou teplotu a pted
pipetovanim dikladné promichat.

Michame dvoji vychozi fedéni: 1:40 — 15ul séra + 585ul fyz.roz.
1:60 — 10ul séra + 590ul fyz.roz.
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6. Priprava mikrotitracni desticky: Kazdy pacient se zpracovava v dubletu — dvé tady.
Do jamek vtadach B,C,D a F,G si predpipetujeme 100ul fyz.roz.(krok 1)). Dale
napipetujeme séra ve dvojim fedéni dle schématu (krok 2))— sérum 1:40 100ul do
jamek mikrotitrac¢ni desticky v fadé¢ A a B, 1:60 100ul do jamek v fadé E a F. V jamce
B smés pipetou promichdme a pfenesena 100ul do jamky C, zde opét promichame
pipetou a preneseme do jamky D, zde smés promichdme a odstranime 100ul do
odpadu. Stejné tak v jamce F smés promichdme a pieneseme do jamky G, kde smés
promichdme pipetou a 100ul odstranime do odpadu. Do prvni jamky vtadé¢ H
napipetujeme 100ul fyziologického roztoku (0% lyza) do druhé jamky v dubletu
v fadé H napipetujeme 100ul H,O (100% lyza).

Do vsech jamek napipetujeme 100ul hemolytického systému (krok 3)).

1) 2) 3)
—sérum 1:40 100Ul hemol.sys.

fy2.1 02—t . +——serum 1:40 +——100ul hemol.sys.
1:80

promichani a pfenos 100ul

TYZ .7 OZ e . +—100ul hemol.sys.
@ promichani a pfenos 100ul

harez . ——odstranit 100ul = 100ul hemol.sys.

9 A SETUM 1:60 +—100ul hemol.sys.
2.1 OZ e 4—serum 1:60 +=——100ul hemol.sys.

promichani a pfenos 100ul
fyz.roz—— Q ——odstranit 100ul +——100ul hemol.sys.

2.1 OZ e X*— 100ul H,O +——100ul hemol.sys.

7. Inkubace 60 min v termostatu pti 37°C.

Centrifugace desticky 5 min pti 2000 otaek/min.

9. Po centrifugaci prepipetovat 100ul zkazdé jamky do nepouzitych jamek
mikrotitrac¢ni desticky pti zachovani poradi a umisténi jamek.

10. Zméfit na readeru pro mikrotitra¢ni desticky pii 541 nm.

11. Vysledky jamek v dubletu vzdy zprimérovat kromé jamek vtadé¢ H. Setadit dle
stoupajici koncentrace séra v jamce — tzn.dle stoupajici hemolyzy (¢im vétsi fedéni,
tim méng¢ séra).
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