1 Metody sledovani komplementového systému

Komplementova kaskada obsahuje nékolik zakladnich slozek, které se v pribéhu jeji aktivace samy
postupné aktivuji. Aktivace spociva vétSinou v odstépeni kratkého useku bilkovinného fetézce,
pficemz odstépené fragmenty pak pini dalSi funkce. Celkové Ize slozky komplementu rozdélit podle
jejich ptsobeni na membranolytické, opsonizacni a chemotaktické. Aktivace komplementové kaskady
muze probihat tfemi vcelku dobfe popsanymi cestami: klasickou, alternativni a lektinovou.

Pfi sledovani slozek komplementu se zpravidla zaméfujeme pouze na urcitou ¢ast kaskady. Samotné
stanoveni jednotlivych sloZek je také problematické, nebot kaskada se aktivuje rychle a jeji slozky
maji kratky polo¢as rozpadu. Navic jejich koncentrace v séru jsou velmi nizké. Technicky
realizovatelné a diagnosticky pfinosné je pouze stanoveni slozek C3 a C4, které se provadi
nefelometricky za pouziti specifickych protilatek proti t¢mto slozkam. Je mozné tyto slozky stanovovat
i radialni difazi nebo ELISA testem. Jde o sérové proteiny podobné jako protilatky, proto také zplsoby
jejich stanoveni jsou podobné. Stanoveni ostatnich slozek aktivaéni kaskady se provadi spiSe v ramci
vyzkumu a pouze ve vyjimecénych pfipadech.

DalSi hodné pouzivanou moznosti stanoveni komplementu je vySetfeni jeho funkéni aktivity méfenim
membranolytického u¢inku. Existuje nékolik moznosti, které se lis§i zplsobem, jakym vizualizuji
konecny membranolyticky uc€inek. Nejstarsi metodou je méFfeni hemolytické aktivity, kdy se sleduje
intenzita hemolyzy erytrocyt po plsobeni komplementu. Hemolyzu Ize sledovat bud v gelu pomoci
radialni difuze nebo v gelu ve zkumavce, pfip. Ize pouzit spektrofotometrického stanoveni. Bézné
dostupné jsou tzv. spektrofotometrické CH 50 nebo CH 100 testy.

Lyza erytrocytll zpusobena komplementem se vyuziva i v tzv. komplement fixa¢ni reakci (KFR). Je
to pomérné stara metoda, ktera vyuziva schopnosti vazby slozek komplementu na komplex antigenu s
protilatkou a nasledné aktivace komplementového systému.

Reakce probiha ve dvou krocich. Pokud se ve vySetfovaném séru vyskytuje protilatka (Obr. 12.1),
vytvofi komplex s pfisluSnym antigenem, na ktery se navaZze komplement. Komplement pak jiz
nezbude do druhé Casti reakce a nereaguje s pridanou krali¢i protilatkou proti beranim erytrocytim
tvofici hemolyticky systém (hemolyzin). Nedochazi k hemolyze a takovouto reakci oznaCujeme jako

pozitivni.
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Sérum obsahujici Komplement se PFidani erytrocytu Erytrocyty
protilatku proti vaze na komplex s navazanym nelyzuji
danému Ag Ag-Ab hemolyzinem

Obr. 12.1: Pozitivni komplement fixacni reakce. Sérum obsahuje protilatky proti danému
antigenu a komplement je tudiz vyvazan na komplex Ag-Ab. Po pridani hemolytického
komplexu (berani erytrocyty s navazanym hemolyzinem) nedochazi k hemolyze pilsobenim
komplementu.

Pokud ve vySetfovacim séru neni protilatka (negativni reakce), pak se v prvni fazi reakce nevytvofi
imunokomplex, komplement se nevyvaze a postoupi do druhé Casti reakce, ve které aktivuje kralici
protilatku hemolyzin navazanou na berani erytrocyty a dojde k hemolyze (Obr. 12.2).
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Obr. 12.2: Negativni komplement fixaéni reakce. Sérum neobsahuje protilatky proti danému
antigenu a nevznikd komplex Ag-Ab, na ktery by mohl byt vazan komplement. Po pridani
hemolytického komplexu (berani erytrocyty s navazanym hemolyzinem) dojde plsobenim
komplementu k hemolyze.

Cim mensi je lyza erytrocyt(, tim méné komplementu ve smési zbylo, tzn. tim vice se ho spotiebovalo
v prvnim kroku pfi reakci sledované protilatky s antigenem (tim vice si odpovidal antigen se
stanovovanou protilatkou nebo tim vice bylo sledované protilatky v plvodnim vzorku).

KFR je levna a nenaro¢na na vybaveni. Pfestoze je to metoda pracna, v posledni dobé je vyuzivana
ve vétSim méfitku v praxi na stanoveni pfitomnosti protilatek u infekénich chorob, ve virologii se
pouziva na prOkaz protilatek u téméfF vSech virovych nakaz, k typizaci neznamych Ag nové
izolovanych virl a k prikazu protiorganovych Ab pfed transplantacemi.

Z diagnostického hlediska ma dale vétsi vyznam stanoveni nékterych regulaCnich slozek
komplementové kaskady. Zejména jde o tzv. C1 inhibitor, ktery za fyziologickych okolnosti reguluje
rozbéhnuti celé kaskady hned na jejim polatku. Existuje deficit této slozky, ktery se projevuje
onemocnénim zvanym hereditarni angioedém. Onemocnéni se projevuje nekontrolovatelnou nahlou
aktivaci komplementu po relativné slabém podnétu (drobné poranéni, menstruace, stomatologické
vykony apod.), které mlze vést az k zivot ohrozZujicim otoktim sliznic a dalSim komplikacim. Stanoveni
C1 inhibitoru jakozto sérového proteinu se provadi nefelometricky.

Stanovovani komplementu se provadi v riznych diagnostickych situacich, jejichz rozsah vyplyva
z pomérné Sirokého ramce plasobeni komplementu. Jako nejCastéjsi pfiklady Ize uvést:

= podezieni na deficity jednotlivych slozek, kdy je snaha tyto slozky pfimo stanovit, jak bylo
popsano vyse (v praxi je to mozné u C3 a C4 slozky)

= imunokomplexové choroby, kdy se rovnéZ stanovuje C3 a C4 slozka. Potize C&ini fakt, Ze
koncentrace uvedenych sloZek se u téchto chorob pomérné rychle méni. Normaini hodnoty C3
a C4 sloZky se pohybuji okolo 0,2 — 1,2 resp. 0,15 - 0,4 g/l.

= celkova hemolyticka aktivita se vySetfuje pfi opakovanych vleklych infekcich uritymi patogeny,
napf. Neisserii a dale pfi podezfenich na imunodeficity



ULOHA 12: Bioluminiscenéni stanoveni bakteriolytické aktivity komplementu

Jedna se o relativné novou metodu, ktera neni bézné pouzivana v klinickych laboratofich. Jeji
uplatnéni spociva hlavné ve vyzkumu, kde slouzi napft. ke stanoveni aktivity komplementu u ryb. Ryby
vykazuji urcité odliSnosti v aktivaci komplementové kaskady ve srovnani se savci (napf. zde neni
popsana lektinova cesta aktivace a celkova schopnost aktivace funguje v SirSim rozmezi teplot
s posunem k teplotam niz8im).

Princip

Bioluminiscenéni stanoveni (vyvinuto na Department of Biochemistry and Food Chemistry, University
of Turku, Finsko) je zaloZeno na méfeni svételné emise (bioluminiscence), ktera je vysledkem reakce:

FMNHz + RCHO + O —k—p FMN + RCOzH + H20 + svétlo

Bakterialni luciferaza (Lux) katalyzuje oxidaci aldehydu s dlouhym fetézcem a redukovaného flavin
mononukleotidu (luciferin) za sou€asného vzniku jejich oxidovanych forem a produkce svétla s
maximem pfi vinové délce 490 nm. Pro tvorbu luciferinu je zapotfebi velkého mnozstvi ATP, ktery je
produkovan pouze Zivymi burikami - mira bioluminiscence je tedy pfimo umeérna viabilité bakterii.

Viabilita bakterii ve vzorku souvisi s &innosti komplementu v pfidaném séru. Cim vét$i je aktivita
komplementu, tim vice bakterii zlyzuje a tudiz je nizSi bioluminiscence.

Vyhody a nevyhody

Jedna se o velmi citlivou a rychlou metodu (mame-li pfipravené bakterie, staci napipetovat na desti¢ku
a dat méfit), ale je potfeba drahy luminometr.

Chemikalie a roztoky:

= suspenze baktérii (Escherichia coli K12 s plasmidem pEGFPIluxABCDEamp) v PBS (pH 7),
koncentrace cca 100 000 bakterii/jamku.

» HIS - komeréné dodavané (Sigma Aldrich, CZ) tepelné inaktivované fetalni bovinni sérum:
Sérum slouzi k udrZeni koncentrace protein( pfi fedéni vzorkt (70 % obsahu protein( tvofi
albumin). HIS neobsahuje protilatky.

* EGTA (EthyleneGlykol-bis-(beta-aminoethylether)-N,N -Tetraacetic Acid) [100 mM]:
V pripadé mérfeni alternativni drahy aktivace komplementu se k vySetfovanému vzorku séra i
k HIS pridava jesté EGTA, ktera slouzi k vyvazani vapenatych iontt, ¢imz se blokuje klasicka
cesta aktivace.

Méreny vzorek

* rybi plazma

Pristroje a pomticky

Luminometr, $ablona s jednorazovymi stripy (plastové mikrojamky).

Postup

1. Do dvojice se pfipravi 2 zkumavky s HIS:
pro celkovou aktivitu komplementu: 80 ul HIS + 120 ul PBS (pomér 2 : 3)
pro alternativni cestu: 80 ul HIS + 40 ul PBS + 80 ul zasobniho EGTA (pomér 2 :1:2)



2. Do dvojice si pfipravite 2 zkumavky pro vy3etfovanou plazmu (vzorek):
pro celkovou aktivitu komplementu: 40 ul plazmy + 60 ul PBS (pomér 2 : 3)
pro altern. cestu: 40 ul plazmy + 20 ul PBS + 40 ul zasobniho EGTA (pomér 2 : 1 :2)

3. Pipetovat na desku v poradi dle nasledujiciho schématu (zleva doprava — viz posledni Fadek):

[pl]

Vzorek Suspenze
Paralelky | Vzorek s EGTA HIS HIS s EGTA bakterii

Blank K 1 - - 50 - 50
Celkova K1 1 10 - 40 - 50
aktivita K2 1 20 - 30 - 50
K3 1 40 - 10 - 50
Blank A 1 - - - 50 50
Alternativni Al 1 - 10 - 40 50
draha A2 1 - 20 - 30 50
A3 1 - 40 - 10 50
poradi pipetovani na desticku: 1. 2. 3. 4. 5.

Tab. 4: Poradi pipetovani na mikrotitracni desti¢ku. Kazdy vzorek bude méreny jen jednou. Cisla
uvadéji objemy v mikrolitrech pipetované pfimo na desticku. Jelikoz reakce startuje ihned po pfidani
suspenze bakterii, je nezbytné je pridat v co nejkratsim ¢asovém rozmezi. Kazdy si na destiCku
napipetuje vzorek, HIS prip. HIS + EGTA a suspenzi bakterii pak pipetuje jako posledni nejzdatnéjsi
student na celou desti¢ku.
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Tab. 5: RozvrZeni vzorki na spolecné desti¢ce pro celou skupinu. KaZzda dvojice bude mit jeden
sloupec, coZ popisuje posledni radek (zkratka dv. = dvojice studentd).

4. |hned po pfidani bakterialni suspenze méfime v luminometru po dobu 2 hodin pfi laboratorni
teploté.

Hodnoceni
Do protokolu vytvoite dva grafy zavislosti bioluminiscence na éase — jeden pro celkovou aktivitu
komplementu a druhy pro aktivitu alternativni drahy. V kazdém grafu budou zobrazeny kfivky

bioluminiscence blanku a vSech fedéni vzorku.

Uginek komplementu budeme hodnotit po dvou hodinach od zagatku méfeni, kdy je jiz dobfe znatelny
pokles viability bakterii zpusobeny aktivitou komplementu. Hodnoty bioluminiscence naméfené




v jamkach se vzorky 2 hodiny po za¢atku méfeni pfepoteme na procenta viability bakterii a to tak, Zze
aktivitu blanku (vzorku obsahujiciho 0 ul plazmy) povazujeme za 100 %.

Dale vytvofte grafy zavislosti viability bakterii 2 hodiny po zadatku méfeni (%) na mnozstvi
plazmy v ul pro celkovou aktivitu komplementu a alternativni cestu. Z vysledné pfimky stanovte tzv.
IC50 tedy mnozstvi plazmy, které je potfebné k usmrceni 50 % bakterii béhem dvou hodin méfeni.
Tuto hodnotu povazujeme za tzv. 1 U (unit) komplementu.

Nakonec spocitejte celkovou aktivitu komplementu i aktivitu alternativni cesty vjednom ml
plazmy (U/ml).



