Komplementové metody

metody vyuzivajici faktu aktivace komplementového systému komplexem — antigen-
protilatka, KFR

* Slozky reakce: Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin
e Ab- vysetrované sérum
- chceme v ném prokazat protilatku / komplement

’ . v . . , hemolyzin
v séru je tepelné inaktivovdn / 48 C R
e znamy specificky Ag A

- jsou-li v séru Ab, vytvori se imunokomplex IK

e KOMPLEMENT - zdrojem nejCastéji sérum morcete
(vaze se na IK a aktivuje protilatku) hemolyzin

hemolyticky komplex: komplex Ag /berani ERY/ a “@
protilatky ~EMBOCEPTORu /hemolyzinu/, c

ziskaného imunizaci kraliciho séra beranimi
erytrocyty

— aby doslo k hemolyze je nutna spoluucast
KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut pri 30 °C



“:4 KFR

* prubéh reakce:
« POZITIVNI ~ ve vy$etfovaném séru je Ab

e protilatka v séru vytvori komplex s Ag — na néj se
navaze komplement. Po pridani hemolytického
systému nezbyva jiz komplement do 2. casti reakce

* — k hemolyze NEDOIJDE:
+ NEGATIVNI ~ ve vy$etfovaném séru neni Ab

- v 1. fazi reakce se nevytvori IK — komplement se
nevyvaze a zbyva do 2. faze reakce, kdy aktivuje
hemolyzin

— DOIJDE k hemolyze:




KFR

- velmi zalezi na mnozstvi
komplementu — kazdy vzorek se
musi titrovat, aby bylo mnozstvi
komplementu konstantni

- pouziti:

e diagnostika prijice /syfilis/, brucedzy,
pasteurely

e ve virologii prukaz protilatek téme
vsech virovych nakaz

e typizace neznamych Ag nove
izolovanych viru

e pritkaz protiorganovych Ab



Vysetreni komplementového systemu

a) Stanovuji se hladiny jednotlivych slozek K v séru —
za pomoci antisér, vetsinou proti C3, C4, Clq

b) Celkova aktivita komplementové kaskady-se provadi testem

— (50% hemolyza zptusobena komplementem), stupen

hemolyzy zavisi na mnozstvi pridaného K, neprfima umeéra,
hemolyza - spektrofotometrie

Vyuziti: K detekci poruch nedostatecnéh mn. Nebo defektl slozek K
systému

ReakEni smés:

2%nalev krvinek, Ab(hemolyzin), C komercni (vySetfované sérum)

Vysledek: lyze bunék, vycereni

Principy metodik

Ag+Ag=IK, CIK, DIK

1. Vyuzivajici fyz — chem vlastnosti — CIK- nejvétsi makromolekuly séra mohou byt
preciptovany pomoci PEG (polyetylénglykol). Precipitat je Umérny mn. cirkulujicich
CIK



Vysetreni cirkulujicich a deponovanych IK

* Principy metodik

e Ag+Ag=IK, CIK, DIK

* 1. Vyuzivajici fyz — chem vlastnosti — CIK-
nejvetsi makromolekuly séra mohou byt
preciptovany pomoci PEG (polyetylénglykol).
Precipitat je umeérny mn. cirkulujicich CIK



Vysetreni CIK

e 2.CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fazi se
odstrani nenavazany Cl1q. V druhé fazi se stanovi
koncentrace Clq, jez odrazi i hladinu CIK (totéz pro
C3,C4)

e 3. prukaz vazbou na bunky, které exprimuji receptor
pro Fc gragment IgG. Lze vyuZit trombocyty, Zirné b.,
fygocyty

* Vyuziti: Pro monitoring jakychkoliv zanétlivych
procesu. Pro diagnostiku imunokomplexovych
chorob je dulezitéjsi prukaz IK deponovanych v

t
t
f

kanich. To se provadi po vzorku z
<ané (kuze, svaly, ledviny) pomoci primé

uorescence se prokazuje ulozeni IgG



Zakalové reakce

metoda probihajici v roztoku

Princip: pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pfi konstantnim
mnozstvim mn. Ab iumérna koncentraci vysetfovaného Ag

*NEFELOMETRIE — rozptyl

monhochrom. svétla méreného g 1222 prodredt srozmtenym :::Elpmgﬁéezfﬁ:rfhn
pod Uhlem, méfi se intenzita | **" == cadtic ermi zéteni
zablesk( svétla odrazeného od +++ TURBIDIM ETRIE
IK (Tyndal. efekt), vybojka nebo dete Kiar

odraze ného | NEFEL OMET RIE
|aser ZaF eni

TURBIDIMETRIE — ubytek monochrom. svétla o 320nm pfi prichodu
vzorkem v kyveté méreného ve stejné roviné

Vyhoda: moznost automatizace, rychlost provedeni, presnost, ale vyssi
cena, dioda, méne presna



Vyuziti: Stanoveni c Ig, hlavnich sérovych
proteiny, stanoveni sérovych bilk.(slozky C,
proteiny akut. faze (CRP — stand. 2mg/I, transferin,
alfa2 — makroglobulin)

Uskali: V prec. kfivce je tfeba vymezit oblasti:

a)zona vyuzitelna pro merent, 4 oblast nadbytku Ab

b)Kriticky bod, oblast ekvivalence, ude e nejvyssi kone. Ag,

kterou Ize jeSté mérit

C)ObIaSt za krit. bOdem, zde nelze méfit

Dva rezimy stanoveni
a) End point — méfri se v prostredi polyetylénglykolu
b) Rate kyneticky systém — méri se kineticky , v kratkych ¢asovych intervalech



Imunoblotting

* SOUTHERN BLOTTING

* vyvinutvr. 1970, k detekci DNA, molekuly DNA se prenaseji z
agarozoveho gelu na membranu k nalezeni ¢asti sekvence DNA Ci
konkrétniho genu v genomu

 NORTHERN BLOTTING
* slouzi k detekci RNA

* prenos nam umoznuje zjistit pfitomnost, nepritomnost a relativni
mnozstvi specifickych RNA sekvenci

 WESTERN BLOTTING
e slouzi k detekci bilkovin

* touto metodou dokazeme najit jednu bilkovinu v mnozstvi jinych,
pricemz urcit i délku daného proteinu

'ellzkévi.slé na pouziti velmi kvalitnich Ab zamérenych na vybranou
ilkovinu

Podstatou blottingu: izolovana latka (obvykle separovana) se prenasi
na membranu.



Podle typu prenosu se bloty lisi:

e Diflizni blotting: v prenosovém pufru

e Vakuovy blotting: prenos pomoci vakua

» Kapilarni blotting: prenos kapilarnimi silami pres filtraCni papir

Tankovy elektroblotting: k prenosu vyuzito el. pole (2-3| pufru),
na boku nadoby - elektrody

* ,Semidry“ blotting: vyuZiti plosSnych elektrod (100 ml)

* Kapkovaci dot blotting: bilkoviny nejsou rozseparovany —
imobilizace jednotlivych vzorku

Pouzivané membrany:

* Nylonova — elektrostaticka interakce

* PVDF (polyvinylen difluoridova) — hydrofilni interakce
* Nitrocelulosova — hydrofilni interakce

WESTERN BLOT

3 kroky:

1. SDS PAGE (gradientova elektroforéza)
2. BLOTTING

3. IMUNODETEKCE



SDS PAGE

Nejpouzivanéjsi metodou je PAGE — SDS elektroforéza

v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS (sodium dodecyl
sulphate). Umoznuje nasledné urceni relativnich molekulovych
hmotnosti jednotlivych proteinovych frakci.

Polyakrylamidové gely se pFipravuji kopolymeraci polymert -
akrylamidu a N,N’-methylen-bis-akrylamidu (BISu).

Polymeraci akrylamidu vznikaji dlouhé retézce polymeru, zafazeni BISu
zpusobuje zesileni ,,mustky*, které vznikaji z bifunkcnich zbytkt BISu.
Vytvorena polyakrylamidova matice nese elektricky naboj a je
chemicky dost inertni. Pro stanoveni Mr se pouziva SDS detergent.

- SDS - sodium dodecylsulfat — TENZID, vaze se v poméru 1,4 g SDS/ 1 g bilkoviny
— udili bilkovindam UNIFORMNI naboj, jeji vlastni naboj pozbude vyznamu a
déleni mliZe probihat podle velikosti molekul.



Molekula urcitého proteinu postupuje v gelu az do momentu,
kdy velikost poru je mensi nez velikost molekuly a ta se vtomto
misté gelu ,,zasekne®.

Pouzitim smeési standardnich bilkovin se znamou Mr a po
sestrojeni kalibracni krivky je mozné vypocitat Mr jednotlivych
frakci

* WESTERN BLOTTING

Blotovacim zarizenim pro semi-dry blotting preneseme
rozdelené proteiny pomoci el. proudu.

e Sestavime blotovaci zarizeni pro semi-dry blotting

* Na grafitovou elektrodu umistnime filtr. Papiry navlhcené
transferovym pufrem, pak nitrocelulézovou membranu, gel
s proteiny a dalsi navhcené filtr. Papiry

* Prilozime elektrody a zapojime ke zdroji



WB

IMUNODETEKCE

Z membrany odrizneme sjezd s proteinovymi
standardy a obarvime amidocerni, proplachneme
v prom. roztoku

Inkubace s primarni protilatkou v blokov. roztoku

a nésledr)é se sekundarni protilatkou v
blokovacim roztoku.

Promyjeme a vlozime do substratového roztoku,
dokud se neobjevi bandy (barvi se proteiny)

Vyvolavani ukoncime namocenim membran do
vodovodni vody,




