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Abstrakt

Ptijmeni a jméno: Houskova Tereza

Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi
Nazev prace: Metody vyuzivané pro stanoveni aktivity komplementu

Vedouci prace: Ing. Tomas Vlas

Pocet stran — ¢islované: 45

Pocet stran — nec¢islované: 16

Pocet tituli pouzité literatury: 26

Klicova slova: komplement, ELISA, RID, CH50, AH50

Souhrn:

Tato bakalatska prace se zabyva porovnavanim metod stanovujicich celkovou akti-
vitu komplementového systému. Teoreticka ¢ast popisuje komplementovy systém, jeho
dilezitou funkci v imunitnim systému a typy aktivaénich cest. V dalsi ¢asti bude provede-
na analyza poruchy komplementovych slozek, diagnostiky a nasledné 1écby komplementu.
Nejcastéjsi vySetieni komplementu, které se pouziva pro stanoveni testu AH50 (pro alter-
nativni cestu) a CH50 test (pro klasickou cestu), se méti pomoci metody ELISA nebo RID.
Obe¢ tyto metody jsou v praktické ¢asti této bakalaiské prace popsany a porovnany z hle-
diska ¢asové naro€nosti, slozitosti na pfipravu a ekonomickych ndkladi pro laboratote.
V praktické ¢asti je také uveden statisticky popis jednotlivych metod a vypocten korelacni
koeficient. Korela¢ni koeficient metod ELISA a RID je pro test AH50 roven 0,879 a pro
test CH50 0,860. Tyto koeficienty znaci, ze i ptes odliSnou piipravu a zpracovani jsou me-

tody ELISA a RID v analyze vysledkt podobné.



Abstract

Surname and name: Houskova Tereza

Department: Department of Rescue, Diagnostics and Public Health
Title of thesis: Methods used to determine complement activity
Consultant: Ing. Tomas Vlas

Number of pages — numbered: 45

Number of pages — unnumbered: 16

Number of literature items used: 26

Keywords: complement, ELISA, RID, CH50, AH50

Summary:

This bachelor thesis deals with comparing methods determining the overall activity
of the complement system. The theoretical part describes the complement system, its im-
portant function in the immune system and types of activation pathways. In the next part,
the analysis of complement components disorder, diagnosis and subsequent treatment of
complement is performed. The most commonly used complement examination to determi-
ne the AH50 test (for the alternative pathway) and the CH50 test (for the classical pa-
thway) are measured using ELISA or RID methods. Both of these methods are described
and compared in the practical part of this bachelor's thesis in terms of time, complexity of
preparation and economic costs for laboratories. In the practical part there is a statistical
description of individual methods and a correlation coefficient is calculated. The correlati-
on coefficient for ELISA and RID methods is 0,879 for the AH50 test and 0,86 for the
CH50 test. These coefficients indicate that, despite the different preparation and proces-

sing, the ELISA and RID methods are similar in analyzing the results.



Piredmluva

Téma, které jsem si vybrala pro svoji bakalaiskou praci, pojednava o problematice
komplementového systému. I piesto, ze byl komplement objeven az koncem 19. stoleti, je
dalezitou soucasti vrozeného imunitniho systému. Jeho nedostatecna funkce ma za nasle-
dek fadu onemocnéni a pro vySetieni celkového komplementového systému nebo jen jed-

notlivych slozek se stale zavadi nové testy.

Cilem této bakalarské prace je porovnani obou metod, z hlediska naro¢nosti na pfi-
pravu a spravnosti metod. Zavérem je vyhodnoceni ekonomického rozdilu mezi vyuzitim

metody ELISA a RID.

Podékovani

Dé&kuji panu Ing. Tomasi Vlasovi za odborné vedeni prace, poskytovani rad a mate-

ridlnich podkladu.
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UvVoD

Komplementovy systém je nedilnou soucasti vrozeného imunitniho systému. Jedna
se o humoralni slozku, kterd stoji v prvni obranné linii pii napadeni organismu patogenni-
mi agens. Finalni produkty komplementu napadaji cizorod¢ latky a poSkozené bunky, které
poté likviduji. Komplementovy systém je slozen z fady proteintl, a proto je diilezitd sprav-
na funkce jednotlivych slozek komplementu a jejich regulacnich mechanisma. Porucha
komplementu zpusobuje predevsim bakterialni infekce, ale mize vyvolat také virové nebo
pyogenni choroby. Pfi nadmérné tvorbé nékterych slozek mize komplement napadat vlast-
ni buiiky organismu a vyvolat autoimunitni onemocnéni. Systém komplementu mize byt
aktivovan tfemi cestami - klasickou, alternativni nebo lektinovou. Tyto cesty se od sebe lisi
pocatecni fazi, kterd pomoci kaskddového mechanismu vede ke vzniku C5 konvertazy.
Tato konvertaza je dulezitou slozkou spoustéjici kone¢nou lytickou fazi, ktera je pro
vSechny tfi cesty spole¢na. Laboratornimi testy stanovujeme jednotlivé slozky komplemen-
tu nebo jeho celkovou aktivitu. Nejcastéjsimi slozkami, které mizeme vySetfit, jSou protei-
ny C3 a C4 nebo inhibitor C1 (C1-INH). Dale se pro celkovou aktivitu komplementu vyu-
zivaji testy CH50 pro klasickou cestu a AHS50 pro alternativni cestu. Tyto testy lze vySetfit
metodou ELISA nebo radioimunodifizi (RID), jejichz vyhody a nevyhody porovnavam

v praktické ¢asti této bakalarské prace.

Na zacatku teoretické ¢asti se vénuji imunitnimu systému a konkrétné se zamétuji
na nespecifickou humorélni imunitu. Déle popisuji jednotlivé cesty pro aktivaci komple-
mentového systému a onemocnéni, ktera jsou zplisobena nedostatecnou funkci komple-
mentu. Na zaver teoretické Casti se zabyvam vysSetfenim a 1é¢bou komplementového sys-

tému.

V praktické ¢asti této bakalaiské prace popisuji a srovnavam metody ELISA a RID,
které se rutinné¢ vyuzivaji v laboratofich pro stanoveni celkové aktivity komplementového
systému. V této Casti popisuji postupy laboratornich vySetfeni a zabyvam se konkrétné
spravnosti metody, interpretaci vysledkli a vyhodnoceni ekonomického rozdilu mezi témito

metodami.
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TEORETICKA CAST

1 IMUNITNI SYSTEM

Béhem zivota jsme neustdle vystavovani piisobeni infekénich agens, a piesto jsme
ve vetsing piipadi schopni odolavat infekcim. Je to na§ imunitni systém, ktery nam umoz-
nuje odolavat nakazam. Jednobuné¢né organismy jsou napiiklad bakterie, prvoci a houby,
jsou schopny vyuzivat nejstar§i obranny mechanismus, kterym je fagoyctéza. 1 kdyz u

téchto organismi plni spise funkci pfijimani potravy. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Imunitni systém Cloveka je slozen z nékolika typti bunék a velkého mnozstvi latek,
které maji schopnost rozpoznat a znicit choroboplodné zarodky mikroorganismil a naopak
dokéazou rozeznat a sndSet prospéSné mikroby. Stejné to funguje i pfi rozpozndvani vlast-
nich normélnich bunék a patologickych bunék, tj. nadorové buiiky nebo bunky, které jsou
napadeny virem. Tyto zakladni tlohy jsou udrzovany regula¢nimi mechanismy, jejich po-
rucha muze zplsobit, Ze n€které slozky IS za¢nou napadat vlastni struktury, buiiky a tkan¢.
Tehdy se jedna o imunopatologické reakce (alergie, autoimunitni onemocnéni). (Ferencik,

a dalsi, 2005)

Rozpoznané molekuly nazyvame antigeny. Za fyziologickych podminek pfitomnost
cizich nebo odcizenych antigenti spousti imunitni reakci. Imunitni reakce mize probihat
formou tvorby protilatek, cytokinii nebo bunék zabezpecujici imunitu. (Ferencik, a dalsi,

2005)

V nékterych ptipadech mize dojit k nepfimétené nebo nedostatecné imunitni reakci
na antigenni a jiné podnéty. Tento imunopatologicky stav se nazyva imunodeficience. Pro-
jevuje se predevsim zvySenou nachylnosti k infekcim. Vrozena (primarni) imunodeficience
je geneticky podminéna. Zpusobuje zavaznéjsi, V neékterych piipadech zivot ohroZzujici,

onemocnéni. Ziskand imunodeficience, oznacovand také jako sekundérni, vyvolava oproti

N 24

Pokud imunitni systém odpovida nepfiméfené velkou reakci na urcity antigen,
oznacujeme antigen jako alergen. V tomto pifipad¢ jde o precitlivélou imunitni reakci, ktera

zpusobuje hypersenzitivni a alergicke stavy. (Ferencik, a dalsi, 2005)
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Jednou z dilezitych vlastnosti IS je pamét’. Slozky imunitniho systému jsou schop-
né si pii prvnim kontaktu s patogenem zapamatovat jeho antigen. A pii dalsim kontaktu
Stimto antigenem slozky imunitniho systému reaguji rychleji a s vétsi intenzitou.

(Feren¢ik, a dalgi, 2005)

Dalsi vlastnosti je specificnost. Imunitni systém spousti imunitni reakci 1 proti malé
¢asti antigenu. Tento tisek molekuly se nazyva epitop nebo antigenni determinant. Poté, co
vznikne protilatka proti uréitému determinantu, bude protilatka obvykle reagovat pouze
S timto epitopem a S determinantem izolovanym z kompletniho antigenu. Izolovany deter-
minant ma funkci haptenu, nemtiZze navodit tvorbu protilatek, ale je schopen se navédzat na

protilatky, jejichz tvorbu vyvolal kompletni antigen. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Posledni dulezitou vlastnosti imunitniho systému je jeho rozmanitost. I pfesto, Ze se
s nékterymi epitopy za cely zivot nesetkal, vytvaii mnoho imunitnich odpovédi na tyto

antigenni determinanty. (Ferencik, a dalsi, 2005)

1.1 Buiky imunitniho systému
Po vniknuti cizorodé¢ latky do organismu se na imunitni odpovédi podili bunky
imunitnimu systému, znamé jako leukocyty. DalSimi buiikami, které se tc€astni imunitni

reakce, jsou podpurné a napomocné burnky. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Leukocyt neboli bila krvinka je krevni buiikka se schopnosti bojovat proti virim,
bakteriim a ostatnim patogentim. Tvorba leukocytli probih4 v kostni dfeni z kmenovych
pluripotentnich bunék. Rozdilny vyvoj leukocytu vedl k jejich diferenciaci. Diferenciace
ma za nasledek vznik nékolika typta bilych krvinek liSicich se tvarem, velikosti, strukturou

I funkci. Bilé krvinky se rodéluji na dvé zakladni linie. (Hofejsi, a dalsi, 2005)

V ramci myeolidni linie vznikaji erytrocyty a trombocyty, které miZeme zatadit
mezi pomocné buiiky IS, pfestoZe nepatii mezi leukocyty. Déle se z myeolidni linie vyviji
monocyty a granulocyty. Charakteristickym znakem granulocytl jsou granula obsaZena
Vv cytoplazmé. Granulocyty délime na eosinifily, neutrofily a basofily. Vsechny bunky
vznikajici z myeolidni linie jsou schopné fagocytdzy a jsou soucasti nespecifického imu-

nitniho systému. (Hotejsi, a dalsi, 2005)

Z lymfoidni linie vznikaji B-lymfocyty podilejici se na specifické humoralni imuni-
té. Po kontaktu s antigenem se B-lymfocyty preméni na plazmatické bunky, které tvori
protilatky. T-lymfocyty jsou dalsi buiiky vznikajici z lymfoidni linie. Nazev T-lymfocytt
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je odvozeny od slova thymus neboli brzlik, kde dochézi k jejich vyvoji. T-lymfocyty
nejsou schopny tvofit protilatky, pouze usmériuji a podporuji funkei protilatek. (Hotejsi, a

dalgi, 2005)

Posledni bunky z lymfoidni linie jsou NK-bunky. NK-buiiky piedstavuji zékladni
bunky pfirozené obrany. Nespecifickym zptisobem zabiji nadorové bunky nebo burnky na-

padené viry. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Dulezité soucasti imunitniho systému jsou i protilatky, HLA-molekuly, cytokiny
nebo imunohormony. Jedna se o molekuly imunitniho systému, které maji dilezitou roli
V bezprostfedni obrané proti patogennim mikroorganismiim nebo mohou fidit a regulovat

prabéh imunitnich reakci. (Ferencik, a dalsi, 2005)

1.2 Protilatky

Protilatky jsou znamé uz od konce 19. stoleti, kdy je tak pojmenoval némecky
chemik a 1ékat Paul Ehrlich. Protilatky jsou bilkoviny, které vznikaji v mizni tkani. Jejich
funkci v téle plni glykoproteiny, které oznacujeme jako imunoglobuliny. Molekuly vSech
imunoglobulini maji stejnou zakladni strukturu. Skladaji se ze dvou lehkych a dvou téz-
kych identickych fetézcii a spolecné vytvaii tvar ,,Y*. Na konci obou ramének rozliSujeme
oblast hypervariabilni, kde dochazi k rozpoznavani antigenu a kam antigen zapada ve for-
mé , kli¢-zamek*. Tato variabilni oblast se také nazyva jako antigen navazujici fragmenty,
tzv Fab a sklada se z lehkého a tézkého fetézce. Kazdy antigen ma vlastni specifickou pro-
tilatku, proto se protilatka napoji pouze na sviij antigen. Diky této vlastnosti muze vznikat
mnoho variant protilatek. Na druhém konci ,,nozicky* imunoglobulinu, ktery je tvofen
dvéma teézkymi Fetézci, je tzv. Fc fragment. Tento Fc fragment se vaze s Fc receptory na
bilych krvinkach. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Imunoglobuliny se rozdé€luji do péti tiid. Nejcastéji v krvi cirkuluji protilatky IgM a
IgG. IgM protilatky se vyskytuji v séru pfevazné jako pentamer, v nékterych télnich sekre-
tech a na povrchu B-lymfocytd. Tvoii se pii prvni reakci santigeny a to zejména
s antigeny cizich erytrocytd nebo s bunikami bakterii. Tato tfida protilatek slouzi také jako
dobry aktivator komplementu. Naopak IgG protilatky vznikaji az pti druhém nebo dalSim
kontaktu, navazuji se tedy s antigeny, které jsou jiz organismu znamé. Tyto protilatky jsou
ptitomny hlavné v séru a tkanovém moku ve formé monomeru. IgG protilatky jako jediné
prochazi placentou, to jim umoznuje chranit plod s jesté nevyvinutym imunitnim systémem
pfed patogennimi zarodky. Tvorbu téchto dvou typt protilatek spousti cizorodé castice,
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které se prostfednictvim krve dostanou do sekundéarnich lymfatickych organi. To znamena,
ze IgM a IgG protilatky jsou soucasti celkové neboli systémové imunitni reakce. Protilatky
téidy IgA se ucastni mistni ¢ili lokalni imunitni reakce. Protilatky tiidy IgA vznikaji pouze
tehdy, pokud se antigeny dostanou do téla povrchem sliznice. V slzach, slinach a dalSich
sekretech sliznic nachazime i jinou formu IgA, kterou oznacujeme jako sekre¢ni — SIgA.
Jeji nejvétsi funkei je ochrana sliznice. V nizké koncentraci se v séru vyskytuje t¥ida IgD.
Jeji funkce typické protilatky je omezena, muze tvorit membranové proteiny mladych B-
lymfocytl a je soucasti antigennich receptorii. Nizkou koncentraci v séru maji protilatky
IgE, vyskytuji se na membrané bazofilnich granulocytti a zirnych bunék. Pivodné byla
jejich funkce dtlezita hlavné na obranu proti parazitim, nyni jsou znamé predevsim jako

protilatky vytvarejici imunitni reakci na rizné typy alergent. (Ferencik, a dalsi, 2005)
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2 NESPECIFICKA HUMORALNI IMUNITA

Podle reakce IS na pfitomnost a rozpoznani antigenu v organismu rozliSujeme dva

typy imunity. (Hofejsi, a dalsi, 2005)

Nespecifickd neboli vrozend imunita vytvafi pfirozenou imunitni odpovéd’. Jedna
se 0 evolu¢né star§i typ mechanizmu a je zalozeny piedev$im na burikach a molekulach,
které plisobi proti mnoha rliznym antigenim. Slozky vrozené imunity jsou schopné na
Skodliviny reagovat béhem nékolika minut, proto jsou soucasti prvni obranné linie proti
infekci. Naproti tomu specificka neboli ziskana imunita, ktera pomoci vysoce specifickych
molekul a bunék plisobi na cizorodou strukturu, se teprve po setkdni s danym antigenem
aktivuje a vytvori tak ziskanou imunitni odpovéd’. Tento proces je charakteristicky imuno-
logickou paméti a trva nékolik dni az tydni, nez dojde k uplnému rozvoji této imunitni

reakce. (Hoftejsi, a dalsi, 2005)

Oba typy imunitniho systému jsou tvofeny bunéénymi a humoralnimi slozkami. Do
bunécné slozky piirozené imunity patii predevSim fagocytujici buiiky a ,,pfirozeni zabije-
¢i“ NK-buiiky, déle se zapojuji 1 endotelové a epitelové buniky nebo Zirné bunky. Humo-
ralnich mechanizmi nespecifické imunity se U€astni komplementovy systém, interferony,

mnohé cytosiny, sérové proteiny a jiné molekuly. (Hotejsi, a dalsi, 2005)

Dilezitou soucasti jsou 1 neimunitni obranné mechanizmy, které se také podileji na
vrozené imunité. Patfi mezi né mechanické, fyziologické a biochemické prekazky, které
zabranuji vniknuti Skodlivych latek do téla. Pohyb fasinek, mastné kyseliny na kazi, pH
v Zaludku a dals$i enzymy a jiné latky na sliznicich chrani organismus pied infekci a na-

slednym tkanovym poskozenim. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Vsechny mechanizmy vrozené imunity, bunécné, humoralni i1 neimunitni, psobi
nespecificky proti riznym patogennim zarodktm a piedpoklada se, ze jsou schopné zlikvi-

dovat 80-90 % infek¢nich prihod, s nimiz se cely zivot setkavame. (Ferencik, a dalsi, 2005)

2.1 Komplement

Komplement byl objeven koncem 19. stoleti jako tepelné€ nestala slozka cerstvého
krevniho séra. Spole¢n¢ se specifickymi protilatkami se ptidaval k suspenzi bakterii a zvy-
Soval tak usmrceni a lyzu onéch bakterii. Nejdiive byla tato ¢ast séra nazyvana alexin, ten-

to odborny vyraz zavedl Jules Bordet, ptivodni objevitel tohoto jevu. Pozdéji byl Paulem
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Ehrlichem zaveden termin komplement a to diky jeho schopnosti dopliovat (komplemen-

tovat) protilatky pfi usmrcovani bakterii. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Komplement byl objeven jako ,,doplnék* antibakterialni aktivity protilatek. V na-
sledujicich letech bylo zjisténo, Ze se muze komplement aktivovat na po¢atku infekce sam
i bez piitomnosti protilatek. V soucasné dobé je velmi pravdépodobné, ze se komplement
vyvinul jako soucast vrozeného imunitniho systému, ve kterém stale hraje dulezitou roli.

(Janeway, a dalsi, 2001)

Komplement je smés vice latek, proto ho lze nazyvat i jako komplementovy sys-
tém. Jednd se o soubor 40 sérovych a membranovych proteinii. Tyto proteiny se vyskytuji
Vv krevnim séru a na povrchu bunék, kde se pak vytvaii rizné receptory. (Ferencik, a dalsi,

2005)

VétSina sloZzek komplementu vznika v té€lesnych tekutinach bez Skodlivych tc€ink,
cirkuluji v séru ve funkéné neaktivni formé tzv. zymogeny. Teprve az v misté infekce se
komplementovy systém pomoci enzymu aktivuje. Kaskadovitym mechanizmem se poté
$tépi prvni slozky komplementu. Pomoci tohoto mechanizmu pak kazda nasledujici enzy-
maticka reakce siln¢ zesiluje aktivaci proteini komplementového systému. Po aktivovani
komplementového systému by dochazelo k rychlé tvorbé nepfiméiené odpovédi, a proto
jsou dulezitou soucasti i nékteré¢ regulacni mechanizmy. Ty zabranuji nekontrolovatelné

aktivaci komplementu. (Janeway, a dalsi, 2001)

Nezanedbatelné mnozstvi odliSnych plazmatickych proteinti mezi sebou navzajem
reaguje a podporuje tak jednu z hlavnich funkci komplementu — opsonizaci. Opsonizace je
proces, kdy se na patogen navadzou latky, které usnadnuji vazbu patogenu a fagocytujici
bunky a zvysuji tak G¢innost jeji fagocytézy. Komplement se dale podili na indukci fady

zanétlivych reakci, které pomahaji v boji proti infekci. (Janeway, a dalsi, 2001)

Kromé¢ opsonizace existuji jesté dalsi dva zpusoby, jakymi komplementovy systém
bojuje s infekci. Nekteré komponenty jsou proteolytickym Stépenim rozdéleny na malé
fragmenty, které dokazou stimulovat chemotaxi. Tyto fragmenty chemotaxi povolavaji do

mista zanétu fagocytujici bunky a aktivuji je. (Janeway, a dalsi, 2001)

Tretim zpusobem boje proti infekci je poskozeni bunky vytvofenim pord na jeji
cytoplazmatické membrané. Vzniklymi pory do bunky proudi voda a zvétsuje tak jeji ob-

jem. Nasledn¢ dojde k prasknuti a vnitini obsah buriky se uvolni do organismu. Komplex,
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ktery timto zpisobem umi nicit bakterie a dalsi cizorodé¢ latky se nazyva komplex aktivuji-

ci membrany — MAC. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Mezi nejdilezitéjsi slozky komplementového systému patii sérové proteiny C1 —
C9. Vznikaji v jaternich bunkach a makrofagach, odkud jsou poté uvoliiovany do krevniho
ob¢hu. Aby byly aktivovany jednotlivé proteiny komplementu, musi byt nejdiive pieme-
néna prvni slozka C1. Neaktivni forma C1 se zméni na aktivni proteolyticky enzym, ten je
schopny poté stépit molekulu na dva fragmenty (a,b). Fragmenty ,,a“ jsou mensi a maji
jinou biologickou aktivitu, vétSinou slouzi jako anafylatoxiny, zvySuji propustnost cév a
vyvolavaji stahy hladkého svalstva. Fragmenty zna¢ené ,,b* se podili na proteolytické akti-
vite, §tépi nasledujici slozky a dale tak aktivuji komplementovy systém. (Ferencik, a dalsi,

2005)

Glykoprotein C3 je ustiedni komponent, jeho fragment C3b se pomoci kovalent-
nich vazeb pevné vaze na membranu mikroorganismi. V této kaskadovité reakci vznika
mnozstvi meziprodukt, které maji rizné biologické funkce jako opsonizace nebo chemo-
taxe. Koncovou slozkou je jiz zmiflovany komplex atakujici membrany MAC, ktery nic¢i

membranu mikroorganismil a zptisobuje tak jejich smrt. (Ferencik, a dalsi, 2005)

2.2 Ostatni proteiny akutni faze

Pii poskozeni tkan¢ nebo rychlym naristem nadorovych bunék se rozviji reakce
akutni faze. B€hem tohoto fyziologického dé€je se z bun€k uvoliluji latky, které vyvolavaji
rychlé zmény pii tvorbé nekterych proteinli a vyrazné tak meéni jejich koncentraci

Vv plazmé. (Maruna, c2004)

Proteiny akutni faze — APPs jsou dalsi dulezitou soucasti vrozené humoralni imuni-
ty. Tyto proteiny jsou syntetizovany predevsim jaternimi buiikami a vytvari odpovéd’ na
aktivaci imunitniho systému. Jejich hlavni funkce se vztahuje pfedevSim k obrané proti
patogentim a zahrnuje i obnovu vnitiniho prosttedi. Za normalniho stavu je jejich hladina v
séru velmi nizka, v né€kterych piipadech ji nedokazeme ani zméfit. (Maruna, c2004)

(Bartinkova, a dalsi, 2011)

Mezi reaktanty akutni faze patii vSechny proteiny, které pti zanétlivé reakci zmeéni

vvvvvv

pozitivni protein je C-reaktivni protein, jehoz plazmaticka koncentrace ma rychly a vysoky

narust. Dale do této skupiny patii také sérovy amyloid A nebo prokalcitonin . Tyto reaktan-
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ty akutni fdze oznacujeme jako pozitivni APPs, protoze jejich koncentrace se v pfitomnosti
zanétu zvysuje. Zvysena tvorba pozitivnich APPs se vyuziva jako citlivy indikator zanétu.
Naopak koncentrace negativnich proteint, jako je tieba prealbumin, albumin nebo

transferrin, v séru klesa. (Racek, c2006)

2.2.1 CRP - C- reaktivni protein
Jeho hlavni funkci je rozeznat cizorodé nebo toxické latky, které jsou uvolnovany

Z mista poskozeni. Dokaze se navazat nejen S C-polysacharidem streptokoku, odtud se od-
vozuje jeho nazev, ale i s dal$imi polysacharidy na povrchu nékterych bakterii. Poté co je

navazan se spusti klasicka cesta komplementu. (Racek, c2006)

vvvvvv

uz po ¢tyfech hodinach po navozeni akutni fize a béhem prvnich dnli jeho koncentrace
vzroste az stonasobnég. Pfi takovém rychlém a vysokém navyseni hladiny CRP se vétSinou

jedna o bakterialni nebo mykotické onemocnéni. (Zima, 2007)

2.2.2 SAA —Sérovy amyloid A
SAA je skupina lipoproteini vazicich se na lipoproteiny s vysokou hustotou —

HDL. SAA je schopny chemotaxe k zanétlivym bufikam a dokaze vychytavat zbytky lipida
a snizovat tak pfenos cholesterolu do jater. Na druhou stranu jeho nadmérné dlouhodobé
vylucovani zpiisobuje sekundarni amyloidézu. S rostoucim onemocnénim roste i hladina

SAA, ktera se zvysuje také u nékterych malignich onemocnéni. (Racek, c2006)

2.2.3 PCT - Prokalcitonin
PCT je prekurzor hormonu kalcitoninu a za normalnich podminek tvofi buiiky stit-

né zlazy. Pii bakteridlnim napadeni nebo sepsi je produkovan dal$imi buiikami napt. mo-
nocyty nebo makrofagy. Pokud je prokalcitonin vylucovan témito bunkami, neméni se poté

na kalcitonin. (Liu, a dalsi, 2015)

Hladina prokalcitoninu se zméni uz po dvou hodinach a navySena koncentrace PCT
vydrzi az tii dny. (Racek, c2006)

Mezi dal$i proteiny akutni faze patii C3 a C4 slozky komplementu. Hladina téchto
reaktantli akutni faze se zméni az po tiech dnech a maximalni koncentrace dosahnou po 6-
7 dnech. Ze vsech slozek komplementu se pravé C3 komponent vyskytuje v plazmé v nej-

vétsi koncentraci. Tyto komponenty jsou métitelné, a proto jsou v klinické praxi stanovo-
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vany. Pfevazné jsou produkovany jaternimi bunikami, ale toxin, ktery je vylu¢ovan bakteri-

emi, indikuje jejich tvorbu také v monocytech a fibroblastech. (Racek, c2006)

2.3 Interferony

Interferony jsou proteiny, které se ucastni imunitni odpovédi, tzv. cytokiny a jsou
tak produkovany riznymi bunikami IS béhem zanétlivé reakce na infekci. Poprvé byly ob-
jeveny téméf pied 50 lety, jako molekuly se silnymi antivirovymi vlastnostmi. Krom¢ anti-
virovych Gc¢inkt se INF ucastni také protinadorové odpovédi a zvySuje obranyschopnost

organismu. (Kline, a dalsi, 2006)

Interferony a a B se fadi do skupiny interferony typu I. Tvorba INF-I je vyvolana
piedevsim virovou infekci. Buiiky, které jsou napadeny virem, zejména tzv. plazmacytoid-
ni dendritické bunky, uvoliiuji do organismu INF-1. Vyprodukované interferony jsou poté
schopné navazat se na receptory zdravych i napadenych bun¢k a vyvolat v nich tzv. antivi-
rovy stav. Pfi antivirovém stavu se vyvold produkce nékterych enzymd, které jsou schopné
ztlumit mnozeni vird. INF-I byly jako prvni vyrobeny pomoci technologie rekombinantni
DNA a byly vyuzity pfi 1é€bé rakoviny, autoimunitniho onemocnéni i virové infekce.

(Hoftejsi, a dalsi, 2005) (Kline, a dalsi, 2006)

Do skupiny interferonti typu II patii pouze jedna slozka, interferon y. Jeho hlavni
funkci je kontrola nemoci vyvolana vnitrobunéénymi bakteriemi a parazity. Je schopny
aktivovat fagocyty a zvySuje schopnost nicit cizorodé mikroorganismy a nadorové buriky.
Jedna se také o dulezitou soucast formulace imunitni odpovédi pii plicnich onemocnénich.

(Kline, a dalsi, 2006)
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3 AKTIVACE KOMPLEMENTU

Aktivace komplementu je pomoci enzymatického §tépeni zalozena na kaskadovém
mechanismu. Neaktivni prekurzor enzymu se pfeméni na katalyticky enzym, ktery je
schopny $tépit jednotlivé slozky komplementu na fragmenty (a, b). Komplement se muize
podle kterého délime aktivaci komplementu do té€chto typl cest, je rozstépeni C3 — slozky
na fragmenty C3a a C3b. Klasicka a alternativni cesta poté vede k produkci C5 konvertazy
a C5b fragmentu. C5 konvertaza je podstatna pro tvorbu membranového uto¢ného kom-

plexu (MAC), ktery se Gcastni spole¢né lytické faze. (Mayer, 2017)

3.1 Klasicka cesta
Klasickou cestu spousti pfitomnost protilatek IgM a nékterych podtiid IgG. Tyto

protilatky reaguji s antigenem a na jejich Fc oblast se ptipoji prvni slozka komplementu
protein C1. Protein C1 se navazuje na protilatku az potom, co vznikne vazba mezi protilat-
kou a antigenem, ¢imz se vytvoii komplex antigen-protilatka. C1 je sloZen ze tii podjedno-
tek (Clg, C1r, C1s). Po vytvoieni silné vazby s protilatkou pozméni svij tvar a ziska

schopnost proteolytické aktivity. (Mayer, 2017)

Kdyz se C1q spoji s protilatkou, aktivuje se C1r a touto reakci se nasledné aktivuje
C1s protein. Vyslednym produktem je enzym, ktery $t€pi C4 na C4a a C4b fragmenty.
Kratsi fragment C4a je uvolnén do prostiedi a slouzi v organismu jako anafylatoxin. Jedna
se o latku, kterd zvySuje cévni propustnost, aktivuje bazofily a mastocyty a mize vyvolat
anafylaxii. Fragment C4b se ptipoji k cilové membrang a je dulezity pro vytvoteni dalsiho

komplexu. (Mayer, 2017)

Aktivovany protein C1 také dokaze Stépit slozku komplementu C2. Pfi tomto $té-
peni vznikne fragment C2a, ktery se na cileném povrchu napadené bunky vaze s C4b a
tvofi konvertazu C3. C3 konvertdza je dilezitd pro dalSi prabéh této kaskadové reakce.
Druhy vznikly fragment se uvolituje do prostiedi, kde slouzi jako prokinin, ktery v aktivni

form¢ vede ke vzniku edému. (Mayer, 2017)

C3 konvertaza neboli C4bC2a je dalsi dilezitd ¢ast komplementového systému. C3
konvertaza $tépi protein C3 na fragmenty C3a aC3b. C3a fragment je kratSi a funkci se
podoba C4a, dokaze vyvolat zadnétlivou reakci. Na druhé strané C3b fragment naseda ke
C4b a C2a slozce a spole¢né vytvaii C5 konvertazu. (Mayer, 2017)
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Zavérem klasické cesty je pravé C5 konvertaza, jednd se o posledni proteolyticky
enzym V této kaskadé. Na jeho rozstépeny fragment C5Sb, ktery se napojuje na membranu,
se okamzit¢ navazuji posledni slozky komplementu a vznikd MAC. (Ferencik, a dalsi,

2005)

Klasicka cesta je ndroc¢na a trva pomérné dlouho, proto je dilezité, aby byla sprav-
né regulovana tvorba vSech slozek komplementu. Dulezitou soucasti regulace tohoto pro-
cesu jsou nekteré faktory, inhibitory a dalsi latky. Napiiklad porucha inhibitoru C1 (C1-
INH) je spojena s geneticky podminénym onemocnénim hereditarniho angioedému.

(Ferencik, a dalsi, 2005)

3.2 Alternativni cesta

Druhy zptsob, jak aktivovat komplementovy systém, je pomoci alternativni cesty.
Proces je velmi rychly, slozky komplementu se spusti ihned po kontaktu s latkami navozu-
jicimi jeho aktivitu. Mezi tyto latky patii polysacharidy, velké viry, nékteré nadorové bun-
ky a dal$i mikroorganismy. Dilezitym stupném je opét aktivace proteinu C3. V tomto pfi-
padé¢ je ale protein C3 spoustén pomoci faktorti B a D, ¢imz se tato cesta odliSuje od cesty

klasické. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Zpocatku je v minimalni mife a frekvenci samovolné St€pena slozka C3 na C3a a
C3b. Veétsi fragment C3b se rychle navéze silnou kovalentni vazbou na povrch mikroorga-
nismu nebo i na membranu své vlastni buiiky. Teprve po vzniknuti tohoto spojeni je akti-
vovana dalsi kaskada reakci. Faktor B je $tépen faktorem D na Ba a Bb, kdy fragment Bb

se napoji na jiz navazany fragment C3b. (Hotej$i, a dalsi, 2005)

Po této reakci vznika na povrchu bunky komplex C3bBb, jehoz nazyvame alterna-
tivni C3 konvertaza, ktery je stabilizovan faktorem P (properdin). Alternativni C3 konver-
tdza ma stejné vlastnosti jako C3 konvertdza v klasické cesté. Dokaze velmi G¢inné $tépit
protein C3 na C3a a C3b fragmenty. Opét se opakuje stejna reakce, C3a fragmenty jsou
uvolnovany do mikroprostfedi, kde se ucastni dalSich biologickych funkci. Zatimco C3b
castice mnohonasobné zvysuji tvorbu alternativni C3 konvertazy, ze kterych se tvofi slozi-
t&j$i komplexy. Fragmenty C3b, které nejsou soucasti C3 konvertdzy se ptipoji na aktivni
komplex a slouzi jako opsoniny. Stépenim proteinu C5 pomoci C5 konvertazy vznikaji

slozky C5a a C5b, které se ucastni posledni lytické faze. (Hotejs$i, a dalsi, 2005)
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Jedna se o reakci, ktera mtize probihat i bez pfitomnosti protilatek. Alternativni ces-
ta proto patii mezi slozky prvni linie imunitniho systému proti infek¢nimu napadeni. Tuto
reakci mohou spustit bakterie, viry, paraziti, ale i dalsi proteiny, napf. proteazy nebo pro-
dukty koagulace. (Hofejsi, a dalsi, 2005)

| v tomto zpusobu aktivace komplementového systému je zapotitebi nékolika regu-
lacnich proteinti. Jejich role je dilezita, protoze alternativni cesta komplementového sys-
tému je spoustén spontannim nespecifickym zplisobem a miize reagovat i s vlastnimi bun-
kami, coz by mohlo vést k poskozovéani zdravych bunék organismu. (Hoftejsi, a dalsi,

2005)

Mezi vyznamné regulaéni proteiny patii faktor H. Faktor H je rozpustny glykopro-
tein, jehoz fyziologicka hladina v séru se pohybuje mezi 0,3 — 0,5 mg/ml. Jeho hlavni
funkci je regulace a kontrola nadbytku alternativni cesty komplementu. Faktor H potlacuje
aktivitu C3b fragmentu, ktery je soucasti klicové slozky C3 a alternativni C3 konvertazy.
Faktor H reguluje alternativni cestu vazbou na C3b fragment, vytésnénim Bb slozky
Z komplexu C3bBb nebo spusténim kofaktoru, $tépici fragment C3b. Aktivni forma fakto-
ru H se vyskytuje v tekuté fazi i na povrchu bun€k, kde je vazana na fragment C3b.
(Liszewski, a dalsi, 1996)

3.3 Lektinova cesta

Lektinova cesta je podobna klasické cesté. Rozdil je uz na zac¢atku, kdy neni spous-
téna slozkou Cl1, ale sérovym lektinem. Pfesnéji se jedna o lektin vazajici manozu — MBL,
glykoprotein, ktery je schopny vazat se na sacharidy na povrchu mikrobu. Po vytvoifeni
vazby je schopny Stépit slozky C4 a C2. Funkci, ale i jeho strukturou, se tak podoba C1
proteinu. (Hofejsi, a dalsi, 2005)

Aktivace lektinové cesty zacind vazbou MBL na patogen. Vytvofena vazba vyvola
tvorbu MASP-1 a MASP-2. To jsou enzymy obsahujici serin, ktery $tépi nékteré bilkovi-
ny. Tyto, tzv. serinové protézy, mizeme ptfirovnat k Clr a Cls slozkam z klasické cesty
komplementu. MASP-1 a MASP-2 se napoji na MBL a vznikne komplex, ktery vyvola
dalsi reakci. Cely komplex se nazyva MASP, jedna se o obdobu proteinu C1. Stejné jako
C1 dokaze MASP stépit C2 a C4 slozky. (Mayer, 2017)
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Dale proces probiha stejné jako u klasické cesty. Tvofii se produkty, které se vylu-
¢uji do prostiedi a Gcastni se dalSich biologickych reakci, nebo se nasledné vazou na mik-

roby a spoustéji tak dalsi kaskadu reakci. (Mayer, 2017)

3.4 Terminalni (lyticka) faze

Zavérecnou fazi komplementového systému, kdy dochazi k rozpadu a tedy usmrce-
ni bunky (lyze), je termindlni lyticka faze. VSechny cesty jsou ukonceny produkei C5 kon-
vertazy, ktera Stépi slozku C5 na C5a a C5b. Fragment C5b se navaze se slozkami C6 a C7
a vc¢leni se do membrany napadené bunky. Nakonec se navazou posledni slozky komple-
mentového systému C8 a C9 a vytvofi se finalni membranovy utoény komplex MAC
(C5bC6CTC8CY). Pomoci komplexu MAC vzniknou v membrané atakované bunky pory,
kudy vytéka veskery obsah buniky. Osmoticka rovnovaha je naruSena a buiika podléha ly-

ze. (Mayer, 2017)
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4 ONEMOCNENI U PORUCH KOMPLEMENTU

Porucha komplementového systému je vyvolana nedostatky jeho jednotlivych slo-
zek. Lidé s poruchou komplementu trpi klinickymi problémy projevujicimi se riznym zpa-
sobem. Mezi nej¢astéjsi klinické piiznaky patii opakované bakterialni a pyogenni infekce a
angioedémy vyvolavajici genetické onemocnéni, hereditarni angioedém. Poruchy kom-
plementu mohou vést k onemocnéni ledvin, vaskulitidé nebo autoimunitnimu onemocnéni.
Ptiznaky, kterymi se projevuje nedostatek komplementu, zavisi na Spatné funkci konkrétni

slozky. (Immune Deficiency Foundation, 2015)

Infekce zplisobené nekterymi bakteriemi souvisi predevSim se Spatnou funkei C1,
C2 a C4 slozky. Porucha téchto slozek muze v nékterych ptipadech vést k onemocnéni,
jako je systémovy lupus erytematodes (SLE), ktery je vyvolan nedokonalym odstranova-
nim komplexu antigen — protilatka. Krom¢ bakterialniho onemocnéni mize deficience
komplementu, konkrétné slozky C3, zpusobit i hnisavé infekce. Zbylé poskozené slozky
C5 — C9 jsou schopné vyvolat chronické onemocnéni, které¢ v horSich piipadech vede

k zanétu mozkovych blan. (Ferencik, a dalsi, 2005)

Poruchy se netykaji pouze slozek klasické cesty, ale i faktorti v cesté alternativni.

V tomto ptipad¢ se jedna o deficience velmi vzacné. (Ferencik, a dalsi, 2005)

4.1 Hereditarni angioedém

Hereditarni angioedém (HAE) je velmi vzacné a geneticky podminéné onemocnéni.
Pacienti touto chorobou trpi uz od détstvi, ale diagnostikovana je pfevazné az v pozdnim
véku. HAE je typicky zejména velkymi otoky, které v nékterych piipadech ohrozuji paci-

enta na zivoté. (Campos, a dalsi, 2020)

Hereditarni angioedém postihuje pfiblizne 1:50 000 lidi a je klasifikovan do tii ty-
pa. Do téchto typd se déli na zakladé nedostatecné funkce nebo Gplné neptitomnosti C1-
INH. C1-INH je proteaza, ktera reguluje klasickou drahu komplementového systému.
Hlavni funkci C1-INH je utlumeni proteolytické aktivity C2 a C4 slozek. Dale je C1-INH
schopny inhibovat koagula¢ni faktor XII a tvorbu plazminu a bradykininu. Bradykinin je
hlavni mediator angioedémti. Nizka hladina C1-INH v séru nebo jeho nedostatecna funkce
zpusobuji nadmérnou produkci bradykininu, ktery se hromadi ve tkanich a vytvati otoky.

(Miranda, a dalsi, 2013)
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Opakované zachvaty angioedému jsou nejcastéjSim klinickym pifiznakem HAE.
Zvysena permeabilita cév usnadnuje prinik télni tekutiny do okolnich tkani, kde se tekuti-
na uklada a vytvari otoky. Angioedémy vyskytujici se zejména na koncetinach, mohou byt
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nich cestach dychacich, které vedou k uduseni. (Campos, a dalsi, 2020)

HAE je autozoméln¢ dominantni onemocnéni a je fazen do tii typl. NejCastéjsi
HAE typu I se vyskytuje piiblizné u 85 % pacientl postizenych touto nemoci. HAE typu I
je zpusoben zejména snizenou tvorbou C1-INH. SniZzend produkce C1-INH snizuje jeho
funkéni aktivitu na 5 — 40 % normalu. Hereditarnim angioedémem typu II trpi 15 % posti-
zenych pacientl. Pti tomto typu HAE je hladina C1-INH v séru naméiena ve fyziologic-
kych hodnotach, v nékterych ptipadech i zvySena. Pfi¢inou HAE typu II je nedostate¢na
aktivita C1-INH. (Patel, a dalsi, 2019)

Tteti typ HAE byl popséan roku 2000 a vyskytuje se pfevazné u zen S normalni hla-
dinou C1-INH. Proto ho nazyvame jako angioedém s normalni aktivitou C1 nebo estrogen-
dependentni dédi€ny angioedém. Tteti typ HAE ma stejné klinické ptiznaky jako typ [ a II.
V nékterych ovéfenych piipadech je HAE typu III zpsoben zvysenou hladinou estrogenu.
Hladinu estrogenu zvysuje uzivani peroralni antikoncepce nebo téhotenstvi. (Miranda, a

dalgi, 2013)

4.2 Deficity jednotlivych sloZek komplementu

Poruchy komplementu byvaji ve vétsiné piipadt dédi¢né. Nejcastéjsim typem dé-
di¢nosti je autozomalné recesivni forma, zahrnujici nizkou hladinu slozky C1 — C9 a lektin
vazajici mandzu. Nedostatek komplementu muze byt také zpuisoben autoimunitou, nad-
meérnou spotiebou komplementu, nepfiméfenou tvorbou proteinovych slozek nebo vyso-

kymi katabolickymi stavy. (Mollah, a dalsi, 2020)

4.2.1 Deficity sloZek klasické cesty
Klasické cesta je odpovédna za rychlé odstraiiovani umirajicich bun¢k a komplext

antigen-protilatka, tzv. imunokomplexy. Tyto komplexy jsou poté v jatrech navazovany na
receptory komplementu, které se vyskytuji na makrofagech. V piipadé, kdy jsou slozky
komplementu Clqg, C1r, Cls a C4 poskozené neplni svoji funkci nicit tyto imunokom-
plexy. Imunokomplexy nabyvaji vétsich rozmért a stavaji se z nich nerozpustné usazeniny.
Velké komplexy se pak ukladaji do tkdni a mist, kde se posléze zacinaji projevovat prvni

znamky zanétu. Snizena likvidace umirajicich bun¢k vede ke zméné vlastniho antigenu, na
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ktery se mohou navazovat autoprotilatky. Tyto protilatky pfi patologickém stavu bojuji
proti vlastnimu organismu a mohou vést ke vzniku autoimunitniho onemocnéni. Nedosta-
tek Clq, Clr, Cls a C4 slozky je uzce spojen s revmatoidni artritidou a systémovym lupus
erytematodes. Tyto onemocnéni jsou ¢aste¢né vyvolany poruchou komplementu, ktery
neni schopny odstranit vzniklé imunokomplexy a poskozené bunky. (Immune Deficiency
Foundation, 2015)

U détskych pacientll s ¢astym vyskytem infekei hornich dychacich cest byl zjistén
nedostatek proteinu C2. V tomto ptipad¢ je zanét dychacich cest nejéastéji vyvolan bakterii
Streptococcus pneumoniae. Déti s poruchou komplementové slozky C2 trpi nachlazenim a

opakovanymi zanéty ucha. (Immune Deficiency Foundation, 2015)

4.2.2 Deficity sloZek alternativni cesty
Properdin neboli faktor P se u€astni alternativni cesty komplementu. Jedna se o je-

diny protein komplementového systému, ktery je vazan na chromozom X. Faktor P je syn-
tetizovan monocyty, granulocyty a T-lymfocyty. A jeho hlavni funkci je stabilizace alter-
nativni konvertazy. Snizena aktivita alternativni cesty, vyvolana nedostate¢nou funkeci fak-
toru P, vede k ¢astym bakterialnim infekcim. Nasledkem této bakterialni infekce je zavaz-
na nemoc meningitida, ktera je zptsobena bakterii Neisserie meningitidis. (Immune

Deficiency Foundation, 2015)

Dysfunkce nebo tGplny nedostatek regulaéniho faktor H vede k neptiméiené aktivité
alternativni cesty a k ubytku C3 slozky. Nedostate¢na funkce faktoru H zpisobuje bakteri-
alni onemocnéni. Dale je spojena s atypickym hemolyticko-uremickym syndromem

(@aHUS) a dalsimi formami onemocnéni ledvin. (Immune Deficiency Foundation, 2015)

Faktor D a B se také podili na aktivaci alternativni cesty komplementu. Ov§em ne-
dostatky téchto faktorii jsou velmi vzacné a vyskytuji se jen ojedinéle. (Immune

Deficiency Foundation, 2015)

4.2.3 Deficity sloZek lektinové cesty
Dysfunkce MBL v lektinové cesté postihuje piiblizné 5 — 30 % jedincd. V nékte-

rych ptipadech bylo potvrzeno, Ze dit€ je v prvnich mésicich na funkci lektinu zavislé.
Presnéji se jedna o obdobi, kdy dit€¢ nema dostatek vlastnich protilatek a hodnota protilatek
ziskana od matky klesa. V tuto dobu je dulezita schopnost lektinové cesty, ktera napomaha

organismu bojovat s bakterialnimi infekcemi. U pacientt s nedostatkem MBL se také ¢asto

31



vyskytuje infekce zptisobena HSV-2 nebo je zvysena nachylnost k viru chiipky A.
(Immune Deficiency Foundation, 2015)
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5 DIAGNOSTIKA PORUCH KOMPLEMENTU

Pfi podezieni na poruchu komplementu se vyuzivaji testy spojené s kvantifikaci
jednotlivych slozek komplementu, testy stanovujici hladinu C1-INH nebo screeningové
testy celkové aktivity komplementového systému. Jedna se o vySetieni, kterd jsou bézné
dostupnad v diagnostickych laboratofich. Analyza komplementu se déle rozsifila zavedenim
novych testi detekujici produkty, které aktivuji komplement a genetickym testovanim.
Genetické testy byly zavedeny, protoze jsou schopné odhalit mutace a polymorfismy, které

vyvolavaji ur¢ité choroby spojené s nedostatkem komplementu. (Mollnes, a dalsi, 2007)

Pti analyze komplementu jsou nejprve funkénimi testy vySetfeny celkové aktivacni
cesty. Pomoci tohoto testovani zjistime, ktera cesta komplementového systému je posko-
zend. Dale se pfimou analyzou méfi hladina a funk¢ni aktivita jednotlivych proteini kom-
plementu. Nejcastéji se méfi hodnoty C3 a C4 slozky nebo CI1-INH. (Mollnes, a dalsi,
2007)

Pro ptesnou diagnostiku komplementu je velmi dilezité spravné odebrani a sklado-
vani vzorku. Divodem je velmi nizkd koncentrace komplementovych sloZzek v normalni
plazmé in vivo, ktera se ale velmi rychle zvySuje in vitro. Diilezité je ke krvi odebranou do
zkumavek ptidat Futhan. Oproti citratu a heparinu Futhan G¢inné snizuje aktivaci komple-
mentu. Nakonec se vzorek ochladi a oddéli se plazma, kterd je skladovéana pii -70°C.

(Mollnes, a dalsi, 2007)

5.1 Vysetieni jednotlivych sloZek komplementu

Pfi infek¢énich onemocnénich, kdy télo napada cizorodé latky, se méni koncentrace
jednotlivych slozek komplementu. Zména hladiny béhem zanétlivych stavii zejména slozek
C3 a C4 je hlavnim divodem, pro¢ miizeme tyto proteiny fadit mezi reaktanty akutni faze.
Ovsem nalez zvysené koncentrace C3 a C4 sloZek v séru neposkytuje vice informaci nez

elevace ostatnich proteini akutni faze. (Jesenak, a dalsi, 2014)

Mnohem vyznamnéj$im nalezem je sniZzena hladina sloZzek komplementového sys-
tému, kterd mize upozornit na onemocnéni spojené s tvorbou imunokomplexi. Nizka kon-
centrace komplementovych slozek v séru mtize byt vyvolana tfemi podnéty. Prvnim impul-
sem je zvySena spotieba komplementu pii imunopatologickém procesu. Dalsi pfic¢inou sni-
zujici hladinu komplementu je jeho nedostatec¢na syntéza a poslednim podnétem je zvySena
pfeména komplementu in vitro. Nalez snizené koncentrace komplementovych slozek slou-
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zi k diagnostice vaznych onemocnéni, jako SLE, kryoglobulinémie nebo dals$i imunokom-

plexové choroby. (Jesenak, a dalsi, 2014)

Vysetfeni komplementu pomdha pfi ur¢ovani diagnozy i pii posuzovani terapeutic-
ké odpovédi. Z praktického hlediska se v klinické praxi stanovuji pfedevSim dva proteiny
komplementového systému, a to C3 a C4. Diivodem, pro¢ lze stanovit pouze tyto dvé sloz-
Ky, je velmi nizka koncentrace v séru a kratky polocas rozpadu ostatnich latek komplemen-

tu. (Jesendk, a dalsi, 2014)

Komplementovy systém by mél byt vysetten pokazd¢, kdyz se v rodinné anamnéze
vyskytne geneticky podminéné onemocnéni spojené s poruchou komplementu, napt. here-
ditarni angioedém, komplementové imunodeficience nebo aHUS. Dalsimi podnéty pro
stanoveni komplementu je onemocnéni s ti€asti imunokomplexi, ¢astd onemocnéni zpiiso-
bend bakterii Neisseria nebo opakujici se otoky s neznamou pfic¢inou. (Jesendk, a dalsi,

2014)

5.1.1 VySetfeni C3 a C4 slozek
Slozka C3 je dialezitym proteinem v komplementovém systému. Stdpeni slozky C3

na fragmenty C3a a C3b, je spoleCnym stupném pro vSechny cesty aktivujici komplemen-
tovou kaskadu. Komplementové slozky C3 a C4 maji vySsi koncentraci v séru nez ostatni

proteiny a proto miizeme hodnoty téchto slozek naméfit. (Jesenak, a dalsi, 2014)

Pomoci vySeteni C3 a C4 slozky je mozné urcit, zda jejich nedostatky nebo dys-
funkce v komplementovém systému vyvolavaji nebo pfispivaji k onemocnéni ¢lovéka.
Spravna funkce C3 a C4 slozky je pro organismus stejné diilezita, proto se tyto slozky vét-

Sinou vySetiuji spole¢né. (Lab tests online, 2020)

Pro vySetieni jednotlivych slozek komplementu, zejména C3 a C4 proteinu, se vyu-
zivaji standardni imunochemické metody. Pro spravné sdélovani vysledku je dilezité, aby
byly zndmé a ovétené referencni meze. Fyziologické hodnoty slozek komplementu se méni
s vékem. Proto je potieba brat na védomi rozdil pii analyze kojeneckého nebo dospélého

vzorku. (Mollnes, a dalsi, 2007)

Hladinu slozek komplementového systému stanovujeme testy, jejichZ princip je za-
lozeny na tvorbé imunokomplexti. Nejcastéjsi metody pouzivané pro vysetfeni slozek
komplementu jsou nefelometrie, turbidimetrie nebo radioimunodifuze. Pti téchto testech je

dilezita volba protilatek. Bézné jsou vyuzivané polyklonalni protilatky, které jsou schopné
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stanovit rizné proteinové varianty. Pfi méfeni tyto protilatky neberou v potaz funkéni akti-
vitu testovanych slozek. Metody stanovuji slozky C3 a C4 v jejich ptirozeném, nezmené-
ném stavu, ale i rozpustné fragmenty komplementovych slozek vytvoiené v pribéhu akti-
vace. Testy nejsou piilis citlivé na aktivaci slozek komplementu in vitro, coz mize byt

povazovano za vyhodu. (Mollnes, a dalsi, 2007)

Snizena hladina obou slozek komplementového systému mutize byt ptfic¢inou jejich
vysoké spotieby pii imunopatologickych reakcich. Naméfena nizka hodnota C3 a C4 sloz-
ky je Casto spojovana s autoimunitnimi onemocnénimi napt. SLE. Pokud je snizend hladina
pouze u slozky C3, jedna se o onemocnéni vyvolana houbami nebo parazity, napt. malarie.
V piipad¢, Zze v organismu probiha akutni nebo chronicky zénét, tak se hodnoty C3 a C4
slozky zvySuji. Nastane-li tento pfipad, méfi se vhodnéjsi proteiny akutni faze, napi. CRP.
Zvysené hladiny slozek komplementu miiZzeme pozorovat i pfi leukémiich, nadorovém

onemocnéni nebo ulcerdzni kolitidé. (Lab tests online, 2020)

5.1.2 Vysetieni C1-INH
C1 inhibitor je nejvyznamnéjsi regulacni protein komplementového systému, ktery

kontroluje aktivaci slozky C1. Inhibitor slozky C1 vaze Cls a Clr slozky. Nasledkem této
reakce je disociace slozky Clq, ktera ziistava vazana na patogenu. Timto zptisoben je ome-
zena doba, kdy aktivni slozka Cls je schopna stépit C4 a C2 proteiny. Nedostatek C1-INH

se poji s dédiénym onemocnénim hereditarniho angioedému. (Janeway, a dalsi, 2001)

Funkéni test Cl-inhibitoru je vyuzivan k diagnostice hereditarniho angioedému.
Tento test se provadi pomoci bézné dostupnych kvantitativnich chromogennich testd. Tes-
ty pro stanoveni C1-INH jsou zalozeny na principu, pii kterém C1-INH slouzi jako inhibi-
tor pro enzym a nasledné je ptidan chromogenni substrat. V pfipad¢ podezieni na heredi-
tarni angioedém jsou funkéni testy pro vySetfeni C1-INH povinné. Pokud pacienti trpi
HAE typu | je hodnota C1-INH snizena. Naopak lidé s podezifenim na HAE typu II maji
hladiny C1-INH zvysené nebo v normalu. (Mollnes, a dalsi, 2007)

5.2 Vysetreni celkové aktivity komplementu

Kromé stanoveni jednotlivych slozek komplementu miZeme vySetfit i celkovou
funkci komplementu. Pro stanoveni celkové aktivity komplementové kaskady se vyuzivaji
funkéni testy CH50 a AHS50. Pomoci testu CH50 hodnotime klasickou cestu komplementu
od zacatku az po lytickou fazi. Pro alternativni cestu pouzivame test AH50. Oba testy fun-

guji na stejném principu. Na zadvér hodnotime stupeit hemolyzy senzibilizovanych erytro-
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cytl ptidanych do séra. Funk¢ni testy jsou velmi uzite¢né, pomoci téchto testit jsme schop-
ni stanovit nedostatky komplementové kaskady a na zaklad¢ vyhodnoceni testd urCit dalsi
specifické analyzy. Testy CH50 a AHS50 jsou screeningové testy citlivé na nedostate¢nou
funkci, nepfitomnost nebo na snizenou hladinu jednotlivych slozek komplementu.

(Jesenak, a dalsi, 2014)

521 Test CH50
Test CH50 je bézna metoda vyuzivana ke stanoveni celkové aktivity klasické cesty

komplementu. Jedna se o lyticky test pouzivajici ov¢i erytrocyty citlivé na protilatky. Tyto
erytrocyty slouzi jako aktivator pro spusténi klasické cesty. Pro toto testovani je pozadova-
na alespont 50% lyza, a proto se testované sérum nékolikrat fedi. Po prob&hnuti celkové
reakce se procento hemolyzy méfi spektrofotometricky. Protoze komplex aktivujici mem-
branu se piimo podili na namétené hemolyze, je test CH50 nepfimym méfitkem pro hladi-

nu komplexu aktivujici membranu. (Costabile, 2010)

Pokud jsou hodnoty CH50 testu zvySené, mohou byt indikovana vazna zdravotni
onemocnéni spojend s akutnimi nebo chronickymi infekcemi. Vysokou hladinu CH50 m-
ze vyvolat také rakovina nebo ulcerdzni kolitida. OvSem tyto ptipady jsou spiSe ojedinélé a
zvySena hladina testu CH50 neni castym nalezem pii vySeteni celkové aktivity komple-
mentu. Mnohem castéji se pii poruchach v komplementové kaskade namétuji nizké hodno-
ty testu CH50. SniZena hladina CH50 je zplisobena n¢kolika faktory. Pokud je namétena
nizka hodnota CH50 testu z diivodu nepfitomnosti nékteré ze sloZzek komplementu, mtze
to vést k rozvoji autoimunitniho onemocnéni. Snizend hladina komplementu miize byt vy-
volana dédicnym onemocnéni, napiiklad hereditarni angioedém. Dal§i onemocnéni spojo-
vané s nizkou hladinou testu CH50 je glomerulonefritida, SLE nebo cirhdza jater. U novo-
rozencll v prvnich mésicich je nizk4d hodnota hemolyzy fyziologicka. (Castro, a dalsi,

2010)

5.22 Test AH50
Funkéni aktivitu alternativni cesty komplementového systému stanovuji hemolytic-

ké testy. Tyto testy obecné funguji na stejném principu. Nafedéné testované vzorky jsou
inkubovany s erytrocyty Zivoc¢isného ptivodu senzibilizovanych na protilatky. (Kirschfink,

a dalsi, 2003)

Test AH50 se vyuziva pti podezieni na poruchu v alternativni cesté. Tento test

hodnoti celkovou aktivitu alternativni cesty komplementu a jako cilové buniky pouziva
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krali¢i nebo kufeci erytrocyty. Pribeh testu probiha stejné jako u testu CH50, 1i8i se pouze
ve spoustécim mechanismu. Na krali¢i nebo kufeci erytrocyty se navaze odstépeny frag-
ment C3b. Poté je zahdjena komplementova kaskada, jejiz findlni produkt zpisobuje lyzu

erytrocytl. (Kirschfink, a dalsi, 2003)

Hodnota AH50 je v ¢astych piipadech v normalnich mezich. Jen ojedinéle je nameé-
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nim. Pacienti sniz8§i hladinou properdinu trpi Castéj$im zanétlivym onemocnénim.

(Kirschfink, a dalsi, 2003)
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6 LECBA ONEMOCNENI KOMPLEMENTU

Poruchy komplementu jsou spojovany s fadou onemocnéni. Jedna se o onemocnéni,
jejichz primarni pficinou je nedostatecna funkce komplementu nebo o onemocnéni, pfi
kterych porucha komplementu vzniké az reakci na poskozeni tkan¢. Nedostatky komple-
mentovych slozek vyvolané genetickymi mutacemi se vyskytuji velmi vzacné a byvaji ¢as-
to spojovany s infekcemi nebo imunokomplexnimi onemocnénimi, zatimco nadmérna ak-
tivace komplementu vede Kk zanétlivym, autoimunitnim a degenerativnim chorobam. Diile-
zité je, Ze onemocnéni vyvolana dysregulaci komplementového systému predstavuji cil pro
farmaceutické spolecnosti, které vyvijeji 1éky inhibujici komplement. (Morgan, a dalsi,
2015)

6.1 Cilena lécba

Uz pied 50 lety byly vydany stovky ¢lankt popisujici vyhody antikomplementové
1é¢by v preklinickych modelech. Piesto se do klinické studie dostala mensina 1é¢ivych pii-
pravku, které neprosly ani prvni fazi. Nedavny zajem farmaceutickych spole¢nosti o vyvoj
1éka regulujici komplement vzrostl az po zjisténi, Ze poruchy komplementu jsou spojené

S béznymi 1 genetickymi onemocnénimi. (Morgan, a dalsi, 2015)

Jednim z mala 1ékd, ktery prosel klinickym testovanim az na trh, je eculizumab.
Eculizumab je 1€k pouZivany k 1é¢bé paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH). Jedna se
0 vzacné onemocnéni projevujici se prerusovanou hemolyzou. PNH postrad4d regulacni
protein komplementového systému CDS59. Tento protein chrani Cervené krvinky pied
MAC. Eculizumab je monoklonalni protilatka, kterd dlouhodobé piisobi na slozku CS.
Eculizumab inhibuje Stépeni slozky C5 a tim zabrani jejimu rozpadu na fragmenty C5a a
C5b. Kvili nedostatku fragmentu C5b neni aktivovana lyticka faze a nedochazi k tvorbe
MAC. U pacienti trpici PNH tento 1€k zna¢né snizuje hemolyzu. Vedlej$im tc¢inkem ecu-
lizumabu u pacientti s PNH je zvySena nachylnost k infekcim vyvolané bakterii Neisseria
meningitides, proto by jesté pied podanim 1éku méli byt proti zminované bakterii ockova-
ni. (Dubois, a dalsi, 2009)

Vv w

Dal$imi bézné& dostupnymi léky jsou Berinert a Cinryze. Uvedené 1éky jsou vyro-
beny z lidské plazmy a obsahuji uc¢innou latku C1-INH. Proto jsou tyto 1éky podavany

hlavné k 1é6¢bé HAE. V soucasné dobé¢ jsou klinické studie vice zaméfeny na vyvoj a testo-
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vani novych inhibitorii, které by mohly byt vyuzity pti 1é€bé poruch komplementového

systému. (Zipfel, a dalsi, 2019)

P#i klinickém studiu jiz vyuzivanych 1éka byly zjistény specifické problémy. Tyto-
problémy jsou spojené piedevs§im s vyvojem 1é¢iv cilenych na komplement. Komplemen-
tové slozky v plazmé, na kterych je zaloZeny cely kaskddovy mechanismus, maji rychly
polocas rozpadu a fyziologické hladiny se pro jednotlivé slozky lisi. Stejné tak se 1isi i cel-
kova hladina komplementu v populaci. Z tohoto diivodu miize byt davkovani inhibitoru
pomérné narocné. S dalsim problémem, se kterym se setkdvaji farmaceutické spolecnosti
pii vyrobé inhibitorti, je schopnost inhibitor dostat se do mista onemocnéni. Onemocnéni
vyvolana komplementem mohou napadat cévni systém nebo jiné tkané. Proto je potieba,

aby podavané l1éky pronikaly az do poskozeného mista. (Morgan, a dalsi, 2015)

6.2 Substituéni lé¢ba

I ptes rozsahly vyvoj 1écivych piipravkl jsou nedostatky jednotlivych komplemen-
tovych slozek 1éCeny prevazné symptomaticky. Nedostatecna funkce komplementu zvySuje
riziko infekci zptisobené predev§im opouzdienymi bakteriemi, jako je Streptococcus pne-

umoniae, Neisseria meningitidis nebo Haemophilus influenzae typu b. (Jesenak, a dalsi,
2014)

U pacientl trpici nedostatkem komplementu je diileZité preventivni opatfeni. Imu-
nizace proti ur¢itym mikroblim zvySuje imunitni odpovéd’ na pozd¢jsi vyvolané infekéni
onemocnéni. V piipadé akutni faze je nejvhodné;si lécba antibiotiky. U opakovanych nebo
dlouhodobé pietrvavajicich infekci se podavaji profylakticka antibiotika. Casem si vétsina
pacientl proti bakteriim zplsobujici dané onemocnéni vytvoii protilatky. Autoimunitni
choroby vyvolané poruchou komplementu se v mnoha piipadech 1é¢i stejnym zpiisobem,

jako u pacientli s normalni funkci komplementu. (Immune Deficiency Foundation, 2015)

Pfimé l1écba komplementu je teprve na pocatku rozvoje. Proto je potieba zvySené
pozornosti pii vysetieni a rychlé reakce pii 1é€be diagnostikovanych problému. Pro zachy-
ceni reakce organismu na $patn¢€ nebo dobie zvolenou 1écbu, je nutné stale sledovat hladi-
nu komplementu v plazm¢. Nesmi se také zapominat na celkovou rodinnou anamnézu,
ktera nas muze upozornit na jista geneticka onemocnéni. (Immune Deficiency Foundation,
2015)
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PRAKTICKA CAST
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7 CiL A UKOLY PRACE

Prakticka ¢ast této bakalarské prace obsahuje vySetfeni celkové aktivity komplementu.
Celkova aktivita komplementu je stanovena testy AH50 a CH50 metodami radioimunodi-
fuze nebo ELISA. Cilem praktické ¢asti je porovnat tyto dvé metody, z hlediska ptipravy a
zpracovani vzorku, dale pak bude hodnocena interpretace vysledkii a ekonomicka néaroc-
nost vySetieni. Prakticka cast také zahrnuje pracovni postupy danych metod a grafické vy-

hodnoceni Cetnosti pozitivnich vysledkd.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. Jak velka je korelace mezi metodami RID a ELISA, pfi stanoveni celkové aktivity
komplementu pomoci CH50?

2. Jak velka je korelace mezi stejnymi metodami, pouZitymi na stanoveni celkové ak-
tivity komplementu pomoci testu AH50?

3. Jaka metoda, pro vysetieni celkové aktivity komplementu, je pro laboratote eko-

nomicky vyhodné&;jsi?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Vsechny vysledky testovanych pacientii byly naméfeny v Ustavu imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice v Plzni. Pro vySetieni alternativni cesty aktivace komplementu pomoci
testu AH50 bylo odebrano 35 vzorki. Pro stanoveni testu CH50, tedy aktivaci komplemen-
tu klasickou cestou, bylo odebrano 45 vzorka od pacientd. Kazdy vzorek byl poté testovan

metodou RID i metodou ELISA.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Test CH50 a AH50 stanoven metodou ELISA

Testy CH50 a AHS50 jsou zalozené na stejném principu. Lisi se pouze aktivaci
komplementu a inhibitory. Pti testu CH50 jsou jako cilové buiiky vyuzity ovéi erytrocyty a
pro blokovani klasické cesty se piiddva EGTA. Tato latka vyvazuje vapenaté ionty, které
jsou dulezité pro aktivaci klasické cesty. V ptipadé stanoveni testu AHS0 se pouzivaji kra-
li¢i erytrocyty, na které se dale vazou protilatky za pritomnosti optimalni koncentrace ho-

fecnatych ionti.

MicroVue CH50 Eq EIA je test, ktery se provadi in vitro a méti celkovou aktivitu
klasické cesty komplementového systému. Tento test detekuje nedostatky jednotlivych

slozek komplementu C1- C9.

Vazba prvni slozky komplementu C1 s imunokomplexem spousti klasickou cestu
komplementu. Nasleduje kaskada enzymatickych i neenzymatickych reakci a vysledkem je
komplex aktivujici membrany. Za standardnich podminek je mozné naméfit hladinu tohoto
kone¢ného komplexu. A naméfenou hladinu Ize kvantitativné vyjadtit jako celkovou akti-

vitu klasické cesty komplementu v séru.

MicroVue CH50 Eq EIA stanovi mnozstvi vytvoienych komplext aktivujici mem-
branu a pfimo naméii celkovou aktivitu klasické cesty komplementu. Aby byl MAC za-
chycen a namé&fen, jsou pii tomto testovani vyuZzity monoklonalni protilatky proti jedinec-
nému neoantigenu. Vysledek je vyjadiovan v CH50 ekvivalentnich jednotkach na mililitr,
protoze toto testovani je zavislé na tvorbé komplext a korelaci. Referen¢ni rozmezi se po-

hybuje mezi 31,6 — 57 U/ml.
Princip metody

MicroVue CH50 Eq EIA je slozen ze tfi zékladnich postupl. Prvnim krokem
V tomto testu je aktivace klasické drahy komplement. Do jamek mikrotitracni desticky jsou
k aktivatoru ptidany nefedéné vzorky lidského séra a kontroly. Poté béhem inkubace je
aktivovana klasicka cesta komplementu a zacinaji se vytvaret komplexy aktivujici mem-
branu. Ve druhém kroku dochazi k fedéni aktivovaného séra a spolené se standardy se z
jamek nebo testovacich zkumavek pienaseji pfimo na desticku, kterd je urcena pro mikroa-

nalyzu. Povrch jamek mikrotestu je pokryty monoklonalnimi protilatkami. Tyto protilatky
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se poté vazou s komplexy aktivujici membranu, obsazenych v aktivovaném séru. Zaveérec-
nym krokem je promyti desticky a ptidani HRP-konjugatu neboli proteinu A, ktery je va-
zéan na jiz navazany MAC. Nasleduje dalSi promyti a pted inkubaci se piida substrat -

chromogenni enzym. Nakonec se zastavi vyvoj barvy pfidanim cinidla.

Pomoci spektrofotometrie se méti hodnota absorbance kontrol, standarda soupravy
a testovacich vzorkd. Vysledna intenzita reakéni smési je pfimo umérnd koncentraci pii-

tomného MAC a CH50 jednotkam.
Skladovani vzorku

Pro stanoveni celkové aktivity klasické cesty komplementu metodou ELISA je nut-
né pouzit sérum. Testovaci vzorky mohou byt pii pokojové teploté skladovany az dvé ho-
diny. Pokud sérum ponechame na ledu, jedna se o dobu ¢étyf hodiny a pro dlouhodobé

skladovani se vzorky ukladaji do prostfedi nizSiho nez -70°C.
Priprava reagencii

Pted zahdjenim testovani je zapotiebi pfipravit si potiebné reagencie, se kterymi se
bude nasledné pracovat. Aby nedoSlo k chybnému vySetieni, je nutné tyto reagencie skla-

dovat a zpracovavat podle pfedepsanych podminek.

Jednou z pfipravovanych reagencii je promyvaci roztok. Koncentrat promyvaciho
roztoku je potieba nejprve fadné promichat opakovanym pievracenim lahve. Poté je cela
lahev koncentratu promyvaciho roztoku zifedéna jednim litrem destilované nebo deionizo-
vané vody. Pfipraveny a dikladné promichany promyvaci roztok muze byt skladovan po

dobu 30 dnt1 v ¢isté nadobe pii 2 — 8°C.

Dalsim krokem je rozmrazeni testovaného séra ve vodni lazni pti 37°C a piipravy
lahvicek s kontrolami. Ke kontrolam se pfida 100ul destilované vody, lahvicky se promi-
chaji a nechaji 15 minut stat. Zavérem se na mikrotitra¢ni desti¢ce urci jamky pozadované

pro test. Oznacené jsou vzdy dvé jamky pro blank, kontrolu a standardy soupravy.
Postup

Pro stanoveni celkové aktivity komplementu testem CHS50 metodou ELISA bylo
otestovano 45 vzorkt od pacientl. Prvnim krokem, byla aktivace testovanych vzorki a

kontrol. Do oznacenych jamek bylo pfidano 86ul pfedem promichaného aktivatoru.
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K aktivatoru se dale napipetovalo 14ul nefedéného séra, normalni nebo nizké kontroly.
Vse se kratce promichalo a po dobu jedné hodiny nechalo pti 37°C inkubovat. Déle se po-
kracovalo fedénim aktivovanych vzorkl a kontrol. Vzorky byly nafedény Vv nepouzitych
jamkach fedicim roztokem v poméru 1:200. Desticku uréenou pro testovani jsem promyla
promyvacim roztokem, nechala inkubovat a na konec desticku vysusila. Do jamek ptipra-
vené desticky oznacené jako blank jsem napipetovalalOOul fediciho roztoku. Do dalSich
dvou jamek jsem piidala 100ul jiz nafedéného standardu. A stejné byla pfidana i normalni
a nizka kontrola po 100ul do dalSich dvou ozna¢enych jamek. Na zavér ve stejném mnoz-
stvi byly také napipetovany nafedéné vzorky ve dvou duplikatech do zbylych mikrotesto-

vacich jamek. Cela fadné napipetovana desticka se pii pokojové teploté inkubovala hodinu.

Po inkubaci byla testovaci desticka nékolikrat promyvana promyvacim roztokem.
Dale bylo do vsech jamek véetné blanku pfidano 50 pl konjugatu a opét nastala hodinova
inkubace s naslednym promyvanim testovaci desticky. Bezprostiedné po promyvaci proce-
dufe bylo do vsech jamek vcetné blanku piidano 100ul substratu, ktery se inkuboval 15
minut. Nakonec se do kazdé jamky pridalo ¢inidlo, které zastavilo enzymatickou reakci.
Jemnym poklepanim na desti¢ku Se v jamkach rovnomérné rozptylil vyvoj barev. Do jedné

hodiny by méla byt pro kazdou jamku stanovena hodnota absorbance pii 450 nm.

10.2 Test CH50 stanoven metodou RID

Dal§im metodou, kterou 1ze naméfit hladinu testu CH50 je radioimunodifiize. Touto
metodou se méfi celkova hemolyticka aktivita komplementu v lidském séru. Pomaha pfi

diagnostice imunologickych poruch v klasické cesté¢ komplementového systému.
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Obrazek 1 RID desticka

Zdroj: vlastni
Princip metody

Hlavni soucasti metody je RID desticka. Obecnym principem je tvorba komplext
antigen-protilatka v agaru na desti¢ce. Vytvorené komplexy jsou dtlezité pro vznik vidi-
telné¢ho prstence. Princip metody RID pro stanoveni hladiny testu CH50 je zalozeny na
vazbé oveich erytrocytil v agarézovém gelu s protilatkou nazyvanou hemolyzin. Hemoly-
zin je protilatka proti ovéim erytrocytim, ktera zvysSuje jejich citlivost. Sérum s aktivova-
nymi slozkami komplementu je pfidano do cylindrickych jamek, které radialné difunduji
gelem pii teploté 2-6°C. Béhem difiize hemolyzin upeviiuje prvni slozku komplementové-
ho systému C1. Nasleduje inkubace, pii které je aktivovana komplementova kaskada a
kone¢ny komplex lyzuje ov¢i erytrocyty. Okolo jamky se na agaru zacina vytvaiet Cira
zona neboli prstenec, jehoz velikost je zavisla na aktivit¢ komplementového systému
V séru. Z6nu hemolyzy lze zmétit pomoci lupy nebo pro presnéjsi stanoveni miizeme pou-
zit digitalni ¢tecku. Namétené pruméry hemolytickych zon (v mm), jsou proti znamé kom-
plementové aktivité (v %) zaneseny do grafu a je sestrojena kalibra¢ni kiivka. Vzorky
s neznamou aktivitou komplementu jsou odecteny z kalibra¢ni kiivky pomoci naméfeného

prstence.
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Skladovani a zpracovani vzorku

Spatné skladovani a zachazeni se vzorkem vede k pied¢asné aktivaci komplementu
a dochdzi k chybnému stanoveni vysledku. Pro vySetfeni celkové aktivity klasické cesty
komplementu metodou RID je nejlepsi zpracovavat Cerstvé vzorky séra. Krev odebrana ze
Zily je koagulovana po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté. Nasledné je vzorek centri-
fugovan a sérum se odebira do Cistych zkumavek, ve kterych ho l1ze skladovat 4 hodiny pii

2-8°C. Pro delsi dobu skladovani je mozné vzorky zamrazit.
Piiprava reagencii

Zakladem pro stanoveni testu CH50 radioimunodiftizi je RID desti¢ka. Pfed naka-
panim jednotlivych reagencii a testovanych vzorkt do jamek je dilezité, aby se z jamek
odpatila veskerd kondenzace. Z tohoto diivodu je doporuc¢ovano, aby se desticka po vyn-
dani z obalu nechala jesté 15 minut stat pii pokojové teploté. Pfed pouzitim kalibratoru a
kontroly je potieba tyto dvé reagencie rozpustit v destilované vodé. Potiebny objem desti-
lované vody je uveden na Stitku lahvicky. Ob¢ reagencie musi byt fadné rozpusténé a vy-
chlazené pii 2-8°C. Po celou dobu procesu je vyzadovano udrzovat vSechny reagencie a
testované vzorky v chladu. V chladném prostiedi komplementové slozky snadnéji udrzuji
svoji celistvost. Kalibratory pouzité pii stanoveni jsou nafedény podle doporuc¢eni v navo-

du od vyrobce a slouzi vytvoreni kalibracni kiivky.
Postup

Kontroly, kalibratory a testované vzorky byly pied pipetovanim jemné promichany.
Po 5 ul byly do kazdé jamky pifidany tii fedéni kalibratoru, kontroly a 45 testovanych
vzorkl. Po napipetovani byla RID desticka ptekryta, coZ zabranilo vysouSeni gelu. Pak
nastava proces, pii kterém byly latky napipetované do jamek a difundovali do agar6zniho
gelu. Tento d&j probihal nejméne 6 hodin pii 2-6°C, aby se lytické zony stihly dostatecné
vytvorit. Nasledné jsem vzorky nechala palhodiny inkubovat pii 37°C. Na zavér jsem zme-
fila primér vytvofeného prstence a sestavila kalibra¢ni kiivku. Zméteny pramér je nasled-

n¢ prepocitan na kone¢na procenta v softwaru IMAGINEJ 1.52a.
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10.3 Test AH50 stanoven metodou RID

Princip

Metoda RID je pro stanoveni testu AHS50 stejna jako pro stanoveni testu CHS5O0.
Rozdil je v agardéznim gelu, ktery u testu AHS50 obsahuje kufeci erytrocyty. Béhem difuze
pfi 2-6°C difunduji pridané aktivni slozky komplementu do gelu a fragment C3b se vaze na
povrch membrany. Tato vazba umozni tvorbu C5 konvertazy. Pfi inkubaci je spusténa
komplementova kaskada, ktera zptisobuje 1yzu kutecich erytrocyt. Inkubace probiha pti
37°C. Na zavér se postupuje stejn¢ jako u testu CH50. Zméfti se primér vytvoienych prs-
tencl a je sestavena kalibra¢ni kiivka. Pomoci vzorki se znamou komplementovou aktivi-

tou a naméfenymi zénami se stanovi komplementova aktivita neznamého vzorku.
Skladovani vzorku a reagencii

Pro stanoveni testu AHS50 se nejcastéji pouzivaji Cerstva séra zpracovana na ledu.
V piipad¢ zamrazeni vzorku je moznost i dlouhodobého skladovani. Neoteviena sada
s reagenciemi mlZe byt skladovana v chladu pfi 2-6°C az do doby exspirace. V chladném
prostfedi jsou uchovavany i RID destic¢ky s kufecimi erytrocyty. Agarazovy gel i sloZeni
jednotlivych reagencii by mohlo byt naruseno v prostiedi s velmi nizkou teplotou, proto je

zapotiebi se vyhnout zamrazovani RID desti¢ek a dalSich souprav.
Piiprava reagencii

Kontroly, kalibratory a RID desticku jsou pfipravené stejnym zplisobem jako pii
testu CH50. Reagencie se promichaji a rozpusti v destilované vod¢. Kalibrator se natedi ve
stejnych pomérech a desti¢ka urcend k testovani je vysuSena od veSkeré kondenzace. Vse

se udrzuje v chladném prostiedi, aby byla zachovéna integrita komplementovych slozek.
Postup

Do jamek testovaci desticky jsem pfidala 5 pl od vSech reagencii, z nafedénych ka-
libratorti, kontrol a testovanych sér. Pro test AH50 bylo odebrano 35 testovanych vzorkii.
Po napipetovani vSech latek byla desticka uklozena do chladu, kde aktivni slozky komple-
mentu difunduji do gelu a vytvaii hemolytické prstence. Dulezité je, aby difuze probihala v
chladném prostiedi. Za podminek, kdy je teplota vyssi nez 6°C muze byt lyza pieruSena a
vytvafi se nedostate¢né prstence. Po difuizi nasledovala inkubacni doba trvajici dvé hodiny

a probihajici pti 37°C. Inkubace, ktera by trvala déle jak 6 hodin, vede k nedostate¢nému
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oddé¢leni priimért lytické zony. Poslednim krokem byla kontrola, se kterou bylo zachdzeno
stejné jako s ostatnimi testovanymi vzorky. Ziskané hodnoty kontroly by meély byt

v rozmezi 20% od hodnoty udané na §titku lahvicky.
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Korelace mezi stanovenim testu AH50 metodou ELISA a RID

Pro stanoveni celkové aktivity komplementu testem AHS50 jsme testovali 35 pacien-
ti. Pacientské vzorky jsme méfili nejprve metodou ELISA a poté i metodou RID. Pro sta-
noveni korelace jsem vyuzila hodnoty namétené metodou ELISA a procentudlni hodnoty,

které jsem ziskala z jednotlivych pramérti zén u metody RID.

Graf 1 Korelace testu AH50 metodou ELISA a RID
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Na grafu 1 je zndzornéna korelace mezi metodami ELISA a RID. Hodnoty naméte-
né metodou RID jsou nanesené na ose x a hodnoty ziskané metodou ELISA jsou vynesené

na ose y. Korelaéni koeficient (R) vychazi 0,879 a rovnice regrese je y = 1,268x - 9,4705.

11.2 Korelace mezi stanovenim testu CH50 metodou ELISA a RID

Pro vySetieni testu CH50 bylo odebrano 45 pacientskych vzorkli. VSechny tyto
vzorky jsem stanovila obéma metodami. Nasledné jsem jejich naméfené hodnoty zadala do

grafu stejnym zptsobem jako u testu AHS0.
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Graf 2 Korelace testu CH50 metodou ELISA a RID
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Graf €. 2 zobrazuje korelaci pro test CH50 stanoveny metodami ELISA a RID. Ko-

relacni koeficient (R) je roven 0,86 a regresni rovnice je y = 0,9928x + 10,527.

11.3 Statisticky popis jednotlivych metod

V nasledujicich tabulkach (1,2,3,4) jsou uvedeny nejniz$i a nejvyssi namétené hod-
noty pro dana vySetieni. NiZe v tabulce jsou zaznamenany vypocitané hodnoty aritmetic-
kého priméru, smérodatné odchylky, variatniho koeficientu a medianu pro jednotlivé me-
tody stanovujici celkovou aktivitu komplementu. Hodnoty jsou vypocitané

z pfedchézejiciho méteni.
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Tabulka 1 Vysledné hodnoty pro test AH50 metodou RID

Pocet métenych vzorki 35
Nejnizs$i namétend hodnota 23,76 %
Nejvyssi naméfenéd hodnota 104,59 %

Aritmeticky pramér 71,25 %
Smeérodatna odchylka 27,46 %
Varia¢ni koeficient 38,5 %4

Median 80.89 %

Tabulka 2 Vysledné hodnoty pro test AH50 metodou ELISA

Pocet métenych vzorki 35
Nejniz$i naméfena hodnota 25 U/mi
Nejvyssi naméfena hodnota 162 U/ml

Aritmeticky prameér 80,87 U/mi
Smeérodatna odchylka 39,59 U/mi
Variac¢ni koeficient 48,95 %

Median 83,9 U/ml
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Tabulka 3 Vysledné hodnoty pro test CH50 metodou RID

Pocet méfenych vzorki 45
Nejnizs$i namétena hodnota 0%
Nejvyssi naméfenéd hodnota 167,04 %

Aritmeticky pramér 78,57 %
Smérodatna odchylka 42,75 %
Varia¢ni koeficient 54,41 %
Median 83,3 %

Tabulka 4 Vysledné hodnoty pro test CH50 metodou ELISA

Pocet méfenych vzorki 45
Nejnizsi naméfena hodnota 0 U/mi
Nejvyssi naméfena hodnota 169,9 U/mi

Aritmeticky pramér 88,53 U/ml
Smérodatna odchylka 49,33 U/ml
Variacni koeficient 55,72 %

Median 89,6 U/ml

11.4 Ekonomické naklady
V nasledujici kapitole se zabyvam finan¢nimi naklady pro jednotlivé testy stanovu-
jici celkovou aktivitu komplementového systému. Porovnavdm ekonomickou néaro¢nost

laboratote pro vysetfeni testu AH50 a CH50 stanovené metodami ELISA a RID.
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Tabulka 5 Hodnota bodii pro vysetieni metodou RID

Klasicka cesta 399

Alternativni cesta 183

Tabulka 6 Hodnota bodii pro vysetieni metodou ELISA

Klasicka cesta 399
Alternativni cesta 183
Lektinova cesta 390

Tabulky (5 a 6) znazoriiuji poéet bodu, které nalezi laboratofi za provedené vyset-
feni. Z téchto bodu je dale vypoctena celkova nakladova hodnota bodu, ktera zjistuje zisk

nebo ztratu laboratofe.

Nakladova hodnota bodu, ktera je vyssi nez jedna, urCuje vynos laboratote. Naopak

hodnota nizsi nez jedna znaci ztratu laboratofe pifi vySetieni danymi testy.

Metoda RID je stanovena hemolytickym testem pro alternativni nebo klasickou ces-
tu od firmy Binding site. Tato sada obsahuje 3 testovaci desticky po 14 jamkach a stoji
8 288 K¢. Pomoci této sady lze testovat celkem 30 pacientll vEetné kontroly a kalibratort.
Za jedno vySetieni pacient zaplati 276 korun a ndkladovéd hodnota bodu pro toto vySetieni
je 2,1. Vysetieni celkové aktivity komplementu pomoci metodou RID je finanéné vyhod-

né&jsi pro pacienty i pro laboratote.

Metodou ELISA je mozné stanovit také lektinovou cestu komplementového systé-
mu. Testovani celkové aktivity komplementu pomoci metody ELISA je nakladné&jsi. Jedna
sada vychazi na 16 287 K¢ a pomoci této sady mizeme vysetfit celkem 45 pacientl |
s kontrolou a kalibratory. Jedno vySetieni vychazi kolem 362 korun pro jednoho pacienta.
Nakladova hodnota bodu 2,68 vypovida o zisku laboratoie, ve které je toto vySetieni pro-

vadeéno.
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DISKUZE

Cilem této bakalarské prace je porovnani metody ELISA a radioimunodifize vyu-
zivané ke stanoveni celkové aktivity komplementu. Tyto metody se rutinné¢ vyuzivaji

Vv klinickych laboratotich a slouzi k vysetieni testu CH50 a AH50.

Metody ELISA a RID pii vySetieni komplementu méfi celkovou aktivitu, proto pfi
jemné zméné v komplementové kaskadé nejsou prilis citlivé. I presto tyto metody stanovu-
jici aktivitu komplementu patii mezi nejvyuzivanéjsi v laboratofi. Obé metody pracuji na
stejném principu, pii kterém erytrocyty zivoc¢isného ptivodu citlivé na ur€ité protilatky ak-
tivuji klasickou nebo alternativni cestu. Kone¢ny produkt komplementového systému lyzu-
je erytrocyty. Vysledna hemolyza je poté naméfena spektrofotometricky, nebo v ptipadé
radioimunodifize jsou zméfeny priméery hemolytickych zon na testovaci destiCce a na-
sledné pomoci pocitacového programu IMAGINEJ 1.52a pievedeny na procentualni hod-

noty.

Metody ELISA a RID se od sebe lisi pfipravou a zpracovanim vzorku. Ptiprava pa-
jit ke kontaminaci vzorkt. Kontaminované vzorky pak nebude mozno povazovat za valid-
ni. Naopak vyhodou pro vySetfeni metodou ELISA je doba, ktera je potieba pro celkové
stanoveni komplementu. Casovy usek od pfipravy vzorkii az po analyzu vysledki je pii
vyuziti metody ELISA kratsi. Dalsi vyhodou metody ELISA je vyssi citlivost, pii stanove-

ni komplementové aktivity Ize vySetiit krom¢ klasické a alternativni cesty i lektinovou.

Alternativni cesta je aktivovana spontanné¢, zatimco klasickd a lektinova drdha je
aktivovana danymi rozpoznavacimi mechanismy. Aktivace klasické cesty je spusténa vaz-
bou Clq s protilatkami a je znacné zavisla na zvysené aktivité alternativni drahy. Za fyzio-
logickych podminek bylo zjisténo, Ze amplifikace alternativni cesty je zodpovédna za 80%
aktivity lytické cesty, ktera je vyvolana klasickou drahou. (Harboe, a dalsi, 2006) MBL je
klicovy protein v lektinové cesté. Nedostatek MBL je vétsSinou vyvolan genetickou poru-
chou a vyvolava infek¢ni onemocnéni. V piipadé podezieni na imunodeficienci je stanove-
na hodnota MBL. Pfi interpretaci imunochemickych testli stanovujici koncentraci MBL je
zapotiebi opatrnosti. Kvili genetickym variantdm stanovena hodnota MBL nemusi pfesné
vyjadfit aktivitu lektinové cesty. (Kirschfink, a dalsi, 2003) Imunochemické testy vyuziva-

né pro stanoveni aktivity komplmentu mohou byt nahrazeny funkénimi testy a naopak.
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Primarné se pro stanoveni celkové aktivity komplementu vyuziva test CH50 pro klasickou
cestu a AHS50 pro alternativni cestu. V zavislosti na klinickych okolnostech 1ze zahrnout i
vySetieni pro lektinovou drahu pomoci testu, ktery stanovuje lektin vazajici manozu. Nej-
¢ast¢jsSi metodou pro testovani lektinové drahy je ELISA. Ve vétSing piipadu je testovana
celkova aktivita komplementu nejprve testy CH50 a AH50 a nésledné dle interpretace vy-
sledkt se rozhodne, zda vyuzit test pro lektinovou dradhu. V mé bakalatské praci jsem test

stanovujici koncentraci MBL nehodnotila, protoze tento test nelze stanovit metodou RID.

V této bakalarské praci jsem porovnala vysledky testu CH50 a AH50 namétfené me-
todou ELISA a RID. Pro test CH50 bylo vyuzito 45 nahodnych pacientskych vzorku, které
byly stanoveny obéma metodami. Stejnym zpisobem bylo zpracovano dalsich 35 pacient-
skych vzorku pro test AH50. V praktické ¢asti této bakalarské prace jsem stanovila zavis-
lost a silu z&vislosti mezi hodnotami namé&fenymi metodou ELISA a hodnotami ziskanymi
pomoci radioimunodifize. Zavislost mezi t€émito metodami jsem ziskala sestavenim grafu
pro test AH50 a CH50. V grafech jsou znazornény na ose X hodnoty naméfené metodou
RID a na ose y hodnoty stanovené metodou ELISA. Z vytvotfenych grafa lze stanovit kore-
la¢ni koeficient (R), ktery se pohybuje v rozmezi od — 1 do 1. Cim vic se hodnota korelag-
niho koeficientu blizi nule, tim je z&vislost mezi porovnavanymi hodnotami mensi. Kore-
la¢ni koeficient pro test AH50 je 0,879 a pro test CHS0 je roven 0,86. Tyto hodnoty, které

jsou téméf rovny 1, znazornuji kladnou linearni zavislost.

Daéle jsem u namétenych hodnot urcila zékladni statistickou charakteristiku. Pomoci
Excelu jsem pro jednotlivé metody vypocetla aritmeticky pramér, smérodatnou odchylku,
median a varia¢ni koeficient. U testu CH50 byla u obou metod vypoctena vyssi smérodatna
odchylka. U metody ELISA se jednd o hodnotu 49,33U/mm a u metody RID je rovna
42,75%. Tyto vysledky jsou zpisobeny vétsimi rozdily mezi naméfenymi hodnotami. Zis-
kané variacni koeficienty, pro metodu ELISA 55,72% a pro metodu 54,41%, také vypovi-
daji o riznorodosti namétenych dat. Pro test AH50 byly stanoveny niz§i hodnoty nezZ pro
test CH50. Vysledek smérodatné odchylky pro metodu ELISA vychézi 27,46 U/mm a pro
RID 39,59. Nizsi hodnoty znaci, Ze naméfené¢ hodnoty pro AHS nejsou ve statistickém
souboru tolik rozptyleny. Vyrazné nizs$i hodnoty variacniho koeficientu jsou dal$im zna-
kem, ktery poukazuje na mensi nesourodost stanovenych dat. Vysledek variaéniho koefici-
entu 38,54% byl vypocten pro metodu RID a ziskana hodnota pro metodu RID 39,59%.
Pomoci téchto statistickych vypocti je mozné ziskat piehled o naméfenych hodnotach a

jejich rozptylu ve statistickém souboru.
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U nahodné vybranych pacientskych vzorki byly jednotlivymi metodami naméfeny
rozdilné hodnoty. Vzorky byly stanoveny nejcastéji pouzivanymi metodami pro vysetieni
celkové aktivity komplementu. Vypoctem korelacniho koeficientu byla zjisténa zavislost
obou metod. Vysledky, které byly naméfené pro Stanoveni aktivity komplementového sys-
tému metodou ELISA nebo metodou RID nejsou tak odlisné, a proto je mozné vyuzivat

obé tyto metody.

Z hlediska ekonomické naro¢nosti jsou obé metody, vyuzivané pro stanoveni cel-
kové aktivity komplementu, pro laboratofe vyhodné a jejich vyuziti se podili na zisku labo-
ratofe. Vynos laboratofi provadéjici toto vySetteni je dan nakladovou hodnotou bodu. Na-
kladova hodnota bodu je podil vSech hodnot bodt, které jsou dané pro pouzita vysetfeni, a
¢astkou, kterou pacient za vysetfeni zaplati. Pro metodu radioimunodifuze a ELISA je na-
kladova hodnota bodu odlisnd. Diivodem je, ze metodu ELISA Ize vyuZit pro vSechny tfi
cesty aktivujici komplementovou kaskadu. Oproti tomu pomoci radioimunodifiize miizeme
urcit pouze klasickou a alternativni cestu. Nakladova hodnota bodu, kterou mtze laborator
ziskat za vysetfeni metodou ELISA je 2,68. Tato hodnota je nepatrné vyssi nez nakladova

hodnota bodu pro vysetfeni pomoci radioimunodifize, ktera je rovna 2,1.

Sada hemolytickych testi metody RID vyuzivana pro stanoveni komplementového
systému je levngjsi pro klinické laboratofe i pro pacienty podstupujici toto vySetfeni. Ze
vSech danych a ziskanych hodnot lze fict, Ze vyuZiti radioimunodifiize je z ekonomického

hlediska vyhodnéjsi.
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ZAVER

V této bakalatské praci jsem se vénovala porovnanim dvou nejcastéjSich metod vy-
uzivanych ke stanoveni celkové aktivity komplementu. Jedna se o metody ELISA a RID,
které stanovuji testy AH50 a CH50. Ob¢ tyto metody jsou zalozené na stejném principu,
proto je v této bakalaiské praci porovnavam z hlediska pfipravy a zpracovani vzorki, eko-

nomické narocnosti a predevsim spravnosti metod.

V teoretické Casti jsem Se zabyvala imunitnim systémem a predev§im komplemen-
tem. Komplementovy systém je dulezitou souéasti pfi obrané organismu a jeho nedostate¢-
na funkce vyvolava fadu onemocnéni. Déle Vv teoretické ¢asti zmituji konkrétni choroby a

problémy zptisobené poruchou komplementu, jeho vysetfeni a naslednou 1écbu.

V praktické ¢asti jsem stanovila testy AH50 a CH50 pomoci jednotlivych metod, u
kterych jsem poté vypocetla korelaéni koeficient a dale uvedla statistickou charakteristiku.
Rozdil mezi metodami je v preanalytické fazi, kdy je vzorek zpracovavan a pfipravovan na
laboratorni analyzu. V zévéru praktické Casti porovnavam finanéni naklady, které jsou po-
ttebné pro provedeni jednotlivych metod. Po vSech provedenych vysetienich a vypoctech
jsem dosla k zavéru, Ze z hlediska spravnosti, jsou metody podobné a ke stanoveni kom-

plementové aktivace lze vyuzivat metodu ELISA i metodu RID.
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