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CHS0

Funk¢ni vySetifeni komplementového systému
(klasicka cesta aktivace)

Teorie:

Komplement fadime mezi humoralni slozky vrozené imunity. Je tvofen souborem asi
30 sérovych a membranovych termolabilnich proteint, které za normalnich okolnosti koluji
v téle ve form¢ inaktivnich proenzymt. Komplementovy systém je aktivovan tfemi zpusoby:
alternativni, klasickou ¢i lektinovou cestou. Po aktivaci komplementu se spousti kaskada po
sob¢ nasledujicich krokt, které vedou k amplifikaci imunitni odpovédi a tvorbé lytického
komplexu MAC (membrane attack komplex). Hlavnimi funkcemi komplementovych slozek
jsou: lyza bun¢k, opsonizace a chemotaxe.

CHS50 je funkénim testem komplementového systému spousténého klasickou cestou.
K tomuto ucelu se vyuzivaji berani erytrocyty a amboceptor (krali¢i protilatka proti beranim
erytrocytim), ke kterym se ptidd vzorek vySetfovaného séra. Pokud je komplementovy
systém v séru funkéni, dojde v pfitomnosti amboceptoru k lyze beranich erytrocyti. Uvolnény
hemoglobin zplsobi zvySeni absorbance roztoku, ktera se zméii spektrofotometricky.
K vyjadieni vysledku se pouziva tzv. jednotka CH-50, kterd udava mnozstvi komplementu
v 1 ml séra, které zpusobi za standardnich podminek 50% lyzu definované suspenze beranich
erytrocytll. V prostredi destilované vody dojde ke 100% hemolyze.

Material a pomitcky:

5% suspenze beranich erytrocytl, pracovni roztok amboceptoru (krali¢i protilatka tiidy IgM
proti beranim erytrocytiim), fyziologicky roztok, destilovand voda, kadinky, mikrozkumavky
(eppendorfky), vortex, centrifuga, reader absorbance, pipety, Spicky, stepper + nastavec,
mikrotitracni desticky.

Postup:

1. Priprava sér: Sérum, které bylo do hodiny od odbéru zamrazeno (slozky komplementu
jsou termolabilni!) je nutno rozmrazit na pokojovou teplotu a ptred pipetovanim dikladné
promichat na vortexu.

Pro kazdé sérum piipravime do mikrozkumavky 2 Fedéni:

fedéni I (40x) ... 25 ul séra + 975 pl fyz.roz.
fedéni II (60x) ... 15 ul séra + 885 pl fyz.roz.

Promichejte na vortexu.

2. Ptiprava hemolytického systému: do 5% suspenze beranich erytrocytid se piida stejny
objem pracovniho roztoku amboceptoru (JE NUTNE PRIDAVAT AMBOCEPTOR DO
ERYTROCYTU, NE NAOPAK!) — inkubace 15-30 min v lednici.

Na 1 desku se ptipravi 4 ml hemolytického systému (2 ml suspenze + 2 ml amboceptor).
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3. Rozmisténi vzorku na mikrotitraéni destic¢ce:

Kazdy vzorek séra se pipetuje v dubletu (2 sloupce). Mame 2 vzorky séra, takze obsadime
prvni 4 sloupce desticky.

Do jamek B,C,D a F,G napipetujte 100 ul fyz. roztoku.

Do jamek A a B napipetujte 100 pl séra fedéni I (40x).

V jamkach B promichejte Spickou obsah a ptepipetujte z nich 100 ul do jamek C.
V jamkach C promichejte Spickou obsah a ptepipetujte z nich 100 ul do jamek D
V jamkach D promichejte Spickou obsah, odsajte z nich 100 ul a vyhod'te.

Do jamek E a F pro ptislusny vzorek napipetujte 100 pl séra fedéni I1 (60x).

V jamkach F promichejte Spickou obsah a piepipetujte z nich 100 pl do jamek G.
V jamkach G promichejte Spickou obsah, odsajte z nich 100 ul a vyhod'te.

Do liché jamky H napipetujde 100 pl fyz. roztoku, do sudé jamky H 100 pl destilované vody.
Do vSech jamek napipetujte 100 pl hemolytického systému (multikanalovou pipetou).
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4. Prikryjte desku vickem a inkubujte 60 min v termostatu pii 37°C.
5. Centrifugace desticky 5 min pii 2000 ot./min (centrifuga MPW, prog. 22)

6. Po centrifugaci prepipetovat 100ul z kazdé jamky do nepouzitych jamek mikrotitracni
desticky pii zachovani potadi a umisténi jamek.

7. Zm¢fit na readeru absorbanci pii 541 nm. (ELISA reader SUNRISE, program CHS50)

8. Vysledky jamek v dubletu vzdy zprimérovat kromé¢ jamek viadé H. Setadit dle
stoupajici koncentrace séra v jamce — tzn. dle stoupajici hemolyzy.



