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SOUHRN: Komplementovy systém je klicovou slozkou vrozené imunity. Sklada se z 50 plazmatickych a membranovych proteind, které tvoii tfi
odlisné, ale prekryvajici se drahy aktivace, stejné jako spole¢nou terminalnilytickou kaskadu a sit regulatord a receptord. Poruchy komplementu se
mohou podilet na vzniku imunodeficienci, autoimunit, malignit, infekénich onemocnéni a na chorobach spojenych s dysregulaci komplementu.
Striktni dodrzovani pravidel preanalytické faze vysetieni je zasadni pro laboratorni diagnostiku. Pro komplexni posouzeni funkce a zapojeni
komplementu do imunopatologickych procest, musime testovat celou paletu vysetieni (od funkénich testd, vysetfeni jednotlivych slozek
komplementu, az po genetickou analyzu).

KLICOVA SLOVA: komplementovy systém — deficience komplementu - laboratorni diagnostika a interpretace

SUMMARY: The complement system is a key component of innate immunity. It consists of 50 plasma and membrane proteins that form
three distinct but overlapping pathways of activation, as well as a common terminal lytic cascade and a network of regulators and receptors.
Complement disorders may contribute to immunodeficiencies, autoimmunity, malignancies, infectious diseases, and diseases associated with
complement dysregulation. Strict adherence to the rules of the preanalytical phase of the examination is essential for laboratory diagnosis. To
comprehensively assess the function and involvement of complement in immunopathological processes, we need to perform a whole range of

investigations (from functional tests, examination of individual complement components, to genetic analysis).

KEY WORDS: complement system - complement deficiency - laboratory diagnosis and interpretation

UVOD
Komplementovy systém (KS) je po-
mérné slozity komplex plazmatickych
a membranovych glykoproteind. Tento
systém tvoii zékladni regula¢ni a efekto-
rové funkce vrozené imunity (prvni linie
obrany proti patogenlim) a u ¢lovéka
zahrnuje asi 50 glykoproteind krevniho
séra [1]. Ty pak predstavuji cca 15 % séro-
vych globuling, které cirkuluji v séru jako
proenzymy s maskovanym aktivnim mis-
tem. Ve své strukture a funkci ptipomina
koagulacni kaskadu se kterou je propo-
jen nékolika proteiny. Za fyziologickych
podminek je komplement udrzovan
v neaktivni formé [2].

P¥i aktivaci se od proenzymu odstipne
inhibi¢ni fragment a exponuje se aktivni

misto. Postupna enzymaticka aktivace
KS znamend, ze proenzymovy produkt
v jednom stupni je katalytickym enzy-
mem v dalSim stupni, (kde jedna slozka
mUze $tépit az stovky komponent v dal-
$im kroku). Celd aktivace se timto ve-
lice urychluje a je velmi G¢inna pfi reakci
proti patogentim, nicméné potencidlné
nebezpelnd v pfipadé poskozeni vlast-
nich bunék a tkani. Proto je komplement
pfisné regulovan.

Nomenklatura uziva pro komplemen-
tovy systém zkratku ,C" a rozliSuje devét
zékladnich sloZzek komplementu ozna-
¢ovanych jako C1-C9. Kromé jednotli-
vych slozek se na aktivaci komplementu
dale podili faktory, které se oznacuiji vel-
kymi pismeny abecedy (napf. faktor B,

H). Proteolytickym rozstépenim slozky
nebo faktoru vznika fragment, oznaco-
vany zpravidla malym pismenem a to
tak, Ze mensi fragment oznacovany jako
»a" ma chemotaktické a prozanétlivé
Ucinky a vétsi fragment s oznacenim ,b”
se ddle ucastni komplementové kaskady.
Vyjimku tvoii fragment C2a. Fragmenty
s enzymatickou aktivitou jsou oznaceny
¢arou nad ¢islem nebo pismenem [3].
Vlastni aktivace KS probihd tfemi za-
kladnimi cestami: klasickou, alternativni
a lektinovou [4,5]. Schéma aktivace KS je
uvedeno na obr. 1. Klasickou cestu akti-
vace spousti komplex antigenu a proti-
latky (IgG nebo IgM). Na tento komplex
se vazou dosud neaktivni podjednotky
C1 slozky komplementu C1q, C1r a CTs,
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Obr. 1. Schéma aktivace komplementového systému, prevzato: Sobotkova, 2020 [41].

pficemz vlastni vazbu s imunokomple-
xem zajistuje C1q. Diky aktivaci C1 do-
chazi ke stépeni C2 a C4, ¢imz vznika
C3 konvertaza (C4bC2a).

Lektinova cesta je aktivovana kar-
bohydratovymi strukturami (mandza,
fukoza), lipopolysacharidovymi kom-
plexy G- bakterii, lipoteikoovou kyseli-
nou G+ bakterii a p-glukany hub. Hlav-
nim receptorovym proteinem je MBL
(manose binding lectin protein - MBP),
ktery se svoji strukturou podobd Ciq.
MBL se jednim koncem vaZze na cilovou
cukernou strukturu a druhou na serinové
protedzy MASP1,2.Vznikly komplex ana-
logicky s klasickou cestou aktivace $tépi
C4 a C2 za vzniku C3 konvertazy.

Spontanni hydrolyzou C3, se aktivuje al-
ternativni cesta aktivace KS. Fragmenty
C3a a C3b jsou v nepfitomnosti antigen-
nich struktur inaktivovany. K aktivatorim
alternativni cesty patii predevsim velké

a nerozpustné bakterialni imunokomplexy
(polysacharidy jako zymozan, inulin nebo
LPS). Dulezité aktivatory jsou také hem
(hemolyza erytrocyta), arteficidlni povr-
chy (stenty, implantaty, mimotélni obéh).
V pfipadé vazby C3b na antigenni determi-
nantu dochazi k navazani faktoru B, vznika
C3 konvertaza C3bBb, ktera stépi dalsi C3.

U C3 slozky se vSechny cesty akti-
vace komplementu sbihaji a od tohoto
bodu je dalsi mechanizmus aktivace
pro viechny drahy shodny. Pfipojeni
podjednotky C3b odStépené z C3 vede
k rozstépeni C5 na C5a a C5b. Kone¢nym
Lproduktem” aktivace komplementu
na membranovych strukturdch bunék
je termindlni komplex C5b-9 (terminal
complement complex - TCC), nazyvany
také membranolyticky komplex (mem-
brane attack complex - MAC), ktery vy-
tvafi v membrané bunék poéry, kterymi
mohou volné difundovat ionty a malé
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molekuly a tim dochazi k lyze bunék ko-
loidni osmdzou (naruseni homeostazy
buriky) [6]. TCC je uc¢inny predevsim vici
G- bakteriim (napt. Neisseria).

Fragmenty C3a a C5a vznikajici béhem
aktivace komplementu jsou ¢asto ozna-
¢ovany jako anafylatoxiny a predstavuji
silné medidtory zanétu. Tyto Ucinky jsou
zprostfedkovany aktivaci zirnych bunék
a bazofilQ, které exprimuji specifické re-
ceptory pro C3a a C5a [7].

Jednotlivé slozky KS se syntetizuji pre-
vazné v jaternim parenchymu, dale pak
v makrofazich, monocytech a neutrofi-
lech, kde se také nékteré komponenty
KS skladuiji.

K zakladnim funkcim komplementu
patfi: osmotickd lyza bakterii a vir(l, Gcast
na opsonizacnich procesech, odstraro-
vani imunokomplex( a apoptickych téli-
sek, podpora chemotaxe v procesu fago-
cytdzy. Efektorové funkce komplementu




moduluji adaptivni imunitni reakce a za-
sahuji i do fady fyziologickych procest
spojenych napf. s hematopoézou, repro-
dukci, metabolizmem lipidG nebo rege-
neraci tkani.

KS je sice vysoce ucinny a efektivni na-
stroj nespecifické imunity, ale pfi zvy-
$ené, nekontrolované aktivaci muze
zaroven poskozovat bunky vlastniho
organizmu. Proto je aktiva¢ni kaskada
piisné regulovéna a kontrolovana na r(iz-
nych Urovnich, a to formou membrano-
vych a plazmatickych inhibitorG. Obec-
nym regula¢nim mechanizmem je kratky
biologicky polocas komplementovych
slozek a syntéza inaktivnich forem.

V ramci regulace klasické cesty akti-
vace komplementu je klicovy C1 inhibi-
tor, ktery se podili na regulaci klasickych
a lektinovych aktivacnich cest komple-
mentu a kininovych, koagulacnich a fib-
rinolytickych drah.

Faktor | (FI) plsobi regulacné pro
viechny drahy aktivace, stépenim C4b
nebo inaktivaci C3b. DulezZitou roli hraji
kofaktory FI, membranovy protein MCP
(CD46) a DAF (CD55, decay-accelerating
factor) nebo komplementovy receptor
CR1 (CD35). Tyto faktory aktivuji FI. DAF
déle $tépi C3 konvertazy klasické i al-
ternativni cesty. Specifickym regulato-
rem alternativni drahy aktivace komple-
mentu je faktor H (FH). PGsobi na tfech
urovnich: inhibuje sestaveni enzymd
C3 a C5 konvertazy alternativni cesty
prostfednictvim kompetice s faktorem
B o vazbu C3b, usnadnuje rozpad kon-
vertdz vytésnénim vazaného faktoru Bb
a plsobi jako kofaktor pro serinovou pro-
teazu faktor | pti stépeni a inaktivaci C3b.

Regulace na urovni TCC existuje na
nékolika Urovnich. V pfipadé nepfitom-
nosti pevného bunécného povrchu do-
chazi ke konformacnim zménam a inak-
tivaci TCC, obdobné funguji i requla¢ni
proteiny klusterin a vitronektin. Povr-
chova molekula protektin (CD59) se vaze
na C8 a C9, tim dochézi ke konformacni
zméné a TCC je odstranén (to je hlavni
princip ochrany erytrocytl proti puso-
beni komplementového systému za fy-
ziologickych podminek).

Poruchy komplementu se mohou po-
dilet na vzniku: a) imunodeficientnich
stavy, b) autoimunit, malignit a infek¢-
nich onemocnéni a c) chorob spoje-
nych s dysregulaci KS [8]. Vsechny tyto
poruchy vsak maji rdzné klinické pro-
jevy, které se mohou u jednotlivych dia-
gnostickych jednotek kombinovat.

Primarni imunodeficity komplementu
jsou vzéacné s vyskytem 0,03 % v popu-
laci. Manifestuji se nejcastéji zvysenym
sklonem kinfekcim, vyvolanym prevazné
opouzdienymi bakteriemi (Neisseria me-
ningitidis, Streptococcus penumoniae,
Haemophilus influenzae typu b). Defi-
cit C1 inhibitoru vede k nadmérné akti-
vaci nejen komplementového, ale i ka-
likrein — kininového systému, coz vede
k nadprodukci bradykininu a vzniku he-
reditdrniho angioedému. Deficitni viak
mUze byt kterdkoliv slozka a jeji absence
se ¢asto nemusi ani klinicky projevit.

Poruchy komplementu asociované
s autoimunitnimi chorobami jsou spo-
jeny zejména s defekty inicidlnich kom-
ponent klasické cesty, resp. slozek C1,
C2 a C4. Komplementovy systém se rov-
néz vyznamné podili na odstranovani
imunokomplextd z cirkulace. Nicméné
jeho aktiva¢ni produkty soucasné pod-
poruji zanét, fibrozu a poskozeni tkani,
zvlasté pokud je aktivace dlouhodoba.
U postizenych jedincl byla popsana
predispozice zejména ke vzniku SLE,
deficience C3 slozky, ktera se sekun-
darné rozviji i pfi deficitech faktorl Hal,
byvé asociovana s autoimunitnimi pro-
jevy charakteru glomerulonefritidy [9].
Nekontrolovana aktivace komple-
mentu zplsobuje rovnéz trombotické
mikroangiopatie [10,11].

V rdmci imunopatologickych pro-
cesl spojenych s komplementovym sys-
témem muzeme detekovat i mutace
v genech kédujicich jednotlivé slozky
komplementu. Nejznaméjsi je priklad
somatické mutace PIG-A genu, jenz je
zodpovédny za tvorbu glykosylfosfati-
dylinositolu (tzv. GPI kotvy), ktery vaze
k bunécné membrané fadu antigent v¢.
CD59 a CD55 jez jsou inhibitory aktivo-
vaného komplementu. Postizené bunky
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tim ztrati ochranu pred ucinky komple-
mentu a dochazi k jejich destrukci, coz je
pfic¢inou vzniku onemocnéni PNH (paro-
xysmalni no¢ni hemoglobinurie).

Dysregulace komplementového sys-
tému je popisovana rovnéz u atypického
hemolyticko-uremického syndromu
(@aHUS, poruchy v regulaci alternativni
cesty aktivace komplementu) a C3 glo-
merulopatie (C3G), u které byly jako pfi-
¢inny geneticky faktor identifikovany
nékteré varianty v genech pro C3 slozku
komplementu, faktor B, Hal l.

V posledni dobé se ukazuje, ze kom-
plement hraje dulezitou roli i v rdmci
kancerogeneze [12]. Rada studii proka-
zala, Ze komplement je v nadorovém mi-
kroprostiedi (TME) rGznych typ( nador
rozsahle aktivovan, coz vede k iniciaci,
rlstu a metastazovani nadoru. Aktivace
komplementu v TME muze vytvaret pro-
tumorigenni mikroprostiedi, které pod-
poruje nadorové bujeni a zvysuje na-
dorové metastdzy prostiednictvim
jeho 3tépnych produktd C3a a/nebo
C5a, a to vazbou na jejich pfislusné
membranové receptory C3aR a/nebo
C5aR1[13,14].

PREANALYTICKA

FAZE LABORATORNI

DIAGNOSTIKY

Na konecny vysledek analyzy KS ma za-

sadni vliv dodrzZeni pravidel spravné pre-

analytické faze, a proto je nezbytné fidit

se nasledujicimi doporucenimi [15,16]:

a) srazlivou krve odebrat do sterilnich
zkumavek bez separatoru (nejlépe
sklenéné), nechat ,srazet” pri poko-
jové teploté, pak centrifugovat (do
dvou hodin po odbéru) v chlazené
centrifuze (10 min, 1 500x g)

b) sérum nebo plazmu uchovavat pfi
<4 °C (nékolik hodin), nasledné skla-
dovat pfi — 20 °C a pfi skladovani
> 1 tyden pfi - 70 °C,

¢) vzorky se nesmi opakované rozmrazo-
vat a zmrazovat,

d) receptorové struktury (CD znaky) mé-
feny pomoci pritokové cytometrie,
stejnd pravidla jako pro béznou ana-
lyzu CD znakad,
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Klasicka cesta
aktivace KS

normalni hodnota
nizka hodnota

normalni hodnota
normélni hodnota

nizka hodnota

Alternativni cesta
aktivace KS

normalni hodnota

normalni hodnota
nizka hodnota

normalni hodnota

nizka hodnota

Tab. 1. Orientacni vyhodnoceni funkc¢nich testt

Lektinova cesta
aktivace KS

normalni hodnota

normalni hodnota

normalni hodnota
nizka hodnota

nizka hodnota

Interpretace, nejcastéjsi deficience

deficience properdinu, faktoru B, faktoru D

deficience C3. Pfi konsumpce C3 deficience C5-C9.

nejedna se o defekt v KS
deficience C1q, C1r,C1s

deficience MBL, MASP1,2

e) autoprotilatky - stejnd doporu-
Ceni jako pro vysetrovani protilatek
(1 tyden 1-8 °C, > 1 tyden - 20 °C),

f) sérum je preferovany material pro vét-
sinu testU, pro Stépné produkty a akti-
vacni fragmenty je nutno pouzit EDTA
plazmu, pro funk¢ni testy se doporu-
Cuje pouziti séra.

Vzdy se doporucuje odebirat vzorky
pfed podanim plazmy nebo vyménnou
plazmaferézou. Doporucuje se testovat
Sirsi paleta testl pro komplexnéjsi inter-
pretaci vysledkd [8].

LABORATORNI
DIAGNOSTIKA

Zakladni laboratorni vysetfeni zahr-
nuje vysetfeni koncentrace jednotli-
vych slozek a vysetieni funk¢ni. Jako
testy prvni volby pfi podezieni na de-
ficit nebo monitorovéni zapojeni kom-
plementového systému do imunopa-
tologickych pochodd se doporucuji
funk¢ni testy, které zachyti zmény od
aktivace komplementu az po vytvo-
feni TCC komplexu. Teprve potom by se
mély testovat jednotlivé slozky a frag-
menty komplementu. Tradi¢ni oznaceni
funkcnich testd je CH50 (100) pro klasic-
kou cestu a AH50 (100) pro alternativni
cestu. Jednotkou CH50 (AH50) je ozna-
¢ovano mnozstvi séra, které za standard-
nich podminek zplsobi 50% lyzu defino-
vané suspenze ovcich erytrocyt(.

Za zlaty standard funkénich testl
jsou brany hemolytické testy dle Kabata
a Mayera [17]. Podrobny popis klasic-
kého a modifikovaného testu, ale i dal-
Sich funk¢nich testd aktivace komple-

mentu popisuje ve své praci Martinek
a Lochman [16]. | kdyz jsou funk¢ni he-
molytické testy vysoce citlivé, jsou ve-
lice pracné a technicky naro¢né, a proto
jsou v soucasné dobé opoustény a na-
hrazovany testy na principu enzymové
imunoanalyzy (ELISA) nebo testy vyu-
zivajici misto krvinek lipozom0. Kore-
lace mezi ELISA a klasickymi hemoly-
tickymi testy je linedrni pro klasickou
i alternativni cestu aktivace komple-
mentu u vysokych hodnot, ale ne u niz-
kych hodnot [18], obdobné vysledky
jsme potvrdili i v nasi laboratofi [16]. Re-
senim je, vyuzit CH50 hemolyticky test
jako konfirmacni test pro nizké hodnoty
CH50 ELISA [19].

Testy vyuzivajici lipozomy jako ndhradu
za senzibilizované ov¢i erytrocyty, jsou
dostupné jako aplikace na biochemické
analyzatory. Korelace s hemolytickymi
testy vykazuje dobrou shodu. Testy na
principu jednoduché radialni imunodi-
fuze, jsou Casové naroc¢né a vysledek je
spiSe orienta¢ni a v dnedni dobé se jiz
v rutinni klinické praxi nevyuzivaji.

Pro orientac¢ni vyhodnoceni funkcnich
testq, Ize vyuzit tab. 1.

Jak vyplyva z tab. 1, tak teprve po sta-
novené funkcni aktivity komplementu
by se mély méfit koncentrace (aktivity)
jednotlivych slozek. Pfi stanovovani jed-
notlivych slozek komplementu je volba
metody zavisla na koncentraci analyzo-
vané slozky nebo jeji dostupnosti. Vyu-
zivaji se predevsim metody nefelome-
trie, turbidimetrie a ELISA. Laboratore
rutinné nabizeji pfedevsim stanoveni
C3 a (4, dale pak C1-INH (koncentrace
a funkeni test), C2 a C5. Stanoveni kon-
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centrace MBL metodou ELISA je dosta-
Cujici pro posouzeni aktivace komple-
mentu lektinovou cestou.

Autoprotildtky byly popsany prakticky
proti vsem slozkam komplementu v¢. je-
jich fragmentd a regulator(. Nachazime
je u systémového lupus erythematodes
(SLE, a-C1q), aHUS (a-FH), ziskaného he-
reditarniho angioedému (a-C1inhibitor)
a C3G (a-c3b, a-FB), mizeme je deteko-
vat po virovych infekcich, zvlasté u déti.
Nicméné klinicky vyznam ma jen ome-
zena ¢ast z nich. Nejvétsi klinicky dosah
maji autoprotilatky proti regula¢nim
slozkdam komplementu.

Jako ziskana dysfunkce (abnorma-
lita) v regulaci KS se uvadi vyskyt auto-
protilatek proti FH (anti-FH) [20]. FH je
hlavni regula¢ni faktor alternativni cesty
KS. IgG anti-FH inhibuji vazbu FH k C3b
a bunéénym povrchdim [21]. Nizkou hla-
dinu C3 mGzeme pozorovat v 40-60 %
pfipadl pacientd s anti-FH, ve vztahu
k titru autoprotilatky. Anti-FH je popi-
sovan u 6-11 % pripadd aHUS [22]. Au-
toprotilatky proti FH se nejcastéji na-
chazeji u détskych pacientd s aHUS. Pro
detekci autoprotilatek proti FH se pou-
zivd metoda ELISA [23].

ATYPICKY HEMOLYTICKO-
-UREMICKY SYNDROM (AHUS)
A JEHO LABORATORNI
DIAGNOSTIKA

Atypicky hemolyticko-uremicky syndrom
je jednim ze zavaznych onemocnéni vy-
volanych chronickou nekontrolovanou
aktivaci komplementu. U pacientl s kli-
nickymi pfiznaky charakteristickymi pro
aHUS, musime pfi stanoveni diagnézy po-



stupovat vylu¢ovacim zplsobem. Na po-
¢atku diagnostického postupu se rozlisuje
mezi IA-HUS (HUS asociovany s infekci
Escherichia coli produkujicich shiga toxin
(STEC) nebo Streptococcus pneumonie
a TTP (trombotickd trombocytopenicka
purpura), kterd vznika v pripadé nedo-
statku funk¢ni aktivity ADAMTS-13 (a di-
sintegrin-like and metalloproteinase with
trombospondin type 1 motif 13) a vede
k spontanni agregaci trombocytt v krev-
nim fecisti a ndslednému vzniku trombd.

aHUS, jak bylo zminéno vyse, je spou-
$tén poruchami v regulaci alternativni
cesty aktivace komplementu.

Regulace KS je vicestupnova, aHUS
neni spoustén pouze jednim mechaniz-
mem (defekt napf. v jednom regulatoru),
ale defekt je mozny na vice stupnich re-
gulace. Proto se laboratorni diagnostika
opird o celou paletu testl (pozn. neexis-
tuje jeden test, ktery urci diagnézu jako
deficit ADAMTS13 uTTP).

Pro potvrzeni Ucasti aktivace, resp.
deregulace komplementu u pacienta
s aHUS (akutni ataka, stabilizovana faze
po akutni pfihodé nebo kontrola lé¢by),
se doporucuje provadét nasledujici testy
nebo skupiny testl, (pozn. u diagnézy
aHUS se ustupuje od doporucovaného
schématu, prvni linie testu — funkcni test
KS a nasledné jednotlivé slozky KS) [19]:
a) kvantifikace komponent (C3, C4,

sC5b-9) [24];

b) kvantifikace regulatord (FH, Fl, FB);
¢) stanoveni aktivity KS klasickou (CH50)

a alternativni (AH50) cestou;

d) FH funk¢ni stanoveni, modifikovany

Hamv test [25];

e) stanoveni protilatek proti FH;
f) exprese MCP na leukocytech pomoci

pritokové cytometrie [26];

g) genetickd analyza kandidatnich
gent (FH, FI, MCP, C3, FB, THBD,
DGKE, CFHR1-5 a CNVs v CFH-CFHR
oblasti) [27].

INTERPRETACE

A POZNAMKY K VYBRANYM
TESTUM

Vysledky testl zaméfenych na komple-
mentovy systém nejsou jednoznacné,

jejich interpretace je slozitd a ¢asto ne-
davaji klinikovi jasnou odpovéd.

Obecné lze fici, Ze normalni hladiny
jak slozek, tak regulatort komplementu
nemusi vylu¢ovat diagnézu aHUS, pro-
toze vétSina mutaci vede k funkénimu
poskozeni proteinu komplementu bez
detekovatelné zmény jeho koncent-
race. V takovych pfipadech pom(ze
funk¢ni testovani dané slozky (vétsi-
nou nebyva k dispozici) nebo geneticka
analyza [28].

Sérovy profil komplementu u aHUS
by mél odrazet predevsim aktivaci AP
(alternativni cesty) i spotfebu komple-
mentu s akumulaci fragmentt aktivace
AP, ale bez ucasti klasické a lektinové
cesty aktivace komplementu. Pozoru-
jeme nizsi hodnoty CH50, C3 a FB, déle
snizené hodnoty AH50, FH, FI.

Snizena hladina C3 (snizeni C3 kore-
luje s genetickou mutaci v C3) je pozo-
rovana u 30-40 % pacientt s aHUS, nor-
malni hladina C3 nevylucuje diagnézou
aHUS [29]. Normalni hladina C4 a sni-
7zend C3 mlze byt zpUsobend aktivaci
AP. Nizkd hladina C3 je pozorovéna u pa-
cientd s mutacemi FH, FI a MCP (nor-
malni hladina C3 nevylucuje pfitomnost
mutace).

Nejen normalni hladina C3 a C4, ale
i FH a Fl nevylucuje diagnézu aHUS a sni-
zeni C3 mUiZe byt pozorovano v akutni
fazi STEC-HUS nebo Streptococcus
pneumoniae-HUS.

Hladiny TCC indikuji hladinu aktivace
komplementu ve vzorku. Vysoké hla-
diny aktivace komplementu byly pro-
kazany u raznych chorobnych stavd, v¢.
SLE a dalsich autoimunitnich onemoc-
néni, revmatoidni artritidy, u akutnich
respiracnich potizi a béhem zanétlivych
onemocnéni.

Nizké hladiny C3 v séru, ale nor-
malni hladiny C4 jsou béznym néalezem
u C3G.

GENETICKE TESTY VS.
SEROLOGIE

Pro potvrzeni podezieni na vrozeny de-
ficit v systému komplementu je mozno
provést genetické vysetreni, které je
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v pfipadé deficitu nékterych slozek je-
dinou moznou definitivni verifikaci dia-
gndézy. Ovsem geneticka diagnostika KS
je komplikovang, a ne vzdy jednoznacna
v interpretaci (zkreslend odchylkami
v poctu kopii, bodovymi mutacemi a pfi-
tomnosti pseudogen).

Celkem 60 % pfipadd aHUS ma nor-
malni hladiny komponent a regula-
torG KS a defekt v KS mize byt nalezen
pouze pomoci genetické analyzy. Gene-
tické mutace jsou nejcastéji odhaleny
v genech pro FH, Fl, MCP, thrombomo-
dulin (THBD), aktivator( komplementu
FB a C3. FH je nejdilezitéjsi regulator
AP, mutace v genu pro FH nalézdme
25-30 % pfipad u aHUS. Sérové hla-
diny jednotlivych proteini KS pomahaji
interpretovat data z genetickych analyz
a funkénich testd [27].

Je nutné si uvédomit, Ze genetické
poruchy spojené s aHUS jsou vice pre-
disponujici nez pfimo pFicinné. 50 %
nosi¢l mutace v FH a MCP (varianta
s aHUS asociované mutace) nevyvine
onemocnéni [19], mutace se naché-
zeji i u zdravych ¢lenl rodiny pacientt
s aHUS [30,31]. Hledaji se faktory, které
spoustéji onemocnéni, jako: infekce,
téhotenstvi, malignity, transplantace,
medikace.

MONITORING
ECULIZUMABU

A RAVULIZUMABU

Eculizumab (monoklonalni protilatka
vézici se na C5) je ucinny Iék pro lé¢bu
aHUS a PNH. Je snaha nalézt test (testy),
ktery pomUze nejen pfi monitoringu
[é¢by eculizumabem [32], ale také pfi ar-
gumentaci pro zahajeni [éCby.

K monitoringu inhibice KS eculizuma-
bem se vyuzivaji dva pfistupy.

Prvni strategie je zalozend na méfeni
funk¢ni aktivity (test CH50) [33]. Eculizu-
mab potlacuje (blokuje) CH50 aktivitu
pod 10 % normalni hodnoty. Metoda se-
Ihava u pacientl s tézkym deficitem FH
(homozygot FH mutace), kde je aktivita
CH50 stéle nizka. C3 se pri |écbé eculi-
zumabem nenormalizuje [34,35]. Ardi-
ssino et al. [36] poukazuji na uzite¢nost
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funk¢nich testd komplementu pfi mo-
nitorovani frekvence podavani eculizu-
mabu, predevsim jako prevenci relapsu.
Snizena aktivita funkcnich testt komple-
mentu byla pozorovéna i pfi delSim in-
tervalu mezi poddvanim eculizumabu
(ze standardnich 14 dni na 21, resp. 22).
Ardissino et al. navrhuji ddvkovat eculi-
zumab dle aktivity komplementu klasic-
kou cestou (< 30 % aktivity soupravou
fa Wieslab), v tom se lisi od doporu-
¢eni KDIGO (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes) [37], doporucuji
<10 %.

Druha strategie dle Catalanda et al. [38]
doporucuji jako vhodné testy pro dia-
gnostiku a sledovani pacientt s aHUS,
testy pro stanoveni termindlnich slozek
C5aaC5b-9.Vyssikoncentrace C5b-9 po-
mahaji identifikovat pacienty, u kterych
bude lé¢ba eculizumabem uUspésna. Je
predpoklad, Ze testy pro stanoveni C5a
a C5b-9 mohou slouzit jako marker pred-
povidajici odpovéd pacienta na terapii
eculizumabem [36]. Nicméné nékteré
prace tento postup vylucuji, protoze
byly u pacientl v remisi zjistény zvysené
koncentrace eculizumabu [37].

Pro monitorovani ravulizumabu (ana-
logie eculizumabu) je doporucovan he-
molyticky test nebo ELISA (AH50 Wieslab
ELISA), nedoporucuje se pouziti metody
CH50 na lipozomové bazi, z divodu niz-
kého pH (5,0) jedné z reagencii, ktera
podhodnocuje naméfenou inhibici to-
hoto testu [39,40].

ZAVER

Komplementovy systém je velmi slozity
komplex (kaskada) proteind. Z divodl
aktiva¢nich procest, bude laboratorni
diagnostika komplementu vzdy zalezet
na dodrzeni preanalytické faze vyset-
feni. Aktualné sledujeme zmény v me-
todickych pfistupech pro diagnostiku
komplementu, sméfujici ke standardi-
zaci a automatizaci. S uplatnénim mono-
klonélnich protilatek v 1é¢bé nékterych
onemocnénich spojenych s dysregulaci
komplementového systému vyvstaly
pozadavky na nové laboratorni testy
a testovaci postupy.
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