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SOUHRN

IgA nefropatie je nejcastéjsi primarni glomerulonefritida. Do jeji etiopatogeneze jsou
zapojeny mezangialni depa imunitnich komplext, v nichz se jako antigen uplatiuje
abnormalné glykosylované polymerni IgA1l. Makromolekularni imunitni komplexy nejsou
efektivné odstrafiovany jatry a jejich depozice v mezangiu ledvin stimuluje proliferaci
mezangialnich bun¢k a zvySenou tvorbu proteini extracelularni matrix, coz v Kone¢ném
disledku vede ke snizeni az ztrat¢ renalnich funkci. Az tfetina pacientll s IgA nefropatii
dospéje v prubeéhu 20 let od diagnoézy k nezvratnému selhani ledvin. Teoretickd cast
diplomové prace shrnuje soucasné poznatky o molekularnich mechanismech vzniku IgA
nefropatie, tvorbé a biologické aktivité cirkulujicich imunitnich komplext, genetickych
faktorech a soucasnych moznostech 1é€by tohoto onemocnéni. Experimentalni ¢ast prace se
zabyva stanovenim proliferacni odpovéedi tkanové kultury mezangidlnich bunék po stimulaci
séry pacienti s IgA nefropatii a kontrolnimi séry. Pomoci metod inkorporace *H-thymidinu
a intracelularniho barveni fluorochromem CFSE byla stanovena schopnost sér pacientt s IgA
nefropatii a Kontrol stimulovat proliferaci mezangialnich bun¢k in vitro. Nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v prolifera¢ni aktivité sér pacientd s IgA nefropatii a kontrolni skupinou.
Metodou ELISA byla stanovena vyssi koncentrace celkového IgA 1 mnozstvi cirkulujicich
imunokomplexti u pacientl S IgA nefropatii. Byla stanovena proliferacni aktivita séra pacienta
s IgA nefropatii po frakcionaci, ktera ukazala piitomnost stimula¢nich a inhibi¢nich

imunitnich komplexd.

Kli¢ova slova: Cirkulujici imunitni komplexy, imunoglobulin A, IgA nefropatie, mezangium,

proliferace mezangialnich bun¢k



SUMMARY

IgA nephropathy is the most common primary glomerulonephritis. In its
etiopathogenesis is caused by mesangial deposition of immune complexes containing
aberrantly glycosylated polymeric IgAl. Macromolecular immune complexes are not
effectively eliminated by the liver and its deposition in the renal mesangium stimulates
proliferation of mesangial cells and extracellular matrix proteins expansion leading
to a decrease or eventually loss of kidney function. Within 20 years from diagnosis up to
a one third of patients with IgA nephropathy developes irreversible end stage renal failure.
The theoretical part of diploma thesis summarizes the current knowledge about the molecular
mechanisms involved in IgA nephropathy, formation and biological activity of circulating
immune complexes, genetic factors and current treatment options for this disease.
The experimental part deals with the determination of proliferative responses of cultured
mesangial cells after stimulation with sera from patients with IgA nephropathy and control
sera. The ability of sera from patients with IgA nephropathy and controls to stimulate
proliferation of mesangial cells in vitro was determined by *H-thymidine incorporation assay
and by CFSE intracellular staining. There was no significant difference in the proliferative
activity of serum from IgA nephropathy patients and controls. Using ELISA approach,
a higher concentration of total IgA and circulating immune complexes was determined
in patients with 1gA nephropathy. Further, it was determined proliferative activity
of molecular size-fractionated serum from a patient with IgA nephropathy, which showed

the presence of stimulatory and inhibitory immune complexes.

Keywords: Circulating immune complexes, imunoglobuline A, IgA nephropathy, mesangium,

mesangial cells proliferation
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1 UVOD

Imunoglobulin A nefropatie (IgAN) patii mezi jedno z nejcastéjSich zanétlivych
onemocnéni ledvinnych glomerulii. Glomeruly jsou mikroskopické zakladni filtra¢ni jednotky
ledvinné tkan€¢ a jejich zanéty odborné oznaCujeme jako glomerulonefritidy.
Glomerulonefritidy jsou zanéty neinfekéni, jsou zplisobeny abnormalnimi funkcemi naseho
imunitniho systému (Teplan, 2006).

Patogeneze IgAN neni zcela objasnénd, ziejmé se zde uplatituje porucha v imunitnim
systétmu a nckteré genetické faktory. Stale pifibyva nové€jSich diikazi o tom, Ze odchylna
skladba postrannich cukernych fetézcl, pfipojenych v ramci posttranslaéni modifikace
tézkého fetézce imunoglobulinu Al je antigenni determinantou pro vazbu protilatek, a tedy
tvorbu cirkulujicich imunokomplext. Ty se nasledné ukladaji v mezangiu ledvin, kde vznika
zanétliva reakce, ktera iniciuje buiiky mezangia k proliferaci a aktivaci dalSich patologickych
procesu (Suzuki et al., 2011). IgA nefropatie je nejcastéj$i primarni glomerulonefritidou
vSude na svété¢ a mezi primarnimi glomerulonefritidami nejcastéjsi pricinou chronického
selhani ledvin. Az tfetina nemocnych dospéje v prabehu 20 let k nezvratnému selhani ledvin
(Tomana et al., 1999). Onemocnéni tak pfedstavuje zavazny medicinsky, socialni
I ekonomicky problém vyplyvajici z dialyza¢né-transplantacni 1é¢by.

Nové poznatky V pochopeni genetické dispozice k IgA nefropatii a patogenezi tohoto
onemocnéni, pfedev§im objasnéni struktury imunitnich komplext a jejich biologické aktivity
by tak brzy mohly ptinést i vyznamny pokrok v 1é¢bé tohoto zéavazného, pomalu

progredujiciho onemocnéni se stale Spatnou dlouhodobou prognozou (Mestecky et al., 2013).


http://www.stefajir.cz/?q=glomerulonefritidy
http://www.stefajir.cz/?q=glomerulonefritidy

2 1gA NEFROPATIE

Imunoglobulin A nefropatie, oznaCovana také jako Bergerova choroba ¢i
mezangioproliferativni nefropatie byla poprvé klasifikovana v roce 1968 francouzskymi lékafi
Jeanem Bergerem a Nicolasem Hinglaisem jako nefropatie charakterizovana epizodickou
hematurii asociovanou s difuznimi depozity IgA vV mezangiu glomerulti. Onemocnéni bylo
definovano na zaklad¢ imunofluorescen¢niho nalezu dominujicich depozit imunoglobulinu A
(IgA) a imunoglobulinu G (1gG) v glomerularnim mezangiu, ¢asto doprovazenych C3 slozkou
komplementu a vzacné imunoglobulinem M (IgM) (Berger et Hinglais, 1968). IgAN je
vV soucasné¢ dobé nejvice studovanou glomerulonefritidou. U 1/3 pacientli se onemocnéni
klinicky vyhoji, u 1/3 mocovy nalez perzistuje, aniz by klesala funkce ledvin, a u 1/3
onemocnéni piechdzi do progredujici formy s pomalym nastupem chronického selhani ledvin
vyzadujici dialyzu aZ transplantaci ledvin. Pfiblizné¢ 25 az 30 % nemocnych s IgAN
progreduje béhem 20-25 let trvani onemocnéni do stddia termindlniho selhdni ledvin
(Hraskova et al., 2006).

Jedna se o chronické imunokomplexotvorné onemocnéni (hypersenzitivni reakce III.
typu) s dosud ne zcela objasnénym mechanismem vzniku. Onemocnéni je charakterizovano
nadprodukci atypickych IgA, které jsou rozliSovany autoprotilatkami nebo v dasledku
abnormalit v molekularni struktufe samy precipituji do formy imunokomplexd a to ziejmé
pievazné¢ v cirkulaci. Tyto cirkuluyjici imunokomplexy (CIK) se ukladaji v mezangiu
glomerull, kde aktivuji zanétlivou odpovéd’. Ta se projevuje proliferaci mezangialnich bungk,
zmnozenim mezangialni matrix S riiznym stupném sklerotizace a dalSich aktivnich zmén, viz
Obrazek ¢. 1 (Mestecky et al., 2013). Pro diagnézu IgAN je az do soucasnosti jedinym
rozhodujicim vySetfenim imunofluorescenéni prikaz interkapilarnich depozit IgA
Vv bioptickém materialu z ledviny. Pfitomnost mezangialnich depozit IgA je téz ndhodnym
nalezem u fady pitvanych osob, které za svého Zivota nemély zadné klinické ptiznaky IgAN
(Suzuki et al., 2003). Opakovany nalez glomerularnich lozisek IgA je Casto nalézan také
U pacientli V klinické remisi IgAN, ktefi maji normalni koncentraci sérového kreatinu

a fyziologicky mocovy nalez (Yoshikawa et al., 1990).



Obrazek €. 1: Imunofluorescenéni a svételnd mikroskopie biopsii ledvin pacientl s IgA nefropatii.
(a) Obraz z fluorescencniho konfokdlniho mikroskopu, glomerulus barveny na IgA (anti-IgA protilatka
znacend fluorescein isothiokyandtem) ukazuje granurdlni mezangidlni imunodepozita (sviti zelené);
(b, €) Obrazy svetelné mikroskopie prokazujici rozpinajici se mezangialni matrix. Vzorky jsou barveny
hematoxylinem a eosinem (b) nebo kyselinou jodistou a Schiffovym reagens (PAS) (C) (prevzato

a upraveno dle Mestecky et al., 2013).

Klinicky prabéh tohoto onemocnéni je velmi variabilni, z ¢ist¢ klinického hlediska
¢asto némy, a pokud hovofime o symptomech, mame na mysli prevazné znamky laboratorni.
Obvykle je IgAN charakterizovana opakujicimi se epizodami makroskopické hematurie,
mirnou proteinurii a glomeruldrnimi zménami spojenymi s progresi, ¢i bez progrese,
k chronické renalni insuficienci. Onemocnéni je Casto diagnostikovano nahodné, prikazem
erytrocyturie pfi preventivnich prohlidkach nebo pii ndhle vzniklé nebolestivé makroskopické
hematurii (Mestecky et al., 2013). Ataka hematurie se muze objevit jak jednorazové, tak
I vicekrat v pribéhu onemocnéni, intervaly jsou vSak nepravidelné. AZ polovina nemocnych
ma makroskopickou hematurii alesponi 1 krat kdykoliv v priibéhu nemoci. V mezidobi mize
pretrvavat asymptomatickd mikroskopickd hematurie nebo je nalez v moci zcela normalni
(Monhart, 2001). Charakteristickym rysem IgAN je vyskyt nebo zvyraznéni hematurie v tésné
Casové zavislosti na vzniku akutniho zanétlivého onemocnéni hornich dychacich cest
(Valderrabano et al., 1996). Na ptitomnost onemocnéni mohou nemocného dale upozornit
otoky pfi nefrotickém syndromu ¢i pfiznaky arterialni hypertenze, naptiklad bolesti hlavy
(Mestecky et al., 2013). Mnoho let je nejspolehlivéjsim ukazatelem aktivity IgAN vyse
proteinurie. Pti proteinurii kolem 1 g za 24 hodin byva erytrocyturie 10 mil./24 hodin, pfi
téz8ich forméch s proteinurii kolem 3g za 24 hodin byva erytrocyturie kolem 30 mil./den.
Prognéza je tim zavazné&jsi, ¢im vétsi je nalez v moci. Za ptijatelnou hodnotu proteinurie se

u dospélého jedince povazuje hodnota 0,5 g/24 hodin. Sérovy kreatin a hladina komplementu
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jsou obvykle normalni, ale koncentrace IgA je zpravidla zvySena (Teplan, 2006). Extrarenalni
projevy IgAN jsou jen subklinické (napf. depozita IgA1 v cévach kiize), pokud je pfitomna
kozni purpura, gastrointestinalni symptomatika ¢i bolesti kloubi, klasifikujeme onemocnéni
jako purpuru Henoch-Schonleinovu. Ta je velmi obtizné odliSitelna od IgAN, nebot’” obé
onemocnéni maji shodnou patogenezi a také stejny imunofluorescencni nalez v biopsii
ledviny (Donadio et Grande, 2002). U IgAN je tedy diagnoza bioptickd. Ve svételné
mikroskopii nachazime jen nespecifické, zpocatku mirné proliferativni zmény, které mohou
postihovat pouze ¢asti nékterych glomeruld. Diagndzu stanovi teprve imunofluorescenéni
mikroskopie, ktera odhali jasné svitici depozita IgA, Casto doprovazend uloZeninami C3
slozky komplementu algG a nebo IgM. V elektronové mikroskopii jsou tato depozita
lokalizovana v mezangiu glomerulti. Rada dosud pouzivanych patologickych klasifikaci IgAN
byla zalozena na patologickych mikroskopickych nalezech a nebyla provedena korelace
s laboratornimi vysledky a klinickym obrazem a znacn¢ tim byla limitovana moznost odhadu
progndzy onemocnéni. Nejvice pouzivana je klasifikace dle Haase (Haas, 1997), kterd ovSem
zohlediiuje pouze morfologické zmény glomeruli. Proto byla skupinou vyznamnych
nefrologti a patologti formovana nova Oxfordska klasifikace zahrnujici dilezité patologické
a klinické rysy IgAN. Tato nové¢jsi klasifikace uvedena v Tabulce € 1 hodnoti také
tubulointersticialni regresivni zmény ¢i zmény na cévach, prokazala vyznamny vztah mezi

stupném atrofie tubult a intersticialni skler6zou a zavaznosti IgAN (Cattran et al., 2009).

Tabulka €. 1: Oxfordska klasifikace bioptického nalezu u IgA nefropatie.

Typ poskozeni Definice Skére
Mezangialni hypercelularita <4 MC/ oblast mezangia = 0 MO < 0,5
4-5 MC/ oblast mezangia = 1 M1>0,5

6—7 MC/ oblast mezangia = 2
> 8 MC/ oblast mezangia = 3

Segmentalni glomeruloskleréza Jakykoli po¢et glomerult poskozenych S0 — nepfitomna
segmentalni sklerotizaci ¢i pfitomnost adheze S1 — pfitomna

Endokapilarni hypercelularita Zvyseny pocet bunék v glomerularnim EO — nepfitomna
kapilarnim lumen zpusobuijici jeho zdzeni E1 — pfitomna

Tubularni atrofie/ intersticialni % kuiry postizené tubularni atrofii nebo TO - 0-25 %

fibroza intersticialni fibrézou T1 - 26-50 %

T2->50%
(MC — mezangialni buriky; hodnoty mezangidlni hypercelularity jsou primérem pozorovanym

na vsech glomerulech, kde pojem “oblast mezangia* je definovan jako oblast separovana zuzeninami

majicimi meéné jak dve MC jadra, prevzato a upraveno podle Cattran et al., 2009)
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IgA nefropatie postihuje vSechny vékové skupiny, ovSem nejcastéjsi vyskyt je u déti
a mladych jedinct do tficeti let (D"Amico, 1987). VétSina onemocnéni je sporadickych, ale
rodinny vyskyt byl opakovan¢ popsan (Julian et al., 1985). Jedna se o onemocnéni s rozdilnou
geografickou a rasovou prevalenci. Patogeneze onemocnéni a pfi¢ina rasovych rozdil
a rozdilt ve véku v dob¢ ndstupu onemocnéni neni zcela jasna, pfedpoklada se vyznamny vliv
genetickych faktord. Incidence IgAN udavana jako mikroskopicky prikaz IgAN v nativnich
biopsiich ledvin provadénym v dané oblasti ¢i skupin€¢ v rdmci nefrologické diagnostiky,
predstavuje kolem 5-10 % v USA, mezi 10-20 % Evrop¢ a Australii a 30-40 % v Asii. Jen
vyjimeéné postihuje populaci africkych ¢ernochii (Monhart, 2001). IgAN postihuje mnohem
Castéji muze nez Zeny, ale i zde jsou rozdily Vv jednotlivych kontinentech. S nepiiznivou
prognoézou onemocnéni jsou spojené¢ muzské pohlavi, vyssi vEk, pfitomnost hypertenze,
(D’Amico, 1987). V Ceské republice piedstavuje IgAN 34 % vSech primarnich
glomerulonefritid a k1. lednu 2015 byl monitorovan vyskyt tohoto onemocnéni zhruba
na 14 novych piipadii za rok na 1 milion obyvatel (Cesky registr biopsii nativnich ledvin
1994-2015; cit. 10. 1. 2016).

Specifickd 1é€ba dosud neni zndma, =zakladni vyznam ma blokdda drahy
renin-angiotenzin a u pacientt s vyssi proteinurii (nad 1g/24 h) glukokortikoidy. Pfiznivy vliv
na pribéh IgAN mize mit i rybi olej. O zpisobu 1é¢by rozhoduje mira hypertenze, velikost
proteinurie, uroven ledvinové funkce a histologicky nalez. Pfitomna ledvinova nedostate¢nost
se 1é¢i podle stupné zavaznosti konzervativnim zplusobem nebo nédhradou funkce ledvin

dialyzou ¢i transplantaci (Matousovic et al., 2015).
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2.1 Imunoglobulin A

Imunoglobulin A je jedna z péti hlavnich tiid lidskych protilatek (imunoglobulint)
vyskytujicich se u ¢lovéka. IgA je nejvyznamnéjsi protilatkou specifické humoralni slizni¢ni
imunity. Jedna se o glykoprotein produkovany plazmatickymi bunikami a plazmablasty
v lymfatickych tkanich. Molekulova hmotnost IgA je 150 kDa. Hlavnim fyziologickym
ukolem slizni¢nich imunoglobulint je branit mikroorganizmim v adhezi na slizni¢ni povrch.
IgA se prostiednictvim svych cukernych fetézcu (zahrnujici oligosacharidy J-fetézce
a sekreéni komponenty) vaze na lektiny bakterii (Royle et al., 2003). Tato vazba zabrani
kontaktu mikroorganizmu s cukernymi fetézci na epiteliich sliznic, adhezi k nim, zanétlivé
aktivaci slizni¢nich epitelii a v kone¢ném disledku rozvoji zanétu. Sérovy IgA, na rozdil
od IgG, neaktivuje klasickou cestou komplement, a proto jeho interakce s mikroorganizmy
nevyvolava agresivni zanét (Russell et al., 1997). IgA mize ovSem aktivovat komplement
prostfednictvim proteinu vaziciho manézu (angl. mannose-binding protein; MBP).
U ledvinovych onemocnéni byla tato cesta aktivace komplementu popséna jen V nekolika
malo publikacich (Roos et al., 2001).

IgA je jako sekrecni imunoglobulin pfitomen ve slindch, slzach, matefském mléce,
moc¢i a v sekretech Zenského 1 muZského pohlavniho traktu, kde zabranuje kolonizaci
mikroorganizmi a rozvoji infekce (Bartliikova et Paulik, 2011). IgA je glykoprotein, ktery se
pouze u ¢loveéka a nékterych primati vyskytuje ve dvou podtiidach: IgAl a IgA2. Oba typy se
mohou vyskytovat v monomerni (mIgA), ale i v polymerni (pIgA) form¢. Cirkulujici IgA je
tvofen piedev§im podtiidou monomerniho IgAl (asi 85 %). Naopak sekre¢ni IgA
na sliznicich je prevdzné v polymerni formé s IgAl jako dominantni podtifidou v dychacim
a hornim gastrointestindlnim traktu. V tlustém stfevé a Zenském pohlavnim traktu je v mirné
prevaze IgA2. IgA2 ma navic dva alotypy, oznaCované jako A2m(1) a A2m(2), jejichz
zastoupeni vykazuje rasovou zavislost (Garred et al., 2005). Polymerni IgA produkovany
ve slizni¢nich tkanich je po vazb& na transmembranovy receptor, nazyvany polymerni
imunoglobulinovy receptor (pIgR), selektivné transportovan na slizni¢ni povrchy spolu s ¢asti
receptoru nazyvanou sekreéni komponenta. Jedna se o glykoprotein, ptipojeny k sekreénimu
IgA, <¢imz zvySuje odolnost protilatky  vici proteolytickym  enzymlim, zvlaste
Vv gastrointestinalnim traktu (Woof et Mestecky, 2005).

Molekula 1gA se sklada ze dvou lehkych a ze dvou tézkych fetézcl, vzajemné
spojenych kovalentni vazbou disulfidickymi mustky. Dva vrcholy molekuly oznacujeme jako

F (ab’),, bazalni ¢ast jako Fc. Vazebné centrum pro antigeny je na dvou vrcholech molekuly
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a je soucasti F (ab"),. Aminokyselinova skladba vazebného centra F (ab’); je variabilni (znaci
se V), a proto je schopna vazat pro ni specificky antigen. Monomer IgA ma 2 vazebna mista
pro tentyz antigen sestavajici z hypervariabilnich segment lehkych a tézkych fetézcu
na vrcholu kazdého F (ab”),. Ostatni ¢asti maji neménné potfadi aminokyselin stejné u vSech
molekul téze tiidy IgA, a tvoii konstantni ¢ast molekuly sestavajici ze tfi domén,
oznacovanych jako Cal, Co2 a Ca3 (Mestecky et al., 2013). Na Fc segment se vazi rizné
receptory, které jsou pfitomny hlavné na bunkach bilé krevni fady. Uprostfed molekuly, mezi
Cl a C2 doménou té€zkého fetézce, je 19 aminokyselin dlouha pantova oblast (angl. hinge
region). Zcela na bazi molekuly IgA se nachazi C-koncova cast tézkého tetézce (angl. tail)
obsahujici 18 aminokyselin dlouhy polypeptid, diky kterému se mohou molekuly IgA snadno
vzijemné spojovat za asistence J-fetézce a tvofit dimer aZ tetramer. Umérné tomu pfibyva
specifickych vazebnych mist pro antigen (Novak et al., 2001).

Denni produkce IgA u ¢loveka (~ 50 mg/kg) daleko ptevysuje produkci vSech ostatnich
izotypt imunoglobulinti dohromady, ale protoZze se rychle katabolizuje v jatrech, je jeho
plazmaticka hladina niz$i nez IgG (Mestecky et al., 2005). Koncentrace IgA v séru je 0,9
az 3,5 mg/ml a polocas rozpadu 5 az 6 dni (Bartinkova et Paulik, 2011). Nemocni s IJAN
maji zvySené sérové koncentrace IgA, polymerniho IgA, IgA revmatoidniho faktoru
a imunitnich komplexi obsahujicich IgA. Vzestup sérového IgA se nachazi u poloviny
pacientil IgAN (Monhart, 2001). Imunoglobulin A je v souvislosti s ledvinovymi chorobami
vniman obvykle jen v patogenetickém vztahu k IgA nefropatii. Uplatiiuje se vsak iu fady
dalSich primarnich glomerulonefritid. Glomerularni uloZeniny IgA jsou castym néalezem
u alkoholické cirh6zy a chronickych jaternich onemocnéni, u nespecifickych sttevnich zanéta

a u fady dal$ich chorob (Barttiikova et Paulik, 2011).

2.1.1 1gAlimunoglobulin

Imunoglobulin A se u ¢lovéka a nékterych primatt vyskytuje ve dvou podtiidach IgAl
a IgA2. Oba izotypy maji vysoky stupen homologie, jedna se o glykoproteiny lisici se typem
glykosylace. Oba maji bézné se vyskytujici N-glykosidicky fetézec, ale IgAl patii mezi
vzacné se vyskytujici cirkulujici glykoproteiny s navazanymi O-glykany (Woof et Mestecky,
2005). Protoze se pii IgA nefropatii uklada v glomerulech vyhradné IgAl, je vyzkum jeji
patogeneze zaméten na odchylky v jeho struktufe, predevsim ve struktuie O-glykosidicky

vazanych cukrt.
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Fylogeneticky mladsi IgA1 ma oproti IgA2 delsi spojovaci oblast mezi prvni a druhou
konstantni doménou tézkého fetézce, takzvanou pantovou oblast ato o 13 aminokyselin.
Evolu¢ni vyznam vzniku a fixace pantové oblasti IgA1 neni dosud zcela objasnén. Pfitomnost
pantové oblasti IgA1 si vSak vybird 1 svou dan, a to mimo jiné v moznosti vzniku IgAN.
Unikatni aminokyselinovd sekvence pantové oblasti IgAl, obsahuje dvé oktapeptidové
opakovani: Pro-Val-Pro-Ser-Thr?*Pro-Pro-Thr??®Pro-Ser?*°ProSer?**Thr?**-pro-Pro-Thr?*
-Pro-Ser-Pro-Ser-Cys. Tato ¢ast molekuly c¢ini IgAl vyjimecnou mezi cirkulujicimi
glykoproteiny, protoze na hydroxylové skupiny serinu a threoninu se vazi cukerné fetézce
(O-glykany). Z deviti potencionaln¢ moznych glykosyla¢nich mist (POGSs, oznaceny tu¢ng)
muze byt 3 az 6 O-glykosylovano. V pantové oblasti IgA2 neni zastoupen serin ani threonin,
viz Obrazek ¢. 2 (Kiryluk et Novak, 2014).

Hlavni funkci IgAl je aglutinace a neutralizace slizni¢nich patogenti a toxinu
a predstavuje tak prvni linii nezadnétlivé obrany organismu. Prodlouzena pantova oblast IgA 1
clovéka je mistem senzitivnim na rtizné bakteridlni IgAl-specifické protedzy, produkované
patogeny jako je Gonococcus, Haemophilus, Meningococcus a Pneumococcus, které IgA s§tépi
na F(ab’), a Fc fragment. Fab fragment IgA1 protilatky poskytuje bakteriim hydrofilni plast,
ktery je nezbytny k adhezi na epitelialni povrch a soucasné chrani bakterie pred dalSimi

imunitnimi mechanismy (Royle et al., 2003).

V.. | C C |V,

Pantova oblast

‘V" Cal| YOy YPPYY [ Cal V.,

2:|’5 il B o ?Ts\

CHial er&Val Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser- PlO Ser Cys-l CH2c1 |gA1

mPro-Val-Prc °ro-Pro-Pro-Pfo~CysW Ig A2

¥ O-glykany

¥ N-glykany

Obrazek €. 2: Molekulova struktura migA1 a jeho pantové oblasti v porovnani s izotypem IgA2.
Pantova oblast IgAl je slozena z kratkych aminokyselinovych sekvenci mezi C1 a C2 v al tézkém
retezci. Na rozdil od molekuly IgA2, obsahuje pantova oblast IgA1 dvé oktapeptidové repetice sloZzené
Z aminokyselinovych zbytkii serinu (Ser), threoninu (Thr) a prolinu (Pro). Na deviti potenciondlnich
O-glykosylacnich mistech (POGSS) Vv pantové oblasti 1gAl, byva obvykle vdizdno 3 az 6 glykani
(oznaceny pozicnim cislem) pres kyslik na aminokyseliny serin a threonin (prevzato a upraveno podle
Kiryluk et Novak, 2014)
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2.1.2 Mechanismus O-glykosylace IgA1

Glykosylace se tadi mezi posttranslacni modifikace bilkovin, které jsou stale Castéji
zkoumany ve spojitosti S etiologii mnoha onemocnéni. Jedna se o postupny proces syntézy
cukern¢ho fetézce, katalyzovany enzymy ze tiidy glykosyltransferaz, které¢ se nachazeji
na endoplazmatickém retikulu a v Golgiho aparatu. Podle typu vazby, kterou jsou sacharidy
na proteiny navazany, se déli glykoproteiny na N-glykoproteiny a O-glykoproteiny (Alberts
etal., 2002). NaObrazku ¢ 3 je prezentovan proces postupného prodluzovani
O-glykosidického fetézce navazaného na serin ¢i threonin v peptidové patefi pantové oblasti
IgA1l a jeho mozné varianty. Za normalnich okolnosti zafind syntéza fetézce v Golgiho
aparatu lymfoblasti a plazmatickych bunék pripojenim monosacharidu
N-acetylgalaktozaminu (GalNAc) na hydroxylovou skupinu serinu nebo threoninu, reakce je
katalyzovana enzymy z rodiny UPD-GalNAc transferaz (GalNAc-Ts) (Suzuki et al., 2011).
Bylo prokazano, ze galaktosyltransferaza 2 (GalINAc-T2) iniciuje syntézu vSech O-vazanych
glykani v pantové oblasti IgA1 a je dominantni v rozvoji IgAN (Stuchlova Horynova et al.,
2014). Dalsim krokem je vazba galaktozy (Gal), katalyzovana B1,3-galaktosyltransferazou
(C1GalT1) za Gcasti molekularniho chaperonu Cosmec, ktery prispiva ke spravnému skladani
a stabilizaci C1GalT1.Vznika tak T antigen (Galpl,3GalNAc). Syntéza pokracuje pfipojenim
kyseliny sialové (SA) ke galaktoze, za katalyzy enzymem «2,3-sialyltransferazou (ST3Gal).
Vystavba fetézce muze pokraCovat pripojenim dalsi SA ke GalNAc katalyzovanym
a2,6-sialyltransferazou (ST6GalNAc-11). Sialylované formy T antigenu (ST antigeny) mohou
obsahovat jeden nebo dva zbytky kyseliny sialové (Stuchlova Horynova et al., 2013).
V ptipadé IgAN mize byt tvorba O-glykani zastavena jiz ve fazi piipojeného GalNAc,
predCasnou sialylaci GalNAc za katalyzy enzymem ST6GalNac-1l (Stuchlova Horynova
etal.,, 2014; Suzuki et al., 2014). V galaktoze-deficientni O-glykany obsahuji pouze
termindlni GalNAc (Tn antigen) nebo sialylovany GalNAc (STn antigen), jeZ se podileji
navzniku IgAN. Bylo zjisténo, ze pouze ST6GalNAc-II je exprimovan Vv B-lymfocytech
produkujicich lidsky IgA1, a Ze transkripce genu kddujiciho tento enzym je vyssi u pacientl
s IgAN nez u zdravych kontrol (Raska et al., 2007). Imunitni komplexy vyvolavajici IgA
nefropatii vznikaji jen v pfipadé nedokoncené O-glykosylace (Takahashi et al., 2014).
Vzhledem k tomu, Ze pouze mala, a¢ klinicky vyznamna populace IgA1 u IgAN pacientd je
abnormdlné glykosylovana, je studium mechanismi zodpovédnych za uvedené abnormality
pomérné komplikované. Jako dosud nejlepSi model slouzi klony B-lymfocytii izolované od

IgAN pacientti imortalizované virem Epstein-Barrové (Suzuki et al., 2008).
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Obrazek €. 3: Biosyntéza pantové oblasti O-glykanu lidského cirkulujiciho IgA1.

Na obrdzku jsou zndzornény enzymy zrodiny UPD-GalNAc transferiz (GalNAc-TS) katalyzujici
Jjednotlivé kroky v této draze. Galaktosyltransferdza 2 (GalNAc-T2) pripojuje N-acetylgalaktozamin
(GalNAc) na serin nebo threonin pantové oblasti IgA1. V dalsim kroku se pripojuje galaktoza (Gal),
katalyzovana p1,3-galaktosyltransferazou (Cl1GalTl) za ucasti molekularniho chaperonu Cosmc
zavniku T antigenu. Syntéza O-glykanii je ukoncena pripojenim sialové kyseliny (SA) ke Gal pomoci
a2,3-sialyltransferazou (ST3Gal) nebo pripojenim dalsi SA pomoci o2,6-sialyltransferazy
(ST6GalNAc-11). Sialylované formy T antigenu (ST antigeny) zahrnuji N-acetylgalaktozamin (GalNAc)
S galaktézou, ktery miize obsahovat az dva zbytky SA. V galaktoze-deficientni O-glykany podilejici se
na vzniku IgAN obsahuji pouze termindalni GalNAc (Tn antigen) nebo sialylovany GalNAc (STn
antigen) (upraveno podle Mestecky et al., 2013)

Snizené zastoupeni Gal v glykanech pantové oblasti IgAl nemuze byt vysvétleno
pouhymi zménami v hladinach klicovych enzymi zapojenych do mechanismu O-glykosylace.
Mezi dalsi faktory, které ovliviuji cely proces, se fadi nejen abnormalni struktura zapojenych
enzymil, ale zfejmé i jejich lokalizace v Golgiho komplexu, ve kterém proces O-glykosylace
probiha (Horynova et al., 2012). Suzuki et al. zjistili, ze na aberantni O-glykosylaci se mohou
také podilet cytokiny. Z osmi testovanych pouze interleukin 6 (IL-6) a v mensi mite, 1L-4

vyrazn¢ zvysuji hladiny v galaktoze-deficientnich IgA1 (Suzuki et al., 2014).
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2.2 Molekularni podstata IgA nefropatie

Studie molekularnich a bunécnych interakci podilejicich se na patogenezi IgAN
odhalily autoimunitni povahu této nejcastéjSi primarni glomerulonefritidy. Soucasné udaje
ukazuji, ze na vzniku onemocnéni se podili systémovy proces, pii kterém jsou ledviny
poskozeny vlivem imunitnich komplext (IK) slozenych z abnormalné glykosylovaného IgAl
a 1gG autoprotilatky proti IgAl. Deponované imunokomplexy mohou vyvolat proliferaci
mezangialnich bunék, zvysSenou produkci proteini extracelularni matrix, tvorbu cytokini
a Vv konecném dusledku selhani ledvin.

Ke klinické manifestaci IgAN je tedy potieba nékolika spoleéné probihajicich procesu,
které vedou k poskozeni ledvin:

1. Ptitomnost pIgAl s abnormalné glykosylovanou pantovou oblasti;

2. Syntéza autoprotilatek (IgG, IgA) specificky rozliSujici v galaktoze-deficientni

pIgAl;

3. Vazba v galaktoze-deficientnich 1gAl (Gd-lgAl) s antiglykanovymi pfip.

glykopeptidovymi protilatkami, za tvorby -cirkulujicich imunitnich komplexa
(CIK);
4. Akumulace téchto CIK v glomerularnim mezangiu, aktivace mezangialnich bunék,

iniciace a rozvoj poskozeni ledvin (Mestecky et al., 2013; Suzuki et al., 2011).

2.2.1 Dédi¢né zvySeni v galaktoze-deficientnich 1gAl

Stejné¢ jako v piipadé jinych imunoglobulini je IgAl glykosylovany. Zména v jeho
puvodni glykosylaci byla uzndna jako potencionalné patogenni abnormalita u I[gAN po témét
20 letech od klasifikace IgAN (Coppo et al., 2010). Hypotéza o ucasti odchylné glykosylace
IgAl v patogenezi IgAN je v soucasnosti jistotou. Hlavnim rysem je nedostatek galaktozy
V pantové oblasti IgA1 tézkych fetézci. Pacienti s IgAN maji zvySené hodnoty cirkulujicich
IgA1 se zkracenymi fetézci glykant slozenych z N-acetylgalaktozaminu s nebo bez navazané
kyseliny sialové, které postradaji galaktozu. Helix aspersa aglutinin (HAA) je specificky
lektin rozpoznavajici epitopy obsahujici GalNAc, ktery se velmi Casto pouziva v ELISA
testech pro méfeni mnozstvi Gd-IgAl, po tupravé molekuly IgA1 neuraminidazou je
odstranéna terminalni SA (Moldoveanu et al., 2007). Posledni studie S vyuzitim hmotnostni
spektrometrie ukazuji vyznamnou heterogenitu ve slozeni a poctu pfipojovacich mist téchto
glykand. Stanoveni pfesné strukturdlni abnormality u IgAN pacienti komplikuji rozli¢né

O-glykosylace a kombinatorni moznosti glykanovych variant. Nicméné vySetfeni bunck
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produkujicich IgAl ukazuje, Ze aberantni O-glykosylace u IgAN je urychlovana
kombinovanim abnormalit v mife exprese nebo aktivitich glykosyltransferaz zapojenych
v O-glykosylaci IgA1 (Suzuki et al., 2009). Cirkulujici IgA1l je produkovan ptedevSim
v kostni dfeni, zatimco aberantné glykosylované formy IgAl mohou byt syntetizovany
v souvislosti s infekcemi sliznic. Tim mohou byt abnormality ve slizni¢ni imunitni odpovédi
zapojeny do produkce Gd-lgAl. Naptiklad krevni hladiny Gd-IgAl namifenych proti
slizni¢nim patogentim, jsou znacné zvySeny u pacientd s IgAN ve srovnani se zdravymi
kontrolami (Gharavi et al., 2008). Tento proces muze zahrnovat napiiklad dysregulaci
vrozené imunitni odpovédi pies Toll-like receptory (Suzuki et al., 2008). Sérové koncentrace
Gd-1gAl jsou nad 90 percentil pro zdravé kontroly a u 70 az 80 % z IgAN pacientl. Navic 40
az 50 % blizkych piibuznych pacientti s [gAN maji zvySené hladiny srovnatelné s pacienty,
galaktozova deficience IgA1 neni dostatecnym spoustééem IgAN. Dédi¢nost Gd-1gAl je
pozorovana u riiznych rasovych skupin a nejsou vysvétleny rozdily v sérovych IgA, coz
naznacuje, ze rizné genetické mechanismy ovliviiuji IgA1 glykosylaci a syntézu. Nedavné
studie také ukazuji, ze aberantni IgAl glykosylace patrné piedchazi klinicky zjevnému
onemocnéni a piedstavuje tak dédi¢ny rizikovy faktor pro rozvoj IgAN. Navic vétsina osob se
zvySenymi hladinami Gd-1gAl nevykazuji klinické poskozeni ledvin, proto je nutné spojovat
dalsi patogenetické faktory do souvislosti s IJAN (Gharavi et al., 2008; Suzuki et al., 2011).

2.2.2 Syntéza protilatek proti v galaktoze-deficientnimu I1gA1l

V krvi pacientd s IJAN se v odpovédi na aberantné glykosylované IgAl syntetizuji
autoprotilatky proti IgAl, nejcastéji tiidy 19G. Bylo dokazano, ze tyto IgG autoprotilatky
rozpoznavaji terminalni (negalaktosylované) GalNAC v pantové oblasti IgA 1, coz predstavuje
autoimunitni slozku pro IgAN (Tomana et al., 1999). Jak bylo demonstrovano zejména
vV ramci rozsahlych studii souvisejicich s popisem mechanisml pfirozené imunitni odpovédi
proti rozvoji nejruznéjSich forem adenokarcinomti (Stuchlova Horynova et al., 2013),
pfirozené cukerné specifické protilatky se vyskytuji u kazdého jedince. Jejich hladina
aziejmé& 1 afinita vSak neni optimdlni pro tvorbu IK u IgAN. Neddvna studie struktury
protilatek vazicich se na abnormaln¢ galaktosylované (deficientni v Gal) IgAl, provedena
pomoci imortalizovanych B-lymfocyti z periferni krve pacientii s IgAN, ukézala, Ze tyto
buiiky produkuji IgG protilatky s unikdtni strukturou hypervariabilni oblasti 3 (CDR3),

spocivajici v pfitomnosti substituce alaninu za serin, pfi¢emz tyto protilatky vytvareji 1K
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s abnormaln¢ galaktosylovanym IgA1 (Huang et al., 2016). U skupiny paralelné ptipravenych
kloni B-lymfocyti od zdravych kontrol tato substituce nebyla prokazana (Suzuki et al.,
2009). Lze predpokladat, Ze tyto protilatky jsou produkovany v reakci na glykokonjugaty
GalNAc, které produkuji bakterie a viry na svém bunééném povrchu a potom zkiizené reaguji
s galaktoza-deficientnimi O-glykany na molekule IgAl (Tomana et al., 1999). Pievladajici
IgA1 autoprotilatkovd odpovéd namifena proti Gd-IgA1 muze vysvétlit, pro¢ nektefi IgAN
pacienti maji IgA1 jako jediny imunoglubulinovy izotyp v glomerulech. Je tieba poznamenat,
ze pritomnost IgG v rendlnich biopsiich také koreluje s mezangidlni a endokapilarni
bunécnosti (Suzuki et al., 2011).

Za inicialni mechanizmus vzniku Gd-IgA1 je vétSinou povazovana virova ¢i bakterialni
infekce a cytokinova dysregulace. Predpoklada se, ze tento proces zahrnuje dysregulaci
vrozené imunitni reakce pies Toll-like receptory (Smith et al., 2006). V literatuie je infekéni
etiologie IgAN nejCastéji spojovana s nukledrnim antigenem viru Epstein-Barrové,
H. parainfluenzae a Gram pozitivnimi bakteriemi rodu Streptococcus. Rada téchto agens byla
prokdzana v mezangiu ledvin nemocnych S IgAN a diive byly antigeny povazovany za cil
specifické reakce Gd-IgAl s naslednou tvorbou imunitnich komplexd, ale vysledky rtiznych
studii byly nekonzistentni a soucasny pievazujici nazor vysvétluje tvorbu imunitnich
komplexi jako dusledek vazby Gd-IgAl a autoprotilatky IgG piipadné IgA (Suzuki et al.,
2011; Tomana et al., 1999).

2.2.3 Vznik cirkulujicich imunokomplexii a jejich biologicka aktivita

Cirkulujici imunokomplexy se skladaji z polymerniho IgAl, ktery hraje roli antigenu,
a IgG (nebo dalsiho IgAT1), ktery se uplatiluje jako autoprotilatka specificky rozliSujici IgAl.
Pficinou IgA nefropatie je nadmérna tvorba velkych cirkulujicich imunitnich komplext
(> 800 kDa), obsahujicich IgAl a IgG. Bylo prokazano, ze az 44 % pacientti S IJAN ma
zvysené hladiny CIK (Czerkinski et al., 1986). Jestlize O-glykosylovany fetézec IgA1l neni
dostavén a vznikaji CIK, nemlzZe se IgA1l v nich obsaZené katabolizovat béZnym zpisobem
Vv jatrech tj. prochazet endotelidlnimi fenestacemi jaternich sinusit do Disseho prostoru a vazat
se na asialoglykoproteinovy receptor (ASGPR) hepatocyti. Perzistuje tudiz v krevnim ob&hu
a vzhledem k vysokému ultrafiltracnimu tlaku a jedinecné strukture glomerularniho mezangia
se komplexy ukladaji pravé zde, viz Obrazek ¢. 4 (Tomana et al., 1999).

Pritomnost CIK neni jedine¢na pouze pro pacienty s I[gAN. Tyto komplexy mohou byt

detekovany také u osob bez zjevného onemocnéni ledvin, véetné zdravych jedincii a pacientil
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s Henoch-Schonleinovou  purpurou  bez  nefritidy. Analogicky s jinymi lidskymi
onemocnénimi zpisobenymi imunitnimi komplexy, je pravdépodobné, ze u IgAN urcuje
velikost vytvofenych IK molarni pomér antigenu tj. Gd-IgAl a autoprotilatek 1gG nebo IgA
(Suzuki et al., 2011).

Biologicka aktivita velkych imunitnich komplext tvofenych Gd-IgAl je zvySena
u pacientt s [gAN béhem ptipadii makroskopické hematurie (Novak et al., 2005). Nicméné
neni znamo, zda toto zvySeni aktivity je zptusobeno v dusledku vyssi produkce Gd-IgA1l,
antiglykanovych protilatek nebo jinych nedefinovanych faktorti ovliviiujici tvorbu téchto
komplexii nebo jejich slozeni (Novak et al., 2011). Objasnéni strukturdlni podstaty
imunokomplexi a jejich biologické aktivity mize poskytnout raciondlni zéklad pro efektivni,
imunologicky zprostiedkovanou inhibici jejich nefrotoxicity jako specificky terapeuticky
pristup (Raska et al., 2011).

Disseho ASGP-R  Hepatocyt
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Obrazek €. 4: Pfedpokladana patofyziologie IgA nefropatie.

Gd-1gA1l je produkovan slizni¢nimi plazmatickymi buiitkami jako reakce na mistni infekci. Protilatky
Anti-Gd-1gA1l jsou produkoviny plazmatickymi buitkami v systémovém nebo slizni¢nim kompartmentu.
V perifernim krevnim obéhu tak vznikaji velké (>800kDa) CIK obsahuji Gd-IgAl, které je
V nekomplexované podobé eliminovdano jatry (hnédé Sipky) zdravych jedincii ipacientii s 1gAN
prostrednictvim vazby na asialoglykoprozeinovy receptor (ASGP-R). Velké CIK nejsou efektivné

inaktivovdny jatry, kvili omezené priichodnosti skrze endotelidlni fenestrace do Disseho prostoru
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a interakci s ASGP-R. CIK migruji krevnim obéhem do glomerularnich kapildr ledvin, kde interaguji
S MC a navozuji jejich proliferaci, tvorbu proteimii extraceluldarni matrix a prozanétlivych cytokinii.

V dusledku téchto procesii dojde u 20 az 40 % pacientii s IgAN k selhani ledvin (pFevzato a upraveno
dle Mestecky et al., 2013)

2.2.4 Aktivace mezangialnich bunék a glomerularni poskozeni

Z etiopatologického pohledu je ziejmé, Ze u IgAN vede piitomnost IK v mezangiu
glomerulti ke stimulaci mezangialni proliferace a posléze k rozvoji sklerotizace mezangia
a atrofie tubuld. Patogenni vyznam CIK byl prokazan v in vitro studiich. Komplexy Gd-IgAl
aktivuji kultivované lidské mezangialni bunky k proliferaci, sekreci slozek extracelularni
matrix a uvolilovani humoralnich faktorti imunity jako TNF-a, TNF-B, IL-6. Tyto faktory
mohou ménit genovou expresi v podocytech a glomerularni permeabilitu (Lai et al., 2008).
Imunitni komplexy pacientt s IgAN se vazi k mezangialnim buitkdm mnohem efektivnéji nez
samotny nekomplexovany IgA1 nebo IK od zdravych kontrol. Studium zavislosti proliferacni
odpovédi mezangialnich bun¢k na molekulové hmotnosti CIK ukazalo, ze ne vSechny CIK
stimuluji proliferaci mezangialnich bun¢k stejné. Experimentalné bylo prokazéno, ze jako
nejefektivnéjsi stimulatory pisobi CIK 0 molekulové hmotnosti 800-900 kDa, kdezto mensi
CIK (700-800 kDa) maji opacnou biologickou aktivitu a proliferaci tlumi (Novak et al.,
2005).

Bunééné receptory na mezangialnich bunkach zapojené do vazby s IgAl zatim nejsou
dobie znamy. CIK vykazuji vysokou afinitu ke slozkam extracelularni matrix, fibronektinu
a kolagenu typu IV v mezangiu, pfednostné se vazi a soucasné aktivuji mezangialni buiky
(Suzuki et al., 2011). Ve snaze o identifikaci zodpovédného receptoru na mezangialnich
bunikach byla studovana exprese dosud znamych IgA receptorti (CD89, polymerni Ig receptor,
ASGP-R) a doplitkovych receptori pro slozky komplementu (CR1-3), ovSem bez Uspéchu
(Novak et al., 2002). Nicmén¢ v roce 2001 Moura et al. identifikovali transferrinovy receptor
(CDT71), exprimovany na povrchu proliferujicich lidskych mezangialnich bungk, jakozto
receptor pro polymerni formu IgAl. Navic, CD71 na lidskych mezangialnich bunikéach uc¢inné
vaze IK obsahujici Gd-IgAl. Tato vazba vede zpétnovazebné k jeho zvysené expresi. Zda se
vsak, ze mimo CD71 musi byt do indukce proliferace zapojen jesté jiny receptor nebo CD71
musi byt ve zvlastni stérické konformaci, nebot’ se vaze zejména s pIgAl, ktery vSak ve volné
form¢ mezangialni proliferaci nenavozuje (Moura et al.,, 2001; Novak et al., 2002).

Patogeneze IgAN se dale ucastni FcaRI receptor (CD89) exprimovany na povrchu
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myeloidnich bunék. U pacienti s IgAN jsou méfeny vysoké hladiny rozpustného CD89
(sCD89). V krevnim ob&hu byl sCD89 detekovan jako soucast CIK. Dale byl také sCD89
prokazan v mezangialnich depozitech biopsii ledvin IgAN pacient (Grossetéte et al., 1998).
Gd-lIgAl indukuje uvoliiovani sCD89, ktery se podili na tvorbé CIK. Tyto komplexy jsou
zachyceny CD71, ktery je nadmérné exprimovan v mezangialnich bunkach u pacientt IgAN
a umoznuje tvorbu nefritogennich komplext in situ a aktivaci mezangia (Launay et al., 2000).

Rozsah a intenzita glomerularniho poskozeni jsou mimotradné proménlivé a faktory
ovliviujici uklddani imunokomplext nemusi nutné podminovat rozsah odpovédi mezangia.
Také ristové faktory jsou povazovany za kli¢ové pro prestavbu mezangia u pacient s IgAN.
Bylo zjisténo, ze destickovy rustovy faktor (angl. platelet-derived growth factor; PDGF),
produkovany mezangialnimi  buikami, mize pfispivat k mezangialni skleroze, zatimco
TGF-B (angl. transforming growth factor B) produkovany podocyty je odpovédny za tvorbu
struktur fokalné-segmentarni glomeruloskler6zy u IgA nefropatie (Kim et al., 2002). Dale
mistni aktivace komplementu potencuje poskozeni glomerulti u IgAN pacientl. Aberantni
glykosylace IgA1l a molekulovd hmotnost CIK jsou dilezitymi faktory schopnosti pIgAl
aktivovat komplement alternativni cestou. Renalni biopsie proto mohou mit obvykle
zjistitelnou C3 slozku, zatimco slozky klasické cesty, jako napiiklad Clq, obvykle chybi.
Pomérné casta depozice C4 slozky komplementu nasvédCuje pro ucast lektinové cesty
aktivace komplementu (Suzuki et al., 2011). Tyto mechanismy maji dulezitou roli v klinické
a terapeutické oblasti, protoze subklinické nalezy jsou vsouladu sIgAN a jsou bézné
v obecné populaci. Pro hodnoceni vyznamu bioptického nalezu mezangidlnich IgA depozit
ujedinci bez klinickych znamek onemocnéni je nutné zdUraznit, ze pii IgAN hraji
patologickou roli pouze velké IK obsahujici pIgAl, nikoli samostatné IgA, nebot’ prikaz
mezangialnich depozit IgA je v populaci mnohem ¢etnéjsi nez vyskyt IgAN (Waldherr et al.,
1989).
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2.3 Genetika IgA nefropatie

IgAN neni vyslovené¢ familidrni chorobou, pfestoze rodinny vyskyt byl opakované
popsan. Existuje vSak fada dokladi o vyznamu genetickych faktorti v jeji patogenezi
(Julianet al., 1985). V nedavné celogenomové asociaéni studii jednonukleotidovych
polymorfismi (GWAS SNP) bylo identifikovano na populaci I[gAN pacientii a kontrol ¢itajici
pies 20 000 jedinct nejriznéjsich ras 15 lokusii s vyznamnou asociaci SNP a IgAN. Analyza
prokazala asociaci rizika vyvoje IgAN s polymorfismy hlavniho histokompatibilniho systému
(HLA-DQB1,TAP1-PSMB8 a HLA-DP) na chromozomu 6p21 (Kiryluk et al., 2014). Alela
DQBI1*0602 snizila pravdépodobnost vzniku IgAN o vice nez 50 % na kopii (Suzuki et al.,
2011). Dale byly identifikovany ¢étyfi vyznamné lokusy mimo HLA oblast, které hraji roli
vriziku vyvoje IgAN — tsek na chromozomu 1q32 s deleci genu pro protein piibuzny
s faktorem H-komplementu (CFHR3-CFHRL1); Gsek chromozomu 8p23 obsahujici shluk gend
DEFA pro a-defenziny vyznamné pro pfirozenou obranu véetné sliznic gastrointestinalniho
traktu; usek chromozomu 17p13 véetné genu pro TNFSF13 kédujicim APRIL molekulu
zapojenou mimo jiné do izotypového pfesmyku imunoglobulinu smérem k IgAl; usek
chromozomu 22ql2 zahrnujici gen kodujici protein HORMAD2, jenz je zapojen
do signaliza¢nich drah pro rozvoj zanétlivé odpovédi, produkci a glykosylaci IgA1 a n€kolik
dalsich lokust (Kiryluk et Novak, 2014).

Lokusy, pro které byla Vv téchto studiich prokdzana asociace s IgAN, ukazuji
na souvislost tohoto onemocnéni s udrZovanim intestinalni sttevni bariéry, aktivaci slizni¢ni
produkce IgA, obranou proti intraceluldrnim patogentim a aktivaci komplementu. Celkové
téchto 15 nezavislych rizikovych alel vyznamné ovlivituje v€k manifestace onemocnéni. Geny
predisponujici pacienty k IgAN se navic vyznamné piekryvaji s lokusy pro jind autoimunitni
a zanétliva onemocnéni, coz zatazuje IgAN do tohoto spektra (Mestecky et al., 2013). Zna¢né
rozdily ve vyskytu rizikovych alel mezi riznymi populacemi mohou také vysvétlit nékteré
geografické rozdily v rozsifeni choroby. Nejvyznamnéj$i asociace byla prokazana mezi
genetickym skére IgAN alokédlni diverzitou patogend, zejména stfevnich cervi
(Kiryluk et al., 2014). Objasnéni patogeneze IgAN a moznosti terapeutického ovlivnéni je

proto vyznamnou oblasti z4jmu soucasné nefrologie.
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2.4 Lécba IgA nefropatie

IgAN je nejéastéjsi pii¢inou selhani ledvin mezi primarnimi glomerulonefritidami.
Zasadnim problémem je jeji obtiznd diagnostika zejména v ranych stadiich onemocnéni.
Navzdory zietelnému pokroku v objasnéni patogeneze IgAN neni dosud znama jeji specificka
1écba, ovsem ubytek ledvinové funkce lze terapeuticky zpomalit. Mezi 1éCebné zésahy patii
snizeny piijem bilkovin imémeé snizené funkci ledvin, normalizace krevniho tlaku za pouziti
inhibitord enzymu konvertujiciho angiotenzin (ACE) ¢i blokatora receptoru pro angiotenzin II
(sartany) v draze renin-angiotenzin-aldosteron (Hraskova et al., 2006). V soucasnosti nejvice
respektovany doporuceny postup 1é¢by glomerulonefritid, KDIGO (angl. Kidney Improving
Global Outcome), klade duraz na kombinaci ACE a sartani jako zakladni pfistup 1é¢by IgAN.
Neni nutné jimi 1éCit pacienty s optimalnim krevnim tlakem, normalni glomerularni filtraci
a proteinurii pod 0,3 g/24 hodin. Nesnizi-li se proteinurie pod 0,5 g/24 hodin v prubé¢hu
nékolika tydnd ¢i mésicu, ptistupuje se K imunosupresivni 1é¢bé (Pozzi, 2015).

V 1é€bé IgAN se pouziva fada imunosupresiv (napf. Prednison) se zavaznymi
nezadoucimi Ucinky, které mohou nékteré pacienty spiSe poskodit nez jim pomoci. Vnimavost
a reakce na imunosupresivni 1écbu s dobou trvani a poctem relapsi klesa, proto pii 1é¢bé
relapst aplikujeme nejprve ty 1éky, na néz onemocnéni v minulosti pfiznivé reagovalo. Doba
podavani imunosupresivni 1é€by silné zavisi na vyskytu vedlejSich pfiznaki, vZdy je snaha
pfivést nemoc az do uplné remise, tj. zejména k vymizeni proteinurie (Matousovic et al.,
2008). Pacienti s normalni renalni funkci a proteinurii 1,0-3,5 g/24 hodin by m¢li byt 1éceni
Sestimésicnim cyklem kortikosteroidii. U pacientti s progresi do chronické renélni insuficience
je indikovana lé¢ba kombinaci prednisonu s cytostatiky (cyklofosfamid, azathioprin) (Pozzi,
2015).

Tonzilektomie patii po léta mezi diskutovanad témata v 1é¢bé IgAN. Rada
a monocytl v patogenezi IgAN. Piesto neni dosud jasné, kdy u IgAN tonzilektomii indikovat.
Japonsti autofi popsali pfiznivy vliv tonzilektomie v kombinaci s glukokortikoidy na vyskyt
makroskopické hematurie 1 dlouhodobou prognézu, bohuzel vSak jen v retrospektivnich
studiich (Hotta et al., 2001). Zatim vsak stale plati, Ze u pacientd s IgAN je indikovana
tonzilektomie jen pii recidivujicich tonzilitidach. Vyznam tohoto vykonu obecné nebyl
dostatecné prokazan adle KDIGO neni doporucovan IgAN pacientim zjiné nez
otorinolaringologické indikace (Matousovic et al., 2008). Dle souc¢asnych Japonskych studii

je ovSem tonzilektomie opét doporucovana (Liu et al., 2015).
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Nékteré studie ukazuji, ze také rybi olej mlize byt prospésny v 1é¢bé IgA nefropatie.
Dle studie provedené v Mayo Clinic je rybi olej doporucovan ve vysokych davkach
(12 g/den) pacientim S proteinurii nad 1 g/24 hodin, u nichz proteinuric nepoklesla
po ptedchozi 1é¢b¢ inhibitory ACE ¢i sartany (Donadio et al.,, 2001). V praxi je toto
doporuceni jen obtizné realizovatelné vzhledem k finan¢ni ndro¢nosti pfi nutnosti vysokych
davek rybiho oleje (Matousovic et al., 2008).

Pokud dochazi k postupnému zhorSovani funkce ledvin, byva zahdajena dialyzacni
1écba. Transplantace ledvin je sice mozna, ale pii trvajicim onemocnéni mohou byt i nové

transplantované ledviny poskozované hromadicim se IgA (Hraskova et al., 2006).

2.4.1 Vyhledy kauzalni 1écby

Kauzalni 1é¢ba IgAN dosud neni znama, ovSem nové poznatky o patogenezi choroby
nabizeji moznosti zésahu v ¢asné fazi patogenetického fetézce. Hlavnim smyslem kauzalni
1é¢by je tedy potlaceni tvorby velkych nefritogennich IK, které poskozuji glomerularni
mezangium. Zménou molarni koncentrace antigenu (aberantné glykosylovany IgAl), anebo
autoprotilatky (IgG ¢i IgAl) by se mohlo podafit posunout interakci mezi antigenem
a protilatkou smérem ke stavu, kdy se tvoti CIK o nizké molekulové hmotnosti, které maji
vysokou plazmatickou clearance a neposkozovaly by ledviny.

Teoretickych moZnosti 1écby je nékolik a jsou zalozeny na zablokovani vazebného
mista pro autoprotilatku, napifiklad pomoci glykopeptidii nesoucich nedostavéné
O-glykosidické fetézce nebo na snizeni sérové koncentrace volné IgAl protilatky
s abnormalnimi O-glykany (Raska et al., 2011). Pro terapeutické tcely se jako mozné jevi
rovnéZ vyuZziti rGznych variant lehké isoformy (30 kDa) solubilniho vysokoafinitniho
receptoru pro plgAl (sCD89), u né&jz se piredpoklada schopnost branit vazbé O-glykanovych
specifickych IgG a tim tvorb¢ velkych nefritogennich IK (Monteiro et Van De Winkel, 2003).
U mysiho modelu (a1KI-CD89Tg) IgAN je sCD89 pouzivan k indukci poskozeni ledvin.
In vivo testovani rekombinantni IgA1 proteazy u tohoto modelu, prokazalo vyrazny pokles
IgA1-sCD89 komplext (Lechner et al., 2016). Dalsi moznosti je piiprava monovaletnich
fragmentt autoprotilatek (Fab nebo Fv polypeptidy), které by vzhledem k ptitomnosti pouze
jednoho vazebného mista pro antigen nemohly spojovat molekuly IgA1. Oba piistupy jsou jiz
nyni studovany in vitro, v budoucnosti ov§em musi byt ovéfeny v experimentalnim modelu
IgA nefropatie invivo. IgAl se vSak nachazi jen uclovéka anékterych primat, coz

komplikuje testovani na béznych laboratornich zviratech (Matousovic et al., 2015).
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2.5 Proliferacni testy

Prolifera¢ni testy patii mezi in vitro vySetfovaci metody v imunologii, zaméfené
na hodnoceni specifické bunécné imunity u pacientll s imunodeficiencemi, autoimunitnimi,
infek¢énimi a nadorovymi onemocnénimi. Tyto testy sleduji parametry pro urceni rychlosti
bunééné proliferace, rychlosti syntézy deoxyribonukleové kyseliny, metabolickou aktivitu
bunék a antigeny spojené s buné¢nou proliferaci (Yadav et al., 2014).

Srozvojem novych proliferacnich testi byl kladen diraz zejména na nahrazeni
potenciondlné nebezpecnych radioaktivnich metod. Tyto proliferacni testy proto vyuZzivaji
kolorimetrické, chemiluminiscen¢ni nebo fluorescenéni znacky. Neradioaktivni variantou
thymidinové metody je BrdU test (bromo-2’-deoxyuridin), hodnocen metodou ELISA.
Denaturovana DNA je inkubovana s BrdU, ktery je inkorporovan do DNA délicich se bungk.
Pomoci anti-bromo-2°-deoxyuridin monoklonalnich protilatek je zaclenény BrdU detekovan.
Vznikly komplex je vizualizovan protilatkou vazanou s kifenovou peroxiddzou, ktera
katalyzuje konverzi chromogenniho substrdtu z bezbarvého roztoku na barevny produkt.
Intenzita zbarveni je tmérna mnozstvi zabudovaného BrdU v DNA bunék. Barevny reakéni
produkt je kvantifikovan spektrometricky (Messele et al., 2000). Mezi dalsi prolifera¢ni
metody patii intracelularni barveni fluorochromem CFSE (karboxyfluorescein sukcinimidyl
ester). Fluorescenéni signal je méfen pomoci pritokové cytometrie, jejiz hlavni vyhodou je
sledovani proliferaéni odpovédi jednotlivych bunéénych subpopulaci a Zivotnosti bunék

v ¢ase (Lyons et Parish, 1994).

2.5.1 Metoda inkorporace *H-thymidinu

Na trhu existuje cela fada metod vyuzivanych ke studiu bunééné proliferace, oviem
nejspolehlivéjsi proliferacni testy se vyznacuji pfimym méfenim syntézy DNA. Metoda
inkorporace *H-thymidinu je povazovana jiz nékolik desitek let za standard mezi
prolifera¢nimi testy. Zejména pro svou vysokou citlivost nebyla dosud thymidinova metoda
prekonana ani jinymi neradioaktivnimi metodami. Tato metoda vyuziva schopnosti bun¢k
zabudovat radioaktivni nukleosid do nové vznikajicich fetézcl chromozomalni DNA
v pribéhu mitotického de€leni. V klasickém provedeni se méfi inkorporace radioaktivniho
3H-thymidinu do DNA proliferujicich bundk po piedchozi stimulaci. MnoZstvi
inkorporovaného °H-thymidinu je kvantifikovano scintilaénim analyzatorem pro detekci

B-zafeni. Radioaktivné znacena DNA je obvykle zachycena sbérac¢em bunék na filtry

ze sklenénych vlaken, které jsou po piidani scintila¢ni kapaliny vyhodnoceny v kapalinovém
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scintilaénim B-counteru, v némz je métena luminiscence, ktera vznika prevodem radiacni
energie na svételny signal. Vysledky jsou vyjadieny jako pocet svételnych impulzti za minutu
(cpm). Prolifera¢ni schopnost dé¢licich se bunék je v pfimé uméfe naméfenym svételnym

impulzim (Bartunkova et Paulik, 2011).

2.5.2 Metoda intracelularniho barveni fluorochromem CFSE

Barveni karboxyfluorescein sukcinimidyl esterem je metoda S$iroce pouzivana
pro sledovani bunétné proliferace. Jedna se o univerzalni nastroj pro fluorescenéni
intracelularni znaceni Zivych bunck. Obarvené bunky mohou byt analyzovany pomoci
pratokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie. Principem této metody je barveni bunck
karboxyfluorescein diacetat sukcinimidyl esterem (CFDA-SE), ktery diky acetatovym
skupindm mnohem 1épe pronikd do bunécéného cytosolu. Po deacetylaci intracelularnimi
esterazami je molekula pfevedena na CFSE, ¢imz ziska fluorescenéni vlastnosti. Diky pevné
kovalentni vazbé k volnym aminoskupindm na makromolekulach v cytoplazmé¢ mize byt
CFSE vazano v bunkach velmi dlouhou dobu (Lyons et Parish, 1994). U proliferujicich bun¢k
Ize sledovat snizovani intenzity fluorescence z duvodu postupného rozdélovani barviva
zachyceného buiikou matefskou mezi buiiky dcefiné (Parish, 1999). Ubytek fluorescence je
méfitelny pomoci pritokové cytometrie a odpovidéd proliferacni aktivit¢ bunécné suspenze.
Jedinym omezenim je, ze CFSE ve vysokych koncentracich mize byt pro bunky toxickeé.
Nicméné, je-li znaCeni CFSE provadéno optimélné, lze rozliSit pfiblizné 7-8 bunécnych
déleni, pficemz po 7. bunéném deleni se fluorescencni signdl téméf vyrovnava piirozené

autofluorescenci pozadi (Quah et Parish, 2012).
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3 CIL PRACE

Cilem experimentalni c¢asti diplomové prace bylo porovnani proliferacni aktivity
sér pacienti s IgAN a kontrolni skupiny pacienti bez IgAN, stanoveni celkového IgA
a mnozstvi imunokomplexu.

Dale frakcionace pacientskych sér a vyhodnoceni proliferacniho potencialu
jednotlivych frakei. Bliz§i charakterizace jednotlivych vzorkd, stanoveni celkového IgA

a mnozstvi imunokomplexd.
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4 MATERIAL

4.1 Krevni séra pacientii

Krevni vzorky pacienti byly poskytnuty Odd€lenim nefrologie III. interni kliniky
FN Olomouc a II. interni klinikou FN Motol. Zdravotnicky personal odebral 6 ml srazlivé
krve do zkumavky se separa¢nim gelem. Krev byla dale zpracovana na Gstavu imunologie,
nechala se srazet podobu 30 minut pifi pokojové teploté. Nasledovala centrifugace
pii 2500 otackach, 10 min, 4°C. Supernatant byl odpipetovan do Cisté zkumavky a pred
dal§imi experimenty bylo sérum uchovano pii -80°C.

Jednotliva pacientskd séra jsou na ustavu imunologie standardn¢ abecedné znacena
podle ¢asového intervalu jednotlivych odbéri v konkrétni fazi onemocnéni a rozdé€lena
do skupin. V experimentech diplomové prace byla pouzita séra pacienti s IgAN, porovnavana
s kontrolni skupinou pacienti bez IgAN, soubor analyzovanych vzorkt se standardnim

znacenim je uveden v Tabulce €. 2.

Tabulka €. 2: Charakterizace souboru analyzovanych vzorkda.

Znaceni Pocet Diagnéza Specifikace
A 15 IgAN Pred zahajenim kortikosteroidni terapie u pacientt s IgAN
B 4 IgAN 1 tyden po zahajeni kortikosteroidni terapie u pacientl s IgAN
C IgAN 1 mésic po zahajeni kortikosteroidni terapie u pacientd s IgAN
D 11 IgAN Klidova faze 1IgAN
E - IgAN Akutni respiracni infekt u pacient s IgAN
F 20 Kontrola Kontrolni skupina bioptovanych pacientl s jinou glomerulopatii

4.2 Mezangialni bunky

V experimentech diplomové prace byly pouzity lidské mezangialni bunky (NHMC,
kat. ¢&. 2559, Lonza, Basilej, Svycarsko), pozitivni pro expresi cytokeratinu 18, 19
a fibronektinu. Bunky 4-5. pasaze byly kultivovany v RPMI 1640 médiu s 20% fetalnim
hovézim sérem (FBS) a antibiotiky (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 pg/ml).
Kultivace probihala v 5% CO, atmosfére pii teploté 37°C.
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4.3 Pouzité chemikalie

V experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: Azid sodny — 10% roztok (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich, St. Louis, USA), fetalni
hovézi sérum (Biochrom, Berlin, Némecko), fosfitovy pufr s chloridem sodnym (PBS;
Biochrom, Berlin, Némecko), *H-thymidin (1 pCi; PerkinElmer, Wellesley, USA), hovézi
sérovy albumin (BSA; Sigma Aldrich, St. Louis, USA), karboxyfluorescein sukcinimidyl
ester (CFSE; Sigma Aldrich, St. Louis, USA), KCI (Lach-Ner, M¢lnik), KH,PO, (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), kyselina citronova (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), NaCl (Penta,
Praha), Na,HPO,-12 H,O (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), destickovy ristovy faktor
(PDGF; 10 ng/ml R&D Systém, Minneapolis, USA), o-fenylendiamin dihydrochlorid (OPD;
10 mg/tabletu; Sigma Aldrich, St. Louis, USA), Penicillin-Streptomycin Solution 100X
(Biosera, Boussens, Francie), Peroxid vodiku — 30% roztok (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
RPMI 1640 (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA), Scintilaéni kapalina (Ultima
Gold™; PerkinElmer, Wellesley, USA), Trypsin-EDTA v PBS (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA), Tween-20 (SERVA, Heidelberg, Némecko)

4.4 Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity specifické protilatky:

AffiniPure F (ab’), Fragment Goat Anti-Human 1gG, Fc, Fragment Specific (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, USA), AffiniPure F (ab"), Fragment Goat Anti-Human Serum
IgA, a-Chain Specific (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA), Biotin-SP-Conjugated
AffiniPure F (ab”), Fragment Goat Anti-Human IgA, a-Chain Specific (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, USA), ExtraAvidine Peroxidase (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA), ChromPure Human IgA Serum (4,5 mg/ml; Jackson ImmunoResearch, West Grove,
USA)

4.5 Pouzité roztoky

V experimentech byly pouzity nasledujici roztoky pfipravované v laboratofi:
Zasobni roztok 10x PBS: 240 g NaCl + 6g KCI + 40 g Na;HPO, -12 H,0 + 6 g KH2POy,
rozpustit ve 3 1 deionizované vody; pH 7,4
Pracovni roztok 1x PBS: 900 ml deionizované vody + 100 ml zasobniho roztoku 10x PBS

PBS s Tweenem-20 (PBST): do 1 | pracovniho roztoku 1x PBS se piida 0,5 ml Tweenu-20
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https://www.google.cz/search?biw=1366&bih=631&q=st+louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&psj=1&ved=0CIcBEJsTKAEwDmoVChMI6Oyblfj0yAIVSOwOCh2j5gHp

1% BSA/PBST: do 500 ml PBST pufru se piida 5 g BSA
OPD pufr: 18,4 g Na;HPO, -12 H20 + 5,1 g kyselina citronova, rozpustit v 1 | deionizované
vody; pH 5,0

4.6 Ostatni material

Davkovaci mikropipety + sterilni $pi¢ky (2—20 ul, 20-200 pl, 100-1000 ul), filtra¢ni
papir ze sklenénych vlaken (Glass Fiber Filters; Packard BioScience company, Arvada,
USA), chromatograficka kolona 0rozmérech 750 x 15 mm (Bio-Rad, Hercules, USA),
mikrozkumavky Eppendorf, mikrotitracni deska 96 jamkova (Techno Plastic Products,
Trasadingen, Svycarsko), mikrotitraéni deska MaxiSorb™ (Thermo Scientific, Waltham,
USA), napli pro gelovou permeacni chromatografii Superosa 6 (GE HealthCare, Little
Chalfont, UK), Omnifilter deska (Packard BioScience company, Arvada, USA), Syringe filtr
PES (0,2 um, 26 mm, Baria, Psary)

4.7 Pristrojové vybaveni

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pouzito nasledujici pfistrojové vybaveni:
Analytické vahy AE 240 (Mettler, Brno), B-counter Top Count NXT™ (Packard BioScience
company, Arvada, USA), biologicky termostat (Sanyo, Osaka, Japonsko), centrifuga stolni
chlazena Mikro 22 R (Hettich, Beverly, USA), ELISA reader spektrofotometr Epoch (BioTek,
Winooski, USA), gradientova pumpa Beta 10 (ECOM, Praha), laboratorni vahy 440-33N
(KERN, Praha), laminarni box Jouan (Trigon-plus, Ri¢any u Prahy), promyvacka 96ti
jamkovych paneli ELx405 Microplate Washer (BioTek, Winooski, USA), prutokovy
cytometr BD FACSCanto Il (BD Bioscience, San Jose, USA), sbéra¢ bun¢k FilterMate
Harvestor (Packard BioScience company, Arvada, USA), svételny mikroskop (Nikon, Tokio,

Japonsko)
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5 METODIKA

5.1 Proliferacni testy

5.1.1 Test inkorporace *H-thymidinu

Pro stanoveni proliferaéni odpovédi bun¢k byla pouzita metoda vyvinutd Novakem
a spolupracovniky (Novak et al., 2005), ktera byla modifikovana nize popsanym zplsobem.
Proliferani  experimenty byly provedeny v 96 jamkové mikrotitraéni desce.
Pied experimentem byly mezangialni buniky pfi 80% konfluenci hladovény v RPMI 1640
mediu obsahujicim 0,5% FBS a antibiotika (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 ug/ml)
po dobu 24 hodin. Pro stanoveni proliferacni aktivity plnych sér byla séra pacientd s IgAN
nebo kontrolni séra (pacienti s jinou glomerulopatii) nafedéna v poméru 1 : 20 RPMI 1640
mediem s 0,5% FBS. V ptipadé frakcionace séra byly jednotlivé frakce fedény v poméru 1 : 5
RPMI 1640 mediem s 0,5% FBS a ptidany k MC. RPMI 1640 médium bez nebo s pfidavkem
destickového ristového faktoru (PDGF) bylo pouzito jako negativni a pozitivni kontrola.
Po 4 hodinové inkubaci bylo pfidano do kazdé jamky 0,3 pl *H-thymidinu fedéného v 20 pl
RPMI 1640 média s 0,5% FBS. Buiiky byly dale inkubovany po dobu 20 hodin.

Zpracovani bun€k probehlo niZe popsanym zplisobem. Kultivacni médium bylo odsato
z mikrotitrani desky a jednotlivé jamky promyty 50ul PBS. Bufiky byly trypsinizovany
po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté, poté bylo ptidano RPMI 1640 médium s 20% FBS.
Bunky byly nasledné sklizeny pomoci sbérace bunck. Suspenze MC z mikrotitracni desticky
byla pod tlakem nasata do filtraéniho papiru ze sklenénych vlaken a deska byla promyta
150 pl PBS. Po proschnuti filtracniho papiru bylo ptidano 20 pl scintila¢ni kapaliny. Filtracni

papir byl umistén v Omnifilter desce a radioaktivita zm&Fena pristrojem Top Count NXT ™.

5.1.2 Test intracelularniho barveni CFSE

Pro stanoveni prolifera¢ni odpoveédi bunék metodou intracelularniho barveni CFSE byla
pouzita metoda vyvinutd Quahem a Parishem (Quah et Parish, 2012), ktera byla modifikovana
pro praci s mezangialnimi bufikami nize popsanym zpisobem. Experimenty byly provedeny
v 24 jamkové mikrotitracni desce. Mezangialni bunky byly pii 80% konfluenci
hladovény v RPMI 1640 médiu obsahujicim 0,5% FBS po dobu 24 hodin. Byl piipraven

zasobni roztok 10 mmol/l CFSE v DMSO. Prace probihala v neosvétleném laminarnim boxu.
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Mezangialni buiky byly inkubovany v 0,5 ml ristového média po dobu 30 minut pii 37°C
s 10 pumol/l CFSE. Po uplynuti ¢asu inkubace byly jednotlivé jamky 2krat promyty RPMI
1640 médiem s 10% FBS. Kultiva¢ni médium bez nebo s ptidavkem PDGF bylo pouzito jako
negativni a pozitivni kontrola. Pro stanoveni proliferacni aktivity plnych sér byla séra
pacientti s IgAN nebo kontrolni séra (pacienti s jinou glomerulopatii) nafedéna v poméru
1:20 RPMI 1640 mediem s 0,5% FBS a pridana k buinkam (0,75 ml/jamku). Buiky byly dale
inkubovany po dobu 20 hodin.

Zpracovani bunc¢k prob¢hlo nasledujicim zplsobem. Médium bylo odsato
z mikrotitrani desky a jednotlivé jamky promyty 0,5 ml PBS. Bunky byly trypsinizovany
po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a ve tmé, poté bylo pfidano RPMI 1640 médium
s20% FBS. Bunky byly sklizeny dozkumavek a centrifugovany po dobu 5 minut
pii 800 rpm. Médium bylo odsato a supernatant resuspendovan v 0,5 ml PBS. Analyza
prolifera¢ni odpovédi MC byla provedena na pritokovém cytometru BD FACSCanto II
zméfenim fluorescence (podminky: Aex 492 nm; Aem 517 nm) a vysledky byly vyhodnoceny

softwarovym programem BD FACSDiva Software.

5.2 Frakcionace sér potencionalné obsahujicich CIK

Séra od pacientli s [gAN a zdravych kontrol byla frakcionalizovana gelovou permeacni
chromatografii na kalibrované Superose 6 koloné. Kalibraci kolony provedl Mgr. Michal
Ktupka, Ph.D. Slozeni kalibra¢ni smési je uvedeno v Tabulce €. 3. Dle kalibra¢ni kiivky bylo
vV 45 minuté ureno celo. Elu¢nim pufrem byl PBS. Pratok kolony byl 1 ml za minutu.
Po naneseni 800 pl vzorku byly eluaty odebirany od 45 minuty a frakce sbirany do zkumavek
po 2 ml. Je mozné odhadnout, ze hledané CIK (800-900 kDa) by se mély nachazet v prvnich
odebranych frakcich. Bylo nasbirano prvnich 18 frakei, u kterych byla na MC stanovena

prolifera¢ni aktivita a koncentrace celkového IgA a mnoZstvi imunokomplexi.

Tabulka ¢. 3: Slozeni kalibracni smési.

Molekulova hmotnost kDa Eluéni éas min Zdroj
670 68 Thyroglobulin
200 79 Beta amylaza
158 81 Gama globulin
66 85 Hovézi sérovy albumin
44 87 Ovalbumin
17 94 Myoglobin
1,3 110 Kobalamin
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5.3 ELISA

5.3.1 Stanoveni koncentrace celkového IgA

Kazda z jamek mikrotitra¢ni desticky MaxiSorb™ byla potazena 100 pl protilatky
AffiniPure F (ab’), Fragment Goat Anti-Human Serum IgA, a-Chain Specific, o cilové
koncentraci 1 ug/ml, fedéné v PBS s 0,05% azidem, inkubace probihala pies noc pii 4°C.
Po inkubaci nasledovalo 5 krat promyti PBS. Deska byla blokovana 1% hovézim sérovym
albuminem v PBS s 0,05% Tweenem-20 (1% BSA/PBST) (300 ul/jamku) po dobu 3 hodin
pfi laboratorni teploté. Desti¢ka byla 5 krat promyta PBS. V dubletu pod sebou byl fedén
standard ChromPure Human IgA Serum o cilové koncentraci 72 ng/ml, geometrickou fadou
v rozmezi 1:62 500 az 1: 32 000 000 v blokovacim pufru. Jednotlivé vzorky byly vhodné
nafedény. Inkubace probihala pies noc pii 4°C. Desticka byla 5x promyta PBST a 5x Cistym
PBS. Po promyti bylo do kazdé jamky napipetovano 100 pl priméarni protilatky
Biotin-SP-Conjugated AffiniPure F (ab"), Fragment Goat Anti-Human IgA, a-Chain Specific,
fedéné 1:20000 v blokovacim pufru. Inkubace probihala 3 hodiny pii pokojové teploté.
Poinkubaci byla desticka promyta 5x PBST a 5x ¢istym PBS. Dale bylo naneseno 100 pl
extravidinu znaceného kienovou peroxidazou fedéného 1 : 2000 v blokovacim pufru.
Inkubace probihala 1 hodinu p#i 37°C. Nakonec byla desticka 8x promyta PBS. Reakce byla
vyvolana ptidanim 100 pl chromogeniho substratu o-fenylenendiaminu (OPD) v OPD pufru
s peroxidem vodiku. Barevna reakce byla zastavena 1 M kyselinou sirovou. Absorbance byla
méfena pii 492 nm na ELISA readeru akoncentrace celkového IgA vyhodnocena

softwarovym programem Gen5 Data Analysis.
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e PIlnad pacientskd/kontrolni séra byla fedéna v triplikdtech v rozmezi 1 : 150 000
az 1:1 200 000 v blokovacim pufru.

e Jednotlivé frakce byly fedény v dubletech. Prvnich pét odebranych frakci bylo fedéno
vrozmezi 1 : 50 az1: 200. Zbyl¢ frakce fedény Vv rozmezi 1 : 250 az 1 : 1000

Vv blokovacim pufru.

5.3.2 Stanoveni cirkulujicich imunokomplexi

Kazda zjamek mikrotitraéni desticky MaxiSorb™ byla potazena 100 ul protilatky
AffiniPure F (ab’), Fragment Goat Anti-Human 19G, Fc, Fragment Specific, o cilové
koncentraci 1 ug/ml, fedéné v PBS s 0,05% azidem, inkubace probihala pies noc pii 4°C.
Po inkubaci nasledovalo 5 krat promyti PBS. Deska byla blokovana 1% hovézim sérovym
albuminem v PBS s 0,05% Tweenem-20 (1% BSA/PBST) (300 pl/jamku) po dobu 3 hodin pfi
laboratorni teploté. Desti¢ka byla 5 krat promyta PBS. Jednotlivé vzorky byly vhodné
nafedény. Jako pozitivni kontrola slouzilo pacientské sérum 6D fedéno v dubletu v rozmezi
1:2000 az 1 : 1024 000 v blokovacim pufru. Inkubace probihala ptes noc pii 4°C. Desticka
byla 5x promyta PBST a 5x ¢istym PBS. Po promyti bylo do kazdé jamky napipetovano
100 ul primarni protilatky Biotin-SP-Conjugated AffiniPure F (ab’), Fragment Goat
Anti-Human IgA, o-Chain Specific, fedéné 1:20000 v blokovacim pufru. Inkubace
probihala 3 hodiny pii pokojové teploté. Po inkubaci byla desti¢ka promyta 5x PBST a 5x
¢istym PBS. Ddale bylo naneseno 100 pl extravidinu znafeného kienovou peroxidazou
fedéného 1 : 2000 v blokovacim pufru. Inkubace probihala 1 hodinu pti 37°C. Nakonec byla
desticka 8x promyta PBS. Reakce byla vyvolana ptfidanim 100 pl chromogeniho substratu
o-fenylenendiaminu (OPD) v OPD pufru s peroxidem vodiku. Barevna reakce byla zastavena
1 M kyselinou sirovou. Absorbance byla méfena pii 490 nm na ELISA readeru a mnoZstvi

imunokomplexti vyhodnoceno softwarovym programem Gen5 Data Analysis.
e Plnd pacientskd/kontrolni séra byla fedéna v dubletech vrozmezi 1 : 2000

az 1:1 024 000 v blokovacim pufru.

e Jednotlivé frakce byly fedény v poméru 1 : 10 v blokovacim pufru.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vyhodnoceni proliferacni odpovédi metodou inkorporace
*H-thymidinu

A. Optimalizace metody

Prvnim krokem této prace bylo optimalizovat metodu inkorporace *H-thymidinu v nasi
laboratofi a pfizpusobit pracovni postup pfistrojovému vybaveni. Puvodni experimenty byly
provedeny na zakladé metodiky vyvinuté Novakem a spolupracovniky (Novak et al., 2005)
ve formatu 24 jamkové desky. Nejdiive byly provedeny kontrolni experimenty, kdy byly
bunky inkubovény s pouzitim PDGF v RPMI médiu s 0,5% FBS (pozitivni kontrola) nebo
pouze s RPMI 1640 médiem s 0,5% FBS jako (negativni kontrola), viz Obrazek ¢. 5. Bylo
zjiSténo, Ze v zavislosti na Cisle pasaze MC byla proliferace 2 aZ 5Skrat vyS$i u pozitivni
kontroly (PDGF) v porovnani s negativni kontrolou.

Po optimalizaci metody bylo pfistoupeno ke stimulaci MC (4. pasdz) plnymi séry
pacientli s [gAN a kontrolni skupinou ve formatu 24 jamkové desky. Vysledky proliferacnich
odpovédi MC jsou uvedeny na obrazku Obrazku €. 6. Prezentovand data predstavuji primér
ze tii méfenych hodnot se smérodatnou odchylkou. Bylo zjisténo, Ze inkorporace
3H-thymidinu po stimulaci sér jak pacientdl s IgAN, tak i kontrol byla 3 az 10krat vyssi
Vv porovnani s negativni kontrolou. Vzhledem k velké spotiebé pacientského séra na jamku
a analyzovani jen omezené¢ho poctu vzorkd v ramci 24 jamkové desky byl pracovni postup

dale modifikovan a dal$i experimenty provadény ve formatu 96 jamkové desky.

EPK ONK

4000

3000 -

2000 -

1000 -

O .

Inkorporace 3H-thymidinu com

Obrazek €. 5: Proliferace lidskych mezangialnich bunék stimulovanych PDGF a negativni kontrolou.
MC byly inkubovany s pouzitim PDGF (pozitivni kontrola) v RPMI 1640 médiu s 0,5% FBS
a antibiotiky (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 ug/ml). Jako negativni kontrola (NK) bylo
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pouzito RPMI 1640 médium s 0,5% FBS a antibiotiky. Prezentovand data uvddéji primeér ze tii

mérenych hodnot se smérodatnou odchylkou.
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Obrazek €. 6: Proliferace lidskych mezangialnich bunék stimulovanych 5% sérem pacientl s IgAN
a kontrolni skupinou. Negativni kontrola (NK): RPMI 1640 médium s0,5% FBS a antibiotika
(penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 ug/ml). Prezentovand data predstavuji primér ze tii

mérenych hodnot se smérodatnou odchylkou.
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B. Porovndni proliferacni odpovédi sér pacientit s ISAN a kontrolni skupiny pacientii
bez IgAN

Byla stanovena schopnost sér pacient s IgAN a kontrol stimulovat proliferaci MC
(5. pasaz). Celkem bylo takto provedeno sedm prolifera¢nich experimentt, ve kterych byla
meétena proliferacni aktivita 22 sér pacientd s IgAN a 20 sér pacientd s jinou glomerulopatii,
jejichz vysledky uvadi Obrazek €. 7. Vzorky analyzovanych sér byly vybrany nahodné.
V ramci kazdé 96 jamkové desky byla aplikovdna séra pacientii s IJAN a kontrolni séra
pacientii S jinou glomerulopatii. Prezentovand data ptedstavuji primér ze &tyf méfenych

hodnot se smérodatnou odchylkou.
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Obrazek €. 7: Proliferace lidskych mezangialnich bunék stimulovanych 5% sérem pacientl s IgAN
a kontrolni skupinou sér. MC byly inkubovany s pouzitim PDGF (pozitivni kontrola) v RPMI 1640
médiu s 0,5% FBS a antibiotiky (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 ug/ml). Jako negativni
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kontrola (NK) bylo pouzito RPMI 1640 médium s 0,5% FBS a antibiotiky. Prezentovand data uvadéji

prumer ze Ctyr merenych hodnot se smérodatnou odchylkou.

Bylo zjisténo, Ze kontrolni séra se ve své proliferacni aktivit¢ neli§i statisticky
vyznamné od sér pacientti s IgAN, viz Tabulka & 4. VétSina analyzovanych pacientl se
nachazela v klidovém stddiu onemocnéni bez ataky makroskopické hematurie. MiZeme se
tudiz domnivat, ze CIK nejsou v séru ptitomny ve velkém mnozstvi. Také vzhledem k tomu,
ze kontrolni skupinu analyzovanych vzorkli netvoii séra zdravych jedincl, ale skupina
pacientd s jinymi glomerulopatiemi, U kterych muze dochazet ke stimulaci MC jinymi
molekulami imunitniho systému, naptiklad ristovymi faktory ¢i proteiny komplementové

kaskady (Novak et al., 2005).

Tabulka €. 4: Proliferace lidskych mezangialnich bunék stimulovanych 5% sérem 22 pacient( s IgAN
a 20 kontrolnimi vzorky.

Vzorek Inkorporace °H-thymidinu®cpm Nasobek NK”
Negativni kontrola 26173 1,00
PDGF 497 £ 102 2,04
IgAN séra 1997 + 237 8,18
Kontrolni séra 2059 £ 311 8,52

# Primér + SD
® Negativni kontrola: RPMI 1640 médium s0,5% FBS a antibiotika (penicilin — 100 U/ml,
streptomycin — 100 pg/ml)
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6.2 Vyhodnoceni proliferacni odpovédi metodou intracelularniho

barveni CFSE

A. Optimalizace metody

Pted zahajenim proliferacnich experimentll bylo nutné optimalizovat pracovni postup
intracelularniho barveni CFSE pro mezangialni buiiky. Nejdiive bylo stanoveno, jak je
hodnota intenzity fluorescence ovlivnéna rtuznymi koncentracemi CFSE, doby inkubace
bun¢k s CFSE a obsahu FBS v médiu, ve kterém byl CFSE s bunkami inkubovan. Byla
meétena fluorescence CFSE nedélicich se MC v riznych koncentracich kultivaéniho média
a ¢asu preinkubace s fluorochromem CFSE, viz Obrazek ¢. 8. Bylo zjisténo, Ze se vzristajici
koncentraci CFSE, které bylo inkubovano s MC, vzrostla primémd hodnota intenzity
fluorescence. Doba inkubace bun¢k s CFSE méla na méfenou hodnotu intenzity fluorescence
jen maly vliv. Se vzrustajicim obsahem FBS v kultivaénim médiu, ve kterém byl CFSE
inkubovan, praimérna hodnota intenzity fluorescence klesala. Béhem optimalizace metody byl
testovan vliv prolifera¢ni odpovédi MC na akumulaci fluorescen¢niho barviva CFSE. Byl
naméfen rozdil mezi praimérnou hodnotou intenzity fluorescence MC inkubovanych v RPMI
1640 médiu s 20% FBS (proliferujici buiky) a v RPMI 1640 médiu s 0,5% FBS
(neproliferujici bunky). Primérnd hodnota fluorescence byla u proliferujicich MC
az 0 polovinu niz§i v porovnani s neproliferujicimi buiikami. Nasledné bylo rozhodnuto,
ze V dalSich proliferacnich experimentech budou MC inkubovany s 10 pmol/l CFSE po dobu
30 minut v RPMI 1640 médiu s 0,5% FBS.
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Obrazek &. 8: Casova a koncentraéni zavislost intenzity intracelularniho barveni CFSE.

(A) Casova zavislost intraceluldrniho barveni 3 umol/l a 10 umol/l CFSE. (B) Koncentracni zavislost
obsahu FBS v RPMI 1640 médiu s 10 umol/l CFSE, doba inkubace 30 minut. (C) Rozdil mezi
intenzitou fluorescence MC inkubovanych v RPMI 1640 médiu s 20% FBS (proliferujici buiiky)
aVv RPMI 1640 médiu s 0,5% FBS (neproliferujici bunky). Prezentovand data predstavuji priomérnou

hodnotu intenzity fluorescence.

-42 -



B. Cytometrickd analyza proliferacni odpovédi sér pacientii s IgAN a kontrolni
skupiny pacientit bez IgAN

MC byly stimulovany séry pacientd s IgAN a kontrolni skupinou sér. Analyza
proliferacnich odpovédi MC byla vyhodnocena pomoci pratokového cytometru a vysledky
méfeni jsou zobrazeny na Obrazku €. 9. Byly naméfeny pouze malé rozdily mezi
intracelularnim barvenim CFSE mezangialnich bun¢k po stimulaci sér jak pacientli s IgAN,
tak i kontrol v porovnani s negativni kontrolou, ovSem tyto rozdily nebyly tak vysoké jako
umetody inkorporace *H-thymidinu, viz Tabulka & 5. Bylo zji§téno, Ze metoda
intracelularniho barveni CFSE mé oproti metod& inkorporace *H-thymidinu niZ3i citlivost.
Proto bylo pokra¢ovano v dalsich prolifera¢nich experimentech pouze s metodou inkorporace

3H-thymidinu.
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Obrazek ¢. 9: Cytometricka analyza lidskych mezangialnich bunék po stimulaci 5% sérem pacient(
s IgAN a kontroIni skupinou sér. Intraceluldrni barveni 10 umol/l CFSE v RPMI 1640 médiu s 0,5%
FBS, c¢as inkubace 30 min. Jako negativni kontrola (NK) bylo pouzito RPMI 1640 médium s 0,5% FBS
a antibiotika (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 ug/ml). Prezentovand data predstavuji

prumérnou hodnotu intenzity fluorescence.
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Tabulka €. 5: Cytometricka analyza lidskych mezangialnich bunék po stimulaci 5% sérem pacientl

s IgAN a kontrolni skupinou sér.

Vzorek Nasobek NK* Vzorek Nasobek NK
PDGF 0,70 PDGF 0,70
X28A 0,68 16D 0,68
X29D 0,93 X34D 1,03
X31A 0,74 508B 0,99

31F 0,77 36F 0,87
32F 0,87 37F 0,73
33F 0,80 38F 0,65
NK 1,00 NK 1,00

® Negativni kontrola: RPMI 1640 médium s0,5% FBS a antibiotika (penicilin — 100 U/ml,
streptomycin — 100 pg/ml)
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6.3 Frakcionace pacientskych sér a vyhodnoceni proliferacniho

potencialu jednotlivych frakci

Studium zavislosti proliferatni odpovédi mezangidlnich bun€k na molekulové
hmotnosti CIK ukézalo, ze ne vSechny CIK stimuluji proliferaci mezangialnich bunék. Novak
a spolupracovnici prokazali, Zze jako nejefektivnéjsi stimulatory pasobi CIK o molekulové
hmotnosti 800900 kDa, kdezto mensi CIK (700-800 kDa) maji opac¢nou biologickou aktivitu
a proliferaci tlumi (Novak et al., 2005). Proto pro uréeni velikosti CIK, které¢ indukuji
proliferaci mezangialnich bun¢k, byla pacientskd séra frakcionovana gelovou permeacni
chromatografii na kalibrované Superose 6 kolon¢ a ziskané frakce piidany k MC. Proliferace
MC byla hodnocena pomoci inkorporace >H-thymidinu po 20 hodinich inkubace.
Na Obrazku ¢. 10 A je uvedena proliferacni aktivita séra pacienta s IgAN, ktera potvrdila
ptitomnost stimula¢nich a inhibi¢nich IK. Sérum X15A obsahovalo stimula¢ni CIK, pfevazné
ve velkych molekularnich hmotnostnich > 800 kDa, coz odpovida 4. az 8. frakci déleného
séra. Naopak CIK o nizSich molekulovych hmotnostech < 800 kDa (frakce 9 az 12) inhibovali
proliferaci MC.

Vedle méteni proliferaéni aktivity jednotlivych frakci byl dale stanoven i obsah IK
a koncentrace celkového IgA metodou ELISA (Obrazek ¢. 10 B, C). Bylo zjisténo,
ze V oblasti vysokomolekularnich frakci (800 kDa), které stimuluji proliferaci MC, dochazi

K postupnému zvyseni obsahu IK i celkového IgA.
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Obrazek €. 10: Proliferace lidskych mezangialnich bunék stimulovanych frakcemi pacientského séra
X15A. Sérum bylo frakcionovdno na kalibrované Superose 6 koloné a ziskané frakce pridany k MC.
Bunécna proliferace po stimulaci jednotlivymi frakcemi byla vyhodnocena metodou inkorporace
*H-thymidinu pomoci kapalinového scintilacniho analyzatoru. (A) Relativni proliferace MC
po stimulaci jednotlivymi frakcemi (cpm frakce/ cpm NK). (B) Mnozstvi CIK v jednotlivych frakcich.

(C) Koncentrace celkového IgA v jednotlivych frakcich. Vo znaci prdazdny objem. Prezentovand data

Vo 670 kDa A
5 10 15 20
Frakce
B
5 10 15 20
Frakce
C
5 10 15 20
Frakce

znazornuji priumer ze tri hodnot.
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6.4 Charakterizace jednotlivych vzorki

6.4.1 Stanoveni koncentrace celkového IgA

Koncentrace celkového IgA u vzorki sér pacient s [gAN a kontrolni skupiny sér byla
stanovena ELISA metodou, vysledky uvadi Tabulka ¢. 6. Kazda hodnota piedstavuje primér

ze tii hodnot se smérodatnou odchylkou. Jako standard byl zvolen komer¢ni IgA. Referen¢ni

koncentrace IgA v séru je 0,9 az 3,5 mg/ml (Barttnikova et Paulik, 2011). Coppo et al. uvadi,

ze nemocni s IgAN maji zvySené sérové koncentrace pIgA a vzestup sérového IgA se nachazi

u poloviny pacient IgAN (Coppo et al., 1982; Monhart, 2001). Nami analyzovana pacientska

a kontrolni séra maji ve vétSiné pripadi koncentaci IgA ve fyziologickém rozmezi.

Porovndnim koncentraci celkového IgA v sérech pacientll a kontrolnich sér byla pozorovana

zvysena koncentrace celkového IgA ve vzorcich sér pacientti s IJAN, viz Tabulka €. 7.

Tabulka €. 6: Koncentrace celkového IgA v pacientskych sérech.

Vzorek Koncentrace® Vzorek Koncentrace Vzorek Koncentrace
mg/ml mg/ml mg/ml
16D 0,80+0,12 X27D 1,87 £ 0,06 32F 2,37 £ 0,59
21D 3,94 + 0,83 X28A 2,36 £ 0,50 33F 0,57 £ 0,10
41D 2,37 +£0,19 X29D 4,67 + 0,26 34F 6,20 £ 0,55
43D 4,07 £ 0,27 X31A 1,35+0,16 35F 0,83+0,25
46A 2,40 £ 0,18 X32D 2,15+ 0,15 36F 1,24 + 0,05
50A 2,89+ 0,20 X33D 2,11+ 0,30 37F 0,98 + 0,11
99B 3,43+0,17 X34D 1,47 £ 0,15 38F 1,77+ 0,21
125A 2,21 +£1,11 40F 2,22+0,11
139A 2,18+ 0,43 42F 3,25+ 0,20
147A 3,55+0,11 18F 0,51 £ 0,06 45F 2,27 £0,18
503B 2,01 +0,48 28F 3,42 +0,19 48F 2,48 +0,18
508B 4,69 + 0,49 29F 1,13+0,79 49F 2,61+0,22
PO3A 1,47 £0,43 30F 1,69 £ 0,35 52F 1,87 +0,43
X26D 2,65+0,14 31F 1,92+0,14 53F 1,08+ 0,15

& Pramér + SD

Tabulka €. 7: Porovnani koncentrace celkového IgA v sérech pacientd s IgAN a kontrolnich sérech.

Vzorek Koncentrace® mg/ml
IgAN séra 2,54 £ 0,32
Kontrolni séra 2,09 £ 0,26

& Primér = SD
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6.4.2 Stanoveni cirkulujicich imunokomplexi

Stanoveni mnozstvi CIK obsahujicich IgA vazané s IgG bylo méfeno ELISA metodou,
viz Tabulka ¢. 8. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito pacientské sérum 6D, u kterého byla
potvrzena pritomnost CIK. Plna séra pacienti s IJAN a kontrolni séra pacientd s jinou
glomerulopatii byla fedéna v dubletech v rozmezi 1: 2000 az1:1024 000 v blokovacim
pufru. Prezentovana data uvadéji mnozstvi CIK vztazené k obsahu CIK v pozitivni kontrole
v ramci jednotlivych méfeni a jsou vyjadiena jako procenta pozitivni kontroly. Porovnanim
mnozstvi CIK Vv sérech pacientd a kontrolnich sér byl pozorovan zvySeny obsah CIK

ve vzorcich sér pacient s IgAN, viz Tabulka ¢. 9.

Tabulka €. 8: Mnozstvi cirkulujicich imunokomplext v pacientskych sérech.

Vzorek CIK* % Vzorek CIK % Vzorek CIK %
16D 85,8 X27D 38,5 32F 65,2
21D 65,5 X28A 73,2 33F 55,4
41D 76,8 X29D 102,0 34F 132,7
43D 50,0 X31A 58,7 35F 38,8
46A 54,0 X32D 41,3 36F 37,1
50A 52,9 X33D 52,1 37F 43,5
99B 64,7 X34D 46,2 38F 41,5
125A 52,8 40F 93,1
139A 53,4 42F 46,1
147A 95,6 18F 42,7 45F 65,9
503B 77,5 28F 96,1 48F 60,6
508B 230,3 29F 63,0 49F 69,3
PO3A 93,0 30F 35,4 52F 41,7
X26D 64,2 31F 52,0 53F 39,6

# Procento pozitivni kontroly (sérum 6D)

Tabulka €. 9: Porovnani mnozstvi cirkulujicich imunokomplexud v sérech pacientl s IgAN a kontrolnich

sérech.

Vzorek CIK® %
IgAN séra 70,8
Kontrolni séra 58,7

# Procento pozitivni kontroly (sérum 6D)
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7 DISKUZE

IgA nefropatie je nejcastéjsi primarni glomerulonefritidou na svété a nejcastéjsi
pti¢inou chronického selhani ledvin. Jeji patogeneze neni zcela objasnéna, ale ptibyva ditkazii
o tom, Ze aberantni glykosylace IgAl je antigenni determinantou pro vazbu protilatek IgG
proti témto molekulam a nasledkem toho formovani CIK. Ty se néasledné ukladaji v ledvinach
(Mestecky et al., 2013; Suzuki et al., 2011; Tomana et al., 1999). Patogenni vyznam CIK byl
prokazan v in vitro studiich. Depozice CIK v mezangiu glomeruli vyvolavaji aktivaci
mezangialnich receptorit pro IgA nebo komplement a ptfedev§im posSkozeni mezangidlnich
bunk, které v odpovédi na aktivaci CIK proliferuji (Lai etal., 2008). Mechanismus
molekularni patogeneze vzniku CIK je v soucasné dob¢ intenzivné zkouman. Kultivované
lidské mezangialni buniky ptedstavuji vhodny model studia prolifera¢nich odpovédi bunék
po stimulaci IK.

V ramci experimentélni ¢asti diplomové prace byla optimalizovana metoda inkorporace
H-thymidinu podle metodiky vyvinuté Novakem a spolupracovniky (Novak et al., 2005).
Na zaklad& prvotnich vysledki inkorporace *H-thymidinu bylo zji§téno, Ze s rostoucim
pottem pasazi klesala proliferacni odpovéd MC po stimulaci PDGF, proto byly
pro experimenty pouzitelné jen inicialni pasaze. Dale bylo zjisténo, Ze inkorporace
3H-thymidinu po stimulaci sér jak pacientd s IgAN, tak i kontrol byla 3 az 10krat vy3si
V porovnani s negativni kontrolou. JelikoZ hlavnim cilem experimentll bylo porovnani
proliferacni odpovédi u sér pacientil s [gAN a kontrolni skupiny sér, byla zvolena koncentrace
pacientskych vzorkl (5%) a koncentrace negativni kontroly (0,5% FBS v RPMI médiu) podle
publikovanych praci (Novak et al., 2005, 2011; Yanagihara et al., 2012). Na pocatku
proliferacnich experimenti bylo pacientské sérum fedéno v riznych koncentracich
asledovana proliferacni odpovéd MC po stimulaci riznymi fedénimi. V porovnani
s negativni kontrolou byla u pacientského 0,5% séra pozorovana dvakrat vyssi proliferacni
aktivita MC. Vyssi proliferacni aktivita séra mize byt zpiisobena piitomnosti CIK a ristovych
faktori dalSich faktori humoralni imunity (Schonermark et al., 1991). Porovnanim
prolifera¢ni aktivity sér pacientd s IgAN a kontrolni skupinou pacientii bez IgAN byla
testovana schopnost sér stimulovat proliferaci MC. Rozdil mezi prolifera¢ni odpovéedi
kontrolnich sér a sér pacientti s IJAN nebyl signifikantni.

Novak et al. zjistili, ze biologicka aktivita velkych CIK obsahujici Gd-IgA1 je zvySena

u pacientll s IgAN béhem piipadl makroskopické hematurie, tyto IK stimulovali bunéénou
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proliferaci vice nez CIK shromazdéné v pribéhu pozdéjsich klidovych fazi onemocnéni
(Novak et al., 2005). Vétsina nami analyzovanych pacientd se vSak nachazela v klidovém
stadiu onemocnéni, mizeme tedy uzaviit, ze CIK, které¢ by stimulovaly prolifera¢ni aktivitu
MC, se v séru nenachdzi ve velkém mnozstvi nebo jejich proliferacni aktivita je oslabena
pfevahou CIK s niz§i molekulovou hmotnosti, které¢ vykazuji schopnost proliferaci tlumit.
Také kontrolni skupinu analyzovanych vzorkd netvoii séra zdravych jedinct, ale skupina
pacientd s jinymi glomerulopatiemi, ukterych muze dochazet ke stimulaci proliferaéni
odpovédi MC jinymi faktory humoralni imunity, jako jsou rustové faktory (TNF-a, IL-6,
TNF-p) ¢i proteiny komplementové kaskady (C5-9) (Schonermark et al., 1991; Novak et al.,
2005). Novak et al. ve svych experimentech zkouseli inaktivovat komplement a testovali
prolifera¢ni odpovédi MC po stimulaci tepelné upraveného séra. Za téchto podminek ziskali
az 0 28 % vyssi proliferaéni odpovédi MC ve srovnani S proliferacni aktivitou po stimulaci
MC tepelné neoSetfenymi séry. Proteiny komplementové kaskady se tedy nepodili
na stimulaci prolifera¢ni odpovédi MC, ale ke stimulaci proliferace MC mize dochazet
vlivem agregace imunoglobulinii (Novak et al., 2005).

Byl navrzen protokol intracelularniho barveni CFSE pro mezangialni buniky. Béhem
optimalizace metody bylo zji$téno, Ze u nedé¢licich se bunck mé obsah lidského séra vliv
na akumulaci CFSE. Se zvysujici se koncentraci lidského séra inkubovaného s MC trend
efektivity barveni CFSE klesd. U metody intracelularniho barveni byly zachovany
koncentrace pacientskych sér (5%) a negativni kontroly (0,5% FBS v RPMI médiu) jako
umetody inkorporace *H-thymidinu i pies rozdilnou uginnost barveni CFSE, kterd se
pohybuje kolem 25 %. Cytometrickou analyzou byly zjistény rozdily mezi intracelularnim
barvenim CFSE mezangidlnich bunék po stimulaci sér jak pacientd s IgAN, tak 1 kontrol
V porovnani s negativni kontrolou, ovSem tyto rozdily nedosahovaly rozdilli ziskanych
metodou inkorporace *H-thymidinu. Metoda intracelularniho barveni CFSE mé v porovnani
s metodou inkorporace H-thymidinu vyrazn¢ nizsi citlivost. Proto byla v proliferacnich
experimentech pouZita pouze metoda inkorporace ®H-thymidinu.

Studium zavislosti proliferatni odpovédi mezangidlnich bunék na molekulové
hmotnosti CIK in vitro ukazalo, ze ne vSechny CIK stimuluji proliferaci mezangialnich
bun¢k. Experimentalné¢ bylo prokazano, ze jako nejefektivnéjSi stimulatory plsobi CIK
0 molekulové hmotnosti 800—900 kDa, kdezto mensi CIK (700-800 kDa) maji opacnou
biologickou aktivitu a proliferaci tlumi (Tomana et al., 1999; Novak et al., 2005; Yanagihara
et al., 2012). Experimenty provadéné s plnymi séry pacientl s IgAN nelze proto jednoznacné

interpretovat bez ptedeslé frakcionace CIC podle jejich molekulovych hmotnosti.
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V experimentalni ¢asti diplomové prace byla séra pacientli s IgAN frakcionovédna
na kalibrované Superose 6 koloné. U jednotlivych frakci byla stanovena proliferacni aktivita,
ktera potvrdila pfitomnost stimulacnich a inhibi¢nich CIK. Déle bylo metodou ELISA
stanoveno mnozstvi CIK a koncentrace celkového IgA Vv jednotlivych frakcich. Bylo zjisténo,
ze v oblasti vysokomolekularnich frakci (800 kDa), které stimuluji proliferaci MC, dochazi
Kk postupnému narustu mnozstvi CIK i celkového IgA.

Moura et al. frakcionovali krevni séra pacienti s IgAN a kontrolni séra zdravych
jedinci pomoci HPLC systému na S-300 Sephacryl koloné. Kiivka zavislosti absorbanci
na cisle frakce ukazovala rozdily ve vysokomolekuldrnich proteinech (>850 kDa) mezi
kontrolnimi séry a séry pacientli s IgAN. U kontrolnich sér se vysokomolekularni CIK
nevyskytovaly. Rozdily v koncentracich celkového IgA mezi frakcemi pacientd s IgAN
a kontrolni skupinou byly stanoveny ELISA testem. Koncentrace makromolekularniho IgA
ve frakcich pacientd s IgAN Vv porovnani s kontrolnimi frakcemi byla vyrazné zvysena
(Moura et al., 2004).

V ramci proliferani experimentii byl soubor analyzovanych vzorkli soubézné
charakterizovan stanovenim celkového IgA a mnozstvi CIK metodou ELISA. U IgAN byla
popsana fada imunologickych abnormalit. Polovina pacientii ma zvySenou hladinu sérového
IgA (Coppo et al., 1982; Monhart, 2001). Moldoveanu et al. v nedavné studii prokazali
pomoci testu ELISA s vyuzitim lektinu z Helix aspersa, ktery reaguje s Gd-IgAl, ze 76 %
pacientli s IgAN ma vyznamné zvySené koncentrace Gd-IgA. Koncentrace Gd-IgAl, ale
nikoli koncentrace celkového IgA, segregovaly v rodindch s rizikem IgAN. Rozdily
v koncentracich celkového IgA mezi pacienty s familidrni IgAN, jejich pfibuznymi
a zdravymi kontrolami nebyly statisticky vyznamné. Koncentrace Gd-IgA1 maji pro diagnézu
IgA nefropatie pii srovnatelné specificité (90 %) podstatné vEtsi senzitivitu (76 % vs. 33 %)
nez koncentrace celkového IgA (Moldoveanu et al., 2007). Nami analyzovana séra pacientl
s IgAN a kontrolni séra méla ve vétsing piipad koncentraci celkového IgA ve fyziologickém
rozmezi. Porovnanim koncentraci celkového IgA v sérech pacientii a kontrolnich sér byla
pozorovana zvySena koncentrace celkového IgA ve vzorcich sér pacientii s IgAN.

Czekinsky et al. potvrdili pritomnost CIK vazajicich IgA1 nebo IgG u 44 % pacienti
s IgAN (Czekinsky et al., 1986). Coppo et al. identifikovali IgA-CIK u 65 % pacientt s IJAN
(Coppo et al., 1982). Schena et al. uvadéli ptitomnost IgA1-1gG CIK u 68 % pacientd s IgAN
(Schena et al.,, 1989). OvSem ne vSichni IgAN pacienti maji v séru prokazatelné
vysokomolekularni CIK (800-900 kDa). Hladina CIK koreluje s klinickou aktivitou

onemocnéni, velikosti mikroskopické hematurie nebo s atakou makroskopické hematurie.
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V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo stanoveno mnozstvi IgA-IgG CIK obsazenych
v plnych pacientskych a kontrolnich sérech. Mnozstvi CIK je vyjadieno jako procenta
pozitivni kontroly, kterou bylo IgAN sérum dfive otestované jako pozitivni na pfitomnost IK.
Porovnanim mnozstvi CIK v sérech pacienti a kontrolnich sér byl pozorovan zvySeny obsah
CIK ve vzorcich sér pacientt s IgAN.

Ukazuje se, Zze IgA nefropatie bude velmi pravdépodobné piedstavovat
klinicko-laboratorni syndrom rozpadajici se do nékolika etiopatogenetickych skupin, které
mohou mit i odli$ny klinicky prubéh véetné prognozy a odpovédi na terapii (Mestecky et al.,
2013).
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8 ZAVER

Diplomovéa prace se zabyvala problematikou proliferacni odpovédi mezangialnich
bun¢k po stimulaci imunitnimi komplexy pfitomnych v sérech pacienti s IgAN. Cilem
experimentalni ¢asti diplomové prace bylo porovnani proliferacni aktivity sér pacientii s I[gAN
a kontrolni skupiny pacientd bez IgAN, charakterizace jednotlivych vzorkd stanovenim
celkového IgA a mnozstvi imunokomplext. Frakcionace pacientskych sér a vyhodnoceni
proliferacniho potencialu jednotlivych frakei.

Metodou inkorporace ®H-thymidinu byla stanovovéana schopnost sér pacientii s IgAN
a kontrol stimulovat proliferaci kultivovanych mezangidlnich bunc¢k. Nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v proliferacni odpovédi sér pacientd s IgAN v porovnani s kontrolni
skupinou pacientl s jinou glomerulopatii.

V ramci charakterizace souboru analyzovanych vzorki metodou ELISA byla stanovena
koncentrace celkového IgA a mnozZstvi IgA-IgG IK. U pacientl s [gAN byla naméfena vySsi
koncentrace celkového IgA a také zvyseny obsah CIK ve vzorcich sér.

Byla optimalizovana metoda intracelularniho barveni fluorochromem CFSE.
Cytometrickou analyzou proliferaéni aktivity sér pacienti s IgAN a kontrolni skupiny
pacientii se nepodafilo dosahnout takovych rozdild v proliferacnich aktivitach jako s metodou
3H-thymidinu. Metoda intracelularniho barveni CFSE vykazovala podstatné niZ3i citlivost.

Byla stanovena proliferacni aktivita séra pacienta s IgAN po frakcionaci gelovou
permeatni chromatografii na kalibrované, ktera potvrdila pfitomnost stimulacnich
a inhibi¢nich CIK. Metodou ELISA bylo stanoveno mnozstvi CIK a koncentrace celkového
IgA v jednotlivych frakci. Bylo zjisténo, Ze u frakci, které obsahuji stimula¢ni CIK, dochazi

k nardastu mnozstvi téchto CIK i celkového IgA.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACE
ASGPR
BrdU
BSA

C
ClGalT1
CFSE
CIK
Cosmc
cpm

CR
DMSO
ELISA
FBS

Gal
GalNAc
GalNACT2
Gd-lgAl
HAA
HLA

MBP
MC
mIgA
OPD

angiotenzin konvertujici enzym
asialoglykoproteinovy receptor
bromo-2’-deoxyuridin

hovézi sérovy albumin

konstantni doména Ig
B1,3-galaktosyltransferaza
karboxyfluorescein sukcinimidyl ester
cirkulujici imunokomplexy

B3-Gal-T specific molecular chaperone
counts per minute

komplementovy receptor
dimethylsulfoxid

Enzymme-Linked Immunosorbent Assay
fetalni bovinni sérum

galaktdza

N-acetylgalaktozamin
galaktosyltransferaza 2

v galaktoze-deficientni IgAl

Helix aspersa aglutinin

hlavni histokompatibilni komplex
imunoglobulin

imunoglobulin A

imunoglobulin A nefropatie
imunoglobulin G

imunoglobulin M

imunokomplex

interleukin

protein véazajici manozu

mezangialni bunky

monomerni [gA

o-fenylendiamin dihydrochlorid
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PBS

PDGF
plgA
POGSs
polylg R
SA

ST3Gal
ST6GalNAc-11
TGF-p
TNF
GalNAc-Ts
Vv

fostatovy puftr s chloridem sodnym
rustovy faktor z desticek
polymerni IgA

potencionalni O-glykosyla¢ni mista
polymerni Ig receptor

kyselina sialova
a2,3-sialyltransferaza
a2,6-sialyltransferaza
transformujici ristovy faktor beta
faktor nadorové nekrozy
galaktosyltransferaza

variabilni doména Ig
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