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1 UVOD

IgA nefropatia je autoimunitné ochorenie a svetovo najCastejSia primarna
glomerulonefritida, pre ktori neexistuje Specificka lie¢ba. Ochorenie sa vyskytuje
v akomkol'vek veku. Najcastej$imi priznakmi st makro a mikroskopickd hematria,
infekcia hornych dychacich ciest ¢i traviaceho traktu, horucky, proteinaria a rozne Stadia
chronického ochorenia oblic¢iek. Asi polovica pacientov s IgA nefropatiou prichadza
do stadia, kedy im zlyhavaju obli¢ky. Na rozvoj ochorenia vplyva geneticka predispozicia
¢i vonkajsie faktory.

Pri¢inou IgA nefropatie je tvorba polymérneho imunoglobulinu Al s galaktozyl-
deficitnymi O-glykdnmi v pantovej oblasti. Na cirkulujuci abnormalny IgA1 sa viazu IgG
¢i IgA autoprotilatky za vzniku cirkulujuceho imunitného komplexu.

Za normalnych okolnosti je IgA1l odbtravané v peceni, avSak cirkulujice imunitné
komplexy sa zrejme nedokdzu odburavat’ spravne. Imunitné komplexy tak zotrvavaju
cirkulovat’ v Krvi a nasledne sa usadzaji v glomerule, pricom sa aktivujii mezangialne
bunky a dochadza k poskodeniu obli¢iek. Jednym =z procesov, ktoré sa spustaju
po aktivacii mezangialnych buniek, je produkcia cytokinov.

Interleukin-6 je cytokin, ktory Vv tele ¢loveka ovplyviiuje mnozstvo procesov. Ma
napriklad prozapalové aj protizapalové ucinky a posobi ako rastovy faktor pre zrelé
B bunky a indukuje ich kone¢né dozrievanie na plazmatické bunky produkujicej
protilatky. Zabranuje mnohym infekcidm, ale za negativum sa povazuje jeho aktivita,
ktora je schopna udrziavat’ chronické zapaly.

Pacienti s IgA nefropatiou maju zvysenu hladinu IL-6 v krvnom obehu a lokalne aj
v oblickach. Stimuldcia buniek od IgA nefropatickych pacientov interleukinom-6
ovplyvinuje aktivitu niektorych glykozyltransferaz, ktoré sa zacastiuju O-glykozylacie
pantovej oblasti IgAl. Bunky produkujuce IgAl od pacientov s IgA nefropatiou
po stimulacii  interleukinom-6 zvySuju  produkciu galaktozyl-deficitného 1gA1l.
U zdravych jedincov k vyznamnému ovplyvneniu glykozylacie IL-6 nedochadza.

Interleukin-6 teda vplyva na rozvoj ochorenia IgA nefropatia. Preto bola
experimentalna Cast’ bakalarskej prace zamerana na urCenie a popisanie buniek
produkujucich protilatky pomocou metddy prietokovej cytometrie a preukazat’ tak vplyv
intreleukinu-6 na vyvoj B lymfocytov V periférnej krvi ¢loveka a jeho vplyv na rozvoj

ochorenia IgA nefropatia.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 IgA nefropatia

IgA nefropatia (IQAN) je svetovo najéastejSou primarnou glomerulonefritidou, pre ktoru
neexistuje kauzalna terapia (Knoppova et al., 2016). Vyskytuje sa v akomkol'vek veku.
(Donadio a Grande, 2002). U deti sa toto ochorenie prejavuje viditelnou hemattriou
sprevadzanou horackami a Casto infekciou hornych dychacich ciest. U dospelych je
viditeIna hemattria menej Castd a prejavmi su mikroskopickd hemataria, proteintria,
hypertenzia a rozne §tadia chronického ochorenia oblic¢iek (Knoppova et al., 2016). M6zu
sa vyskytnlt’ aj gastrointestinalne tazkosti (Wyatt a Julian, 2013).

Az v 50 % pripadov u pacientoch s IgAN vedie zapalova aktivacia mezangialnych
buniek k terminalnemu zlyhaniu obli¢iek (Raska et al., 2016). IgAN sa javi ako ochorenie
systémové, pretoze obli¢ky su Castokrat po transplantacii opatovne poskodené (Wyatt a

Julian, 2013).
2.1.1 Pricina IgA nefropatie

Na pric¢ine IgAN sa podiel'a zvySena tvorba polymérneho imunoglobulinu A1 (IgAl),
pre ktory je charakteristické abnormalne zloZenie niektorych sacharidovych retazcov
(Raska et al., 2016). Cirkulujtci autoantigén IgALl s abnormalnym zloZenim sa viaze
na antiglykany IgG ¢i IgA avytvara tak cirkulujici imunitny komplex. IgAN teda
zaradujeme medzi autoimunitné ochorenia. Niektoré z cirkulujicich imunitnych
komplexov sa usadzaju v glomerule, ¢o zapriCini aktivaciu mezangialnych buniek
a procesov ako bunkova proliferacia, nadprodukcia zloziek extracelularnej matrix Ci
cytokinov/chemokinov (obr.1). Tieto procesy nasledne spdsobuji poskodenie obli¢iek
(Knoppova et al., 2016).

V patogenéze ochorenia IgAN ma kIi€ovl ulohu aberantne glykozylovany IgAl
(obr.1). Experimentami in vitro sa zistilo, ze naviazanie imunitnych komplexov, ktoré
obsahuju aberantne glykozylované IgA1, na mezangialne bunky, vyvolava patologické
zmeny charakteristické pre IgAN. (Suzuki et al., 2008).

IgAl v mezangialnych depozitoch je galaktozyl-deficitny IgAl (Gd-1gAl) (Knoppova
et al., 2016). Depozity obsahuju tiez komplement C3 a menej ¢asto aj 1gG a/alebo IgM.
(Tomana et al., 1999).

Predpoklada sa, ze IgA1 v sére zdravych jedincov, na rozdiel od pacientov s IgAN,

obsahuje malo alebo neobsahuje ziadne galaktozyl-deficitné O-glykany. Pacienti s IgAN
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maju zvySenu hladinu cirkularneho Gd-IgA1l ¢i imunitnych komplexov obsahujtcich

Gd-IgAl (Yamada et al., 2017).
2.1.2 1gA nefropatia a genetika

Genetické faktory ovplyviiuju patogenézu IgA nefropatie. Dedicnou vlastnostou je
zvySena hladina Gd-IgAl v sére. Asi 30 az 40 % pribuznych prvého stupiia ma podobne
vysoké hladiny tohto aberantného imunoglobulinu. Vécsina pribuznych so zvySenou
hladinou Gd-IgAl v sére vSak nikdy nemala klinické prejavy ochorenia obli¢iek.
Na prejavenie ochorenia st potrebné d’alsie faktory (Wyatt a Julian, 2013).

2.1.3 Povod galaktozyl-deficitného 1gAl

Znacné dokazy nasvedCuju tomu, ze imunitné komplexy obsahujuce Gd-IgAl, ktoré sa
nachadzaju v mezangiadlnych imunitnych depozitoch, pochadzaji z krvného obehu
(Suzuki et al.,, 2008). Znizenou reakciou IgA na slizni¢né antigény moze byt
podporovana produkcia polymérneho IgA1 v kostnej dreni, €o vedie k zvySeniu sérovych
hladin IgA1 (Donadio a Grande, 2002). Galaktozovy deficit O-glykanov IgA1 mdze
nastat’ kvoli znizenej galaktozylacii alebo predCasnej sialylacii, ktora zabrani naviazaniu

galaktozy. V tomto procese sa z(¢astiluje aj nespravna regulacia IL-6 (Knoppova et al.,

Poskodenie sliznicného Zvysena produkcia IgA1l Chybna galaktozylacia
imunitného systému v kostnej dreni IgAl

AN /[

Glomerularna IgAl depozicia

- Viazanie IgAl na
mezangialne bunky
Produkcia cytokinov
Zniiena clearance IgAl | a rastovych faktorov

l \ Glomerularna
skleroza

Proliferacia /

mezangialny buniek

Obr. 1 Potencidlne mechanizmy vzniku glomerularnej IgA1l depozicie a progresia ochorenia
IgAN (upravené podl'a Donadio a Grande, 2002).
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2016). Defektna galaktozylacia IgA1 moze znizit hepatalny clearance IgA1 ¢i podporit
vazbu IgA1 komplexov na glomerularne mezangialne bunky (Donadio a Grande, 2002).

Existuje aj tedria mozného prepojenia poskodenia obliCiek a zépalu na slizniciach.
V krvnom obehu st IgA prevazne monomérne a pochadzaju z kostnej drene. Polymérne
IgA st typicky produkované na slizniciach. Gd-IgAl v cirkulujicich imunitnych
komplexoch u IgAN pacientoch st hlavne polymérne, ¢o tuto tedriu podporuje (Yamada
et al., 2017). Avsak IgA produkované slizni¢nym tkanivom prispieva do cirkularnej

zasoby len malo (Knoppova et al., 2016).
2.2 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (1g), nazyvané aj protilatky, st produkované plazmatickymi bunkami.
Plazmatické bunky predstavuji koneéné Stadium diferenciacie B lymfocytov.
Imunoglobuliny sa vyskytuju vo forme izotypov 19G, IgA, IgM, IgD a IgE. Izotypy
uruje konstantna Cast’ tazkych retazcov. IgM je prvym izotypom protilatok, ktory sa
tvori po stretnuti s antigénom. Neskor sa tvoria dalSie izotypy, ato IgA, IgG a IgE.
(Hoftejsi a Bartunkova, 2009).

2.2.1 Struktiira imunoglobulinov

Imunoglobulin (obr. 2) je heterodimérny protein (Schroeder a Cavacini, 2010). Sklada sa
z dvoch tazkych (H) retazcov spojenych disulfidovymi mostikmi, nazyvané aj cystinové.
Oblast, kde dochadza k spojeniu tychto dvoch tazkych retazcov, sa nazyva pantova
oblast’ (HR). Ku kazdému H retazcu je disulfidovym mostikom pripojeny jeden l'ahky
(L) retazec. Tazké retazce sa skladaju zo $tyroch domén, niekedy piatich, pricom kazda
doména je tvorend sekvenciou 110-120 aminokyselin. Domény su spojené kratkymi
spojovacimi tGsekmi polypeptidového retazca. L’ahké retazce su zlozené z dvoch
imunoglobulinovych domén (Hofejsi a Bartiiiikova, 2009).

Kazdy retazec obsahuje jednu NH-koncovi variabilni (V) doménu a jednu alebo viac
COOH-koncovych konstantnych (C) domén. Kazdd doména pozostava z dvoch
sendvi¢ovo usporiadanych B-skladanych listov spojenych dohromady disulfidovym
mostikom medzi dvomi cysteinovymi zvyskami (Schroeder a Cavacini, 2010). Variabilné
domény na N-konci tazkého retazca sa oznacuji ako VH a variabilné domény na N-konci
lahkého retazca ako V.. KonStantné domény l'ahkého retazca sa oznacuji ako Cp

akonstantné domény tazkého retazca Cui, Chz, Crs, popripade Cras. Cisluje sa

12



Fc

Fv Hp ‘

ol 9909 e

oo bbb e T g
’ — — disulfidovy mostik
O O-glykany
® N-glykany
TP

Obr. 2 Struktura imunoglobulinu (upravené podl'a Novak et al., 2008).

od N-konca k C-koncu. Index L byva nahradzovany indexami k alebo A. Variabilné
domény H a L ret'azcov st spoloéne miestom vizby pre antigén (Hofejsi a Bartinkova,
2009).

Pomocou enzymu papain za vhodnych podmienok mozZno imunoglobulin rozstiepit
na fragmenty. Ziskaju sa dva identické Fab fragmenty, ktoré st monovalentné, teda kazdy
obsahuje jedno védzbové miesto pre antigén, a fragment Fc. Pantova oblast’ udeluje
Castiam Fab urcitu flexibilitu. Niekedy d’alsim kontrolovanym stiepenim Fab fragmentov
mozno ziskat Fv fragmenty. Fv fragment je zlozeny z nekovalentne asociovanych
variabilnych domén lahkého atazkého retazca. V Fc casti su tazké retazce

glykozylované (Hofejsi a Bartinkova, 2009).
2.2.2 Spojovaci ret’azec

Spojovaci (J) retazec je maly polypeptid produkovany sliznicnymi plazmatickymi
bunkami, ktory reguluje vznik polymérneho IgM algA. Zallenenie J retazca
do polymérneho IgM a IgA udel'uje tymto protilatkam vyznamné vlastnosti, a to vyssi
pocet védzbovych miest pre antigén, maly alebo Ziadny aktivaény potencial pre
komplement a vysoku afinitu pre polymérny imunoglobulinovy receptor (pIgR), ktory je

znamy aj ako transmembranovy sekre¢ny komponent. J retazec je zapojeny do vzniku
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vizbového miesta pre pIgR v imunoglobulinovych polyméroch. Je klI'i¢ovym proteinom
v sekreCnej imunite. Polymérny IgR sprostredkuva aktivny transport naviazaného
polymérneho imunoglobulinu z bazolaterdley na apikdlnu stranu exokrinnych
epitelidlnych buniek, ¢im sa uvolnuju sekre¢né protilatky na slizniény povrch (Johansen

et al., 2000).
2.2.3 Funkcia imunoglobulinu

Funkciou imunoglobulinov je vdzba na antigén (Hofejsi a Barttnkova, 2009). Fc doména
udel’uje protilatke biologické efektorové funkcie, ako je fagocytdza, aktivacia NK buniek
a aktivacia klasickej drahy komplementu (Lipman et al., 2005). Variabilna cast’ urcuje
$pecifickost’ (Hotejsi a Bartiifikova, 2009). Specifickost’ protilatky sa tyka jej schopnosti
rozpoznavat’ Specificky epitop v pritomnosti d’alSich epitopov. Vizba epitopu na jeho
protilatku je reverzibilna a zavisi od presného zoskupenia protilatka-antigén (Lipman et
al., 2005). Sérové imunoglobuliny su polyklonalnou zmesou molekal lisiacich sa prave
vo variabilnych castiach. Umelo mozno pripravit bunkové linie produkujuce
monoklonalne protilatky, ktoré maji rovnaky izotyp a rovnaku Specifickost’ (Hofejsi a
Bartankova, 2009).

Vicsina antigénov je vysoko komplexnd a obsahuje mnoZstvo epitopov, ktoré
rozpoznava mnozstvo lymfocytov. Kazdy lymfocyt sa aktivuje, aby mohol proliferovat’
a diferencovat’ sa na plazmatické bunky. Vysledna protilatkova odpoved’ je polyklonélna.
Polyklonélne protilatky rozpoznavaju viac epitopov. Monoklondlne protilatky st
protilatky produkované jednym klonom B lymfocytov (Lipman et al., 2005).

Monospecificita monoklonalnych protildtok je wuzitotnd pri hodnoteni zmien
konformacie molekul, interakcii protein-protein, fosforylacnych stavov a pri identifikacii
jednotlivych ¢Elenov proteinovych rodin. Vyuzitie monosSpecifickosti monoklonalnych
protilatok moZze mat’ ale aj obmedzenia. Malé zmeny v Struktire epitopu, napriklad
v dosledku genetického polymorfizmu, glykozyladcie a denaturacie, mézu vyrazne

ovplyvnit’ funkciu monoklonalnych protilatok (Lipman et al., 2005).
2.3 Imunoglobulin A

IgA sa vyskytuje vo forme slizni¢nej a sérovej. Molekuly IgA st vo velkych mnozstvach
vylucované na povrch sliznic, kde sa zucastiujii ochrany proti mikroorganizmom. Ich

funkciou je teda ochrana sliznic a opsonizacia (Hotejsi a Bartinkova, 2009). Pociato¢na
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IgA  odpoved na infekciu ¢i imunizaciu je Vvsére aj v sekrétoch
Charakteristicka polymérnymi IgA (Knoppova et al., 2016).

Okrem pritomnosti IgA v sére a na slizni¢énych povrchoch sa IgA nachadza aj v slzach,
slinach ¢ mlieku. Obsah IgA v sére sa pohybuje v rozsahu 0,9-3,5 g1? (Hofejsi a
Bartunkova, 2009).

Priblizne 55 % celkového mnozstva cirkulujiceho IgA je sustredeného v Krvi a zvySok

v tkanivovom moku (Knoppova et al., 2016).
2.3.1 Podtriedy a Struktura IgA

LCudsky IgA ma dve podtriedy, ato IgAl algA2 (Knoppova et al., 2016). IgA2 je
fylogeneticky starSia forma. IgAl vznikol z IgA2 inzerciou DNA kddujicej pantovu
oblast’ (Tomana et al., 1999).

Molekula monomérneho IgAl je zloZzena z dvoch al retazcov, molekula
monomérneho IgA2 z dvoch o2 retazcov, pricom a retazce su spojené disulfidovymi
mostikmi. V polymérnej forme sa IgA vyskytuje ako dimér alebo tetramér. Retazce al
alebo 02 sa skladaju z jednej variabilnej a troch konstantnych domén. Oba typy molekul
obsahuju aj dva I'ahké retazce (Knoppova et al., 2016).

Sérové IgA je tvorené prevazne IgA1l molekulami. Z viac ako 90 % sa jedna
0 monomérnu formu IgA, z menej ako 10 % ide 0 polymérnu formu. Mala cast’ IgA je
viazana V cirkulujacich imunokomplexoch. Celkovy obsah cirkulujuceho IgA1 je 101 +
26 mg-kg™* telesnej hmotnosti a celkova zdsoba IgA2 14 + 4 mg-kg™ telesnej hmotnosti
(Knoppova et al., 2016).

U c¢loveka prirodzene vyskytujtce sa protilatky IgG a IgM reaguju s Fab fragmentom
IgAl, zatial’ ¢o s IgA2 nereaguju (Tomana et al., 1999).

2.3.2 Pantova oblast’ IgA

Hlavny rozdiel medzi IgAl algA2 je v pantovej oblasti. HR IgAl obsahuje 26
aminokyselin a HR IgA2 13 (Knoppova et al., 2016). IgA 1 ma teda oproti IgA2 predizent
HR v dosledku génovej inzercie, ¢o u IgA1 zaist'uje vacsiu flexibilitu Fab (Raska et al.,
2016) a ul'ah¢uje interakciu s antigénom. (Knoppova et al., 2016).

Pantova oblast IgAl, vratane pritomnosti O-glykanov, vykazuje sekvencnu
homologiu s mucinmi (Tomana et al., 1999). V pantovej oblasti tazkého ret'azca IgA1l
(obr. 3) moze byt na Ser alebo Thr naviazanych 3 az 6 O-glykanov. HR u IgAl ma

celkovo 9 Ser a Thr aminokyselinovych zvyskov. HR u IgA2 tieto aminokyselinové
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Obr. 3 Pantova oblast’ IgA 1, pod¢iarknuté aminokyseliny predstavuji potencionalne miesta pre
naviazanie O-glykanov (upravené podl’a Novak et al., 2008).

zvySky neobsahuje, a teda ani naviazané O-glykany. Na HR normalneho l'udského 1gAl
je najcastejSie pritomnych 4 alebo 5 glykanov. Kazdy tazky retazec IgA1 obsahuje dva
N-glykdny, jeden na Ch2 doméne (Asn263) adruhy na koncovom useku (Asn459)
(obr. 2) (Knoppova et al., 2016).

Pantova oblast’ je citlivd na proteazy niektorych bakteridlnych respiracnych
patogénov, ktoré su jedinecné svojou substratovou Specificitou vylucne k HR IgAl
(Raska et al., 2016). Tymito baktériami, ktoré su schopné produkovat’ IgA 1 proteazy, st
napriklad Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenza ¢i Neisseria meningitides
(Lechner et al.,, 2016). Sice to sved¢i o adaptacii niektorych baktérii na slizni¢na
imunitni  obranu, ale IgAl proteazy moézu byt vyuzité pri Stadiu IgAl,

IgAN a predstavuju aj potencionalny terapeuticky nastroj (Raska et al., 2016).
2.3.3 Odburavanie IgA1

Sérové IgAl je rychlo katabolizované hepatocytmi (Knoppova et al., 2016), preto ma
relativne kratky polCas zivota, priblizne 5-6 dni (Tomana et al., 1999). Hepatocyty
produkuju asialoglykoproteinovy receptor (ASGP-R), ktory viaze IgAl a dalSie
glykoproteiny cez terminalny galaktézovy alebo N-acetylgalaktozaminovy (GalNAC)
zvySok (Knoppova et al., 2016).

Pred dosiahnutim ASGP-R musia molekuly glykoproteinov opustit’ krvny obeh
a dostat’ sa do Disseho priestoru, ktory obsahuje péry o velkosti 18-25 nm. Vécsie

molekuly, ako napriklad IgM a jeho komplexy, zotrvdvaji v obehu a mézu byt
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katabolizované na inom mieste. Vel'ké cirkulujiice imunokomplexy kvoli svojej velkosti
neprechadzaju tymto molekularnym sitom (Tomana et al., 1999).

Glykoproteiny s termindlnym galaktézovym alebo GalNAc zvySkom su lahko
odburatel'né. Nedostatok galaktdézy na O-glykanoch by nemal zniZzovat katabolizmus
IgAL, ked’ je GalNAC stale pritomny. Avsak ak dojde k naviazaniu IgG, IgA1, pripadne
IgM na zvysky GalNAc, pravdepodobne to brani interakcii GaINAc s ASGP-R. Okrem
toho zvySena molekulova hmotnost’ cirkulujiicich imunokomplexov obsahujuacich IgA
algG moéze zabranovat prenikaniu cez pory a vedie to k odkloneniu tychto

imunokomplexov od katabolickej drahy (Tomana et al., 1999).
2.4 Glykozylacia pantovej oblasti IgA

Imunoglobuliny st glykoproteiny. Glykany asociované najmé s Fc doménou ovplyviiuji
samotnu funkciu protilatky (Schroeder a Cavacini, 2010).

O-glykéany pantovej oblasti normalneho IgA1 sluzia na ochranu HR pred protedzami,
viazu baktérie (Schroeder a Cavacini, 2010) a pravdepodobne plnia kryciu funkciu
potencidlnych antigénovych miest. AvSak pri absencii zvySkov kyseliny sialovej a
galaktozy v dosledku Stiepenia glykoziddzami alebo deficitu Specifickych
glykozyltransferaz, st odkryté GalNAc, ktoré sa chovaju ako antigénne determinanty a
ktoré st rozpoznavané odpovedajucimi prirodzene sa vyskytujicimi protilatkami
v krvnom obehu. Dolezitost GalNAc ako dominantného epitopu je posilnena
skuto¢nost'ou, ze odstranenie GalNAc z Fab fragmentov IgAl znizuje reaktivitu s IgG
(Tomana et al., 1999).

V  normdlne sére sa O-glykdny IgAl zloZzené prevazne 2z disacharidu
galaktoza(Bl-3)GalNAc, taktiez znameho ako T antigén, a jeho monosialyzovanou

formou NeuAc(a2-3)galaktoza(B1l-3)GalNAc ¢i disialyzovanou formou

Ser/Thr 0 GalNAc — B1,3 — Gal — a2,3

a2,6 kyselina sialova

kyselina sialova

Obr. 4 Priklad struktary O-glykanu v pantovej oblasti normalneho IgA1 (upravené podl'a Donadio
a Grande, 2002).
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NeuAc(a2-3)galaktoza(Bl-3)(NeuAc(a2-6))GalNAc (obr. 4), ktoré sa Casto oznacuju
ako sialyl-T antigény. K O-glykozylacii dochadza v Golgiho aparate (Knoppova et al.,
2016).

2.4.1 Enzymy O-glykozylacie pantovej oblasti IgAl

O-glykozylacie HR 1gAl sa zlcastiiuje viacero glykozyltransferaz, ktoré postupne
pripajaju monosacharidy, a tym rastie O-glykanovy retazec. O-glykozylacia je iniciovana
pripojenim GalNAc k Ser alebo Thr zvySkom pomocou UDP-GalNAc:polypeptid
GalNAc-transferaz (ppGalNAc-Ts). Dominantnu Glohu poc¢as O-glykozylacie HR 1gAl
ma predovSetkym GalNAc-T2, ale na iniciacii O-glykozylacie sa mdézu podiel'at’ aj
GalNAc-T1 a GalNAc-T11. Po iniciaénom pridavku GalNAc k Ser alebo Thr zvySkom
je  galaktéoza  pripojena  pomocou  UDP-galaktdéza:GalNAc-a-Ser/Thr (B1-3)-
galaktozyltransferazy (C1GalT1). Biosyntéza aktivnej C1GalT1 zavisi na molekularnom
chaperone Cosmc. Struktary galaktoza-(B1-3)GalNAc su modifikované pripojenim
kyseliny sialovej z kyseliny CMP-N-acetylneuraminovej na galaktéozové zvysky
pomocou galaktoza(pl-2)GalNAc(a2-3)sialyltransferazy (ST3Gal) a/alebo na GalNAc
zvySky pomocou (a2-6)sialyltransferazy (ST6GalNAc) (Knoppova et al., 2016).

2.4.2 Enzymy zodpovedné za O-glykozylaciu a IgAN pacienti

Imunoglobuliny Al v sére pacientov s IgAN maji oproti zdravym jedincom menej
galaktoz na GalNAc. Gd-IgAl produkujuce bunky od IgAN pacientov maji zvySent
expresiu  GalNAc-T14 aST6GalNAc-1l, aznizeni expresiu C1GalTl a Cosmc
(Knoppova et al., 2016).

Struktira GalNAc-T14 je velmi podobna GalNAc-T2. GaINAc-T14 moze pripajat
GalNAc k HR IgA1. Jej nadexpresia IgA1 produkujucimi bunkami u pacientoch s IgAN
moze prispiet’ K zvySeniu celkového mnozstva O-glykanov, ateda moze prispievat
Kk aberantnej glykozylacii IgA1 (Knoppova et al., 2016).

Nedostatok C1GalT1 spdsobuje skratenie O-glykanov. Znizené hodnoty C1GalT1 boli
zistené v subklonovanych Gd-IgAl1 produkujucich bunkach ziskanych od pacientov
s IgJAN. Nedostatok C1GalT1 sa taktiez prejavil pri stimulacii IgA1 produkujtcich
buniek IL-6 (Knoppova et al., 2016).
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2.5 Vyvoj B lymfocytov v Pudskom organizme

B lymfocyty st populaciou buniek, ktoré na povrchu bunky produkuju rozmanité
imunoglobulinové receptory a tie rozpoznavaju Specifické antigénne epitopy (LeBien
a Tedder, 2008). Vyvoj B buniek zacina v kostnej dreni, kde z B bunkovych prekurzorov
vznikaju pro- apre-B bunky. Dozrievanie a diferenciacia B buniek prebieha
v sekundarnych lymfoidnych tkanivach (Morbach et al., 2010) av kostnej dreni.
Medzi sekundarne lymfoidné tkaniva patri slezina, lymfatické uzliny ¢i slizni¢ny
imunitny systém (MALT). Transport do réznych typov tkaniv, vratane sliznic ¢i kostnej
drene, kde dlhoZijuce plazmatické bunky produkuji protilatky, umoziuje cirkulacia
periférnej krvi. B bunky cirkulujice v periférnej krvi mozno rozdelit’ do Styroch $tadii,
a to na nezrelé/prechodné, naivné, pamiat'ové B bunky a plazmatické bunky/plazmablasty
(Perez-Andres et al., 2010).

2.5.1 Diferenciacia a dozrievanie B buniek v kostnej dreni

Diferenciacia B buniek v kostnej dreni prebieha pomocou B bunkovych prekurzorov
a pomocou prostriedkov podporujicich diferenciaciu, medzi ktoré patria cytokiny,
povrchové receptory stromalnych buniek ¢i ligandy B bunkového antigénového receptora
(BCR). Stromalne bunky spolu s osteoblastami, osteoklastami, T bunkami a leukocytmi
vytvaraju v Kostnej dreni mikroprostredie potrebné pre vyvoj B buniek. Dozrievanie
B bunieck ma pat’ stadii a to pro-B bunky, pre-B-I, pre-B-II, nezrelé a naivné B bunky
(obr. 5) (Perez-Andres et al., 2010).

Nezrelé B bunky pred ukonc¢enim dozrievania prechadzaju negativnym selektivnym
procesom, v ktorom sa vyradia bunky, ktoré maji autoreaktivny BCR. Bunky, ktoré
uspesne prejdu procesom, sa stani naivhymi B bunkami. Naivné B bunky so zrelymi
fenotypovymi vlastnostami a S plne funkénym BCR opustaju kostnu dreni, cievami sa
dostavajii do periférnej krvi, prostrednictvom ktorej cirkuluji medzi sekundarnymi
lymfoidnymi tkanivami. Ak sa nestretnl s antigénom, po par ditoch odumierajt (Perez-
Andres et al., 2010).

Naivné B bunky, ktoré rozoznavaji antigény v slezine, lymfatickych uzlinach alebo
slizni¢nom imunitnom systéme su Spolu s aktivaciou CD4+ T buniek zakladom a $tartom
pre zarodocné reakéné centrd. Pocas diferencidcie naivnych B buniek na pamétové
bunky, B lymfocyty nadobudaju vyssiu védzbova afinitu pre antigén. Po niekolkych

proliferaciach a afinitnom dozrievani v tmavych a bledych zénach zarodo¢ného centra,
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Obr. 5 Vyvoj B buniek ajednotlivé B bunkové vyvojové $tadia pritomné v kostnej dreni,
periférnej krvi, lymfoidnom tkanive, sliznicnom imunitnom systéme (MALT) ¢i v slezine
(upravené podl'a Perez-Andres et al., 2010).

bunky generuju pamit'ové B bunky a preefektorové B bunky (plazmablasty). Inaktivne

pamitové B bunky zotrvavaju cirkulovat’ v periférnej krvi alebo migruji do antigén

odcerpavajucich tkaniv. Plazmablasty hl'adaju utoc¢isko v kostnej dreni alebo slizni¢nom
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imunitnom systéme na dokoncenie diferencidcie na bunky produkujuce protilatky

(plazmatické bunky) (Perez-Andres et al., 2010).

2.5.1.1 Zarodocné centra

Zarodo¢né centrum obsahuje rychlo sa mnoziace bunky. Je to hlavné miesto generovania
plazmatickych bunick a pamétovych B buniek (LeBien a Tedder, 2008).

Ak dojde k stretnutiu naivnych B buniek s pribuznym antigénom prezentovanym
folikularnymi dendritovymi bunkami a ku kontaktu s aktivovanymi antigénovo
Specifickymi T bunkami, naivné B bunky sa aktivuju a migruju do zarodo¢nych centier.
V zarodo¢nom centre B bunky nepretrzite prechadzaji medzi tmavou zonou-
centroblastami a svetlou zonou- centrocytmi. V tmavej zone sa bunky podrobuju
procesom ako rapidna proliferacia, somaticka hypermutacia IgV oblasti a izotypovy
preSmyk. V svetlej zone sa bunky opétovne stretdvajli s antigénmi, aby sa skontrolovala
dostato¢na afinita BCR K antigénu. Preziju a d’alej proliferuji len B bunky s vysokou
afinitnou BCR k antigénu (Perez-Andres et al., 2010).

2.5.2 B bunky v periférnej krvi

V l'udskej krvi mézu byt rozpozndvané 4 hlavné typy B buniek. Nezrel¢, naivné,
pamétové B lymfocyty a plazmatické bunky (obr.5) (Perez-Andres et al., 2010).

Priblizne 60-70 % l'udskych cirkulujucich B buniek tvoria naivné B bunky, u ktorych
nedoslo k mutacii sekvencie v IgV oblasti. U takéhoto typu B buniek dochadza
ku koexpresii IgM a IgD (Perez-Andres et al., 2010).

Pamitové B bunky predstavuju asi 20-30 % [ludskych cirkulujicich B buniek.
U pamit'ovych B buniek doslo k somatickej hypermutacii v IgV oblasti a asi polovica sa
podrobila aj izotypovému preSmyku, ¢im sa docielilo, Ze priblizne jedna polovica
produkuje povrchovy IgG a IgA a druha polovica povrchovy IgM a IgD. V periférnej krvi
u dospelého ¢loveka 23 + 10 % pamétovych B buniek produkuje povrchovy 1gG, 21 +9
% pamétovych B buniek povrchovy IgA a 52 + 15 % pamétovych B buniek produkuje
povrchovy IgM (Perez-Andres et al., 2010).

Naivné aj pamitové B lymfocyty cirkuluji v periférnej krvi, ale mnozstvo
pamétovych B buniek sa zdrzuje aj na miestach odtoku antigénov, ako je marginalna
zona sleziny ¢i slizni¢ny epitel mandli. VacSina naivnych buniek zotrvava cirkulovat’

medzi rozlicnym lymfoidnym tkanivom (Perez-Andres et al., 2010).
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U dospelého c¢loveka v periférnej krvi je detekované malé mnozstvo plazmatickych
buniek. Vacsina tychto buniek odpovedd novej generacii plazmablastov migrujiacich
20 sekundarnych lymfoidnych tkaniv do kostnej drene, MALT ¢i chronicky zapalenych
tkaniv. Medzi cirkulujicimi plazmablastami a plazmatickymi bunkami v porovnani
S plazmatickymi bunkami v kostnej dreni je fenotypovy rozdiel. Produkuju odlisné
mnozstva niektorych latok. (Perez-Andres et al., 2010).

2-4 % zo vSetkych B buniek v periférnej krvi tvoria nezrelé B bunky, ktoré opustili
kostnu drent pocas procesu negativnej selekcie. Tieto bunky maju nemutované IgH gény,
maju fenotypické vlastnosti nezrelych B buniek, aj ked’ vela z nich dokéze stcasne
produkovat povrchovy IgM a IgD. Pri autoimunitnych ochoreniach ¢i réznych inych
imunologickych ochoreniach bol pozorovany zvyseny vyskyt nezrelych B lymfocytov
v periférnej krvi a tento jav je spojeny so znizenim pamétovych B buniek. (Perez-Andres

etal., 2010).
2.5.3 Vyvoj B buniek a aberantna glykozylacia 1gAl

Je mozné, ze niektoré B bunkové stimulacné faktory moézu prispievat’ k zvySeniu
produkcie Gd-IgAl. Tieto faktory, ako napriklad B bunkovy aktiva¢ny faktor (BAFF),
moézu riadit’ IgA prepinanie triedy, diferencidciu B-buniek, protilatkov produkciu

a bunkovu proliferaciu. (Knoppova et al., 2016).
2.6 Cytokiny

Cytokiny su zékladné regulatory imunitného systému. S to proteiny produkované
leukocytmi a inymi bunkami, ktoré prostrednictvom Specifickych receptorov pdsobia
na bunky imunitného systému, ale aj na bunky mimo tento systém. Existuji taktiez
membranové formy niektorych cytokinov, ktoré su na rozdiel od volnych foriem,
ukotvené v cytoplazmatickej membrane. Vyhodou membranovych cytokinov je, ze je
zaistené ich vyrazné lokalne posobenie a nedochadza k ich odplavovaniu ani zried’ovaniu
difaziou. U niektorych cytokinov je podobny lokaliza¢ny efekt dosiahnuty ich adsorpciou
na povrchové proteoglykany niektorych buniek. Vac¢sina cytokinov je pleiotropnych, ¢o
znamena, ze pdsobia na niekol'ko druhov buniek. Cytokiny ¢asto pdsobia v kaskade

a do urcitej miery sa mozu medzi sebou nahradzat’ (Hotejsi a Bartinkova, 2009).
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2.6.1 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je glykoprotein o hmotnosti od 21 do 28 kDa v zavislosti od stupna
posttranslan¢nej modifikacie (Feghali a Wright, 1997). Je to pleiotropny cytokin
s viacerymi funkciami (Masuda et al., 2013). Ovplyviiuje homeostatické procesy v tele
¢loveka, vplyva na bunky imunitného systému, ale aj na bunky mimo tento systém, ma
prozapalové a protizapalové ucinky. Stimuluje syntézu proteinov akutnej fazy v peceni,
posobi ako rastovy faktor pre zrelé B bunky a indukuje ich konecné dozrievanie
na plazmatické bunky produkujicej protilatky. Podiel'a sa na aktivacii T buniek a na ich
diferenciacii. Ma aj regula¢né G¢inky zahfnajice inhibiciu produkcie faktoru nekrdzy
nadorov (TNF), ¢im obmedzuje reakcie akutneho zapalu (Feghali a Wright, 1997). Ma
podobné vlastnosti horménom, pretoze ovplyviiuje cievne ochorenia, metabolizmus
lipidov, inzulinova rezistenciu, mitochondridlnu aktivitu, neuroendokrinny systém
a neuropsychologické chovanie (Hunter a Jones, 2015).

Takmer vSetky stromalne bunky abunky imunitného systému produkuju IL-6.
Hlavnymi aktivatormi expresie IL-6 su IL-1B a TNF. Syntézu IL-6 mézu podporit’
napriklad aj Toll-like receptory (TLRs), prostaglandiny, adipokiny, stresové reakcie
a d’alsie cytokiny. Expresia IL-6 je na Grovni transkripcie a postranskripénej modifikacie
kontrolovana pomocou molekal mikroRNA, RNA-viazucimi proteinmi a RNézami
(Hunter a Jones, 2015).

Fyziologickd hodnota IL-6 v l'udskom sére je 1-5 pgml?, &o je relativne nizka
hodnota, ale v chorobnom prostredi a v extrémnych situaciach sa mnozstvo IL-6 v sére
rychlo zvysuje. Vtedy sa moze koncentracia IL-6 pohybovat v jednotkach pg-ml™. IL-6
je na jednej strane predmetom homeostatickej bazalnej regulacie a na druhej strane
predmetom rychlej indukcie v stvislosti s infekciou, autoimunitou a rakovinou.
Pri tychto stavoch je zvySenie IL-6 Castokrat lepsim indikatorom ochorenia ako C-
reaktivny protein (Hunter a Jones, 2015). Neregulovana nadexpresia IL-6 je spojena
s autoimunitnym zapalovym ochorenim a s rastom nadorov (Masuda et al., 2013).

IL-6 zabraniuje mnohym infekcidm, ale za negativum sa povazuje jeho aktivita, ktora
je schopné udrziavat’ chronické zapaly. Nedostatok IL-6 sposobuje narusenie vrodenej
a ziskanej imunity vo¢i virusovym, parazitickym a bakterialnym infekciam (Hunter

a Jones, 2015).
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Pri liecbe chronickych zapalov, autoimunity a rakoviny sa vyuzivaju modifikatory
biologickej odpovede, ktor¢ inhibujui zapalové cytokiny, a malé molekuly, ktoré sptstaja

kindzy asociované v cytokinovej signalizacii (Hunter a Jones, 2015).
2.6.1.1 IL-6 receptorovy komplex

Na cielovych bunkach sa IL-6 viaze na 80-kilodaltonovy receptor IL-6 (IL-6R). Komplex
IL-6 a IL-6R sa spaja s proteinom gp130, nasledne dochadza k dimerizacii a je iniciovana
intracelularna signalizacia. Protein gp130 je exprimovany vo vSetkych bunkach. IL-6R je
pritomny iba v niekolkych bunkach tela, napriklad v hepatocytoch a niektorych
leukocytoch. Bunky, ktoré neexprimuju IL-6R, nemdzu na cytokin reagovat’, pretoze
samotny gp130 nema dostato¢nu afinitu k 1L-6 (Rose-John, 2012).

Okrem tulohy signaliza¢nej podjednotky IL-6R ma gp130 funkciu aj pri hematopoéze,
bunkovom vyvine a pdsobi ako B-cytokinovy receptor pre IL-11, IL-27, onkostatin-M,
cilidrny neurotropicky faktor, kardiotrofin-1, inhibi¢né faktory leukémie a cytokin
podobny kardiotrofinu (Hunter a Jones, 2015).

Po obsadeni IL-6 receptorového komplexu sa spust’aju viaceré drahy (obr. 6), ktoré
umoznuju IL-6 sprostredkovat’ rozlicné efekty. Takouto drahou je napriklad draha
zahfnajuca tyrozinkindzy rodiny JAK a transkripcné faktory rodiny STAT. Dimerizacia

gp130 aktivuje kinazy rodiny JAK a podpori fosforylaciu STAT1, STAT3 a v mensom

T,1
produkcia autoimunita
IFN-y, TNF, C
L6 chronicky zapal
GATA3 Thz, alergia
__— STAT6 produkcia N
IL-4, IL5, chronicky zapal
IL-6, 1L-13
IL-6
STAT3
\ ROR a/yt Th17 autoimunita
IRF4 produkcia . P
P IL-17A/F, 1L-21, chronicky zapal
IL-22, TNF, IL-6
[Treg protizapalova odpoved
produkcia imunosupresia
IL-10, TGF-B

Obr. 6 Vplyv IL-6 na transkripcné faktory a nasledne na diferenciaciu T buniek a efektorové
funkcie. Cervena Sipka znazorfiuje inhibiciu, modré Sipky aktivaciu (upravené podla Neurath a
Finotto, 2011).
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rozsahu aj STATS. JAK-STAT signalizacia cez gpl30 je kontrolovana SOCS
supresivami a latkami rodiny CIS. Tieto latky signalizaciu IL-6 inhibuji. Absencia
SOCS3 sposobuje, ze IL-6 sa chova podobne ako IL-10, ktory je silnym inhibitorom
makrofagov a dendritovych buniek (Hunter a Jones, 2015).

2.6.1.2 Klasicka a trans-aktivacia signalizacie receptora IL-6

IL-6 vyuziva dva mechanizmy na sprostredkovanie biologickych ucinkov, a to klasicka
a trans-aktivaciu signalizacie receptora IL-6 (Hunter aJones, 2015). V klasickej
signalizacii interleukin-6 aktivuje rozne typy buniek, ktoré maju na membrane viazany
IL-6 receptorovy komplex. V trans-signalizacii IL-6 aktivuje IL-6R™ gpl30* bunky
prostrednictvom rozpustného IL-6R (Neurath a Finotto, 2011).

Klasicka signalizacia IL-6 prostrednictvom membrénovo viazaného IL-6R je potrebna
pre regenera¢né alebo protizapalové aktivity cytokinu (Rose-John, 2012). Predpoklada
sa, ze cez klasicku signalizaciu IL-6 receptora sa kontroluji centrdlne homeostatické
procesy a imunologické ucinky ako odpoved’ akutnej fazy, glukézovy metabolizmus,
hematopoéza a regulacia neuroendokrinného systému (Hunter a Jones, 2015).

Trans-signalizacia je proces, v ktorom rozpustna forma IL-6R (SIL-6R) viaze IL-6
s podobnou afinitou ako IL-6R viazany na membranu. Komplex IL-6 a sIL-6R sa moze
viazat’ na gp130 buniek, ktoré neexprimuju IL-6R a ktoré na IL-6 nereaguju. Trans-
signalizacia IL-6 je prozapalova (Rose-John, 2012). Niektoré ochorenia ako kolitida,
fibroza tkaniv, zipalova artritida, alergia, infekcia, neurozépal, kardiovaskularne
ochorenia a rakovina vyvolana zapalom ukazuju, Ze trans-signalizacia IL-6 je dolezita
pre nabor a apoptéozu leukocytov, pre zachovanie funkcnosti efektora T buniek
a pre zapalov aktivaciu stromalneho tkaniva (Hunter a Jones, 2015).

Rozpustnt formu IL-6R mdzeme klasifikovat  ako alarmin. Po uvol'neny z neutrofilov,
sIL-6R podporuje trans-signalizaciu IL-6 v lokalnom prostredi ako reakciu na ochorenie,
pricom reakcia ovplyviiuje vrodené a ziskané imunologické ucinky (Hunter a Jones,
2015).

Dolezita je aj regulacia IL-6 receptora na CD4+ T bunkach. Expresia IL-6R v CD4+
T bunkach je obmedzena na nezrelé a centralne pamit'ové populacie. CD4+ T bunky,
ktoré sa zotavili z miesta, kde sa bojovalo proti chorobe, maju typicky nedostatok IL-6R,

ale zostavaju citlivé na trans-signalizaciu IL-6 (Hunter a Jones, 2015).
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2.6.2 Vrodena imunita a I1L-6

IL-6 moduluje takmer kazdy aspekt vrodeného imunitného systému, vratane
hematopoézy a naboru neutrofilov do miesta infekcie ¢i poskodenia. Riadi regulaciu
chemokinov aktivujtcich neutrofily a apoptézu neutrofilov. IL-6 méa jasny prozapalovy
efekt, napriklad v reakciach akttnej fazy, avSak tento efekt zavisi na situdcii a IL-6 mdze
rovnako koordinovat’ aj antizapalové procesy. (Hunter a Jones, 2015).

Toll-like receptory (TLRs) st kI'icovymi molekulami vo vrodenej imunite a st
zapojené v patogenéze IgAN. Exogénne antigény pochadzajuce z patogénov aktivuju
TLR9-MyD88 signaliza¢n(i drahu. Tento proces vedie K vyraznému zvySeniu syntézy

zapalovych cytokinov, teda aj IL-6 (Makita et al., 2020).
2.6.3 Ziskana imunita a IL-6

IL-6 indukuje dozrievanie B buniek na bunky produkujuce protilatky a taktiez podporuje
zivotnost’ plazmatickych buniek. IL-6 sltzi ako prepojenic medzi T a B bunkovou
odpovedou a je povazovany za Klucovy spustac sekrécie IL-17 CD4+ alebo CD8+
T bunkami. Hlavne aktivacia STAT3 interleukinom-6 u nezrelych CD4+ T buniek,
Vv pritomnosti cytokinu TGF-B, podporuje populaéni expanziu buniek TH17, ktoré
produkujti transkripéné faktory RORyt a AhR a sekretuju IL-17A. Bunky Thl7 st
v mnohych ochoreniach patologické a ked’ze IL-6 hra svoju ulohu pri ich vzniku, stal sa
predmetom zaujmu pri vyskume terapii. IL-6 podporuje aj produkciu IL-10 T bunkami,
ktory redukuje mnozstvo zapalovych procesov. (Hunter a Jones, 2015).

IL-6 moze inhibovat’ funkciu Treg buniek (obr. 6) a zabranovat’ premene TH17 buniek
na bunky Treg. V miestach zapalu su Treg bunky zrejme schopné preprogramovat’ sa
a ziskat’ vlastnosti efektora bez straty transkripcného faktora FoxP3. IL-6 podporuje
generaciu FoxP3-exprimujucich T buniek, ktoré exprimuju bud® T-bet alebo RORy
a obmedzuju expresiu transkripéného faktora Eos, ktory je korepresorom pre FoxP3.
Absencia STAT3 zhorSuje potlacujuce vlastnosti Treg buniek in vivo, ¢o indikuje

potencialne spojenie medzi STAT3 a FoxP3 (Hunter a Jones, 2015).
2.6.4 STAT3 fosforylacia

STATS3 patri do rodiny signalnych transduktorov a aktivatorov transkripcie (STAT). Bol
objaveny ako zlozka komplexu s interleukinom-6, ktory aktivuje faktor reakcie akutnej

fazy (APRF). APRF ma rozhodujticu tlohu pri stimulacii expresie mediatorov vrodenej
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imunity v peceni. Aktivaciu STAT3 vyvolava mnozstvo cytokinov a rastové faktory.
STAT3 taktiez sprostredkuva dolezité kaskady signélnej transdukcie vyvolané
intracelularnymi proteinmi, ako st aktivované onkoproteiny Ras alebo tyrozinkinazy
(Hillmer et al., 2016).

Primarna aminokyselinovd sekvencia STAT3 pozostdva z Src homoldgnej (SH2)
domény a C-koncového tyrozinového zvysku (Y705), ktory sa fosforyluje pomocou
JAK kinaz po stimulécii cytokinmi, po signalizacii receptora proteinovej tyrozinkinazy
alebo po intracelularnej aktivacii proteinovej tyrozinkinazy (Hillmer et al., 2016).

Ako kl'ucovy aktivaény mechanizmus veduci k stimulacii transkripénej funkcie
STAT3 je vznik homodimérov prostrednictvom interakcie medzi doménou SH2
a fosfotyrozinom. STAT3 podlieha taktiez fosforylacii serinu v polohe 727, ¢o zvySuje
transkrip¢nu aktivitu (Hillmer et al., 2016).

STATS3 fosforylacia je klasickou signaliza¢nou drahou spojenou so signalizaciou I1L-6

(Yamada et al., 2017).
2.6.5 Vplyv interleukinu-6 na rozvoj IgA nefropatie

Niektoré studie odhalili zvySenu expresiu MRNA pre TLR9 a BAFF v mononuklearnych
bunkach v periférnej krvi a tiez zvySenu hladinu BAFF proteinu v sére pacientov s I[gAN.
BAFF indukuje izotypovy presmyk v B bunkach a méze tak riadit’ hladiny cirkulujuceho
IgAl. V B a T bunkach u pacientoch s IgAN bol taktiez odhaleny L-selektin. Na zaklade
tychto dat bol ulIgA nefropatickych pacientoch identifikovany prozapalovy stav
B buniek, podla ¢oho bolo d’alej navrhnuté, Ze niektoré cytokiny moézu zvySovat
produkciu Gd-1gAl (Knoppova et al., 2016).

Produkcia IL-6 je typicky spojena s aktivaciou cytokin-produkujicich T buniek.
T bunky st zdrojom cytokinov, a teda prispievaju k patogenéze IgAN (Yamada et al.,
2017).

Pacienti s IgAN maju okrem zvysenej hladiny cirkulujiceho Gd-IgA1 a imunitnych
komplexov obsahujucich Gd-1gA1l, zvysenu aj hladinu IL-6 v krvnom obehu a lokalne aj
v oblickach (Yamada et al., 2017). Zapal pri IgAN moéze galaktozovy deficit I[gA1 eSte
zvysit. U IgA1 produkovaného bunkovymi liniami od IgAN pacientov IL-6, a v mensom
rozsahu aj IL4, eSte viac zdoraziuje galaktozovy deficit. Stimulacia buniek od IgAN
pacientov interleukinom-6 zvySuje aktivitu ST6GalNAC a znizuje aktivitu C1GalT1. IL4
redukuje aktivitu C1GalT1. IgAl produkujuce bunky od IgAN pacientov po stimulécii
IL-6 zvySuji produkciu Gd-IgA1 (Knoppova et al., 2016). U zdravych jedincov
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K vyznamnému ovplyvneniu glykozylacie interleukinom-6 nedochadza (Yamada et al.,
2017).

IL-6 zvySuje a predlzuje aktivaciu STAT3 u IgA1 produkujucich buniek od pacientov
s IgAN. Kanonicky transkripény faktor IL-6 a d’alSie cytokiny menia signalizaciu
a transkripciu riadentt STAT3, ¢o mdze zohravat dolezitd rolu v produkcii Gd-1gAl
(Knoppova et al., 2016).

V pripade Stadie Yamady et al. (2017) bola interleukinom-6 aktivovana STAT3
fosforylacia Y705 vécsia a trvala dlhSie u IgA 1 produkujtcich buniek od IgAN pacientov
V porovnani so zdravymi jedincami. ZvySend a dlhSie pretrvavajica aktivacia STAT3
fosforylacie Y705 predstavuje patogeneticky proces v IgAN, ktory vo vysledku vplyva
na nadprodukciu Gd-IgA1l, teda na kI'i¢ovu patogénnu molekulu v IJAN (Yamada et al.,
2017).

2.7 Prietokova cytometria

Prietokova cytometria je metéda umoznujica rychlu analyzu velkého poctu buniek,
pricom je vyuzivané meranie rozptylu svetla, meranie fluorescencie alebo absorbancie.
Vicsinou ide o monitorovanie fluorescencie. Touto metodou mozno stanovit’ mnozstvo
bunkovych parametrov ainformacie otom, ako s tieto parametre distribuované
v bunkovej populacii. Bunkové parametre, ktoré mozno pomocou prietokovej cytometrie
urcit, st napriklad velkost’ buniek, membranovy potencidl a intracelularne pH c¢i
mnozstvad bunkovych zloZiek ako je DNA, proteiny, povrchové receptory a véapnik
(Rieseberg et al., 2001). Prietokova cytometria sa vyuziva na imunofenotypizaciu,
viacparametricki analyzu DNA alebo na pocitanie buniek (Picot et al., 2012).
Je vyuzivana pri beZznych klinickych vySetreniach ako je komplexny krvny obraz,
na sledovanie po¢tu T lymfocytov ¢i na identifikaciu zapalovych buniek (Jahan-Tigh et
al., 2012).

Vel'ké mnozstvo publikacii 0 prietokovej cytometrii je z lekarskej a klinickej oblasti,
No tato metdda je cennym nastrojom aj v biologii, farmakologii, toxikologii, bakteriologii,
virologii, vo vedach o Zivotnom prostredi a v monitorovani bioprocesov (Rieseberg et al.,
2001). Biologickym materidlom mdze byt periférna krv, aspiraty kostnej drene, koza
¢i bunkové linie tkanivovych kultar ziskanych biopsiou. Prietokova cytometria meria

jednotlivé bunky pretekajuce cez detektorovy systém (Jahan-Tigh et al., 2012).
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2.7.1 Pristrojové usporiadanie

Pristroj prietokovej cytometrie pozostava z piatich hlavnych casti- zdroj svetla (laser),
prictokovd cela, optické systémy na detekciu $pecifickych vilnovych dizok
v Sirokospektralnom rozsahu, fotodiody alebo fotonasobica na citliva detekciu signalov

a pristroj na spracovanie a pracu s udajmi (Rieseberg et al., 2001).
2.7.2 Realizacia merania pomocou prietokovej cytometrie

Meranie zacina vyberom fluorescen¢ne znacenych protilatok Specifickych pre markery
na bunkovom povrchu. Markery st vyuzivané na charakterizaciu pozadovanej bunkovej
populacie. Markermi bunkového povrchu st zvyéajne glykoproteiny CD (Jahan-Tigh et
al., 2012).

Vzorka mdze byt spracovana enzymatickou degradaciou, centrifugaciou alebo
filtraciou. Vysledkom je izoldcia poZadovanych buniek a tito bunkova suspenzia je
zafarbend pomocou fluorescenénych protilatok. Vzorka je transportovand nosnou
tekutinou do meracej cely. Dochadza k takzvanej hydrodynamickej fokusacii. Meracia
cela je tak uzka, Ze zaist'uje prietok len jednej bunky a bunky teda prechadzaju celou
jedna za druhou. Kazda bunka je postupne oziarend jednotlivymi lasery a emisia
naviazanych fluorochromov je detekovana v pripade klasickej cytometrie fotodiodami,
(Jahan-Tigh et al., 2012) popripade fotonasobicom (PMT) pri spektralnej cytometrii
(Futamura et al., 2015).

Fluorescencnéd chemicka latka viazana na protilatku, ktora sa nazyva fluorochroém
(fluorofér), je vyberana na zaklade Specifickej vinovej dizky pritomného lasera
v prietokovom cytometri. Fluorochrom absorbuje energiu z laseru a nasledne ju uvolnuje
vo forme $pecifickej vinovej dizky svetla. Vyzarované svetlo je detekované optickym
systémom, ktory je citlivy na rozne vinové dizky. Specializovany softvér potom moze
graficky znazornit® distribciu oznacenych bunkovych populacii v jedno-, dvoj- alebo
trojrozmernom formate (Jahan-Tigh et al., 2012).

Znacené mozu byt protilatky, plazmatickd membrana, DNA alebo napriklad substraty
pre enzymy. Je mozné sti¢asne merat’ viac parametrov jednej bunky detekciou bunkového
povrchu molekul urcujuceho linie, aktivaény stav, stav fosforylacie signalnych
transdukénych molekul, intracelularnu produkciu cytokinov, fazu bunkového cyklu,

zivotaschopnost’, tok vapnika a d’alSie (Jahan-Tigh et al., 2012).
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2.7.3 Ziskanie dat

Ked je bunka vystavenad excitatnému zdroju, dochddza k ldmaniu laserového luca
vSetkymi smermi. Osvetlenie bunky zdrojom excitatného svetla poskytuje predny
¢i boény rozptyl a fluorescenéné svetlo (Picot et al., 2012).

Predny rozptyl predstavuje rozptyl svetla v malych uhloch a oznacuje sa ako FSC.
Velkost’ svetla predného rozptylu koreluje s relativnou velkost'ou buniek (Picot et al.,
2012).

Svetlo, ktoré sa vychyluje od bunky v uhle 90°, sa nazyva bocny rozptyl a je
oznacovany ako SSC (Jahan-Tigh et al., 2012). Na bo¢ny rozptyl vplyva niekolko
parametrov ako napriklad zrnitost, vel'kost’ ¢i morfologia buniek (Rieseberg et al., 2001).
Informacie o zrnitosti buniek st uzitoéné napriklad pre rozliSenie lymfocytov
a granulocytov (Jahan-Tigh et al., 2012). Bo¢ny rozptyl a fluorescenéné svetlo je
filtrované pomocou dichroickych zrkadiel a adekvatnych emisnych filtrov v emisnom
optickom systéme, ktory smeruje svetld s roznymi vinovymi dizkami k prislu§nym
detektorom. Uloha dichroického zrkadla je zasadna, pretoze selektuje, odraza a prenasa
svetelny signal smerom k Specifickym detektorom zhromazdujicim Specificki
fluorescenciu. (Picot et al., 2012).

Vysledné udaje sa analyzujui softvérom pre cytometre. Rozptylové a fluorescenéné
signaly je moZzné kombinovat’ r6znymi spdsobmi, ktoré umoziuji pozorovat’ vSetky
subpopulécie. Vo vicsine pripadov sa na vizualizaciu cytometrickych udajov pouzivaji
grafy s dvoma parametrami, ale st vyvinuté aj metody viacrozmernej analyzy tdajov
ziskanych multiparametrickou analyzou (Rieseberg et al., 2001).

Jednou zo zakladnych moznosti na vizualizaciu tdajov prietokovej cytometrie je
bodovy graf, priCom na osi X sa zobrazuje intenzita FSC a na osi y intenzita SSC.
V bodovom grafe je rozptyl vyneseny linearne, zatial' co vo fluorescenénych grafoch
z dovodu Sirokého rozsahu fluorescenc¢nych signalov sa zvycajne zobrazuje logaritmicky

(Jahan-Tigh et al., 2012).
2.7.4 Kompenzacia

K dispozicii st rdzne fluorochrémy, ktoré vyzaruju svetlo roznych vinovych dizok zatial
o absorbuju svetlo rovnakej vinovej dizky. Toto je zékladom pre polychromaticku
prietokovu cytometriu, ktora umoziuje prietok Vvzorky oznacenej rdznymi

fluorochromami. PretoZze sa emisné spektra fluorochromov v réznej miere prekryvaju,
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jeden detektor moze vidiet’ fluorescenciu pochadzajucu z viac ako jedného fluorochromu.
Toto prekryvanie musi byt odstranené pomocou matematického algoritmu, takze detektor

hlasi signal iba z jedného fluorochromu. Tento proces sa nazyva ,.kompenzacia“ (Jahan-

Tigh et al., 2012).
2.7.5 Rozdiel medzi klasickym a spektralnym prietokovym cytometrom

Klasické prietokové cytometre vyuzivaju na delenie a filtrovanie emitovaného
fluorescenéného svetla dichroické zrkadla a pasmové filtre (Futamura et al., 2015) a
pracuji na principe ,.jeden detektor, jedna farba“. Udaje sa typicky analyzuju kontrolou
dvojrozmernych projekcii. Pre takiito analyzu dvojrozmernych udajov je nevyhnutné
optimalizovat kombinaciu fluorochromov, nastavenie filtra a laserov z hl'adiska
minimalizacie prekryvu, zvySenia citlivosti detekcie a znizenia signdlov pozadia. AvSak
takato analyza dvojrozmernych dat je casovo narocna aV dnesnej dobe sa vedecka
komunita priklana skor k viacrozmernej analyze (Feher et al., 2016).

Bolo uznané, ze princip ,,jeden detektor, jedna farba“ nie je nevyhnutny a Ze bunky je
mozné rozlisit’ ,,spektralnym odtlackom prsta®, ¢o je zdkladom spektralnej cytometrie
(Feher et al., 2016). Pri spektralnej prietokovej cytometrii je emisna fluorescencia
z jednotlivych buniek rozptylovana pomocou hranolov alebo difrakénych mriezok.
Pomocou fotonasobica alebo nabojovo viazanej sti¢iastky sa ziskava celé fluorescencné
spektrum a separuje cCiastocné Signaly z kazdej fluorescencénej sondy. Spektralna
cytometria ma jedine¢né optické usporiadanie a algoritmus poskytuje vysokorychlostnu,
vysoko citlivl,, presnl, automaticki analyzu a v redlnom c¢ase spektralnu separaciu
vSetkych fluorescenénych signalov, a to aj pri viacfarebnej analyze spektralne susediacich
fluorescenénych proteinov a fluorochromov. Okrem toho moéZe spektralna prietokova
cytometria merat’ a odc¢itavat’ autofluorescenciu kazdej bunky, ¢im poskytuje zvySené
pomery signal-Ssum a vylepSené rozliSenie matnych vzoriek (Futamura et al., 2015).
Spektralny cytometer je tieZ pozoruhodny tym, Ze ma zanedbatel'né spektralne medzery

medzi detektormi, Co znamena, ze sa zhromazd'uje takmer vsetko dostupné svetlo (Feher
etal., 2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Zoznam pouzitého biologického materialu
e periférna krv zdravého jedinca

3.1.2 Zoznam pouzitych chemikalii

e anti-CD3-APC, anti-CD4/CD8-FITC/PE, anti-lgG-PE-Cy5 (BD Biosciences,
New Jersey, USA)

e anti-CD3-BV605, anti-CD4-BV570, anti-CD8-BV785, anti-CD19-PE-eFluor610
(Sony Biotechnologies, Tokio, Japonsko)

e anti-CD19-APC-eFluor780, anti-CD19-PE-eFlour610, anti-CD27-PE-Cy7, anti-
CD38-BVv650, anti-CD138-BV711, anti-lgD-BV510, anti-lgM-BV605
(eBioscience, San Diego, Kalifornia, USA)

e anti-IgA-FITC (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA)

e fetalne bovinné sérum FBS (Gibco, Bazilej, Svaj¢iarsko)

e Ficoll-Paque o hustote 1,077 g-ml™ (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e gulicky Abc™ Total Antibody Compensation Bead Kit (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e IL-6 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e trypanova modra (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e 10x PBS (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e RPMI médium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e tepelne spracované Pudské sérum (pripravené na Ustave Imunolégie LF UP,

Olomouc, Ceska republika)
3.1.3 Zoznam pouZzitych roztokov

e kompletné kultivaéné RPMI médium- 10 % FBS (Gibco, Bazilej, Svajéiarsko),
1 % penicilin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

e 10 % roztok tepelne spracovaného l'udského séra- roztok pripraveny z 10 pl
Pudského séra a 90 ul 1x PBS
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e 5 % roztok fetalného bovinného séra (FBS)- roztok pripraveny z 5 pl FBS
(Gibco, Bazilej, Svajéiarsko) a 95 ul PBS

e 1x PBS- 10 ml 10x PBS + 90 ml ddH2O (v nasledujicom texte pojem PBS
predstavuje 1x PBS)

3.1.4 Zoznam pouzitych pomocok a pristrojov

e 6-jamkovy panel (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svajéiarsko)
e Biirkerova komorka (Paul Marienfeld, Lauda-K&nigshofen, Nemecko)
e centrifugy (Hettich, Tuttlingen, Nemecko)

e cytometer BD Canto Il (BD Bioscienses, New Jersey, USA)

e cytometrické skimavky (Falcon, New York, USA)

o falkonky (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)

e laminarny flow-box Aura-VF48 (BioAir, Pero, Taliansko)

e mikroskiimavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e Pasteurove pipety (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e pipety (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e spektralny cytometer SONY SP6800 (Sony, Tokio, Japonsko)

e svetelny mikroskop Opton Standard 20 (Zeiss, Jena, Nemecko)

e vacuette EDTA skiimavka (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e vortex (lka, Staufen im Breisgau, Nemecko)
3.1.5 Zoznam pouzitych vyhodnocovacich a Statistickych programov

e FlowlJo software v.10 (BD Bioscienses, New Jersey, USA)

e GraphPad Prism v.5 software (GraphPad Software, La Jolla, Kalifornia, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Izolacia mononuklearnych buniek z periférnej krvi

Praca za sterilnych podmienok, v laminarnom flow-boxe.

1. Nezrazena krv o objeme 9 ml odobrata od zdravej kontroly do odberovej EDTA
skamavky bola napipetovana do falkonky o objeme 50 ml. Po pridani 6 ml PBS

nasledovalo premieSanie.
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Obr. 7 Separacia jednotlivych zloziek krvi pomocou roztoku Ficoll-Paque, v ¢asti obrazka a)
mozno pozorovat’ dve fazy vzniknuté po navrstveni krvi na Ficoll-Paque pred centrifugaciou,
v Casti obrazka b) mozno pozorovat’ rozseparované zlozky krvi po centrifugacii.

2. Boli pripravené dve falkonky o objeme 15 ml. Do kazdej bol pridany Ficoll-Paque
0 objeme 4 ml.

3. Krv zmiesana s PBS bola vrstvena na Ficoll-Paque za pomoci Pasteurovej pipety
tak, aby v oboch falkonkach bol vysledny objem priblizne rovnaky. Zmes krvi a
PBS bola pipetovand pomaly po stene falkonky. Po ukonceni vrstvenia boli
pozorované oddelené vrstvy, o mozno pozorovat’ na obr. 7 a).

4. Obsah falkoniek bol centrifugovany 40 minut pri 400 x g a laboratornej teplote.

5. Po centrifugacii boli pozorovatel'né styri fazy, co mozno pozorovat’ na obr. 7 b).
Do dvoch ¢istych falkoniek bol pomocou pipety rovnomerne preneseny prstienok
s mononuklearnymi bunkami- prstienok tvoreny lymfocytmi, monocytmi a NK
bunkami. Nasledovalo premytie buniek za pomoci PBS. V oboch skimavkach bol
objem doplneny na 14,5 ml s roztokom PBS.

6. Obsah skimaviek bol centrifugovany 20 mintt pri 200 x g a laboratornej teplote.
Supernatant sa odsal.

7. Oba pelety boli zli¢ené a resuspendované v celkovom objeme PBS 500 pl.

8. Vysledny roztok s bunkami bol pripraveny na d’alSie pouZitie.
3.2.2 Pocitanie buniek pod svetelnym mikroskopom

1. Bol pripraveny roztok obsahujuci2 ul roztoku buniek, 18 pl PBS a20 pl

trypanovej modrej. Zmes bola premiesana.
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Bunkova suspenzia bola aplikovana do Biirkerovej komoérky a analyzovana
pod svetelnym mikroskopom.
Zivé bunky boli spoéitané v prvych $tyroch $tvoréekoch Biirkerovej komorky

a nasledne bol ich celkovy pocet dopocitany (vid’ podkapitola 4.1).

3.2.3 Kultivacia buniek

Praca za sterilnych podmienok, v laminarnom flow-boxe.

1.

Do dvoch jamiek v 6-jamkovom paneli bolo napipetované po 5 ml kompletného
kultiva¢ného RPMI média.

Do jednej jamky bol pridany IL-6, pri¢om pridané mnozstvo IL-6 predstavovalo
10 ng IL-6 na 1 ml média.

Do oboch jamiek bolo napipetované 208 ul roztoku buniek, ¢o predstavovalo
priblizne 5 milionov buniek. VSeobecne sa teda na 1 ml média aplikuje 1 milion
buniek.

Bunky stimulované IL-6 a nestimulované boli kultivované tyzden v inkubatore

pri 37°C a pri 5 % COa.

3.2.4 Povrchové farbenie nekultivovanych bunkovych populacii a ich

meranie pomocou prietokovych cytometrov

1.

2.

Do dvoch mikroskimaviek bolo napipetované priblizne po jednom milione
buniek, do kazdej bol pridany 1 ml PBS a nasledne boli obsahy mikrosktimaviek
centrifugované 5 mintt pri 250 x g a laboratdrnej teplote. Supernatant bol odsaty.
Nespecifické vizby protilatok boli blokované pomocou tepelne spracovaného
I'udského séra. 50 pl 10% roztoku 'udského séra bolo pridanych k peletu v jednej
mikrosktimavke a d’alsich 50 pl kpeletu v druhej mikroskimavke. Bolo
resuspendované a odstate 10 minut.

Ku vzorke bol pridany 1 ml PBS a bolo centrifugované 5 minuat pri 250 x g
a laboratérnej teplote. Supernatant bol odsaty.

K peletu bolo pridanych 100 ul 5% roztoku FBS a bolo resuspendované. Obsah
mikroskumavky bol prepipetovany Kk peletu v druhej mikroskimavke
a bolo resuspendované. Nasledne bol objem vzorky rozdeleny do oboch

mikroskiimaviek rovnako, ¢ize 50 pl a 50 pl.
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Tab. 1 Typ a mnozstvo znacenych protilatok pridanych ku vzorkam na zaklade merania na danom

cytometri.

1. mikroskiimavka 2. mikroskumavka

(meranie na pristroji SONY) (meranie na pristroji BD Canto II)

4 ul anti-CD3-BV605 4 ul anti-CD19-APC-eFluor780

4 ul anti-CD4-BV570 5 ul anti-CD3-APC

4 ul anti-CD8-BV785 20 ul anti-CD4/CD8-FITC/PE

4 ul anti-CD19-PE-eFluor610
5. Do mikroskumaviek boli pridané znac¢ené protilatky (fluorochrémy) na zaklade

Tab. 1. Pridavok fluorochromov zavisel od nasledného merania na prislusnom
pristroji.

Vzorky s pridanymi znacenymi protilatkami boli inkubované v tme 30 minut
pri laboratornej teplote, nasledovalo pridanie 1 ml PBS a centrifugacia 5 minut
pri 250 x g a laboratornej teplote. Supernatant bol odsaty.

K peletu bolo pridanych 350 ul PBS, bunky boli resuspendované a vzorka bola
prepipetovand do cytometrickej skimavky.

Meranie bolo uskuto¢nené na pristrojoch SONY aBD Canto II, pricom

pred meranim boli vzorky zvortexované.

3.2.5 Povrchové farbenie kultivovanych bunkovych populacii

nestimulovanych a stimulovanych IL-6 aich meranie pomocou

prietokového cytometra

1.

3.

Po tyzdnovej kultivacii boli bunky nestimulované a stimulované IL-6
prepipetované do dvoch falkoniek o objeme 15 ml a objem bol doplneny doplna
pomocou PBS.

Bolo centrifugované 5 minut pri 250 x g a laboratornej teplote. Supernatant bol
odsaty.

Nespecifické vézby protilatok boli blokované pomocou tepelne spracovaného
Pudského séra. 50 ul 10% roztoku l'udského séra bolo pridanych k peletu vzorky
nestimulovanej a d’alsich 50 pl k peletu vzorky stimulovanej IL-6. Bolo
resuspedované, obe vzorky boli prenesené do mikroskimaviek a boli odstate

10 minut.
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Tab. 2 Typ a mnozstvo znaéenych protilatok pridanych do roztoku.

Znacené protilatky

4 pl anti-IgA-FITC 10 pl anti-CD19-PE-eFlour610
20 pl anti-lgG-PE-Cy5 10 pl anti-CD27-PE-Cy7
10 ul anti-lgD-BV510 10 pl anti-CD38-BV650
10 ul anti-lgM-BV605 10 pl anti-CD138-BV711

4. Kvzorkam bol pridany 1 ml PBS a bolo centrifugované¢ 5 mintt pri 240 x g
a laboratornej teplote. Supernatant bol odsaty.

5. Do 5 % roztoku FBS o objeme 100 ul bolo pridanych 8 znacenych protilatok
na zaklade Tab. 2.

6. Kpeletom bolo pridanych 90 pl 5% FBS s protilatkami a bolo inkubované
30 minut v tme pri laboratdrne;j teplote.

7. Kvzorkam bol pridany 1 ml PBS a bolo centrifugované 5 minat pri 240 x g
a laboratdrnej teplote. Supernatant bol odsaty.

8. Kpeletom bolo pridanych 350 ul PBS, bolo resuspendované a vzorky boli
prepipetované do cytometrickych skimaviek.

9. Bolo uskuto¢nené meranie na pristroji SONY, pricom pred meranim boli vzorky

zvortexovane.
3.2.6 Nastavenie kniznice fluorochromov

Na pristroji SONY bola nastavend kniZnica fluorochrémov tak, Ze boli premerané
pozitivne a negativne kontroly. Stanovenie kniZnice fluorochromov umoziiuje komercne
dodany kit obsahujtci dve sady polystyrénovych guli¢iek. Jedny gulicky na seba viazu
nami zvolent a dodant protilatku a sluZia tak ako pozitivna kontrola. Druhy typ gulic¢iek
protilatky neviaze a predstavuje negativnu kontrolu. Po zmerani oboch typov guliiek
azadani kriviek pozitivnej anegativnej kontroly si software cytometru spocita
charakteristiku pre dany fluorochrom. Na obr. 8 je kniznica fluorochromov, ktora
pripravena uz bola. KniZnicu pre fluorochroémy anti-CD3-BV605, anti-CD4-BV570, anti-
CD8-BV785 a anti-CD19-PE-eFluor610 bolo potrebné zostavit’.

1. Do mikroskimavky bola pridana kvapka gulicky, ¢o predstavovalo objem
priblizne 50 pl, a boli pridané 3 ul anti-CD3-BV605.

2. Nasledovala inkubdcia 15 minut v tme a pri laboratorne;j teplote.
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Obr. 8 Kniznica fluorochrémov.

3. Po inkubacii bol pridany 1 ml PBS a bolo centrifugované 5 minut pri 250 x g

a laboratdrnej teplote. Supernatant bol odsaty.

4. K peletu guli¢iek bolo pridanych 350 ul PBS, bolo resuspendované a vzorka bola

prepipetovand do cytometrickej skimavky.

5. Bola pridana 1 kvapka negativnej kontroly.

6. Rovnaky postup bol zopakovany aj pre fluorochromy anti-CD4-BV570, anti-
CD8-BV785 a anti-CD19-PE-eFluor610. Pripravili sa tak 4 roztoky, ktoré

nasledne boli premerané na cytometri SONY abola zostavend kniznica

fluorochromov.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Pocitanie buniek pod svetelnym mikroskopom

Pocitanie buniek pod svetelnym mikroskopom bolo uskuto¢nené po vyizolovani
mononuklearnych buniek z periférnej krvi za u¢elom spravneho stanovenia poctu buniek
na kultivaciu a za i¢elom merania pomocou prictokového cytometra, aby bol roztok
buniek pri merani spravne koncentrovany.

V Biirkerovej komorke sa spocitali nefarbené bunky v prvych Styroch stvoréekoch.
Bunky sfarbené namodro predstavovali bunky mrtve a do suctu buniek priratané neboli.
Nasledne bol vypoc¢itany ich skutoény pocet: 30 buniek v styroch stvoréekoch Biirkerovej
komorky, to znamend, Ze Vv celej komorke bolo priblizne 4 x 30 = 120 zivych buniek.
Povodny roztok buniek bol zriedeny 10x pomocou PBS, 2x pomocou trypanovej modrej.
Sirka medzi sklitkom a Biirkerovou komérkou bola 0,1 mm, ¢o v prepoéte predstavuje
konstantu 10, ktord musi byt’ do vypoctu zapocitand. Pocet buniek v pdvodnej vzorke je
120 x 10 X 2 x 10 = 24000 buniek/ul, teda 24000 x 10° buniek/ml. Objem pdvodnej vzorky
bol 500 pl. Ak je teda 24 milionov buniek v 1 ml, v 500 ul bude 12 milionov buniek.

4.2 Proces kompenzacie pri klasickej prietokovej cytometrii

Klasicka prietokova cytometria, ktoru predstavuje pristroj BD Canto II, vyZaduje proces
upravy, takzvani kompenzaciu, aby nedochadzalo k priesvitu viacerych fluorochromov.
Takyto priesvit sa na zdzname merania javi ako populdcia buniek usporiadana
na uhlopriecke. Spravne by bunky mali byt’ usporiadané v zhlukoch.

Boli ziskané zaznamy merania buniek na pristroji BD Canto II (obr. 9, 10). Rozdiel
medzi obr. 9 a obr. 10 je v kompenzacii. Na obidvoch zaznamoch merania (obr. 9, 10) st
na grafoch hore vl'avo zagatované lymfocyty.

V pripade nekompenzovaného zaznamu merania (obr. 9) je mozné pozorovat
populacie buniek, ktoré st rozptylené po uhlopriecke. Najviac je to viditeI'né na obr. 9 na
prostrednom hornom grafe a na dolnom grafe. Takéto rozlozenie bunkovych populécii
znamena, ze dochadza k priesvitu dvoch fluorochromov.

Pomocou manualneho nastavenia je mozné odcCitat percenta fluorescencie
fluorochromu, ktory presvita, a tym dostat’ kompenzované data (obr. 10), kde sa uz

bunkové populacie rozlozené typicky v zhlukoch.
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Obr. 9 Zaznam merania buniek na pristroji BD Canto II, nekompenzované.

4.3 Stratégia gatovania

Stratégia gatovania slizi na vyber bunkovej populécie, s ktorou ma byt nasledne
pracované. Pomocou stratégie gatovania bolo urcené percentudlneho zastipenia
B a T lymfocytov v ramci celkovych lymfocytov v krvi zdravého jedinca, pri¢om
B lymfocyty boli detekované na zakladne znacenia bunkového povrchového markeru
CD19 a T lymfocyty na zéklade znac¢enia markeru CD3. Rozlisit’ cytotoxické a pomocné
T lymfocyty bolo mozné na zadklade znacenia bunkovych povrchovych markerov CD4
a CD8&. Znacenie predstavuje naviazanie odpovedajucej protilatky s fluorochromom.

Do pocitacového programu FlowJo boli vlozené namerané data vzoriek. Nasledovalo
zagatovenie lymfocytov, Co je zobrazené na obr. 11 a) ad). Populaciu lymfocytov

predstavuje plocha ¢ierneho mnohouholnika (obr. 11 a) a d)). Ziskalo sa tak percentualne

40



__ PBMC BT lymfocyles-AC CD3 PEMC B T lymfocytes-AC C PEMC B T Iymfocytes-AC C
§ & gLt g “a-d
8] T 3 O
BF EJ*.:.._ E‘vﬂ—-
3 - T
I8 & 3 S
0 es WY
@ a a S—= L 9
e - 3 -
] o 3 o
27 © 4 ©
=l o s 4
TTTT[TIT [ TITT[TTTT] e L FRLL el e -l
50 100 150 200 280 a7 O 00 1t 10® a3 " T R T o
FSC-A (1,000 CD3APC-A D4 Alexa Fluor 488-A
PEMC B T lymfocytes-AC CD3 PEBMC B T Iymfocytes-AC CI
'09_1_ 2 gt 37, o, .-__._.’;: -
< 3 '
[
= L o
Q S 73 )
& a7 o
o Lo T =4
< o 9= o
9_1 O ]
& © O
E =
g‘?‘ UG:Q 3 TT | l l.l IIIIIII] T IIIIII| T IlIIIII| T E
10 b w1t ) 0 T T T
-409 ] 303
CDBPE-A cD8 PE-A CD4 Alexa Fluor 488-A
FPEMC B T lymfocytes-AC CDZ Tube: ACCD3I4219
; = Fopulation #Events %Parent %Total
% -AII Events 173,934 HeE 1000
S = I 13,390 7.7 7.7
T
m
i
=
=t
o
=)
g
* a 4 -1
i} 10 10 10
a0 CDS PE-A

Obr. 10 Zaznam merania buniek na pristroji BD Canto II, kompenzované.

zastipenie lymfocytov zo vSetkych nameranych buniek. V ramci populécie lymfocytov
boli vzajomne vynesené fluorochromy odpovedajuce bunkam CD3+ a CD19+ a bol
prelozeny kriz, ¢o je zobrazené na obr. 11 b) ae). Bolo tak ziskané percentualne
zastupenie buniek CD19+, ktoré predstavuji B bunky, a CD3+ buniek, ktoré
predstavuju T bunky, z celkového poc¢tu lymfocytov. Percentualne zastiipenie CD4+, teda
pomocnych T buniek, a CD8+, teda cytotoxickych T buniek, bolo nasledne ur¢ované
z populacie CD3+ buniek. Po vzdjomnom vyneseni fluorochromov, odpovedajucim
bunkam CD4+ a CD8+, bol prelozeny kriz, ¢o je zobrazené na obr. 11 c) af). Bolo tak

ziskané percentualne zastiipenie buniek CD4+ a CD8+ z celkovej populacie T buniek.
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Obr. 11 Stratégia gatovania v pripade merania vzorky na pristroji BD Canto II- a), b), c);
a na pristroji SONY- d), e), ).
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Obr. 12 Grafy porovnavajice meranie dvoch pristrojov; kazdy stipik predstavuje priemernii
hodnotu dvakrat zmeranej vzorky; CD19+ su B bunky, CD4+ st pomocné T bunky, CD8+ su
cytotoxické T bunky, DP st dvojito pozitivne bunky a DN su dvojito negativne bunky.

4.4 Porovnanie merania pristrojov BD Canto I a SONY

Bolo uskuto¢nené porovnanie cytometrov BD Canto II a SONY za ucelom zistenia, ¢i
poskytuji rovnaké vysledky. Pracovalo sa v pocitacovom programe GraphPad.
Na $tatistické vyhodnotenie dat bol vyuzity neparovy t-test. Udaje, ktoré sa stali
predmetom porovnavania, boli ziskané meranim vzorky s vyizolovanymi
mononukledrnymi bunkami. Na kazdom pristroji bola vzorka merana dvakrat. Boli
vyuzité tdaje o percentualnom zastipeni B a T buniek z celkovych lymfocytov a udaje
0 percentualnom zastlipeni pomocnych a cytotoxickych T buniek z celkovych T
lymfocytov.

Namerané data vzorky boli porovnané medzi pristrojmi BD Canto II a SONY
(obr. 12). Bolo zistené, Ze rozdiely v meraniach su nesignifikantné (ns), a teda pristroje
meraji rovnako. M6Zu merat’ rovnako spravne alebo rovnako nespravne. Vzhl'adom
k tomu, Ze namerané hodnoty odpovedaju klinickym referen¢nym hodnotam pre dany
fenotyp buniek a pristroj Canto II je certifikovany ako IVD (diagnostika in vitro),

predpokladdme, Ze oba pristroje meraju spravne.

4.5 Stanovenie B bunkovych populacii v tyZdeii kultivovanych bunkach

Z periférnej krvi zdravého jedinca pomocou povrchového farbenia

Bola wuskutocnend typizdcia B buniek po vyizolovani mononukledrnych buniek
z periférnej krvi zdravého jedinca a po ich tyzdennej kultivacii. Bol ur€ovany fenotyp
a izotyp B buniek.
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Do pocitatového programu FlowJo boli vlozené namerané data vzorky. Nasledovalo
zagatovenie lymfocytov, o je zobrazené na obr. 13 graf a). V ramci populécie
lymfocytov bol vyneseny na os x fluorochrom odpovedajici CD19+ bunkam, teda
B bunkam. Na os y bol vyneseny bo¢ny rozptyl SSC a bol prelozeny kriz, ¢o je zobrazené
na obr. 13 graf b). Bolo tak ziskané percentualne zastiipenie buniek CD19+ z lymfocytov.
Percentuélne zastipenie B buniek predstavovalo 1,72 % z 159239 nameranych buniek.

Stanovenie izotypov buniek bolo uskutonené Vv ramci populacie CD19+ buniek.
Na osi grafu boli vynesené fluorochromy pre bunkové povrchové markery CD19 a IgD,
¢o je zobrazené na obr. 13 graf c). Bunky, ktoré na svojom povrchu obsahuja IgD, st
bunky naivné. Ich percentudlny pocet je 71,9 % z 2745 nameranych buniek. Stanoveny
percentualny pocet naivnych buniek odpoveda ich prirodzenému zastipeniu Vv Krvi
zdravého jedinca. Bunky, ktoré na svojom povrchu IgD nemaju, prestavuju IgA, I1gG
a IgM bunky, ktoré moézu byt pamitové bunky, plazmablasty ¢i plazmatické bunky.
Po otvoreni tejto populacie a naslednom vyneseni fluorochromov pre bunky obsahujice
na svojom povrchu IgA a IgM, bolo mozné urcit’ percentualne zastipenie izotypov, ¢o je
zobrazené na obr. 13 graf d). Bunky s IgA na povrchu tvorili 31,0 %, bunky s IgG
na povrchu 58,1 % a bunky s IgM na povrchu 10,5 % z 771 nameranych buniek.

IgG+ bunky boli stanovené pomocou vynesenia fluorochromov pre bunky obsahujice
povrchové IgA a IgM. IgG+ bunky tvorili tak bunky negativne na IgA a zaroven na IgM.
Dal3ou moznostou, ako mohli byt IgG+ bunky stanovené, bolo vynesenie fluorochrémov
pre bunky obsahujuce povrchové IgA a IgG, avSak znafena protilatka anti-IgG-PE-Cy5
zrejme degradovala v oblasti PE, ateda populacia IgG+ buniek nebola pri takomto
vyneseni fluorochromov na grafe viditel'na.

Fenotypizacia bola uskuto€nend z populacie CD19+ buniek a boli vynesené
fluorochromy pre bunkové povrchové markery CD19 a CD27, ¢o je zobrazené na obr. 14
graf a). Naivné bunky na svojom povrchu nemaju CD27, ale CD19 ano. Tuto populéciu
tak tvorilo 80,6 % buniek z 2745 nameranych buniek. Bunky majice na povrchu CD27
modzu byt pamitové bunky, plazmablasty alebo plazmatické bunky. Pamitové bunky
maju na svojom povrchu len CD27, plazmablasty majut CD27 stfasne s CD38
a plazmatické bunky maju CD27, CD38 a CD138. Preto po otvoreni populacie pozitivnej
na CD27 a vyneseni fluorochromov pre CD38 a CD138 bolo mozné urcit’ percentualne
zastpenie jednotlivych fenotypov, €o je zobrazené na obr. 14 graf b). Pamit'ové bunky
predstavovali 64,1 %, plazmablasty 30,3 % a plazmatické bunky 5,6 % z 532 nameranych
buniek.
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4.6 Stimulacia mononuklearnych buniek periférnej krvi zdravého

jedinca interleukinom-6

Po tyzdilovej kultivacii boli porovnavané fenotypy B buniek z mononuklearnych buniek
periférnej krvi zdravého jedinca nestimulovanych a stimulovanych pomocou IL-6.
Namerané data boli spracované v pocitaovom programe FlowJo.

Vplyv IL-6 na dozrievanie B buniek a produkciu imunoglobulinu A je znazorneny
na obr. 15. Boli zagatované lymfocyty, ¢o je zobrazené na obr. 15 graf a) a d). Nasledne
boli vynesené fluorochromy pre bunkové povrchové markery CD19 algA, o je
zobrazené na obr. 15 graf b) a e). Bunky nachadzajuce sa v kvadrate Q4 na obr. 15 graf
b) a e) neboli potrebné pre vyhodnotenie vplyvu IL-6 na dozrievanie IgA+ buniek, takze
boli zagatované zvysné kvadraty Q1, Q2 a Q3. To znazorniuji mnohouholniky na obr. 15
graf b) ae). Vramci tejto populacie bolo vyhodnocované percentualne zastipenie
roéznych vyvojovych $tadii buniek.

Boli vynesené fluorochromy pre CD19 apovrchové IgA. Graf c¢) na obr. 15
predstavuje bunky nestimulované. V kvadrate Q3 grafu c) (obr.15) st obsiahnuté
predovSetkym naivné bunky av malej miere ajpamitové IgG+ algM+ bunky.
Percentualne zastipenie tychto buniek je 65,2 % z 3570 nameranych buniek. Na grafe c¢)
(obr. 15) je mozné vycitat’ aj percentualne zastipenie paméat'ovych IgA+ buniek, ¢o ¢inilo
9,33 %, a percentualne zastupenie plazmatickych IgA+ buniek, o €inilo 25,5 %. Zatial
¢o pamdtové IgA+ bunky produkuji na svojom povrchu CDI9 a stcasne IgA,
plazmatické IgA+ bunky vyznamne redukuju povrchovu expresiu CD19. V podmienkach
in vivo dokonca postupne stracaji schopnost’ produkovat’ IgA na svojom povrchu.
Imunoglobulin produkuju v ovela mensom mnozstve na povrchu, za¢inaji ho viac
produkovat’ vo svojom vnutri a uvoliujii ho do okolia. Tento jav znazorfiuje tendencia
populacie posuvat’ sa do kvadratu Q4, ¢o je zobrazené na obr. 15 graf b), c), e) a f).

U stimulovanych buniek pomocou IL-6 bolo rovnakym postupom stanovené
percentualne zastipenie jednotlivych populacii. Kvadrat Q3 na obr. 15 graf f), ¢o teda
predstavuje naivné bunky a paméitové IgG+ aIgM+ bunky, vyjadruje percentudlne
zastipenie tejto populacie, a to je 24,4 % z 10865 nameranych buniek. Pamitové IgA+
bunky na tomto grafe predstavuju 3,27 % a plazmatické IgA+ bunky 72,3 %.

Vplyv IL-6 na dozrievanie B buniek, konkrétne na IgA+ bunky, mozno vidiet
porovnanim nestimulovanych a interleukinom-6 stimulovanych buniek. Pridavkom IL-6

k bunkam klesa percentualne zastipenie naivnych B buniek, teda buniek, ktoré nie su
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plno vyvinuté. Dokonca sa zniZilo aj percentudlne zastipenie pamétovych IgA+ buniek.

Naopak percentualne zastipenie plazmatickych IgA+ buniek sa zvysilo ato z 25,5 %
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na 72,3 %. Hunter a Jones (2015) uvadzaju, ze IL-6 indukuje konecné dozrievanie B
buniek na plazmatické bunky produkujucej protilatky, ¢o bolo potvrdené aj v nami
uskuto¢nenom experimente. Pridavkom IL-6 sa zvysilo percento populacie I[gA+ buniek,
ktoré st zodpovedné za produkciu IgA. Téato skutocnost’ mé zasadny vplyv pri IgA
nefropatii. Pre toto ochorenie je zvySena produkcia IgA nepriazniva. Podl’'a Yamady et al.
(2017) bola detekovana v sére aj v oblickovych depozitoch IgAN pacientov zvySena
hladina IL-6 a podl'a Knoppovej et al. (2016) u IgAN pacientoch interleukin-6 nielenze
zvySuje hladinu IgA, ale poOsobi aj na aktivitu niektorych glykozyltransferaz

podielajtcich sa na spravnej O-glykozylacii imunoglobulinu Al, vznika viac nespravne
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Obr. 16 Stimulacia IL-6 a IgM+ bunky; grafy a), b), ¢) predstavujii vzorku nestimulovant, grafy
d), e), f) predstavuju vzorku stimulovanu IL-6.
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O-glykozylovanych IgAl, ktoré nasledne vytvaraju cirkulujice komplexy a tie sa
usadzaju v oblickach a poskodzuju ich. IL-6 tak urychl'uje rozvoj IgA nefropatie.

Pri dozrievani IgM+ buniek interleukin-6 nemal taky velky vplyv, ako tomu bolo
v pripade IgA+ buniek, ale aj tu nastali rozdiely (obr. 16). Opét’ sa pridavkom IL-6 zniZilo
percentualne zastupenie naivnych B buniek z 23,5 % na 19,1 % a zvysilo sa percentualne
zastpenie plazmatickych IgM+ buniek z 12,8 % na 14,7 %, ¢o je znazornené na obr. 16
graf b) a d). U percentualneho zastupenia pamétovych IgM+ buniek doslo po pridavku
IL-6, na rozdiel od paméat'ovych IgA+ buniek, k zvySeniu. Zvysilo sa z 63,7 % na 66,3 %.

V bakalarskej praci mali byt interleukinom-6 stimulované mononuklearne bunky
od viacerych IgAN pacientov a zdravych jedincov. Namerané vysledky mali byt
vzajomne porovnané. Boli by tak popisané odlisnosti vplyvu IL-6 na dozrievanie
B buniek u IgAN pacientov a zdravych jedincov. Pre pandemicku situaciu bolo mozné

popisat’ vplyv IL-6 na dozrievanie B buniek len u jedného zdravého jedinca.
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5 ZAVER

Pomocou metody prietokovej cytometrie boli charakterizované bunky v periférnej krvi
zdravého jedinca. Konkrétne sa jednalo o charakterizdciu T buniek a roznych Stadii
B buniek. Bolo urené percentualne zastipenie jednotlivych fenotypov a izotypov
B buniek.

Udaje o percentudlnom zastipeni B lymfocytov a cytotoxickych & pomocnych
T lymfocytov boli pouzit¢é na porovnanie dvoch prietokovych cytometrov, ktoré
vyuzivaju dva rézne principy merania. Zatial ¢o BD Canto II je klasicky cytometer
detekujtci emitované svetlo pomocou filtrov a detektorov, SONY SP6800 je cytometer
spektralny, ktory detekuje emitované svetlo pomocou sady hranolov a fotonasobica.
Vysledkom porovnania prietokového cytometra BD Canto Il a spektralneho cytometra
SONY bolo, Ze oba pristroje merali rovnako a poskytovali rovnaké vysledky.

Taktiez boli porovnané bunky nestimulované a stimulované interleukinom-6 a bol
preukazany vplyv tohto cytokinu na urychlenie dozrievania B lymfocytov. Sledoval sa
najma vplyv IL-6 na vyvoj IgA+ buniek. Bolo overené, ze zvySend hladina IL-6 urychl'uje
dozrievanie buniek zodpovednych za produkciu IgA. IgAN pacienti maju v tele zvySenu
hladinu IL-6, tvori sa im teda zvy$ené mnozstvo IgA, ¢o je pre ochorenie IgA nefropatia
nepriaznive.

Jeden z ciel'ov bakalarskej prace nebol naplneny vzhl'adom na pandemicku situaciu.
Neboli porovnané fenotypy buniek pred a po stimulacii IL-6 pomocou spektralnej
cytometrie u pacientov s IgA nefropatiou a ich porovnanie so zdravymi jedincami. Toto

porovnanie ostava predmetom d’alsej Studie.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AhR
APRF
ASGP-R
Asn
BAFF
BCR

C doména
ClGalT1

CD

CIS
ddH.0
EDTA
Eos

Fab
FBS

Fc
FOXP3
FSC

Fv
GalNAc
GATA3
Gd-1gAl
gpl130
H retazec
HR

Ig

IgAN

IL
IL-6R
IFN

IRF
IVD

J ret’azec

arylovy uhl'ovodikovy receptor
faktor reakcie akttnej fazy
asialoglykoproteinovy receptor
asparagin

B bunkovy aktiva¢ny faktor

B bunkovy antigénovy receptor
konstantna doména

enzym UDP-galaktoza:GalNAc-a-Ser/Thr (B1-3)-
galaktozyltransferaza

diferencia¢ny znak

cytokinom indukovatel'ny protein obsahujiuci SH2
dvojnéasobne destilovana voda
kyselina etyléndiamintetraoctova
transkripcny faktor

fragment viazuci antigén

fetalne bovinné sérum

fragmentova krystalizovatel'na oblast’
vidlicovy box P3 transkripéného faktora
predny rozptyl

variabilny fragment
N-acetylgalaktozamin

transkripény faktor
galaktozyl-deficitny IgA1l
glykoprotein 130

tazky retazec

pantova oblast’

imunoglobulin

IgA nefropatia

interleukin

receptor interleukinu-6

interferén

regulacny faktor interferénu
diagnostika in vitro

spojovaci ret'azec
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JAK

L retazec
MALT
MyD88

NK bunky
PBS

plgR

PMT
ppGalNAc-T
ROR
RUNX

Ser

SH2 doména
sIL-6R
SOCS

SSC
ST3Gal
ST6GalNACc
STAT

T-bet
TGF-B

Thr

TLR

TNF

V doména
Y705

Janusove kinazy

lahky retazec

slizni¢ény imunitny systém

faktor myeloidnej diferenciacie

prirodzené zabijac¢ské bunky

fosforecnanom pufrovany fyziologicky roztok
polymérny imunoglobulinovy receptor
fotonasobic

UDP-GalNAc:polypeptid GalNAc-transferaza
sirotové receptory

transkripény faktor

serin

Src homoldgna doména 2

rozpustna forma receptora interleukinu-6
supresor cytokinovej signalizacie

boc¢ny rozptyl
galaktoza(B1-2)GalNAc(a2-3)sialyltransferaza
(a2-6)sialyltransferaza

signalny transduktor a aktivator transkripcie
transkripcny faktor

transformuyjtci rastovy faktor 3

treonin

Toll-like receptor

faktor nekrézy nadorov

variabilna doména

tyrozin v polohe 705
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