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Abstrakt:

IgA nefropatie je charakterizovana uklddanim imunitnich komplext obsahujicich
IgAl v ledvinach. U pacientd s IgA nefropatii je v séru i v ledvinach detekovano
atypicky glykosylované IgA1l (Gd-IgAl), které se vyznacuje snizenym obsahem
galaktozy na O-glykanech pantové oblasti a které slouzi jako antigen pro tvorbu
specifickych autoprotilatek. Na modelovych bunéénych liniich byla pozorovana
souvislost mezi deregulaci exprese a aktivity vybranych glykosyltransferaz a tvorbou
Gd-IgAl. Zvysena produkce Gd-IgAl muze rovnéz souviset s pusobenim
interleukinu 6 (IL-6). Ke zvyseni hladiny IL-6 dochazi napiiklad pfti slizni¢nich
infekcich, kdy u nékterych pacientii pozorujeme piechodné zhorseni stavu.

V této praci byla v mononukledrnich bunkdch zperiferni krve a jejich
subpopulacich analyzovana exprese péti vybranych glykosyltransferaz tcastnicich se
glykosylace IgAl. Byl sledovan vliv ptsobeni IL-6 na zmény v expresi
glykosytransferaz. S hladinou intracelularni glykosyltransferazy GalNAc-T14 bylo
v modelovych bunéénych liniich uméle manipulovano a byl pozorovan jeji vliv na
tvorbu Gd-IgAl. Byla hodnocena souvislost mezi expresi glykosyltransferaz a
hladinou Gd-1gA1l v séru.

Hladiny mRNA GALNT14 (gen pro glykosyltransferazu GalNAc-T14) byly
vyrazné zvysené v mononuklearnich bunkach periferni krve pacientii s IgA nefropatii
oproti zdravym darcim. Po stimulaci IL-6 exprese GALNT14 jesté rostla. Zmény
Vv expresi byly pozorovany i u dalSich glykosyltransferdz zapojenych do tvorby Gd-
IgAl. Exprese CLGALT1 byla snizend v IgA" B lymfocytech pacientii s IgA nefropatii
a jeji hladiny negativné korelovaly s ptitomnosti Gd-IgAl1 v séru. Exprese
ST6GALNAC?2 byla v burikach periferni krve pacientt s IgA nefropatii zvySena. Po in
vitro stimulaci lymfoblastoidni tkanové kultury vedlo zvyseni hladiny GaINAc-T14 ke
zvySeni produkce Gd-IgA1l, a naopak snizeni exprese GALNT14 m¢lo za nasledek
pokles produkce Gd-IgAl.

Deregulace hladin enzym GalNAc-T14, C1GalT1 a ST6GalNAc-II piedstavuje
faktor pfispivajici kK abnormalni produkci Gd-IgAl u pacienti s IgA nefropatii.

Kli¢ova slova: IgA  nefropatie, glykosylace IgAl, Gd-IgAl,
interleukin 6, glykosyltransferazy
Jazyk: cesky
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Abstract:

IgA nephropathy is characterized by the deposition of immune complexes containing
IgALl in the kidneys. Patients with IgA nephropathy have elevated levels of aberrantly
glycosylated IgA1 with reduced content of galactose in O-glycans (Gd-IgA1l), which
serves as an epitope for specific autoantibodies production. The formation of Gd-IgA1l
is associated with deregulation of the expression and activity of certain
glycosyltransferases in model cell lines. Increased production of Gd-IgAl was
observed after stimulation of model cell lines with interleukin 6 (IL-6). Mucosal-tissue
infections increase IL-6 production and, in some patients, are associated with temporal
worsening of the condition.

In this work, the expression of five selected glycosyltransferases was analyzed in
peripheral blood mononuclear cells and their subpopulations. The effect of IL-6
stimulation on the expression of the glycosyltransferases was assessed. The
intracellular level of glycosyltransferase GalNAc-T14 was artificially modified and
the effect on Gd-1gA1l production in model cell lines was analyzed. The association
between the expression of glycosyltransferases and the level of Gd-IgALl in serum was
evaluated.

Expression of GALNT14 encoding GalNAc-T14 was significantly increased in
peripheral blood mononuclear cells of patients with IgA nephropathy compared to
healthy donors, and its levels further increased after IL-6 stimulation. Expression of
other glycosyltransferases involved in Gd-IgA formation was also deregulated.
C1GALT1 expression was decreased in IgA* B lymphocytes of patients with IgA
nephropathy. Its levels were negatively correlated with the presence of Gd-IgAl in
serum. ST6GGALNAC2 expression was increased in peripheral blood cells of patients
with IgA nephropathy. After in vitro stimulation of Gd-IgAl producing
lymphoblastoid cell line, the overexpression of GalNAc-T14 enhanced Gd-IgAl
production, and conversely, knock-down of GalNAc-T14 resulted in a decrease in
galactose deficiency.

Deregulation of GalNAc-T14, ClGalTl and ST6GalNAc-1l enzyme levels
contributes to abnormal production of Gd-IgALl in patients with IgA nephropathy.
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UvVOoD

IgA nefropatie byla poprvé popsana v roce 1968 Jeanem Bergerem a Nicole
Hinglaisovou. Jedna se 0 celosvétoveé nejéastéjsi primarni glomerulonefritidu, tedy
zanétlivé onemocnéni glomerulit ledvin. Diagnostika se opira o prukaz pfitomnosti
imunoglobulinu A (IgA) v biopticky odebraném vzorku tkané ledvin. Prub¢h
onemocnéni je znané variabilni. Zatimco néktefi pacienti vykazuji jen minimalni
ptiznaky, az 40% pacientii progreduje v prubéhu let k terminalnimu selhani ledvin
(D'Amico, 2000; Lv et al., 2008). IgA nefropatic se svou podstatou fadi mezi
autoimunitni onemocnéni. Bézn¢ aplikovana lécba je nespecifickd a odviji se od
zavaznosti symptomu. Podavaji se antihypertensiva a imunosupresiva (Podracka a
Matousovic, 2013). Experimentalni pfistupy k 1é€bé se snazi cilené zvratit nebo
zastavit patogenezi onemocnéni a k tomu je potifeba zndt podrobn€ molekulérni

mechanismy, které jsou zodpoveédné za rozvoj IgA nefropatie.

IgA prokazané v ledvinach pacientd s IgA nefropatii spadd do podtiidy IgAl.
Vyznacuje dlouhou pantovou oblasti S navazanymi O-glykany. U pacienti s IgA
nefropatii je pozorovano zvysené zastoupeni abnormalné glykosylovaného IgA1 (Gd-
IgAl) charakterizovaného aberantni strukturou pfipojenych O-glykant se snizenym
zastoupenim terminalni galaktdzy, a to jak v séru, tak i v ledvinnych depozitech
(Moldoveanu et al., 2007; Wada et al., 2018; Nakazawa et al., 2019a). Tvorba Gd-
IgAl je zasadnim krokem v patogenezi IgA nefropatie. Gd-IgAl je rozpoznavano
specifickymi autoprotilatkami a dohromady tvofi imunokomplexy, které se ukladaji
Vledvindch a iniciuji zde zéanétlivou odpoveéd’, coz vede k poskozeni ledvin
(Knoppova et al., 2016). Pivod ani molekularni mechanismus produkce Gd-IgA1 neni

dosud zcela objasnén.

V pantové oblasti IgAl je obvykle navazano 4 — 5 O-glykant. Jejich zakladni
strukturou je disacharid obsahujici N-acetylgalaktosamin a galaktozu. Tento
disacharid miize byt dale modifikovan navazanim az dvou sialovych kyselin. O-
glykany jsou tvofeny postupnym piipojovanim jednotlivych cukri na peptidovy
fetézec pomoci enzymu glykosyltransferaz. Abnormity v expresi, aktivité¢ a
intracelularni lokalizaci glykosyltransferaz ucastnicich se tvorby O-glykani IgAl

souvisi S produkci Gd-IgAl. Rozdily v expresi urcitych glykosyltransferdz byly
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pozorovany mezi modelovymi bunéénymi liniemi pilivodem od pacientl s IgA

nefropatii a zdravych darct (Suzuki et al., 2008a).

U pacienti s IgA nefropatii se objevuje pifechodna makroskopicka hematurie
v souvislosti s infekci hornich cest dychacich nebo traviciho traktu. Interleukin-6 (IL-
6) je prozanétlivy cytokin, jehoz hladiny se v pritbéhu infekci zvySuji. Stimulace IL-6
vede v modelovych bunéénych liniich ke zménam v expresi glykosyltransferaz a vyssi

produkci Gd-IgA1l (Suzuki et al., 2014; Yamada et al., 2017).

Cilem této prace byla analyza exprese péti vybranych glykosyltransferaz
Vv primarnich bunkach periferni krve pacientt s IgA nefropatii a zdravych darcu. Vliv
IL-6 na expresi glykosyltransferaz byl testovan za Gcelem prozkoumani souvislosti
mezi zhorSenim stavu u pacientll pozorovanym v prubéhu slizni¢nich infekci. Déle, na
zaklad¢ predbéznych studii naznacujicich mozné zapojeni glykosyltransferazy
GalNAc-T14 do etiopatogeneze IgA nefropatie, byl tento enzym podrobné analyzovan
a s jeho expresi bylo umé¢le manipulovano v modelovych bunéénych liniich. Byl
sledovan ~ vliv  hladiny GalNAc-T14 na produkci Gd-IgAl. Hladina
glykosyltransferazy GalNAc-T14 byla experimentalné zvysena vnasenim plazmidu,
snizena pomoci siRNA a zcela vyfazena metodou CRISPR/Cas9. V zavérecné Casti
byla provedena analyza exprese vybranych glykosyltransferaz pfimo na subpopulacich
primarnich bunék z periferni krve, konkrétn€ v T lymfocytech, B lymfocytech a IgA
pozitivnich B lymfocytech. Exprese glykosyltransferaz byla srovnavana s hladinou
Gd-lIgAl v séru.



TEORETICKA CAST
1 1gA nefropatie — klinicky uvod

1.1 Epidemiologie

IgA nefropatie je celosvetoveé nejcastéjsi primarni glomerulonefritidou s geograficky
proménlivou incidenci s primérnou hodnotou 2,5 novych piipadi na 100 000 obyvatel
za rok (McGrogan et al., 2011). Prevalence onemocnéni je vyssi V Asii, nizsi vyskyt
IgA nefropatie je pozorovan v Evropé a USA a nejméné Casta je v Africe. V Ceské
republice je incidence IgA nefropatie 1,1 novych piipadi na 100 000 obyvatel za rok
(Rychlik et al., 2004). Rozdily v rozsifeni onemocnéni mohou souviset s riznou
distribuci rizikovych alel a vyskytem specifickych infekénich agens v jednotlivych
lokalitach. Vzhledem k tomu, Ze diagnéza IgA nefropatie je zaloZena na prikazu
pfitomnosti imunoglobulinu A (IgA) v mezangiu ledvin, hodnoty incidence a
prevalence jsou ovlivnény frekvenci screeningovych biopsii ledvin a podminkami
indikace k biopsiim v jednotlivych statech. Ani intenzivni screeningovy program
v Japonsku vSak sam o sobé nevysvétluje vysokou cCetnost IgA nefropatie u
vychodnich Asiatii. Studie ptitomnosti I[gA v mezangiu ledvin ve vzorcich odebranych
posmrtné odhalila deposita IgA u 1,3 % obyvatel Finska, avSak u 15,6 %
kadaverdznich darct organd v Japonsku (Varis et al., 1993; Suzuki et al., 2003).
Kromé etnicky rozlicné zatéze v populaci tato data naznacuji, Ze se IgA nefropatie
muze dlouhodobé rozvijet i bez klinickych ptiznakli. Genderova distribuce se rovnéz
1i81 geograficky, zatimco v Evropé a severni Americe pfevazuje IgA nefropatie u mizu
v poméru 2-3:1, v Asii je tento pomé&r vyrovnany (Wyatt a Julian, 2013; Deng et al.,
2018).

U 30 az 40 % pacientt progreduje onemocnéni kK terminalnimu selhani ledvin
(Radford et al., 1997; D'Amico, 2000; Lv et al., 2008). Na zakladé¢ studie zahrnujici
kohorty pacientli z Evropské valida¢ni studie (VALIGA) a kohorty pacienti ze severni
Ameriky bylo stanoveno 27% riziko progrese onemocnéni k zavazné ztraté funkce
ledvin pfipadné k termindlnimu selhani ledvin béhem 10 let od stanoveni diagnézy

(Barbour et al., 2016).



1.2 Diagnostika a histopatologie

Diagndéza spociva ve fluorescencné mikroskopickém prikazu glomerularnich deposit
IgA v biopsii odebrané tkan¢ ledvin (Obrazek 1). Pfitomnost IgA mulze byt
doprovazena vyskytem IgG, IgM a proteinu C3 komplementové kaskady, coz
naznacuje 7¢ se jedna o imunitni komplexy (Jennette, 1988). Pomoci svételné
mikroskopie je mozné pozorovat histopatologické zmény na glomerulech,
elektronovou mikroskopii je mozné detekovat i loziska imunitnich komplexti (Obrazek

1) (Haas, 2005).

K hodnoceni bioptického nélezu a k predikci progrese onemocnéni na zakladé
histologickych zmén byla v roce 2009 zavedena Oxfordska klasifikace IgA nefropatie
(Working Group of the International IgA Nephropathy Network, 2009a; Working
Group of the International IgA Nephropathy Network, 2009b). Oxfordska klasifikace
stanovuje tzv. MEST skore, které zahrnuje hodnotici kritéria: mezangialni
hypercelularitu (M), endokapilarni hypercelularitu (E), priukaz segmentalni
glomerulosklerézy (S) a pfitomnost tubularni atrofie anebo intersticialni fibrozy (T).
Vroce 2017 byla do této klasifikace pfidana jeSté ptitomnost celularnich a
fibrocelularnich srpktt (C, MEST-C skore) (Trimarchi et al., 2017). Vyznam
Oxfordské klasifikace spoc¢iva v tom, Ze na jejim zéklad¢ lze odhadnout celkovou
prognézu onemocnéni a do jist¢é miry i odpovéd na 1é¢bu bez ohledu na
klinicko-laboratorni udaje. Oxfordska klasifikace byla validovana v riznych studiich
ana ruznych populacich, nejvétsi z nich byla studie VALIGA c¢itajici kohortu vétsi nez

tisic pacientd (Coppo et al., 2014; Coppo et al., 2020).

A

Obrazek 1. Mikroskopie tkané ledvin pacienta s IgA nefropatii. A) Fluorescen¢ni znaceni
IgA deponovaného v glomeruldrnim mezangiu. B) Svételna mikroskopie vzorku. Sipky
oznaCuji mista expanze mezangialni matrix a mezangialni hypercelularity. C) Snimek
z elektronového mikroskopu. Sipky oznaCuji mista se zvysenou elektronovou denzitou
reprezentujici loziska mezangidlnich a paramezangidlnich imunitnich komplext. Pfevzato
z (Knoppova et al., 2016).



1.3  Klinicky obraz

Klinickd manifestace IgA nefropatie je ruznoroda, zatimco u nékterych pacienti
probiha jako asymptomaticka mikrohematurie, u jinych se rychle rozviji progresivni
glomerulonefritida. Pacienti s piiznaky mikroskopické hematurie s minimalni
proteinurii maji obecné dobrou progndzu, nicméné i u ¢asti z nich se postupné rozviji
hypertenze a vyrazné&jsi proteinurie (Szeto et al., 2001; Shen et al., 2008; Gutierrez et
al., 2012). Proto je i u pacientli s asymptomatickym projevem vhodné pravidelné

sledovani proteinurie a méfeni krevniho tlaku.

Naproti tomu je i pomérn¢ Casty progresivni rozvoj onemocnéni. Jak jiz bylo
zminéno vySe, u 27 % pacienti dochazi do deseti let k vyraznému poklesu
»odhadované glomeruldrni filtrace (eGFR), a tim ke ztrat¢ funkce ledvin. Kromé
histopatologického nalezu se S$patnd progndéza onemocnéni poji s hypertenzi,
proteinurii a snizenou eGFR v dobé stanoveni diagnozy (Barbour a Reich, 2012).
Vzacnéjsi je rychle progredujici onemocnéni, které se vyznacuje pfitomnosti srpku
Vv bioptickém nalezu, pti kterém dochazi jiz po roce od stanoveni diagndzy

Kk terminalnimu selhani ledvin u 43 % piipadu (Lv et al., 2013).

U déti se cCastéji IgA nefropatie projevi poprvé jako epizoda makroskopické
hematurie doprovézejici infekci hornich cest dychacich. Je zde patrnd spojitost
s aktivaci imunitniho systému a tvorbou velkého mnoZzstvi protilatek, které se nasledné
mohou usazovat v ledvinach. Tato manifestace je naopak velmi vzacna u osob starSich
40 let (Wyatt a Julian, 2013). Nefroticky syndrom (tj. proteinurie vétsi nez 50 mg/kg
té€lesné hmotnosti/24 hodin a pokles hladiny albuminu v séru pod 30 g/l) se vyskytuje

Vv Case stanoveni diagnozy pouze ojedinéle (Herlitz et al., 2014).
Znacna variabilita klinickych projevii a vyvoje onemocnéni naznacuje, ze diagnoza
IgA nefropatie mize zahrnovat urcité subtypy onemocnéni, které nemizeme rozlisit

soucasnymi diagnostickymi prostfedky.

1.4 Lécba

V roce 2012 byly publikovany doporucené postupy pro lécbu glomerulonefritid
iniciativou KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes). LéEebné postupy
byly zhodnoceny na zakladé¢ podrobného rozboru studii s vysokou vypovédni

hodnotou podle zésad mediciny zalozené na dikazech. Postupy umoziuji 1ékaiim
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rozhodovat o 1é¢b¢ na zakladé dostupnych klinicko-laboratornich udajich (Cattran et
al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze pro IgA nefropatii neexistuje specificka 1é¢ba, zamétuje se
terapie na zmirnéni symptomi jako je vysoky krevni tlak a proteinurie. K tomu slouzi
antihypertensiva oznacovana jako blokatory renin-angiotenzinového systému (RAS).
Jedna se o inhibitory ACE (,,angiotensin converting enzyme*) a blokatory receptorti
pro angiotenzin II. Jejich neptfimé plisobeni spociva ve snizeni krevniho tlaku, dilataci
cév, a tim sniZeni tlaku v ledvinach, coz ma za nésledek pokles proteinurie. Piisobi
ovSem i pfimo v ledvinadch. Mezangialni buiiky a tubularni epitelidlni bunky totiz
zvySuji produkci angiotenzinu II jako prozanétlivého cytokinu pifi probihajici
glomerulonefritidé (Chan et al., 2005; Urushihara et al., 2012). Doporucuji se u vSech
pacientl s proteinurii vy$si nez 0,5 g/24 h. Jejich pozitivni efekt na miru proteinurie
byl jednozna¢né dolozen v randomizovanych intervenc¢nich i observacnich studiich.
Proteinurie ptedstavuje vyznamny prognosticky faktor u IgA nefropatie a zdsadné
ovliviiuje rychlost progrese onemocnéni. Nelécend arteridlni hypertenze je spojena
s v&tsi proteinurii a rychlejsim poklesem glomerularni filtrace (Kunz et al., 2008).
Lécbu podporuje dietni opatfeni s omezenym piijmem sodiku a fosfatu. Jako mozna
podptrna 1écba je podavan rybi olej, jehoz omega-3 nenasycené mastné kyseliny
systém. Jednoznacné potvrzeni jeho U¢inku na pribéh onemocnéni IgA nefropatie

vSak nebylo podano (Reid et al., 2011).

Pouziti kortikosteroidli je voleno u pacientt jevicich znamky aktivity a progrese
onemocnéni s pietrvavajici sttedné tézkou az t€zkou proteinurii (> 1 g/24 h) navzdory
uzivani blokéatori RAS. Prednison nebo methylprednisolon je podavan po dobu 6
mésicl, nasledné by méla byt 1écba prerusena. Pii vyraznéji snizené glomerularni
filtraci (<0,66 ml/s) jiz obvykle nejsou ucinné (Matousovic et al., 2008; Podracka a
Matousovic, 2013). Rozbor KDIGO vyhodnotil G¢innost podavani cytostatika
cyklofosfamidu spolu s kortikosteroidy jako nedostate¢né dolozenou a doporucuje se
jen v piipadé rychle progredujiciho onemocnéni vyznacujiciho se rychlym poklesem
glomerularni filtrace, nefrotickou proteinurii anebo pokrocilymi zanétlivymi projevy
V histologickém nalezu. Rovnéz pouziti imunosupresivnich 1é¢iv jako je mykofenolat

mofetil, azatiprin nebo cyklosporin A neni nadale doporuceno.



Tonzilektomie byla povazovana za uzitecny zpisob eradikace lokalnich lozisek
infekce vzhledem k manifestacim makroskopické hematurie v souvislosti s infekty
hornich cest dychacich. Jeji vliv na snizeni proteinurie nebo zpomaleni poklesu
glomerularni filtrace vSak nebyl prokazan a nyni neni doporucovana v jinych nez
otolaryngologickych indikacich (Podracka a Matousovic, 2013). Tonzilektomii pro
kavkazskou populaci nedoporucuje ani KDIGO, ale revize z r. 2021 pfipousti mozny
uzitek pro vychodoasijskou populaci na zékladné japonskych studii, ve kterych
tonzilektomie spolecné s pulzem kortikosteroidli zpomalovala progresi onemocnéni

(Yuzawa et al., 2016).

Dialyzacni 1é¢ba a transplantace ledvin je indikovana v pfipadé termindlniho
selhani ledvin. Z diivodl autoimunitniho pivodu IgA nefropatie je vSak transplantace
problematicka, u 10-50 % pacientl dochazi do deseti let k rekurenci onemocnéni

(Ponticelli a Glassock, 2010; Lim et al., 2019).



2  Patogeneze IgA nefropatie

IgA nefropatie je multifaktorialni onemocnéni (Suzuki et al., 2011). Pravdépodobné
na zaklad¢ genetickych predispozic a vlivem vnéjs$iho prostredi (napt. infekei) dochazi
k rozvoji onemocnéni, ktery zahrnuje nékolik jednotlivych krokd. Prvnim faktorem je
tvorba IgA1l se snizenou galakosylaci v pantové oblasti (Gd-lgAl). Proti tomuto
aberantnimu IgAl se tvofi autoprotilatky tfidy IgG ptip. IgA, dochdzi k tvorbé
cirkulujicich imunokomplext, které se nasledn¢ ukladaji v ledvinach a iniciuji zde

zanét a poskozeni ledvin.

2.1  Struktura IgAl

IgA je u lidi tvofeno v mnozstvi piiblizné 66mg/kg za den, coz je vice nez vSechny
ostatni tfidy protilatek dohromady. Dv¢ tietiny z vyprodukovaného mnozstvi IgA jsou
vylucovany na slizni¢ni povrch a jedna tfetina zistava v cirkulaci (Papista et al., 2011).
VétSina sliznicniho IgA je produkovéana plazmatickymi bunikami ve slizni¢ni tkani ve
form¢ dimerii spojenych J fetézcem (glykoproteinem o molekulové hmotnosti 16
kDa). Toto polymerni IgA se miize vdzat na polymerni imunoglobulinovy receptor na
vnitinim povrchu epitelidlnich bunék, ptes které je transcytdzou transportovano na
slizni¢ni povrch. Cast polymerniho imunoglobulinového receptoru je odstdpena a
zUstavéa navazana na IgA, tato ¢ast je nazyvana sekre¢ni komponenta IgA a dohromady

tvoti sekrecni IgA.

V cirkulaci je IgA rovnéZ hojné zastoupeno. Je tvofeno plazmatickymi bunkami
sidlicimi v kostni dfeni. Primérna koncentrace IgA v séru u dospélého c¢loveka je
2mg/ml, a je tedy po IgG druhou nej¢astéjsi protilatkou. IgA v krevnim fecisti podléha
rychlému rozkladu s polo¢asem rozpadu 3—5 dni. U lidi a vyS$Sich primatd se IgA
vyskytuje ve dvou podtiidach, tj. IgA1 a IgA2. V periferni krvi je z 90% zastoupena
podtiida IgAl, a to z pievazné vétSiny v monomerni formé (Woof a Kerr, 2006;
Papista et al., 2011).

Lidské IgA je glykoprotein, jehoz cukernad slozka tvoii az 6 % molekulové
hmotnosti. IgA2 ma na tézkém fetézci 4-5 glykanti vazanych pies dusik (N-glykant),

zatimco IgA1 pouze 2 (de Haan et al., 2020). Pantova oblast IgA1 je prodlouZzena



N-glykany

IgA1  -P-V-P-S-T-P-P-T-P-S-P-S-T-P-P-T-P-S-P-S-C-
IGA2  -P-V-Pe-cemeeeeeeaa e P-P-P-P-C-

Obrazek 2. Struktura IgAl. IgAl je tvofeno dvéma tézkymi a dvéma lehkymi fetézci
spojenymi disulfidovymi mustky. Tézky fetézec se sklada ze 3 konstantnich podjednotek
a variabilni domény. Podjednotky CH1 a CH2 propojuje prodlouzend pantova oblast, na
které miize byt navazano az 6 O-glykanti. 2 N-glykany jsou pfipojeny v konstantni oblasti
tézkého fetézce. Na obrazku dole je znazornéna aminokyselinova sekvence pantové oblasti
IgAl, cervené jsou vyznacCeny aminokyseliny, které byvaji glykosylovany. IgA2 ma
pantovou oblast kratsi a je bez O-glykosylace. (VH — variabilni oblast tézkého fetézce, VL
— variabilni oblast lehkého fetézce, CH — konstantni oblast téZkého fetézce, CL —
konstantni oblast lehkého fetézce)

oproti IgA2. Nachazi se zde 9 potencialni glykosyla¢nich mist. 3—6 z nich je obsazeno
glykany vazanymi na serin nebo treonin ptes atom kysliku, tzv. O-vazané glykany (viz
Obrazek 2). O-glykanovy fetézec je tvofen v Golgiho aparatu postupnym
pfipojovanim jednotlivych cukrt. Je tvofen N-acetylgalaktosaminem (GalNAc), na
ktery se obvykle vaze galaktoza (Gal), a oba tyto cukry mohou byt sialylovany
(Baenziger a Kornfeld, 1974; Takahashi et al., 2012).

Pfipojovani cukru je zprostfedkovano enzymy glykosyltransferazami (viz Obrazek
3). V prvnim kroku je pfipojen GalNAC na serin nebo treonin pomoci enzymu z rodiny
N-acetylgalaktosaminyltransferaz (polypeptid:UDP-N-acetylgalaktosamin
transferasy, EC:2.4.1.41). Predpoklada se, Ze v B lymfocytech tuto vazbu
zprostfedkovava N-acetylgalaktosaminyltransferaza 2 (GalNAc-T2) (lwasaki et al.,
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2003), ale je mozné zapojeni i dalSich enzymu z této rodiny (Stewart et al., 2019).
Fylogeneticky nejptibuznéjsi je GalNAc-T14. Oba tyto enzymy maji lektinovou
doménu a mohou, jak iniciovat pfipojeni N-acetylgalaktosaminu na holy peptid, tak i
nasledné zvySovat denzitu glykant na glykopeptidu (Bennett et al., 2012). Pfipojeni
galaktozy je katalyzovano Core 1 galaktosyltransferazou 1 (C1GalTl, N-
acetylgalaktosaminid:UDP-a-D-glukosa transferasa EC:2.4.1.122). Stabilita C1GalT1
je zavisla na interakci s jejim molekuldrnim Saperonem Cosmc, bez n¢hoz je C1GalT1
urychlené degradovana (Ju a Cummings, 2005). Kyselina sialova, konkrétné kyselina
N-acetylneuraminova (NeuAc), je piipojovana na galaktézu a2,3-sialyltransferazou I
(ST3Gall, galaktosaminid:CMP-neuraminat transferasa, EC: 2.4.3.2) a na GalNAc
pomoci a2,6-sialyltransferazy II (ST6GalNAcIl, N-acetylgalaktosaminid:CMP-N-
acetyl-neuraminat transferasa EC: 2.4.3.4). Pokud se NeuAc navaze na volny GalNAc,
dochdzi k predcasné sialylaci, a na tuto strukturu uz nemtize byt nasledné pfipojena

galaktoza (Suzuki et al., 2014).

Vyznam O-glykosylace IgAl spociva ve stabilizaci konformace pantové oblasti,
zabranuje nevhodné orientaci Fab a Fc fragmentt protilatky. Fab fragmenty IgA1 jsou
vice rozevieny a 3D struktura pfipomind spiSe pismeno T nez Y jako u
neglykosylovanych protilatek. O-glykosylace IgAl pravdépodobné zabraiuje
samovolné agregaci IgA1 (Van den Steen et al., 1998). Na O-glykany se mohou
nespecificky vazat nékteré druhy bakterii, a tak se IgA1 Gcastni pfirozené imunitni
obrany na sliznicich. O-glykosylace mize zvySovat rezistenci vuci protedzam, nékteré
druhy bakterii vSak produkuji specidlni protedzy Stépici IgA1 praveé v pantové oblasti
(napt. Neisseria meningitis, Haemophilus influenza, Streptococcus pneumonie) (Plaut,
1983).

C1GalT1

GalNAc-T Cosmc ST3Gal
Ser/Thr— Ser/Thr—{] ser/Th—_ —) ser/Thr— —_—4@

STBGaINACI ST6GalNAcI ST6GalNAcl
ST3Gal
SerlThrAE Ser/Th rAE—Q ser/Th— ——@
D GalNAc

Obrazek 3. Postupna tvorba O-glykani IgA1 za katalyzy prisluSnych glykosyltransferaz.
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2.2 Abnormalni glykosylace IgA1 u pacientd s IgA nefropatii

Slozeni O-glykanti na molekulach IgAT1 je heterogenni. Nejcastéji vSak byva pantova
oblast obsazena 4 nebo 5 glykany obsahujicimi ve svych fetézcich dohromady 4
molekuly galaktézy (Nakazawa et al., 2019a; Ohyama et al., 2020). U pacient s IgA
nefropatii je pozorovano na molekulach IgA1 sniZzené zastoupeni galaktozy (tzv. IgAl
deficientni na galaktézu — Gd-IgAl) viz Obrazek 4 (Andre et al., 1990; Mestecky et
al., 1993; Tomana et al., 1999; Odani et al., 2000; Moldoveanu et al., 2007; Nakazawa
et al., 2019a). Zvyseny vyskyt Gd-IgAl byl pozorovan v séru pacientd s IgA
nefropatii, a také v ledvinnych depositech (Allen et al., 2001; Hiki et al., 2001; Wada
etal., 2018) i v moci (Suzuki et al., 2016).

Pro vyzkumné ucely byly pfipraveny imortalizované bunécéné linie odvozené
z bun¢k produkujicich IgAl u pacienti SIgA nefropatii a u zdravych jedinct
(modelové bunécné linie). Tyto bunécné linie odrazely miru produkce Gd-1gAl v séru
u jejich darct (Suzuki et al., 2008a). Usuzuje se z toho, ze Gd-IgA1 je tvofeno diky
abnormalnim biosyntetickym procesim v buiikdch produkujicich IgAl spiSe nez, ze
by byla galaktéza nasledné odstranovéna zjiz vytvorenych glykanovych fetézc.
Aberace O-glykosylace u IgA nefropatie je specifickd pouze pro molekuly IgAl, u
molekul IgD nebo C1 inhibitoru zlstava zastoupeni galaktézy v O-glykanech na stejné
urovni jako u zdravych jedinct (Smith et al., 2006). Stejné tak je tfeba uvést, ze
samotna produkce Gd-IgA1 onemocnéni nezptisobi. K tomu je potieba vice faktort, o

kterych bude pojednano dale (Gharavi et al., 2008).

Zmény v O-glykosylaci byvaji obecné spojovany s deregulaci exprese a aktivity
glykosyltransferaz zodpovédnych za tvorbu téchto glykani. Toto bylo rovnéz

pozorovano v modelovych bunéénych liniich. U linii pochdzejicich od pacientt s IgA

[] GalNA
@5%%%’ &
IgAN 4 4

Obrazek 4. SloZeni O-glykanii vyskytujicich se na IgAl. U pacientl s IgA nefropatii je
Casté€ji zastoupena zkracena forma O-glykanl, a to terminalni, pfip. sialylovany N-
acetylgalaktosamin.
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nefropatii byla oproti liniim od zdravych darct pozorovana snizena exprese a aktivita
C1GalT1 a naopak zvySena exprese a aktivita ST6GaINAcll (Suzuki et al., 2008a;
Suzuki et al., 2014). Analyza exprese 18 lidskych GalNAc-transferaz ukazala, Ze
jedina GalNAc transferaza, jejiz exprese se vyznamné lisi mezi modelovymi liniemi
buné¢k produkujicich IgA1 izolovanych od zdravych darct a pacientil s IgA nefropatii

je GalNAc-T14 (Raska et al., 2012).

2.3 Ovlivnéni O-glykosylace IgA1 signalnimi molekulami

Exprese glykosyltransferaz a tim 1 produkce Gd-IgAl v modelovych bunéénych
liniich mtze byt ovlivnéna cytokiny (Obrazek 5). Nejvice prostudované a
zdokumentované je pusobeni interleukinu 6 (IL-6). Stimulace IL-6 vyrazn¢ snizovala
expresi a aktivitu C1GalT1 a Cosmc a zvySovala expresi a aktivitu ST6GalNACcII, a
nasledné dochazelo i k vyssi produkci Gd-IgAl (Suzuki et al., 2014; Yamada et al.,
2017).

Zvyseni produkce Gd-IgAl po stimulaci IL-6 bylo vyraznéjsi u modelovych linii
odvozenych od pacientd s IgA nefropatii ve srovnani s liniemi od zdravych darci. Za
ucelem zjisténi mechanismu zodpovédného za tento rozdil byla zkoumana aktivace
signalni drahy Jak/STAT po stimulaci IL-6. Ukazalo se, ze fosforylace STAT3 na
pozici Y705 byla intenzivnéjsi a trvala del$i dobu v bunécnych liniich od pacientd
s IgA nefropatii. Fosforylace Y705 je nezbytna pro vytvoteni dimerti STAT3, které se
nasledné premistuji do jadra bunky a ptisobi zde jako transkripéni faktor (Shuai et al.,
1994). Vliv IL-6 asociovany s prodlouzenou fosforylaci Y705 a produkci Gd-1gAl byl
zruSen pouzitim inhibitoru STAT3 (Stattic) a inhibitoru Jak2 (AZD1480), coz
potvrdilo, Ze signalizace skrze signdlni drahu Jak2/STAT3 je zodpovédnd za nartst
Gd-1gA1l po stimulaci IL-6. Jednou z moznosti, jak mize Jak2/STAT3 signalni draha
ovlivitovat glykosylaci IgA1 je skrze aktivaci transkripcniho faktoru SP1/3, ktery
naseda na promotor genu C1GALT1 a vypina jeho expresi. Dalsi zapojené faktory vSak
doposud popsany nebyly. Zesilend a prodlouzena aktivace STAT3 po stimulaci IL-6
predstavuje patogenni mechanismus, ktery vede ke zvySené produkci Gd-IgAl u

pacientd s IgA nefropatii (Yamada et al., 2017).
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IL-6 ———  APRIL L'|F IL-4 IL-17
receptor IL-6Ra/gp130 receptory: receptor LIFR/gp130 receptor IL-4Ra/yC receptor IL-17RA/IL-17RC
| BCMA, TACI? ‘ | '
1AK2 Protein kinazy z rodiny Src JAK1/3?
STAT3 NFKB, NF-AT, JNK ? STAT1 STATE ? NFkB, MAPK, C/EBP ?
Dime rizace,.translokace a Transkripce Dimerizace, translokace a Dimerizace, translokacea  Transkripce
transkripce cilovych gentt  cilovych gend transkripce cilovych gend transkripce cilowychgentl  cilowych gentl
JC1GalT1 ) JC1GalT1 JC1GalT1
J-Cosmc ) N J.Cosmc
Gd-lgAl - J-Cosmc
MST6GalNACI Ted-le T6d-Iga1 |
| 1Gd - IgAl
1Gd-IgAl

Obrazek 5. Cytokiny a jiné signalni molekuly ovliviiujici produkci Gd-1gAl v
bunéénych linii. IL-6, APRIL, LIF, IL-4 a IL-17 zvy$uji produkci Gd-IgA1. Sedé jsou
znazornény signalni molekuly, které se mohou ucastnit signalni drahy vedouci
k nadprodukci Gd-IgAl, jejich puisobeni vsak jesté nebylo ovéfeno experimentalné.
Pferusovana cara Sipek znazornuje, Ze jsou v této Casti signalni drahy zapojeny dalsi
molekuly, které jsou pro zjednoduseni vynechany, pfip. nejsou znamy.

Ptedpoklada se, Ze béhem infekce hornich cest dychacich nebo gastrointestinalniho
traktu, které byvaji spojovany s epizodami makroskopické hematurie u pacientii s IgA
nefropatii, by mohlo vlivem ptisobeni lokaln¢ produkovaného IL-6 dochazet k
narazovému zvySeni produkce Gd-IgAl plazmatickymi bunkami (Mestecky et al.,
2016). Béhem infekci navic aktivuji bakterialni slozky (PAMP ,,pathogen associated
molceular patterns®) i signalni drahu TLR9-MyD88 (,,Toll like receptor 9, Myeloid
differentiation primary response 88%), coz vede ke zvyseni produkce IL-6 (Novak et
al., 2011a). Kromé zvySené produkce IL-6 dochazi po aktivaci TLR9 ke zvySeni
syntézy signalni molekuly APRIL (,,A proliferation-inducing ligand*). APRIL patii
do superrodiny tumor nekrotizujiciho faktoru, je vyznamnym aktivatorem B
lymfocyt a je schopny v B lymfocytech indukovat izotypovy presmyk na IgA. U
bunéénych linii produkujicich IgAl dochazelo pisobenim APRIL ke zvySeni
produkce Gd-lgAl (Makita et al., 2020). Zapojeni signalni molekuly APRIL
V patogenezi IgA nefropatie podporuje i zjisténi, Ze néktefi pacienti s IgA nefropatii
maji jeho hladinu v séru zvysSenou. Urc¢ité polymorfismy v genu pro TLR9 jsou

asociovany s klinickym pribéhem IgA nefropatie (Suzuki et al., 2008b). Specifické
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polymorfismy TLR9 vedouci k jeho zvySené aktivaci, a tim k ndrustu exprese IL-6 a

APRIL, by mohly souviset se zvySenim hladin Gd-IgA1 u pacienti s IgA nefropatii.

LIF (,,Leukemia inhibitory factor®) patii do rodiny cytokini typu IL-6, a podle
genomovych asocia¢nich studii (GWAS) polymorfismy v lokusu LIF genu jsou
spojovany se zvySenym rizikem rozvoje IgA nefropatie (Gharavi et al., 2011). Také
po jeho plisobeni na modelové bunécné linie izolované od pacientl s IgA nefropatii
dochazelo ke zvyseni produkce Gd-IgAl. Na rozdil od IL-6 vSak nedochazelo
k navySeni produkce celkového mnozstvi IgAl. Abnormalni signalizace v tomto
ptipad¢ souvisela se zesilenou aktivaci STATI1 a dale skrze pienos signdlu ptes
proteinkinazy z rodiny Src, nikoliv pies Jak2, jako tomu bylo u IL-6 (Yamada et al.,
2020).

Pisobeni IL-4 snizovalo expresi C1GALT1 a C1GALTC1 (genu pro Saperon
Cosmc), avsak enzymaticka aktivita byla sniZzena jen mirn¢ a ST6GalNAcII ovlivnéna
nebyla. I po ptsobeni IL-4 dochazelo k mirnému navyseni produkce Gd-IgAl. Ve
srovnani se stimulaci IL-6 byl vSak narust niz§i (Suzuki et al., 2014; Yamada et al.,
2010). IL-4 aktivuje methylaci promotoru CLGALT1C1, dochazi tak k epigenetickému

umlcovani tohoto genu a snizeni jeho exprese (Sun et al., 2015).

Stimulace interleukinem 17 (IL-17) byla testovana na IgAl-produkujici
lymfoblastoidni bunééné linii Dakiki. I u tohoto cytokinu dochazelo ke sniZeni exprese
C1GALT1 a C1GALTC1, coz mélo za nasledek zvyseni produkce Gd-1gAl (Linetal.,
2018). U pacientu s IgA nefropatii bylo pozorovano zvySené procentualni zastoupeni
Th2 a Th17 lymfocyth v periferni krvi, které by mohly byt zodpoveédné za zvySenou
produkci IL-4 a IL-17 a nasledné zvySeni sekrece Gd-IgA1 B lymfocyty (Ruszkowski
etal., 2019).

Mirny vliv na produkci IgA a Gd-IgAl méla i stimulace TGF-B1, ktera rovnéz
souvisela se snizenim exprese CLGALT1 a CIGALTCL1 (Xiao etal., 2017). V jiné studii
(Suzuki et al., 2014) ale tento jev pozorovan nebyl. Stimulace modelovych bunéénych
linii pomoci IL-1, IL-5, IL-10, IFN-y, nebo TNF-a vliv na glykosylaci IgA1 nemé¢la
(Suzuki et al., 2014)
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2.4  Pivod Gd-IgAl

Vétsina IgA Vv cirkulaci se nachazi v monomerni form¢, mé& kompletni pocet
galaktozovych zbytkli v pantové oblasti a ptredpokladd se, Zze pochazi z bunék
aktivovanych v lymfatickych organech nasledné migrujicich do kostni dienég, kde jsou
jako dlouho zijici plazmatické buiiky zodpovédné za systémovou produkci protilatek.
Tvorba slizni¢niho IgA je iniciovana v lymfatické tkéni asociované se sliznicemi
(napt. kréni mandle nebo Peyerovy platy ve stievech). Zde jsou v lymfoidnich
folikulech antigeny prezentovany naivnim B bunikdm, které jsou aktivovany a dochazi
u nich Kk izotypovému piesmyku na IgA pozitivni B lymfocyty. Ty migruji skrze
lymfaticky a ob&hovy systém a usazuji se v cilovych oblastech v lamina propria, kde
finaln¢ diferencuji a produkuji polymerni IgA, které je transcytézou pieneseno na
slizniéni povrch (Woof a Kerr, 2006). Hlavnimi funkcemi slizni¢niho imunitniho
systému je obrana proti patogentim, ale také navozeni imunitni tolerance vuci
neSkodnym antigenim napf. zpotravy a udrzeni symbidzy s komensalnimi

bakteriemi.

Stale neni jednoznacéné zodpovézena otdzka, jestli je aberantni forma Gd-IgAl
tvofena bunikami aktivovanymi v sekundarnich lymfatickych organech vnitinich, nebo
je tvorba Gd-IgA1l indukovana ve slizni¢ni tkani a souvisi s naruSenim migrace a
spravné cilové lokalizace téchto bunék do podslizni¢ni tkang. Ptipadné dostava-li se

Gd-IgA1 n&jakym dosud nepopsanym mechanismem z lamina propria do cirkulace.

Pro zapojeni slizni¢niho imunitniho systému do patogeneze IgA nefropatie hovofi
jednak fakta, ze IgA je hlavnim imunoglobulinem zodpovédnym za ochranu
slizninich povrchi a zvysSené hladiny Gd-IgA1l v cirkulaci u pacientli s IgA nefropatii
jsou v polymerni formé, ktera se typicky vyskytuje na sliznicich (Suzuki et al., 2008a),
ale také pozorovani, kdy u nékterych pacientu s IgA nefropatii dochazi k exacerbaci
onemocnéni V souvislosti s infekei hornich cest dychacich nebo gastrointestinalniho
traktu a k naslednému zvyseni hladin polymerniho IgA v séru (Feehally et al., 1986).
Pti charakterizaci B lymfocytl z periferni krve nesoucich na svém povrchu Gd-IgAl
jsme zjistili, Ze u pacientt s IgA nefropatii se skladaji ¢astéji z lehkého fetézce typu A
a exprimuji chemokinové receptory CCR10 a CCR9Y, kter¢ by tyto buiiky mély navadét
do slizni¢ni tkan€ hornich dychacich cest a do stiev (Zachova et al., 2022; Publikace

I11). Mtzeme tedy piedpokladat, Ze tyto buiiky byly aktivovany v lymfatické tkani
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asociované s piislusnymi sliznicemi v priibéhu infekce, coz podporuje teorii zapojeni

slizni¢niho imunitniho systému v patogenezi IgA nefropatie.

2.5 Geneticke vlivy spojené s produkci Gd-1gAl

Zvysené hladiny Gd-IgAl v séru byly pozorovany u ¢tvrtiny piimych piibuznych
pacientl se sporadickou formou IgAN a u téméf poloviny piibuznych s familialni
formou tohoto onemocnéni (Gharavi et al., 2008). D4 se tedy fici ze zvySené hladiny
Gd-1gAl jsou dédicnym znakem. Byly identifikovany jednonukleotivé polymorfismy
(,,single-nucleotide polymorphisms* SNP) v genech pro C1GALT1 a ST6GALNAC?2,
které predstavuji rizikové alely pro rozvoj IgA nefropatie (Li et al., 2007a; Li et al.,
2007Db; Pirulli et al., 2009; Zhu et al., 2009). Nasledné GWAS studie potom potvrdily
vyskyt genetické variace v genu pro C1GALTL spojené srizikem rozvoje IgA
nefropatie (Gale et al., 2017; Kiryluk et al., 2017). V praci Kiryluk et al. bylo popsano,
ze mnozstvi Gd-1gAl v séru je geneticky podminéné a souvisi s variantou rs13226913-
T vlokusu C1GALT1. Rizikovy SNP zvysujici hladinu Gd-IgAl se nachazi
v nekddujici oblasti genu a ma regulacni funkei, snizuje expresi mRNA C1GALTL.
Castéji se vyskytuje u evropské populace, u obyvatel vychodni Asie je pomérné
vzéacny. Dalsi rizikovy lokus souvisejici s vyssi hladinou Gd-IgA1 byl identifikovan v
C1GALT1C1 (v genu pro saperon Cosmc nezbytny pro spravné fungovani C1GalT1).
Dohromady tyto dva SNP vysvétluji 7 % ptipadu variability v hladiné cirkulujiciho
Gd-1gAl v evropské populaci, ale jen 2 % v asijské (Kiryluk et al., 2017).

V GWAS studiich bylo identifikovano témét 20 dalSich lokusti s charakteristickymi
SNP se spiSe mirnym vlivem na riziko rozvoje IgA nefropatie, coZ zni déla
onemocnéni s komplikovanym polygennim zakladem. Byly popsény rizikové i
protektivni HLA alely, signifikantni lokusy pro geny ucastnici se pfirozené imunity
(DEFA, CARD9, VAV3), pro cytokiny (LIF-OSM, TNFSF13) nebo pro geny ucastnici
se komplementové kaskady (CFH/CFHR, ITGAM-ITGAX) (Sanchez-Rodriguez et al.,
2021).

MicroRNA ucastnici se regulace genové exprese, jsou kratké nekddujici RNA,
které se vazou na cilovou molekulu mRNA, ¢imzZ urychluji jeji degradaci, ptipadné
znemoziuji translaci proteind. Néasledné dochazi ke sniZeni exprese cilového proteinu.

Exprese miR-let-7b, jejimz cilem je GALNT2 (MRNA genu pro GalNAc-T2) byla u
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pacientd s IgA nefropatii zvySena (Serino et al., 2015). V burkach periferni krve byla
u pacientll s IgA nefropatii rovnéz pozorovana vysSi exprese miR-148b, jejimz
cilovym genem je CLGALTL1 (Serino et al., 2012). Navic bylo zjisténo, ze SNP
rs1047763-G (1365G) spojovany s nachylnosti k IgA nefropatii, usnadituje vazbu
miR-148b do cilové oblasti CLGALT1 (Pirulli et al., 2009; Serino et al., 2012). | na
urovni epigenetiky tak muaze dochédzet ke snizeni exprese C1GalTl, coz ma za

nasledek vyssi produkci Gd-1gAl.

2.6 Tvorba autoprotilatek proti Gd-IgAl

Dal8im zasadnim piispévkem do patogeneze IgA nefropatie je tvorba autoprotilatek
interagujicich s Gd-IgAl. Hladiny Gd-IgA1 a proti nim specifickych autoprotilatek
spolu u pacienti sIgA nefropatii koreluji (Placzek et al., 2018). Mnozstvi
autoprotilatek v séru souvisi se zavaznosti (konkrétné€ s mirou proteinurie) a s progresi
onemocnéni (Berthoux et al., 2012; Maixnerova et al., 2019). Tyto autoprotilatky jsou
tiidy IgG, nékdy v kombinaci s IgA (Suzuki et al., 2009; Placzek et al., 2018).

Pfi rutinni imunofluorescen¢ni mikroskopii byla béZzn¢ diagnostikovana absence
IgG v glomerulech pacienti s IgA nefropatii (Bellur et al., 2011; Wada et al., 2013).
Pti podrobnéjsim zkoumani vSak bylo zjisténo, ze IgG se nachéazi v ledvinné tkani
vSech testovanych pacienti a ve srovnani s pacienty S membrandzni
glomerulonefritidou nebo lupusovou nefritidou, u kterych se rovnéz IgG v ledvinach
nachazi, bylo u pacienti s IgA nefropatii IgA obohaceno o frakci specifickou proti Gd-
IgAl (Rizk et al., 2019). Pomoci konfokalni mikroskopie bylo Vv této studii dake
zjisténo, ze IgA a IgG je v glomerularnich depositech kolokalizovano, je tedy pfitomno

ve formé& imunokomplexi.

Autoprotilatky proti Gd-IgA1 produkované bunikami pacientll s IgA nefropatii se
vyznacuji  specifickou sekvenci aminokyselin v hypervariabilni oblasti 3
(,,complementarity determining region 3“, CDR3) tézkého fetézce, ktera zesiluje
vazbu na glykany deficientni na galaktézu. Konkrétné ve specifickych
autoprotilatkach pacientii s IgA nefropatii doslo na 3. pozici v CDR3 k zamén¢ alaninu
za serin. Nasledné experimenty ukdzaly, ze serin je zde nezbytny pro vazbu na
terminalni GalNAc v pantové oblasti Gd-IgAl. Tyto autoprotilatky se zaménou
aminokyselin jsou selektovany béhem afinitni maturaci v perifernich lymfatickych

uzlinach (Huang et al., 2016; Suzuki et al., 2009).
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V soucasné dob¢é vime, ze jsou tyto autoprotilatky cilené na pantovou oblast Gd-
IgA1l obsahujici termindlni GalNAc, nicméné stale zbyva ur€it piesné které
glykoformy Gd-IgA1l a jaké konkrétni epitopy vyvolavaji jejich tvorbu. Stale rovnéz
neni jednoznacn¢ zodpovézena otazka, zdali autoprotilatky u IgA nefropatie vznikaji
V odpovédi piimo na Gd-IgAl, ptipadné jestli jsou indukovany nékterymi patogeny
nesoucimi epitopy mimikujici pantovou oblast Gd-IgA1, u kterych by potom mohlo
dochazet ke zk¥izené reaktivité¢ (Mestecky et al., 2016). Néktera mikrobialni agens
obsahuji na svych povrSich GalNAc, jednd se napi. o virus Epsteina-Barrové,
respiracni syncytialni virus, herpes simplex virus nebo streptokoky. Mikroby by tedy
mohly teoreticky spoustét tvorbu autoprotilatek u IgA nefropatie. Glykanové epitopy
vSak zpravidla navozuji tvorbu nizkoafinitnich pfirozenych protilatek tfidy IgM, na
rozdil od detekovanych autoprotilatek pacientli s IgA nefropatii, které jsou tfidy IgG a
prosly somatickou hypermutaci (Huang et al., 2016), a proto se teorie o mikrobialni
indukeci autoprotlatek proti Gd-IgA1 jevi jako malo pravdépodobna. Jakym zptisobem

vsak K jejich indukci dochazi dosud nebylo objasnéno.

2.7  Tvorba patogennich imunitnich komplexii

Jak jiz bylo uvedeno, samotna pfitomnost Gd-IgAl v séru k rozvoji IgA nefropatie
nestaci, nebot’ Gd-IgA1l se da prokdzat i u jedinci bez IgA nefropatie. Rovnéz
autoprotilatky 19G reagujici s Gd-IgA1 byly detekovany u nizkého poctu zdravych
jedinct (Suzuki et al., 2009). Predpoklada se tedy, Ze patogenni jsou jimi vytvofené
velké imunokomplexy, které se ukladaji v ledvinach, kde iniciuji zanétlivé reakce.
Prvotni analyzy ukazaly, Zze se Gd-IgA1 nachazi ptevazné ve vysokomolekularnich
frakcich séra soucasné s IgG (Tomana et al., 1997). Nasledné bylo potvrzeno, Ze se
cirkulujici imunitni komplexy u pacientd s IgA nefropatii skladaji z polymerniho Gd-
IgA1, které je vazano protilatkami IgG specifickymi k O-glykanim Gd-IgAl (Tomana
et al., 1999). Funk¢ni analyzy imunitnich komplext tvofenych Gd-1gAl-1gG potom
ukazaly jejich schopnost indukovat proliferaci kultivovanych primarnich

mezangialnich bun¢k (Novak et al., 2005).
Kdyz byly vytvofené imunokomplexy Gd-IgAl s anti-Gd-IgA1l specifickymi
protilatkami injektovany do imunodeficientnich mysi, dochdzelo u nich k ukladani

téchto imunokomplexti v ledvinach a k naslednému poskozovani ledvin typickému pro

IgA nefropatii s detekovanou proteinurii, hematurii a hypercelularitou mezangia
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(Moldoveanu et al., 2021). Injekce samotného Gd-IgA 1 nebo autoprotilatky poskozeni
nezpusobilo. Doklada to tedy dulezitost tvorby imunokomplext tvotenych Gd-1gAl-

IgG jako pravdépodobné nezbytného zasahu pii rozvoji IgA nefropatie.

Ukladani imunitnich komplexti obsahujicich IgA v glomerularnich kapilarach
pokusnych mys$i nastalo témét ihned po jejich injekci. Nicmén¢, imunokomplexy
usazené v ledvinach byly béhem 24h odstranény (Yamaji et al., 2014). Stejné tak pfi
transplantaci ledviny obsahujici latentni deposita IgA pacientiim, ktefi netrpeli IgA
nefropatii, dochazelo k postupnému vymizeni IgA z transplantované ledviny (Sofue et
al., 2013). Pro postupny rozvoj IgA nefropatie je tedy pravdépodobné nezbytna
kontinualni nebo opakovanad tvorba patogennich imunitnich komplexid. I akutni
vzplanuti IgA nefropatie vyznacujici se makroskopickou hematurii, které se objevuje
soubézné s infekcei hornich cest dychacich nebo gastrointestindlniho traktu, miize byt
spojeno s prechodnou nadprodukci imunitnich komplext. Patogeneze IgA nefropatie
by mohla tedy souviset snerovnovahou mezi tvorbou a eliminaci patogennich

imunokomplexd.

IgAl v cirkulaci ma bé&zné¢ pomérné kratky polocas rozpadu (~5 dni). Je
katabolizovano hepatocyty nesoucimi na svém povrchu asialoglykoproteinovy
receptor (ASGP-R), ktery vaze IgAl a dalsi glykoproteiny s terminalni galaktézou
nebo N-acetylgalaktosaminem (Stockert et al., 1982; Tomana et al., 1988). Pacienti
s IgA nefropatii maji celkové zvySené hladiny IgA v séru (Maeda et al., 2003).
Samotna galaktozova deficience Gd-IgA1 by vazbé IgA1 na ASGP-R branit nem¢la,
pouze v kombinaci s pfed¢asnou a zvysenou sialylaci, ktera by naslednou vazbu jiz
inhibovala. Gd-IgA1 cirkulujici v podobé velkych imunitnich komplexi v§ak nemuze
projit ptes endotelialni fenestrace do Disseho prostoru a k hepatocytim se tedy
nedostane a nemuize zde byt katabolizovano (Wisse et al., 2008; Knoppova et al.,
2016).

Velikost a slozeni imunitnich komplext urcuje jejich biologickou aktivitu (Obrazek
6). Velké imunitni komplexy s molekulovou hmotnosti 800-900 kDa obsahujici IgA1
aktivuji mezangidlni bunky. A navic vys$8i zastoupeni Gd-IgAl Vv imunitnich
komplexech jesté¢ zesiluje jejich stimulacni efekt, kdy dochazi k proliferaci
mezangialnich bunék, zvySené produkci nékterych cytokini a komponent
extracelularni matrix (Novak et al., 2011b; Novak et al., 2005). Naopak imunitni
komplexy s niz§i molekulovou hmotnosti mély na mezangialni bunky inhibi¢ni efekt.
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Obrazek 6. Imunitni komplex. Mozné slozeni patogenniho imunitniho komplexu tvofeného
polymernim IgAl, dvéma molekulami IgG a slozkou komplementu C3. Pfiblizna
molekulova hmotnost zndzornéné¢ho imunokomplexu je 822 kDa a m¢l by tedy potencial
stimulovat mezangialni buiky.

Mnozstvi patogennich imunitnich komplexti tvofenych Gd-1gAl-IgG je zvysené
v cirkulaci a v moci u pacientt s IgA nefropatii a toto mnozstvi jesté nartista v obdobi
aktivniho onemocnéni. Imunitni komplexy s Gd-IgAl vylu¢ované moc¢i mohou
ptredstavovat i mozny biomarker IgA nefropatie (Matousovic et al., 2006; Suzuki et
al., 2016). Co se tyc¢e lécebnych zasahi nase vysledky dokladaji, ze prednison mize
snizovat mnozstvi IgA-IgG imunokomplexii v séru u pacientd s IgA nefropatii, a to az
na uroven zdravych jedinci po jednom mésici jejiho trvani. Toto pozorovani
podporuje vyznam 1éEby kortikosteroidy u indikovanych pacientti (Kosztyu et al.,
2018, Publikace 1V).
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2.8  Uloha komplementu v patogenezi IgA nefropatie

V mezangialnich depozitech se u pacientti s IgA nefropatii vyskytuje kolokalizované
kromé IgA a IgG bézné také slozka komplementu C3 (Jennette, 1988; Muda et al.,
1995). C3 je detekovatelna i v cirkulujicich imunokomplexech obsahujicich IgA
(Czerkinsky et al., 1986). Zvysené hladiny proteolytickych fragmentt slozky C3 v séru
u pacientl s IgA nefropatii byly asociovany se zavaznosti histologickych nalezi a
s progresi onemocnéni (Solling, 1984; Wyatt a Julian, 1988; Zwirner et al., 1997).
Naopak studie zkoumajici posmrtné ptitomnost IgA v ledvinach u jedinci bez
klinickych ptiznaki onemocnéni ukazala, ze se u asymptomatickych jedinct slozka

C3 jako kodepositum IgA téméf nenachazi (Varis et al., 1993).

Aktivace komplementové kaskady se bézné déje tiemi zpusoby (Obrazek 7).
Klasicka cesta je aktivovana vazbou slozky C1 na imunitni komplexy obsahujici IgG
(IgG1 a 1gG3, smensi afinitou IgG2) nebo IgM navazané na povrchu patogena.
Aktivovana C1 $tépi dalsi sloZzky a vytvari se C3 konvertaza. Alternativni cesta je
zahdjena spontanni hydrolyzou slozky C3. Za ucasti faktoru D se tvofi komplex
C3bBb, ktery slouzi jako alternativni C3 konvertaza stépici velké mnozstvi C3 na C3a
a C3b. Properdin slouzi k jeji stabilizaci. Faktor H, Faktor I a DAF (,decay
accelerating factor®) inhibuji tvorbu alternativni C3 konvertazy a reguluji tak
samovolnou aktivaci komplementové kaskady na bun&fnych povrSich hostitele.
Posledni, lektinova cesta aktivace komplementu je iniciovana piimou vazbou sérového
lektinu MBL (,,mannose-binding lectin‘), pfipadné ficolinu na sacharidové struktury
povrchil nékterych mikrobli bez Gi€asti protilatek. MBL mé podobnou funkei jako C1,
Stépi C2 a C4 za tvorby C3 konvertazy klasické cesty (C4bC2a).

Vytvofenim C3 konvertazy se tyto tifi cesty aktivace komplementu schazeji.
Ptipojenim slozky C3b na C3 konvertazu je vytvoiena C5 konvertaza. Fragment C5b
vytvofeny puisobenim C5 konvertdzy na sebe vaze slozky C6, C7, C8 a C9, které
vytvoii v membrané atakované bunky pory (C5b-9), narusi membranu a tim

osmotickou rovnovahu buriky a miize dojit az k jeji 1yze (Murphy a Weaver, 2017).

Jaderné bunky hostitele vétSinou nebyvaji komplementem lyzovany, ale i tak je
muze komplement poskozovat. Napiiklad na podocytech v ledvindch dochazi
pasobenim C5b-9 k uvolnéni rtiznych protedz, oxidantli, prostanoidd, komponent

extracelularni matrix a cytokinl. Kromé toho dochézi také ke zménam cytoskeletu
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Komplementova kaskada

Klasicka Lektinova Alternativni
cesta cesta cesta
imunitni komplexy na Vazba lektinu MBL na Spontanni hydrolyza

povrchu patogenu povrch patogenu slozky C3

C1qC1rC1s | C3
{ l \4
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C4b2a3b C3bBb3b
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Naruseni bunééné
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Obrazek 7. Komplementova kaskada. Schéma zobrazuje tii zplsoby aktivace
komplementové kaskady, tvoii se C3 konvertiza a nasledné C5 konvertaza.
Komplementova kaskada kon¢i vytvorenim poéru v membrané atakované bunky slozkami
C5b-C9. Faktor H inhibuje tvorbu C3 konvertazy, a tim blokuje prabéh komplementové

kaskady aktivované alternativni drahou. (Schéma bylo vytvofeno v programu
BioRender.)

podocytt a jejich uvolilovani z bazalni membrany s nasledné se rozvijejici proteinurii
(Nangaku et al., 2005). V mezangialnich buiikach dochazi ptisobenim C5b-9 k indukci
produkce cytokinti IL-6 a TGF-f, popft. ptimo k apoptdze vyvolané vnitini drahou (Qiu
et al.,, 2014; Zhang et al., 2014). Slozky C5b-9 byvaji detekovany v mezangialnich
depositech pacientl s IgA nefropatii (Rauterberg et al., 1987).

Vzhledem k tomu, Ze v ledvinach u pacientii s IgA nefropatii je ¢asto kromé slozky
C3 detekovan také Faktor H a properdin, usuzuje se, Ze je komplement pii IgA
nefropatii aktivovan zejména alternativni cestou (Tomino et al., 1981; Miyazaki et al.,
1984; Rauterberg et al., 1987). Bylo popsano, ze polymerni IgA1 je schopné aktivovat
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alternativni drahu komplementu (Hiemstra et al., 1987), nicmén¢ mechanismus tohoto
procesu neni zcela objasnén. Piedpoklada se, Zze dochézi jeho ptitomnosti ke stabilizaci

C3 konvertazy (Daha et al., 2011).

Polymerni IgA muze aktivovat komplement také lektinovou cestou (Roos et al.,
2001). Polymerni IgA vaze MBL in vitro pravdépodobné skrze N-glykany. MBL byl
detekovan v glomerularnich depositech v kolokalizaci s IgA témét u jedné Ctvrtiny
pacienti s IgA nefropatii a jeho pfitomnost korelovala se zavaznosti onemocnéni
(Endo et al., 1998; Matsuda et al., 1998; Roos et al., 2006). Klasicka cesta aktivace
komplementu se v patogenezi IgA nefropatie spise neuplatiuje. Jeji komponenty byly
detekovany v bioptoickych nédlezech u méné nez 10% pacientti a souvisely se Spatnou
prognozou onemocnéni (Lee et al., 2013). Aktivace komplementu klasickou cestou
tedy nebude nejspi§ specifickd pro IgA nefropatii, ale vyskytuje se souvislosti

s tézkym poskozenim ledvin.

GWAS studie identifikovaly protektivni SNP v genech CFHR1/3 (,,complement
factor H-related genes®), jez ma za nasledek inaktivaci téchto geni. SNP v jedné alele
snizuje riziko rozvoje IgA nefropatie o 26 % a v obou alelach dokonce o 45 % (Kiryluk
et al., 2014). Inaktivace téchto gent souvisi s vyssi hladinou Faktoru H v séru a nizsi
hladinou slozky C3a a stejné tak s niz§i mirou ukladani C3 v mezangiu ledvin (Zhu et
al., 2015). Vyskyt tohoto polymorfismu se lisi geograficky, nejcastéjsi frekvence byla
ve vychodni Asii (Holmes et al., 2013), coz se do jisté miry shoduje s geografickou
prevalenci IgA nefropatie. Hypoteticky mechanismus protektivni delece CFHR1/3 u
IgA nefropatie spociva v souvisejici zvySené koncentraci regulacniho Faktoru H a
absenci kompetice CFHR1 s Faktorem H, jez zvySuje jeho funkéni aktivitu (Ansari et
al., 2013; Tortajada et al., 2013). Vzhledem k tomu, Ze Faktor H ptisobi jako inhibitor
tvorby alternativni C3 konverzazy, podporuji tato pozorovani zapojeni alternativni

cesty aktivace komplementu v patogenezi IgA nefropatie.

Zdali dochazi k aktivaci komplementu jiZ v cirkulaci na imunitnich komplexech
nebo in situ v glomerularnim mezangiu nebylo doposud zcela objasnéno. Zvysené
hladiny Stépnych produktt slozky C3 v séru u pacientti s IgA nefropatii naznacuji, ze
by imunitni komplexy tvofené Gd-lgAl-IgG mohly slouzit pfimo jako aktivacni
povrch komplementové kaskady (Wyatt a Julian, 1988). Na druhou stranu,
mezangialni buiiky se samy o sobé Gcastni regulace komplementu. Produkuji totiz
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Faktor H a v zanétlivém prostredi vyvolaném puisobenim cytokint IL-1 nebo TNFa
zvys$uji produkeci slozky C3 (van den Dobbelsteen et al., 1994; Wan et al., 2007). Navic
bylo pozorovano, Ze polymerni Gd-IgA1 stimuluje mezangialni bunky k sekreci C3
(Schmitt et al., 2014), coz zase svédci ve prospéch aktivace komplementu lokalné
v glomerulu. Aktivace komplementu ma dulezitou roli v patogenezi a klinické

prezentaci IgA nefropatie.

2.9 Poskozeni funkce ledvin

Mezangialni bunky se nachazi v glomerulu ledvin a jsou nezbytné pro jeho spravnou
funkci. Vytvari strukturni podporu kapilarnich smyc¢ek, moduluji glomerularni filtraci,
tvofi mezangidlni matrix, maji schopnost fagocytovat, monitoruji koncentraci glukozy
Vlumen kapildr a vylucuji ristové faktory a cytokiny. Zmény ve fyziologii
mezangialnich bunék jsou ¢asnou udélosti pti progresivnim glomeruldrnim poSkozeni

vedoucimu ke ztraté funkce ledvin.

Aktivace mezangialnich bun¢k se projevuje jejich proliferaci a uvolnénim mnoha
prozanétlivych a profibrotickych medidtorii, mezi které patii TNF-a, destickovy
aktivaéni faktor (PAF), IL-1P, IL-6, destickovy rlstovy faktor (PDGF), fibroblastovy
rustovy faktor (FGF), TGF-B a rizné chemokiny (Coletta et al., 2000; Abboud, 2012).
Uvolnéné mediatory ptitahuji infiltrujici makrofagy, monocyty a T lymfocyty, které
maji dllezitou roli viniciaci a udrZovani zé&nétlivého prostfedi vedoucimu ke
glomerularnimu poskozeni. VyluCované rlstové faktory a prozanétlivé cytokiny
naruSuji rovnovahu mezi produkci a degradaci mezangidlni matrix a dochazi k jeji
akumulaci (Gomez-Guerrero et al., 2005). Mezangialni buitkky mohou byt aktivované
cirkulujicimi imunitnimi komplexy s vysokou molekulovou hmotnosti, které se na né
vazou skrze receptor pro transferin (CD71) a spoustéji Vv nich signalni drahy
MAPK/ERK a PI3K/Akt, z nichz draha PI3K/Akt vede k jejich proliferaci a draha
MAPK/ERK stimuluje produkci cytokint vcetné IL-6 (van den Dobbelsteen et al.,
1994; Tamouzaet al., 2012). IL-6 je silnym aktivatorem mezangialnich bunék a puisobi
1 jako jejich autokrinni ristovy faktor. ZvySené hladiny IL-6 pozorované v séru, moci
1 ledvinéach u pacientd s IgA nefropatii mohou byt spolu s dalSimi faktory zodpovédné
za patologickou proliferaci mezangialnich bunék (toto téma a celkové vliv
interleukinu-6 na rozvoj IgA nefropatie je podrobné shrnut v Publikaci I1; Groza et al.,
2022).
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Podocyty jsou epitelidlni bunky nachéazejici se na vné&jsi strané membrany
glomeruldrnich kapilar, kde zajist'uji specifitu filtracni bariery. Tubularni epitelidlni
bunky tvoii vystelku ledvinnych tubulii, umoziuji reabsorpci vody a nékterych latek
Z glomerularniho filtratu. Na podocyty a tubularni epitelialni bunky se polymerni Gd-
IgA1 pfimo nevaze (Chan et al., 2005; Lai et al., 2008). Nicmén¢ in vitro experimenty
ukazaly, ze faktory uvoliiované stimulovanymi mezangidlnimi buiikami, zejména
TNF-0, TGF-B a angiotenzin II, aktivuji podocyty a méni nasledné glomerularni
permeabilitu (Lai et al., 2009). TNF-a uvolnény z mezangialnich bunék aktivuje
podocyty K jeho dalsi produkci a dochazi k autokrinni stimulaci podocytii. U pacientti
s IgA nefropatii byla na podocytech pozorovana zvysena exprese receptor pro TNF-
a: TNFR1 a TNFR2. Po aktivaci TNFR na podocytech miize dochazet ke zvySeni
jejich produkce 1L-6 nebo az k indukci apoptozy (Lai et al., 2008).

Faktory uvoliiované stimulovanymi mezangialnimi bunikami ovliviluji i tubuldrni
epitelialni bunky. IL-6 reguluje expresi receptoru pro angiotenzin Il (AGTR1) na
tubularnich epitelialnich bunkach. Interakce angiotenzinu Il a AGTR1 aktivuje
proteinkinasu C a drahu MAPK, coz vede k zanétlivé odpovédi v tubulointersticiu.
Dochazi k proliferaci tubularnich epitelidlnich bunék a také expresi zanétlivych
mediatora véetné IL-6, TNF-a, TGF-f a angiotensinu Il (Chan et al., 2005).
Angiotenzin II mé zdsadni roli jako mediator glomerularni hemodynamické adaptace
V renin-angiotenzinovém systému. Aldosteron uvolfiovany z mezangialnich bun¢k
stimulovanych imunitnimi komplexy plsobi synergicky s angiotenzinem II indukci
apoptdzy v tubularnich epitelialnich bunkach (Leung et al., 2011). Mezangialni bunky,
podocyty a tubularni epitelidlni buniky spolu komunikuji skrze uvolfiované mediatory,
a dochazi k aktivaci zpétnych vazeb pozitivnich 1 negativnich. NaruSeni rovnovahy
v této komunikaci patogennimi imunitnimi komplexy obsahujicimi Gd-IgAl vede

k rozvoji zanétu a poskozeni funkce ledvin.
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3 Experimentalni pristupy k terapii IgA nefropatie

Manifestace onemocnéni IgA nefropatie se rizni jak mezi jedinci, tak 1 mezi riznymi
etniky, coz komplikuje navrzeni univerzéalniho protokolu pro lécbu. Standardni 1é¢ba
blokatory RAS v nékterych ptipadech nedokéaze efektivné snizit proteinurii a nasledna
1écba kortikosteroidy u téchto pacienti s sebou zase nese fadu neptijemnych vedlejsich
ucinkii. Nové poznatky o molekularni podstaté patogeneze IgA nefropatie umoznily
navrhnout pfistupy k cilené 1é¢bé, kterd se zatim nepouziva v bézné klinické praxi, ale

v nékterych piipadech jiz prosla poc¢ate¢nimi fazemi klinického testovani (Tabulka 1).

3.1 Inhibice tvorby protilatek

Vzhledem k tomu, Ze tvorba protilatek tiidy IgA je nezbytnym krokem v patogenezi
IgA nefropatie, je jednim ze sméru cilené 1écby potlaceni produkce protilatek B
lymfocyty. Idedlni by bylo potlaceni produkce piimo Gd-IgAl, piipadné
autoprotilatek anti-Gd-IgAl. Rituximab, chimérickd monoklonalni protilatka proti
povrchovému markeru CD20, se pouziva k eliminaci B lymfocytd u nékterych typt
malignit a autoimunitnich onemocnéni a byla zkuSebné pouzita 1 pro 1écbu IgA
nefropatie. Zatimco u nekterych kazuistik byl pozorovan pozitivni efekt rituximabu
(Chancharoenthana et al., 2017; Lundberg et al., 2017), studie provedena na 34
pacientech nepotvrdila jeho vliv na miru proteinurie ani glomerularni filtraci
(Lafayette et al., 2017). Navic, ptestoze doslo k u¢inné eliminaci B lymfocytu, hladiny
Gd-IgAl a anti-Gd-IgA1 autoprotilatek v séru u pacientti 1éCenych rituximabem
neklesaly. Jiz vytvotfené aktivni plazmatické bunky, které ztraci povrchovou expresi
CD20, rituximabem pravdépodobné eliminovany nebyly. Zajimavé ale je, Ze u jinych
onemocnénich souvisejicich s tvorbou autoprotilatek jako je napf. revmatoidni
artritida nebo membrandzni glomerulonefritidu rituximab ucinny v jejich eliminaci je
(Gauckler et al., 2021). Rozdil v t¢inku rituximabu u téchto onemocnéni a IgA
nefropatii je davan do souvislosti se zapojenim slizniéniho imunitniho systému
v patogenezi IgA nefropatie (Lafayette et al., 2017). Pro zacileni i na dlouho Zijici
plazmatické buiky bylo navrzeno pouziti monoklonalnich protilatek proti
povrchovému glykoproteinu CD38, které je v souc¢asné dob¢ ve druhé fazi klinického

testovani (Cislo studie NCT05065970).

Na zésah do aktivace, diferenciace a proliferace B lymfocyti a piipadné i do

izotypového presmyku na IgA je cileno pouzitim inhibitord APRIL a BAFF.
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Pozorovana zvySend exprese téchto signalnich molekul u pacientii s IgA nefropatii a
jeji souvislost se zvySenymi hladinami Gd-IgA1 a zdvaznosti onemocnéni piedurcuje
APRIL a BAFF jako jeden z cilu terapie (Li et al., 2014; Zhai et al., 2016; Takahara et
al., 2019). Pomoci ptisobeni humanizovanych monoklonalnich protilatek proti APRIL
bylo dosazeno snizeni hladin Gd-IgAl, IgA, 1gG a IgM v séru u pacientd s IgA
nefropatii a nasledné i ke sniZeni proteinurie po 12 tydnech 1é¢by (Barratt et al., 20214a;
Mathur et al., 2022). Blisibimod inhibujici BAFF byl rovnéz testovan v klinické studii
II. a III. faze, jeji vysledky vsak jesté nebyly publikovany (NCT02062684). Zasah do
signalizace APRIL a BAFF je mozné provést soucasné¢ pomoci fuzniho proteinu
tvofeného vazebnou doménou jejich spoleéného receptoru TACI a Fc fragmentem
19G. V soucasné dobé& probihaji klinické testy II. faze. Priibézné vysledky na nizkém
poc¢tu pacientli ukazuji snizeni hladin Gd-IgAl v séru a sniZeni proteinurie po

24tydenni 1é¢bé (Barratt et al., 2020).

3.2 Ovlivnéni slizni¢niho imunitniho systému

Na zakladé¢ poznatkl, které naznacuji, Ze zdrojem Gd-IgAl jsou B lymfocyty
aktivované ve slizni¢nim imunitnim systému, byla navrzena lokélni terapie kortikoidy
uvolnujicimi se v tenkém stfevé. Jednd se o oralné podavanad léciva obsahujici
specidln€ upravena, tak aby se ucinna latka uvoliiovala az v tenkém stfeve, predevSim
v oblasti ileocekalniho pfechodu, v némz se nachazeji Peyerovy platy. Ze stieva je
budesonid vstiebavan jatry, kde je z ptfevazné vétSiny metabolizovan cytochromem
P450, nemél by se tak dostavat do systému a zptisobovat nezddouci u€inky typicke pro
1é¢bu bézné podavanymi kortikosteroidy. Tyto léky jsou také pouzivany pro terapii
Crohnovy choroby. Klinické studie pro 1é€ivo Nefecon ukézaly pozitivni vliv na miru
proteinurie a funkce ledvin s pietrvavajicim ucinkem (Barratt et al., 2021b), a proto na
konci roku 2021 FDA ve zrychleném fizeni schvalila pouziti léku Nefecon
(TARPEYO) pro pacienty s IgA nefropatii s rizikem rychlé progrese onemocnéni.
Jinym testovanym typem lécby mifenym na optimalizaci sliznicniho imunitniho

systému je snaha o regulaci stftevniho mikrobiomu.
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3.3 Protizanétliva 1é¢ba

Pro 1écbu IgA nefropatie by mohly byt ucinné latky specificky inhibujici rozvoj zanétu
idealn¢ ptimo v ledvinach. Pozornost byla zamétena na cytosolickou protein-Kinasu
SYK, u které bylo v in vitro experimentech prokazano, Ze po jeji inhibici v buné¢né
kultufe mezangialnich bunék aktivovanych imunokomplexy sIgAl, dochazelo ke
snizeni exprese IL-6 a K inhibici proliferace (Kim et al., 2012). Inhibice SYK také
tlumila zanétlivé reakce aktivovanych tubularnich epitelidlnich bunék skrze drahu NF-
kB (Yiu et al., 2021). Klinicka studie hodnotici vliv 1é¢by fosfatinibem (inhibitorem
SYK) prokézala relativni bezpecnost 1é¢by a mirny vliv na miru proteinurie u pacienti

s IgA nefropatii (Tam et al., 2019).

Signalni draha NF-kB je Uzce spjata siniciaci zanétlivé reakce, jeji aktivace
zprostiedkovava transkripci zanétlivych cytokint, jako jsou TNF-o, IL-1 a IL-6 a
rovnéz zprostfedkovava zanétlivé funkce Th17 bunék. Neklasicka draha NF-kB je
aktivovana pti indukci izotypového piesmyku na IgA. V mezangialnich buikach
indukuje NF-xB expresi chemokini MCP-1 a IL-8 (Zhang a Sun, 2015). V klinické
studiit PHOENIX (NCT03366337) bylo za ucelem blokady drahy NF-kB testovano
lé¢ivo bardoxolone methyl. Tato studie dokldd4 na oficidlnich webovych strankach
»clinicaltrials.gov® dobrou snaSenlivost piipravku a zlepSeni funkce ledvin po
12tydenni 1é€b& u pacientl s IgA nefropatii, vysledky vSak zatim nebyly publikovany

v odborném recenzovaném periodiku.

Jako potencidlni imunomodulacni l4tka bylo testovano pro 1écbu IgA nefropatie
antimalarikum hydroxychlorochin. Jeho specifita pro IgA nefropatii spociva v tom, ze
inhibuje signalizaci skrze TLRY, jehoz exprese muize byt u pacientti zvysena (Li et al.,
2014). Aktivace TLR9 indukuje produkci IL-6 a APRIL, které nasledné ovliviiuji
sekreci Gd-lgAl1 (Makita et al., 2020). ZKklinickych studiich vyplyva, ze
hydrochlorochin snizuje proteinurii u pacientt s IgA nefropatii, jeho ucinek je ale ve
srovnani s [é¢bou kortikosteroidy nizsi. Jeho vyhodou by mohly byt méné zavazné

vedlejii udinky (Stefan a Mircescu, 2021).
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Tabulka 1. Klinické studie cilenych 1é¢iv pro IgA nefropatii.

Létivo Cil 1é¢by Faze Cislo Klinické
studie
S Monoklonalni protilatka proti
Rituximab CD20 (B lymfocyty) V. NCT04525729
Monoklonalni protilatka proti
Felzartamab CD38 (platmablasty a 1. NCT05065970
plazmatické buiiky)
Blisibimod gﬁ‘;‘;kkmalm ploti ey A, NCT02062684
) ) o _ NCT04287985
Sibeprenlimab Monoklonalni protilatka proti 0 all. NCT05248659
(VIS649) APRIL NCT05248646
Fuzni protein vazebné domény
Atacicept receptoru TACI s Fc fragmentem Il. NCT04716231
IgG — inhibitor APRIL a BAFF
Fuzni protein vazebné domény
Telitacicept (RC18)  receptoru TACI s Fc fragmentem Il. NCT04905212
IgG — inhibitor APRIL a BAFF
Nefecon Budesonid lokaln¢ uvoliovany I all NCT01738035
V tenkém stievu ' NCT03643965
Fosfamatinib Inhibitor SYK . NCT02112838
Bardoxolone methyl  Inhibitor signalni drahy NF-xB Il. NCT03366337
Hydroxychlorochin Inhibice signalni drahy TLR9 . NCT02942381
NCT03373461
LNP023 (Iptacopan)  Inhibitor faktoru B . alll NCT04578834
NCT04557462
IONIS-FB-LRX Inhibitor faktoru B Il. NCT04014335
BCX9930 Inhibitor faktoru D Il. NCT05162066
i Inhibitor §tépeni komponenty
APL-2 komplementové kaskady C3 . NCT03453619
Narsoplimab Monoklonalni protilatka proti
(OMS721) MASP-2 . NCT02682407
Ravulizumab Monoklonalni protildtka proti I. NCT04564339
komponenté komplementu C5
siRNA interferujici s MRNA
Cemdisiran komponenty komplementu C5 . NCT03841448
navazana na GalNAc
Avacopan (CCX168) Inhibitor receptoru pro Cha Il NCT02384317

-29-



3.4  Zasah do komplementové kaskady

V soucasné dob¢ jsou intenzivné testovany rizné zpusoby ovlivnéni pribéhu
komplementové kaskady u pacientd s IgA nefropatii (Tabulka 1). Pro zacileni na
alternativni dréhu aktivace komplementu byly testovany inhibitory faktoru B LNP023
a IONIS-FB-LRx. Podjednotka Faktoru B je komponentou alternativni C3 konvertazy
(Obrazek 7). Faktor B je $tépen za ucasti Faktoru D, na ktery cili latka BCX9930
V soucasné dob¢ rovnéz testovana pro 1écbu IgA nefropatie. Dale probihaji klinické
testy latky APL-2 blokujici $tépeni C3 na podjednotky C3a a C3b. Ve tieti fazi
klinickych studii pro 1é€bu IgA nefropatie je monoklonalni protilatka narsoplimab,
ktera blokuje MASP-2 a inhibuje tak lektinovou cestu aktivace komplementu.
K inhibici pozd&jsi faze komplementové kaskady jsou testovany inhibitory C5 ve
formé monoklonalni protilatky ravulizumab anebo v podob¢ kratké interferujici RNA

(siRNA) inhibujici produkci C5 v jatrech (Huang a Xu, 2021).

3.5  Terapie budoucnosti

V soucasné dobé jsme schopni detekovat v periferni krvi buiikky nesouci na svém
povrchu Gd-1gAl (Zachova et al., 2022; Publikace I11), zatim ov§em neni potvrzeno,
jsou-li tyto bunky piimo zodpovédné za sekreci Gd-1gAl, piipadné jakym zptisobem
je fizena jejich diferenciace na plazmatické buniky produkujici Gd-IgA1. Potencialni
eliminace buné¢k zodpovédnych za sekreci Gd-IgA1l by mohla byt slibnou terapii
budoucnosti. Vzhledem Kk jejich minoritnimu zastoupeni by nemuselo pii jejich

eradikaci hrozit pacientim navozeni jakékoli imunodeficience.

Experimentalni 1écba by mohla cilit i na IL-6, jehoz abnormalni signalizace
V bunéénych liniich od pacientil s IgA nefropatii ovliviiuje expresi glykosytransferaz
a zesiluje tak tvorbu Gd-l1gA1 (Yamada et al., 2017). Selektivni inhibice signalni drahy
Jak-Stat, skrze kterou je v buiice veden ptenos signalu z receptoru pro IL-6, by mohla

byt vhodnym typem kauzélni 1é€by IgA nefropatie.

Také zamezeni tvorby imunokomplexii vétSich nez 800 kDa, které aktivuji
mezangialni bunky, by mohlo specificky zasahnout do procesu patogeneze IgA
nefropatie. Pomoci molekul interagujicich s Gd-IgA1, popf. s autoprotilatkami anti-
Gd-IgAl, by se narusil pomér mezi antigenem a autoprotilatkami, vysledné komplexy

by mély mensi molekulovou hmotnost a ztratily by tak schopnost stimulovat
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mezangialni bunky (Novak et al., 2005; Knoppova et al., 2016). Molekulou inhibujici
tvorbu velkych imunokomplexti by mohl byt analog pantové oblasti Gd-IgA1l, maly
glykopeptid, ktery by interagoval s vazebnym mistem anti-Gd-IgA1 autoprotilatky.
Tento peptid byl jiz laboratorné ptfipraven pomoci rekombinantnich technologii
v E.coli s naslednou glykosylaci in vitro (Kasperova et al., 2013). Nicméné i u tohoto

pfistupu by bylo vhodné znat ptesnou struktur pantové oblasti Gd-IgAl a tu napodobit.

Dalsi prohloubeni znalosti o molekularni podstaté patogeneze IgA nefropatie
piinasi nové moznosti v jeji 1é¢b€. Po ovéfeni G¢innosti experimentalnich 1é¢ebnych
pfistupil na zvifecich modelech by se mohly dostat i do klinickych studiich a jednou

snad doplni nebo nahradi soucasnou nespecifickou 1é¢bu IgA nefropatie.
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EXPERIMENTALNI CAST

CILE PRACE

1)

2)

3)
4)

Analyzovat rozdil v expresi vybranych glykosyltransferdz v mononuklearnich
bunikach z periferni krve od pacientl s IgA nefropatii a zdravych darci.
Zhodnotit vliv ptisobeni IL-6 na expresi vybranych glykosyltransferaz
v mononuklearnich bunikéach z periferni krve.

Ov¢tit vliv zmény exprese vybranych glykosyltransferaz na tvorbu Gd-1gAl.
Stanovit expresi glykosyltransferaz v jednotlivych bunécnych subpopulacich

mononuklearnich bunék z periferni krve.
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4 Analyza exprese vybranych glykosyltransferaz
v mononuklearnich buinkach z periferni krve a jejich stimulace
IL-6

4.1 Metodika

4.1.1 Soubor analyzovanych vzorki

Vzorky periferni krve byly odebrany 16-ti pacientim s IgA nefropatii na oddéleni
Nefrologie III. Interni kliniky Fakultni nemocnice Olomouc a 15-ti zdravym darcim
na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Ugastnici studie podepsali
informovany souhlas s odbérem vzorku. Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni
nemocnice Olomouc. Charakteristika kohorty pacientli a zdravych darct je uvedena

v Tabulce 2. Krev byla odebirana do odbérovych zkumavek Vacuette s EDTA.

Tabulka 2. Charakteristika kohorty pacientl a zdravych darca.

Charakteristika IgAN HC
Celkovy pocet jedinct 16 15
Pocet zen 4 4
Vek 50,9 + 18,54 ND
Krevni tlak (ST/DT, primémé hodnoty) 129/76 ND
(mmHg)

Progrese onemocnéni (pocet jedinct) 3 ND
eGFR (ml/s na 1.73 m?) 0,93+0,47 ND
Proteinurie (g/den) 0,8+0,8 ND
Pomér albumin/kreatinin v moci (mg/mmol) 59,9 + 64,0 ND
Hematurie (Ery/pL) 75,9 £194,0 ND
Lécba RAS blokatory (pocet jedinct) 16 0
Lécba glukokortikoidy (pocet jedinct) 8 0

(Progrese onemocnéni byla definovana jako pokles eGFR >10 %f/rok. Pro terapii
glukokortikoidy byl pouzit prednison nebo methylprednisolon. Vybrané hodnoty jsou
vyjadieny jako pramér hodnot + SD. IgAN, pacienti s IgA nefropatii; HC zdravi darci, ND,
neuvedeno; ST, systolicky talk; DT, diastolicky tlak; eGFR, odhadovana rychlost glomerularni
filtrace; Ery, erytrocyty.)
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4.1.2 lzolace mononuklearnich bun¢k z periferni krve

5 ml nesrazlivé krve bylo nafedéno ve fosfatovém pufru PBS (BioSera) v poméru 1:1.
Nefedéna krev byla nanesena na vrstvu hustotniho gradientu 1.077 g/m Ficoll-Paque
PLUS (Cytiva) a centrifugovana na 400 g, 40 min, pfi laboratorni teploté. Prstenec
s koncentrovanymi mononukledrnimi bunikami byl pfenesen do Cisté zkumavky,
bunky byly promyty PBS a centrifugovany na 200 g, 20 min, pfi laboratorni teploté. 5
x 10° bunék bylo promyto v 1% fetalnim bovinnim séru (FBS; Gibco, Thermo Fisher
Scientific) v PBS, sto¢eno na 300 g, 5 min. Peleta byla resuspendovana ve

300 pl lyzaéniho pufru RLT (Qiagen) a zamraZena na -80°C pro pozdé&jsi pouziti.

4.1.3 Stimulace mononuklearnich bunék I1L-6

Izolované mononuklearni buniky byly resuspendovany v kultivaénim médiu o slozeni
1% roztok penicilin-streptomycinu (BioSera), 10% FBS (Gibco; Thermo Fisher
Scientific) v RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Merck) na koncentraci 1 x 10° bunék/ml.
Do kultivaéniho média byl pfidan roztok IL-6 (Gibco) o vysledné koncentraci 10
ng/ml. Bunécéné kultury byly kultivovany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii
37 °C v atmosféfe vzduchu s 5% CO; po dobu 7 dnti. Poté byly buiiky stoCeny a peleta

resuspendovana v lyzacnim pufru RLT a zamrazena pro pozdéjsi pouziti.

4.1.4 Analyza exprese geni pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
(aPCR)
RNA byla izolovana pomoci kitu RNeasy 96 Kit (Qiagen) za pouziti vakuové vyvévy
QIAvac 96 dle manualu vyrobce. Zachycena RNA byla eluovana do 90 pl ,,RNase-
free vody. Koncentrace a integrita RNA byla stanovena spektrofotometricky na
ptistroji Synergy HTX (BioTek). Genomicka DNA byla odstranéna DNasou a ¢ista
RNA byla piepsana do cDNA pomoci kitu SuperScript IV VILO Master Mix with
ezDNase Enzyme (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific). Slozeni reakce je uvedeno

v Tabulce 3, cyklus reverzni transkripce je definovan v Tabulce 4.
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Tabulka 3. Odstranéni genomické DNA a reverzni transkripce.

Slozka mnoZzstvi

10x ezDNase pufr 0,5 ul

Enzym ezDNase 0,5 pl

RNA 50 ng

RNase-free H,0 do celk. obj. 10 ul

inkubace 37 °C 2 min, nasledné zchlazeni na ledu
SuperScript IV VILO Master Mix 2 ul
RNase-free H»0 3yl

Tabulka 4. Pribéh reverzni transkripce

krok teplota ¢as
Annealing primert a oligo(dT) 25°C 10 min
Reverzni transkripce 50°C 10 min
Inaktivace enzymu 85°C 5 min

Analyza exprese vybranych gend, tj. hladina mRNA, byla stanovena kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci (qPCR) za pouziti kitu gb SG PCR Master Mix
(Generi Biotech) na pfistroji LightCycler 480 instrument (Roche). Seznam
stanovovanych genti a pouzitych primert je uveden v Tabulce 5. Slozeni reakce a
amplifikacni cyklus je uveden v Tabulce 6 a Tabulce 7.

Vzorky byly analyzovany v duplikatech. Byly analyzovany kiivky tani amplikonti
jednotlivych geni a velikost produktu genu GALNT14 byla ovéfena pomoci agarézové
elektroforézy (Ptilohy 3 a 4). RovnéZ bylo ovéfeno ucinné odstranéni gDNA, ve
vzorcich s nepfepsanou RNA nedochézelo k amplifikaci produkti. Relativni exprese
genu byla vztaZena na expresi housekeepingového genu GAPDH ve vzorku, a byla
srovnavana s prumeérnou hladinou exprese vzorkl zdravych jedincii. Relativni exprese
byla vyjadfena pomoci metody 244t (Livak a Schmittgen, 2001). Byla ovéfena
ucinnost amplifikace primert (Pfiloha 4). Pro statistickou analyzu rozdilli v genové
expresi byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test, piip. pro vétsi pocet skupin
Kruskaliv-Wallisiv test s Dunnovym post-hoc testem. Data byla vyhodnocena

v programu GraphPad Prism 8 software.
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Tabulka 5. Seznam analyzovanych gent a pouzité primery pro jejich kvantifikaci.

Gen Primer p¥imy 5°-3" Primer zpétny 3°-5°

GALNT2 GAACAGATCGAGGGCAACTC TCGCGGAAAGTTTAAGAAACA
GALNT14 TATTAAACCGCACCCCTAC CCAGTCCCTGTTCACCTCAC
C1GALT1 TGGGAGAAAAGGTTGACACC GGCCCAAGTAGCTTTGACG
C1GALT1C1  CTGTCCCCAAGCCGTTCTA CATGCGCTCATCCTCTGAAAT
ST6GALNAC2 ACCAGAAGCCTCTGCCAGTA ATGGCTTCATTTTTCGTTCG
GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT TTGATTTTGGAGGGATCTCG

Tabulka 6. SloZeni reakéni smési qPCR

Slozka mnozstvi

10 mM primer ptimy 0,25 ul
10 mM primer zpétny 0,25 ul
gb SG PCR Master Mix 5 ul

cDNA 2,5ng

ddH.0 do celk. obj. 10 ul

Tabulka 7. Prubéh gPCR

cas

krok teplota
1. pocate¢ni denaturace 95 °C
2. denaturace 95 °C
3. annealing primert 58 °C
4. elongace 72 °C

Kroky 2—4 byly opakovany 40x.

5 min
10s
20s
30s
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4.2 Vysledky

Nejvyraznéjsi zmény v hladinaich mRNA vykazovala GALNT14 (Obrazek 8), jejiz
primérna hodnota exprese byla 6x vyssi u pacientli S IgA nefropatii nez u kontrol
(p <0,0001). Téme dvojnasobné¢ zvysSenou expresi vykazovala ST6GALNAC2
(p = 0,0018). Graficky zobrazené vysledky pro expresi STEGALNAC2 naznacuji, ze
by se pacienti mohli délit na podskupinu se zvySenou expresi tohoto genu, zatimco
druha skupina toto zvySeni nevykazuje. Mirné zvySeni exprese genu C1GALT1C1
bylo pozorovano u pacientli. Exprese geni GALNT2 a CLGALT1 byla mezi skupinou

pacientl a kontrol srovnatelna.

Abychom zjistili, jak ovliviiuje zanétlivé prostiedi expresi glykosyltransferaz, byly
mononuklearna buiiky stimulovany IL-6 jeden tyden in vitro. Pisobenim IL-6 doslo
K nejvyraznéjs§imu narustu v expresi GALNT14 (Obrazek 9), ktery byl patrny jak u
pacientil s IgA nefropatii (8x), tak u kontrol (40x). Pfestoze poc¢atecni hladina mRNA
GALNT14 u nestimulovanych bun¢k kontrolni skupiny byla niZ8i nez u pacienti, po
stimulaci IL-6 byly zvysené hladiny GALNT14 srovnatelné u pacientt i kontrol. Tyto
vysledky naznacuji, ze vlivem ptisobeni IL-6 by mohlo dochézet ke zvySeni exprese
GALNT14 v lymfocytech, coz by mohlo souviset se zménami v glykosylaci IgA1. Na
rozdil od toho stimulace IL-6 neméla vliv na miru exprese piibuzné GalNAc
transferdzy GALNTZ2. V buiikach stimulovanych IL-6 se také zvySovala exprese genu
C1GALTIC1, a to u pacientd i u kontrol. Tyto zmény vSak nebyly doprovazeny
navySenim exprese C1GALT1, kde ztstaly hladiny i po stimulaci IL-6 na pGvodni
hodnoté. Exprese STEGALNAC2 vykazovala nepatrné snizeni po stimulaci IL-6, které

ovSem nedosahovalo statisticky vyznamnych zmén.

Pacienti byli posléze rozdéleni do skupin na zakladé probihajici terapie
kortikosteroidy. Jevilo se, Ze léCeni pacienti vykazuji vysSi hladiny GALNT14
v mononuklearnich bunkach periferni krve (Obrazek 10). Naopak po stimulaci IL-6
nedochazelo u skupiny lé¢enych pacientii k tak vyraznému nariistu exprese GALNT14
jako u nelécenych pacientii. U jednoho pacienta byla sledovana exprese GALNT14 po
dobu 4 mésict od zahajeni 1é¢by. Postupné u n¢j klesala odpovéd’ na stimulaci IL-6.
Zatimco na zacatku 1éCby se u tohoto pacienta zvysila hladina GALNT14 po stimulaci

IL-6 9x, po ¢tyimésicni 1écbe kortikoidy byl nardst uz jen 1,4 nasobny (Obrazek 10).
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Obrazek 8. Rozdily v expresi vybranych glykosyltransferaz mezi pacienty a kontrolami.
U pacientu s IgA nefropatii byla detekovana statisticky vyznamné vyssi exprese gent
GALNT14, C1GALT1C1 a ST6GALNAC?Z oproti kontrolni skupiné. ** p < 0,01; **** p
< 0,0001. Horizontalni tsecky znacéi primérné hodnoty, chybové tsecky smérodatnou

odchylku.
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Obrazek 9. Rozdily v expresi vybranych glykosyltransferaz mezi pacienty s IgA
nefropatii a kontrolami po stimulaci IL-6. Vyrazny narist byl detekovan v expresi
genu GALNT14 po stimulaci IL-6. Vlivem IL-6 dochéazelo rovnéz ke zvySeni exprese
CIGALTICL. * p <0,05; *** p <0,001 ****; p <0,0001. Horizontalni Gsecky znaci
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Obrazek 10. Vliv kortikosteroidni terapie na expresi GALNT14. Nahote: Pacienti byli
rozdeleni na skupinu podrobujici se kortikosteroidni terapii déle nez jeden mésic (n=8)
a skupinu bez této terapie. Obrazek vlevo ukazuje, ze skupina pacienti 1éCenych
kortikoidy vykazuje vyssi hladiny GALNT14. Na obrazku vpravo u skupiny pacientt
lécenych kortikoidy naopak vlivem IL-6 nestoupa hladina GALNT14 tak vyrazné jako u
nelécenych pacientl s IgA nefropatii. Dole: Jeden pacient byl sledovan v pribéhu ¢asu
po zahajeni 1éCby kortikoidy. Postupné se u néj snizovala odpovéd’ na stimulaci IL-6.
(Horizontalni tisecky zna¢i median, chybové tsecky minimalni a maximalni hodnoty,
odlehlé hodnoty jsou znazornény jako body. * p < 0,05; *** p <0,001)

Na zakladé vysledkti v rozdilné genové expresi GALNT14 v mononuklearnich
bunkach mezi pacienty s IgA nefropatii a kontrolami a na zaklad€ vyrazné odpovédi
na stimulaci IL-6 byla vybrana glykosyltransferaza GalNAc-T14 k dalsim funkénim
experimentim. Vliv zmény hladiny enzymu GalNAc-T14 na glykosylaci 1gAl byl
testovan na imortalizovanych bunéénych liniich produkujicich IgAl.
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5  Vliv zvySeni nebo sniZeni hladiny GalNAc-T14 na produkci Gd-
IgAl

5.1 Metodika

5.1.1 Biologicky material

Bunécna linie Dakiki (ATCC; ¢. TIB-206) odvozena z lymfocyti od pacienta
S karcinomem nosohltanu imortalizovana virem Epstein-Barrové (EBV). Produkuje
IgAl s lehkym fetézcem izotypu A. Secernované IgAl vykazuje sniZzenou
galaktosylaci v O-glykanech typickou pro IgA nefropatii (Raska et al., 2007). Linie
Dakiki byla kultivovana v RPMI-1640 obsahujicim 2 mM L-glutamin (Sigma-
Aldrich), 10% FBS (BioSera), 100 U/ml penicilinu a 0,1 mg/ml streptomycinu
(BioSera).

Bunécna linie 1123 odvozend zlymfocyti od pacienta sIgA nefropatii
imortalizovana EBV. Produkuje Gd-IgA1. Bunééna linie 3089 odvozena z lymfocytd
od zdravého darce imortalizovand EBV. Produkuje IgA1l. Tyto bunééné linie byly
darovany Ustavem mikrobiologie Alabamské University v Birminghamu (Suzuki et
al., 2008a). Bunécné linie ptiivodem od pacienta s IgA nefropatiii a zdravého darce
byly kultivovany v RPMI-1640 obsahujicim 2 mM L-glutamin, 20% FBS, 100 U/mi

penicilinu a 0,1 mg/ml streptomycinu.

Bunécéné linie byly kultivovany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii 37 °C
v atmosféfe vzduchu s 5% CO.. Bunky byly pasazovany kazdé 2-4 dny a jejich
koncentrace byla udrzovana v rozmezi 0,3-1,5 x 108 bunék/ml. Bun&né linie byly
pravidelng testovany na ptfitomnost mykoplazmat pomoci kitu Mycoplasma Detection

Kit (SouthernBiotech).

5.1.2 Analyza exprese GALNT14 v bunéénych liniich

5 x 10° bungk bylo odebrano, stodeno a resuspendovéano ve 350 ul lyza¢niho pufru
RLT obsahujicim B-merkaptoethanol. Bunky byly vortexovany 1 min. Pro izolaci
RNA byl pouzit RNeasy minikit (Qiagen). RNA byla eluovana do 35 ul ddH»O. Pro
odstranéni genomické DNA byl pouzit TurboDNase kit (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific). Priubéh reakce je shrnut v Tabulce 8. Koncentrace RNA byla stanovena

spektrofotometricky a integrita RNA byla zhodnocena na zékladé poméru absorbance

-4] -



pii vlnovych délkach 260nm a 280nm a dosahoval hodnot 2,0 — 2,1. 300ng RNA bylo
pfepsano do cDNA pomoci reverzni transkriptazy SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (Tabulka 9). Analyza exprese
GALNT14 byla provedena pomoci qPCR stejnym postupem jako v kapitole 4.1.4. Do
jedné qPCR reakce o objemu 10 pl bylo ptidano 15 ng cDNA.

Tabulka 8. Eliminace gDNA pomoci TURBO DNase kitu.

Slozka mnozstvi
10x TURBO DNase pufr 3,5 ul
Enzym TURBO DNase 1ul
eluovand RNA 35 pl

inkubace 37 °C, 25 min
DNase Inactivation reagencie 3,5 ul
inkubace za LT 5 min, protiepavano
centrifugace 1,5 min, 10 000 g

supernatant pienesen do Cisté zkumavky, zamrazeno -80 °C

Tabulka 9. Slozeni a prubéh reverzni transkripce S reverzni transkriptazou SuperScript 111

Slozka mnozstvi

100 pM oligo(dT)2o 0,5 ul

10 mM dNTP Mix 1ul

RNA 300 ng

ddH.0 doplnéno do 13 pl
inkubace 65 °C, 5 min, poté zchlazeno na ledu

5x FS Buffer 4 ul

0,1 MDTT 1ul

Enzym RNaseOUT 1pl

Enzym SuperScript 111 RT 1ul

inkubace 50 °C, 60 min
inkubace 70 °C, 15 min

zchlazeno na 4 °C
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5.1.3 Transfekce bunéénych linii

Za tUCelem zvySeni exprese GalNAc-T14 byly bunécéné linie transfekovany
bicistronickym plazmidem nesoucim gen pro GALNT14 a EGFP ve vektoru
pOptiVEC — TOPO (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Geny GALNT14 a EGFP
jsou zde oddéleny vnitini sekvenci pro nasednuti ribosomu (,,internal ribosomal entry
site” IRES ptivodem z viru encefalomyokarditidy). Protein EGFP (,,Enhanced green
fluorescence protein®) umoziuje snadnou detekci ucinné transfekovanych bunék.
Plazmid byl pfipraven analogickym postupem jako v moji diplomové praci
(Novakova, 2011). Vektor EGFP pOptiVEC TOPO byl namnozen pomoci PCR reakce
a nasledn¢ byl ligovan s insertem GALNT14. Sekvence pouzitych primert je uvedena
v Tabulce 10. Plazmid byl klonovan v bunikach E. coli (One Shot TOP10 Chemically
Competent E coli; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) a nasledné izolovan pomoci
kitu Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Sekvence plazmidu byla ovéfena restrikéni
analyzou a sekvenaci provedenou v laboratofi Generi-Biotech (Hradec Kralové).
Mapa plazmidu je znazornéna na Obrazku 11. Cela sekvence plazmidu je uvedena v

Piiloze 1.

Za ucelem snizeni hladiny GalNAc-T14 byly bunééné linie transfekovany siRNA
navrzenymi pro ,.knock-down mRNA GalNAc-T14 (ON-TARGETplus SMARTpool
siRNAs; Dharmacon, Horizon Discovery Group). Jako transfekéni kontrola byla
vV tomto piipadé pouzita smés necilenych siRNA (ON-TARGETplus non-targeting
SMARTpool siRNAS).

Tabulka 10. Primery pouzité pro namnozeni vektoru a insertu

Nézev primeru sekvence primeru 5°-3” 5’ - fosforylace

pPOptiVEC-EGFP piimy AAGGGTTGGATCCCTACCGG -

pPOptiVEC-EGFP zpétny ~ AAGGGTTGGATCCTCTAGAGTCCG -
GALNTI14 pfimy CACCATGCGGCGCCTGACTC ano
GALNT14 zpétny TCAAGAGCTCACCATGTCCC ano

=43 -



GALNT14 + EGFP in pOptiVEC
pCMV

GALNTI14

TK pA ¢ 3081

EGFP IRES

Obrazek 11. Mapa plazmidu pouzitého pro zvySeni exprese GALNT14. (pCMV —
promotor, IRES — vnitini sekvence pro nasednuti ribosomu, TK pA — polyadenyla¢ni
signal)

Buné&&né linie byly den pied transfekci nafedény na koncentraci 5 x 10° bun&k/ml.

V den transfekce byly buiiky stoceny a resuspendovany v poméru 2 miliony bunék na

100 pl transfekéniho roztoku (Nucleofector Solution C + Supplement), ke kterému

byly ptidany bud’ 2 pg plazmidové DNA anebo 1,4 ug siRNA. Transfekce byla

provedena Vv piistroji Nucleofector 2b Device (Lonza) za pouziti programu Z-001

(Novékova, 2011; Yamada et al., 2017). Suspenze transfekovanych bun¢k byla

prevedena do 1,8 ml kultivaéniho média do 24jamkového panelu.

Po 16h bylo builkkdm vyménéno cerstvé kultivaéni médium. Po 24h byla
analyzovéana exprese GALNT14 pomoci qPCR. Po 36h byla analyzovana u¢innost
transfekce pomoci mikroskopie a pritokové cytometrie. Po 48h byla analyzovana
produkce GalNAc-T14 imunodetekci na membrané po western blotingu. 64h po
transfekci byla analyzovana produkce Gd-IgA1 metodou ELISA a povrchové exprese
Gd-IgA1 pomoci prutokové cytometrie (Obrazek 12).

Analyza Analyza Analyza
Pasaz bunék Transfekce exprese mRNA produkce produkce
GALNT14 GalNAc-T14 Gd-I;A1
dny -1 0 1 2 3

Obrazek 12. Casovy harmonogram experimentu.
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5.1.4 Vyhodnoceni u€innosti transfekce pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Bylo odebrano 2 x 10° bunék transfekovanych bicistronickym plazmidem
exprimujicim GALNT14 a EGFP a stejny pocet netransfekovanych bunék. Bunky
promyté PBS byly resuspendovany ve 150 ul PBS a stoceny na mikroskopické sklicko
pomoci centrifugy StatSpin Cytofuge 12 (IRIS). Preparat byl zakapnut 25 pl PBS,
prekryt krycim sklickem a ihned mikroskopovan za pouziti imerzniho oleje pies

objektiv zvétSujici 63x pristrojem Leica DM6 B (Leica Microsystems GmbH).

5.1.5 Vyhodnoceni u€innosti transfekce pomoci prutokové cytometrie

Bylo odebrano 3 x 10° bunék transfekovanych bicistronickym plazmidem
exprimujicim GALNT14 a EGFP a stejny pocet netransfekovanych bunék. Bunky byly
resuspendovany v 50 ul 1% FBS v PBS a byly inkubovany s 0,5ul barviva pro uréeni
zivotnosti bunék Fixable Viability Dye eFluor 450 (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) po dobu 30 min ve tmé. Po promyti byly resuspendovany v PBS a
fluoerescence byla méfena na prutokovém cytometru SONY Spectral Analyzer

(SONY Biotechnology) a data byla vyhodnocena v programu FlowJo (Tree Star Inc.).

5.1.6 Analyza produkce GalNAc-T14 imunodetekci na membrané po western

blottingu

1 x 10° bungk bylo stoeno, promyto 1 ml PBS a resuspendovano v 80ul PBS. Ke
vzorku byl pfidan 5x koncentrovany SDS nanaSeci pufr. Vzorky byly inkubovany pii
95 °C 10 min. Proteiny ve vzorcich (o objemu 20 pl) byly separovany pomoci
elektroforézy v 10% polyakrylamidovém gelu za denaturacnich podminek (SDS-
PAGE). Poté¢ byly proteiny pieneseny na PVDF membranu pomoci ,,semi-dry*

2

blotovaciho zatizeni. Elektricky proud byl nastaven na 0,8 mA na cm” membrany a

pienos probihal 80 min.

Membrana byla blokovana 2 h v 5% odtu¢néném mléku v TBS pufru s 0,1%
Tweenem 20. Poté¢ byla membrdna ptfes noc inkubovédna s polyklonalni kralici
protilatkou specifickou proti GalNAc-T14 (Abcam) fedénou v poméru 1:500
Vv blokovacim pufru. Po promyti byla membréana inkubovana se sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidazou (HRP) (Sigma-Aldrich, Merck). Sekundarni
protilatka byla fedéna v poméru 1:40 000 v blokovacim pufru a byla s membranou

inkubovéna 1 h. Po promyti byla membrana inkubovéna s chemiluminiscen¢nim
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¢inidlem SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher
Scientific) a chemiluminiscence zaznamenana v pfistroji G:BOX Chemi XX9
(Syngene). Za ucelem normalizace naneseného mnozstvi proteinu byl néasledné na
stejné membrané detekovan f-aktin pomoci mysi monoklonalni protilatky (Santa Cruz
Biotechnology) fedéné v poméru 1:200. Ta byla detekovana sekundarni protilatkou
specifickou proti my$imu IgG konjugovanou s HRP (Sigma-Aldrich, Merck). Pro
detekci chemiluminiscence bylo pouzito ¢inidlo SuperSignal West Pico Substrate
(Thermo Fisher Scientific). Denzitometricka analyza zachycenych obrazk byla
vyhodnocena v softwaru ImageJ (National Institutes of Health; Bethesda). Relativni
mnozstvi proteinu GalNAc-T14 bylo vztazeno na mnozstvi housekeepingového

proteinu B-aktinu.

5.1.7 Stanoveni koncentrace IgA metodou ELISA

V supernatantech sesbiranych 64h po transfekci bylo stanoveno mnozstvi IgA a
nasledné zastoupeni Gd-IgAl. Na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desku (Nunc MaxiSorp)
byl navazan kozi F(ab’), fragment protilatky specifické proti lidskému
imunoglobulinu A (0.1 pg protilatky fedéné v PBS na jamku), inkubace probihala pies
noc za laboratorni teploty. Poté byly desky blokovany 1% bovinnim sérovym
albuminem (BSA, Sigma-Aldrich, Merck) v PBS s 0,05% Tweenem 20. Blokovani
probihalo 3 h za laboratorni teploty. Po promyti byly do jamek naneseny sériové
fedéné vzorky v duplikdtech. Zaroven snimi byla na kazdy panel nanesena i
koncentraéni fada standardu ChromPure Human Serum IgA (Jackson
ImmunoResearch), na zakladé ¢ehoz bylo stanoveno mnozstvi IgA ve vzorcich.
Inkubace probihala ptes noc pii 4 °C. Navazané IgA bylo nasledné detekovano kozim
F(ab’). fragmentem protilatky specifickym proti lidskému imunoglobulinu A
konjugovanym s HRP (Jackson ImmunoResearch) fedénym 1:10 000 v blokovacim
pufru (inkubace 3 h za LT). Po promyti byl pfidan chromogenni substrat O-
phenylenediamin dihydrochlorid s peroxidem vodiku (Sigma-Aldrich, Merck). Po 5
minutach byla reakce zastavena pfidanim 1M H2SOs4. Absorbance byla métena pii
490 nm na pfistroji Synergy HTX (BioTek), v jehoz softwaru Gen5 byla vyhodnocena

koncentrace IgA ve vzorcich.
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5.1.8 Stanoveni Gd-IgAl v supernatantech metodou ELISA

Na 96 jamkovou mikrotitracni desku (Nunc MaxiSorp) byla navazana mysi
monoklonalni protilatka 35A12 specifickd proti Gd-IgAl poskytnutd Dr. Kazuem
Takahashi z Lékaiské fakulty, Fujita Health University, Nagoya, Aichi v Japonsku.
(Hiki et al., 2015). Protilatka byla fedéna v PBS, mnozstvi na jamku bylo 0,5 ug a
inkubace probihala pfes noc pii laboratorni teploté. Nespecifické vazby byly
zablokovany 1% BSA (Sigma-Aldrich, Merck) v PBS s0,05% Tweenem 20.
Supernatanty byly nafedény v Cerstvém kultivaénim médiu, tak aby koncentrace
celkového IgA byla ve vSech vzorcich 50 ng/ml (~ 5 ng IgA na jamku), ptip. 100
ng/ml. Inkubace probihala pfes noc pii 4°C. Navazané Gd-IgAl bylo detekovano
kozim F(ab’)> fragmentem protilatky specifickym proti lidskému imunoglobulinu A
konjugovanym s HRP (Jackson ImmunoResearch) fedénym 1:10 000 v blokovacim
pufr (inkubace 3 h za LT). Reakce byla vyvolana pfidanim O-phenylenediamin
dihydrochloridu s peroxidem vodiku a po 15 min zastavena piidanim 1M H2SOa.

Absorbance byla méfena pii 490 nm na piistroji Synergy HTX (BioTek).

5.1.9 Detekce Gd-IgAl exprimovaného na povrchu bunék pomoci prutokové

cytometrie

Pro ucely detekce povrchové exprese Gd-IgAl byla protilatka 35A12 specificka proti
Gd-IgAl (Hiki et al., 2015) konjugovana s biotinem za pouziti kitu Easy Biotin
Labeling Kit (Abcam). Buiiky byly nejprve oSetieny proteazou Subtilisinem A
(Sigma-Aldrich, Merck). 1 x 10° bunék bylo resuspendovano v 0,05% roztoku
Subtilisinu A v5 mM Tris-HCI pufru (pH=7,4) a inkubovano 1,5 h za laboratorni
teploty. Nespecifické vazby byly zablokovany inkubaci bun¢k s 10% lidskym sérem
v PBS, inkubace trvala 10 min. Poté byly vzorky inkubovany se 4 pg biotinylované
protilatky 35A12 v5% FBS v PBS (1 h, 37 °C). Nasledn¢ probéhla inkubace se
Streptavidinem znacenym fykoerytrinem (PE) fedénym 1:200 a 4 ug F(ab’)2
fragmentu protilatky specifickému k lidskému imunoglobulinu A (Jackson
ImmunoResearch) konjugovanému s fluoroforem Pacific Blue. Konjugace byla
provedena pomoci kitu Pacific Blue Antibody Labeling Kit, Thermo Fisher Scientific
(inkubace probihala 30 minut ve tm¢). Mezi jednotlivymi kroky bylo vzdy provedeno

promyti bunéné suspenze pomoci PBS. Analyza byla provedena na pfistroji SONY
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Spectral Analyzer (SONY Biotechnology) a data byla vyhodnocena v programu
FlowJo software (Tree Star Inc.).

5.1.10 Pfiprava buné¢nych linii Dakiki s knock-outem v genu pro GALNT14

Knock-out v genu pro GALNT14 byl proveden technologii CRISPR/Cas9.
Nukleotidova sekvence pro navadéci RNA (single guide RNA) byla navrzena
v programu CHOPCHOP v3 (Labun et al., 2019). Komplementarni fosforylované
oligonukleotidy (Tabulka 11) navrzené s kohezivnimi konci pro zaklonovani byly
hybridizovany (Tabulka 12), a poté vlozeny do linearizovaného a defosforylovaného
vektoru pX458 pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene) (Tabulka 13) Nasledna ligace
vektoru s inzertem byla provedena za pouziti T4 DNA Ligazy (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) (Tabulka 14). Takto vytvofenym plazmidem byly transformovany
bakterialni buniky NEB 5-alpha Competent E. coli (New England BioLabs), které byly
nasledné vysety na plotny s ampicilinem a byly inkubovany pifes noc pii 37°C.
Z narostlych kolonii byla provedena PCR reakce za Ucelem ovéteni zaklonovani
inzertu ve spravné orientaci (Tabulka 15 a Tabulka 16). Vybrana bakterialni kolonie
byla inokulovana do 40 ml tekutého média a kultivovana ptes noc pii 37 °C. Nasledné
byl z bakterii vyizolovan plazmid pomoci kitu Plasmid Plus Midikit (Qiagen). Cistota
vyizolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky (pomér absorbanci
A260nm:1280nm byl 1,93). Sekvenace plazmidu byla provedena zakazkové firmou
SEQme (Dobfis). ZjednoduSend mapa plazmidu je zndzornéna na Obrazku 13. Cela
sekvence plazmidu je uvedena v Piiloze 2.

Plazmid nese gen pro endonukleazu Cas9, ktera provede na zakladé
komplementarity navadéci RNA dvojietézcové zlomy v cilové sekvenci. Ty se potom
buiika snaZzi opravit a pfi tomto procesu dochazi k mutacim. Tam, kde dojde k posunu

¢teciho ramce, je gen vyfazen z provozu.
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Obrazek 13. Mapa plazmidu pouZitého pro knock-out genu GALNT14 pomoci metody
CRISPR/Cas9. (pU6 — promotor pro U6 snRNA, sgRNA — sekvence pro navadéci
RNA, pA - polyadenylac¢ni signal)

Tabulka 11. Sekvence pouzitych oligonukleotid

Nazev primeru sekvence primeru 5°-3”

oligonukleotidy tvorici inzert plazmidu

SgRNA GALNT14 F CACCGTTGTCTTACAGGACTACACG
sgRNA GALNT14 R AAACCGTGTAGTCCTGTAAGACAAC
primery pro PCR z kolonii

pX458 ptimy CTGGCCTTTTGCTCACATGT

sgRNA GALNT14 R AAACCGTGTAGTCCTGTAAGACAAC
primery pro sekvenaci mutaci v GALNT14

seq GALNT14 F ATGAAGGCCACAAAACTCATCT

seq GALNT14 R TTTCCTTCACTCTCCCCACTTA

Tabulka 12. Parovani oligonukleotidl (annealing)

Slozka mnozstvi

100 uM oligonukleotid 1l
komplementarni 100 uM oligonukleotid 1ul
5x T4 DNA Ligase buffer (Invitrogen) 2l
ddH0 6 ul
inkubace 37 °C, 30 min
inkubace 95 °C, 5 min

postupné chladit na 25 °C (pokles o 5 °C/min)

=49 -



Tabulka 13. Linearizace vektoru a jeho oSetfeni fosfatazou

Slozka mnozstvi
plazmid pX458 pSpCas9(BB)-2A-GFP 1pg

restrikéni enzym BbsI 10,000 units/ml  (NEB) 2,5 ul

pufr NEBuffer 2 10x 5l

ddH:0 doplnit do 50 pl

inkubace 37 °C, pies noc
fosfataza CIP 10U/ul (NEB) 0,25 pul
inkubace 37 °C, 30 min

Tabulka 14. Ligace vektoru s inzertem

Slozka mnozstvi
50 nM duplex oligonukleotidl 1ul
linearizovany vektor pX458 (10ng/ul) 2,5 ul

5x T4 DNA Ligase buffer (Invitrogen) 4 ul
ddH.0 11,5 ul
enzym T4 DNA Ligase (Invitrogen) 0,5U/pl 1pl

inkubace 37 °C, 30 min
inkubace 16 °C, ptes noc

0,5MEDTA 1pl

Tabulka 15. SloZeni PCR reakce z kolonii

Slozka mnozstvi
pufr 10X Standard Tag Reaction Buffer (NEB) 2,5 ul

10 mM dNTP mix 0,5 ul

10 puM piimy primer 0,5 pl

10 pM zpétny primer 0,5l
ddH:0 20,9 pul
Taq DNA Polymerase (NEB) 0,125 pl

Templatova DNA byla pfenesena piimo pipetovaci Spickou z jednotlivych kolonii
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Tabulka 16. Prubéh PCR reakce z kolonii

krok teplota cas
1. pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min
2. denaturace 95°C 30s
3. annealing primert 53 °C 30s
4. elongace 68 °C 1 min
5. konec¢na elongace 68 °C 5 min

Kroky 2 — 4 byly opakovany 30x.

Ptipravenym plazmidem byla transfekovana buné¢na linie Dakiki, stejnym postupem
jako v kapitole 5.1.3. I tento plazmid nese ve svém vektoru gen pro expresi EGFP, na
zaklad¢ ¢ehoz byly transfekované bunky vyttidény po jedné buiice do 96jamkového
kultivaéniho panelu. K Cerstvému kultivaénimu médiu byla pfiddna jedna tfetina
kondiciovaného média (supernatant odebrany z bunécné linie Dakiki prochazejici
exponencialni fazi rastu), aby bylo podpofeno mnozeni bun¢k v pocatec¢nich fazich
kultivace.

Po jednom mésici, kdy se nékteré klony dostatetné namnozily, byl proveden
screening za ucelem zjistit, u kterych klonti doslo knock-outu v GALNT14. Analyza
byla provedena imunodetekci GalNAc-T14 na membrané po western blotu (viz 5.1.6).
Paralelné byla z vybranych klonil byla izolovana DNA pomoci kitu DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen). Usek DNA genu pro GALNT14 s pfepokladanou mutaci byl
amplifikovan pomoci PCR s primery navrzenymi v programu CHOPCHOP v3
(Tabulka 11, Tabulka 17 a Tabulkal8). Produkty PCR reakce byly ptecistény za
pouziti EXoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific) (Tabulka 19) a nasledné byla provedena sekvenace (zakazkové,
SEQme) za Gcelem ovéteni pritomnosti homozygotni mutace v genu pro GALNT14.
Sekvence byly porovnavany v programu BioEdit 7.2 (Informer Technologies). Takto
byly vybrany 3 klony s knock-outem v genu pro GALNT14 a 3 klony se zachovanou
produkci GalNAc-T14 a u nich byla analyzovana produkce Gd-lgAl metodou ELISA
(5.1.7 a5.1.8). Klony byly zamrazeny a uskladnény pro pozd¢jsi vyuziti.
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Tabulka 17. SloZeni PCR reakce pro namnozeni tseku genu GALNT14 s mutaci.

Slozka mnozstvi
pufr 10X Standard Taq Reaction Buffer (NEB) Sul

10 mM dNTP mix 1ul

10 uM primer seq GALNT14 F 1ul

10 uM primer seq GALNT14 R 1ul
ddH-0 39,75 ul
Taq DNA Polymerase (NEB) 0,250 pl
DNA (50-300 ng/pl) 2 ul

Tabulka 18. Prub¢h PCR reakce pro namnozeni useku genu GALNT14 s mutaci.

krok teplota cas

1. pocate¢ni denaturace 95 °C 30s min
2. denaturace 95°C 20s

3. annealing primert 51°C 30s

4. elongace 68 °C 20s

5. kone¢na elongace 68 °C 5 min

Kroky 2 — 4 byly opakovany 40x.

Tabulka 19. Priprava PCR produktu pro sekvenaci.

Slozka mnozstvi
PCR produkt 10 pl
enzym ExoSAP 1pl

inkubace 37 °C, 45 min
inkubace 80 °C, 30 min
zchladit na 4 °C
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5.2 Vysledky funkénich analyz

cvwvr

detekovana u bunécné linie od zdravého déarce (Obrazek 14). Bunécna linie od pacienta
s IgA nefropatii méla primérné¢ 30x vyssi hladiny mRNA GALNT14 ve srovnani
S bunécnou linii od zdravého darce. Zcela nejvyssich hodnot dosahovala bunééna linie

Dakiki, kde byla exprese GALNT14 700x vyssi neZ v bunééné linii od zdravého darce.

VSechny tyto buné¢né linie produkovaly IgA1l a bylo vyhodnoceno zastoupeni Gd-
IgAl v celkové vyprodukovaném IgAl. Nejvyssi podil Gd-IgAl je produkovan linii
puvodem od pacienta s IgA nefropatii. Oproti ni bunécna linie od zdravého darce
produkuje pfiblizné 2x méné Gd-IgA1. Linie Dakiki se podoba produkci Gd-IgA1l linii
od pacienta a produkuje pouze o jednu pétinu méné Gd-1gAl (Obrazek 14 b).
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Obrazek 14. a) Porovnani exprese GALNT14 v bunéénych liniich. Relativni exprese
GALNT14 byla vztazena k hodnotdm bunécné linie HC. (Chybové usecky znaci
smérodatnou odchylku hodnot namétenych ve 3 riznych experimentech). b) Porovnani
sekrece Gd-IgA1 bunéénymi liniemi. Nejvyssi hladiny Gd-1gAl produkuje linie od
pacienta. (Chybové usecky znaci smerodatnou odchylku dat naméfenych v triplikatech.
Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test s Tukey post-hoc
testem. * p <0,05; *** p <0,001" **** p < 0,0001)
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Do buné¢nych linii byl nasledné vnesen bicistronicky plazmid obsahujici gen pro
GALNT14 a EGFP. Na zaklad¢ exprese EGFP byla pomoci pritokové cytometrie
vyhodnocena transfekéni G€¢innost, tj. kolik procent bun¢k produkuje vnesené geny
(Obrazek 16). Produkci EGFP bylo mozné pozorovat i pomoci fluorescenéni
mikroskopie (Obrazek 15). Vzhledem k tomu Ze je gen pro EGFP v plazmidu druhy
v potadi az za sekvenci IRES (,,Internal ribosomal entry site®), pfedpoklada se, ze
Vv bunikach, kde je exprimovan EGFP je produkovana i GalNAc-T14, jejiz gen se

nachazi ptimo za promotorem.

a) Dakiki

Obrazek 15. Fluorescenéni mikroskopie transfekovanych buné&énych linii. Uginng
transfekované bunky exprimuji kromé GALNT14 také fluorescencni protein EGFP, ktery je
mozné vizualizovat pod mikroskopem. (Zvétseni 630x, Bunécna linie IgAN — bunécna linie
puvodem od pacienta s IgA nefropatii, Buné¢na linie HC — linie ptivodem od zdravého
darce)
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a) Transfekované bunky Dakiki
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Obrazek 16. Vyhodnoceni transfekéni ucinnosti. Dakiki bunky byly transfekovany
plazmidem nesoucim gen pro GALNT14 a EGFP. Na zakladé fluorescence
exprimovaného EGFP byla stanovena transfekcni ti€innost v populaci zivych bunék
(negativni populace po znaceni Fixable Viability Dye eFluor 450, SSC — boéni rozptyl).

Tabulka 20. Stanoveni Zivotnosti a transfekéni i¢innosti pro v§echny bunééné linie.

linie Zivotnost transfekéni
ucinnost
Dakiki 82 % 47 %
Bunécéna linie I[gAN 38 % 34 %
Bunécéna linie HC 41 % 34 %
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Utinnost transfekce byla nejvyssi pro bunéénou linii Dakiki (47 %) a 34 % pro
bunécné linie ostatni (Tabulka 20). Bunky Dakiki se jevily jako odolngjsi vuci
elektroporaci, zachovana Zivotnost byla pies 80 %, zatimco u bunéc¢né linie od pacienta
s IgA nefropatii a linie od zdravého darce se pohybovala pouze okolo 40 % (Tabulka
20). Vyssi umrtnost v§ak nepiedstavovala problém pro vyhodnoceni zmén v produkci
Gd-IgAl, jelikoz piezivsi buniky produkovaly dostate¢né mnozstvi IgA1 pro nasledné

analyzy.

Transfekci plasmidem kodujicim GALNT14 bylo dosazeno umélého zvySeni
exprese GALNT14 v bunéénych liniich a jejich hladiny mRNA se vyrovnaly (Obrazek
17). Rovnéz byla potvrzena nadprodukce GalNAc-T14 na Grovni proteinu. (Bazalni
exprese GalNAc-T14 v bunééné linii od zdravého darce a pacienta s IgA nefropatii
byla v§ak pod limitem detekce, data nejsou ukazana). U bunéénych linii se zvySenou
expresi GalNAc-T14 nasledné doslo ke zvySeni sekrece Gd-IgAl. K nejvysSimu
nartstu v produkci Gd-IgA1 doslo u bunééné linie Dakiki (29 %, p = 0,008). Bunééna
linii pivodem od pacienta s IgA nefropatii zvysila produkci Gd-IgAl o 16 % (p =
0,036) a bunééna linie od zdravého darce o 27 %. Absolutni pofadi v produkci Gd-
IgA1 vsak ziistalo zachovano (bunécna linie ptivodem od pacienta s IgA nefropatii >
Dakiki > bunécna linie od zdravého darce), piestoze se hladiny GalNAc-T14
vyrovnaly (Obrazek 17).

Pomoci prutokové cytometrie byla analyzovana exprese Gd-IgAl na povrchu
bunék. U bunéénych linii dochazelo vlivem zvyseni exprese enzymu GalNAc-T14 ke
zvySeni povrchové exprese Gd-IgAl, které bylo nejvyraznéjs$i u bunécné linie od
pacienta s IgA nefropatii (Obrazek 18). Pozoruhodné bylo, ze bunééné linie Dakiki a
linie od zdravého darce v souvislosti se zvySenim exprese GalNAc-T14 zvySovaly i
expresi celkového IgA1, a tak u téchto linii zlstal pomér Gd-IgA1 ku IgA1 zachovan.
vys$$i oproti dal§im liniim a po zvySeni hladiny GaINAc-T14 tento pom¢ér jeste vzrostl.
Tyto vysledky naznacuji, Ze je u pacientské linie jinak regulovédna exprese

povrchového Gd-IgAl.
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Obrazek 17. Vliv zvySeni hladiny GalNAc-T14 na sekreci Gd-IgAl. Bunééné linie
pivodem od pacienta s IgA nefropatii (IgAN), od zdravého darce (HC) a bunééna linie
Dakiki byly transfekovany plazmidem nesoucim gen pro GALNT14. Na tirovni mRNA
doslo k vyraznému narustu hladin GALNT14 ve vSech liniich (nahote). Stejné tak bylo
potvrzeno zvysSeni exprese proteinu GalNAc-T14 (uprostied). Na obrazku dole jsou
znazornény zmény v produkci Gd-IgAl. (Vzorky byly analyzovany v triplikatech,
chybové usecky znac¢i smérodatnou odchylku. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit
jednofaktorovy ANOVA test s Tukey post-hoc testem. * p < 0,05; ** p < 0,01)
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Obrazek 18. Exprese Gd-IgA1l na povrchu bunék. Histogramy znazoriiuji posun v intenzité
fluorescence povrchového Gd-IgAl. Tento posun je nejvyraznéjsi u bunécné linie
pochézejici od pacienta s IgA nefropatii (vlevo nahote). Na grafu vpravo dole je vyjadien
pomér v MFI (median fluorescene intensity) povrchovehé Gd-IgA1 ku celkovému IgAl.
Zatimco u buné¢né linie od zdravého darce a Dakiki zlstava tento pomér stejny i po zvyseni
exprese GalNAc-T14, u linie od pacienta s IgAN se zastoupeni povrchového Gd-IgAl
zvySuje. (IGAN — bunéna linie od pacienta s IgA nefropatii, HC — bunééna linie od
zdravého darce)



Vzhledem Kk vysoké bazalni expresi GalNAc-T14 u bunééné linie Dakiki bylo
mozné provést kompletni funkéni experiment, a to jak se zvySenim exprese GALNT14,
tak i s jeho snizenim pomoci siRNA (Obrazek 19). Transfekci plazmidu koédujiciho
GALNT14 bylo dosazeno 7-mi nasobného zvySeni exprese mRNA tohoto genu a
intracelularni produkce proteinu GalNAc-T14 se zvySila 4x oproti neovlivnénym
bunkam. Naopak pouzitim siRNA klesla hladina mRNA 24h po transfekci na 20 %
pavodni hodnoty exprese GALNT14 a hladina enzymu GalNAc-T14 se snizilana 51%
V porovnani s neovlivnénymi buiikami. Pii pouziti kontrolni (necilené) siRNA nebo

po provedeni transfekce bez plazmidu ke zméndm v hladinach GalNAc-T14

nedochazelo (Obrazek 19 a, b).

Nasledné byla stanovena sekrece Gd-IgAl do supernatantu bunééné kultury.
Zvyseni hladiny GalNAc-T14 vyvolalo 1,8-mi nasobné (p =0,0001) zvySeni produkce
Gd-1gAl a naopak pokles hladiny GalINAc-T14 snizil sekreci Gd-IgAl na 67% (p =
0,0063) hodnoty u neovlivnénych bungk.
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Obrazek 19. Vliv zmény hladiny GalNAc-T14 na tvorbu Gd-IgAl v bunééné linii
Dakiki. V bunééné linii Dakiki bylo transfekci plazmidu nesouciho gen pro GALNT14
navozeno zvySeni hladiny (,,overexprese*) GalNAc-T14 a naopak transfekci siRNA
cilené na mRNA GALNT14 byla hladina GaINAc-T14 uméle snizena. Jako transfekéni
kontrola byly pouzity buiiky, které prosly procesem elektroporace, ale bez ptitomnosti
plazmidu. Jako siRNA kontrola byla do bunék vnesena necilena siRNA. a) Potvrzeni
zmén v expresi GALNT14 na trovni mRNA. Relativni hladina mRNA GALNT14 byla
vztazena na expresi v neovlivnénych bunkach. b) Potvrzeni zmén v hladinach proteinu
GalNAc-T14. c) Zmény v sekreci Gd-1gALl. Pro statistické vyhodnoceni rozdilt byly
pouzit jednofaktorovy ANOVA test s Dunnettovym post-hoc testem, *** p <
0,001, ** p < 0,01. Chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku vzorkl
analyzovanych v duplikatech.
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Za ucelem studia vlivu enzymu GalNAc-T14 na produkci Gd-1gAl byl ptislusny
gen (GALNT14) zcela knock-outovan pomoci technologie CRISPR/Cas9 v bunééné
linii Dakiki. Byl piipraven plazmid nesouci sekvenci pro navadéci RNA cilenou na
gen GALNT14 a gen pro EGFP, na zakladé jehoz exprese je mozné vyselektovat
ucinné transfekované bunky (Obrazek 20). Tyto bunky byly pomoci sorteru vytiidény
do 96jamkového panelu a z jednotlivych bunék byly vykultivovany klony s identickou

mutaci v genu pro GALNT14.

populace lymfoblastu populace jednotlivych bunék

x1,000
x1,000

800

600

BSC-A
FSC-H

400

200

0 200 400 600 800
FSC-A ¥1,000

FSC-A X1,000

x1,000

BSC-A

populace bunék
exprimujicich EGFP

102 10° 104 105 10~
GT14: EGFP-A  (Intenzita fluorescence)

Obrazek 20. Strategie tridéni bunék transfekovanych CRISPR/Cas9 plasmidem pro
knock out GALNT14. Postupnym vybérem byla vytiidéna populace jednotlivych bunék
Dakiki, které exprimovaly EGFP (populace G), tzn. byly ucinné tranfekovany
plazmidem navrzenym pro knock-out GALNT14. Tyto jednotliveé vytiidéné bunky byly
nasledné kultivovany, aby vytvotily populace geneticky identickych klont. (FSC-A/H
primy rozptyl — obsah/vyska, BSC zadni rozptyl)
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U jednotlivych klonli byla provedena imunodetekce GalNAc-T14 z bunééného
lyzatu, za ucelem zjisténi, u kterych konkrétnich klonti doslo ke ztraté exprese
GalNAc-T14 (Obrazek 21). Nasledné byla u vybranych klond provedena sekvenace
useku DNA genu pro GALNT14, ve které byla ocekavana pritomnost mutace. U klonti
s knock-outem v genu pro GALNT14 byla potvrzena pfitomnost homozygotni mutace
(Obrazek 22).

Na zavér byl ovéfen fenotyp mutace, tj. vliv ztraty exprese GalNAc-T14 na
glykosylaci produkovaného IgAl. Vybrané klony s knock-outovanym genem
GALNT14 byly srovnavany s pivodni bunécnou linii Dakiki a s klony, které prosly
stejnym metodickym procesem, ale nedoslo u nich k mutaci v genu pro GALNT14. U
klonu s knock-outem v genu pro GALNT14 se galaktozova deficience snizila o 34 %
(p = 0,02) oproti kloniim se zachovanou expresi GALNT14 (Obrazek 23).

Dakiki 1 2 3 4 5 6

GalNAc-T14 e - IRE -

Aktin M

Obrazek 21. Imunodetekce GalNAc-T14. Na zakladé imunodetekce GalNAc-T14 byly
selektovany bunééné klony s knock-outem v genu pro GALNT14. U klontG ¢. 1,2,3 a5
doslo ke ztrate produkce GalNAc-T14, zatimco u klonu 4 a 6 zlstala exprese GalNAc-
T14 zachovana.

Dakiki B G GUl G BGGR G
KO 2D6 [enfe c c 3 AGGA G
KO3A4 e G
KO2ClEe GG

2D5 & G G AGGE
2B6 E GG AGGA
3C1 E Gl G AGGA

Obrazek 22. Vysledky sekvenace kloni vybranych pro analyzu produkce Gd-IgAl.
Sekvenace potvrdila deleci s posunem ve ¢tecim ramci v oblasti exonu GALNT14 na
pozici chr.2 30945859. U klonu KO 2C1 mutace spocivala v rozsahlejsi deleci 126 para
bazi.
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Obrazek 23. Analyza sekrece Gd-1gAl. U klonu s knock-outem v genu pro GALNT14
doslo k poklesu produkce Gd-IgAl. Byla srovnavana produkce Gd-IgAlmezi tfemi
klony s kock-outem GALNT14, tfemi klony se zachovanou expresi GalNAc-T14 a
s ptvodni neovlivnénou linii Dakiki. (chybové tsecky znadi smérodatnou odchylku
mezi hodnotami tii klond, pro statistické vyhodnoceni byl pouzit jednofaktorovy
ANOVA test s Tukey post-hoc testem, * p < 0,05).
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6 Analyza exprese vybranych glykosyltransferaz v bunéénych

subpopulacich z periferni krve.
6.1 Metodika

6.1.1 Soubor analyzovanych vzorki

Vzorky periferni krve byly odebrany 10-ti pacientim s IgA nefropatii na oddéleni
Nefrologie III. Interni kliniky Fakultni nemocnice Olomouc a 10-ti zdravym darciim
na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Ugastnici studie podepsali
informovany souhlas s odbérem vzorku. Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni
nemocnice Olomouc. Pacientim bylo odebrano 16 ml krve do odbérovych zkumavek
Vacuette s EDTA. Od zdravych darcti byl pro izolaci mononuklearnich bunék pouzit
bunécény koncentrat (,,buffy coat™), ktery zbyl po darovani krve do krevni banky a
nasledné izolaci plazmy. Pacientliim 1 zdravym darciim byl navic odebran vzorek krve
pro ptipravu séra. Charakteristika skupiny pacientti s IgA nefropatii a zdravych darct

je popsana v Tabulce 21.

Tabulka 21. Charakteristika kohorty pacientti a zdravych darcu.

Charakteristika IgAN HC
Celkovy pocet jedinct 10 10
Pocet zen 4 4
Vek 48,6 + 14,70 40,7+ 10,11
Krevni tlak (ST/DT, primérmé hodnoty) 132/79 ND
(mmHg)

Progrese onemocnéni (pocet jedinct) 2 ND
eGFR (ml/s na 1.73 m?) 0,88 £0,28 ND
Proteinurie (g/den) 0,8+ 0,6 ND
Pomeér albumin/kreatinin v moc¢i (mg/mmol) 45,0+£61,2 ND
Hematurie (Ery/uL) 19,5+24,0 ND
Lécba RAS blokatory (pocet jedinct) 10 0
Lécba glukokortikoidy (pocet jedinci) 1 0

(Progrese onemocnéni byla definovana jako pokles eGFR > 10%/rok. Pro terapii glukokortikoidy byl
pouzit prednison. Vybrané hodnoty jsou vyjadieny jako primér hodnot + SD. IgAN, pacienti s IgA
nefropatii; HC zdravi darci; ND, neuvedeno; ST, systolicky talk; DT, diastolicky tlak; eGFR,
odhadovana rychlost glomerularni filtrace; Ery, erytrocyty.)
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6.1.2 Piiprava a uchovani séra

Vzorek krve pro pfipravu séra byl pacientim odebran do zkumavek Vacuette se
separacnim gelem. Vzorky byly ponechdny 30 min pfi laboratorni teploté. Poté byly
centrifugovany 10 min pii 2000 g. Sérum bylo odebrano do novych zkumavek a

uchovéno pfi teploté -80 °C.

6.1.3 Stanoveni koncentrace IgA a Gd-IgAl v séru (po desialylaci IgA1)

Postup stanoveni koncentrace IgA v séru je analogicky jako u stanoveni koncentrace
IgA v supernatantu bunécné kultury (5.1.7). Sérum bylo fedéno v blokovacim pufru
150 000x, naneseno V triplikdtech do 96 jamkového panelu a nasledné jest¢ dale
sériove fedeéno.

Stanoveni Gd-1gA1l v séru metodou ELISA probihalo v sandwichovém uspotadani. Na
96 jamkovou desku byl navazan kozi F(ab’)> fragment protilatky specifické proti
lidskému imunoglobulinu A (Jackson ImmunoResearch, 0,25 pg protilatky fedéné v
PBS na jamku), inkubace probihala pies noc za laboratorni teploty. Poté byly panely
blokovany 1% BSA, (Sigma-Aldrich, Merck) v PBS s 0,05% Tweenem 20. Blokovani
probihalo 3 h za laboratorni teploty. Po promyti PBS byly do jamek naneseny vzorky.
Vzorky séra byly fedény v blokovacim pufru 2 000x a nasledné fedény faktorem 3.
Pro vyhodnoceni bylo pouzito fedéni séra 18 000x. Jako standard pro ovéfeni shodné
reaktivity jednotlivych paneld bylo pouzito myelomové IgAl s popsanou
galaktozovou deficienci (40 ng/ jamka) (Moldoveanu et al., 2007). Inkubace se vzorky
probihala 3 h za laboratorni teploty. Panely byly promyty 5x PBS s 0,05% Tweenem
20 a 1x 50 mM fosfatovém pufru (pH = 6). Navazané IgA ze vzorkl bylo oSetfeno
sialidasou A (GK80040, Agilent) fedénou v 50 mM fosfatovém pufru (pH = 6)
v poméru 1:2 500 3 h pti 37 °C. Po promyti PBS s 0,05% Tweenem 20 byly panely
inkubovany s monoklonalni protilatka 35A12 specifickou proti Gd-IgAl (inkubace
probihala ptfes noc pii 4 °C). Panely promyt¢ PBS s 0,05% Tweenem 20 byly
inkubovany se sekundarni protilatkou anti-mysi IgG konjugovanou s kienovou
peroxiddzou (Sigma-Aldrich, Merck) fedénou 1:2 000 v blokovacim pufru (3h,
laboratorni teplota). Reakce byla vyvolana pfidanim O-phenylenediamin
dihydrochloridu s peroxidem vodiku a po 7 min zastavena ptfidanim 1M H2SOg.

Absorbance byla méfena pii 490 nm na ptistroji Synergy HTX (BioTek).
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6.1.4 Izolace mononukledrnich bun¢k z periferni krve

Izolace mononuklearnich bunék z Cerstvé periferni krve pacienti s IgA nefropatii
probihala stejnym zptisobem jako v sekci 4.1.2. Pfi izolaci mononuklearnich bunék od
zdravych darcii bylo pouzito 6 ml bunééného koncentratu z ,,buffy coatu®. Koncentrat
byl nafedén 1:3 v PBS, nanesen na vrstvu hustotniho gradientu 1.077 g/m Ficoll-Paque
PLUS a centrifugovan pii zrychleni 400 g, 40 min, pfi laboratorni teploté. Prstenec s
mononukledrnimi bunkami byl pfenesen do cist¢ 50 ml zkumavky, bunky byly
promyty PBS a centrifugovany na 300 g, 10 min. Poté byla peleta promyta PBS a
sto¢ena pii 200 g 20 min, nasledovalo posledni promyti s centrifugaci pti 200 g, 15
min. Peleta byla resuspendovana v 900 ul 2% FBS v PBS. Pfiblizné 3 x 10° bungk
bylo odebrano, promyto a resuspendovano ve 300 pl lyza¢niho pufru RLT (Qiagen)
pro izolaci RNA. Ze zbylych bunék byly tfidény populace lymfocyti.

6.1.5 Znaceni bunéénych populaci

Nespecifické vazby byly zablokovany inkubaci bunék s 10% lidskym sérem v PBS po
dobu 10 min. Po promyti byly buné&né subpopulace T lymfocyti, B lymfocyta a IgA*
B lymfocytl znaCeny protilatkami Brilliant Violet 510 anti-human CD3 (SONY
Biotechnology), PE-CF594 Mouse Anti-Human CD19 (BD Biosciences,) a kozim
F(ab")2 fragmentem specifickym pro lidské IgA (Jackson ImmunoResearch)
konjugovanym s fluoroforem Pacific Blue (Thermo Fisher Scientific). Znaceni
probihalo vroztoku 5% FBS vPBS 30 min ve tmé& Po promyti byly bunky
resuspendovany ve 2 ml roztoku 2% FBS, 2 mM EDTA v PBS.

6.1.6 Ttidéni bunéénych populaci

Buné¢na suspenze byla prefiltrovana ptes bunécny filtr CellTrics s velikosti port 30
um (Sysmex). Znacené bunééné populace byly vytiidény pomoci piistroje SH800 Cell
Sorter (SONY Biotechnology). Subpopulace T lymfocyti, B lymfocyti a IgA™ B
lymfocytl byly vytfidény do samostatnych zkumavek, promyty a resuspendovany ve
300 pl lyzaéniho pufru RLT (Qiagen). Vzorky byly zamrazeny na -80 °C pro pozdé&jsi
izolaci RNA. Z alikvotu vytfidénych bun€k byla provedena post-sort analyza za
ucelem ovéteni identity bunécné populace. Strategie tfidéni bunék je znazornéna

v Piiloze 5.
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6.1.7 Analyza exprese genii pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové reakce
(9PCR)

RNA byla z buné¢ného lyzatu izolovana pomoci RNeasy Micro Kitu (Qiagen) dle
manualu vyrobce. Zachycend RNA byla eluovana do 14ul , RNase-free” vody.
Koncentrace a integrita RNA byla stanovena spektrofotometricky na piistroji Synergy
HTX (BioTek). Genomickd DNA byla odstranéna pomoci ezDNase Enzyme
(Invitrogen; Thermo Fisher Scientific) a ¢ista RNA byla pfepsana do cDNA pomoci
reverzni transkriptazy SuperScript 1V (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific)
v termocykleru Biometra TOne (Analytik Jena). SloZeni reakce a pribeh reverzni
transkripce je definovan v Tabulce 22. Analyza exprese vybranych glykosyltransferaz

byla provedena analogicky jako v sekci 4.1.4.

Tabulka 22. Priib&h reverzni transkripce s reverzni transkriptazou SuperScript IV.

Slozka mnozstvi
10x ezDNase pufr 1,15 pl
Enzym ezDNase 1,15 pl
eluovana RNA 9,2 ul

inkubace 37 °C 2 min, nasledné zchlazeni na ledu

100 uM oligo(dT)2o 0,5 ul
10 mM dNTP Mix 1l
inkubace 65 °C, 5 min, poté zchlazeno na ledu
5x SS IV Buffer 4 ul
0,1 MDTT 1ul
Enzym RNase inhibitor 1pl
Enzym SuperScript 1V 1l

inkubace 53 °C, 10 min
inkubace 80 °C, 10 min

zchlazeno na 4 °C
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6.2 Vysledky

Zaucelem rozsiteni poznatkii o expresi glykosyltransferaz v bunkach periferni krve
(viz sekce 4) a zjisténi, ktera subpopulace je zodpovédna za expresi konkrétnich
glykosyltransferaz, byly na novych vzorcich analyzovany hladiny mRNA jednotlivych
glykosyltransferdz v subpopulacich T lymfocyt, B lymfocyti a IgA™ B lymfocyti
(Cistota vytiidénych bunétnych populaci je vyhodnocena v Tabulce 23). U této
kohorty ¢itajici deset pacientd s IgA nefropatii a deset zdravych darca byla rovnéz
stanovena koncentrace IgA a hladina Gd-IgAl v séru (Obrazek 24). Primérna
koncentrace IgA dosahovala u pacientd s IgA nefropatii 3,0 mg/ml, zatimco u
zdravych darcti pouze 1,9 mg/ml (p = 0,014). Hladiny Gd-IgA1 byly u pacientt s IgA
nefropatii vy$si v priméru o jednu tretinu (p = 0,024) (Obrazek 24).

Obrazek 25 znazornuje distribuci exprese glykosyltransferdaz v bunéénych
populacich souhrnné ve vSech vzorcich od pacientti s IgA nefropatii i zdravych darc.
Zakladni distribuce se mezi pacienty a kontrolami neliSila. Gen pro
glykosyltransferdzu GALNTZ2, kterd je povazovdna za hlavni enzym pfiipojujici
GalNAc na pantovou oblast IgAl, je exprimovan jak v T lymfocytech, tak
srovnatelnou mérou i v B lymfocytech. V IgA™ B lymfocytech vSak byla primérna
hladina exprese 3x nizsi oproti celkové populaci B lymfocytt. Naproti tomu exprese
GALNT14 byla pod detekénim limitem v T lymfocytech, zato byla vysoce
exprimovana v B lymfocytech, a jesté vice v IgA™ B lymfocytech, coz podporuje jeji

zapojeni v glykosylaci IgAL.

Exprese C1GALT1, C1GALT1C1 i ST6GALNAC2 byla detekovana ve vSech
analyzovanych subpopulacich. Gen C1GALT1 vykazoval obzvlasté vysokou expresi
v B lymfocytech. Déle byla porovnavana exprese glykosyltransferaz mezi pacienty a
zdravymi darci v subpopulacich B lymfocyti (Obrazek 26). Mirné snizeni v expresi
GALNT2 bylo patrné u pacienti s IgA nefropatii jak v B lymfocytech, tak i pfimo
v IgA* B lymfocytech, coz by opét mohlo zvySovat vyznam GALNT14 v glykosylaci
IgA1 u pacientt.

Rozdily mezi pacienty a kontrolami byly pozorovany v expresi C1GALT1.
Statisticky vyznamné sniZeni vykazovaly IgA™ B lymfocyty (p =0,023) pacientt s IgA
nefropatii. Produktem tohoto genu je glykosyltransferaza C1GalT1, ktera pfipojuje

galaktézu na GalNAc v pantové oblasti IgA1. Jeji snizena exprese miize souviset se
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snizenou galaktosylaci IgA1, tedy tvorbou Gd-IgAl. Byl proto sledovan vztah mezi
expresi CLGALT1 v B lymfocytech a hladinou Gd-IgA1l v séru ve vzorcich pacientd i
kontrol (Obrazek 27). Korelace mezi témito veli¢inami byla statisticky vyznamna jak
v B lymfocytech (p = 0,022), tak i piimo v IgA*™ B lymfocytech (p = 0,046). Potvrdilo
se tedy, Ze snizeni exprese CLGAL1 v IgA™ B lymfocytech u pacientti s IgA nefropatii

souvisi s mirou produkce Gd-IgAl v séru.

a) b)
Koncentrace IgA v séru Gd-IgAl v séru
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Obrazek 24. Hladiny IgA a Gd-IgAl jsou v séru u pacienti S IgA nefropatii zvySené.
Koncentrace IgA v séru a hladina Gd-IgA1l byla stanovena u deseti pacienti s IgA
nefropatii (IgAN) a deseti zdravych darcti (HC) pomoci metody ELISA. Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit t-test, * p < 0,05. Horizontalni tsecky znaci pramérné hodnoty,
chybové usecky smérodatnou odchylku.

Tabulka 23. Ovéfeni Cistoty vytiidénych populaci pii post-sort analyze

Populace Zastoupeni (%) Smérodatna odchylka
T lymfocyty 98,11 1,48
B lymfocyty 96,42 2,22
IgA™ B lymfocyty 78,79 7,09
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Obrazek 25. Souhrnné vysledky exprese glykosyltransferaz v bunéénych subpopulacich
z periferni krve celého souboru vzorki (pacientt i zdravych darci dohromady).
PBMC — mononuklearni buniky periferni krve, CD3 — T lymfocyty, CD19 — B lymfocyty,
IgA — IgA™ B lymfocyty. Relativni exprese genti byla vztazena na prumérnou hladinou
exprese konkrétni glykosyltransferazy v PBMC zdravych jedinct. Horizontalni tisecky
znaci primérné hodnoty, chybové tisecky smérodatnou odchylku.
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Obrazek 26. Rozdily v expresi glykosyltransferaz mezi pacienty s IgA nefropatii (IgAN)
a zdravymi kontrolami (HC) v B lymfocytech a v IgA" B lymfocytech. U pacienti
s IgA nefropatii je patrnd snizenad exprese C1GALTL. Pro statistické vyhodnoceni byl
pouzit Mann-Whitney test, * p < 0,05. Horizontalni tsec¢ky zna¢i median, chybové
usecky zna¢i minimalni a maximalni hodnotu, odlehlé hodnoty jsou znazornény jako

body.
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Relativni exprese C1GALT1
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Obrazek 27. Exprese genu C1GALT1 souvisi s mnoZstvim Gd-1gAl v séru. Vyjadieni

korelace mezi expresi glykosyltransferazy CLGALT1 a zastoupenim Gd-IgAl v séru u
vSech vzorkli (pacienti sIgA nefropatii i zdravi darci). (Hodnota p vyjadiuje
pravdépodobnost, Ze sklon regresni piimky je 0.)
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7 DISKUSE

Ke zménam v O-glykosylaci proteini dochazi béhem patogeneze ruznych
onemocnéni, doprovazeji maligni transformaci nadorovych buné€k a jsou pozorovany
mimo jiné i u autoimunitnich onemocnéni jako je ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba
nebo revmatoidni artritida (Reily et al., 2019; Kudelka et al., 2020; Mueller et al.,
2021). Zmény v glykosylaci pantové oblasti IgAl u IgA nefropatie byly poprvé
pozorovany v 90. letech (Andre et al., 1990; Méstecky et al., 1993; Allen et al., 1995;
Méstecky et al., 2016;). Pozd¢ji byla potvrzena sniZzena galaktosylace IgA1l v séru u
pacientd s IgA nefropatii (Moldoveanu et al., 2007). Od té doby je tvorba Gd-IgAl
intenzivné zkoumana a snazime se pfijit na to, pro¢ se u pacientl s IgA nefropatii

vyskytuje Gd-IgAl v nadmérném mnozstvi.

Zmény v O-glykosylaci byvaji vyvolany zménami v expresi glykosyltransferaz,
tedy enzymd, které pripojuji jednotlivé cukry na peptidovy fetézec. O-glykosylace
IgAl je zahajena piipojenim N-acetylgalaktosaminu do pantové oblasti pomoci
GalNAc-transferaz. Rodina GalNAc-transferaz ¢itd 20 enzymu, nicméné za hlavni
enzym glykosylujici IgAl byla povazovana GalNAc-T2 (lwasaki et al., 2003).
Ukazalo se vSak, Ze pronékteré pozice V pantové oblasti vykazuje GalNAc-T2
snizenou enzymatickou aktivitu (Stewart et al., 2019), tato mista by tedy mohla byt
GalNAcosylovana jinymi enzymy. V in vitro experimentech byla rovnéz potvrzena

schopnost GalNAc-T14 glykosylovat IgA1 (Stewart et al., 2021).

Analyza exprese gent rodiny GalNAc-transferdz v bunéénych liniich produkujicich
IgA1 ukézala, Ze v liniich ptivodem od pacientii s IgA nefropatii je jako jedind vyrazné
zvySend hladina mRNA GALNT14 a tato anomalie byla pozorovana na modelovych
bunécnych liniich i v pfedlozené disertacni praci (Obrazek 14) (Raska et al., 2012).
V této praci byla navic stanovena exprese vybranych glykosyltransferaz piimo
V primarnich burnikach z periferni krve od pacienti a zdravych darcd, a i zde byla
pozorovana vyrazné¢ zvySena hladina GALNT14 (Obrazek 8), zatimco hladina

GALNT?2 byla u pacientt i kontrol srovnatelna.
U pacienti sIgA nefropatii v nekterych piipadech dochézi k epizodam
makroskopické hematurie, ktera nasleduje po prodélani infekei hornich cest dychacich

nebo gastrointestinalniho traktu. Hladiny IL-6 se v pribéhu infekce zvysuji a IL-6

pusobi v tomto ptipadé€ jako prozanétlivy cytokin (Groza et al., 2022). Pouzitim IL-6
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pfi in vitro stimulacich navozujeme prostfedi mimikujici zanét ¢i probihajici infekei.
Plsobeni IL-6 bylo prozkoumano u modelovych bunécnych linii od pacientt s IgA
nefropatii, kde se ukazalo Ze dochazi ke zméné exprese nekterych glykosyltransferaz,
nasledn¢ se zvysSuje produkce Gd-IgAl a tato odpoveéd je protrahovana oproti
analogickym bunikam od zdravych darct (Suzuki et al., 2014; Yamada et al., 2017). Ja
jsem pozorovala po stimulaci primarnich bun¢k interleukinem-6 vyrazny narast
v expresi GALNT14, a to jak u pacientskych tak i kontrolnich vzorkt (Obrazek 9).
Hladiny GALNT2 ptsobenim interleukinu-6 ovlivnény nebyly.

Dil¢i vysledky predlozené dizertatni prace naznacuji, ze pacienti uzivajici
kortikosteroidni terapii vykazuji jesté vyssi expresi GALNT14 nez pacienti bez této
terapie (Obrazek 10). Zdali to souvisi piimo s terapii anebo spise s tim, ze se jedna o
podskupinu pacienti s celkové horSim klinickym obrazem, nelze rozhodnout
vzhledem k faktu, ze nebyla dostupna dostatecné velka skupina pacientd indikovanych
ke kortikosteroidni terapii pted jejim zahdjenim. Je rovnéz mozné, ze pacienti s hor§im
klinickym obrazem, maji zvySené hladiny IL-6 v séru, a to ovliviiuje expresi GALNT14
(Segarra-Medrano et al.,, 2017). Na druhou stranu vS8ak u pacientu zaléCenych
kortikoidy nedochazelo k tak vyraznému narustu GALNT14 po stimulaci IL-6, coz
Na ptipadu jednoho pacienta, sledovaného v €ase po zah4jeni kortikosteroidni terapie
se ukazalo, ze se po 4 mé&sicich 1écby vyrazné sniZil narast exprese GALNT14 po
stimulaci IL-6 ve srovnani se stavem na pocatku terapie (Obrazek 10). Nicméné je
nutné pripustit, Ze tento pacient nebyl zcela typicky, doSlo u né&j k rozvoji IgA
nefropatie v souvislosti s podanim biologické 1é¢by anti-TNFa pii ulcerozni kolitidé.
Pro ovéfeni hypotézy, Ze kortikosteroidy ucinné inhibuji nartst exprese GALNT14
Vv zanétlivém prostfedi by bylo nutné provést dalsi experimenty. Potom by to mohlo
byt jednim z vysvétleni, jak 1écba kortikoidy snizuje produkci Gd-1gAl (Kosztyu et
al., 2018).

Funkéni experimenty na modelovych bunéénych liniich ukazaly, Ze umélé zvyseni
exprese GALNT14 vede ke zvyseni produkce Gd-IgAl. To bylo nejvyraznéjsi u linie
Dakiki a linie pivodem od pacienta s IgA nefropatii, mirny narust v produkci Gd-1gAl
byla ale pozorovana i u linie pivodem od zdravého darce (Obrazek 17). Naopak
snizeni exprese GALNT14 navozené pomoci siRNA vedlo ke snizeni produkce Gd-

IgAl (Obrazek 19). Stejné tak bunécné klony s knock-outem v genu pro GALNT14
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vytvofené metodou CRISPR/Cas9 produkovaly méné Gd-IgAl (Obrazek 23). Bylo
tedy prokazéano, ze zmény v hladiné GALNT14 ovliviiuji produkci Gd-IgAl.

Kromé sekrece Gd-IgA1 jsem se také zaméfila na povrchovou expresi Gd-1gAl na
bunkach po zvyseni hladiny GALNT14. Piestoze u vSech linii doSlo k mirnému zvyseni
povrchové exprese Gd-IgAl, pouze u linie ptipravené od pacienta s IgA nefropatii
doslo i k nardstu poméru Gd-IgA1/IgAl na povrchu bunék (Obrazek 18). Je mozné,
Ze pouze u pacientské linie je naruSen néktery regulacni mechanismus v expresi Gd-
IgA1 na povrchu bunék a u linie od zdravého darce a linie Dakiki vysledek spise odrazi
expresi celkového mnozstvi povrchového IgA, které po zvyseni hladiny GALNT14

rovnéz rostlo.

Analyza exprese vybranych glykosyltransferdz v bunécnych subpopulacich T
lymfocytl, B lymfocyti a IgA* B lymfocyti ukéazala, Ze gen pro GALNT14 je
exprimovan ve vysoké mife v B lymfocytech a jesté vice v IgA™ B lymfocytech,
zatimco v T lymfocytech byla exprese pod detekénim limitem (Obrazek 25). Vyplyva
z toho tedy, Ze za dominanci exprese GALNT14 v mononuklealnich burikach periferni
krve je zodpovédna zejména populace B lymfocyti. U druhé kohorty pacientli popsané
v kapitole 6 nedosahoval rozdil v expresi GALNT14 signifikantnich hodnot ve
srovnani se zdravymi darci (Obrazek 26). Pti¢inou je velky rozptyl detekovanych
hladin mRNA a zfejmé i odli$nosti ve slozeni obou kohort. Zatimco u prvni kohorty
pacientt s IgA nefropatii byla kortikoidy 1é€ena polovina pacienti u druhé kohorty to
byl pouze 1 pacient. V prvnim piipad¢ pravé skupina pacientll lécenych kortikoidy
vykazovala vyssi hladiny GALNT14 (Obrazek 10). Exprese GALNT2 byla detekovana
v T lymfocytech i v B lymfocytech. V IgA* subpopulaci B lymfocyti byla vsak
exprese GALNT2 vyrazn¢ niz$i (Obrazek 25). Toto pozorovani muze opét naznacovat

dulezitost GalNAc-T14 v glykosylaci IgAL.

Exprese CLGALT1 byla snizena v IgA™ B lymfocytech pacientt s IgA nefropatii a
jeji hladiny do jisté miry korelovaly s pritomnosti Gd-IgAl v séru (Obrazek 26 a
Obrazek 27). V roce 2017 byla publikovana GWAS studie, ktera identifikovala SNP
v genu C1GALT1 souvisejici se snizenou expresi tohoto genu u pacientd s IgA
nefropatii (Kiryluk et al., 2017). Hladina mMRNA C1GALT1 muze byt regulovana i na
urovni epigenetiky pisobenim mikroRNA miR-148b, jejiz exprese je zvySena
Vv bunkach periferni krve pacientd s IgA nefropatii (Pirulli et al., 2009; Serino et al.,
2012). Snizena exprese C1GALTL1 byla pozorovana v IgA1 produkujicich bunéénych
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liniich izolovanych z periferni krve pacientti s IgA nefropatii (Suzuki et al., 2008a), a
také v B lymfocytech periferni krve pacientd s IgA nefropatii (Xing et al., 2020).
V této disertadni praci vSak bylo snizeni exprese CLGALT1 potvrzeno piimo v IgA*
buiikach. Jest& prikaznéjsi by bylo stanoveni exprese v Gd-IgA1* bunikach, nicméné
jejich zastoupeni je v periferni krvi tak nizké, Ze zatim nebylo mozné provést
spolehlivé tuto analyzu. Je pravdépodobné, Ze snizena exprese CIGALTL v IgA* B
lymfocytech u pacientd s IgA nefropatii vede k nizsi galaktosylaci, a tedy k produkci
Gd-1gALl.

V bunkéch periferni krve jsem rovnéz pozorovala vyssi expresi STOGGALNAC2 u
pacienti s IgA nefropatii (Obrazek 8). Zvysenou expresi a aktivitu tohoto enzymu
vykazovaly 1 modelové bunétné linie izolované z periferni krve pacientii s IgA
nefropatii (Raska et al., 2007; Suzuki et al., 2008a). Predpoklada se, ze zvySené
hladiny STEGALANAC2 mohou vézt k predcasné sialylaci glykanti v pantové oblasti,
které uz nasledné nemohou byt galaktosylovany. U genu C1lGALTI1C1l jsem
pozorovala mirné€ zvySenou expresi v mononuklearech periferni krve u pacientt a jeho
exprese se zvySovala po stimulaci interleukinem-6 (Obrazek 8 a Obrazek 9). Avsak v
modelovych liniich byl pozorovan opacny efekt (Suzuki et al., 2008a; Suzuki et al.,
2014). V subpopulacich B lymfocyti rozdil v expresi CLGALT1C1 mezi pacienty
s IgA nefropatii a kontrolami pozorovan nebyl (Obrazek 26). Produktem genu pro
C1GALTIC1 je Saperon Cosmc, ktery je nezbytny pro spravné skladani proteinu
C1GalT1. Vzhledem k tomu, Ze tvorba Gd-1gAl souvisi s hladinou mMRNA C1GALT1
(Obrazek 27), je pravdépodobné, ze prave tento enzym z dvojice C1GalT1 a Cosmc je

limitujici slozkou pfi sniZzené galaktosylaci molekul IgA1.

Zmény v hladinach GalNAc-T14, C1GalT1 a ST6GalNAc-II mohou pfispivat ke
zvysené produkci Gd-IgA1 u IgA nefropatie. Zdali deregulace hladin téchto
glykosyltransferdz piisobi samostatné nebo aditivné zatim nebylo ovéfeno. ZvySena
hladina GalNAc-T14 navozena interleukinem-6 pii infekci by mohla vést ke zvyseni
hustoty N-acetylgalakosaminl v pantové oblasti IgA1, mohla by tak byt ptekrocena
kapacita C1GalT1 galaktosylovat vétSinu téchto glykani anebo by volné N-
acetylgalaktosaminové zbytky mohly byt zablokovany kyselinou sialovou pomoci
ST6GalNAc-1I. Nekteré studie vSak naznacuji, Zze celkovy pocet O-glykanovych
zbytkli v pantové oblasti sérového IgAl je spiSe niz$i u pacientl s IgA nefropatii

(Nakazawa et al., 2019b., Yu et al., 2021). Toto pozorovani by mohlo byt vysvétleno
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narusenim rovnovahy mezi enzymy GalNAc-T14 a GalNAc-T2, kdy kazdy z nich
vykazuje rozdilnou schopnost piipojovat konkrétni pocet N-acetylgalaktosamint do
pantové oblasti. In vitro experimenty ukazaly, Ze enzym GalNAc-T2 je schopen
pfipojit az 6 N-acetylgalaktosaminovych zbytki do pantové oblasti IgAl, zatimco
GalNAc-T14 pouze 2-4 v zavislosti na reak¢nich podminkach (Stewart et al., 2021).
Proc¢ by se vSak na tento niz§i pocCet N-acetylgalaktosaminil pfipojovala hiie galaktdza
je predmétem spekulaci. Jednou z moznosti je, ze vlivem zvyS$ené hladiny GalNAc-
T14 by mohl byt blokovan piistup galaktosyltransferaze C1GalT1 k pantové oblasti
IgAl. Kromé toho by také GalNAc-T14 mohla pfipojovat N-acetylgalaktosamin v
polohach, které jsou galaktosylovany S nizsi ucinnosti. Ve vSech ptipadech by tak
mohlo vznikat abnormalné glykosylované IgAl, které slouzi jako autoantigen pii
tvorbé imunitnich komplext. Je rovnéz mozné, ze IgA nefropatie je heterogenni
onemocnéni a u riznych skupin pacientti se mohou uplatiovat rizné mechanismy

tvorby Gd-IgA1. Tyto otazky je tieba zodpoveédét dalsim vyzkumem.
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8 ZAVER

U modelovych bunécnych linii pivodem od pacienti s IgA nefropatii byla diive
pozorovana deregulace hladin glykosyltransferaz GalNAc-T14, ClGalTl a
ST6GalNAc-II, které se ucastni O-glykosylace IgALl. V této praci jsem prokazala, ze
u pacientu s IgA nefropatii jsou v bunikach periferni krve hladiny mRNA GalNAc-T14
vyrazn¢ zvysené a v zanétlivém prostredi navozeném interleukinem-6 jesté rostou. Na
modelovych bunéénych liniich se potom potvrdilo, Ze zmény hladiny GalNAc-T14
pfimo ovliviiuji produkci Gd-IgA1. Vysoka hladina GalNAc-T14 v buiikéch periferni
krve mize byt jednim z patologickych mechanismi zvysené tvorby Gd-IgAl u

pacientli z IgA nefropatii.

V druhém kroku glykosylace IgA1 pfipojuje enzym C1GalT1 galaktézu do pantové
oblasti. Prokazala jsem, ze exprese C1GALTL je v IgA" B lymfocytech vyrazné
snizend a jeji hladiny odrdzi miru produkce Gd-1gAl v séru. V poslednim kroku
syntézy O-glykani V pantové oblasti je piipojovana kyselina sialova pomoci
ST6GalNAc-II. Hladiny jeji mRNA byly v burikach periferni krve u pacientti zvySené.
Tato glykosyltransferaza mtize pred¢asnou sialylaci N-acetylgalaktosaminu zabranit

naslednému pfipojeni galaktozy.

Tyto poznatky pfispivaji k porozuméni mechanismiim tvorby abnormalné
glykosylovaného IgA1, které je kli¢ovym autoantigenem v patogenezi IgA nefropatie.
Zvysena produkce Gd-IgAl u pacientli sIgA nefropatii souvisi se zmeénami
v hladinach enzymi GalNAc-T14, C1GalTl a ST6GalNAc-Il. Cilené ovlivnéni
exprese téchto glykosyltransferaz by potencidlné mohlo piedstavovat jeden z

terapeutickych ptistupti ke specifické 1écbé IgA nefropatie.
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1601
1651
1701
1751
1801

AAAGTGCCAC
TGACTAGTTA
TATATGGAGT
ACCGCCCAAC
TAGTAACGCC
CGGTAAACTG
GCCCCCTATT
AGTACATGAC
GTCATCGCTA
TGGATAGCGG
TCAATGGGAG
CGTAACAACT
GGAGGTCTAT
GACGCCATCC
AGCCTCCGGA
gtcggctggt
ttcttctggg
gcagacccct
ttgatgagcg
ccctataagce
caatcgggcc
attgcacgga
gcccgctcecca
tacgcatctg
ctgatgactg
aataatgaac
cgcccagggce
gggactggcet
gtggtgtgcc
cgagtctgcece
agtgggagca
gagcccatca
agcttggttt
gtggggagaa
ctagagatcg
cccctacgtt

agcggacagc

CTGACGTCGA
TTAATAGTAA
TCCGCGTTAC
GACCCCCGCC
AATAGGGACT
CCCACTTGGC
GACGTCAATG
CTTATGGGAC
TTACCATGGT
TTTGACTCAC
TTTGTTTTGG
CCGCCCCATT
ATAAGCAGAG
ACGCTGTTTT
CTCTAGAGGA
tctgccagtc
taaccaagag
aagccttcgg
gcggtatctg
tgtatgcttt
atcccggaca
ccttccaccc
cgctgctcag
atccgggaaa
taaacagctc
ggcaaggtct
accactctga
ccagcctctg
ctgtgatcga
tcggagctca
gctctcccca
ggactcctat
gattacctgg
ctttgaaatc
tcceccectgcag

ttccectgatg

tgaagtgtgg

CGGATCGGGA
TCAATTACGG
ATAACTTACG
CATTGACGTC
TTCCATTGAC
AGTACATCAA
ACGGTAAATG
TTTCCTACTT
GATGCGGTTT
GGGGATTTCC
CACCAAAATC
GACGCAAATG
CTCGTTTAGT
GACCTCCATA
TCCAACCCTT
ttcggggtge
gaagttggag
acgctgactg
aatgccaaaa
caaccagcgg
ctcgccatct
actagcatca
gaccatccgc
tcatattagt
atcaagttgc
ggtccggtcc
ctttcctcga
ttgcacaggg
tatcattaac
gaggggggtt
gagcagaagg
catagctgga
ggaaatatga
tccttecgag
ccgagtgggg
gaaatgccaa

atggatgaat

-94 -

GATCAGTTGA
GGTCATTAGT
GTAAATGGCC
AATAATGACG
GTCAATGGGT
GTGTATCATA
GCCCGCCTGG
GGCAGTACAT
TGGCAGTACA
AAGTCTCCAC
AACGGGACTT
GGCGGTAGGC
GAACCGTCAG
GAAGACACCG
CACCatgcgg
tctggatcac
gtgccgacgg
ggacgacctg
agtggcgcgt
gagagtgagc
gagatgcaca
tcatcacctt
agtgtattaa
ggatgacttc
ccaaggtgaa
cggattcggg
cagccactgt
tcaaagagga
ctggacacct
tgactggagc
ctcggcgcect
gggctcttcg
tatggacatg
tgtggatgtg
cacgtcttcc
cacgtatata

acaagcaata

CATTGATTAT
TCATAGCCCA
CGCCTGGCTG
TATGTTCCCA
GGAGTATTTA
TGCCAAGTAC
CATTATGCCC
CTACGTATTA
TCAATGGGCG
CCCATTGACG
TCCAAAATGT
GTGTACGGTG
ATCGCCTGGA
GGACCGATCC
cgcctgactce
ggtgctgctg
gacctgaagt
tgggaccagt
tggtgacgac
ggatctccag
ctgctggtgt
ccacaacgag
accgcacccce
agcaatgatc
atgcttgcgc
gcgctgacat
gaggtgaaca
ctacacgcgg
tcacctacat
ctccacttcc
ggaccccacg
tgatcgacaa
gacatctggg
cgggggcage
ggaagaagca
aagaacacca

ctattacgct



1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801

gcccggcecat
ggacctgagg
atatctaccc
aatatccgac
agaaacccca
atgcaaagtc
gaggagctgt
tcttgtcctt
gttcccacat
ttcggtgatg
gtcctcactc
GGATCCCTAC
ccecececececcer
CGTTTGTCTA
AGGGCCCGGA
TTCCCCTCTC
CAGTTCCTCT
TGCAGGCAGC
GCCACGTGTA
TTGTGAGTTG
TTCAACAAGG
TGATCTGGGG
AAAAACGTCT
ACACGATGAT
GGTGGTGCCC
TCAGCGTGTC
CTGAAGTTCA
CGTGACCACC
ACATGAAGCA
CAGGAGCGCA
CGAGGTGAAG
GCATCGACTT
AACTACAACA
CATCAAGGTG
AGCTCGCCGA
CTGCTGCCCG
CCCCAACGAG
CCGGGATCAC
CTAACTGAAA
GGCAATAAAA

tcgcecctgga
aagaatctgc
tgaactcagc
agagacagaa
aacctaaagt
ccaggtatgg
gcctgtcagt
tgcaagaatg
cgagcacata
gcaccgagaa
atgagccagc
CGGTGCTGCG
AACGTTACTG
TATGTTATTT
AACCTGGCCC
GCCAAAGGAA
GGAAGCTTCT
GGAACCCCcCC
TAAGATACAC
GATAGTTGTG
GGCTGAAGGA
CCTCGGTACA
AGGCCCCcCCG
AATATGGCAT
ATCCTGGTCG
CGGCGAGGGC
TCTGCACCAC
CTGACCTACG
GCACGACTTC
CCATCTTCTT
TTCGAGGGCG
CAAGGAGGAC
GCCACAACGT
AACTTCAAGA
CCACTACCAG
ACAACCACTA
AAGCGCGATC
TCTCGGCATG
CACGGAAGGA
AGACAGAATA

gaggcccttc
gctgccagag
atccccaagg
gtgcctggaa
tgagcccctg
gccttcacat
catcaccttg
gagatgaccg
gcatcccacc
cggcaaggaa
actgggacat
GCCGCGCAGT
GCCGAAGCCG
TCCACCATAT
TGTCTTCTTG
TGCAAGGTCT
TGAAGACAAA
ACCTGGCGAC
CTGCAAAGGC
GAAAGAGTCA
TGCCCAGAAG
CATGCTTTAC
AACCACGGGG
GGTGAGCAAG
AGCTGGACGG
GAGGGCGATG
CGGCAAGCTG
GCGTGCAGTG
TTCAAGTCCG
CAAGGACGAC
ACACCCTGGT
GGCAACATCC
CTATATCATG
TCCGCCACAA
CAGAACACCC
CCTGAGCACC
ACATGGTCCT
GACGAGCTGT
GACAATACCG
AAACGCACGG

-05-

gggaatgttg
cttcaagtgg

agtcctccat
tctcaaaggc
tgccaaggtc
acacccagca
ttccectggeg
acagcaatgg
tctgcctcga
atcgtcgtca
ggtgagctct
TAACGCCGCC
CTTGGAATAA
TGCCGTCTTT
ACGAGCATTC
GTTGAATGTC
CAACGTCTGT
AGGTGCCTCT
GGCACAACCC
AATGGCTCTC
GTACCCCATT
ATGTGTTTAG
ACGTGGTTTT
GGCGAGGAGC
CGACGTAAAC
CCACCTACGG
CCCGTGCCCT
CTTCAGCCGC
CCATGCCCGA
GGCAACTACA
GAACCGCATC
TGGGGCACAA
GCCGACAAGC
CATCGAGGAC
CCATCGGCGA
CAGTCCGCCC
GCTGGAGTTC
ACAAGTAAAA
GAAGGAACCC
GTGTTGGGTC

agagcagatt
tacctggaga
ccagaagggc
agaacaacca
aaaggcgaag
gatcctccag
ccccagtggt
accaaaactg
tacagatatg
acccatgtga
tga-AGGGTT
CCTCTCCCTC
GGCCGGTGTG
TGGCAATGTG
CTAGGGGTCT
GTGAAGGAAG
AGCGACCCTT
GCGGCCAAAA
CAGTGCCACG
CTCAAGCGTA
GTATGGGATC
TCGAGGTTAA
CCTTTGAAAA
TGTTCACCGG
GGCCACAAGT
CAAGCTGACC
GGCCCACCCT
TACCCCGACC
AGGCTACGTC
AGACCCGCGC
GAGCTGAAGG
GCTGGAGTAC
AGAAGAACGG
GGCAGCGTGC
CGGCCCCGTG
TGAGCAAAGA
GTGACCGCCG
ACGGGGGAGG
GCGCTATGAC
GTTTGTTCAT



3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801

AAACGCGGGG
ACCCCATTGG
CCCCAAGTTC
GGCCCTGCCA
CATAGCTGTT
ATACGAGCCG
CTAACTCACA
ACCTGTCGTG
GGTTTGCGTA
CTCGGTCGTT
TACGGTTATC
AAAGGCCAGC
TTTCCATAGG
GTCAGAGGTG
CCTGGAAGCT
ATACCTGTCC
CACGCTGTAG
TGTGTGCACG
CTATCGTCTT
CAGCCACTGG
GAGTTCTTGA
TGGTATCTGC
GCTCTTGATC
AAGCAGCAGA
CTTTTCTACG
TTTTGGTCAT
TAAAAATGAA
TGACAGTTAC
TATTTCGTTC
ATACGGGAGG
CCCACGCTCA
GGGCCGAGCG
ATTAATTGTT
GCGCAACGTT
TTGGTATGGC
TGATCCCCCA
CGTTGTCAGA
CACTGCATAA
ACTGGTGAGT
GAGTTGCTCT

TTCGGTCCCA
GGCCAATACG
GGGTGAAGGC
TTACCGTCGA
TCCTGTGTGA
GAAGCATAAA
TTAATTGCGT
CCAGCTGCAT
TTGGGCGCTC
CGGCTGCGGC
CACAGAATCA
AAAAGGCCAG
CTCCGCcceC
GCGAAACCCG
CCCTCGTGCG
GCCTTTCTCC
GTATCTCAGT
AACCCCCCGT
GAGTCCAACC
TAACAGGATT
AGTGGTGGCC
GCTCTGCTGA
CGGCAAACAA
TTACGCGCAG
GGGTCTGACG
GAGATTATCA
GTTTTAAATC
CAATGCTTAA
ATCCATAGTT
GCTTACCATC
CCGGCTCCAG
CAGAAGTGGT
GCCGGGAAGC
GTTGCCATTG
TTCATTCAGC
TGTTGTGCAA
AGTAAGTTGG
TTCTCTTACT
ACTCAACCAA
TGCCCGGCGT

GGGCTGGCAC
CCCGCGTTTC
CCAGGGCTCG
CCTCTAGCTA
AATTGTTATC
GTGTAAAGCC
TGCGCTCACT
TAATGAATCG
TTCCGCTTCC
GAGCGGTATC
GGGGATAACG
GAACCGTAAA
CTGACGAGCA
ACAGGACTAT
CTCTCCTGTT
CTTCGGGAAG
TCGGTGTAGG
TCAGCCCGAC
CGGTAAGACA
AGCAGAGCGA
TAACTACGGC
AGCCAGTTAC
ACCACCGCTG
AAAAAAAGGA
CTCAGTGGAA
AAAAGGATCT
AATCTAAAGT
TCAGTGAGGC
GCCTGACTCC
TGGCCCCAGT
ATTTATCAGC
CCTGCAACTT
TAGAGTAAGT
CTACAGGCAT
TCCGGTTCCC
AAAAGCGGTT
CCGCAGTGTT
GTCATGCCAT
GTCATTCTGA
CAATACGGGA

-06 -

TCTGTCGATA
TTCCTTTTCC
CAGCCAACGT
GAGCTTGGCG
CGCTCACAAT
TGGGGTGCCT
GCCCGCTTTC
GCCAACGCGC
TCGCTCACTG
AGCTCACTCA
CAGGAAAGAA
AAGGCCGCGT
TCACAAAAAT
AAAGATACCA
CCGACCCTGC
CGTGGCGCTT
TCGTTCGCTC
CGCTGCGCCT
CGACTTATCG
GGTATGTAGG
TACACTAGAA
CTTCGGAAAA
GTAGCGGTTT
TCTCAAGAAG
CGAAAACTCA
TCACCTAGAT
ATATATGAGT
ACCTATCTCA
CCGTCGTGTA
GCTGCAATGA
AATAAACCAG
TATCCGCCTC
AGTTCGCCAG
CGTGGTGTCA
AACGATCAAG
AGCTCCTTCG
ATCACTCATG
CCGTAAGATG
GAATAGTGTA
TAATACCGCG

CCCCACCGAG
CCACCCCACC
CGGGGCGGCA
TAATCATGGT
TCCACACAAC
AATGAGTGAG
CAGTCGGGAA
GGGGAGAGGC
ACTCGCTGCG
AAGGCGGTAA
CATGTGAGCA
TGCTGGCGTT
CGACGCTCAA
GGCGTTTCCC
CGCTTACCGG
TCTCATAGCT
CAAGCTGGGC
TATCCGGTAA
CCACTGGCAG
CGGTGCTACA
GAACAGTATT
AGAGTTGGTA
TTTTGTTTGC
ATCCTTTGAT
CGTTAAGGGA
CCTTTTAAAT
AAACTTGGTC
GCGATCTGTC
GATAACTACG
TACCGCGAGA
CCAGCCGGAA
CATCCAGTCT
TTAATAGTTT
CGCTCGTCGT
GCGAGTTACA
GTCCTCCGAT
GTTATGGCAG
CTTTTCTGTG
TGCGGCGACC
CCACATAGCA



5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151

GAACTTTAAA
TCAAGGATCT
ACCCAACTGA
CAAAAACAGG
AAATGTTGAA
TCAGGGTTAT
ATAAACAAAT

AGTGCTCATC
TACCGCTGTT
TCTTCAGCAT
AAGGCAAAAT
TACTCATACT
TGTCTCATGA
AGGGGTTCCG

ATTGGAAAAC
GAGATCCAGT
CTTTTACTTT
GCCGCAAAAA
CTTCCTTTTT
GCGGATACAT
CGCACATTTC

(Cervenym pismem je vyznacen gen pro GALNT14,
zvyraznéna Cast ovéiena sekvenaci.)

-97-

GTTCTTCGGG
TCGATGTAAC
CACCAGCGTT
AGGGAATAAG
CAATATTATT
ATTTGAATGT
CCCGA

zelené gen pro EGFP. Zluté je

GCGAAAACTC
CCACTCGTGC
TCTGGGTGAG
GGCGACACGG
GAAGCATTTA
ATTTAGAAAA



Priloha 2. Sekvence plazmidu pro knock-out GALNT14 metodou CRISPR/Cas9.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801

GAGGGCCTAT
TGTTAGAGAG
TACAAAATAC
TTAAAATTAT
GTATTTCGAT
TTGTCTTACA
AAGGCTAGTC
TTGTTTTAGA
GCGCGTGCGC
AACTTACGGT
TTGACGTCAA
GGAGTATTTA
TGCCAAGTAC
CATTGTGCCC
CTACGTATTA
GCTTCACTCT
TTTATTTTTT
GCGCGCGCCG
GGAGAGGTGC
TTTATGGCGA
GCGGGCGGGA
CCGCCTCGCG
GTGAGCGGGC
GAGGTAAGGG
ACCTGGAGCA
CCATGGACTA
TACAAAGACG
TATCCACGGA
TCGGCACCAA
CCCAGCAAGA
GAAGAACCTG
CCACCCGGCT
CGGATCTGCT
CGACAGCTTC
AGAAGCACGA
TACCACGAGA
CAGCACCGAC

TTCCCATGAT
ATAATTGGAA
GTGACGTAGA
GTTTTAAAAT
TTCTTGGCTT
GGACTACACG
CGTTATCAAC
GCTAGAAATA
CAATTCTGCA
AAATGGCCCG
TAGTAACGCC
CGGTAAACTG
GCCCCCTATT
AGTACATGAC
GTCATCGCTA
CCCCATCTCC
AATTATTTTG
GGGGGGGGGG
GGCGGCAGCC
GGCGGCGGCG
GTCGCTGCGC
CCGCceaecece
GGGACGGCCC
TTTAAGGGAT
CCTGCCTGAA
TAAGGACCAC
ATGACGATAA
GTCCCAGCAG
CTCTGTGGGC
AATTCAAGGT
ATCGGAGCCC
GAAGAGAACC
ATCTGCAAGA
TTCCACAGAC
GCGGCACCCC
AGTACCCCAC
AAGGCCGACC

TCCTTCATAT
TTAATTTGAC
AAGTAATAAT
GGACTATCAT
TATATATCTT
GTTTTAGAGC
TTGAAAAAGT
GCAAGTTAAA
GACAAATGGC
CCTGGCTGAC
AATAGGGACT
CCCACTTGGC
GACGTCAATG
CTTATGGGAC
TTACCATGGT
CeCeCcecTcee
TGCAGCGATG
GGGGGGGGGG
AATCAGAGCG
GCGGCGGLCC
GCTGCCTTCG
CGGCTCTGAC
TTCTCCTCCG
GGTTGGTTGG
ATCACTTTTT
GACGGAGACT
GATGGCCCCA
CCGACAAGAA
TGGGCCGTGA
GCTGGGCAAC
TGCTGTTCGA
GCCAGAAGAA
GATCTTCAGC
TGGAAGAGTC
ATCTTCGGCA
CATCTACCAC
TGCGGCTGAT

-08 -

TTGCATATAC
TGTAAACACA
TTCTTGGGTA
ATGCTTACCG
GTGGAAAGGA
TAGAAATAGC
GGCACCGAGT
ATAAGGCTAG
TCTAGAGGTA
CGCCCAACGA
TTCCATTGAC
AGTACATCAA
ACGGTAAATG
TTTCCTACTT
CGAGGTGAGC
CACCCCCAAT
GGGGCGGGGG
GGGGGGGGGG
GCGCGCTCCG
TATAAAAAGC
CCCCGTGCCC
TGACCGCGTT
GGCTGTAATT
TGGGGTATTA
TTCAGGTTGG
ACAAGGATCA
AAGAAGAAGC
GTACAGCATC
TCACCGACGA
ACCGACCGGC
CAGCGGCGAA
GATACACCAG
AACGAGATGG
CTTCCTGGTG
ACATCGTGGA
CTGAGAAAGA
CTATCTGGCC

GATACAAGGC
AAGATATTAG
GTTTGCAGTT
TAACTTGAAA
CGAAACACCG
AAGTTAAAAT
CGGTGCTTTT
TCCGTTTTTA
CCCGTTACAT
CCCccaeeea
GTCAATGGGT
GTGTATCATA
GCCCGCCTGG
GGCAGTACAT
CCCACGTTCT
TTTGTATTTA
GGGGGGGGGG
GGGGCGAGGC
AAAGTTTCCT
GAAGCGCGCG
CGCTCCGCCG
ACTCCCACAG
AGCTGAGCAA
ATGTTTAATT
ACCGGTGCCA
TGATATTGAT
GGAAGGTCGG
GGCCTGGACA
GTACAAGGTG
ACAGCATCAA
ACAGCCGAGG
ACGGAAGAAC
CCAAGGTGGA
GAAGAGGATA
CGAGGTGGCC
AACTGGTGGA
CTGGCCCACA



1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801

TGATCAAGTT
AACAGCGACG
GCTGTTCGAG
TCCTGTCTGC
CAGCTGCCCG
GAGCCTGGGC
ATGCCAAACT
CTGCTGGCCC
GAACCTGTCC
AGATCACCAA
CACCACCAGG
TGAGAAGTAC
GCTACATTGA
CCCATCCTGG
CAGAGAGGAC
CCCACCAGAT
GATTTTTACC
GACCTTCCGC
GATTCGCCTG
TTCGAGGAAG
GATGACCAAC
ACAGCCTGCT
AAATACGTGA
GAAAAAGGCC
TGAAGCAGCT
GTGGAAATCT
CCACGATCTG
AAAACGAGGA
GACAGAGAGA
CGACAAAGTG
GGCTGAGCCG
ACAATCCTGG
GCAGCTGATC
CCCAGGTGTC
GCCGGCAGCC
GGACGAGCTC
TCGAAATGGC
CGCGAGAGAA
GATCCTGAAA
TGTACCTGTA

CCGGGGCCAC
TGGACAAGCT
GAAAACCCCA
CAGACTGAGC
GCGAGAAGAA
CTGACCCCCA
GCAGCTGAGC
AGATCGGCGA
GACGCCATCC
GGCCCCCCTG
ACCTGACCCT
AAAGAGATTT
CGGCGGAGCC
AAAAGATGGA
CTGCTGCGGA
CCACCTGGGA
CATTCCTGAA
ATCCCCTACT
GATGACCAGA
TGGTGGACAA
TTCGATAAGA
GTACGAGTAC
CCGAGGGAAT
ATCGTGGACC
GAAAGAGGAC
CCGGCGTGGA
CTGAAAATTA
CATTCTGGAA
TGATCGAGGA
ATGAAGCAGC
GAAGCTGATC
ATTTCCTGAA
CACGACGACA
CGGCCAGGGC
CCGCCATTAA
GTGAAAGTGA
CAGAGAGAAC
TGAAGCGGAT
GAACACCCCG
CTACCTGCAG

TTCCTGATCG
GTTCATCCAG
TCAACGCCAG
AAGAGCAGAC
GAATGGCCTG
ACTTCAAGAG
AAGGACACCT
CCAGTACGCC
TGCTGAGCGA
AGCGCCTCTA
GCTGAAAGCT
TCTTCGACCA
AGCCAGGAAG
CGGCACCGAG
AGCAGCGGAC
GAGCTGCACG
GGACAACCGG
ACGTGGGCCC
AAGAGCGAGG
GGGCGCTTCC
ACCTGCCCAA
TTCACCGTGT
GAGAAAGCCC
TGCTGTTCAA
TACTTCAAGA
AGATCGGTTC
TCAAGGACAA
GATATCGTGC
ACGGCTGAAA
TGAAGCGGCG
AACGGCATCC
GTCCGACGGC
GCCTGACCTT
GATAGCCTGC
GAAGGGCATC
TGGGCCGGCA
CAGACCACCC
CGAAGAGGGC
TGGAAAACAC
AATGGGCGGG

-99-

AGGGCGACCT
CTGGTGCAGA
CGGCGTGGAC
GGCTGGAAAA
TTCGGAAACC
CAACTTCGAC
ACGACGACGA
GACCTGTTTC
CATCCTGAGA
TGATCAAGAG
CTCGTGCGGC
GAGCAAGAAC
AGTTCTACAA
GAACTGCTCG
CTTCGACAAC
CCATTCTGCG
GAAAAGATCG
TCTGGCCAGG
AAACCATCAC
GCCCAGAGCT
CGAGAAGGTG
ATAACGAGCT
GCCTTCCTGA
GACCAACCGG
AAATCGAGTG
AACGCCTCCC
GGACTTCCTG
TGACCCTGAC
ACCTATGCCC
GAGATACACC
GGGACAAGCA
TTCGCCAACA
TAAAGAGGAC
ACGAGCACAT
CTGCAGACAG
CAAGCCCGAG
AGAAGGGACA
ATCAAAGAGC
CCAGCTGCAG
ATATGTACGT

GAACCCCGAC
CCTACAACCA
GCCAAGGCCA
TCTGATCGCC
TGATTGCCCT
CTGGCCGAGG
CCTGGACAAC
TGGCCGCCAA
GTGAACACCG
ATACGACGAG
AGCAGCTGCC
GGCTACGCCG
GTTCATCAAG
TGAAGCTGAA
GGCAGCATCC
GCGGCAGGAA
AGAAGATCCT
GGAAACAGCA
CCCCTGGAAC
TCATCGAGCG
CTGCCCAAGC
GACCAAAGTG
GCGGCGAGCA
AAAGTGACCG
CTTCGACTCC
TGGGCACATA
GACAATGAGG
ACTGTTTGAG
ACCTGTTCGA
GGCTGGGGCA
GTCCGGCAAG
GAAACTTCAT
ATCCAGAAAG
TGCCAATCTG
TGAAGGTGGT
AACATCGTGA
GAAGAACAGC
TGGGCAGCCA
AACGAGAAGC
GGACCAGGAA



3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801

CTGGACATCA
GAGCTTTCTG
ACAAGAACCG
AAGATGAAGA
GAGAAAGTTC
TGGATAAGGC
ACAAAGCACG
CGAGAATGAC
AGCTGGTGTC
ATCAACAACT
AACCGCCCTG
GCGACTACAA
GAAATCGGCA
CTTTTTCAAG
CTCTGATCGA
CGGGATTTTG
CGTGAAAAAG
TGCCCAAGAG
CCTAAGAAGT
GGTGGTGGCC
AAGAGCTGCT
CCCATCGACT
GATCATCAAG
AGAGAATGCT
CTGCCCTCCA
GCTGAAGGGC
AGCACAAGCA
AAGAGAGTGA
CAACAAGCAC
ACCTGTTTAC
GACACCACCA
CGCCACCCTG
ACCTGTCTCA
GGCCAGGCAA
TCTGCTAACA
GCGAGGAGCT
GACGTAAACG
CACCTACGGC
CCGTGCCCTG
TTCAGCCGCT

ACCGGCTGTC
AAGGACGACT
GGGCAAGAGC
ACTACTGGCG
GACAATCTGA
CGGCTTCATC
TGGCACAGAT
AAGCTGATCC
CGATTTCCGG
ACCACCACGC
ATCAAAAAGT
GGTGTACGAC
AGGCTACCGC
ACCGAGATTA
GACAAACGGC
CCACCGTGCG
ACCGAGGTGC
GAACAGCGAT
ACGGCGGCTT
AAAGTGGAAA
GGGGATCACC
TTCTGGAAGC
CTGCCTAAGT
GGCCTCTGCC
AATATGTGAA
TCCCCCGAGG
CTACCTGGAC
TCCTGGCCGA
CGGGATAAGC
CCTGACCAAT
TCGACCGGAA
ATCCACCAGA
GCTGGGAGGC
AAAAGAAAAA
TGCGGTGACG
GTTCACCGGG
GCCACAAGTT
AAGCTGACCC
GCCCACCCTC
ACCCCGACCA

CGACTACGAT
CCATCGACAA
GACAACGTGC
GCAGCTGCTG
CCAAGGCCGA
AAGAGACAGC
CCTGGACTCC
GGGAAGTGAA
AAGGATTTCC
CCACGACGCC
ACCCTAAGCT
GTGCGGAAGA
CAAGTACTTC
CCCTGGCCAA
GAAACCGGGG
GAAAGTGCTG
AGACAGGCGG
AAGCTGATCG
CGACAGCCCC
AGGGCAAGTC
ATCATGGAAA
CAAGGGCTAC
ACTCCCTGTT
GGCGAACTGC
CTTCCTGTAC
ATAATGAGCA
GAGATCATCG
CGCTAATCTG
CCATCAGAGA
CTGGGAGCCC
GAGGTACACC
GCATCACCGG
GACAAAAGGC
GGAATTCGGC
TCGAGGAGAA
GTGGTGCCCA
CAGCGTGTCC
TGAAGTTCAT
GTGACCACCC
CATGAAGCAG

- 100 -

GTGGACCATA
CAAGGTGCTG
CCTCCGAAGA
AACGCCAAGC
GAGAGGCGGC
TGGTGGAAAC
CGGATGAACA
AGTGATCACC
AGTTTTACAA
TACCTGAACG
GGAAAGCGAG
TGATCGCCAA
TTCTACAGCA
CGGCGAGATC
AGATCGTGTG
AGCATGCCCC
CTTCAGCAAA
CCAGAAAGAA
ACCGTGGCCT
CAAGAAACTG
GAAGCAGCTT
AAAGAAGTGA
CGAGCTGGAA
AGAAGGGAAA
CTGGCCAGCC
GAAACAGCTG
AGCAGATCAG
GACAAAGTGC
GCAGGCCGAG
CTGCCGCCTT
AGCACCAAAG
CCTGTACGAG
CGGCGGCCAC
AGTGGAGAGG
TCCTGGCCCA
TCCTGGTCGA
GGCGAGGGCG
CTGCACCACC
TGACCTACGG
CACGACTTCT

TCGTGCCTCA
ACCAGAAGCG
GGTCGTGAAG
TGATTACCCA
CTGAGCGAAC
CCGGCAGATC
CTAAGTACGA
CTGAAGTCCA
AGTGCGCGAG
CCGTCGTGGG
TTCGTGTACG
GAGCGAGCAG
ACATCATGAA
CGGAAGCGGC
GGATAAGGGC
AAGTGAATAT
GAGTCTATCC
GGACTGGGAC
ATTCTGTGCT
AAGAGTGTGA
CGAGAAGAAT
AAAAGGACCT
AACGGCCGGA
CGAACTGGCC
ACTATGAGAA
TTTGTGGAAC
CGAGTTCTCC
TGTCCGCCTA
AATATCATCC
CAAGTACTTT
AGGTGCTGGA
ACACGGATCG
GAAAAAGGCC
GCAGAGGAAG
GTGAGCAAGG
GCTGGACGGC
AGGGCGATGC
GGCAAGCTGC
CGTGCAGTGC
TCAAGTCCGC



5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

CATGCCCGAA
GCAACTACAA
AACCGCATCG
GGGGCACAAG
CCGACAAGCA
ATCGAGGACG
CATCGGCGAC
AGTCCGCCCT
CTGGAGTTCG
CAAGGAATTC
TTGCCAGCCA
AAGGTGCCAC
CATTGTCTGA
CAGCAAGGGG
CGCAGGAACC
TCGCTCACTG
CCGGGCGGLC
TGATGCGGTA
CGTCAAAGCA
GGTGTGGTGG
GCCCGCTCCT
TTCCCCGTCA
GCTTTACGGC
TAGTGGGCCA
CCACGTTCTT
TCTATCTCGG
CTATTGGTTA
ACAAAATATT
TCTGATGCCG
CGCGCCCTGA
TGACCGTCTC
AAACGCGCGA
TGTCATGATA
ATGTGCGCGG
TATCCGCTCA
AAGGAAGAGT
TTGCGGCATT
GTAAAAGATG
GGATCTCAAC
TTCCAATGAT

GGCTACGTCC
GACCCGCGCC
AGCTGAAGGG
CTGGAGTACA
GAAGAACGGC
GCAGCGTGCA
GGCCCCGTGC
GAGCAAAGAC
TGACCGCCGC
TAACTAGAGC
TCTGTTGTTT
TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA
GAGGATTGGG
CCTAGTGATG
AGGCCGGGCG
TCAGTGAGCG
TTTTCTCCTT
ACCATAGTAC
TTACGCGCAG
TTCGCTTTCT
AGCTCTAAAT
ACCTCGACCC
TCGCCCTGAT
TAATAGTGGA
GCTATTCTTT
AAAAATGAGC
AACGTTTACA
CATAGTTAAG
CGGGCTTGTC
CGGGAGCTGC
GACGAAAGGG
ATAATGGTTT
AACCCCTATT
TGAGACAATA
ATGAGTATTC
TTGCCTTCCT
CTGAAGATCA
AGCGGTAAGA
GAGCACTTTT

AGGAGCGCAC
GAGGTGAAGT
CATCGACTTC
ACTACAACAG
ATCAAGGTGA
GCTCGCCGAC
TGCTGCCCGA
CCCAACGAGA
CGGGATCACT
TCGCTGATCA
GCCCCTCccC
CTTTCCTAAT
TTCTATTCTG
AAGAGAATAG
GAGTTGGCCA
ACCAAAGGTC
AGCGAGCGCG
ACGCATCTGT
GCGCCCTGTA
CGTGACCGCT
TCCCTTCCTT
CGGGGGCTCC
CAAAAAACTT
AGACGGTTTT
CTCTTGTTCC
TGATTTATAA
TGATTTAACA
ATTTTATGGT
CCAGCCCCGA
TGCTCCCGGC
ATGTGTCAGA
CCTCGTGATA
CTTAGACGTC
TGTTTATTTT
ACCCTGATAA
AACATTTCCG
GTTTTTGCTC
GTTGGGTGCA
TCCTTGAGAG
AAAGTTCTGC
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CATCTTCTTC
TCGAGGGCGA
AAGGAGGACG
CCACAACGTC
ACTTCAAGAT
CACTACCAGC
CAACCACTAC
AGCGCGATCA
CTCGGCATGG
GCCTCGACTG
CGTGCCTTCC
AAAATGAGGA
GGGGGTGGGG
CAGGCATGCT
CTCCCTCTCT
GCCCGACGCC
CAGCTGCCTG
GCGGTATTTC
GCGGCGCATT
ACACTTGCCA
TCTCGCCACG
CTTTAGGGTT
GATTTGGGTG
TCGCCCTTTG
AAACTGGAAC
GGGATTTTGC
AAAATTTAAC
GCACTCTCAG
CACCCGCCAA
ATCCGCTTAC
GGTTTTCACC
CGCCTATTTT
AGGTGGCACT
TCTAAATACA
ATGCTTCAAT
TGTCGCCCTT
ACCCAGAAAC
CGAGTGGGTT
TTTTCGCCCC
TATGTGGCGC

AAGGACGACG
CACCCTGGTG
GCAACATCCT
TATATCATGG
CCGCCACAAC
AGAACACCCC
CTGAGCACCC
CATGGTCCTG
ACGAGCTGTA
TGCCTTCTAG
TTGACCCTGG
AATTGCATCG
TGGGGCAGGA
GGGGAGCGGC
GCGCGCTCGC
CGGGCTTTGC
CAGGGGCGCC
ACACCGCATA
AAGCGCGGCG
GCGCCTTAGC
TTCGCCGGCT
CCGATTTAGT
ATGGTTCACG
ACGTTGGAGT
AACACTCAAC
CGATTTCGGT
GCGAATTTTA
TACAATCTGC
CACCCGCTGA
AGACAAGCTG
GTCATCACCG
TATAGGTTAA
TTTCGGGGAA
TTCAAATATG
AATATTGAAA
ATTCCCTTTT
GCTGGTGAAA
ACATCGAACT
GAAGAACGTT
GGTATTATCC



7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101
9151
9201
9251

CGTATTGACG
GAATGACTTG
GCATGACAGT
ACTGCGGCCA
CGCTTTTTTG
AACCGGAGCT
CCTGTAGCAA
TACTCTAGCT
TTGCAGGACC
GATAAATCTG
GGGGCCAGAT
GTCAGGCAAC
TCACTGATTA
TTAGATTGAT
TCCTTTTTGA
CACTGAGCGT
TTTTTTTCTG
CAGCGGTGGT
GTAACTGGCT
GCCGTAGTTA
TCGCTCTGCT
TGTCTTACCG
GTCGGGCTGA
CCTACACCGA
CTTCCCGAAG
AACAGGAGAG
ATAGTCCTGT
TGCTCGTCAG
TTTACGGTTC

CCGGGCAAGA
GTTGAGTACT
AAGAGAATTA
ACTTACTTCT
CACAACATGG
GAATGAAGCC
TGGCAACAAC
TCCCGGCAAC
ACTTCTGCGC
GAGCCGGTGA
GGTAAGCCCT
TATGGATGAA
AGCATTGGTA
TTAAAACTTC
TAATCTCATG
CAGACCCCGT
CGCGTAATCT
TTGTTTGCCG
TCAGCAGAGC
GGCCACCACT
AATCCTGTTA
GGTTGGACTC
ACGGGGGGTT
ACTGAGATAC
GGAGAAAGGC
CGCACGAGGG
CGGGTTTCGC
GGGGGCGGAG
CTGGCCTTTT

GCAACTCGGT
CACCAGTCAC
TGCAGTGCTG
GACAACGATC
GGGATCATGT
ATACCAAACG
GTTGCGCAAA
AATTAATAGA
TCGGCCCTTC
GCGTGGAAGC
CCCGTATCGT
CGAAATAGAC
ACTGTCAGAC
ATTTTTAATT
ACCAAAATCC
AGAAAAGATC
GCTGCTTGCA
GATCAAGAGC
GCAGATACCA
TCAAGAACTC
CCAGTGGCTG
AAGACGATAG
CGTGCACACA
CTACAGCGTG
GGACAGGTAT
AGCTTCCAGG
CACCTCTGAC
CCTATGGAAA
GCTGGCCTTT

CGCCGCATAC
AGAAAAGCAT
CCATAACCAT
GGAGGACCGA
AACTCGCCTT
ACGAGCGTGA
CTATTAACTG
CTGGATGGAG
CGGCTGGCTG
CGCGGTATCA
AGTTATCTAC
AGATCGCTGA
CAAGTTTACT
TAAAAGGATC
CTTAACGTGA
AAAGGATCTT
AACAAAAARA
TACCAACTCT
AATACTGTTC
TGTAGCACCG
CTGCCAGTGG
TTACCGGATA
GCCCAGCTTG
AGCTATGAGA
CCGGTAAGCG
GGGAAACGCC
TTGAGCGTCG
AACGCCAGCA
TGCTCACATG

ACTATTCTCA
CTTACGGATG
GAGTGATAAC
AGGAGCTAAC
GATCGTTGGG
CACCACGATG
GCGAACTACT
GCGGATAAAG
GTTTATTGCT
TTGCAGCACT
ACGACGGGGA
GATAGGTGCC
CATATATACT
TAGGTGAAGA
GTTTTCGTTC
CTTGAGATCC
CCACCGCTAC
TTTTCCGAAG
TTCTAGTGTA
CCTACATACC
CGATAAGTCG
AGGCGCAGCG
GAGCGAACGA
AAGCGCCACG
GCAGGGTCGG
TGGTATCTTT
ATTTTTGTGA
ACGCGGCCTT
T

(Cervenym pismem je vyznacena sekvence pro expresi sgRNA. Zlut€ je zvyraznéna Cast
ovétena sekvenaci.)
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Ptiloha 3. Analyza kiivek tani pro produkty jednotlivych primerda.

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-0.041

Melting Peaks
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1,141
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0.741
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-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-0.067

Melting Peaks

1.512

1.362

1.212

1.062

0912

0762

0BT
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0312

0162
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Ptiloha 4. Stanoveni u¢innosti amplifikace pro primerové pary GAPDH a GALNT14.

Stanoveni Gi¢innosti primerového paru pro expresi GALNT14.

vzorek Ct1l Ct2 Avg Ct  mnozstvi vzorku Log (mnozstvi vzorku)
A 22,42 23,36 22,89 1,0000 0,00
B 23,64 23,51 23,575 0,5000 -0,30
C 25,14 24,56 24,85 0,2500 -0,60
D 25,56 26,12 25,84 0,1250 -0,90
E 26,88 26,65 26,765 0,0625 -1,20
Faktor fedéni 2
Slope -3,326910987
R? 0,9938
Ucinnost (%) 99,79
- 27
- 26,5
- 26
- 25,5
- - 25
© - 24,5
- 24
¢ - 23,5
- 23
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 22,5
-2 -1 -1 0 1 1
Log (mnoiZstvi vzorku)

300 by
200 b
100 b

Obrazek 28. Analyza produkti qPCR pfi pouZiti primerd pro amplifikaci dseku genu
GALNT14. Produkty byly rozdéleny agardézovou elektroforézou. Bylo potvreno, Ze pfi
reakci vznika jediny produkt o o¢ekavané velikosti 224bp. (Drahy 1,2 a 3 - produkty cDNA
pfipravené z bunéénych linii Dakiki, bunécné linie od pacienta s IgA nefropatii a buécné
linie od zdravého darce, 4 — vzorek nepiepsané RNA.)
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Stanoveni Gi€innosti primerového paru pro expresi GAPDH.

Vzorek Ct1l Ct2 AvgCt Mnozstvi vzorku Log (mnozstvi vzorku)
A 16,25 16,46 16,355 1,0000 0,00
B 17,81 17,38 17,595 0,5000 -0,30
C 18,29 18,14 18,215 0,2500 -0,60
D 19,54 19,59 19,565 0,1250 -0,90
E 20,78 20,23 20,505 0,0625 -1,20
Faktor fedéni 2
Slope -3,411620153
R? 0,9911
Uéinnost (%) 96,39
- 25
‘\\‘\‘ [~ 20
- 15
o
- 10
-5
I T T T T O
22 -1 -1 0 1 1

Log (mnozstvi vzorku)
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Ptiloha 5. Strategie tfidéni bunék.

All Events A
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2 ] Lymfocyty 2 ] singlety
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2 2 -
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K K
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0 0 104
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10°

Obrazek 29. Strategie tfidéni bunék. Postupnym vybérem byly vytfidény populace T
lymfocyta (CD3), B lymfocytid (CD19) a IgA* B lymfocyta (IgA™). (BSC-A zadni rozptyl
—obsah, FSC-A piimy rozptyl — obsah, FSC-H ptimy rozptyl — vyska, ostatni osy vyjadiuji
intenzitu fluorescence piislusného fluorochromu)
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