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CILE PRACE

V teoretické Casti prace je zpracovana literarni reSerSe na téma rekombinantni

proteiny, glykoproteiny, imunoglobulin A a jeho zapojeni v nemoci IgA nefropatie.

Cilem experimentalni ¢asti prace je priiprava, purifikace a charakterizace
glykoproteinti, konkrétn¢ fragmentu tézkého fetézce I[gA1 CH1-P-CH2 a celého tézkého

retézce 1gAL.
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1 UVOD

Rekombinantni technologie maji v biotechnologiich a medicin¢ své nenahraditelni
misto. Od zavedeni rekombinantné ptipravenych peptidi do inzulinoterapie ub&hly vice
jak tfi dekady a produkty genového inzenyrstvi si prorazily cestu do odvétvi jakymi jsou
naptiklad onkologie ¢i imunologie. Pro produkci rekombinantnich proteini 1ze nejcasté;ji
vyuzit bakteridlnich, kvasinkovych, hmyzich ¢i savCich bunék. NejvyznamnéjSim
produk¢nim systémem nejen pro terapeutické proteiny jsou bunky prokaryotické v Cele
s E.Coli. Ackoliv skryvaji bakterialni systémy néktera omezeni, ktera musi byt feSena
dalsimi in vitro metodami (produkce proteini v neaktivni formé bez posttransla¢nich
modifikaci, tvorba nerozpustnych inkluznich télisek aj.), diky technologické a finanéni

nendro¢nosti produkce zastifiuji v biotechnologiich i dokonalejsi bunky eukaryotické.

Jednou z nejcastéjsich modifikaci proteint je jejich glykosylace. In vivo je zajistovana
V ramci post-translaéni modifikace v endoplazmatickém retikulu nebo Golgiho aparatu.
Podle typu vazby glykanu k proteinu rozlisujeme proces N-glykosylace a O-glykosylace.
Glykoproteiny v organismu nalezneme mimo jiné jako sérové proteiny, konkrétné
imunoglobuliny. Imunoglobulin Al a jeho aberantni glykosylace hraje klicovou roli
v onemocnéni IgA nefropatiec (Mestecky et al., 2013). V Ceské republice dosahuje
incidence téméf 12 ptipadi na milion obyvatel (Maixnerova et al., 2015). Proti
podgalaktosylovanym IgA1l (Gd-IgAl) jsou namifeny télu ptirozené IgG protilatky.
Vznikaji patologické vysokomolekularni imunokomplexy, které nejsou metabolizovany
Vv hepatocytech, ale ukladaji se v mesangiu ledvin. Tato depozita vedou K proliferaci
mesangialnich bunék, produkci prozanétlivych cytokini a rozvoji nefritidy. Pribéh
nemoci muze vést az k selhani ledvin. Podle Novéka (2005) maji prolifera¢ni vlastnosti

pouze imunokomplexy vétsi 800 kDa.

Vyhlidkova specificka terapie IgA nefropatie pocita sucasti rekombinantnich
glykoproteini coby kompetitord pacientskych Gd-IgA1 tvoficich imunokomplexy s Gd-
IgA1 specifickymi IgG protilatkami.

10



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rekombinantni proteiny v mediciné
V patogenezi mnohych onemocnéni se setkavame s defektnim chovanim proteinti, at’ uz

se jedna o jejich expresi, funkcnost ¢i aktivitu.

Prvni rekombinantni proteiny byly ziskavany pfimo ze svych originalnich zdroju
puvodu (napf. inzulin ze slinivek prasat, chymosin z zaludecnich §t’av telat). Pievrat piisel
v sedmdesatych letech 20. stoleti. Jako prvni navrhl a uskutec¢nil pfipravu rekombinantni
DNA v roce 1971 biochemik Paul Berg, ktery spojil useky DNA ze dvou odlisnych
systétmu (virt). Boyer a Cohen se vroce 1973 dostali vnové nastupujicich
biotechnologiich s rekombinantni DNA jest¢ dal. Zkonstruovali prvni umély bakteridlni
plazmid pSC101 (Cohen et al., 1973) a polozili tak pomyslny zéakladni kamen

genetického inzenyrstvi.

V letech 1977-78 se podafilo Boyerovi s Cohenem produkovat v bakterialnim
systému 1 prvni potencidlné klinicky vyuzitelné sav¢i proteiny, somatostatin a inzulin.
Rekombinantni lidsky inzulin, pod komerénim ndzvem Humulin, se stal v roce 1982
vibec prvnim produktem genetického inzenyrstvi schvalenym FDA ke vstupu na trh. Od
tohoto milniku je kroku 2017 vUSA schvaleno 239 proteinovych a
peptidovych terapeutik biotechnologického puvodu (Usmani et al., 2017) a stovky
dalSich jsou v klinickém testovani. Ptehled oblasti mediciny vyuzivajici proteinova
terapeutika a zastoupeni nejcastéjSich forem léCiv jsou graficky zpracovany podle
statistickych dat THPdb databaze na Obrazek 1: Proteinova a peptidova terapeutika ve
statistickych datech z databaze THPdb k roku 2017. Vysecové grafy ukazuji onemocnéni
a poruchy, v jejichz terapiich je proteinovych terapeutik vyuzivano, a kategorie 1é¢iv,ve

kterych je nalezneme nejcastéji. Pfevzato z Usmani et al., 2017.

Proteinové 1éciva se od nizkomolekularnich v mnoha ohledech odlisuji. Ptekazkou
pro efektni vyuziti proteinového terapeutika v organismu muze byt jeho velikost,
rozpustnost, biologicky polocas rozpadu, néachylnost k degradaci, biodostupnost ¢i
imunogenita. K modifikaci jejich omezujicich vlastnosti je s vyhodou vyuzivano nastroji
tzv. proteinového inZenyrstvi. K Gpravé farmakodynamiky a farmakokinetiky
proteinovych terapeutik pfispivaji nejCastéji zmény aminokyselinové sekvence,

glykosylace, PEGylace ¢i konjugace s albuminem (Usmani et al., 2017).
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Obrazek 1: Proteinova a peptidova terapeutika ve statistickych datech z databaze THPdb k roku
2017. Vysecové grafy ukazuji onemocnéni a poruchy, v jejichz terapiich je proteinovych
terapeutik vyuzivano, a kategorie léciv,ve kterych je nalezneme nejcastéji. Prevzato z Usmani et
al., 2017.

2.1.1 Rekombinantni technologie

2.1.1.1 Molekularni klonovani

Molekularni klonovani zahrnuje experimentalni techniky vedouci k pfenosu genu
Z jednoho organismu do druhého. Gen produkujici cilovy protein je z ptivodniho
organismu izolovan (napf. tvorbou a screeningem genomické knihovny nebo izolaci
MRNA) a amplifikovan metodou PCR. Gen je do hostitelského organismu vkladan jako
soucast tzv. vektoru. Je nutné tedy izolovany gen spojit s vektorem. Soupravy pro

pripravu vektort jsou dnes bézné komercné dostupné.

Ke spojeni DNA vektoru a genové DNA je vyuzivano enzymatickych reakci

katalyzovanych enzymem ligasou a restrikéni endonukleasou. Stépime-li vektor i gen
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stejnou endonukleasou, vzniknou §tépy s lepivymi konci. Za vyuziti enzymatické reakce
ligasy jsou takto piipravené fragmenty spojeny. Nové&jsi komeréné dostupné vektory
vyuzivaji kromé Stépeni DNA 1 jiné principy inzerce transgenu. Kit Gateway od firmy
Life Technologies (USA) funguje na principu rekombinace. K uspé&snému zabudovani
inzertu do vektoru vyuziva mistné specifického systému rekombinace bakteriofaga A
(Ruckova et al., 2014). Vektory pro TOPO klonovani od stejné firmy zase vyuzivaji
reakci DNA topoisomerasy, ktera funguje jako ligasa i restriktasa. TA klonovaci systémy
pracuji s piesahujici sekvenci adeninu, ktery na PCR amplikon genu pfirozené piidava
Taq pomylerasa, a jeji komplementarity k thyminu na linearizovanych koncich

vektorového plazmidu (dodava napt. Thermofisher, USA).

Vektor je poté vnesen do hostitelské buiiky. Buiiky musi byt pro piijeti vektoru
kompetentni. Piiprava kompetentnich bun¢k je nejcastéji provadéna pomoci piisobeni
mirného teplotniho Soku (42 °C) ¢i elektroporaci. Obé metody pusobi naruseni
propustnosti bunécné stény a moznost pfijmout vektor. Transformace hostitele (vneseni

vektoru) neni proces stoprocentni.

Jedinci obsahujici transgen musi byt selektovani za vyuziti selekéniho tlaku média ¢i
selekéniho genu ve vektoru. Transformant je schopen svou proteosyntetickou drahou

produkovat rekombinantni protein.

2.1.1.2 Klonovaci vektory
V soucasné dobé existuje velké mnoZzstvi riznych typii klonovacich vektort. Spolecné a

podstatné jsou 3 jejich nezbytné vlastnosti:

1. Obsahuji geny k zajiSt€ni namnoZeni vektoru v hostitelské burce, tedy geny pro
vlastni replikaci.

2. Obsahuji klonovaci misto s fadou restrikénich mist pro restrik¢éni endonukleasy,
diky jejichz plisobeni je umoznéna inzerce klonovaného genu.

3. Nesou geny, které umozni selekci transformantti od bunék, které vektor nepfijaly,
a od buncék, které obsahuji  prazdny vektor bez inzertu.

(http://labguide.cz/metody/klonovani/)

Idealni vektor vyuZzivany pro expresi proteini v hostitelské bunice by mél navic
obsahovat sekrecni signdlni peptid a odstranitelnou fizni znacku pro vyssi stabilitu a

snazsi purifikaci ziskaného proteinu.
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Nejtradi¢n€jsimi  vektory pro klonovani jsou plazmidy. Jednd se o
extrachromozomalni sebereplikujici se dvouvlaknovou kruhovou DNA. Nevyuzivaji se
piirozené se vyskytujici plazmidy, ale geneticky upravené, aby spliiovaly podminky
isp&$né transformace a exprese v hostiteli. Casto je transgen vloZen v klonovacim misté
uvnitf genu LacZ, jehoz produktem je P-galaktosidasa. Samotné klonovaci misto
funk¢nost genu nenarusuje, k jeho inaktivité v§ak dochazi pii uspé$né inzerci transgenu.
Enzym [B-galaktosidasa ve své aktivni form¢ hydrolyzuje bezbarvy substrat X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosid) na intermediat, ktery spontanné
oxiduje na modry produkt. Péstujeme-li bakterie na médiu doplnéném o X-Gal, mizeme
odlisit podle modro-bilého zbarveni kolonii bilé¢ transformanty od modrych bunék

s vektorem prazdnym nebo bunék bez vektoru.

Plazmid by mé¢l obsahovat takovy promoter, ktery zajistuje indukovatelnou a silnou
expresi proteinu. Bézné vyuzivané jsou napi. promotery z lac a trp operona E.Coli,

promoter genu 10 z bakteriofaga T7 &i p- promoter z faga A.

Jako klonovaciho vektoru se ¢asto vyuziva také bakteriofagu A. Transgen je vlozen
do oblasti fagové DNA esencialni pro jeji zabudovani do chromosomu hostitele.
Rekombinantni fag se potom i s transgenem replikuje lytickou cestou, ¢ehoz je vyuzito

pro inkorporaci transgenu a jeho pomnozeni v hostiteli.

Od vyse uvedenych zakladnich vektort jsou odvozené dalsi. Kosmid je kombinaci
plazmidu a bakteriofaga. Z plazmidu je vyuzito pocatku replikace, z bakteriofaga
specifickych cos sekvenci, mezi néz je inzert vloZen. Pro inzerci je kosmid linearizovan,
po transformaci hostitele se DNA zacykli a dale se replikuje jako plazmid z vlastniho

pocatku replikace.

Modifikovanou verzi kosmidu je fosmid, ktery ma pocatek replikace odvozeni od F

faktoru E. Coli.

Pro potieby klonovani velkych fragmenti DNA (>47 kb) je tfeba vyuzit specialnich
umélych  bakteridlnich a  kvasinkovych chromosomit - BAC a YAC
(http://labguide.cz/metody/klonovani).

2.1.1.3 Expresni systémy
Pro expresi rekombinantnich proteinli lze vyuZzit celou Skéalu hostitelskych bunék,

pocinaje E.Coli az po sav¢i bunééné linie odvozené z lidskych bunék. Podle pozadavki
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na kvalitu a kvantitu proteinu lze vyuzit prokaryotickych systémt, kvasinek, sav¢ich
bun¢k nebo bunék hmyzich. Vyjimkou neni ani vyuziti vlaknitych hub jako expresnich
systémt v biotechnologiich, nebo molekuldrni farmateni v transgennich rostlinach c¢i

zviratech (Gomes et al., 2016).

Bakterialni systemy
Nejstar§Sim a nejvyuzivanéj$im systémem pro produkci proteinii jsou systémy
prokaryotni. Prim mezi vSemi bakterialnimi systémy hraje E.Coli, popsany a vyuzivany

jsou ale i dalsi rody a druhy, napt. B. Subtilis ¢i P. Fluorescens.

Nespornymi vyhodami prokaryotnich bunék jsou nizké pozadavky a nédklady na
kultivaci, moznost velkokapacitni fermentace, snadna genovd manipulovatelnost
systému, rychly narast kultur a vysoké vytézky. Nezadouci mize byt produkce proteinu
V nerozpustnych inkluznich téliskdch a hromadéni toxického produktu bakterii,
endotoxinu. Problémy nastavaji také u spravné skladby a funkce proteinu. Bakteridlni
buiiky absolutné postradaji aparat pro posttranslacni modifikace a protein je produkovéan
Vv neaktivni form¢. I pies tato omezeni prevysuji systémy E.Coli a jinych systémy sav¢i,

a to zejména finan¢n¢ a technologicky (Tripathi, 2016).

K transformaci bakterii se pouzivaji plazmidové vektory (pUC, pET, pQE, ...) se
zapojenim nékteré¢ho z celé fady promotert (T7, lac, tre, trp, pL, ...). Indukce exprese
proteinli transformovanou bakterii miZe byt v zavislosti na pouzité varianté¢ vektoru

vyvolana nejcastéji teplem nebo piidavkem IPTG (Tripathi, 2016).
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Kvasinkové systéemy

Kvasinky mohou slouzit jako jednoduchy a levny ndstroj pro pfipravu vysSich
eukaryotnich proteintl v jejich spravné konformaci. Céste¢n& jsou schopny i savéich
posttransla¢nich modifikaci. Tento nastroj neni dokonaly a mezi modifikacemi kvasinek
a savCich bunék nalezneme nemalé rozdily, jako je naptiklad jiny vzor glykosylace u
nejvyuzivanéj$i S.Cerevisiae. Tento problém je vSak mozné vyiesit alternativnim
kvasinkovym systémem, P.Pastoris, jehoz glykosylace se blizi t¢ém sav¢im. Benefitem
kvasinek je kromé spravného foldingu proteini také vysoky vytézek exprese, nizké

naklady, velkokapacitni kultivace a rychly rist (Gomes et al., 2016).

Inzert je do bunék vlozen pomoci specializovanych plazmidi (epizomalni,
centromerovy, replikujici se, integracni) ¢i YAC. Vyuzivané plazmidy jsou kompatibilni
s E.Coli, ve které mohou byt namnozZeny, a obecné se oznacuji terminem ,,shuttle
vektory (Lundblad, 2001). Promotery jsou nejéastéji indukovatelné promotery GALI u
S.Cerveisiae a AOX1 u P.Pastoris.

Savci a hmyzi systémy

K zisku eukaryotnich rekombinantniho proteinu, jehoz aktivita by odpovidala
biologické aktivité pfirozeného proteinu, je nutné pouziti adekvatnich vysSich
eukaryotnich systémil. Spravnych pozadovanych posttransla¢nich modifikaci u proteint
savéiho pivodu Ize dosahnout jediné v buiikach s vyvinutym aparatem posttranslac¢nich
uprav. Sav¢i hostitelské systémy produkuji proteiny, které svymi modifikacemi i1
aktivitou odpovidaji jejich pfirozenym variantdm. UdrZovani a manipulace s témito
systémy je naro¢na jak financné, tak technologicky. Navic, vysledné vytéZzky jsou nizké
a rychlost ristu a produkce je pomalé. Levnéj$i variantou s vétSimi vynosy jsou bunky
hmyzi. Jejich pouziti vS§ak mize byt v nékterych pripadech na ukor spravné utvorenych

modifikaci (Ruckova et al., 2014).

K vneseni transgenu do savc¢ich bunck slouZzi specifické virové vektory, odvozené
nejcastéji od retrovird, lentoviri nebo adenovird. K produkci proteini v hmyzich
systémech se vyuzivd infekce bun¢k baculovirem spolecné s transferovym vektorem.
Vzhledem k tomu, ze baculoviry jsou pfirozenymi parazity uzké skupiny hmyzu a pro

wewvr

virovych vektort a sav¢ich bunék (Gomes et al., 2016).
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Zajimavy posunem na poli pfipravy rekombinantnich proteinti je tzv. molekuldrni
farmareni. Transgenni rostliny a zivo¢ichové jsou vyuzivany jako ,,tovarny na vyrobu

biofarmak, jakymi jsou proteinova terapeutika ¢i vakciny.

Dostupné expresni systémy a jejich klady a zapory jsou shrnuty v Tabulka 1.
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Tabulka 1: Prehled expresnich systémit a jejich viastnosti. Upraveno podle informaci z clankii
Gomes et al., 2016 a Ruckova et al., 2014.

Hostitelsky Priklad Vyhody pouZziti Nevyhody pouziti
systém
Prokaryota E. coli, Snadno kontrolovatelny Produkce endotoxini
B. subtilis, a manipulovatelny, Chybi posttranslacni
L. lactis, ovéfeny systém modifikac¢ni (PTM)
P.fluorescens Levna produkce aparat
Rychly rtst Rozdily v genetickém
Vysoké vytézky kodu
Moznost sekrece do Chybi introny

média Tvorba inkluznich
MozZnost  kontinudlni télisek
exprese
Kvasinky (niZsi S. cerevisiae, Aparat pro PTM Hypermanosylace
eukaryota) P. pastoris,  Jednoduchy a Tendence zadrzovani
S. pombe nenaro¢ny systém pro proteinu v bunce
eukaryotické proteiny  Nizsi vytézky nez
Levna produkce E.Coli
Rychly rast Rozdily v genetickém
kodu
Vldknité houby A. niger Glykosylace témér jako  Komplexni systém
u savcl Mén¢ znamo o jejich
Vysoké vytézky fyziologii
Nizké néklady
Savci buriky HEK 293, Produkce proteint Finan¢né narocné
Hela, V jejich pfirozené Pomaly rist
CHO, biologicky aktivni Nizké vytézky
COS, formée Néro¢na technologie
BHK PTM Nachylné ke
kontaminaci
Hmyzi Sf-9, Veétsi vytézky nez savéi  Nelze exprimovat
buiiky/baculoviry  Sf-21 systémy kontinualné
+ baculoviry  PTM podobna jako u Vyssi naroky na
savcl kultivaci

Produkce glykoproteini

Pomalejsi rist
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2.1.2 Purifikace proteinii

Vyuziti rekombinantnich proteint v klinické praxi se setkava s vysokymi naroky na
Cistotu produkt. Proces a efektivitu purifikace lze usnadnit nastroji molekularniho
klonovani. Produkované rekombinantni proteiny jsou ve vétSiné piipadi exprimovany
S tzv. fuznimi afinitnimi znackami (Tabulka 2). Ve vétsing ptipadd se jedna o specialni
kratké oligopeptidy, které umoziuji selektivni vyvazani proteini ptes jeho ligand.

S vyhodou je tak pro purifikace proteint vyuzivano metod afinitni chromatografie.

Fuzni znacky jsou v purifikovanych produktech nezadouci a Ize se jich snadno zbavit
diky pritomnosti specifické sekvence, ktera je spojuje s proteinem. Spojovaci sekvence
je specificky rozpoznavana proteasou (trombin, faktor Xa, entrokinasa, TEV proteasa),
jejiz aktivitou dojde k odstépeni pfipojené fuzni znacky (Ruckova et al., 2013). Vyhodna
je také fuze chitinové vazebné domény (CBD) s molekulou inteinu, ktera vykazuje
autokatalytickou aktivitu. Odstépeni tagu Ize provadét ptimo na chromatografické koloné

nebo v roztoku (Ruc¢kova et al., 2013).

Tabulka 2: Priklady vyuzivanych afinitnich znacek. Upraveno dle Saraswat et al. (2013)

Znacka Velikost Ligand
Poly-His tag 5-15 aminokyselin  lonty pifechodnych kova
FLAG 8 aminokyselin Protilatka anti-FLAG
Strep tag | 9 aminokyselin Streptavidin
c-myc 10 aminokyselin Protilatka anti-c-myc
CBP 26 aminokyselin Calmodulin
CBD 27-189 Celulosa

aminokyselin
GST 26 kDa Glutathion
MBD 40 kDa Maltosa, amylosa

Zéakladnim prvkem pro afinitni chromatografii je kolona plnéna matrici s molekulami
ligandu. Kazda fuzni znacka vyzaduje jinou matrici, jiny ligand a jiny purifika¢ni
protokol, obecny princip metody je vSak u vSech stejny. Na matrici plnénou kolonu je
aplikovan bunéény lyzat obsahujici rekombinantni protein spole¢né s balastnimi proteiny.
Purifikovany rekombinantni protein se diky své znacce specificky a vratné vaze na ligand

vV matrici kolony. Zménou pH, ligandu nebo iontové sily diky vhodnym promyvacim
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roztokiim je interakce tagu a ligandu oslabena a cilovy protein je z kolony eluovan

(Ruckové et al., 2016).

Jednou z nejvyuzivanéjsich systému afinitni purifikace je IMAC (immobilized metal
affinity chromatography), a to diky rozsiteni a oblibenosti prace s fizni polyhistidinovou
znackou. Principem purifikace je chelatace v matrici imobilizovanych iontti pfechodnych
kovi (Ni%*, Cu?*, Co?") histidinem. lonty kovil jsou na matrici imobilizovany chelataci
nitriloacetatem (NTA) nebo diiminoacetatem (IDA). Imobilizovany iont ma k dispozici
vazebna mista, na které je vyvazovan histidin z fizni znacky proteinu (Wong et al., 1991).
K eluci faznich proteinii 1ze krom& zmény pH vyuzit aplikace imidazolu, strukturné
podobné slouceniny. Imidazol vykazuje vys$$i afinitu ke kovovym iontim v matrici a

vytésiiuje histidin z vazby.

MNi-NTA

Obrizek 2 Schéma Ni** zprostiedkované vazby proteinu s polyhistidinovou znackou na matrici
IMAC. Prevzato z Rowinska-Zyrek et al., 2013.
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2.2 Glykoproteiny

Nové¢ vzniklé proteiny podstupuji posttranslacni modifikace, které jsou dulezité pro jejich
spravnou funkci. Jednou z nejbéznéjsich tprav syntetizovaného proteinu je jeho
glykosylace. Proces glykosylace probiha pievazné v intracelularnim systému membran
zahrnujici membranové utvary endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu.
Vysledkem glykosylace je vznik glykosidické vazby mezi aminokyselinou a sacharidem.
Proteiny podstupujici tento typ modifikace oznacujeme spoleCnym néazvem

glykoproteiny.

Glykoproteiny obsahuji glykanové fetézce slozené az z 20 sacharidovych jednotek.
(Tabasum et al., 2017). Bézn¢ mize byt v polysacharidovém fetézci glykoproteini
vazano 9 typi sacharidovych jednotek: N-acetyl-D-galaktosamin, N-acetyl-D-
glukosamin, D-glukosa, D-manosa, ramnosa, L-fukosa, xylosa, D-galaktosa a kyselina
sialylova. Jejich zastoupeni je variabilni napfi¢ riznymi typy glykoproteint (Tabasum et
al., 2017).

Podle typu glykosidové vazby muzeme rozliSit glykoproteiny na dvé zékladni
skupiny: O-glykoproteiny (vzniklé O-glykosylaci) a N-glykoproteiny (vzniklé N-
glykosylaci) (Ferguson et al., 2009).

2.2.1 Glykosylace
2.2.1.1 O-glykosylace

O-vazané glykany jsou kratké oligosacharidové fetézce, které jsou na protein ptipojeny
Vv Golgiho aparatu. O-glykosidové vazby se Gcastni OH skupina hydroxyaminokyselin, a
to nejcast&ji serinu a threoninu. Nejcastéji je O-glykosylace zahajena pfipojenim N-
acetylgalaktosaminu (GalNAc) za ucasti enzymu z rodiny GalNActransferas. Takto
vznikajici O-glykoproteiny oznafujeme jako O-glykoproteiny mucinového typu.
Glykoproteiny s navazanym GalNAc mohou byt prodlouzeny pifidanim molekuly
galaktosy nebo N-acetylgalaktosaminu. Takto vznika 8 zédkladnich struktur (struktury
core 1-8, zndzornény na Obrazku 3), které mohou byt v dalSich krocich prodluzovany a
vétveny. Téchto kroki se i€astni molekuly galaktosy, GalNAc, GlcNac, gukosy, kyseliny

sialylové a estery sulfati a jejich ptislusné transferasy (Ernst, et al., 2008).

21



Core 1 Cores [

18— B3
B1-3
s
Core 2 Q.>U corec HH—{1—
= B1-6
>
- Core 7 B
Core 3 .31—?_ SLE
2
Core 4 Cores O—L1—
al-3
o\

O cal [] cainac [ GleNAc

Obrdzek 3. Core struktury O-glykamii. Na molekulu N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) je
navdzana molekula galaktosy (Gal) nebo N-acetylglukosy (GlcNAc). Typ navazané jednotky a
jeji vazby dava vzniku 8 rozlisnym strukturdm. Prevzato a upraveno z Tailford et al., 2015.

2.2.1.2 N-glykosylace

N-glykosylaci vznikaji robustnéj§i a rozvétvenéjsi glykany, nez tomu bylo u O-
glykoproteint. Je zahdjena v endoplasmatickém retikulu na amidové skupiné asparaginu,
ktery se vyskytuje v sekvencnim motivu N-X-S/T. X miZe byt kterakoliv aminokyselina
kromé prolinu. Serin a threonin mohou byt v sekvenci vyjime¢né nahrazeny 1 cysteinem
(Satomi Shimonishi 2004). Sacharidové jednotky nejsou na protein piipojovany
postupné, ale v podob& 14sacharidového fetézce. Tento prekurzor obsahuje 3 molekuly
glukosy, 9 molekul manosy a 2 molekuly N-acetylglukosaminu. Retézec se formuje na
lipidové membranové kotvé, dolicholu.  Prvni pfipojovanou jednotkou je N-
acetylglukosamin. Cast sacharidd se k dolicholu pfipoji na cytosolové strané
endoplasmatického retikula a tvorba glykanového fetézce je dokoncena po pieklopeni
dolicholu v lumen endoplasmatického retikula. Glykan je z dolicholu pfenesen na
asparaginové reziduum proteinu Vv reakci katalyzované enzymem

oligosacharyltransferasou (EC 2.4.1.119) (Trombetta, 2013).

V endoplasmatickém retikulu je vznikly glykoprotein jeSt€ upraven za ucasti
glukosidasy | (EC 3.2.1.106), glukosidasy Il (EC 3.2.1.84) a manosidas. Odstépenim

posledni vazané glukosy je glykoprotein uvolnén z endoplasmatického retikula do
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Golgiho aparatu (Trombetta, 2013). Zde dochazi k dal§im modifikacim a rozvétveni N-
glykanu.

2.2.2 Funkce glykanovych Fetézci

Glykanové fetézce navdzané na proteiny Chrani pied proteasomalni degradaci,
napomahaji v procesu spravného slozeni proteinu v ER, vystupuji jako transportni signal
pii vezikularnim sméfovani proteinu do cilové organely. V podobé mucini obsazenych
ve sliznicich plni protektivni G¢inek. Glykoproteiny vystupuji jako markery bunécné

identity na povrchu bun¢k (Alberts et al., 2008).

Glykoproteiny tvoii velkou c¢ast sérovych proteini. Vyznamnym zéastupcem
glykosylovanych proteinii jsou imunoglobuliny ucastnici se reakci imunitni odpovédi.
Glykany nalezneme u vSech tfid imunoglobulind a plni fadu funkci: Podileji se na
struktufe imunoglobulint, ovliviiuji rozpustnost a konformaci molekuly, jsou dllezité pro
sekreci imunoglobulinti a stoji za zprostfedkovani vazeb s patogeny a receptory (Arnold
et al., 2007).

2.3 Imunoglobulin A
2.3.1 Struktura IgA

Jednou z klicovych slozek specifické imunity jsou imunoglobuliny. Jedna se o
glykoproteiny s typickou globularni strukturou, ktera se sklada ze 2 tézkych a 2 lehkych
fetézcl vzajemné propojenych disulfidickymi vazbami. Tézké fetézce se skladaji ze 4-5
imunoglobulinovych domén, lehké fetézce ze 2 domén. Misto propojeni domén tézkého
fetézce se oznacCuje jako pantova oblast. Na N-koncich tézkého i lehkého fetézce se
nachazi variabilni domény, které jsou zodpovédné za specifitu vii¢i antigenim. Ostatni
domény jsou konstantni a vV rdmci jednoho izotypu imunoglobulint se nikterak nelisi.

(Hortejsi a Barttinkova, 2009).

Imunoglobulin A obsahuje tézké fetézce typu a. RozliSujeme u néj dva typy lehkého

fetézce, k a A.

IgA se vyskytuje v riznych formach v zavislosti na lokalité ve které je stanovovan.
Monomerni forma IgA je predominantni formou, kterou nalezneme v cirkulaci. Mistem

jeji tvorby je kostni dien. (Woof, 2013).

Dimery IgA (dIgA) s mensim pfispévkem dalSich polymert (pIgA) dominuji ve

sliznicich, respektive v jejich externich sekretech jako tzv. sekre¢ni forma dIgA. dIgA a
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plgA jsou souhrn¢ oznacovany jako polymerni IgA. dIgA tvori dvé molekuly IgA, které
jsou na Fc konci propojeny polypeptidem oznacovanym jako J fetézec (Krugmann et al.,
1997). dIgA je pifenasen do extracelularniho prostoru pomoci vazby na membranovy
receptor (pIgR). pIgR je po navazani IgA rozstépen a jedna jeho Cast zastava na IgA
navazana.Tento pozustatek oznacujeme jako sekre¢ni komponenta (S komponenta) a je
charakteristickym znakem sekre¢nich forem dIgA (Woof, 2013). Tyto polymerni formy
jsou produkovany plazmatickymi buiikami slizni¢niho epitelu (Brandtzaeg a Johansen,
2005).

U c¢loveéka nalezneme IgA ve dvou formach, IgAl a IgA2 (Woof a Russell, 2011).
Oba izotypy vykazuji zna¢nou homologii s vyjimkou tseku pantové oblasti, ktera je u
IgA1 prodlouZzena. Rozdilné je jejich zastoupeni v systému. V sekre¢nich produktech
hornich cest dychacich a horniho zazivaciho traktu dominuje forma IgA1l, v sekretech
tlustého stfeva a zenského pohlavniho Gstroji mirné pievazuje izotyp IgA2. V séru je

z 84% zastoupena forma IgA1 (Woof a Mestecky, 2015).

2.3.2 Funkce IgA
IgA zastava tlohu nejen v reakcich adaptativni imunity, ke kterym pfispiva svymi
hypervariabilnimi smy¢kami (CDR) specificky vazici antigen, ale také v mechanismech

imunity vrozené.

Prostfedniky nespecifické imunity, kterd pifedstavuje prvni linii obrany proti
bakterialnim patogentim, jsou cukerné fetézce na povrchu molekul IgA. Povrchy bakterii
nesou proteiny lektiny, které s cukry reaguji. Cukry jsou nedilnou soucasti IgAl i
IgA2. Vyskytuji se jako O-glykany v pantové oblasti IgA1 a jako N-glykany na tézkém
fetézci u IgAl a IgA2. Bakterie jsou tedy rozpoznavany IgA pomoci nespecifické vazby
lektin-cukr (Ruhl et al., 1996).
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Obrazek 4 Struktura 1gAL s charakteristickou aminokyselinovou sekvenci prodlouzené pantové
oblasti. Cervené oznacena rezidua serinu a theroninu jsou misty potencialni O-galaktosylagce
IgAl. Upraveno podle Knoppova et al., 2016.

Specifické protilatky typu IgA vystupuji napiiklad v reakci na pritomnost
choleratoxinu patogenu Vibrio cholarae (Apter et al., 1993), jsou namifeny proti reoviru

typu 1 Lang (Helander et al., 2004) ¢i rotaviralnimu proteinu V6P (Corthesy et al., 2006).

2.3.3 IgAl

IgAl je sérovym dominantnim izotypem imunoglobulinu A. Nejsignifikantnéjsi rozdil
mezi obéma izotypy pozorujeme Vv pantové oblasti, ktera je u izotypu IgAl vyznamné
prodlouzena, a to diky inzerci 16 aminokyselin s usekem opakujicich se prolinovych,

threoninovych a serinovych rezidui (Obrazek 4 4) (Woof a Mestecky, 2015).

Povaha vlozené aminokyselinové sekvence se odrazi i v odlisné glykosylaci IgAl,
ktery tak na rozdil od IgA2 nabizi unikatni mista pro O-glykosylaci. Pantova oblast IgA 1
nese obvykle 3-6 O-glykant. Cukerné fetézce obsahuji N-acetylgalaktosamin (GalNAc),
galaktosu a kyselinu sialylovou a vykazuji mikroheterogenitu (Tarelli et al., 2004). Diky
prodlouzené pantové oblasti je IgA1 nachylny ke Sté€peni bakteridlnimi proteasami. Jejich
pusobenim vznikaji z molekuly 2 fragmenty: Fab nesouci vazebnou doménou pro antigen

a fragment Fc, tvofen doménami tézkého fetézce (Hotejsi a Bartinkova, 2009).

Na tézkém fetézci IgA 1 se potom nachédzeji mista pro N-glykosylaci, kterd mize tvofit

6-7 % hmotnosti molekuly (Tomana et al., 1976).

25



2.3.3.1 O-glykosylace imunoglobulinu Al

U imonoglobulinu A1 nabizi vhodna mista pro O-glykosylaci pantova oblast spojujici
Fab a Fc regiony molekuly. V této oblasti bohaté na prolin se nachazi 9 potencialnich
mist O-glykosylace. U 6 aminokyselinovych rezidui byla mista vyskytu O-glykant
potvrzena: Thr?28 Ser?®, Ser?32 Thr?2® Thr?% a Thr23 (Mattu et al., 1998; Takahashi et
al.,, 2012). O-glykosylace pantové oblasti [gA1 ma v ramci imunitniho systému své
opodstatnéni. Pies O-glykany jsou navazovany patogenni mikroorganismy, sekre¢ni IgA
V matetském mléce takto napomaha celit novorozenctim s nezralym imunitnim systémem

infekénim agens (Arnold et al., 2007).

O-glykosylace pantové oblasti IgA1 probiha v Golgiho aparatu a je do ni zapojeno
hned nékolik enzymu, které se podili na postupném piidavani komponentt na vznikajici
O-glykan. Pridavané sacharidy jsou ve své aktivni formé, tj. ve vazbé na nosi¢
uridindifosfat (UDP). Pocatkem procesu tvorby sacharidového fetézce je navazani
N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) na serinové ¢i threoninové reziduum pantové oblasti.
Tento Gvodni krok je katalyzovan enzymem UDP-N-acetylagalaktosaminyltransferasou
(GalNACTII) (lwasaki et al., 2003). Retézec je v dal§im kroku prodlouZen piidanim
galaktosy k molekule GalNAc. Pienos probihd za ucasti enzymu
core 1 B-1,3-galaktosyltransferasy (C1B3GalTl), kterd je stabilizovana chaperonem
Cosmc (Ju et al., 2002). Syntéza cukerného fetézce je ukonéena navazanim terminalni
kyseliny sialylové (SA). Negativné nabitd molekula SA miZze byt navazana jak na
galaktosu, tak ptimo na GalNAc. Sialylaci zprosttedkovavaji enzymy ze skupiny
sialyltransferas, konkrétné a-2,3-Gal specificka sialyltransferasa a a-2,6-GalNAC
specificka sialyltransferasa (ST6GalNAcII) (Raska et al., 2007).

2.3.3.2 Katabolismus IgAl

K odbouravani obéhového IgA1 dochazi pievazné v jatrech (Tomana et al., 1988). Vstup
monomerni 1 polymerni formy IgAl do jater je zprostfedkovan glykan-specifickymi
receptory exprimovanymi na povrchu hepatocyti. Tyto receptory jsou zndmé jako
asialoglykoprotein receptory (ASGP-R) (Moldoveanu et al., 1990). Ligandy ASGP
receptord jsou desialylované glykoproteiny, mezi nimi i IgA. Proteiny se vazi na ASGP
receptory pres sva termindlni galaktosova ¢i GalNac rezidua. Vyvazané glykoproteiny
jsou V hepatocytech uzavieny do vezikul a po fuzi slysozomem enzymaticky
degradovany. Zaroven dochazi k obnove exprese ASGP receptoru na povrchu hepatocytii

(Ashwell a Harford, 1982).
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2.34 IgA2

IgA2 je v séru zastoupen asi jen z 10 %, jeho hladina je vyssi v sekretech (Woof a Kerr,
2006). Hlavnim rozdilem mezi IgA1 a IgA2 je povaha pantové oblasti. IgA2 ma pantovou
oblast zkracenou o 16 aminokyselin oproti IgA1 a postrada tak unikatni mista pro vazbu
O-glykant. Jedinou variantou glykosylace IgA2 je N-glykosylace na tézkém ftetézci.
Molekula IgA2 byva N-glykosylovana z 8-10 % (Tomana et al., 1976).

V systému se IgA2 vyskytuje ve dvou allotypech, které nesou oznaceni IgA2m(1) a
IgA2m(2). Sekvence tézkych fetézcl obou variant se po celé délce na mnoha mistech lisi.
Nejvétsim rozdilem je ve spojeni tézkého a lehkého fetézce molekul. U IgA2m(2) jsou
tézky a lehky fetézec spojeny disulfidickymi mustky, vazbou charakteristickou pro
obecnou strukturu imunoglobulinti. IgA2m(1) tento kovalentni typ vazby postrada a

fetézce jsou vazany nekovalentnimi interakcemi (Woof a Kerr, 2006).

2.4 1gA nefropatie

IgA nefropatie, znamad téz jako Bergerova nemoc, je nejcastéjSi znamou
glomerulonefritidou. Jedna se o ledvinové onemocnéni, které vznika v disledku ukladani
IgA protilatek v glomerulech. Tato deposita vyvolavaji lokalni zanét, ktery vede ke

sniZzené schopnosti ledvin filtrovat odpadni latky.

Nemoc byla ve spojitosti s roli IgA1 poprvé popsana v roce 1968 francouzskymi

nefrology Jeanem Bergerem a Nicole Hinglaisem.

2.4.1 Projevy a progrese

Epidemiologie nemoci se v ramci svétové populace lisi. V centralni Africe je prevalence
napfic svétadily hraje z velké ¢asti roli lokalni variabilita infek¢nich patogent a distribuce
alel spjatych s rizikem vzniku nemoci (Kiryluk et al., 2014). Podle registru renalnich
biopsii z let 1994-2011 (Maixnerova et al., 2015) se incidence nemoci v Ceské republice

pohybuje okolo 11,6 ptipadl na milion obyvatel.

IgAN je glomerulonefritidou primarni, zasazeny jsou pouze ledviny bez dalsiho
systétmového poskozeni. Zakladem pro rozvoj nefropatie je mesangialni ukladani
imunokomplexi  obsahujicich IgAl s charakteristickou aberantni glykosylaci
(galaktosadeficientni IgA 1, Gd-IgAl). Vyvoj a nastup nemoci ma pomaly pribéh a rané
ptiznaky nemoci mohou byt subklinické. Nemoc nastupuje ¢asto béhem 20. az 30. roku

zZivota a postihuje ve vétsi mife muzskou populaci (Donadio a Grande, 2002).
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Pribéh nemoci miize byt zpocatku asymptomaticky, doprovazeny mikroskopickou
hematurii S malou proteinurii a mirné¢ zvysenym krevnim tlakem. K zachytu nemoci
dochazi az u 40 % pacientll pii probihajicich infekénich onemocnénich hornich cest
dychacich ¢&i traviciho traktu, kdy je u pacienttl odhalena makroskopicka hematurie. Rada
pacientl je diagnostikovdna az v pozdéjSich stadiich choroby, pii kterych je jiz patrna
proteinurie a snizena funkce glomerularni filtrace. Pribéh mnoha renalnich zanétlivych
chorob je totozny a specificka diagnéza IgAN se proto stanovi na zakladé biopsie ledvin
a nasledného histopatologického nalezu (Raska et al., 2016). Prtib¢h nemoci vede po 20
letech od diagndzy u 14 — 39% pacientt k selhani ledvin (Berthoux et al., 2008).
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Obrdzek 5: Schéma multifaktorialni teorie vzniku IgA nefropatie. Rozvoj onemocnéni je casto
spustén vlivem vnéjsich faktorii (infekce hornich cest dychacich/GIT) u geneticky
predisponovanych jedinciu (Faktor 0), které aktivuji IgAI-produkujici bunky k tvorbé Gd-1gAl
(Faktor 1). V obéhu jsou pritomny specifické anti-Gd-IgA1 protilatky (Faktor 2), které interaguji
s deficientné galaktosylovanymi IgAl za tvorby patogennich vysokomolekuldarnich
imunokomplexii (Faktor 3). Ty diky pritomnosti autoprotilatek a své velikosti obchazi jaterni
odbouravani a ukladaji se v mesangiu ledvin. Tam indukuji proliferaci bunék, produkci
prozanétlivych cytokini a extraceluldrni matrix (Faktor 4). Dochdzi ke sniZeni glomerularni
filtrace a celkovému poskozeni ledvin. Upraveno podle Knoppova et al., 2016.



2.4.2 Etiopatogeneze

Hlavni roli vrozvoji onemocnéni hraji molekuly IgAl s galaktosovou deficienci
Vv pantové oblasti. Patogeneze IgAN byla v mnoha pichlednych ¢lancich (Mestecky et al.,
2013; Novak et al., 2015) popsana multifaktorialnim modelem se ¢tyfmi hlavnimi faktory
pfispivajicimi k nastupu nemoci (Obrazek 5). Jsou jimi zvy$ena hladina Gd-1gA1 v ob&éhu
pacienta, produkce specifickych autoprotilatek, formace patogennich imunokomplexii
obsahujicich Gd-IgAl a ukladani téchto imunokomplexii v mesangiu glomerula

s naslednou proliferaci bunék a rozvojem zanétu ledvin (Knoppova et al., 2016)

2.4.2.1 Galaktosadeficientni IgA1

Za tvorbou aberantn¢ galaktosylovanych IgAl stoji zmény v enzymatické draze
glykosylace. Specifické glykosyltransferasy vykazuji u IgAN pacientli defektni chovani
oproti zdravym jedincim. Ve vyzkumu Qina et al. (2005) byla zaznamenana vyrazné
niz8i exprese genu Cosmc v B-lymfocytech pacienttli, nez je tomu u zdravych jedinci.
S mensi produkci Cosmc chaperonu, ktery stabilizuje B-1,3-galaktosyltransferasu, je
negativné ovlivnéna aktivita tohoto enzymu. U pacienti se taktéZ objevuje sniZena

exprese samotného enzymu -1,3-galaktosyltranserasy (Suzuki et al., 2009).

Ke vzniku podgalaktosylovanych proteint ptispiva i pfedcasna sialylace cukerného
fetézce. Nasleduje-1i pfidani kyseliny sialylové ihned po navazéani zdkladni stavebni
molekuly O-glykanu, GalNAcu, dal$i prodluzovani fetézce zprostredkované transferasou
C1B3GalTl je omezeno. V bunéénych liniich pacientd byla prokazana zvysena hladina
exprese specifické sialyltransferasy ST6GalNAcII (Raska et al., 2007).

Suzuki et al. (2014) navic odhalili i roli zapojeni cytokind, pfedevsim IL-6, jehoz
produkce je u pacientl zvySena. Vysledky vyzkumu ukazaly, ze exprese C133GalT1 a
chaperonu Cosmc jsou za piisobeni cytokinti IL-4 a IL-6 sniZené. IL-6 kromé toho plisobi

1 na expresi ST6GalNACcII, kterou naopak zvysuje.

2.4.2.2 Imunokomplexy
Depozita v mesangiu

Biopsii pacientli s IgAN byla odhalena depozita imunitnich komplexd v mesangiu
ledvin. Imunofluorescen¢nimi a MS studiemi byla v téchto imunodepozitech potvrzena
prevladajici galaktosadeficienti forma imunoglobulinu Al (Conley et al., 1980; Hiki et
al., 2001). Predominantni forma téchto aberantnich IgA1l v komplexech je polymerni

(Tomana et al., 1997), coz naznacuje jejich pravdépodobny slizni¢ni ptivod. Mesangialni
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bunky v glomerulu svymi kontraktilnimi vlastnostmi pfispivaji k regulaci toku krve
Vv kapildrach a potazmo se tak podileji na spravném chodu glomerularni filtrace.
Pfitomnost imunokomplexta s IgAl, které nebyly metabolizovany hepatocyty, vede
k patologické proliferaci mesangialnich bunék, nadprodukci extracelularni matrix a

produkci prozanétlivych cytokind.

Na povrchu mesangialnich bun¢k byl identifikovan transferrinovy receptor CD71 a
v experimentech in vitro byla prokazana proliferace bunék meSangia po navazani
imunokomplext na receptor (Moura et al., 2001). Avsak zatimco predominantni formou
IgA1l v mesangiu jsou polymerni IgAl, CD71 preferencné vaze monomery.
Ptredpokladem je tedy spoluprace a existence dalSich receptort, které by vice objasnily

vstup Gd-IgA1 a jeho imunokomplexti do mesangia.

Vznik imunokomplexu

Galaktosadeficientni IgAl se v cirkulaci nevyskytuji ve volné formé. Jsou
vyvazovany do vysokomolekularnich imunitnich komplext, ve kterych vystupuji jako
antigen pro protilatky specificky cilené na pantovou oblast Gd-IgA1 (Tomana et al.,
1999; Suzuki et al., 2009). K zavéru, ze klicovou casti molekuly Gd-IgAl pro vazbu
protilatek je pantové oblast, pfispely Cetné experimenty v cele s vyzkumem Tomany et
al. (1999). Odstranénim O-glykanového fetézce z pantové oblasti byla reaktivita IgA1 se

sérovymi protilatkami potlacena.

Piitomnost protilatek typu IgG (a c¢aste€né IgM) specifickych proti IgAl byla
potvrzena i u zdravych jedinct (Jackson et al., 1987). U pacientt s IJAN jsou hladiny
téchto protilatek vyS$i a nachdzi se v pfemife nejen ve formé& patogennich

imunologickych komplext s Gd-IgAl, ale i volné v séru (Tomana et al., 1997, 1999).

Aktivita téchto imunokomplextd byla in vitro zkoumana na modelu primarnich
lidskych mesangialnich bunék (Chen et al., 1994). Béhem experimenti bylo zjisténo, Ze
Gd-IgA1 obsahujici imunokomplexy ziskané od pacientt se vazi k mesangialnim buiikam
efektivnéji nez volné molekuly Gd-IgA1 ¢i imunokomplexy zdravych jedinct a jsou
schopny navodit proliferaci bunék mesangiu a zanétlivou reakci (Novak et al., 2007).
Zajimavym zjisténim byl fakt, Ze takto patologicky na mesSangialni buriky ptisobi pouze
imunokomplexy o velikosti 800-900 kDa. Komplexy mensich velikosti (700-800 kDa)

naopak v experimentech in vitro vykazuji inhibi¢ni vlastnosti a potlacuji proliferaci
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mesangia (Novak et al., 2005). Prolifera¢ni aktivitu nevykazuji ani volné Gd-IgAl, ani
imunokomplexy, které¢ Gd-IgAl neobsahuji (Novak et al., 2007).

Odbouravani Gd-IgA1 a imunokomplexit

Katabolismus IgAl probiha za ucasti ASGP receptoru vaziciho desialylované
glykoproteiny ptes jejich termindlni Gal ¢i GalNac. Ackoliv jsou O-glykanové fetézce
patogennich podgalaktosylovanych IgA1l v mnoha ptipadech zakonceny molekulou
GalNac potiebnou pro prostup IgA1 do jater, jejich odbourdvani touto cestou je omezeno.
Interakce Gd-1gAl1 s ASGP receptory je oslabena pritomnosti Gd-IgA1 specifickych
autoprotilatek, které aberantni IgA1l vyvazi a zabrani jejich vazb&é na hepatocytarni

receptory (Novak et al., 2002).

Stejné tak nejsou katabolizovany ani vznikajici patogenni imunokomplexy. Kvuli své
vysoké molekularni hmotnosti a rozméru neprojdou Disseho subendotelialnim prostorem,
ktery se nachazi mezi hepatocyty a kapilarami Vv jatrech. Je tak zabranéno jejich interakci
s ASGP receptory na hepatocytech (Mestecky et al., 2013).

2.4.3 Lécba IgA nefropatie

2.4.3.1 Soucasny trend terapie

Specificka 1é¢ba nemoci nebyla do soucasné doby zavedena. Pacienti podstupuji 1éc¢bu
terapiemi cilenymi na chronickd onemocnéni ledvin. Miru poskozeni ledvin a funkci
glomerularni filtrace odrazi proteinurie. Jeji monitoring je zasadni pro zhodnoceni stavu
a progrese onemocnéni (Raska et al., 2016). Terapie jsou proto predevS§im zaméfeny na
udrzovani proteinurie a krevniho tlaku ve fyziologickych hodnotach. K potlaceni
proteinurie a sniZeni krevniho tlaku slouzi v 1écbé nejucinnéji blokatory renin-
angiotenzin-aldosteronového systému — inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu

(ACE) a blokatory receptoru pro angiotenzin II (ARB) (Reid et al., 2011).

Pro pacienty s pfetrvavajici proteinurii nad 1 g/24 h je doporucend podplrna lécba
podavanim rybiho oleje (Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Acute
Kidney Injury Work Group., 2012).

Dal8i moznosti 1é€by je imunosupresivni terapie s podavanim glukokortikoidd.
Zavadi se u pacientll s pfetrvavajicimi pfiznaky hematurie a hodnotami proteinurie
vysSimi nez 1 g/24 h pii soucasné 1écb¢ inhibitory ACE ¢1 ARB. Podnétem pro

imunosupresivni terapii jsou také histologické nalezy v biopsii ledvin (Raska et al., 2016).
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Podle japonskych studii Wanga et al. (2011) a pozd¢ji Yuzawa et al. (2016) ma
pozitivni vliv na zpomaleni progrese onemocnéni tonzilektomie za souc¢asného podavani

glukokortikosteroidi.

2.4.3.2 Vyhlidky kauzdlni terapie
Inhibice tvorby podgalaktosylovanych IgA

Jednou z nejschiidnéjsich cest 1€cby by mohla byt eliminace bunék tvoticich Gd-1gALl.
Vzhledem k prozatim neznamému pivodu ¢i fenotypovym znakim téchto bunék nelze

vsak terapii na jejich eliminaci zamifit (Raska et al., 2016).

Vice je vSak znamo o podstaté tvorby galaktosové deficience u molekul IgA1. Byly
popsany konkrétni enzymy zapojené do galaktosylace IgA1l a s nimi i defekty v jejich
expresi a regulaci vyskytujici se u IgAN pacienti. Ve zminované dysregulaci
glykosyltransferas u IgAN jsou podle Suzuki et al. (2014) zapojeny i cytokiny IL-6 a IL-
4. Nabizi se tak terapie zamécfend na ovlivnéni miry exprese glykosyltransferas a

cytokinové modulace (Raska et al., 2016).

Inhibice tvorby patologickych imunokomplexii obsahujicich Gd-1gAl

Za iniciaci zanétlivych reakci v ledvinach stoji Gd-IgAl obsahujici imunitni
komplexy o velikosti 800900 kDa. Komplexy o mensich molekulovych hmotnostech
(700-800 kDa) proliferaci mesangia neaktivuji a prokazuji in vitro uc¢inek inhibi¢ni
(Novak et al., 2005). Mozna specificka 1é¢ba by mohla vyuzivat zasahu do regulace

rovnovahy tvorby patologickych a nepatologickych imunokomplext.

Navrhnuty jsou dva potencialni pfistupy, oba vyuzivajici technologii rekombinantni
DNA. Prvni pfistup pocitd s piipravou kratkych analog pacientskych Gd-IgAl
(rekombinantni kratké useky obsahujici kli¢ovou pantovou oblast IgA1) kompetitujici o
vazbu s autoprotilatkami. V druhém pfistupu je vyuZito monovalentnich autoprotilatek
odvozenych od pacientskych. Rekombinantné lze pfipravit imunoglobulinovy fragment
Fab nebo scFv, oba obsahujici kli¢ové variabilni domény téZkého a lehkého fetézce
(Raska et al., 2016). S vyhodou muze byt taktéz vyuZzito imunizace zvifat pfirozené
tvoricich imunoglobuliny sloZené pouze z tézkych fetézcu (velbloud ¢i lama) k produkci

tzv. nanobodies.

Inhibice proliferace bunék mesangia
Imunokomplexy pfitomné u pacientd indukuji aktivitu fosforyla¢ni drahy

MAPK/ERK. Aktivace drahy ma za nésledek tvorbu prozanétlivych cytokinti. K omezeni
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zanétlivé a proliferani reakce by mohly proto byt vyuzity inhibitory proteinkinas
zapojenych do MAPK/ERK drahy (Tamouza et al., 2012).

Kim et al. (2012) odhalili u lidskych mesangialnich bunék piitomnost kinasy SYK
(spleen tyrosine kinas), ktera je zapojena do signalizace zprostiedkované imunoreceptory.
V experimentech demonstrovali i roli SYK v patogenezi IgAN. Proliferace a cytokiny
indukovana zanétlivd reakce byla potlacena pfi aplikaci R406, inhibitoru SYK, a

souhlasné¢ i pfi uml¢eni SYK genu. Inhibice kinasy SYK tak nabizi dalsi 1éCebnou strategii.

Stépeni IgA1 v glomeruldrnich depozitech

Narozdil od IgA2, IgA1 je diky své pantové oblasti nachylny ke st€peni bakterialnimi
proteasami (napi. bakterie rodu Streptococcus, Neisseria, Haemophilus) (Senior a Woof,
2005). Stépit 1ze jak volné molekuly, tak i ty uloZené v depozitech v mesangiu ledvin.
Ptistup proteolytického Stépeni IgAl byl s tispéchem aplikovan na mySim modelu. Po
injekci IgA1 proteas doslo k redukci depozit a zanétlivé reakce a ke snizeni hematurie
(Lechner et al., 2016). U lidskych pacientii v§ak s sebou tento pfistup pfinasi nemalé
problémy. Zatimco u mysiho modelu pro IgAN jsou IgAl pfitomny pouze v uméle
vpravenych imunokomplexech, u ¢loveka se IgA1 nachazi ve volné formé v ob&hu. IgA 1
proteasy by masivnim §t€penim IgA1 v ob&hu natropily vice Skody nez uZzitku pti St€peni
patogennich depozit v mesangiu. Proteolyzou krevniho IgA1 by vznikalo velké mnoZzstvi
Fab a Fc fragmentl, coz by se neobeslo bez systémovych nésledkd. Opakované podani

proteas by navic mohlo vést k produkci protilatek (Raska et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Chemikalie

@)
@)

o 0O 0O 000 0o O o o o o o o o o o o o o o o o o

o

2-merkaptoethanol (LACH-NER, CR)
Antibiotika:
o Carbenicilin (SIGMA ALDRICH, USA)
o Kanamycin K4000 (SIGMA ALDRICH, USA)
Aprotinin (SERVA, Némecko)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (SERVA, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LACH-NER, CR)
Dihydrogen fosfore¢nan sodny dihydrat (LACH-NER, CR)
Dodecylsiran sodny — SDS (MERCK, Né¢mecko)
Ethanol 96% (VWR, USA)
Fenylmethylsulfonyl PMSF (SERVA, Némecko)
Glycin (LACH-NER, CR)
HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
Hovézi sérovy albumin — BSA (NEB, USA)
Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat (LACH-NER, CR)
Chlorid draselny (LACH-NER, CR)
Chlorid sodny (LACH-NER, CR)
Imidazol (SIGMA ALDRICH, USA)
Isopropanol (LACH-NER, CR)
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid IPTG (MERCK, Némecko)
Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (SIGMA ALDRICH, USA)
Kyselina chlorovodikova 36% (LACH-NER, CR)
Ledova kyselina octova 99,8% ((LACH-NER, CR)
Leupeptin (SERVA, Némecko)
Methanol (SIGMA ALDRICH, USA)
Mocovina (SERVA, Némecko)
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (SERVA, Némecko)
n-butanol (LACH-NER, CR)
Page Ruler TM Plus Prestained Protein Ladder (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)
Peroxodisiran amonny (MERCK, Némecko)
Protilatky:
o AffiniPure F(ab‘), fragment goat-anti human IgG, Fcy fragment specific
(JACKSON IMMUNORESEARCH, USA)
o HRP-anti-V5 (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
o HRP-anti-IgA (SIGMA ALDRICH, USA)
o HRP-streptavidin (PIERCE, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MERCK, Némecko)
TrisHCI (MERCK, Némecko)
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Triton X-100 (SIGMA ALDRICH, USA)

Tween-20 (CALBIOCHEM, Némecko)

Ustalova¢ Manual Fixing Bath G354 (AGFA, Belgie)

Vyvojka — Developer G150 (AGFA, Belgie)

Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

© O O O O

3.1.2 Pufry a roztoky
3.1.2.1 Exprese proteinii

LB médium 1% pepton, 1% NacCl, 0,5% kvasni¢ny extrakt,
ddH.O

IPTG 100 mM IPTG, ddH.0

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 3,7 mM NaxHPO4
12 H20, 1,5 mM KH2POj4, ddH20; pH 7,4

3.1.2.2 Purifikace CH1-P-CH2

6M GuHCI pufr (pH 8) 6M GuHCI, 0,1M NaH:POas, 0,01M TrisHCI,
ddH.0; pH 8

Wash 1 promyvaci roztok (pH 8) 8M mocovina, TrisHCl, NaHPO4 0,01M
TrisHCI, ddH20; pH 8

Wash 2 promyvaci roztok pH (6,3) | 8M mocovina, TrisHCI, NaH.POs4 0,01M
TrisHCI, ddH20; pH 6,3

Elu¢ni roztok pH (4,5) 8M mocovina, TrisHCl, NaH2PO4 0,01M
TrisHCI, ddH-0; pH 4,5

3.1.2.3 Purifikace tézkého fetézce IgAl
Tris lyzaéni pufr 8M mocovina, 0,1 mM NaH2PO4, 0,01M

TrisHCI, ddH20; pH 8

Wash 1 promyvaci roztok (pH 8) 8M mocovina, TrisHCI, NaH>PO4 0,01M
TrisHCI, 0,01 imidazol, ddH-O; pH 8

Wash 2 promyvaci roztok pH (6,3) | 8M mocovina, TrisHClI, NaH:PO4 0,01M
TrisHCI, 0,01 imidazol, ddH.O; pH 6,3

Elué¢ni roztok pH (4,5) 8M mocovina, TrisHCI, NaH>PO4 0,01M
TrisHCI, 0,01 imidazol, ddH.O; pH 4,5
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3.1.2.4 Nativni purifikace CH1-P-CH?2 a téZkého ietézce IgA1

Tris lyzaéni pufr pH 8 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM
imidazol, ddH-O, pH 8

+ inhibitory proteas (na 10 ml roztoku 250 mM
PMSF, 4 ul leupeptin, 5,25 pl aprotinin, 10 pl
triton X100, 10 ul EDTA (0,1 M))

Wash promyvaci roztok pH 8 50 mM NaH:PO4 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, ddH-O, pH 8
+ inhibitory proteas

Elu¢ni roztok pH 8 50 mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 500 mM
imidazol, ddH;0, pH 8
+ inhibitory proteas

3.1.2.5 Dialyza CHI-P-CH2

Dialyzaéni pufr 1 4M mocovina, 150 mM NaCl, 10 mM TrisHCL,
ddH20, upravit na pH 7

Dialyzaéni pufr 2 IM mocovina, 150 mM NaCl, 10 mM TrisHcl,
ddH-0, upravit na pH 7

Dialyzac¢ni pufr 3 150 mM NacCl, 10 mM TrisHcl, 0,2M arginin,
ddH20, upravit na pH 7

Dialyzac¢ni pufr 4 150 mM NacCl, 10 mM TrisHcl, 0,2M arginin,
ddH20, upravit na pH 7

3.1.2.6 Dialyza téikého ietézce IgAl

Dialyzaéni pufr 1 4M mocovina, 500 mM NaCl, 50 mM TrisHcl,
ddH-0, pH 8

Dialyzacni pufr 2 1M mocovina, 500 mM NaCl, 50 mM TrisHcl,
ddH20, pH 8

Dialyzac¢ni pufr 3 0,5 M mocovina, 500 mM NaCl, 50 mM
TrisHcl, ddH20, pH 8

Dialyzac¢ni pufr 4 500 mM NacCl, 50 mM TrisHcl, ddH20, pH 8

Dialyzac¢ni pufr 5 500 mM NacCl, 50 mM TrisHcl, ddH20, pH 8
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3.1.2.7 SDS-PAGE

30% A/B

300 g akrylamid, 8 g bisakrylamid, doplnit na 1
| ddH20

4x TrisHCI pufr (pH 6,8)

0,5M TrisHCI, 12mM SDS, ddH20; pH 6,8

4x TrisHCI pufr (pH 8,8)

1,5M TrisHCI, 12mM SDS, ddH-0; pH 8,8

10% APS

10% vodny roztok peroxodisiranu amonného

SDS elektrodovy pufr

25 mM Tris, 190 mM glycin, 3 mM SDS, ddH.0

2x SDS nanéseci pufr

125 mM Tris, pH 6,8, 15,9% glycerol, 160 mM
SDS, 10% merkaptoetanol, 0,01%
bromfenolova modf

Fixac¢ni pufr

25% isopropanol, 10% ledova kyselina octova,

ddH20

Barvici roztok Coomassie brilliant

blue

10% ledova kyselina octova, 70mM Commassie

Brilliant Blue R-250, ddH»0

Odbarvovaci pufr

5% methanol, 7% ledova kyselina octova,

ddH-20

3.1.2.8 Western blot

Towbintv pufr

75 mM Tris, 0,58 mM glycin, 60% methanol,
ddH20

Superblokovaci pufr

1% BSA, 0,05% Tween, 1xPBS

PBST

1xPBS, 0,05% Tween

3.1.29 ELISA

Blokovaci pufr

1% BSA, 0,05% Tween, 1xPBS

Coating pufr 0,05% azid sodny, 2,5ug coating protilatka, 1x
PBS
OPD pufr 50 mM NaHPO412H.0, 25 mM kyselina

citronova, ddH20, pH 5
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3.1.3
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314

Piistrojové vybaveni

Automatické mikropipety (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
Automatické pipety 1-5 ml (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)

Blotovaci jednotka TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELL (BIO-RAD, USA)
Centrifuga CR 312 JOUAN (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
Centrifuga MIKRO 22R (HETTICH ZENTRIFUGEN, Némecko)

Centrifugacni zkumavka pro zakoncentrovani — Amicon Ultra-4, 50K (Merck,
Némecko)

Elektricky zdroj pro blotovaci zafizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB
BROMMA, Svédsko)

Elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (BIO-RAD, Némecko)
Elektroforeticka komora a ptislusejici viko s elektrodami (BIO-RAD, Némecko)
ELISA reader spektrofotometr (Labsystems)

Kazeta pro expozici chemiluminiscenéniho signdlu na film (EASTMAN
KODAK, USA)

Laboratorni vahy 440-33N (KERN, Némecko)

Mikrocentrifuga E-Centrifuge (WEALTEK, USA)

Michadlo magnetické — IKA big squid (IKA, Némecko)

pH metr Jenway 3310 (COLE PARMER, USA)

Promyvacka 96-ti jamkovych panelt, ELx405 Microplate Washer (BioTek, USA)
Sonikator UP2005 (Hielscher)

Spektrofotometr UV/VIS Boeco S-30 (BOECO, Némecko)

Termoblok - block heater SBH130D STUART (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

Trepacka KS 130 basic (IKA, Némecko)

Tfepacka rolovaci rollermixer STR6D STUART (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

Ttepacka s inkubatorem TH 30 (Edmund Biihler GmbH, Némecko)

PVDF membrana (BIO-RAD, USA)

Fotograficky papir CL-XPosure Film (THERMO FISHER, USA)

Mikrotiraéni deska 96 jamkova Nunc Maxisorp (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

Biologicky material

Vzorky pupeénikové krve (Ustav imunologie LF UP)
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3.2 Metody

3.2.1 Exprese proteinu v prokaryotnim systému
K produkeci proteinti byly vyuzity transformované E.Coli nesouci plazmid pET101 se
zaklonovanou sekvenci pro expresi proteinu CH1-P-CH2 nebo plazmid pET28a se

sekvenci pro tézky fetézec IgAl. Exprese proteint probihala nasledovne:

Prvni den byla pfipravena startovaci kultura. Pfiprava a veskera prace s médiem a
bakteriemi probihala v lamindrnim boxu. Do 200 ml sterilizovaného LB média
v Erlenmayerové bance bylo pfiddno pfislusné antibiotikum (carbenicilin pro CH1-P-
CH2 v koncentraci 50 ug/ml média, kanamycin pro tézky fetézec IgALl v koncentraci 100
ug/ml). Nad plamenem vyzihanou kli¢kou bylo médium zaoc¢kovano piislusnou kulturou
ze stocku uchovavaného pii -80°C. Takto pfipravené kultury byly ponechany pies noc

Vv inkubatoru s tfepackou pti 37 °C a 120 rpm.

Druhy den byla napéstovana kultura 10x nafedéna do 1 1 sterilniho LB média. Média
byla opét doplnéna antibiotikem v jeho vysledné koncentraci 50 pug/ml, respektive 100
ug/ml. Kultury se nechaly v inkubatoru s tfepackou pii 37 °C po dobu 1,5 — 2 hodin do
doby, nez byla namétena OD hodnota kultury +0,6. Pii dosazeni optimalniho OD bylo ke
kulturam pfidano indukéni ¢inidlo IPTG (1 mmol/l). Kultury s pfidavkem IPTG se dale
inkubovaly na tfepacce za pii 30 °C nebo 37 °C po dobu 4 hodin.

Pro analyzu exprese pomoci imunodetekce byly odebrany 1 ml vzorky kultury v dobé
pfed indukci IPTG a poté 1, 2 a 4 hodiny po indukci. Vzorky byly stoceny na stolni
centrifuze (3000 rpm, 2 minuty). Pelety byly rozpustény ve 150 pl 2x SDS nanaSeciho
pufru. Po 15 minutach odstaveni pii laboratorni teploté se vzorky 10 minut inkubovaly
V termostatu pii teploté 96 °C. Takto upravené vzorky byly pfipraveny k SDS-PAGE a

nasledné imunodetekci.

Po ukonceni exprese se bakterie sklidily. Média s kulturami se ptelila do 250 ml
centrifugacnich nadob a v chlazené centrifuze se stocila pti 10 000 rpm za 4 °C po dobu
10 minut. Supernatanty se z lahvi vylily a pelety byly opétovné doplnény dal$im objemem
média s kulturou a stoCeny, nez byl takto sklizen cely objem médii s kulturami. Pelety
byly nasledné rozpustény v 15 ml vychlazeného PBS. Suspenze byly piepipetovany do
50 ml falkon, ve kterych se centrifugovaly na stolni centrifuze pti 10 000 rpm, 4 °C po
dobu 10 minut. Po odliti supernatantu byly takto zpracované bakterialni pelety jsou

uschovany k purifikacim v mrazaku pfti -4 °C.
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3.2.2 Denaturac¢ni purifikace proteinii

Rekombinantni proteiny IgAl CH1-P-CH2 i tézky fetézec IgAl obsahuji koncovou
polyhistidinovou znacku. Histidinovy tag muzZe byt s vyhodou pouzit pro purifikaci
fazniho proteinu metodou afinitni chromatografie IMAC. P#i vyuziti matrice
s nikelnatymi ionty dochazi k interakci mezi histidinovymi rezidui a kovovymi ionty a
protein je zachycen na chromatografické kolonég. Jeho eluci z kolony je mozno provadét
na zaklad¢é zmény pH, kdy dochazi k oslabeni vazby histidinu s niklem, nebo imidazolem,

ktery jakozto strukturni analog histidinu kompetuje 0 vazbu s nikelnatymi ionty.

Pro afinitni purifikaci CH1-P-CH2 a tézkého tetézce IgAl byla vyuzita Ni-NTA

agarosova matrice.

Samotné purifikaci pfedchazela lyza bakterialnich bunck. Kultury, se kterymi se

Vv prub¢hu purifikace pracovalo, byly miniméln€ 24 hodin staré.

3.2.2.1 Lyza bunék a purifikace téZkého retézce IgAl

K1 g peletu bylo pfidano 10 ml Tris lyza¢niho pufru doplnéného o inhibitory proteas
(aprotinin, PMSF, leupeptin). Nasledovala homogenizace metodou sonikace. Sonikace
probihala po dobu 15 sekund s naslednou 15minutovou pauzou, kdy byl vzorek chlazen
na ledu. Cely postup se opakoval po dobu cca 4 hodin. Po sonikaci byl vzorek
centrifugovan (11 000 rpm, 4 °C, 30 minut). K lyzatu vychazejicimu z 1 g bakterii bylo
ptidani 10 ml GuHCI lyza¢niho pufru. Vzorek se ponechal v pufru pies noc na rotatoru
pti laboratorni teploté. Druhy den se lyzat zcentrifugoval (11 000 rpm, 21 °C, 30 minut).
Supernatant byl pteveden do ¢isté 50 ml falkony. Na 10 ml supernatantu byl ptidan 1 ml
Ni-NTA agarosy. Vzorek se s agarosou ponechal michat 2 hodiny pii laboratorni teploté
na rotatoru. Vzorek s matrici byl poté nanesen na prazdnou kolonu, kde doslo
k sedimentaci agarosové matrice. Kolona byla k vymyti nevyvazanych proteinti promyta
promyvacimi roztoky wash 1 (15 ml) a wash 2 (12 ml). Proteiny byly nakonec z kolony

vylouceny elu¢nim pufrem. Odebrano az 6 eluci po 2 ml.

3.2.2.2 Lyza bunék a purifikace IgA1 CH1-P-CH2

K 1 g peletu bylo piidano 20 ml lyza¢niho GuHCI pufru. Vzorek se ponechal ptes noc na
rotatoru pii laboratorni teploté. Druhy den se lyzat homogenizoval kratkou sonikaci.
Sonikace se provadéla po dobu 10 vtefin s Sminutovou pauzou, kdy se lyzat chladil na
ledu. Sonikace se opakovala Skrat. Takto sonikovany lyzat se poté zcentrifugoval (11 000
rpm, 21 °C, 30 minut). K 20 ml ziskaného supernatantu byl ptidan 1 ml Ni-NTA agarosy.
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Dalsi postup purifikace uz odpovidal vyse popsané purifikaci tézkého fetézce IgA1 (viz
3.2.2.1). Pouzité objemy promyvacich roztokd wash 1 a wash 2 byly 20 ml, respektive 15
ml. Odebrany bylo az 6 eluci po 2 ml.

3.2.3 Nativni purifikace proteint

K1 g peletu bylo pfidano 10 ml Tris lyza¢niho pufru doplnéného o inhibitory proteas
(aprotinin, PMSF, leupeptin). Nasledovala homogenizace metodou sonikace. Sonikace
probihala 1 hodinu po dobu 15 sekund s naslednou 15minutovou pauzou, kdy byl vzorek
chlazen na ledu. Po sonikaci byl vzorek centrifugovan (11 000 rpm, 4 °C, 30 minut).
Supernatant byl pfeveden do ¢isté 50 ml falkony. Na 10 ml supernatantu byl pfidan 1 ml
Ni-NTA agarosy. Vzorek se s agarosou ponechal michat 2 hodiny pii 4 °C na rotatoru.
Vzorek s matrici byl poté nanesen na prazdnou kolonu. Purifikace probihala stejné jako

za podminek denaturac¢nich, eluce bylo dosazeno zménou pH roztoki.

3.2.4 Dialyza proteint

Piebytecny imidazol byl z roztokll proteint odstranén dialyzou do roztoku obsahujicim 4
M mocoviny. Pro protein IgA1l CH1-P-CH2 byly pouzity 4 dialyzaé¢ni roztoky (vzdy
v objemu 0,5 1), vkazdém byl vzorek ponecham pies noc na magnetické michacce
Vv chladové mistnosti do druhého dne, kdy se roztok vyménil na nésledujici. Dialyza

tézkého fetézce IgA1 probihala stejné v 5 dialyza¢niho pufrech.

3.2.5 Zakoncentrovani proteini

Dialyzované proteiny byly zakoncentrovany za vyuziti centrifugacnich zkumavek
Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units. Vzorky proteini byly napipetovany na
kolonku s filtrem. Kolonky se centrifugovaly pii 4 °C 3500 g do doby zakoncentrovani
proteinu na pozadujici objem (100-200 pl).

3.2.6 Kvantifikace proteini

Kvantifikace zakoncentrovanych proteinti probihala S pomoci vytvofeni kalibracni
kiivky BSA. Ta byla ziskana analyzou SDS-PAGE. Na gel byly spolu s vzorky proteint
naneseny standardy BSA o koncentracich 0,125ug/ul, 0,25 pg/pl, 0,5 png/pl, 1 pg/pl a2
ug/ul. Vzorky proteinti byly naneseny v objemu 1 a 2 ul na jamku, vzorky BSA v objemu
4 ul na jamku. Gel byl obarven barvicim roztokem CBB a odbarven pies noc
v odbarvovacim roztoku. Nasledovala denzitometricka analyza gelu v programu ImageJ,

jehoz vystupem byly hodnoty AUC (area under curve). Vypocet koncentraci CH1-P-CH2
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a t¢zkého fetézce IgAl se provedl pomoci rovnice linedrni regrese ziskané kalibracni

kiivky BSA v programu MS Excel 2016.

3.2.7 SDS-PAGE
SDS-PAGE byla v experimentech vyuzita ke kontrole exprese proteinu, jeho Cistoty po

purifikaci a dialyze, a ke kontrole a stanoveni zakoncentrovani vzorki.

Pro elektroforetickou analyzu byly pouzity gely o tloustce 0,75 mm. Mezi formovaci
skla o pozadované tloust’ce gelu umisténé v nalévaci aparatute byla napipetovana vrstva
10% separa¢niho gelu ptipraveného podle Tabulky 3. Nalévani genu probihalo bez
prostoji, aby piipraveny gel nezacal polymerovat diky piidavku 10% peroxodisiranu
amonného (APS) a polymera¢niho ¢inidla TEMED jiz v kadince. Vrstva gelu se
pievrstvila n-isobutanolem k vyrovnani a odstranéni vzduchovych bublin z gelu. Po cca
20minutové polymeraci se n-isobutanol slil a na separa¢ni gel byl navrstven 4% gel
zaostiovaci pripraveny podle Tabulky 4. Mezi skla se vlozil 15jamkovy plastovy hiebinek
a gel se ponechal polymerovat dalSich 20 minut. Pfipraveny gel byl umistén do

elektroforetické aparatury, ktera byla zalita elektrodovym SDS pufrem.

Tabulka 3: Slozeni 10% separacniho gelu. Objemy pro pripravu 4 gelii.

10% separacni gel

ddH20 6,25 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 5 ml
4x TrisHCI pufr pH 6,8 3,75 ml
10% APS 75 ul
TEMED 15 pl

Tabulka 4: SloZeni zaostiovaciho gelu. Objemy pro pripravu 4 gelii.

4% zaosttovaci gel

ddH20 6,2 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 1,3 mi
4x TrisHCI pufr pH 8,8 2,5 ml
10% APS 50 pl
TEMED 10 pl
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Vzorky pro SDS-PAGE se pripravily smichanim s 2x SDS nanasecim redukénim
pufrem v poméru 1:1 (vzorky z kapitoly 3.2.1 jiz byly s nanasecim pufrem smichany a
jejich ptiprava proto takto odpadla.). Vzorky byly 5 minut povafeny na termostatu
vytemperovaném na 96°C. Nanaska na gel byla 8 pul smési proteinu a nandseciho pufru.
Vzorky proteinii byly vzdy doplnény o vzorek komer¢niho proteinového standardu
nandSené¢ho v prvni jamce. Elektroforéza trvala zhruba 1 hodinu pifi nastaveni

konstantniho napéti 160 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut ze skel a promyt ve fixacnim pufru. Gely
byly barveny barvicim roztokem Coomassie brilliant blue, ve kterém byly inkubovany 30
minut. Nasledovalo odbarveni gelti v odbarvovacim roztoku. Odbarvovani gelt probihalo

az do druhého dne.

Nasledoval-li po SDS-PAGE transfer na PVDF membranu k imunodetekci, gely byly

thned po skonceni elektroforézy pieneseny na blotovaci aparaturu.

3.2.8 Semi-dry western blot

Pro identifikaci cilovych proteinti byla vyuzita imunochemicka detekce metodou western

blot.

PVDF membrana byla aktivovana Sminutovou inkubaci s methanolem. Poté se
promyla destilovanou vodou a namocila do Towbinova roztoku, stejné tak jako filtra¢ni
papiry. Do blotovaciho zafizeni se vSe naskladalo v nésledujicim potadi: filtracni papir,
PVDF membrana, gel a filtracni papir. Transfer probihal po dobu 1 hodiny pii 200 mA.
Po skonceni transferu se membrana pievrstvila 15 ml blokovaciho pufru a blokovala se
pti 4 °C ptes noc. Druhy den byla ptidana peroxidasou znacena protilatka v doporu¢eném
fedéni (Tabulka 5) a nasledovala hodinova inkubace pii laboratorni teploté. Poté byla
membrana promyvana roztoky PBST a PBS po dobu 2 hodin. Detekce se provedla
piidavkem 1-2 ml chemiluminiscenéniho substratu z kitu SuperSignal™ West
Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermofisher). K vyvolani signalu bylo
vyuzito metody vyvolani na fotograficky papir v temné komote. Film byl pfiloZzen na
PVDF membranu V kazeté€ pro vyvolavani po pozadovanou dobu expozice. Nasledné byl

film vyvolan pomoci roztokl vyvojky a ustalovace.
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Tabulka 5. Pouzité protildtky a jejich redeni.

HRP-znacena protilatka Redéni Protein
anti-Vv5 1:15000 CH1-P-CH2
anti-lgAl 1:30000  Tézky fetézec IgAl

3.2.9 Glykosylace in vitro

Pti praci s prokaryotnim systémem pro produkci eukaryotnich proteinti se setkavame se
zasadnim problémem: neschopnost prokaryotické buiiky modifikovat proteiny. Veskeré
post-translaéni upravy eukaryotnich proteini musi byt feSeny in vitro metodami.

Glykosylace proteinu ptipravenych fragmenti IgALl je jednou z nich.

Pro vlastni reakci bylo pouzito 3 pg proteinu. Reakce probihala v objemu 25 ul a byla
ptipravena podle Tabulka 6. Inkubace vzorku s enzymem probihala po dobu 4 hodin pfi

laboratorni teplot¢.

Tabulka 6. SloZeni reakcni smési pro glykosylaci (objem jedné reakce = 25 ul)

Redéni/koncentrace V 25 pl

ddH20 Doplnit do 25 pl
OG (5%) 10x 0,25 pl
Kakodylat (250mM) 10x 2,5 ul

MnCl2 (50 mM) 10x 2,5 ul
UPD-GalNAc (2,5 mM) 10x 2,5 ul

Peptid 3 g/ ul 3-4 ul

GalNAc transferasa |1 0,1 ul

3.2.10 ELISA detekce de novo tvorby imunokomplexi

Tvorba imunokomplext in vitro byla analyzovana metodou ELISA v sandwichovém
uspofadani. Vzorky pro analyzu byly smichany s Gd-IgAl (galaktosadeficitni IgAl
myelomovy protein) v poméru 2 pg Gd-1gA1 na 10 pl vzorku a inkubovany pies noc pti
4°C. Maxisorp nunc-immuno desky (Sigma Aldrich) byly pokryty F(ab‘)2 fragmentem
koziho anti-lidského IgG (ve vysledné koncentraci 2,5 ug/ml) v coating pufru v objemu
100 pl na jamku a inkubovany pfes noc pii 4 °C. Desky byly poté promyty 5x PBS a
inkubovany 3 hodiny pfi laboratorni teploté s blokovacim pufrem (270 ul na jamku).
Nasledovalo promyti desek (5x PBS). Séra s Gd-IgAl se fedila dvojkovou fadou v
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dubletu do blokovaciho pufru ptimo v jamkach desky (100 pl pufru s vzorkem na jamku).
Redici fad zaginaly na hodnoté fedéni 50x. Takto nafedéna séra se nechala inkubovat pii
4 °C ptes noc. Druhy den po promyti desky (3x PBST, 5x PBS) byla pfidana anti-lgA
protilatka znacena peroxidasou (fedéni 1:10 000 v blokovacim pufru) k detekci
navazanych IgG-GdIgAl komplexi. Po 3hodinové inkubaci pii laboratorni teploté a
promyti desky (3x PBST, 5x PBS) nasledovalo vyvolani signalu piidavkem substratu (o-
fenylendiamin) v OPD pufru s H20,. Reakce byla zastavena 1M kyselinou sirovou.

Absorbance byla métfena pii 490 nm.

Tabulka 7: Slozeni pufiii pro ELISA protokol.
Na 1 desku:
Coating pufr 10 ml 1x PBS, 50 pul 10% azid sodny (0,05%), 25 pg protilatky
Blokovaci pufr 60 ml 1x PBS, 0,6 mg BSA (1%), 30 ul Tween (0,05%)
Vyvolavaci smés 10 ml OPD, 5 mg o-fenylendiamin, 10 ul H20>

45



4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni velikosti proteini

K teoretickému stanoveni velikosti proteinii byly vyuzity vypoctové nastroje databaze

ExXPASYy (Gasteiger et al., 2003) a Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000).

SMS Translate tool byl vyuzit pro ptepis DNA sekvence genu do aminokyselinové
sekvence proteinu. Pro vypocet molekularni hmotnosti byla aminokyselinova sekvence
analyzovana nastrojem ExPASy ProtParam tool. Sekvence pro Cast tézkého fetézce CH1-

P-CH2 je na Obrazku 6, sekvence pro cely tézky IgAl je na Obrazku 7.

CH1-P-CHZ (26 830 Da)

10 20 30 40 50 &0
MASPTSPEVF PLSLCSTQED GNVVIACLVQ GFFPQEPLSV TWSESGQGVI ARNFEPSQDR

70 B0 an 100 110 120
SGDLYTISSQ LTLPATQCLA GKSVICHVKH YINPSQDVIV PCEVESIPPT PSPSTPPTES

130 140 150 1a0 170 180
P3CCHPFRLSL HRFALEDLLL GSEANITCII TGLREDASGVI FIWIFS3GKS AVQSFPFDRLDL

130 200 210 220 230 240
CGECYSV3ISVL PGCREPWNHG KTFTCTAAYF ESETPLTATL SESKEGELNSK LEGKPIENFL

250
LGLODSTRTGH HHHHH

Obrazek 6: Sekvence proteinu CH1-P-CH2 ziskand z ExPASy ProtParam tool.
Vypoctend molekulova hmotnost: 26 830 Da.
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IgAl heavy chain (57 117 Da)

10 20 30 40 50 60
MGSSHEHHEE SSGLVPRGSE MASMTGGQQM GRGSEFGLSW VFLVAILKGV QCEVQLVESG
70 g0 a0 100 110 120
GGVVRPGGSL RLSCATSGFT FODSGASWVR QAPGHGLEWV SSINWNGGST NYADSVEGRE
130 140 150 160 170 180
TISRDNAKNS LYLQMNSLEV EDTALYYCAR DPTKYCSGGS CLGYYMDVWG KGTTVIVSSA
190 200 210 220 230 240
SPTSPKVFPL SLCSTQPDGN VVIACLVQGF FPQEPLSVIW SESGQGVIAR NFPPSQDASE
250 260 270 280 230 300
DLYTTSSQLT LPATQCLAGK SVICHVKHYI NPSQDVIVEC PVESTPPTPS BSTPETPSES
310 320 330 340 350 360
CCHFRLSLHR PALEDLLLGS EANLTCTLTG LRDASGVIFT WIPSSGKSAV QGPPDRDLCG
370 380 390 400 410 420
CYSVSSVLPG CAEPWNHGKT FTCTAAYPES KTPLTATLSK SGNTFRPEVH LLPPPSEELA
430 140 450 160 470 180
LNELVILTCL ARGFSPKDVL VRWLQGSQEL PREKYLTWAS RQEPSQGITT FAVISILRVA
190 500 510 520 530
AEDWKKGDTF SCMVGHEALP LAFTQKTIDR LAGKPFTHVNV SVVMAEVDGT CYTRA

Obrazek T: Sekvence tézkého retézce IgA1 z ExPASy ProtParam tool. Vypoctena molekulova
hmotnost: 57 117 Da.

4.2 Exprese proteini

Sekvence kodujici CH1-P-CH2 protein byla vnesena do plazmidu pET101, sekvence pro
tezky fetézec do plazmidu pET28a. Exprese proteini CH1-P-CH2 a téZkého fetézce IgA 1
byla indukovéna IPTG.

Hodnoceni exprese proteinti bylo provedeno imunodetekci pomoci metody western
blot.

Exprese CH1-P-CH2 byla provadéna pii 30 °C a 37 °C (Obrazek 8) a mira exprese
byla vyhodnocovana pomoci western blotu detekci V5 tagu fizovaného s CH1-P-CH2
proteinem pomoci anti V5 protilatky znacené kienovou peroxidasou (HRP). U CH1-P-
CH2 byla zaznamenana exprese jiz po 1 hodin¢ kultivace pii 37 °C oproti kultivaci pii 30
°C (Obrazek 8). Teplota 37 °C byla pii expresich dale vyuzivana.

U tézkého ftetézce IgAl byla pro vyhodnoceni pomoci western blotu vyuzita

peroxidasou znacena protilatka HRP-anti-IgA. Optimalni teplota a délka exprese na
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zakladé vysledkt imunodetekce byla teplota 30 °C po dobu 4 hodin inkubace. P#i 37 °C
dochazelo k ¢astecné degradaci (Obrazek 9).

Bez ptidavku IPTG u CH1-P-CH2 neprobihala Zadna exprese proteinu (Obrazek 8).
U tézkého fetézce IgA1 dochazelo k bazalni expresi (Obrazek 9).

Obrazek 8: Exprese CH1-P-CH2 — western blot. 0, 1, 2 a 4 hodiny po indukci IPTG.
Protilatka HRP-antiV5 (Fedéni 1:10 000). Expozicni ¢as 1 minuta.

Obrazek 9: Exprese tézkého retézce IgA 1 —western blot. 0, 1, 2 a 4 hodiny po indukci IPTG.
Protilatka HRP-anti-IgA (Fedeni 1:30 000). Expozicni ¢as 30 s. V case 0 h je vidét mira
bazalni exprese. Pri 37 °C dochdzi k ¢astecné degradaci.
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4.3 Optimalizace purifika¢ni metody pro CH1-P-CH2 a téZky retézec IgAl

4.3.1 Purifikace za denatura¢nich podminek

Denaturacni purifikace probihala v prostiedi 8M mocoviny. Diky His peptidové znacce
pfipojené k ob&ma proteiniim bylo mozné vyuzit k purifikaci agarosovou matrici s Ni%*
ionty navazanymi pies NTA. Proteiny vazané NiNTA matrici pies His znacky byly po
odmyti kontaminujicich necistot z kolony eluovany poklesem pH elu¢niho pufru (z 8 na
6,3a4,5).

U CH1-P-CH2 i tézkého tetézce IgAL bylo celkem odebrano 6 frakci po 2 ml, které
byly nasledné analyzovany na gelu a western blotu (Obrazek 11, 12, 13, 14). Pozitivni
frakce byly spojeny.

Eluéni frakce CH1-P-CH2 a frakce tézkého fetézce IgA 1 byly dialyzovany do roztoku
4M mocoviny a nasledné zakoncentrovany pomoci centrifugac¢nich zkumavek Amicon
Ultra 4 50K. K nasledné kvantifikaci proteint bylo pouzito denzitometrického stanoveni
na SDS-PAGE gelu. Jako standard byla pouzita kalibra¢ni kiivka BSA (Graf 1).
K densitometrickému vyhodnoceni byly pouzity programy ImageJ a MS Excel 2016
(Obrazek 10).

Vysledkem exprese s naslednou purifikaci byl zisk 120 pl tézkého fetézce IgAl v
koncentraci 1,22 pg/ul a 150 pl CH1-P-CH2 v koncentraci 0,96 pg/ul.

6 8
M 1 2 3 4 5 7, 9

-
7288

55 ik

6 -

Obrazek 10: Kvantifikace CH1-P-CH?2 a tézkého retézce IgAl na gelu. M — standard; 1 — 2
ug/ul BSA; 2 — 1 ug/ul BSA; 3 —0,5 ug/ul BSA; 4 — 0,25 ug/ul BSA; 5 — 0,125 ug/ul BSA; 6
— tézky retézec IgAl v nandsce 2 ul;, T — tézky retezec v nandasce 1 ul; 8 — CH1-P-CH2
V nanasce 2 ul; 9 — CH1-P-CH2 v nandsce 1 ul.
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Kalibrac¢ni krivka BSA
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Graf 1: Kalibracni kiivka BSA. Hodnoty AUC (area under curve) byly ziskany zpracovanim SDS-

PAGE gelu v programu ImageJ.

Obrdazek 11: Denaturacni purifikace tézkého retezce 1gA1-SDS-PAGE. Bakteridalni lyzaty
byly smichany s Ni-NTA agarosou. Vzorek byl nanesen na prdazdnou kolonu. Vzorek odebrany
po sedimentaci agarosy v koloné je oznacen jako FT (flow through) a obsahuje nenavazany
tezky retézec. M-standard; L1-L2 — bakteridlni lyzaty pred navizanim na agarosu; FT-
nenavazany vzorek; W1, W2 - promyvaci kroky; E1 — E4 - eluce.
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Obrdzek 12: Denaturacni purifikace tézkého retezce IgA1. —western blot. L1, L2 - bakteridlni
lyzaty pred navazanim na agarosu; FT-nenavazany vzorek; W1, W2 - promyvani; E1, E2, E3
— eluce. WB detekce, protilatka HRP-anti-IgA (Fedéni 1:30 000). Expozicni cas 30 s.

250 FT W1 W2 E1l E2 E3

130 oo

Obrdazek 13: Denaturacni purifikace CHI-P-CH2 — SDS-PAGE. Vzorky ziskany stejnym
zpusobem jako je popsdano u Obrazku 11. M-standard; FT-nenavdzany vzorek; Wi, W2 -
promyvaci kroky; E1 — E3 - eluce.
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Obrazek 14: Denaturacni purifikace CHI-P-CH2 — western blot. M-standard; L1-L2 —
bakterialni lyzaty pred navazanim na agarosu, FT-nenavazany vzorek; W1, W2 - promyvaci
kroky; E1 — E3 - eluce. Protilatka HRP-anti-IgA (fedeni 1:30 000). Expozicni ¢as 30 s

4.3.2 Purifikace za nativnich podminek

Proteiny byly homogenizovany v lyzaénim pufru s Tris-Cl pufrem za nativnich
podminek. Eluce z kolony byla realizovana zménou koncentrace imidazolu v elu¢nim
pufru. V E1 byly zaznamenany fragmenty bakterialniho ptivodu (okolo 72 a 28 kDa),
eluénich frakei nebyly tyto podminky dale pouzivany a byla dana ptednost purifikaci za

denatura¢nich podminek.
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Obrazek 15: Nativni purifikace CH1-P-CH2 — SDS-PAGE. Postup ziskani vzorkii popsdn u
Obrazku 11. L1, L2 — bakterialni lyzaty pred navazanim na agarosu, FT — nenavdzany vzorek;
W — promyvani; E1-E3 — eluce.

L1 L2 FT W El1 E2 E3

250

130
95
72

55
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28
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Obrazek 16: Nativni purifikace tezkého retézce IgA1 — SDS-PAGE. Postup ziskani vzorkii popsan
u Obrdzku 11. L1, L2 — bakterialni lyzaty pred navdazanim na agarosu, FT — nenavazany vzorek;
W — promyvani; E1-E3 — eluce.
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Obrazek 17: Nativni purifikace tézkého retézce IgAl a CH1-P-CH2 — western blot. L1, L2 -
bakteridlni lysaty pred navazanim na agarosu, FT—nenavdzany vzorek; W- promyvani; E —eluce.
WB detekce: pro tézky retézec IgA1 pouzita protilatka HRP-anti-1gA (Fedeni 1:30 000), pro CH1-
P-CH2 HRP-anti-V5 (1:10 000). Expozicni cas 60 s.
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4.4  Glykosylace in vitro

Pripraveny tézky fetézec IgA a CHI-P-CH2 byly po purifikaci glykosylovany
rekombinantni GalNAc transferasou Il in vitro. Glykosylovany byly 3 pg purifikovaného
CH1-P-CH2 a tézkého tetézce IgA 1. Efektivita reakce byla ovéfena metodou western blot
vyuzivajici vazby biotinilovaného lektinu HPA (Helix pomatia) specifického ke GalINAc
(ptipojeného k obéma rekombinantnim proteinim b&hem in vitro glykosylace). Detekce
vazby HPA byla provedena streptavidinem znacenym peroxidasou. K detekci byl pouzit
kit SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermofisher)
s naslednym vyvolanim na fotograficky papir (Obrazek 18).

Obrazek 18: Glykosylace tézkého retézce IgA1 a CHI-P-CH2 — western blot. Inkubace 1gA1
(jamky 1-4) a CH1-P-CH2 (jamky 5-8) s GalNAcT2 1, 2 nebo 4 hodiny. K — kontrolni vzorek
proteinu bez GalNAcT2. Po o/n inkubaci s lektinem HPA (1:500) detekce HRP-streptavidinem
(1:5000). Expozicni ¢as 15 minut.
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4.5 De novo tvorba imunokomplexii

Pfipravené rekombinantni proteiny CHI1-P-CH2 a té€zky fetézec IgA1 budou pouzity ve
studii sledujici jejich kompetici s Gd-IgAl o vazbu k IgG a nasledny vznik Gd-IgA-1gG
imunokomplexii a findln¢ schopnost ovlivnit proliferacni odpovéd’ tkanové kultury
mesangialnich bunék in vitro. Proto zavér vysledkové casti piedstavuje vysledky

pripravného experimentu optimalizujiciho podminky kompeti¢ni reakce.

Pro optimalizaci bylo pouzito myelomové Gd-IgAl, které bylo inkubovano
S pupe¢nikovou krvi slouzici jako zdroj anti-Gd-IgAl protilatek. Interakce byla

sledovana pomoci sendvi¢ové ELISA.

Pro ucely diplomové prace byly pouzity vzorky pupecnikové krve ziskané od ditcte
matky s diagnézou IgA nefropatic a od ditéte zdravé matky. Vysledky interakce
pupeénikového IgG s Gd-IgA1 jsou znazornény v Graf 2 a Graf 3. Za optimalizovanych
podminek reakce vede piidavek Gd-IgAl Kk pupeénikové krvi K nartstu mnozstvi
detekovatelnych Gd-IgA1-1gG imunokomplext. Tento nartst je dvojnasobné vyssi u

pacientky s IgA nefropatii v porovnani se zdravou kontrolou.

De novo tvorba imunokomplexu:
pupecnikova krev (matka s IgA nefropatii)
0,80
0.70 M kontrola

0,60
B Gd-IgA1l

0,50

0,40

A 490 nm

0,30

0,20
0,00

0x 100x 200x 400x 800x 1600x  3200x  6400x

o

Redénfi vzorku

Graf 2: De novo tvorba imunokomplexii. Vzorek pupecnikové krve, dité matky s IgA nefropatii.
Krev (10 ul) byla inkubovana s 2 ug Gd-1gA pri 4 °C pres noc. Analyza tvorby imunokomplexii
byla provedena metodou ELISA s jamkami potazenymi kozi F(ab’)2 protilatkou anti-human IgG
a protilatkou HRP-anti-1gA pouzitou k detekci imunokomplexii.
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De novo tvorba imonukomplext:

pupecnikova krev (zdrava matka)
045 M kontrola

0,4
0,35

0,3
2025
0,2
0,15
0,1
0,05

0x 100x 200x 400x 800x 1600x  3200x  6400x

m Gd-IgAl

A490

Redéni vzorku

Graf 3: De novo tvorba imunokomplexii. Vzorek pupecnikové krve, dité zdravé matka. Krev (10
ul) byla inkubovand s 2 ug Gd-1gA pri 4 °C pres noc. Analyza tvorby imunokomplexii byla
provedena metodou ELISA s jamkami potazenymi kozi F(ab’)2 protilatkou anti-human IgG a
protilatkou HRP-anti-IgA pouZitou k detekci imunokomplexii.
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5 DISKUZE

Deposita komplexi Gd-IgAl-lgG v mesangiu ledvin u pacientd s IgA nefropatii
zpusobuji proliferaci mesangidlnich bunék, fibroprodukci a u asi 40 % pacienti selhani
ledvin. Vhodné kompetitory, které¢ by zabranily tvorbé a ukladani téchto komplexii v
mesangiu ¢i proliferaci mesangialnich bunék, by mohly piedchazet rozvoji ledvinového

postizeni.

Pro experimenty v diplomové praci byly zvoleny ¢asti molekuly IgAl, které jsou
potencialnimi kandidaty ke kompetici tvorby imunokomplexii mezi Gd-IgAl a
specifickymi autoprotilatkami IgG u pacienti s IJAN. Byl vybran fragment tézkého
fetézce obsahujici dvé CH domény a pantovou oblast (CH1-P-CH2), a dale cely tézky
fetézec IgAl. Tyto fragmenty byly zvoleny tak, aby napliiovaly potieby idealniho
kompetitoru Gd-IgA1l: Jejich molekulova hmotnost je mensi nez u Gd-IgAl, vzniklé

imunokomplexy kompetitoru a IgG autoprotilatky maji niz§i molekulovou hmotnost.

Klicovym krokem experimentalni prace byla exprese navrzenych proteinovych
fragmentd v bakteriich E. coli. Testovana byla rtizna doba indukované exprese (IPTG) a
razné teploty inkubace. Pfi expresi CH1-P-CH2 za teploty 37 °C nemé¢la doba indukce
vyznamny Vliv na mnozstvi vyprodukovaného proteinu po¢inaje dobou indukce delsi nez
1 hodina. Od druhé hodiny se zacala zvySovat koncentrace neidentifikovaného
kontaminujiciho proteinu s vys$si molekulovou hmotnosti. Pfi teploté 30 °C byla mira
exprese mirné niz§i nez pii 37 °C. Dochazelo k akumulaci produktu od 1 hodiny az do 4
hodin bez vyznamného nartstu kontaminujiciho proteinu. U exprese téZkého fetézce
IgAl byla zaznamenana stejnd dynamika genové exprese jako u CH1-P-CH2. Pti 37 °C
vsak jiz po 1 hodin¢ indukované exprese byla detekovana degradace cilového produktu.
Protein CH1-P-CH2 se exprimoval s vyssi vytéznosti, coz je nejspi§ dano jeho mensi

velikosti (26,8 kDa) ve srovnani s tézkym fetézcem IgA1 (57,1 kDa).

Exprimované proteiny byly purifikovany jak za nativnich, tak za denaturacnich
podminek. Purifikace za nativnich podminek byla spojena s vyznamnou degradaci
cilovych proteinti, coz muze byt vysvétleno faktem, Ze nativni podminky zachovavaji
enzymatickou aktivitu vSech enzymu v bakteridlnim lyzatu, z nichZ ¢ast mize ptispét ke
Stépeni produktu. Proteasy schopné Stépit IgAl v pantové oblasti (nejCastéji rizné
metaloproteasy) byly identifikovany u mnoha bakterii Neisseria meningitidis, N.

gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, H. parahaemolyticus, Streptococcus pneumoniae,
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S. sanguinis, S. pseudopneumoniae, S. oralis, S. mitis, S. infantis, Gemella haemolysans,
Ureaplasma urealyticum, Clostridium ramosum a dalSich, dosud vsak nikoliv u E. coli.
Identifikace mozné proteasy vSak nebyla cilem piedlozené diplomové prace.
Uptednostnéna byla denatura¢ni varianta purifika¢niho protokolu, coz minimalizovalo
degradaci produkovaného rekombinantniho proteinu. Z western blot analyzy je ziejmé,
ze bylo pouzito pfili§ velké mnozstvi bakterialniho lyzatu v poméru k Ni-NTA agarose,
nebot’ nenavazana (FT) frakce obsahovala velké mnozstvi cilovych proteinti. Na druhou
stranu, zvySeni mnozstvi Ni-NTA agarosy vede k ndrtstu mnozstvi kontaminujicich
proteind, coz by nebylo vhodné pro nésledujici experimenty, a proto jako optimalni byla

pouzita metoda prezentovana v této diplomové praci.

Detekce in vitro glykosylace pripravenych rekombinantnich proteini pomoci western
blot a GalNAc-specifického lektinu ukazala mnohem efektivnéjsi glykosylaci tézkého
fetézce IgA1 oproti CH1-P-CH2 fragmentu. Vzhledem k tomu, ze GaINAc transferasa 11
je schopna ptipojovat GalNAc i k peptidu pokryvajicimu pantovou oblast IgA1 s N'a C'
ptilehlymi dvéma az ¢tyfmi aminokysleinami, je mozné spekulovat o vyznamu absence
vzdalenéjsich useku tézkého fetézce IgA 1. Pro exaktni posouzeni miry glykosylace obou
rekombinantnich proteind by bylo vhodné provést in vitro eseje s proteinovymi substraty
za stejného molarniho mnoZstvi a rovnéz normalizovat nanaSku proteinit na SDS-PAGE
na moldrni mnozstvi piipraveného glykoproteinu, coz by umoznilo lépe srovnat

densitometrické analyzy.

Posledni ¢asti pfedlozené diplomové prace byla pfiprava komplext IgG
s podgalaktosylovanym IgAl. Jako zdroj IgG byla pouzita pupe¢nikova krev ditéte
pacientky sIgA nefropatii. Tato pacientka ma IgG protilatky rozpoznavajici
podgalaktosylované IgAl (Gd-1gA1l), které se transplacentarné pienasi do pupeénikové
krve ditéte spolecné s piirozenymi GalNAc-specifickymi protilatkami, coZ umozni
dosdhnout maximalni miry novotvorby imunitnich komplext s Gd-1gAl. U pupecnikové
krve z pacientky sIgA nefropatii dochdzelo ktvorbé komplexti Gd-1gA-1gG
s dvojnasobnou Cetnosti oproti zdravé kontrole. Tyto eseje by vSak bylo tieba zopakovat
s vzorky od vice pacientek a zdravych kontrol i s odpovidajicimi vzorky sér. V ramci
diplomové prace vSak byl hlavni cil optimalizovat podminky novotvorby imunitnich
komplexi, coz bylo splnéno. Postup bude pouzit pro nasledujici studie interakce 1gG —

Gd-1gAl za kompetice piipravenymi glykoproteiny.

59



6 ZAVER

Prace je zaméfena na expresi, purifikaci a in vitro glykosylaci glykoproteini IgAl
CH1-P-CH2 a tézkého tetézce IgA 1. V ramci diplomové prace se podatilo zoptimalizovat
podminky exprese a purifikace a pfipravit in vitro glykosylované varianty IgA1 CH1-P-
CH2 a tézky tetézec IgA 1. Prace optimalizovala také podminky pro in vitro tvorbu IgG-
Gd-IgAl imunokomplexu a jejich detekci pomoci ELISA. Pfipravené glykoproteiny
budou v dal$im vyzkumu pouzity v esejich studujicich jejich inhibi¢nimi vlastnostmi na

formaci patologickych imunokomplexti jako model potencialni terapie IgA nefropatie.

Cile prace byly splnény.
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