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Abstrakt
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Cile prace

Teoreticka Cast: Vypracovani literarni reSerSe na téma IgA nefropatie, molekularni
mechanismy vzniku, vliv imunitnich komplexti, soucasné 1é¢ba a moznosti kauzalni
terapie v budoucnu.

Prakticka cast: Produkce abnormalné galaktosylovaného IgA, ovéfeni lectinovou
ELISA metodou, de novo tvorba imunitnich komplext v Sérech pacienti s IgA

nefropatii a jejich detekce metodou ELISA.



1 UVOD

Lidské imunoglobuliny Al (IgAl) jsou produkovany pii imunitni odpovédi
B lymfocyty. Mohou se vyskytovat jak v polymerni, tak v monomerni form¢, avsak
monomerni je ¢ast&j$i v séru, polymerni Se vyskytuje ptevazné jako slizni¢ni (Hofejsi,
2017). Na rozdil od IgA2 jsou vyjimecné svou rozsahlou pantovou oblasti, ktera
nabizi unikatni mista pro glykosylaci, ale také pro St€peni bakterialnimi proteasami
(Kilian, 2005).

Pfi glykosylaci jsou na molekulu imunoglobulinu navazany N-acetyl galaktosamin,
galaktosa a kyselina sialova. Pokud glykosylace neprobéhne v poradku, je vytvoren
aberantn¢ glykosylovany IgA1. Tento je vyhodnocovan jako antigen a rozpoznavana
dal$imi protilatkami, vétSinou imunoglobuliny G (Suzuki, 2009a). Po vazb¢ dojde k
tvorbé velkych imunitnich komplext (800-900 kDa), které se ukladaji v ledvinach.
Tyto depozity imunitnich komplexti v mesangiich poté vyvolavaji proliferaci
mesangidlnich bunék, tvorbu cytokinti, chemokinii a nekrotizujicich faktorti (naptiklad
TNF) (Novak, 2011a).

Nemoc, ktera vykazuje tyto ptriznaky, se nazyva IgA nefropatie. Je nejcastéjsi
primarni glomerulonefritidou a pfi¢inou hematurie na svété (Julian, 1988). Zatim
neexistuje zadna kauzalni 1écba, lé¢eny jsou pouze ptiznaky, tudiz je lé¢ba podobna
jako u ostatnich rendlnich onemocnéni. Lécba je zaméfena na snizeni proteinurie,
kontrolu krevniho tlaku a zachovani, ¢i zpomaleni ubytku ledvinové funkce, coz je
provadéno modulaci nepfiznivych imunitnich a zanétlivych jevi v glomerulu a
tubulointersticiu  (Boyd, 2012). Nejcast&jSim zpusobem 1é¢by je blokada
renin-angiotenzin, ktera je schopna snizit proteinurii a kontrolovat hypertenzi, avsak
nema zadny vliv na kone¢né zachovani renalnich funkci (Coppo, 2010a).

Do budoucna se vsSak vyskytuji zajimavé mozZnosti kauzalni terapie, jejichZ vyzkum
se ubird nékolika moznymi sméry. Napfiklad je zkouméno, zda by bylo mozné
inhibovat bunky, které tvofi aberantné glykosylované IgAl, tudiz by nedochazelo
Kk vytvofeni imunitnich komplexd. Dal§i moznosti by mohlo byt snizeni molekulové
hmotnosti imunitnich komplexd vytvofenim pouze ¢asti IgA, nebo autoprotilatky,
jelikoZ mensi imunitni komplexy dokonce proliferaci mesangialnich bunék inhibuji.
V neposledni fad¢ je zde moznost pokusit se inhibovat proliferaci mesangialnich

bunék, nebo §tépit IgAl, které je jiz ulozeno v mesangialnich depozitech. Zadny



Z téchto postuptl jesté neni Uplné prozkouman, avSak v blizké budoucnosti se pocita

S vytvotrenim plné funk¢éni kauzalni terapie (Raska, 2016).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 IgA nefropatie
Imunoglobulin A nefropatie (IgAN) je nejcastéjsi primarni glomerulonefritidou a
pti¢inou hematurie ve svété (Julian, 1988). Poprvé byla popsana v roce 1968 ve Francii
Jeanem Bergerem a Nicole Hinglaisem za pouziti imunofluorescen¢nich technik pro
vySettovani vzorkd renalni biopsie od pacientli s perzistentni mikroskopickou
hematurii (Berger, 1968).

Jeji pfi¢inou je tvorba cirkuluyjicich imunitnich komplexti IgA-1gG, které se
hromadi v glomerularnim mesangiu ledvin, coz vede v proliferaci mesangialnich
bun¢k a poskozeni funkce ledvin. Toto primarn€ imunitni onemocnéni dospiva ke
kone¢nému stadiu, renalnimu selhani, u 30 % - 40 % pacienti do 20 let od
ptedpokladaného vypuknuti choroby (D’Amico, 2000a).

Pro diagnostiku je stale potfeba vyuziti rendlni biopsie. IgA je predominantni nebo
kodominantni imunoglobulin v mesangialnich depozitech, avsak je casto doprovazen
IgG, IgM, ptipadné¢ obéma najednou (Jennette, 1988). Mesangialni IgA je vyhradné
podtiidy IgA1l a jeho specifické biochemické vlastnosti hraji roli v patogenezi IgAN
(Conley, 1980).

Typicky se IgAN projevi béhem adolescence a rané dospélosti, avSak prvni
naznaky renalniho onemocnéni mohou byt pozorovany jak u déti okolo 4 let, tak u
dospélych star§ich 60 let. Stupné hematurie a proteinurie mohou byt velmi rozsahlé.
Makroskopickd hematurie, kterd je velmi casto konkuren¢ni s infekci hornich
dychacich cest nebo gastrointestindlniho traktu, mize byt prvni znak renélniho
onemocnéni, ktery je bézny u déti, avsak vzacny u pacient starSich 40 let (D’ Amico,
2000Db). Hodnoceno podle oxfordské klasifikace, histologické funkce, které naznacuji
méné pfiznivou prognoézu zahrnuji mezangidlni hypercelularitu, segmentalni
glomeruloskler6zu, endokapilarni hyparcelularitu a tubuldrni atrofii nebo intersticidlni
fibrozu (Herzenberg, 2011).

Pro pacienty se zachovanou funkci clearance, hypertenzi a proteinurii existuji dva
klicové modifikovatelné prognostické faktory. Neptiznivy vliv proteinurie zacina pii
vylu¢ovani 500 mg za den (Bartosik, 2001). Naproti tomu se u 20 az 25 % pacient
vyskytuje klinicka remise, kdy maji normalni koncentraci sérového kreatininu i
normalni vysledky z vySetfeni moci, avSak opakovana biopsie obecné poukazuje na

pretrvavajici glomerularni depozici IgA (Yoshikawa, 1990). Dalsi pacienti vykazuji
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indolentni asymptomaticky priibéh, ktery se projevuje jako pretrvavajici nebo obCasna
mikroskopickd hematurie a mirné proteinurie. Difuzni mesangialni depozity IgA také
byly zdokumentovany u piekvapivé vysoké casti zdravé populace. Tento
charakteristicky znak IgAN byl nalezen u 2 az 4 % ptipadd v pitevnich zpravach,
ptestoze velky pocet jedinct nevykazoval zadny klinicky ditkkaz renalniho onemocnéni
pred smrti (Waldherr, 1989). Studie provadéna na darcich ledvin v Japonsku dokazala,
ze 82z 510 (16 %) alostépt, u kterych byla provedena biopsie v dob¢é implantace, byly
ovlivnény a 19 vykazovalo skrytou mesangialni proliferativni glomerulonefritidu
(Suzuki, 2003).

Henoch-Schoénleinova purpura s nefritidou (HSPN) miize piedstavovat nejzevnéjsi
projev spektra nemoci: autoimunitni proces, ktery vede k IgAN. HSPN pacienti maji
vaskulitidu indukovanou IgA, ktera muze postihovat kromé¢ ledvin také kuzi a stfeva.
Rendlni imunopatologické nalezy jsou podobné s nalezy u IgAN. Biopsie koznich 1ézi
u purpury vykazuje leukocytoklastickou vaskulitidu s IgA ve sténach dermalnich
kapilar a biopsie klinicky normalniho stavu kiize nékterych pacientt s IgAN vykazuje
patologii, ktera je identicka (Thompson, 1980). U pacientd s hematurii nebo
proteinurii po transpantaci pii koneéném stadiu HSPN ukazala renalni biopsie IgAN

(Weiss, 1978).

2.1.1 Zasah populace
IgAN se vyskytuje ve vSech v€kovych skupinach, s obvyklym vékem klinického
nastupu ve druhé a tfeti dekad¢ zivota, Castéji jsou zasazeni muzi (Tumlin, 2007).

Pro toto onemocnéni je typicka frekvence vyskytu v riiznych etnickych skupinach.
Nejvice se vyskytuje v Japonsku, kde tvoti az 50 % pfipadi vSech novych
glomerulonefritid, v kontrastu k Evropé nebo USA, kde tato ¢isla tvoii 30 % a 10 %
vSech diagnostikovanych glomerulonefritid (Tumlin, 2007). V USA vsak ¢ini vyjimku
populace indidnd Navajo V Novém Mexiku, ktefi maji incidenci této choroby 38 %
(Julian, 1988). Incidence Vv centralni Africe je mensi nez 5 %, piestoze frekvence pro
AfroameriCany je stejna jako pro Kavkazy v ur€itych regionech USA (Wyatt, 1998).
Tato variabilita v incidenci miize byt dana rozdily v ochoté podstoupit invazivni
diagnostickou proceduru pii relativné mirnych urinalnich abnormalitach, nebo
v geneticky urCenych vlivech na patogenezi nemoci (Gharavi, 2011b). Geografické

znazornéni na obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1 Geografické znazornéni celosvétového vyskytu IgAN. Procentualni vyjadieni
frekvence s ohledem k ostatnim glomerulonefritidam. Upraveno podle Cheung, 2016.

Dle Ceského registru renalnich biopsii v Ceské republice tvofila IgAN 34 %
z diagnostikovanych glomerulonefritid mezi lety 1994-2011 (Maixnerova, 2015).

2.2 Imunoglobuliny A

Imunoglobuliny A (IgA) tvoii ¢ast humoralni slozky specifické imunity. Patii mezi pét
zakladnich tfid lidskych imunoglobulind, které se navzdjem odliSuji typem tézkého
fetézce. Jsou produkovany béhem imunitni odpovédi B lymfocyty, které se po aktivaci

transformuji na plazmatické buniky v lymfoidnich tkanich (Hotejsi, 2017).

2.2.1 Struktura
Vsechny typy imunoglobulini obsahuji nejméné dva stejné lehké (L) fetézce
s molekulovou hmotnosti 23 kDa a dva shodné tézké (H) fetézce s molekulovou
hmotnosti 35-75 kDa. Tyto fetézce jsou spojeny disulfidovymi vazbami a tvofi
tetramer. L- a H- fetézce jsou nejprve syntetizovany odde€lené, jejich spojeni do
kompletnich molekul nastavd teprve az uvniti B-lymfocytli nebo plazmatickych
bunék. Oba typy fetézcli mohou byt rozdéleny na specifické domény (regiony) podle
funkce (Murray, 2012).

Na rozdil od lidskych imunoglobulinovych isotypii, které se vyskytuji pouze
vV monomerni formé, jako jsou IgG, IgD a IgE, nebo pouze v polymerni formé, jako je
IgM. IgA se mohou vyskytovat v obou formach: mohou vytvaret polymery dvou nebo

tfi tetramernich zékladnich jednotek, v monomerni formé se vyskytuji pouze v séru.
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Forma vyskytujici se v séru je predominantni a je syntetizovana v kostni dieni (Woof,
2013).

Do dimerni formy (dIgA) jsou spojovany na Fc konci pomoci proteinu, ktery je
oznacovan jako J (joining) fetézec (Brandtzaeg, 1985). Spolu s dalSimi polymery IgA
(plgA) se nachazi v sekretech sliznic jako sekreéni forma dIgA a jsou souhrnné
oznacovany jako polymerni IgA. Pro ptenos dIgA do extracelularniho prostoru je
potieba vazba na membranovy receptor (pIgR) (Ballieux, 1968). Po navazani na IgA
je receptor rozstépen a jedna jeho Cast ziistava navazana na IgA. Tato €ast je nazyvana
sekrecni komponenta (S komponenta), kterda chrani imunoglobulin pfed Stépenim
proteolytickymi enzymy na sliznicich (Asofski, 1969).

Sekre¢ni IgA (S-IgA) je prevladajicim imunoglobulinem v mléku, kolostru, slzach,
slinach a sekretech slizniénich povrchu, kterymi jsou napiiklad dychaci,
gastrointestinalni a genitourinarni cesty (Russell, 1986).

Lehky fetézec se d€li na dvé domény. Polovina fetézce na karboxylovém konci se
nazyva konstantni oblast (CL), druhd polovina, na aminokonci, je variabilni oblast
(V1)

Mezi lehkymi fetézci rozliSujeme dva typy, kappa (k) a lambda (). Toto rozdéleni
je uréovano na zakladé rozdilné struktury Cp oblasti. Molekula imunoglobulinu vzdy
obsahuje bud’ dva k-fetézce, nebo dva A-fetézce, nikdy vSak jejich kombinaci. U
lidskych imunoglobulinli se vyskytuje fet€ézec k mnohem Ccastéji nez fetézec A
(Schaller, 2008), ptesnéji v poméru 63:37 (Mul, 1975).

Tezky fetézec se sklada z &tyfech az péti domén. Cast tézkého fetézce nachéazejici
se na aminokonci, je oznaCovana jako variabilni oblast (VH). Zbytek fetézce tvofi
konstantni oblasti (CHl, Ch2, Ch3, Cn4). Mezi konstantni a variabilni oblasti se
nachazi oblast pantova (Kirkham, 1994).

Imunoglobuliny A maji typ tézkého tetézce a. Typ fetézce urcuje kromé nazvu
imunoglobulinu i jeho funkci (Schaller, 2008).

Variabilni oblasti, které tvoti domény Vi a VH jsou pro kazdého ¢loveka specifické
sekvenci aminokyselin. Bylo vSak dok4zano pomoci analyzy aminokyselinovych
sekvenci, Ze wvariabilni oblasti jsou sloZzeny ztéméf neménnych oblasti a z
hypervariabilnich regiond. Tyto regiony tvoii misto vazajici antigen a urcuji specifitu
protilatek, tudiz jsou také nazyvany jako oblasti urcujici komplementaritu

(complementarity-determining regions, CDRs) (Capra, 1975).



2.2.2 Formy IgA

U cloveka, stejné€ jako u Simpanzi, goril a gibont se vyskytuji dvé podtiidy IgA, IgA1l
a IgA2 (Kawamura, 1992). Podtiida IgAl pievlada v dychacim traktu, kdezto
Vv zazivacim prevlada naopak IgA2 (Hoftejsi, 2017).

IgAl je sekretovan B bunikami v riznych sliznicnich a systémovych
kompartmentech (Macpherson, 2008) s charakteristickym mistné specifickym
fenotypem (Pakkanen, 2010). Obecné¢ je slizni¢ni IgA typicky polymerni a s malou
afinitou, systémovy pak hlavné¢ s vysokou afinitou a monomerni. IgAl, ktery je
specificky pro antigeny vyskytujici se ve sliznicich, je relativné Spatné
galaktosylovany. VSechny tyto vlastnosti slizni¢niho IgA1l jsou charakteristické pro
sérovy a mesangialni IgA1 u IgAN (Conley, 1980). Vlastnosti sérového a slizni¢niho
IgA shrnuty na obrazku (Obr. 2).

J-tetézec

\ / \ / Polymern{ IgA (pIgA) > / Sekreéni IgA (SIgA)

- dva nebo vice mIgA spojeny jednim - plga obsahujici sekre¢ni komponentu (SC),

Jfetézcem ktera je soucasti pIgR receptoru pouzivaného
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Clovéka. Distribuce podtiid IgA (IgAl, IgA2) ve vnéjsich sekretech zdravych
dospélych. Upraveno podle Perse, 2019.




Molekuly IgAl jsou vyznacné délkou své pantové oblasti, flexibilnimi useky
polypeptidu v jadru protilatky, které oddéluji regiony odpovédné za vazbu na antigen
a efektorovou kapabilitu a nachazi se mezi Chl a Cn2 (Wolfenstein, 1971).
Prodlouzena pantova oblast, ktera se nachazi u IgA1, chybi jak u molekul IgA2, tak u
monomertt IgA vyskytujicich se u vétSiny savci (Wolfenstein-Todel, 1972).
V lidském séru se vyskytuje IgA1 Castéji, tvoii zhruba 90 % vsech IgA, zbylych 10 %
tvori IgA2 (Crago, 1984).

Pantova oblast IgA1 obsahuje inzerci 17 aminokyselin, kterda u IgA2 chybi. Tato
Cast nabizi jedine¢na mista pro O-glykosylaci. Zahrnuje opakujicich se 8 aminokyselin
bohatych na prolinova, serinova a threoninova residua, na které je pfipojeno 3-6
O-vazanych oligosacharidii. Molekuly téchto sacharidii jsou vétSinou malé a
heterogenni a jsou slozeny pievazné z N-acetylgalaktosaminu, galaktosy a kyseliny
sialové. Ob¢ podtiidy IgA taktéz obsahuji N-vazané oligosacharidy (Wolfenstein,
1971).

Prodlouzend pantova oblast vSak poskytuje 1 vhodné misto pro Sté€peni
bakteridlnimi proteasami. Jejich pisobenim je molekula imunoglobulinu rozdélena na
dva fragmenty, Fab a Fc. Fab fragment nese vazebnou doménu pro antigen a Fc
fragment je tvofen doménami tézkého tetézce (Hoftejsi, 2017). Bakterie schopné
produkovat tyto proteasy jsou napiiklad Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorboeae, Neisseria meningitidis a dalsi (Kilian, 2005).
Prestoze tato pantova oblast je pfitomna v IgA i u jinych druhti obratlovci (naptiklad
u krav, prasat, pst, mys$i a kralik(), vykazuje v porovnani s lidskym IgA1 nizky stupeni
sekvencni homologie, glykosylace a citlivosti na bakterialni IgA1 specifické proteasy
(Woof, 2005).

2.3 Glykosylace
Glykosylace hraje vyznamnou roli pfi produkci, manipulaci a funkci vsech
glykoprotein. Probiha prevazné béhem a bezprosttedné po syntéze proteinu
(Ohtsubo, 2006). Stejné jako ostatni imunoglobuliny a velké mnozstvi dalSich
sérovych proteint, jsou lidské IgA glykosylované. RozliSujeme 2 formy glykosylaci,
N-vazané a O-vazané.

N-véazané oligosacharidy pfipojené na asparaginova residua se pii glykosylaci tvoii

nejcastéji a obvykle obsahuji komplexni, rozvétvené fetézce (Arnold, 2007). O-vazané

oligosacharidy jsou vice pfitomny u membranovych proteinii, méné castéji se



nachdzeji u sérovych proteinid. Tvoii je obvykle jednodus$si sacharidové skupiny
pfipojené ke zbytkiim serinu nebo threoninu (Bezinger, 1974).

Oba typy sacharidii mohou nést terminalni kyselinu sialovou, coZz je vysoce zaporné
nabitd molekula, kterd je mnohem labilnéjsi, nez zbytek proteinu a je velmi dulezita

pfi uréovani clearance mnoha proteinti (Klenk, 1941).

2.3.1 Glykosylace IgAl

IgAl je jeden z mala sérovych proteini, které obsahuji jak N-vazané, tak O-vazané
oligosacharidy. Tyto se nachazi v pantové oblasti imunoglobulinu mezi Cnul a Cn2
doménami té€zkého fetézce (Tarelli, 2004). O-vazané sacharidové fetézce zalinaji
vazbou N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) na serinovou nebo threoninovou
hydroxylovou skupinu v prodlouzené pantové oblasti. Tento N-acetylgalaktosamin je
poté vétsinou dale rozsifen galaktosou (Gal) v konfiguraci -1,3 a jednou nebo dvéma
molekulami kyseliny sialové (N-acetylneuraminova kyselina, NeuNAc) v konfiguraci
a-2,6 a/nebo a-2,3. Tudiz se kazdy O-glykan mize vyskytovat ve Etyfech riznych
formach, A-D (Mattu, 1998).

IgA1 monomer, ktery obsahuje dva ai t€zké fetézce, kazdy s deviti potencialnimi
misty pro O-glykosylaci (i kdyZ nejsou vSechna obsazena), tedy nese nékolik tésné
sousedicich O-véazanych sacharidi v pantové oblasti, coZ zajist'uje t€sné shlukovani
zbytki NeuNAc, Gal a GalNAc. Rizné slozeni téchto oligosacharidovych fetézct
muze mit vyznamné ucinky na celkové fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly IgA1.
V normalnim séru se nachazi smés IgA1 O-glykoforem diky heterogenité dané jak
riznym  obsazenim  vazebnych mist, tak vyskytem smési  struktur
GalNAc-Gal-NeuNAc na kazdém z O-glykosyla¢nich mist (Lai, 2012).

O-glykosylace IgA1 probiha v Golgiho aparatu a je ovlivnéna Cinnosti vysoce
specifickych  glykosyltransferas,  které  pfipojuji  jednotlivé  sacharidy
Kk polysacharidovému fetézci. Iniciaénim krokem je navazani GalNAc na threonin
nebo serin molekuly proteinu pomoci rodiny enzymi UDP-N-acetyl-a-D-
-galaktosamin:polypeptid N-acetylgalaktosaminyltransferas (pp-GalNAc-T) (Iwasaki,
2003). Specificka role individualnich GalNAc-T isoforem a jak tyto enzymy
kooperuji, jesté neni pln¢€ prozkoumana, avSak dominantni roli mize hrat nejcastéji
exprimovany GalNAc-T2 (Stewart, 2019). Studie in vitro, kde byl jako akceptor
pouzity synteticky peptid, ukazala, ze iniciovat O-glykosylaci mize 1 GalNAc-T1



nebo GalNAc-T11 (Wandall, 2007). Je mozné, ze koordinovana funkce vice druhi
GalNAc-Ts mize byt pozménéna Vv IgAl produkujicich bunikdch béhem infekce
pravdépodobné ovliviiuje hustotu a strukturu piipojenych O-glykant (Mestecky,
2013).

Galaktosylace je dokoncena core 1 B-1,3 galaktosyltransferasou (C1Gal-T1,
2.4.1.122), ktera se nachazi v lidskych B bunkach a pifenasi Gal z UDP-Gal na
GalNAC pies vazbu B-1,3 (Kudo, 2002). Funkce C1Gal-T1 zavisi na piitomnosti
molekularniho chaperonu Cosmc (Ju, 2002), ktery jako jediny galaktosyluje
Tn antigen (GalNAc bez ptipojené Gal) za formace T antigenu (Wang, 2010).
Nakonec muze nastat O-sialyzace, ktera je katalyzovana enzymy z rodiny
sialyltransferas (Szabo, 2017).

Je znamo jen velmi malo o faktorech kontrolujicich IgA1 O-glykosylaci. Diky
hmotnostni spektrofotometrické analyze pantové oblasti bylo zjisténo, ze kazdy ze
vzorki séra obsahoval mezi 10-20 rtizné glykosylovanymi peptidy (Tarelli, 2004). To
naznacuje, ze plazmatické buniky IgA1 jsou schopny produkovat protilatky s vyrazné
odlisnymi profily O-glykand. Studie in vitro na zvifecich systémech ukazaly, ze
glykosylace IgA mulze byt ovlivnéna lokaln€ syntetizovanymi cytokiny, zejména
cytokiny Th2 (Kobayashi, 2002). Kromé toho maji sekre¢ni IgA odlisné N-vazané a
O-vazané oligosacharidové jednotky neZ sérové IgA, coZ naznacuje, Ze syntéza IgA

ve sliznicich miize byt spojena s mistné specifickou glykosylaci IgA (Smith, 2006).

2.3.2 Glykosylace u IgAN

U pacientd s IgAN obsahuje zvySena frakce cirkulujicich IgAl O-glykany
Vv pantové oblasti, které jsou sloZzena z GaINAc bez piipojené Gal (Tn antigen), s nebo
bez piipojené kyseliny sialové; tato struktura je znama jako sialyl-Tn (STn) antigen.
Tn antigen je ¢asti epitopu, ktery je rozpoznavan pomoci IgG a IgAl, které se vazi na
galaktosové deficientni IgAl (Gd-IgAl), coz zptsobuje tvorbu nefritogennich
imunitnich komplext (Suzuki, 2009a). Schéma glykosylace u IgAN zobrazeno na
obrazku (Obr. 3).

Ke studii O-glykosylace u IgAN bylo pouzito mnoho experimentalnich pfistupti:
vazba lektinu na O-glykany in situ na IgA1 (Tomana, 1997), hmotnostni spektroskopie

kompletni izolované pantové oblasti IgA1 (Odani, 2000) a chromatograficka separace
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uvolnénych O-glykand v jejich neporusené formé i jako volnych monosacharidi
(lwase, 1992). Vsechny tyto pristupy dokazaly abnormalni IgA1 u IgA nefropatie.

Prvni studie abnormalné galaktosylovaného IgA1 byly omezeny pouze na sérové
IgA1l (Mestecky, 1993), avSak pozdéjsi studie identifikovaly stejné abnormality
O-galaktosylace i v mesangialnim IgA1 (Allen, 2001).

Mechanismy odpovédné za aberantné glykosylovany IgAl nejsou znamy, ale
mohou zahrnovat abnormalni expresi nebo aktivitu enzymi, které pridavaji jednotlivé
monosacharidy do pantové oblasti IgAl. Napiiklad snizena aktivita C1GalT]l,
enzymu, ktery piipojuje Gal, nebo jeho chaperonu, Cosmc, by mohla vést k nadbytku
ptipojené kyseliny sialové pifimo na GalNAc (Allen, 1997). Také by k tomuto mohla
vést zvySend aktivita a-N-acetylgalaktosaminid o-2,6-sialyltransferasy 2
(ST6GALNAC?2, 2.4.99.3), ktera ptipojuje kyselinu sialovou k GalINAc (Marcos,
2004). Pokud nastane pfed¢asna sialyzace, brani navazani Gal, tudiZ vznika aberantné

glykosylovany IgAl (Schachter, 1971). Je mozné i zapojeni obou mechanismi
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Obr. 3 Mozné cesty O-glykosylace pantové oblasti IgA1 zahrnujici galaktosové deficientni a
galaktosylované O-glykany. V levém sloupci: O-glykosylace pantové oblasti IgAl
zacinajici pfipojenim N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) na Ser nebo Thr. U pacientl
s IgAN mohou byt n¢které IgA1 piedCasné sializovany (Cervena Sipka), tudiz se nemize
pfipojit galaktosa. U zdravych jedinci je nasledné ptfipojeni galaktosy mozné. Pravy
sloupec: galaktosové deficientni O-glykany obsahuji terminalni GaINAc (Tn antigen)
nebo GalNAc a kyselinu sialovou (STn antigen). Upraveno podle Knoppova, 2016.
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2.4  Protilatky proti gd-1gA

Ptitomnost protilatek proti IgA1 byla prokazana v sérech u pacientt s IgA deficienci
(Nadorp, 1973), avsak protilatky IgG a IgM, které jsou specifické pro myelomové IgA,
byly také detekovany v sérech zdravych jedinct (Jackson, 1987a). Tyto protilatky byly
pritomny dokonce v daleko vétSim mnozstvi, kdyz byly jako antigen pouzity Fab
fragmenty spojené s pantovou oblasti IgA. Nasledn¢ byly analogické experimenty
roz§ifeny o vySetieni séra, imunitnich komplexa a bun€k periferalni krve od pacientt
s IgAN (Suzuki, 2009a). Hladiny sérovych IgG a IgAl, protilatek, které jsou
specifické proti Gd-IgAl, a jejich Fab fragmenty obsahujici variabilni oblast, byly
vétsi u pacientt s [gAN, neZ u zdravych kontrol (Jackson, 1987b). Tyto Gd-IgAl
specifické protilatky byly vSak ptitomny v séru pacientu s IJAN v nadbytku, ne pouze
v imunitnich komplexech, avSak i ve volné form¢ (Tomana, 1999). Rozsitujici studie
in vitro a in vivo vedly k zavéru, ze v cirkulujicich imunitnich komplexech Gd-1gAl
vystupuje jako antigen rozpoznavan protilatkami, které jsou specifické pro pantovou
oblast Gd-IgA1l (Suzuki, 2009b).

Tn struktura (terminalni GalNAc) pantové oblasti IgALl reprezentuje neoepitop
rozpoznavany IgG a IgAl protilatkami, jejichz vazba vede k tvorbé
imunitnich komplexti. Pro identifikaci autoprotilatek na molekularni trovni byly
naklonovany EBV-imortalizované lymfocyty, které vylucovaly IgG specifické pro
gd-1gA1 (Suzuki, 2011). Tyto studie odhalily, Ze IgG produkovan bunikami pacientt
s IgAN vaze gd-IgAl glykanové specificky, stejné jako polyklonalni IgG ze sér
pacienti s I[gAN. Blokovaci experimenty s lektinem Helix aspersa aglutininem (HAA)
potvrdily, Ze vazba na IgG byla zprostfedkovana pies glykany. Navic experimenty,
které vyuzivaly enzymaticky modifikované IgA1 odhalily, Ze pro vazbu s IgG je
potteba terminalni GalNAc, zatimco pfidani Gal nebo SA k termindlnimu GalNAc
vazbu blokovalo (Suzuki, 2009b).

K charakterizaci kli¢ovych strukturdlnich prvka byly EBV-imortalizované bunky
subklonovany jako jednobunécné klony, nasledn¢ amplifikovany pomoci PCR a
nasekvencovany variabilni regiony tézkych a lehkych fetézc. Tyto analyzy
identifikovaly jedinecné vlastnosti v CDR3 na Vu u IgG pacientll s IgAN. Na teti
pozici se nachazel Ser u Sesti ze sedmi pacientli s IgAN, zatimco u vSech zdravych

kontrol se na tomtéz misté nachazel Ala. Studie prokazala, Ze Ser na tieti pozici CDR3
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na Vu je nezbytny pro efektivni vazbu na pantovou oblast IgAl s Tn antigenem
(Suzuki, 2009a).

Zejména sérové hladiny protilatek IgG, které jsou specifické pro gd-IgA1 mohou
byt uréeny pomoci dot-blot testu, nebo metodou ELISA. Analyzy prokazaly, ze sérova
hladina IgG je zvysena u IgAN pacienti a koreluje s proteinurii stejné jako s hladinou
imunitnich komplexd IgA1-1gG v moci. Tato pozorovani naznacuji, ze hladiny
sérovych protilatek specifickych pro gd-IgA1l mohou pfedstavovat marker aktivity
onemocnéni, a proto mohou byt uzite¢né pii hodnoceni reakce na 1é¢bu (Mestecky,
2013).

Moznou hypotézou je, ze autoprotilatky reagujici v pantové oblasti, jsou
mikrobidlné specifické slizni¢ni protilatky, které jsou generovany proti sacharidovym
fetézciim na mikrobialnich bunéénych st€nach. Tyto mikrobidlné specifické protilatky
reaguji zkiizen€ s aberantné glykosylovanou pantovou oblasti IgA1. Béhem infekci
sliznic je tudiz podporovana tvorba imunitnich komplext zvySenou hladinou
autoprotilatek, ktera mlze byt dale vystupiiovdna piechodem na imunoproteosom a
zvySenou prezentaci mikrobialniho antigenu (Feehally, 1986). Moznost podobnosti
molekul miize pomoci vysvétlit souvislost viditelné hematurie s epizodami mukdzni

infekce v IgAN (Praga, 1985).

2.5 Tvorba imunitnich komplexu

IgAN je povazovana za nemoc, pii které jsou zadrzovany imunitni komplexy v téle
pacienta (Novak, 2008). Tyto imunitni komplexy vzdy obsahuji IgAl bud’ jako
dominantni nebo kodominantni protilatku a dale obsahuji protilatky z jinych tfid.
Zmeéna ve slozeni sacharidovych jednotek v pantové oblasti IgAl vede ke zméné
konformace molekuly IgAl, kterd odkryva nové epitopy v pantové oblasti, kviili
kterym jsou poté rozpoznavany jako antigenni castice (Suzuki, 2009a).

Aberantné galaktosylované molekuly IgAl maji zvySenou tendenci k vlastni
agregaci (Hiki, 2004) a vytvafeni komplexti antigen-protilatka s protilatkami IgG
zamétenymi proti epitopim pantovych oblasti IgA1 (Tomana, 1999), diky cemuz se
vytvari imunitni komplexy (Van Der Boog, 2005). Tvorba imunitnich komplexi

zobrazena na obrazku (Obr. 4).
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Obr. 4 Molekula galaktosové deficientniho IgA1 a tvorba imunitnich komplexu v patogenezi
IgAN. Pokud nenastane pifipojeni Gal, utvoii se neoepitop, ktery nasledné napadaji
autoprotilatky IgG nebo IgA1 a dojde k vytvoreni imunitniho komplexu, ktery se
uklada v glomerulu. Upraveno podle Tanaka, 2011.

Spoustéc k vytvareni autoprotilatek a nasledné tvorby imunitnich komplexi u IgAN
neni znadm, avSak v asocia¢nich studiich genomu u sporadického IgA uvadéji, ze oblast
lidského leukocytového antigenu obsahuje alely, které predisponuji k IgAN (Gharavi,
2011a). Tato asociace s lidskym leukocytovym antigenem Koreluje s tim, Zze pacienti
preferenéné prezentuji specifické autoantigeny, které zahajuji tvorbu glykanové
specifickych protilatek. Dale bylo dokdzdno, Ze IgAN souvisi se specifickym
ptechodem z proteasomu Kk expresi imunoproteosomu v mononuklearnich burikach
periferalni krve (Coppo, 2009). Tento fenotypovy piechod na vice katalyticky
proteasom naznacuje zvysSenou ucinnost prezentace antigenu v IgAN. Za spoustéce
této reakce je povazovana imunitni odpovéd hostitele, pravdépodobné na virovou
infekei, ktera spousti uvoliiovani interferonu y (Boyd, 2012).

Dal8im moZznym faktorem, ktery pfispiva k formaci imunitnich komplexti u IgAN
je myeloidni Fc receptor pro IgA, CD89. Tento receptor je pfitomen v myeloidnich
bunikach, bud’ vazany na membranu, nebo v rozpustné forme (sCD89). In vitro byly
popsany tii isoformy sCD89, avSak pouze dvé z nich byly objeveny in vivo. Ob¢ tyto
formy hraji roli v tvorbé imunitnich komplexii pii IgAN. Vétsi isoforma sCD8§9,
s velikosti 50-70 kDa, byla nalezena pouze v sérech pacientii s IJAN. Predpoklada se,
ze pti vazbe polymerniho IgA na membranoveé vazany CD89 dochazi k uvolnovani
této vEtsi isoformy, coz vyust'uje v tvorbu cirkulujicich komplexi, které jsou nachylné
k mesangialni depozici (Launay, 2000). Naopak mensi rozpustna isoforma o velikosti

30 kDa je ptitomna v sérech jak pacientl, tak zdravych subjektti. Vysoké hladiny IgA
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v komplexu s touto mensi isoformou se ukazaly jako ochrana proti rozvoji renalniho

onemocnéni (Van der Boog, 2003).

2.5.1 Biologické aktivity imunitnich komplexu

Biologicka aktivita imunitnich komplext obsahujicich gd-IgAl byla zkoumana na
kultivovanych lidskych mesangialnich bunkach. Tento piistup dokazal, ze cirkulujici
imunitni komplexy od pacientii s [gAN se na tyto bunky vazi daleko efektivnéji, nez
volné IgAl nebo imunitni komplexy zdravych kontrol (Novak, 2002). Navic
frakcionace cirkulujicich imunitnich komplext ze sér pacientd s IgAN spolu s modely
mesangidlnich  bun¢k odhalily, Ze imunitni komplexy s molekulovou
hmotnosti 800-900 kDa stimuluji proliferaci bunék a produkci cytokinti a komponent
extracelularni matrix. Skutecnost, ze frakce zbavené IgA1l nemaji takové stimulacni
aktivity, potvrzuje roli IgAl v téchto imunitnich komplexech. S timto zjisténim je
v souladu pozorovani, Zze po doplnéni sér pacienti sIgAN malym mnoZstvim
polymernich galaktosové deficientnich IgAl (gd-plgAl), byly vytvofeny dalsi
imunitni komplexy. Naopak gd-pIgA1l, které nebylo v imunitnich komplexech, nebo
imunitni komplexy hmotnosti 700-800 kDa nevyvolaly proliferaci kultivovanych
lidskych mesangialnich bun¢k, dokonce proliferaci inhibovaly (Novak, 2011a).
Imunitni komplexy ze sér pacienti s IgAN, které byly odebrané behem epizod
makroskopické hematurie, stimulovaly bunécnou proliferaci mnohem vice, nez
imunitni komplexy, které byly ziskané pozdé€ji, v klidové fazi nemoci. Imunitni
komplexy, které obsahovaly vyss§i hladiny sérového gd-1gAl, indukovaly proliferaci
mesangialnich bunék v daleko vétsi mife, nez imunitni komplexy s niz§im obsahem
gd-IgA1. Tato data podtrhuji klicovou roli imunitnich komplext obsahujicich gd-IgA1
v aktivaci mesangialnich bunék, tedy vyznam antigenu (gd-IgA1) a protilatek (IgG,
IgA1 specifické pro gd-IgA) pii formaci téchto patogennich imunitnich komplext
(Novak, 2005). Proliferujici buiiky jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 5)
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Obr. 5 Vliv imunitnich komplexti na mesangialni buniky glomeruld ledvin. A. glomerulus se
ttemi kapilarnimi smy¢kami. Bazalni membrana zobrazena zelen¢, podocyty se
nachdzi vné, zatimco endotelarni bunky uvnitt smycek. Mesangialni buiiky tvofi
centralni nosnou strukturu. Dale jsou zde vyznacena depoOzita imunitnich komplexda.

B. zadinajici proliferace bunék. C. intenzivni proliferace mesangialnich bunék spolu
s nadprodukci extracelularniho matrix, ktera se vyskytuje u IgAN. Upraveno podle
Luft, 2017.

Aktivované mesangialni bunky proliferuji a nadprodukuji extracelularni matrix,
proteiny, cytokiny a chemokiny. Tyto procesy mohou zpilisobit expanzi
glomeruldrniho mesangia, fibrozu a ztratu funkce glomeruldrni filtrace. Déle se
z mesangialnich bunék aktivovanych imunitnimi komplexy uvoliuji humoralni
faktory jako je tumor nekrotizujici faktor (TNF)-o a transformujici rastovy faktor
(TGF)-B a mohou zptisobit zménu glomerularni propustnosti. To mize vysvétlovat
vyskyt proteinurie a tubulointersticialniho poskozeni u IgAN (Lai, 2008).

Receptory mesangialnich bunék, které se zapojuji do vazby s imunitnimi komplexy,
jesté nebyly plné charakterizovany, avSak existuje ne€kolik znakli ukazujicich na
konkrétni IgA receptor exprimovany mesangialnimi bunikami. Tento receptor se lisi
od klasickych IgA receptort (ASGP-R, pIgR, FcaR — CD89 a Fca/p receptor) (Novak,
2005). Transferinovy receptor (CD71) muze vazat pIlgAl a IgA1 obsahujici imunitni
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komplexy. Proliferujici lidské mesangialni buiiky vylucuji tento receptor na povrchu
(Moura, 2001). CD71 vsak nemusi byt jediny receptor pro imunitni komplexy, ac se
V soucasnosti predpoklada, Ze je hlavnim receptorem. Studie, ve kterych byly
pouzivany mysi exprimujici lidsky tézky fetézec IgA1 a lidsky CD89 naznacuji, ze by
komplexy 1gAl1-sCD89 mohly iniciovat autoamplifikaéni proces zahrnujici
nadmérnou expresi transferinového receptoru 1 (TFRI) a transglutaminasy 2
(TGasa2). U¢ast komplexti IgA1-sCD89 a ucast TFR a TGasy2 muze fungovat jako
alternativni mechanismus aktivace mesangialnich bunék (Berthelot, 2012). Jsou zde
vSak dal$i moznosti, naptiklad ze receptory z rodiny integrind (integrin al/pl a
integrin 02/f1) mohou také vazat molekuly IgA1 na mesangialnich bunkach (Kaneko,
2012).

Cirkulujici imunitni komplexy obsahujici IgA1 indukuji zménu fosfotyrosinového
vzorce bunéénych proteint. Signaliza¢ni kapacita dvou typt imunitnich komplext se
vsak lisi: velké stimula¢ni komplexy prechodné zvysuji fosforylaci 37 kDa proteinu a
snizuji fosforylaci dalSich dvou hlavnich fosfoproteinii 60 kDa a 115 kDa, zatimco
mensi inhibicni komplexy zvysuji fosforylaci vSech tii proteinti. Jelikoz proteinové
tyrosinkinasy se Casto Gi¢astni signalizace bunék po navazani ligandu na jeho receptor,
byly tyto vysledky interpretovany jako dodate¢ny projev rozdili v biologickych
vlastnostech mezi témito dvéma typy imunitnich komplexd obsahujicich IgA1 (Lai,
2011; Novak, 2011b).

2.6  Strategie 1écby IgA nefropatie

I pfes vSechny poznatky o patogenezi IgAN, neni pofdd vyvinuta lécba, kterd by
zastavila produkci patogennich IgA imunitnich komplext, nebo zabranila jejich
mesangialni depozici. Moznosti 1é¢by jsou tudiz soustiedény na zachovani ptipadné
zpomaleni ubytku ledvinové funkce modulaci neptiznivych imunitnich a zanétlivych
jevu v glomerulu a tubulointersticiu. Mnoho soucasnych 1é¢ebnych strategii je proto
obecnych a spole¢nych i pro jiné formy glomerularnich onemocnéni. Jde napf. o
blokadu renin-angiotensin, 1écbu azathiophrinem, cyklofosfamidem, snizeni

proteinurie a kontrolu krevniho tlaku (Boyd, 2012).
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2.6.1 Blokada renin-angiotensin

Blokada renin-angiotensinového systému inhibitorem angiotensin konvertujiciho
enzymu (ACEi) nebo blokatorem receptoru angiotensinu II (ARB) pro kontrolu
hypertenze a sniZeni proteinurie je prospéSnd pii zpomaleni progrese proteinurie u
IgAN (Coppo, 2007). Pfestoze blokada vyuzivajici obou téchto inhibitord snizi
proteinurii u IgAN, nema dlouhodobéjsi efekt pii zachovani renalni ¢innosti (Russo,
2001). I pfesto vyznamna ¢ast pacienti nedosahne sniZeni proteinurie na cilovou
hranici <0,5-1 g/24 h navzdory maximalnim davkam ACEi nebo ARB, a proto jsou ve

zvySeném riziku progresivniho chronického onemocnéni ledvin (Coppo, 2010a).

2.6.2 Rybi olej

Role rybiho oleje (mastna  kyselina omega-3  eikospentanova a
ucinky patii snizeni produkce eikosanoidii a cytokinti, zmény ve fluidité membran a
snizena agregovatelnost desticek (Grande, 1998). Rybi olej je Siroce piedepisovan u
IgAN a jeho podavani se zda byt bezpecné, i kdyZ u mnohych je hlavnim problémem
tolerance kvili ,,rybimu* zdpachu z Gst a potu a gastrointestinalnich vedlejSich ¢inkt
véetné plynatosti. Jedna studie, kde bylo provadéno Sestileté sledovani této 1éCby
ukazala, ze 1é¢ba poskytla dlouhodobou ochranu renalnich funkci (Donadio, 1994).
Avsak vdalsi samostatné studii, kde byly skupindm pacienti podavany
omega-3 mastné kyseliny, prednisolon nebo placebo, nebyly u skupiny ptijimajici rybi
olej po dvou letech sledovani pozorovany zadné ptiznivé ucinky (Hogg, 2006). Dalsi
mensi vyzkumy také nedokézaly Zadny piinos a metaanalyza naznacila, Ze dostupné
dikazy nejsou dost presvédcive pro urceni role rybiho oleje u IgAN, coz pficita velké

variabilité délky pozorovani zjisténé u samostatnych studii (Strippoli, 2003).

2.6.3 Tonsilektomie

Zastanci tonsilektomie se domnivaji, Ze mandle jsou vyznamnym zdrojem abnormalné
galaktosylovanych O-glykoforem IgAl1 uIgAN. Tonsilektomie snizuje Cetnost
akutnich epizod viditelné hematurie, kde je vyvolavajicim faktorem tonsilitida
(Coppo, 2010b) a existuji obhajci tonsilektomie jako 1é¢by ke snizeni progrese
konec¢ného stddia renalniho onemocnéni. Observacni studie poskytly protichiidné

udaje o tom, zda tonsilektomie zlepSuje dlouhodobé pieziti ledvin, pfiCemz studie
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z Japonska naznacuji ptinos (Hotta, 2001; Xie, 2003), zatimco evropské studie tvrdi
opak (Piccoli, 2010). V nerandomizované studii o 55 pacientech pii srovnani 1écby
tonsilektomii spolu s kortikosteroidy a monoterapii pouze kortikosteroidy doslo po 24
mésicich ke snizeni proteinurie a epizod viditelné hematurie u vice pacientl ve
skuping, kterd podstoupila i tonsilektomi, i kdyZ studie nebyla provadéna tak dlouho,
aby byla schopna vyvodit zavéry o dlouhodobych vysledcich (Komatsu, 2008).
Metaanalyza o ucinnosti tonsilektomie u [gAN vyvodila, ze tonsilektomie sama o sob&
nezlepsi vysledek, avSak po jejim zkombinovani se steroidovou terapii se ukazuji

ochranné u¢inky pro ledviny (Wang, 2011).

2.6.4 Kortikosteroidy

Ptinos kortikosteroidové terapie oproti maximalni podptrné 1écbé blokadou
renin-angiotensin zustava kontroverzni. Nejvétsi publikovana studie z Italie ukazala,
ze lécba kortikosteroidy snizila proteinurii a zabranila progresi ke konecnému stadiu
ledvinového onemocnéni Vv prubéhu 10 let (Pozzi, 2004). Rezim vysokych davek
kortikosteroida — vyuzivajici ,,pulzujici® methylprednisolon (1 g denné po dobu 3 dnti
pii indukci a na zac¢atku mésict 2 a 4) a ostatni dny peroralni piijem prednisolonu
(0,5 mg/kg) po dobu 6 mésicti — je mnohymi kliniky povazovan za mozné toxicky,
prestoze v této studii nebyla toxicita hlasena zadna. Blokada renin-angiotensin byla
pouzita pouze u malé ¢asti pacienti, ackoliv byla rovnomérné rozdélena mezi 1écebna
ramena (Boyd, 2012).

Dvé dalsi studie se snazily porovnat lé¢bu kortikosteroidy spolu s blokadou
renin-angiotensin a pouze lé¢bu blokadou renin-angiotensin u pacientl se zachovanou
renalni funkci a pomérné vysokou proteinurii, nehledé na blokadu renin-angiotensin
(Manno, 2009; Lv, 2009). V italské studii byla kombinace ACEi a 6mé&si¢niho piijmu
prednisolonu peroralné vyhodnocena jako vyhodna pfi redukci poctu pacientll
dosahujicich koncového bodu zdvojnasobeni kreatininu v séru nebo konecné faze
renalniho onemocnéni (Manno, 2009), zatimco u ¢inské studie byl podil pacientu, ktefi
dosahli priméarniho kone¢ného stddia — 50% zvySeni sérového kreatininu, byl sniZzen
z 24 % na 3 % ve skupiné 1é¢ené kombinaci ACEi a kortikosteroidy (Lv, 2009). Ob¢
studie vSak byly kritizovany, jelikoz ACEi 1 ARB by musely byt zastaveny pfed obéma
pokusy abé&hem pokust nebyla blokdda renin-angiotensin maximalizovana pied

zahajenim imunosuprese, a proto pacienti, kteti do téchto studii vstoupili, mohli kladn¢

19



reagovat na samotnou 1é¢bu ACEi/ARB (Eitner, 2010). Metaanalyza terapie steroidy,
ktera zahrnovala tyto dvé studie, potvrdila, ze tato terapie byla spojovana s poklesem
proteinurie a statisticky vyznamnou redukci rizika konec¢ného stadia renalniho
onemocnéni (Zhou, 2011).

Ceska studie z roku 2018 potvrdila sniZeni proteinurie po prednisonové terapii.
Také bylo dosazeno signifikantni redukce hladiny jak normalné, tak i galaktosové

deficientniho IgA (Kosztyu, 2018).

2.7 Kauzalni terapie

V soucasnosti jsou studovany moznosti 1é¢by, ktera bude zaméfena na piivod nemoci,
ne pouze na jeji ptfiznaky. Tato 1écba by se mohla rozvijet vice riiznymi sméry,
v zavislosti na tom, kterou z pfi¢in onemocnéni by mohla ovliviiovat (Novak, 2015).
Byly navrzeny pfistupy k omezeni produkce gd-1gAl, zabranéni tvorby patogennich

imunitnich komplext a k omezeni proliferace mesangialnich bun¢k (Mestecky, 2016).

2.7.1 Inhibice tvorby gd-l1gAl

Nejlepsi zptsob 1¢€cby IgAN by mohla byt selektivni eliminace bunék, které gd-IgAl
produkuyji. JelikoZ se tyto bunky vyskytuji minoritné, je zde tedy pouze malé riziko, ze
by byl vytvofen imunodeficit. Nejprve je vSak potieba znat plivod a specifické
povrchové fenotypové znaky bungk, které gd-IgA1l produkuji. JelikoZ tyto znalosti
jesté nejsou k dispozici, nelze s touto terapii zatim pocitat (Raska, 2016).

O Cem ale existuje relativné velké mnozstvi informaci, je proces intracelularni
tvorby gd-IgAl, funkce a regulace enzymul glykosyltransferas, které pripojuji
jednotlivé cukry k molekule imunoglobulinu, které ptispivaji ke vzniku IgAN. Je tedy
mozné najit zplsob, ktery by ovliviioval ptimo tvorbu gd-IgAl (Reily, 2014). Ke
Spatné funkci glykosyltransferas také pfispivaji k cytokiny IL-6 a IL-4 (Suzuki, 2014).
V budoucnu by se tedy mohla vyskytnout terapie zaméfena na modulaci téchto

cytokinl a regulaci exprese glykosyltransferas (Raska, 2016).

2.7.2 Ovlivnéni tvorby imunitnich komplexu
V patogenezi IgAN hraji roli cirkulujici imunitni komplexy, které maji velikost
800-900 kDa, jelikoz aktivuji mesangidlni buniky. Mensi komplexy tyto buiiky naopak

inhibuji (Novak, 2005). Dalsi z moznosti kauzalni terapie je tedy zména velikosti
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téchto imunitnich komplext, kterd mlze nastat uz pfi naruseni poméru antigenu a
autoprotilatky (Raska, 2016).

Toho miize byt dosahnuto dvéma riznymi pfistupy. Zaprvé by se mohly pomoci
technologie rekombinantni DNA pfipravit krat$i glykopeptidy obsahujici cukernou
slozku analogickou struktufe pantové oblasti gd-IgAl, ktery se vyskytuje u daného
pacienta (Suzuki, 2008). Tyto peptidy se poté budou kompetitivné vazat S
autoprotilatkami. Druhy pohled je zaméfen na samotné autoprotilatky. Je mozné opét
pomoci technologie rekombinantni DNA vytvofit jejich monovalentni analog, ktery se
bude vazat na gd-IgAl. Pro tuto variantu se mize pouzivat Fab fragment, ktery
obsahuje lehky fetézec a polovinu tézkého, ptipadné scFv fragment, ktery obsahuje
pouze variabilni domény obou fetézci a jejich propojeni. Pro ptipravu monovalentnich
protilatek miize byt pouzita i imunizace zvifat, které¢ vytvaii protilatky bez lehkych
fetézcu s vysokou afinitou. Témito zvifaty jsou napiiklad velbloud nebo lama (Raska,
2016).

2.7.3 Inhibice aktivace mesangialnich bunék

Pii ukladani imunitnich komplext dochéazi k aktivaci mesangialnich bun¢k, které
zacnou proliferovat, produkovat vétsi mnozstvi extracelularni matrix a tvofit
drahou MAPK/ERK, jejiz spusténi vyvolaji pravé imunitni komplexy. Pokud by se
vyuzily inhibitory proteinkinas, které jsou zapojeny do této drahy, mohly by byt
signifikantné omezeny zanétlivé a prolifera¢ni reakce (Tamouza, 2012).

Jeden z enzym, ktery se zapojuje do signalizace zprostfedkované imunoreceptory,
je SYK (spleen tyrosine kinase), a je doloZena jeji role v patogenezi IgAN (Kim,
2012). Pouziti inhibitoru tohoto enzymu, R406, vedlo k potlateni mesangialni
proliferace a tvorby cytokind, které indukovaly zanétlivou reakci u IgAN pacientl. Je

tedy mozné vést 1é¢bu IgAN i timto smérem (Kim, 2012).

2.7.4 Stépeni IgAl v mesangilnich depozitech

Dalsi pfistup poukazuje na Sté€peni jiz vytvorenych depozit. Toho lze dosdhnout
pomoci bakteridlnich proteas, které $tépi IgA1l diky jeho rozsahlé pantové oblasti.
Tento piistup byl experimentalné vyzkousen u mysiho modelu IgAN, kdy se po

intravendzni injekci bakterialnich proteas imunitni komplexy v depozitech
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zredukovaly, také doslo ke snizeni proteinurie a tvorby zanétlivych cytokint (Lechner,
2016).

Tento pristup vSak ma i sva uskali. Jelikoz bakterialni proteasy $tépi veskeré IgAl,
nez by se dostaly k mesangidlnim depozitim, rozstépily by i1 velké mnozstvi
systémového IgAl, coz by mélo velmi Spatné systémové dopady (Raska, 2016). Také
by se mohly vytvofit protilatky, které by zptisobily neutralizaci proteas v dalsi davce

podavaného 1éku (Eitner, 2008).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Chemikalie
e Akrylamid/bisakrylamid (Serva, Némecko)
e Avidin konjugovany HRP (Sigma-Aldrich, USA)
e Dihydrofosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-Ner, CR)
e Dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, CR)
e Glycin (Lach-Ner, CR)
e Glycobuffer 1 (NEB, USA)
e Hove¢zi sérovy albumin (BSA) (NEB, USA)
e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, CR)
e Chlorid draselny (Lach-Ner, CR)
e Chlorid sodny (mikroCHEM, CR)
e Isopropanol (Lach-Ner, CR)
e Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher

Scientific, USA)
e Kyselina chlorovodikova 36% (Lach-Ner, CR)
e Kyselina sirova 95% (VWR Chemicals BDH®, USA)
e Ledova kyselina octova 99,8% (Lach-Ner, CR)
o Lektin Helix pomatia konjugovany s biotinem (Sigma Aldrich, USA)
e Methanol (Sigma A, USA)
e N.N.N',N’-Tetramethylethylendiamin — TEMED (Serva, Némecko)
e N-butanol (Lach-Ner, CR)
e Page Ruler TM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific,
USA)

e Peroxid vodiku (Sigma Aldrich, USA)
e Persiran amonny (MERCK, Némecko)
e Prozyme (Agilent) pufr (Agilent, USA)
e SDS Pellets (Carl Roth, Némecko)
e Sialidasa A (Agilent, USA)
e Streptavidin konjugovany HRP (Pierce, USA)
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e TRIS (Amreco, Polsko)

e Tween-20 (Calbiochem, Némecko)

e [-1,3-galaktosidasa (NEB, USA)

e [B-merkaptoethanol (Calbiochem, Némecko)

3.1.2 Protilatky

e AffiniPure F(ab'). Fragment Goat Anti-Human Serum IgA, a chain specific
(Jackson Immunoresearch, USA)

e Anti-Human IgG (y-chain specific)—Peroxidase antibody produced in goat
(MERCK, Némecko)

e Peroxidase AffiniPure F(ab'). Fragment Goat Anti-Human Serum IgA, o chain
specific (Jackson Immunoresearch, USA)

3.1.3 Pufry a roztoky
3.1.3.1 SDS-PAGE

30% A/B 300 g akrylamid, 8 g bisakrylamid, do
1 I doplnit ddH.0O

4x Tris HCI pufr (pH 6,8) 15,125 g TRIS, 1 g SDS, doplnit do
250 ml ddH,0

4x TrisHCI pufr (pH 8,8) 455 g TRIS, 1 g SDS, doplnit do
250 ml ddH.0

10% APS 10% vodny roztok persiranu amonného

Délici gel 2,5 ml 30% A/B, 3,75 ml 4x Tris pufr

(pH =8,8), 8,75 ml dd H20, 75 ul 10%
H20 roztok persiranu amonného, 15 pl
TEMED

Zaostiovaci gel 1,3 ml 30% A/B, 2,5ml 4x Tris pufr
(pH =6,8), 6,2 ml dd H20, 50 ul 10%
H20 roztok persiranu amonného, 10 pl

TEMED

SDS elektrodovy pufr 25 mM Tris, 190 mM glycin, 3 mM
SDS, ddH20

2x SDS nanéseci pufr, redukéni 125 M Tris, pH 6,8, 15,9% glycerol,

160 mM SDS, 10% merkaptoethanol,
0,01% bromfenolova modr

2x SDS nanaseci pufr, nereduk¢ni 125 M Tris, pH 6,8, 15,9% glycerol,
160 mM SDS, 0,01% bromfenolova
modf

Fixac¢ni pufr 25% isopropanol, 10% ledova kyselina

octova, ddH.O
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3.1.3.2 Western blot

Towbinuv transfer pufr 75 mM Tris, 0,58 mM glycin,
60% methanol, ddH20

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

10xPBS,pH=7,5 240 g NaCl, 6g KCI, 40,08¢g

Na;HPO4-12H20, 6 g KH2PO4, doplnit
na objem 3 | ddH>O

PBS/T 1xPBS, 0,05% Tween

3.1.3.3 ELISA

Blokovaci pufr 1% BSA, 0,05% Tween, 1x PBS

OPD pufr

50 mM NaHPO4.12H;0, 25 mM
kyselina citronova, ddH>O, pH 5

3.1.4 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety 1-5ml, 20-200 ul, 1-10 upl, 0,2-1 ul (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Blotovaci jednotka TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELL (Bio-Rad, USA)
Detekeni zatizeni pro Western Blot Syngene G:BOX ChemiXX9 (Trigon-Plus,
CR)

Elektricky zdroj pro blotovaci zatizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB
Bromma, Svédsko)

Elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (Bio-Rad, Némecko)
Elektroforeticka komora a viko s elektrodami (Bio-Rad, Némecko)

ELISA reader spektrofotometr (Labsystems)

Laboratorni vahy 440-33N (KERN, Némecko)

Mikrocentrifuga E-Centrifuge (Wealtek, USA)

Multikanalova pipeta (Thermo Fisher Scientific, USA)

pH metr Jenway 3310 (Cole Parmer, USA)

Promyvacka ELISA desek, ELx405 Microplate Washer (Biotek, USA)

PVDF membrana (Bio-Rad, USA)

Termoblok — block heater SBH130D STUART (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Ttepacka (Edmund Biihler GmbH, Némecko)
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3.1.5 Spotiebni material

e 1,5 ml mikrozkumavky (Eppendorftubes ®, Némecko)
e 15 ml propylenové zkumavky (TPP, Svycarsko)
e 50 ml propylenové zkumavky (SPL Life Sciences co., Ltd., Korea)
e ELISA Maxisorp 96 jamkové desky (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Pipetovaci Spicky
o 1 ml (Neptune Scientific, USA)
o 10 ul (AHN/iBioTech, CR)
o 200 ul (Alpha Laboratories Itd., Velka Britanie)
3.1.6 Biologicky material
e Polymerni myelomové IgAl (laskavé poskytnuto prof. Mésteckym, Ustav
mikrobiologie, University of Alabama at Birmingham, Birmingham, AL,
USA)
e Séra pacientii s IgAN (Ustav imunologie LF UP)

3.2 Metody

3.2.1 Vzorky sér pacienti s IgAN
Vzorky krve pacientii s IJAN byly ziskany z Odd¢leni nefrologie III. interni kliniky
Fakultni nemocnice Olomouc. Pacientim byla odebrdna srazliva krev. Krev byla
nechana se 30 minut sraZet pfi pokojové teploté a nasledné byla na Ustavu imunologie
LF UP zpracovana. Krev byla centrifugovana 10 minut pfi 3000 g. Oddélené sérum
bylo rozpipetovano po 1 ml do mikrozkumavek a zamrazeno pii -80 °C do dalSiho
pouziti.

VSichni pacienti pred odbérem krve podepsali informovany souhlas. Studie, jejiz
soucasti byla 1 tato bakalafska prace, byla schvalena etickou komisi Fakultni

nemocnice Olomouc.

3.2.2 Tvorba degalaktosylovaného IgA1
K tvorbé degalaktosylovaného IgAl bylo pouzito polymerni myelomové IgAl

purifikované ze séra pacienta s mnohoCetnym myelomem (Gou). (Moore, 2007

Yanagihara, 2012)

26



Ve dvou riznych dodanych pufrech bylo vytvofeno degalaktosylované IgAl.
Pouzity byly pufry Prozyme a Glycobuffer. Byly vytvofeny 4 vzorky po 10 ul. Dva
vzorky tvofila kontrola, kdy se K pufru ptidalo pouze IgAl, dd H.O a BSA. Pro
vytvoieni degalaktosylovaného IgA byly nasledn¢ pouzity dva enzymy,
B-1,3-D galaktosidasa (3.2.1.23, Beta-gal) a Sialidasa A (3.2.1.18, Neul), dle tabulky
(Tab. 1). Vzorky byly inkubovany pti 37 °C ptes noc.

Tab. 1: degalaktosylace IgA1 ve dvou ruznych pufrech

Prozyme pufr Glycobuffer
Kontrola Vzorek Kontrola Vzorek

1 1 2 2
IgAl [ul] 1,5 1,5 1,5 1,5
dd H20 [ul] 55 3,5 6,5 4,5
BSA [ul] 1 1 1 1
Pufr [ul] 2 2 1 1
B-1,3D-galaktosidasa [ul] - 1 - 1
Sialidasa A [ul] - 1 - 1
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3.2.3 Detekce gd IgA1 metodou ELISA

Detekce degalaktosylovaného IgA byla provedena metodou ELISA v sandwichovém
usporaddani. ELISA desky byly coatovany kozi protildtkou proti lidskému sérovému
IgAl (AffiniPure F(ab'). Fragment Goat Anti-Human Serum IgA, o chain specific).
Protilatka byla natedéna v PBS obsahujici 0,05% azid sodny na vyslednou koncentraci
2 ng/mla 100 pul bylo napipetovano do kazdé jamky. Desky byly inkubovany pfes noc
pii 4°C.

Druhy den byly desky vytemperovany na laboratorni teplotu a 5x promyty 300 pl
PBS. Do kazdé jamky bylo napipetovano 300 ul blokovaciho pufru a desky byly
inkubovany 3 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byly desky opét 5x promyty PBS.
Do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl blokovaciho pufru. Nasledné byly vzorky
nafedény tak, aby jejich vysledné mnozstvi IgAl na jamku bylo 100 ng. VSechny
vzorky byly pipetovany v dubletu do prvni fady jamek a nasledné byly fedény tak, ze
po propipetovani bylo ptfeneseno 100 pul do nasledujicich jamek, které byly opét
propipetovany. Takto bylo pokracovano az do posledni fady jamek, ze kterych bylo
poslednich 100 pul odpipetovano do odpadu. Poté byly desky inkubovany pies noc
pii 4°C.

Tteti den byly desky vytemperovany na laboratorni teplotu a promyty 3krat 300 pl
PBS/T a Skrat 300 ul PBS. Na prvni desku bylo piidano 100 pl lektinu helix pomatia
konjugovaného s biotinem, fedéno 1:3000, do vSech jamek a deska byla inkubovéana
pii 37 °C 2,5 h. Tento lektin se specificky vaze na GalNAc u desialyzovaného a
degalaktosylovaného IgAl (Tomana, 1997). Poté byla deska promyta 3x PBS/T,
5x PBS. Pro detekei byl vyuzit avidin konjugovany HRP, fedény 1:20000, 100 ul do
vSech jamek desky. Nasledovala inkubace hodinu pii 37 °C.

Do vSech jamek druhé desky bylo napipetovano 100 ul protilatky 35A12 a tato
deska byla inkubovana pfi pokojové teplote 2,5 h. Tato mysi monoklonalni protilatka
ma schopnost se vazat na GaINAc u degalaktosylovaného a desialyzovaného IgAl a
je pouzivana pro neinvazivni screening u IgAN (Hiki, 2015). Po promyti 3x PBS/T a
5x PBS nasledovalo pfidani protilatek znacenych kienovou peroxidasou. Na desku
bylo napipetovano 100 ul anti-mouse protilatky fedéné 1:2000 a deska byla
inkubovana hodinu pfi pokojové teploté. VSechna fedéni byla provadéna v blokovacim

pufru.
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Po inkubaci byly ob¢ desky promyty 3x PBS/T, 5x PBS a do vsech jamek bylo
napipetovano 100 ul OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a
H20- (10 ul na 10 ml OPD pufru). Po vyvinuti signalu byla reakce zastavena piidanim
100 pl 1 M H2S04 a absorbance byla kvantifikovana pomoci ELISA readeru pii vinové
délce 490 nm.

3.2.4 SDS-PAGE

Pro kontrolu degalaktosylace IgA byla pouzita jesté metoda SDS-PAGE. Nejprve byl
vytvofen separacni gel podle tabulky (Tab. 2). Ihned poté, aby nedoslo ke ztuhnuti
gelu, byl napipetovan mezi formovaci skla, které umoznovaly tloustku gelu 0,75 mm.
Poté byla hladina gelu pfevrstvena n-isobutanolem, aby doslo k odstranéni bublin. Gel
byl nechan polymerovat a po 20 minutach byl isobutanol slit a jiz tuhy gel byl omyt
vodou a vysusen. Nasledné byl na tento gel napipetovan zaosttovaci gel podle tabulky
(Tab. 3) a mezi skla byl vlozen 15jamkovy hiebinek. Po dalsich 20 minutach byl gel

vloZen do aparatury pro elektroforézu a zalit elektrodovym SDS pufrem.

Tab. 2: Slozeni 10% separa¢niho gelu (objemy pro 4 gely)

10% separacni gel

dd H20 6,25 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 5mi
4x TrisHCI pufr pH 6,8 3,75 ml
10% APS 75 ul
TEMED 15 pul

Tab. 3 Slozeni 4% zaostfovaciho gelu (objemy pro 4 gely)

4% zaosttovaci gel

dd H20 6,2 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 1,3 ml
4x TrisHCI pufr pH 8,8 2,5 ml
10% APS 50 ul
TEMED 10 ul
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Vzorky byly pfipraveny smichanim 1 pl vzorku (1 pg IgA1l) s 10 ul redukéniho
nebo neredukéniho nanaseciho SDS pufru. Poté byly vlozeny do termostatu, kde byly
ponechany 5 minut pii teploté 95 °C. Nasledné bylo na gel naneseno 5 ul takto
ptipraveného vzorku. Vedle vzorka IgA bylo do prvni jamky napipetovano 5 pl
komer¢niho proteinového standardu. Aparatura byla pfipojena ke zdroji konstantniho

napéti 120 V po dobu jedné hodiny.

3.2.5 Semi dry-western blot
Pro zobrazeni degalaktosylovaného IgA byla zvolena detekce metodou western blot.

Nejprve byla aktivovana PVDF membrana ponofenim do methanolu na 5 minut.
Nasledné byla promyta destilovanou vodou a ponotena do Towbinova transfer pufru
spolu s filtraénimi papiry. Do blotovaciho zafizeni byl nejprve polozen filtraéni papir,
pot¢ PVDF membrana, gel, a nakonec posledni filtracni papir. Transfer probihal
hodinu pfi konstantnim proudu 100 mA. Nasledné byla membrana ptenesena do 20 ml
blokovaciho pufru s 0,05% Tweenem a blokovana po dobu 1 hodiny pfi pokojové
teploté. Degalaktosylované a kontrolni IgA bylo detekovano inkubaci membrany
s lektinem Helix pomatia konjugovaného s biotinem. Lektin byl natedén 1:300
Vv blokovacim pufru a inkubovan s membranou pfes noc pii 4°C.

Nasledujici den byla membrana promyta PBS 15 minut 4x a navazany lektin byl
detekovan ptidanim streptavidinu konjugovaného s kienovou peroxidasou, fedéného
1:10000 v blokovacim pufru. Po hodiné byla membrana opét promyta PBS
15 minut 4x. Detekce navazaného streptavidinu byla provedena pomoci
chemiluminiscen¢niho kitu SuperSignal West Pico. Svételny signal byl detekovan

detekénim zafizenim.

3.2.6 De novo tvorba imunitnich komplexii v sérech pacienti

Pro de novo tvorbu imunitnich komplexi v sérech pacientd s [gAN bylo pouzito
vytvorené degalaktosylované polymerni myelomové IgA. Vzorky byly pfipraveny
podle tabulky (Tab. 4) a nasledn¢ inkubovany pies noc pii 4°C.

Tab. 4 Pridani degalaktosylovaného IgA1 k séru pacienta s IJAN pro de novo tvorbu
imunitnich komplext

Sérum samotné Tvorba imunitnich komplexti
Sérum PBS Sérum gd-1gA
20 pul 3 ul 20 ul 3 ul
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3.2.7 Detekce imunitnich komplexii metodou ELISA

Detekce de novo vytvofenych imunitnich komplext byla provedena metodou ELISA
v sandwichovém uspotadani. ELISA desky byly coatovany protilatkou proti lidskému
sérovému IgG v PBS sazidem sodnym. Protilditka byla fedéna tak, aby jeji
koncentrace v pufru ¢inila 2 ug/ml. Poté byla nafedéna protilatka napipetovana do
jamek, 100 ul na jamku a desky inkubovany ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byly desky 5x promyty 300 ul PBS a blokovany s 275 ul blokovaciho
pufru 3 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byly desky opét 5x promyty PBS. Do vsech
jamek bylo napipetovano 100 ul blokovaciho pufru. Nasledné byly kontrola i sérum,
ve kterém bylo piidané degalaktosylované IgA, nafedény 1:20 do blokovaciho pufru.
100 pl vsech vzorkd bylo pipetovano v dubletu do prvni fady jamek a nasledné byly
fedény tak, ze po propipetovani bylo preneseno 100 pl do nasledujicich jamek, které
byly opét propipetovany. Bylo provedeny ctyfi fady fedéni. Poté byly desky
inkubovany pies noc pii 4°C.

Tteti den byly desky vytemperovany na laboratorni teplotu a promyty 3krat 300 pl
PBS/T a 5krat 300 ul PBS. Nasledné bylo ptidano 100 pl na jamku protilatky proti
lidskému IgA znacené kienovou peroxidasou fedéné v blokovacim pufru 1:10000 a
desky byly inkubovany pii pokojové teploté 3 hodiny.

Po inkubaci byly desky promyty 3x PBS/T, 5x PBS a do vSech jamek bylo
napipetovano 100 ul OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a
H20- (10 ul na 10 ml OPD pufru). Po vyvinuti signalu byla reakce ukon¢ena pridanim
100ul 1 M H2SOs a absorbance byla kvantifikovana ELISA readerem

pfi vinové délce 490 nm.

3.3 Statisticka analyza

Prezentovana data de novo tvorby imunitnich komplext piedstavuji primérnou
hodnotu ze dvou méfeni se standardni odchylkou. Rozdily mezi séry s
degalaktosylovanym IgA a bez jeho pouziti byly vyhodnoceny pomoci

Studentova t-testu. Hodnoty P < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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4 VYSLEDKY

4.1 Degalaktosylace 1gAl

Pro de novo tvorbu imunitnich komplexid bylo nejprve potieba vytvorit

galaktosové deficientni IgAl, které bude dale aplikovano do sér pacientii s IgAN.

Vytvotfeni této protilatky bylo docileno degalaktosylaci lidského polymerniho

myelomového IgAl. K degalaktosylaci bylo pouzito dvou enzymi, které pusobi

v pantové oblasti lidského IgAl, B-1,3-D galaktosidasy a Sialidasy A. Oba tyto

enzymy jsou exoglykosidasy, coz znamend, Ze piisobi na konci glykanového fetézce.

Aby mohla byt odstranéna galaktosa, musela byt tedy nejprve odstranéna kyselina

sialova, ktera se nachazi v glykanovém fetézci v pantové oblasti IgA1 za galaktosou.

Toho bylo docileno pouzitim Sialidasy A. Znazornéno na obrazku (Obr. 7).

Stépeni B 1,3 D galaktosidasou

fe of

1<a =

Stépeni sialidasou A

\

B ser/Thr
W GalNAc
) Galaktosa

Kyselina sialova

~

J

Obr. 6 Stépeni cukrti glykosylovaného IgAl enzymy PB-1,3-D galaktosidasy a sialidasy A.

Znazornéno vytvareni

degalaktosylovaného

IgAl pomoci enzymu

B-1,3-D galaktosidasy a sialidasy A. p-1,3-D galaktosidasa $tépi vazbu mezi GalNAc a
Gal, sialidasa A $tépi vazbu mezi kyselinou sialovou a Gal. Upraveno podle Han, 2016.
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Degalaktosylace byla provadéna ve dvou riznych poskytnutych pufrech, Prozyme
a Glycobuffer, aby se zjistilo, zda slozeni pufrti bude néjak ovlivitovat ¢innost danych
enzymu. Nasledné byla provedena detekce metodami western blot (Obr. 8) a ELISA
(Obr. 9a 10).

4.1.1 Detekce metodou western blot

Detekce degalaktosylovaného IgA byla provedena metodou western blot pomoci
lektinu Helix pomatia. Tento lektin rozpoznava GalNAc v pantové oblasti IgA1 po té,
co je odstran¢na kyselina sialovd a galaktosa. Po vyhodnoceni této detekce doslo

K nartstu signalu u obou degalaktosylovanych IgA1 (Obr. 8).

Prozyme pufr Glycobuffer

300 kDa - ¥ igal

CNTRL —— CNTRL —
Gd-lgAl  Gd-IgAl

250 kDa

Obr. 7 Detekce degalaktosylovaného IgA1 metodou Western blot za neredukénich podminek
lektinem Helix pomatia konjugovanym biotinem. Navazany lektin byl detekovan
avidinem konjugovanym HRP.
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4.1.2 Detekce metodou ELISA

Efektivita degalaktosylace v obou pufrech byla ovéiena také metodou ELISA. Pro
detekci byly vybrany lektin Helix pomatia (Obr. 10), ktery se vaze do pantové oblasti
degalaktosylovaného a desialyzovaného IgA1, kde rozpoznava nové odkryty GalNAc
(Tomana, 1997), a protilatka proti lidskému galaktosové deficientnimu IgA1, 35A12
(Hiki, 2015) (Obr. 11).

Po degalaktosylaci dosSlo k vétsi vazbé jak na lektin Helix pomatia, tak na
protilatku 35A12, coz se projevilo vétsi absorbanci. Detekce tudiz ukazala, ze pro
budouci degalaktosylaci IgA1l je mozno pouzit jakéhokoliv z otestovanych pufri a
aktivita enzymua pouzitych pro vyzkum nebude ovlivnéna, protoze absorbance pfi

daném fedéni je téméf stejna.
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e Prozyme pufr bez enzym( Prozyme pufr s enzymy
Glycobuffer bez enzym Glycobuffer s enzymy

Obr. 8 Analyza tvorby degalaktosylovaného IgA1 (pomoci enzymu -1,3-D galaktosidasy a
Sialidasy A) metodou ELISA lektinem Helix pomatia konjugovanym biotinem.
Navazany helix pomatia byl detekovan avidinem konjugovanym HRP.
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Obr. 9 Analyza tvorby degalaktosylovaného IgA1 (pomoci enzymu B-1,3-D galaktosidasy a
Sialidasy A) metodou ELISA, mysi protilatkou proti lidskému galaktosoveé
deficientnimu IgAl. Tato navazana protilatka byla detekovana sekundarni anti-mysi
protilatkou konjugovanou HRP.
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4.2  De novo tvorba imunitnich komplexu v sérech pacienti s IgAN
Pro de novo tvorbu imunitnich komplexi bylo pouzito vytvofené
degalaktosylované IgAl. Vybrana séra pacienti sIgAN byla inkubovana
s 1 pg degalaktosylovaného IgAl. Vznikl¢ imunitni komplexy byly detekovany
metodou ELISA.

Tvorba imunitnich komplexi v sérech po inkubaci s degalaktosylovanym IgA se
mezi jednotlivymi pacienty znacné lisila. Na obrazcich 12 a 13 jsou ukézany vysledky
dvou vybranych pacientskych sér, u kterych k de novo tvorbé imunitnich komplexti

nedochazelo (Obr.12) a kde byla de novo tvorba imunitnich komplexti detekovatelna

(Obr. 13).
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e Sérum samotné Sérum s pfidanym degalaktosylovanym IgA

Obr. 10 Analyza tvorby imunitnich komplexd metodou ELISA. Serum inkubovano
s 1 ug gd-IgA a inkubovano pies noc pii 4 °C. ELISA deska coatovana anti-IgG,
detekce navazanych imunitnich komplexd anti-lgA-HRP. Sérum bez de novo tvorby
imunitnich komplexu.
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Obr. 11 Analyza tvorby imunitnich komplexii metodou ELISA. Sérum inkubovano
s 1 ug gd-IgA a inkubovano pies noc pii 4 °C. ELISA deska coatovana anti-IgG,
detekce navazanych imunitnich komplexa anti-lgA-Hrp. Sérum s de novo tvorbou
imunitnich komplext.
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Cilem této prace bylo najit séra, ve kterych se imunitni komplexy tvoii ve veétsi
mife, aby mohly byt pouzity k dal§imu vyzkumu. Do vybranych sér bylo pfidano
degalaktosylované IgA1 a poté byla detekovana tvorba imunitnich komplex metodou
ELISA. Nasledné byla z téchto sér vybrana séra, ktera vykazovala zvySenou tvorbu
imunitnich komplexa (Obr. 14).

Narust sér byl pozorovan o 11 — 32 %, pfi¢emz pramérny narast ¢inil 20 %. Bylo
otestovano celkem 40 sér. Z téchto sér byl u 15 pozorovan narust, ktery je zndzornén
v tabulce (Tab.5). U zbylych 25 sér se hladina imunitnich komplextii nezvysila.
Procento sér, ve kterych bylo potvrzeno zvySeni mnozstvi imunitnich komplexi je

ukazano v tabulce (Tab. 6). Tato séra byla vybrana k dalsimu vyzkumu.

Pozitivni séra

40 44 46 49 61 87 102 125 203 268 344 358

Absorbance pfi 490 nm
o o o 9o e
N B~ [e)} (o] = N >

o

W Sérum samotné W Séra s pfidanym degalaktosylovanym IgAl

Obr. 12 Analyza tvorby imunitnich komplex metodou ELISA. Sérim inkubovano s 1 ug
degalaktosylovaného IgA1 pies noc pii 4°C. ELISA deska coatovana
anti-lidskym 1gG, detekce navazanych imunitnich komplext anti-lgA-HRP. Vysledky
jsou prezentovany jako absorbance pii uréitém fedeni séra. Zobrazeny jsou vysledky
sér, u nichz byla detekovatelna tvorba imunitnich komplexti po pfidani degal. IgA.
* znali signifikantni rozdil v hladin€¢ imunitnich komplexti v séru bez a s pfidanim
degalaktosylovaného IgA. p<0,05.
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Tab. 5 Procentualni nartst imunitnich komplext v sérech pacientl s IgAN po ptidani

degalaktosylovaného IgAl

Cislo zkoumaného Narust imunitnich

séra komplext
13 19%
37 31 %
38 17 %
40 17%
44 15%
46 24 %
49 15%
61 32%
87 18 %
102 27 %
125 26 %
203 20 %
268 11%
344 16 %
358 12%

Tab. 6 Procentualni zastoupeni sér, u kterych byl pozorovan nardst mnozstvi imunitnich
komplexti po pridani degal.IgA, a procentualni zastoupeni sér, u kterych pfidani
degal.lgA nevedlo k tvorb¢ imunitnich komplexa.

Sér celkem Narust tvorby ~ Bez nardstu
otestovano IK tvorby IK

40 (100 %) 15(375%) 25 (62,5 %)
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3) DISKUZE

IgA nefropatie je nemoc charakteristickd tvorbou cirkulujicich imunitnich komplext
Vv séru pacienttl, které se poté ukladaji v mesangialnich depozitech (D’ Amico, 2000a).
Imunitni komplexy jsou tvofeny z galaktosové deficientniho IgAl a IgG, které toto
gd-IgA1 rozpoznava jako antigen (Suzuki, 2009a). Neni vSak Gplné jasna puvodni
pfiCina; zda dochazi ke zménam builky napi. pusobenim viru, které pak zacnou
produkovat gd-IgAl, nebo je spoustéCem exogenni antigen, proti kterému se v téle
vytvori IgG, které poté napadnou aberantné galaktosylované IgAl, jenz se vSak
v lidském téle jiz vyskytovalo pied vyskytem exogenniho antigenu (Boyd, 2012).
V rlznych stadiich tohoto onemocnéni mize byt tvorba imunitnich komplexii rizna.
Zda se ovSem, ze horSi klinicky stav je spojen s vy$$i hladinou gd-IgAl a
autoprotilatek IgG, které pravé imunitni komplexy tvoii (Berthoux, 2013)

Bakalatska prace byla zaméfena na de novo tvorbu imunitnich komplexi v sérech
pacientli s I[gAN po pfidani degalaktosylovaného polymerniho IgA1l. Bylo zjisténo, Ze
po pridani stejného mnozstvi degalaktosylovaného IgA1 k ndhodn€ vybranym sérim
nedoslo vzdy kde novo tvorbé imunitnich komplexi, coz by naznacovalo, ze
pritomnost autoprotilatky IgG rozpoznavajici galaktosové deficientni IgA jako
autoantigen neni u pacientli s IgAN konstatni. Nariist hladiny imunitnich komplext v
sérech pacienti s [gAN bychom ocekavali tam, kde je toto onemocnéni v progresi a
kde je také vyssi hladina autoprotilatek IgG (Berthoux, 2013).

Nértst hladiny imunitnich komplext, ktery byl zpozorovan u méné neZ poloviny
nahodné vybranych sér, (Tab. 6) neni pfili§ vysoky (Tab. 5), coz se d4 ocekavat
vzhledem Kk povaze onemocnéni. Momentalni, ¢asové omezené narusty hladiny
cirkulujicich imunitnich komplext u pacienti se pravdépodobné objevuji pii infekcich
hornich cest dychacich, coz vede k makroskopické hematurii. Po odeznéni infekce
makrohematurie mizi a klesa hladina imunitnich komplexa (Novak, 2005).

K sérim bylo pfidavano stejné mnozstvi degalaktosylovaného IgAl. Nebylo
zkouseno pfidavani riiznych koncentraci z toho divodu, Ze nebylo jisté, kterd séra
budou produkovat imunitni komplexy. Je mozZné, Ze u nékterych ze sér, u kterych byl
pozorovan narlst tvorby imunitnich komplexli, by po pfidani vétSiho mnozstvi
degalaktosylovaného IgA1 byla de novo tvorba imunitnich komplext jesté vetsi.
Rovnéz nebylo doposud provedeno porovnani se zdravymi kontrolami. Avsak i u sér

zdravych kontrol by bylo ocekavano, ze po pridani degalaktosylovaného IgA1 dojde
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k de novo tvorbé imunitnich komplexi, jak bylo ukazano na zvySené proliferaci
mesangidlnich bunék po stimulaci séry zdravych kontrol doplnénych galaktosové
deficientnim IgA1 (Yanagihara, 2012). Puvod autoprotilatek IgG u zdravych kontrol
je nicméné zatim nejasny. Mlizeme ovsem spekulovat, ze infekce zptisobené viry nebo
bakteriemi,  které  Casto  exprimuji  povrchové  molekuly  obsahujici
N-acetylgalaktosamin strukturné¢ podobné O-glykanim pantové oblasti gd-1gAl,
muze vést k produkci IgG zktizené reagujici s gd-1gA1 (Suzuki, 2009b; Novak, 2008).

Ptestoze je publikovano stale vice randomizovanych kontrolovanych studii terapii
pro IgAN, existuje fada otazek, kter¢ je tfeba vzit v uvahu pfi planovani a interpretaci
klinickych studii. Neni napiiklad jasné, zda Uplné vSichni pacienti s mesangialni
depozici IgA maji spolecny bézny proces onemocnéni. Také reakce na ukladani IgA
se muze lisit mezi jednotlivei a jednotlivymi etnickymi skupinami (Boyd, 2012).

Rozdily v patogennich mechanismech a nachylnosti ke glomerularnimu zranéni
pak vyzaduji rozdilné terapeutické strategie. Déle je IgAN velmi casto pomalu
progresivni; pfestoze vice nez 20 % pacientii dospéje do konec¢ného stadia rendlniho
onemocnéni, trva to 20 let a vice (Schena, 2001). V potaz je tieba také brat to, ze
vétSina starSich studii byla vytvotfena, kdyZz jesté nebyly vyuZivany metody pro
geneticky pfistup k nefropatiim s proteinurii.

Dalsi vyzkum s pouzitim otestovanych sér z této studie bude zaméfen na moZnosti
kauzalni 1é€by IgAN. Takovou lé¢bu je mozné smérovat nékolika moznymi cestami.
Je zde moznost se zaméfit na bunky, které tvori gd-1gA1 a zablokovat jeho tvorbu hned
na pocatku. Dals§i mozZnosti je zmenSit velikost imunitnich komplexti pouZitim
fragmentli protilatek. Zbylé pfistupy se uz zamétuji na imunitni komplexy poté, co
byla vytvofena mesangialni depozita. Je uvazovano o inhibici aktivace mesangialnich
bungk, ¢i Stépeni ulozenych imunitnich komplext (Raska, 2016). A€ je nalinkovano
mnoho piistupt, u vSech se nachazi urcité uskali, které je potfeba piekonat. Séra z této
prace budou v dal§im vyzkumu pouzita pro vyzkum malych rekombinantnich

inhibitorti imunitnich komplexi.
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6 ZAVER

V prvni Casti bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
IgA nefropatie, molekuldrni mechanismy vzniku, jeji soucasna 1écba a moznost jeji
kauzalni terapie v budoucnu.

V praktické Casti  bakalarské prace bylo vytvoirené degalaktosylované
polymerni IgAl. Efektivita degalaktosylace ve dvou komeréné dostupnych pufrech
byla ovéfena metodou western blot a ELISA. Degalaktosylované IgA bylo nésledné
pouzito k de novo tvorbé imunitnich komplexti v sérech pacientll s IJAN. Detekce
tvorby imunitnich komplexti probéhla metodou ELISA. Bylo otestovano
40 pacientskych sér, pficemz u 15 byl pozorovan nartist imunitnich komplexti o
11-33% po ptidani degalaktosylovaného IgA. Data byla nasledné statisticky
zpracovana. Séra, u kterych byl pozorovan nardst hladiny imunitnich komplexd,
nadale poslouzi k vyzkumu inhibitord imunitnich komplexd, coz je jedna z moznosti

kauzalni 1écby IgAN.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACEi
ARB
BSA
ClGal-T1
digA
GalNAc
GalNACT
gd-lgA1
gd-plgAl
HAA
HSPN
IgAN
IL-4

IL-6
NeuNAc
plgA
plgR

pp-GalNAc-T

SA
SDS
S-1gA
SYK
TFR1
TG
TGasa2
TGF
TNF

angiotenzin konvertujici enzym
receptor pro angiotensin 11

hovézi sérovy albumin

core 1 B-1,3 galaktosyltransferasa
dimerni IgA

N-acetylgalaktosamin
N-acetylgalaktosamin transferasa
galaktosové deficientni [gA1
galaktosové deficientni polymerni IgA1
Helix aspersa aglutinin
Henoch-Schonleinova purpura

IgA nefropatie

interleukin 4

interleukin 6

kyselina sialova

polymerni IgA

polymerni imunoglobulinovy receptor
polypeptid N-acetylgalaktosaminyltransferasa
kyselina sialova

dodecylsiran sodny

sekre¢ni forma imunoglobulinu A
tyrosyn-protein kinasa

transferrin receptor 1
transglutaminasa

transglutaminasa 2

transformuyjici riistovy faktor

tumor necrosis factor

o1



