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1 Uvod

IgA nefropatie piedstavuje nejcastéjsi primarni glomerulonefritidu na svété. Toto
onemocnéni je charakterizovano hematurii, proteinurii a spole¢nym ukladanim IgA a
IgG v glomerularnim mesangiu (D"Amico, 2000). Prokazani vzniku IgA nefropatie
vyzaduje nékolik faktort. Prvnim faktorem je prokézani piitomnosti abnormalné
glykosylovaného IgA1. Druhym faktorem je pfitomnost protilatek (1gG, 1gA) specificky
rozlisujicich abnormalné glykosylovany IgAl, coz ma za nasledek vznik imunitnich
komplext. Tietim faktorem je ukladani cirkulujicich komplexti do mezangia ledvin, coz
vede ke stimulaci a proliferaci mezangialnich bunék. Kone¢nym stadiem je ztrata
filtracni funkce glomerull. Presngjsi uréeni struktury a funkce imunitnich komplexii, a
hlavné jejich biologické aktivity by mohlo poskytnout zasadni informace pro efektivni
inhibici imunitnich komplext, které by mohly byt specificky pouZzity pro terapeutické
postupy (Tomana et al.,1997).

Praktickou naplni diplomové prace je exprimovat v bunécéné linii HEK 293F
molekulu IgG od pacienta s IgA nefropatii a pripravit ji pro dalsi experimenty. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita imunoglobulin Siroce neutralizujici protilatka oznacena
jako VRCO1, o které je znamo, ze se dobie exprimuje. K transfekci bunééné linie byly
pouzity plazmidy pro tézky a lehky fetézec IgG, které byly namnozZeny a procistény
transformaci bakterii Escherichia coli, kmen TOP 10. Na transfekci navazovala
optimalizace purifikace rekombinantniho imunoglobulinu a charakterizace této

protilatky.



2 Cil prace

Teoretickd cast této prace se zabyva vypracovanim literdrni reSerSe zaméiené na

vyznam protilatek v patogenezi IgA nefropatie.

V praktické ¢asti je hlavnim cilem optimalizace metody transfekce bunék HEK 293F
plazmidy pro lehky a tézky imunoglobulinovy fetézec, dale optimalizace purifikace
produktii za vyuziti afinitni chromatografie a charakterizace produkti (koncentrace,

Cistota, vazba antigenu).



3 Literarni prehled
3.1 1gA nefropatie

IgA nefropatie (IgAN), také nazyvana po svém objeviteli jako Bergerova choroba,
byla poprvé popsana vroce 1968. IgAN je jednou znejCastéjSich pficin
glomerulonefritidy na svét¢ a je imunochemicky charakterizovana spoleénym
ukladanim IgA a 1gG v glomerularnim mesangiu. Ptiblizné 30 az 40 % pacienti s IgAN
trpi hematurii, proteinurii a rendlni dysfunkci. Patfi mezi autoimunitni onemocnéni
a finalni diagnoza vzdy vyzaduje renalni biopsii (obrazek ¢.1) pro vySetieni kortikalni
tkan¢ ledvin imunohistochemickymi technikami (Novak et al., 2001; Tumlin et al.,
2004; Barratt et Feehally, 2005). U pacienti Stimto onemocnénim vedou zmény
glykanové struktury v jedine¢né pantové oblasti tézkych fetézci molekul IgAl
K vystaveni antigennich determinant, které jsou rozpoznavany piirozené se
vyskytujicimi antiglykanovymi protilatkami. Vysledkem je, ze se v ob¢hu tvofi imunitni
komplexy. Mezi histologické znaky, které svéd¢i o méné piiznivé diagnoze, patii
mezangialni  hypercelularita,  segmentalni  glomeruloskleréza,  endokapilarni
hypercelularita a tubularni atrofie (Herzenberg et al., 2011; Mestecky et al., 1999).

IgAN postihuje jedince vSech vékovych skupin, nejcastéji je vsak diagnostikovan
u déti a mladych dospélych (Galla et al., 1995). Pacienti pievySuji pocet pacientek az
trojnasobné, a i V koneéném stadiu je selhani ledvin Castéj$i u muzi. Pretrvavajici
renalni poskozeni vede v kone¢ném stadiu k selhani ledvin u 20-40 % pacientti do 20 let
od diagnozy (Donanio et Grande, 2002). Vyskyt nemoci Se V jednotlivych zemich lisi
(Levy et Berger, 1988). Japonsko a Korea maji nejvyssi zaznamenanou incidenci
onemocnéni pravdépodobné kvuli rozsahlému screeningu déti pro mocové abnormality
(Levy et Berger, 1988; Galla et al., 1995). Napiiklad ptiblizné 50 % novych ptipadu
glomerulonefritidy v Japonsku je zpasobeno IgAN, na rozdil od Spojenych stath
a zapadni Evropy, kde IgAN predstavuje 30% glomerulonefritidy (Galla et al., 1995).
Ackoli tyto rozdily mohou odrazet rozdily ve vefejném zdravotnictvi, nebo ochotu
nefrologti provadét diagnostické biopsie, zda se, ze urcité populace maji genetickou
predispozici k vyvoji IgJAN (D" Amico, 2000).



Obrazek ¢€.1: Renalni biopsie u pacienta s IgA nefropatii: a-svételny mikroskopicky obraz
normalniho glomerulu (200 x zvétSeni), b-svételny mikroskopicky snimek glomerulu ukazujici
mirné zvySeni mezangialni matrice a celularity (200 x zvétseni), c-imunofluorescenéni snimek
glomerulu ukazujici silné zrnité zbarveni IgA v mesangiu (200 x zvétSeni) d-transmisni
elektronovy mikroskop mesangia prokazujici elektronové husté mezangialni vklady (5 000 x

zvétseni) (prevzato od Lai et al., 2016)

Pfi¢ina primarni IgAN neni dosud znama a nebyly zjistény zadné konzistentni
infekéni nebo enviromentalni vlivy, které by byly za ni odpovédné (Habib, 1994).
Predpoklada se, Ze cirkulujici imunokomplexy (CIC) slozené z IgAl1, C3 a IgG jsou
zapojeny do patogeneze onemocnéni (Coppo et al., 1982). Analyzy sérového IgA od
pacientd S IgAN odhalily vyznamné zmény v glykanovych postrannich fetézcich
(Tomana et al., 1997). Narozdil od IgG, IgM a IgA2 obsahuje lidsky IgAl
N- a O-vazané glykany, které jsou vazané na serinové a threoninové zbytky v jedinecné
pantové oblasti tohoto izotypu (Mattu et al., 1998). Molekuly IgAl od pacientti s IgAN
vykazuji pozménéné glykanové skupiny, obvykle se snizenym obsahem galaktozy
(Mestecky et al., 1993).

3.2 Patogeneze IgA nefropatie

Klinicka pozorovani pacientt, ktefi podstoupili transplantaci ledvin, prokazala, ze
IgA je systémovym onemocnénim. U ¢asti pacientli totiz po transplantaci zdravé
ledviny dojde k jejimu opétovnému poskozeni (Galla et al., 1995). Glomerularni IgA

depozity u IgA nefropatie jsou vyhradné podtiidy IgALl. Pocatek IgAN muze byt spojen



s infekcemi hornich cest dychacich. Proto se ptedpokladalo, ze IgAN je vysledkem
hyperaktivity mukézniho imunitniho systému (Barratt et Feehally, 2005). Protoze rysy
IgA nefropatie identifikované svételnou mikroskopii jsou nespecifické, jsou nezbytné
imunomikroskopické vySetfeni pro stanoveni definitivni diagnézy IgA nefropatie
(Radford et al., 1997). V ranych stadiich nemoci mnoho pacientii nema zjevné piiznaky
a neni si védomo zadnych probléma. U téchto pacienti mize byt podezieni na IgA
nefropatii pouze béhem rutinniho screeningu nebo vySetieni z jinych pii¢in (Donanio et
Grande, 2002).

Difuzni mezangialni lokalizace IgA ve vzorcich biopsie ledvin od pacientt
S IgAN je nejvyznamnéj$im rysem onemocnéni. Ukazalo se vsak, ze kromé idiopatické
IgAN sdili tento spole¢ny imunopatologicky rys s né€kolika dalsimi nemocemi, jako je
Henoch-Schoenleinova purpura, celiakie, alkoholicka jaterni cirhéza a dermatitida

herpetiforma (Berger, 1968).

3.3 Imunoglobuliny

Poslanim imunitniho systému je rozpoznat a zniit patogenni mikroorganismy
napadajici hostitele, pfipadné znicit jeho vlastni pozménéné bunky. Aby byl imunitni
systém aktivovan, musi cizi latka reagovat s membranovymi nebo cirkulujicimi
receptory, které vyvolavaji kone¢nou odpovéd’. Tento tkol je realizovan dvéma
odlisnymi, ale spolupracujicimi systémy (Cohen, 2002). Krev obsahuje tii typy
globulint (o, f a y) na zakladg jejich elektroforetické migraéni rychlosti. Protilatky patii
do y-globulinové rodiny (imunoglobuliny) a reaguji specificky s antigenem, ktery
stimuluje jejich produkci. Tvoii asi 20 % bilkovin v krevni plazmé¢ a existuje 5 podtiid:
1gG, IgM, IgA, IgD a IgE (Levinson, 2014).

Nejdulezitéjsi funkci protilatek je neutralizace toxini a virt, opsonizace
mikroorganismt tak, aby byly snadnéji fagocytovany, aktivace komplementu
a zabranéni navazani mikrobt na slizni¢ni povrchy (Levinson, 2014). Spektrum
receptort ptitomnych na povrchu bunék ptirozeného imunitniho systému je stanoveno
geneticky, ale nemuze odpovidat obrovské variabilit¢ mikrobialnich antigennich
epitopt. Je proto potieba flexibilngjsi systém, ktery by celil nesCetnému mnozstvi
¢inidel a latek, které prichazeji do styku s hostitelem. Tento druhy mechanismus znamy
jako adaptivni imunita, zahrnuje imunoglobuliny, které jsou schopny vyrovnat se
S neustadle ménicimi antigeny a jsou koédovany geny, které jsou schopné podstoupit

somatickou rekombinaci a hypermutaci (Berlot et al., 2015). Oznacuje se jako
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adaptivni, nebot’ jejich kone¢ny vyvoj probiha az po styku s pfislusnym antigenem, kdy
se aktivuji prevazné ty slozky, které maji antigenné specifické receptory pro dany
antigen. K rozvoji specifické imunitni reakce dochazi v prib¢hu nékolika dnt az tydnu.
Charakteristickym rysem téchto reakci je vznik imunologické paméti. Specificka

imunitni reakce se odehrava prevazné v sekundarnich lymfatickych organech.

o Lehky fetézec IgM
m Tezky retézec

Disulfidové vazba IgD t& yﬂ
[ﬂ] Spojovaci fetézec oA :& iﬂ

IgG IgE

AN o1\

Obrazek ¢.2: Schématické znazornéni riznych téid imunoglobulint (pfevzato od Encyclopaedia

Britannica)

Humoralni slozky specifické imunity jsou imunoglobuliny, které jsou produkty
plazmocyti diferenciovanych z B lymfocytl, které se vyvijeji z hematopoetického
prekurzoru v kostni dieni etapami, pii nichz dochazi postupné k preskupeni gent
kodujicich té€zké a lehké fetézce imunoglobulint (Barttnkova, 2002).

Imunoglobuliny jsou heterodimerni proteiny slozené ze dvou tézkych a dvou
lehkych fetézct (Schroeder et Cavacini, 2010). Pojmy lehky a tézky fetézec se vztahuji
k molekulové hmotnosti (Levinson, 2014). Dva tézké fetézce jsou kovalentné spojeny
pomoci disulfidickych mustkad, které také piipojuji lehky fetézec ke kazdému tézkému
fetézci. Molekulova hmotnost lehkych fetézca je piiblizné 25 kDa a téZzkych fetézcu
50-75 kDa (Hofejsi et al., 2017). Lehky fetézec je spole¢ny pro vSechny tiidy a ma
jednu variabilni a jednu konstantni oblast. Lehké fetézce vétSiny obratlovel existuji ve
dvou odlisnych formach zvanych kappa (k) a lambda (A). Jedna se o izotypy a koduji je

odlisné geny.



Ttidy i podtiidy imunoglobulinové molekuly jsou urceny typem tézkého tetézce.
Ctyii lidské IgG podtiidy (IgG1, 19G2, IgG3 a IgG4) maji tézké fetézce zvané y1, 2, V3
a s, které se od sebe mirné 1isi. Existuji také podtiidy lidského IgA (IgAl a IgA2).
U IgM, IgD a IgE nejsou znamy zadné podtiidy. Tento rozsah tiid a podtiid je znamy
jako izotypova variance. Kazda molekula imunoglobulinu je bifunkéni. Mohou byt
funkéné rozdéleny do variabilnich domén, které vazou antigeny a konstantnich domén,
které specifikuji efektorové funkce, jako je aktivace komplementu nebo vazba na Fc
receptory (Roitt et al., 2001). Variabilni domény jsou vytvofeny pomoci komplexni
fady udalosti genového preskupeni a mohou byt poté vystaveny somatické hypermutaci

po expozici antigenu (Schroeder et Cavacini, 2010).

Tabulka ¢. 1: Biologické vlastnosti tfid lidského imunoglobulinu (pfevzato od
Bartunkova, 2002)

Izotyp Lokalizace Funkce
19G sérum, intersticialni tekutina opsonizace, neutralizace, aktivace
komplementu, pranik placentou,
sekundarni protilatkova reakce

IgA sérum, slzy, sliny, povrch sliznic, ochrana sliznic, opsonizace
kolostrum, mateiské mléko
IgM sérum, membrana B lymfocyta aktivace komplementu, primarni
protilatkova reakce
IgD sérum, membrana B lymfocytl receptor pro antigen na B lymfocytech
IgE sérum, intersticialni tekutina ochrana proti parazitim,

alergicke reakce

IgG je hlavnim imunoglobulinem V normalnim lidském séru, coz predstavuje
70-75 % celkového mnozstvi imunoglobulinti. 1gG se sestava zjediné y-fetézové
molekuly s molekulovou hmotnosti 146 000 Da (Roitt et al., 2001). Molekulu
imunoglobulinu 1ze za vhodnych podminek proteolyticky rozstépit na fragmenty
(Hoftejsi et al., 2017). Enzym papain §tépi 1gG na dva fragmenty Fab, nichz kazdy mize
vazat antigen a jeden fragment Fc (Schroeder et Cavacini, 2010). Pantova oblast
predstavuje misto, kde jsou tézké tetézce spojeny disulfidickymi mustky.
Imunoglobuliny jsou stejné jako ostatni sekretované proteiny glykoproteiny, protoze

jsou tézké fetézce v Fc Casti glykosylovany (Hotejsi et al., 2017).



Tabulka ¢. 2: Fyzikalné-chemické vlastnosti tfid lidského imunoglobulinu (pfevzato od
Roitt et al., 2001)

Typ imunoglobulinu

Vlastnost IgG1l 1gG2 1gG3 1gG4 IgM IgAl IgA2 slgA IgD IgE
TézZKky Fetézec Y1 Y2 Y3 Ya u o1 o oa/ a ) €
Primérna 9 3 1 05 15 3 0,5 0,05 0,03 0,00005
koncentrace
Vv séru (mg/ml)
Molekulova 146 146 170 146 970 160 160 @ 390 (dimer) 184 180
hmotnost 690 (tetramer)
(x10%)
Intravaskularni 45 45 45 45 80 42 42 stopova 75 50

distribuce (%0)

3.4 Imunoglobulin A

IgA je bézné uznavan jako nejrozsifené;si tiida protilatek na sliznicich s dilezitou
ulohou pii jejich obrané. V lidském téle se denné produkuje vice IgA nez vSech
ostatnich imunoglobulinovych izotypt (Woof et Kerr, 2006). Kromé& toho, Ze je
protilatkou v ob&éhu (Macpherson et al., 2001). Analyza genetickych sekvenci a funk¢ni
srovnani ukazaly, ze IgA je pfitomen u vSech savct a ptak. U savct gen C koduje
konstantni oblast téZkého fetézce, ktery definuje tfidu IgA protilatek. Podobné jako
vSechny imunoglobuliny, jsou molekuly IgA tvofeny parovanim dvou identickych
tézkych ftetézci a dvou identickych lehkych fetézcu. U lidi je IgA v séru hlavné
monomerni obsahujici 90 % IgAl a 10 % IgA2. Zékladni monomerni jednotka IgA,
spole¢na se vSemi protilatkami, je uspofadana do dvou identickych oblasti Fab, které
vazou antigen, vazané prostfednictvim pantové oblasti na oblast Fc, ktera
zprostredkovava efektorové mechanismy (Woof et Mestecky, 2005). Vzhledem
k pruznosti obou Fab fragmentd, muze mit molekula tvar Y nebo T (Boehm et al.,
1999).

IgA je produkovan bunkami linie B-lymfocytd, jak v periferni, tak v mukdzni
lymfoidni tkani (NcNabb et Tomasi, 1981). Specifické bunky produkujici IgA

v mukoznim epitelu poskytuji humoralni ochranu pied patogeny pienasSenymi
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aerosolem, kontaktem a stravou (Underdown et Schiff, 1986). IgA v plazmg,
mozkomisnim moku a stfevni tekutiné¢ je ptitomen v nizSich koncentracich a je
pfevazné ve form¢ monomerta (mIgA). Na rozdil od toho, molekularni formy IgA
v externich sekretech jsou vysoce heterogenni. Zde mIgA obvykle piedstavuje jen
malou cast celkového IgA a vétsina IgA je ptitomna ve formé dimerd a tetramert, ve
kterych jsou mIgA monomery spojeny prostiednictvim dal§iho malého polypeptidu
nazyvané¢ho J-fetézeC, ktery je charakteristicky pfitomen v polymernim IgA (plgA)
a IgM (Koshland, 1985). J-fetézec je o velikosti 15-16 kDa je piitomny v polymernich
imunoglobulinech a vykazuje rychlou elektroforetickou mobilitu a spojuje se
s disulfidovymi mastky k Fc fragmentu polymerniho IgM nebo IgA (Woof et Mestecky,
2005).

A VoV Vo , ,V,
XL CH, K
Pantova Pantova
oblast CH, | [cH, oblast
CH, | | CH,

B Ser or Thr—O0—GalNAc—B1,3—Gal—«a2,3

«2,6 Kyselina
| sialova
Kyselina
sialova

Obrazek ¢. 3: Struktura molekuly 1gAl: (A) struktura O-vazanych cukri na serinové nebo
threoninové zbytky v pantové oblasti IgAl (B) CH1, CH2, CH3-konstatni oblasti tézkého
fetézce, VH-variabilni oblast t&Zkého fetézce, CL a VL-0znacuji konstantni a variabilni oblasti

lehkého fetézce (prevzato od Donanio et Grande, 2002)

Distribuce podtiid IgA se znacné lisi mezi rGznymi vnéjsimi sekrety. Obecné
sekrece hornich cest dychacich a traviciho traktu obsahuji vice IgAl, zatimco sekrece
tlustého stfeva obsahuji vice IgA2 (Brandtzaeg et Johansen, 2005). IgAl a IgA2 se lisi

Vv pantové oblasti. IgA1 ma delsi pantovou oblast se zdvojenymi useky aminokyselin,



které u IgA2 chybi. Tato prodlouzena pantova oblast t¢zkého fetézce IgAl zvysuje
citlivost Kk selektivnimu proteolytickému Sté€peni specifickymi proteazami, které
produkuji nékteré patogenni bakterie jako je Streptococcus pneumoniae a Haemophilus
influenzae. Pantova oblast je ¢asteéné chranéna glykany (Mestecky et al., 1999). Takto
je navazano 3 az 6 glykani pomoci O-glykosylové vazby na zbytky serinu nebo
threoninu (Tarelli et al., 2004). Glykany jsou tvoieny z N-acetylgalaktosaminu
(GalNACc), galaktozy (Gal) a kyseliny sialové. V sérovém IgA se hojné vyskytuje
disacharid Gal-GalNAc s jednou nebo dvéma pfipojenymi sialovymi kyselinami
(Novak et al., 2001).

Zvysené hladiny IgA a IgA-obsahujici cirkulujici komplexy se nachazeji v séru
vétsiny pacientl s IJAN (D" Amico, 2000). Pritomnost J-fetézct v glomerulech pacientd
S IgAN vedla mnoho védch k zdvéru, ze polymerni komplexy IgA se snizenou
glykosylaci v pantové oblasti molekuly vykazuji vyssi aviditu pro vazbu na mezangialni
bunky (Novak et al., 2008). Snizena glykosylace v pantové oblasti usnadnuje nejen
tvorbu polymerniho IgAl, ale také piispiva k jeho rozpoznani jako neoantigenu
a nasledn¢ tvorbé 1gG autoprotilatek proti Gal-deficinetnim IgA1l molekulam. Nasledné
se bud’ Gal-deficientni IgA1 nebo IgG autoprotilatky proti IgAl navazou na CD89
receptor, ktery je exprimovany na povrchu mezangialnich bun¢k, coz vede k produkci
prozanétlivych cytokind, naboru cirkulujicich bunék a zjevnému zanétu (Floege et
Feehally, 2000).

3.5 Cirkulujici imunitni komplexy

Mezangialni buniky pfedstavuji primarni cil pro patogenni depozity, které jsou
vytvofené  cirkulyjicimi  imunitnimi  komplexy nebo  depozity aberantné
glykosylovaného IgAl, po ¢emz nasleduje vazba nové generovanych anti-glykanovych
protilatek za vzniku imunitnich komplext (Glassok, 2011). Komplexy u pacienti
s Henoch-Schoenleinovou purpurou se sestavaji z IgA, ale nikoliv z 1IgG a maji mensi
molekulovou hmotnost nez komplexy nalezené u pacientii s IJAN. Protoze se u téchto
0S0b nevyviji zjevné renalni onemocnéni, lze predpokladat, ze tyto komplexy IgA
nevytvari nefritidu (Levinsky et Barratt, 1979). Analogicky s jinymi chorobami
zpusobenymi imunitnimi komplexy je pravdépodobné, ze v IJAN molekularni podil
antigentl (IgA1 s nedostatkem galaktozy) a protilatek (IgG nebo IgAl) urcuje velikost

vytvoienych imunitnich komplexi a nasledné jejich rychlost odstranéni z obéhu, jakoz
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I biologicka aktivita. Patogenni cirkulujici imunitni komplexy IgA1-1gG u pacienti
s IgAN jsou relativné velké (800 kDa), a proto je lze vyloucit ze vstupu do jaterniho
prostoru k dosazeni asialoglykoproteinového receptoru na hepatocytech, coz je
normalni Katabolicka cesta pro cirkulujici IgA1 (Suzuki et al., 2011).

Biologicka aktivita velkych cirkulujicich imunitnich komplext s Gal-deficientni
IgAl se zvysuje u pacient s IJAN béhem epizod makroskopické hematurie (Novak et
al., 2008). Neni vsak znamo, zda je toto zvySeni aktivity zptsobeno vétsi produkci
Gal-deficientniho IgA, anti-glykanovymi protilatkami nebo jinymi nedefinovanymi
faktory ovliviiujici tvorbu téchto komplexti nebo jejich slozeni (Novak et al., 2001).
Glomerularni poskozeni IgAN se projevuje jako proliferace mezangialnich bunék
a expanze slozek extracelularni matrix (Lai et al., 2009). Hodnoceni biologické aktivity
komplext IgAl ukazalo, Ze komplexy IgAl svelkou molekulovou hmotnosti
stimulovaly bunécnou proliferaci. Naopak frakce zbavené IgAl nemély stimulaéni
aktivitu (Suzuki et al., 2003).

Imunitni komplexy od pacientd s IgAN obsahujici IgA1 s nedostatkem galaktozy
se vazou na bunky ucinnéji nez nekomplexované IgA1 nebo imunitni komplexy ze
zdravych kontrol. Komplexy sIgAl s nedostatkem galaktozy indukuji Kultivované
lidské mezangialni bunky, aby proliferovaly, vylucovaly komponenty extracelularni
matrice a uvoliovaly humoralni faktory, jako je TNF, IL-6 a TGF. Tyto faktory mohou
zménit expresi genti podocytll a glomerularni permeabilitu (Lai, 2009). Vysledkem je,
7e tyto imunitni komplexy vstupuji do renalni cirkulace. Diky jedine¢nému umisténi
mezangia mezi fenestrovanou endoteliarni vystelkou kapilar a glomerularni bazalni
membranou je mezangium nachylné ke ukladani imunitnich komplexa (Sterzel et al.,
1982). Cirkulujici imunitni komplexy, obsahujici zejména aberantné glykosylovany
IgAl, hraji kli¢ovou roli v patogenezi IgA nefropatie (Novak et al., 2008). Aberantné
glykosylované molekuly IgAl1 maji zvysenou tendenci jak k agregaci, tak k tvorbé
komplext antigen-protilatka a protilatkami IgG namifenym proti pantové oblasti IgAl
epitopt, coz podporuje tvorbu IgA-imunitnich komplexti (Van der Boog et al., 2005).
Tvorba imunitnich komplexd, jejich ukladani do mezangia a iniciace glomerularniho
zanétu jsou ovlivnény slozenim pantové oblasti IgAl a stupném glykosylace IgA
(Sato et al., 2002). Piedpoklada se, Ze aktivace glomerularniho komplementu zvysuje

zanétlivou kaskadu a zesiluje glomerularni poskozeni (Barratt et al., 2007).
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3.6 O-glykosylace

K rozvoji IgA nefropatie prispivaji nejméné Ctyfi procesy. Mezi procesy, které
indukuji poskozeni ledvin patii aberantni glykosylace IgAl, syntéza protilatek proti
IgA1 snedostatkem galaktozy, vazba Gal-deficientni IgAl s anti-glykan
glykopeptidovymi protilaitkami za vzniku imunitnich komplexi a akumulace téchto
komplexa v glomerularnim mezangiu iniciujici poskozeni ledvin (Suzuki et al., 2011).

Pacienti s IgAN maji casto geneticky stanovené zvyseni cirkulujicich hladin IgA1
s O-glykany s nedostatkem galaktozy v pantové oblasti. Tato aberace vsak nestaci
k vyvolani posSkozeni ledvin. Syntéza a vazba protilatek namifenych proti
Gal-deficientnimu IgA jsou nutné pro tvorbu imunitnich komplexd, které se hromadi
Vv glomerularnim mezangiu. Tyto imunitni komplexy aktivuji mezangialni bunky, coz
vyvolava proliferaci a sekreci extracelularni matrice, cytokind a chemokint, coz vede
k poskozeni ledvin (Coppo et al., 1984).

Glykosylace hraje dualezitou roli pii produkci, udrzb€, manipulaci a funkci vsech
glykoproteinii a vyskytuje se béhem a bezprostiedné po syntéze proteint. Spole¢né
s jinymi imunoglobuliny a mnoha dal$imi proteiny z lidského téla je lidsky IgA silné
glykosylovany (Ohtsubo et Marth, 2006). Cukry jsou pfipojeny k proteinim
prostiednictvim dvou typu vazeb. N-vazané cukry jsou komplexni struktury Spojené
s asparaginovymi zbytky a jsou bézné na cirkulujicich proteinech (Allen et al., 2001).
Patii mezi nejCastéjsi a obvykle se skladaji z komplexnich rozvétvenych fetézci
(Arnold et al., 2007). O-vazané cukry se skladaji z N-acetylgalaktosaminu vazaného na
serin nebo threonin. Galaktéza je navazana na N-acetylgalaktosamin prostiednictvim
B-1,3 vazeb a kyselina sialova je pfipojena ke galaktoze nebo N-acetylgalaktosaminu
prostfednictvim o-2,3 vazeb (Allen et al., 2001). Jsou jednodus$si a rozSifené na
buné&nych povrchovych proteinech, ale neobvyklé na cirkulujicich a sérovych
proteinech (Donanio et Grande, 2002). IgA1l je jeden z mala proteind v séru, ktery ma
N-vazané i O-vazané cukry, které lezi v pantové oblasti molekuly. Pantova oblast je
tvofena 17 aminokyselinami, z nichz alesponn 6 je na O-vazanych glykosyla¢nich
mistech (Tarelli et al., 2004).
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Obrazek ¢. 4: Struktura O-glykani lidského IgA1 (pfevzato od Lai et al., 2016).

O-vazané cukerné ftetézce jsou strukturou jadra 1 zaloZzené na
N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) v O-vazb¢ se serinem nebo threoninem. Toto jadro
GalNAc je obvykle dale rozsiteno o galaktozu v konfiguraci a-2,6 nebo B-1,3 a jednu
nebo dvé jednotky kyseliny sialové v konfiguraci a-2,6 nebo B-2,3. Na rozdil tomu,
IgA2 nema pantovou oblast a nenese zadné O-vazané cukry (Barratt et al., 2007).
Monomer IgAl se sestava ze dvou tézkych fetézcl, znichz kazdy ma az devét
potencialnich mist O-glykosylace (ackoliv nemusi byt vSechny obsazeny) a nese
v oblasti pantu nékolik tésné¢ sousedicich O-vazanych cukri, coz zajistuje tésné
shlukovéani kyseliny sialové, galaktézy a GalNAc zbytkl, jejichz variace mohou mit
vyznamné ucinky na celkové fyzikalné-chemické vlastnosti IgA1 molekuly (Barratt
et Feehally, 2005).

V nepiitomnosti galaktozy je koncovym cukrem N-acetylgalaktosamin. Nasledné
jsou tyto cukerné casti pantové oblasti rozpoznany pfirozené se vyskytujicimi
protilatkami s peptidovymi specifitami pro antiglykany a antipantové oblasti a vytvari
se cirkulujici imunitni komplexy (Novak et al., 2008).

Zkoumani bun¢k produkujicich IgA1l vsak ukazuje, Ze aberantni O-glykosylace

VIgGAN je vedena kombinovanymi abnormalitami v expresi nebo aktivité
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glykosyltransferaz zapojenych do sekvencni posttranslacni modifikace 1gAl, coz
implikuje komplexni regula¢ni defekty (Suzuki et al., 2009). Aberantné glykosylovany
IgAl v krvi pacientd s IgAN se nachazi téméf vyhradné v imunitnich komplexech

navazanych na protilatky IgG nebo IgA (Suzuki et al., 2011).

3.7 Biosyntéza O-vazanych glykani na IgAl

O-vazan¢  glykany se  syntetizuji  postupné, pocinaje  pfipojenim
N-acetylgalaktosaminu Kk serinu nebo threoninu a tato reakce je Kkatalyzovana
uridin-5"-difosfo-N-acetylgalaktosaminyl transferazou 2 (GalNacT2) (Piller et al.,
1990). O-glykanovy fetézec je pak prodlouzen postupnym piipojenim zbytku galaktozy
nebo kyseliny sialové k N-acetylgalaktosaminu (Ju et al., 2002). Ptidani galaktozy je
zprostiedkovano jadrem 1 [-1,3-galaktosyltransferazy (CI1B3GalTl), ktera pienasi
galaktozu z UDP-galaktozy na zbytek N-acetylgalaktosaminu. Stabilita tohoto enzymu
zavisi na jeho interakci s C1p3GalT1-specifickym molekularnim chaperonem (Cosmc).
V nepiitomnosti Cosmc je protein C183GalT1 rychle degradovan, coz ma za nasledek
podgalaktosylaci N-acetylgalaktosaminu v O-vazanych glykanech (Novak et al., 2008).

Glykanova struktura je dokoncena sialyltransferazami, které vazou negativné
nabitou kyselinu sialovou na galaktézové nebo N-acetylgalaktosaminové zbytky.
Sialylace N-acetylgalaktosaminu v bunkach sekretujicich IgAl je zprostfedkovana
N-acetylgalaktosaminem-specifickou a-2,6-sialyltransferasou (Raska et al., 2007).
Pokud je kyselina sialova navazana na N-acetylgalaktosamin pfed pfipojenim
galaktozy, tato piedCasna sialylace vylucuje nasledné ptipojeni zbytku galaktozy
(Novak et al., 2001).

IgA1l O-glykosylace probiha v Golgiho aparatu a je provadéna sekvenénim
pasobenim vysoce specifickych glykosyltransferaz (lwasaki et al., 2003). Zména
v profilu O-glykosylace sérového IgAl v IJAN ma nepochybné zasadni vyznam pro
vyvoj IgAN. Nyni je zfejmé, Zze zmény v rozsahu glykosylace a sialylace 1gAl jsou

uzce regulovany a zavisi na okolnostech setkavani se s antigenem (Barratt et al., 2007).
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3.8 Tvorba imunitnich komplexii a glomerularni poskozeni

IgG a IgAl autoprotilatky rozpoznavaji Gal-deficientni IgAl (GdIgAl)
glykanov¢ specifickym zpasobem (Tomana et al., 1997). Serinovy zbytek je nezbytny
pro u¢innou vazbu na GdIgAl. Rozpoznani GdIgAl autoprotilatkami vede k tvorbé
nefritogennich imunitnich komplexii a kaktivaci komplementu prostfednictvim
alternativni nebo lektinové drahy (Maillard et al., 2015). Biologické aktivity téchto
komplexti jsou ovlivnény riuznymi faktory, jako je velikost a slozeni komplexu
(Tomana et al., 1997). Aktivace mezangialnich bunék komplexy obsahujicimi GdIlgA1l
vyzaduje CD89 a transglutaminazu 2 pro vyvoj nemoci (Berthelot et al., 2012). Fc
fragment IgA receptoru (FCAR) je lidsky gen kodujici transmembranovy
glykoproteinovy receptor FcaRI, také znamy jako CD89. Je exprimovany na bunkach,
jako neutrofily, eozinofily a monocyty. CD89 vaze obé podtiidy IgA ve vSech svych
navazaného IgA (Kremer et al., 1992; Morton et Brandtzaeg, 2001). Bylo prokazano, ze
navazani IgA na membranovy CD89 je spojeno s masivnim mezangialnim ukladanim
IgAl (Hiki et al., 1996).

Poskozeni podocytu, které obvykle vede k proteinurii, mize zahrnovat apoptozu,
nekrozu, oddéleni od glomerularni bazalni membrany a defektni autofagii. Ukladani
IgA, 1gG a komplementu do glomerularnich kapildrnich stén a pfitomnost cytokinl
nebo relativnich kyslikovych radikala produkovanych rezidentnimi glomerularnimi

bunkami mize také vyvolat poSkozeni podocyta (Lai et al., 2016).

3.9 Faktory podporujici ukladani IgA

Ne vsechna depozice IgA v mezangialnich bunkach je spojena srozvojem
glomerularniho zanétu a ani depozice IgA neni nevyhnutelné nezvratna. Mezangialni
depozity IgAl1 mizi, kdyZz jsou ledviny se subklinickym IgAN netmysiné
transplantovany piijemcim, kteti puvodné IgAN neméli a klinickd remise je
doprovazena vymizenim IgA depozitd (Allen et al., 1999). Makromolekularni
imunoglobuliny jsou zvlast¢ nachylné k mezangialnimu ukladani. Zvysené hladiny
sérovych IgA makromolekul v IJAN podporuji mezangialni depozici prostiednictvim
nespecifické velikosti zavislého mezangialniho zachyceni, zvySeného defektem

O-glykosylace. V IgAN dochazi k akumulaci mezangialni IgA, protoze rychlost
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ukladani IgA piekracuje clearancni kapacitu nebo ulozeny IgA je néjakym zpisobem

odolny viici mezangialni clearanci (Barratt et al., 2007).

3.10 Biomarkery IgA nefropatie

Definitivni diagnoza IgA nefropatiec vyzaduje renalni biopsii, protoze neexistuje
zadny platny neinvazivni test jako diagnosticka alternativa (Julian et al., 1999). Renalni
biopsie predstavuje riziko zavaznych krvacivych komplikaci a toto riziko ma zasadni
negativni dopad na péci o pacienty s IgAN (Eiro et al., 2005). Existuje tedy nalé¢hava
potieba spolehlivého neinvazivniho diagnostického testu, ktery mize byt pouzitelny pro
detekci subklinického IgAN, odhad miry aktivity, sledovani progrese nebo snizeni
poskozeni ledvin a posouzeni G¢innosti 1é¢by, pii¢emz se zabrani opakovanym renalnim
biopsiim (Julian et al., 2007).

Koncentrace nékolika cytokinl zapojenych do proliferace a reparace v mo¢i byla
hodnocena jako potencialni biomarker histopatologickych zmén a prediktor dlouhodobé
diagnozy. Hladiny IL-6 vmoci byly zvySené u pacienti Snékolika typy
glomerulonefritidy, vysledky vSak nebyly specifické pro jednotlivé choroby
(Hrvacevic et al., 1996). Bylo také prokazano, ze vyluovani IL-6 moéi predpovida
dlouhodoby S$patné renalni parametry u pacientd SIgAN (Harada et al., 2002).
Vylucovani IL-6 a epidermalniho ristového faktoru (EGF) koreluje se stupném
tubulointersticialniho poskozeni, proto pomér IL-6/EGF byl navrzen jako marker
progrese poskozeni ledvin (Ranieri et al., 1996). Vylucovani cytokint/chemokint vSak
nerozliSovalo specifické typy glomerulonefritidy (Mitsuhashi et al., 1993).

Vyluc¢ovani imunoglobulini mo¢i piedstavuje slibnou novou moznost pti hledani
nahradnich markerd u pacient s IJAN. Ukazalo se, ze koncentrace IgA a IgG v moci
jsou vyssi u pacienti sIgAN, nez u zdravych kontrol a u pacientd S jinym
onemocnénim ledvin. Koncentrace dale korelovaly s koncentraci kreatininu v séru

a pritomnosti proteinurie (Galla et al., 1985).

3.11 Terapie IgA nefropatie

Diagnoza IgA nefropatie se opira o histologické vysetfeni renalni biopsie, ktera
prokaze dominantni ukladani IgA v renalnim mezangiu (Roberts et al., 2009). Pri
diagnostice bylo prokazano, ze korelace klinicko-patologickych parametri poskytuje

urcity vhled do rizika progrese. Mezi n¢ patii odhadovana rychlost glomerulérni filtrace,
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mnozstvi proteinurie, krevni tlak a histologie ledvin (Selvaskandan et al., 2019). Az
donedavna neexistovala ucinna 1é¢ba pro pacienty s IgA nefropatii. Existuje vSak 1é¢ba
symptomaticka, ktera zpomaluje progres onemocnéni. I kdyz IgA nefropatie muze
ovlivnit jenom 1,3 % populace, existuje potieba novych terapeutickych latek schopnych
zachovat normalni renalni funkci (Julian et al., 1999). Bylo dosazeno vyznamného
pokroku v prevenci progresivniho onemocnéni ledvin pouzitim nékolika zptsobu 1é¢by,
které zahrnuji inhibitory enzymu angiotensin-konvertasa, kortikosteroidy a omega-3
polynasycené mastné kyseliny (Donanio et Grande, 2002).

V polovingé 80. let studie ukazaly, Ze inhibitory enzymu angiotensin-konvertasa
(ACE) byly lepsi v porovnani S jinymi antihypertenzivy v prevenci strukturalniho
poskozeni ledvin. Relativni snizeni rizika o 46-56 % inhibitory ACE bylo zjisténo
U pacientd s diabetem 1. typu a nefropatii, hypertenzni nefroskler6zou a chronickym
onemocnénim ledvin (Hilgers et Mann, 2002). Celkovy pfinos inhibitort ACE je
u pacientt s proteinurii vyssiho stupné. V piipadé IgAN vsak klinické studie ukazaly, ze
fada inhibitori ACE mirné¢ snizila vylu¢ovani bilkovin v mo¢i bez doprovodného
zlepSeni renalnich funkci. K dispozici jsou i udaje o ucincich kombinované terapie
s inhibitory ACE a antagonisty receptoru angiotensinu Il typu 1 na proteinurii.
Kombinace méla aditivni ucinek na snizeni vyluCovani bilkovin v moci, zatimco
zdvojnasobeni davky monoterapie nemélo zadny ucinek (Russo et al., 1999).

Kortikosteroidy se pouzivaji k1é¢bé IgAN z divodu jejich protizanétlivych
a imunosupresivnich vlastnosti. Lécba steroidy snizuje po 6 mésicich proteinurii
050 %, ale nebyl pozorovan zadny ucinek na funkci ledvin. Byly také popsany

nefrotické relapsy a zavislost na steroidech (Lai et al., 1986).

3.12 Savci expresni systém

Zakladnim pozadavkem soucasnosti je produkce rekombinantnich proteini ve
vhodném mnozstvi a kvalit¢ (Khan, 2013). V dnesni dobé existuje Siroka nabidka
expresnich systémut pro produkci rekombinantnich proteinii ve velkém mefitku. Tyto
expresni systémy zahrnuji E. coli, bakulovirem zprostfedkovanou expresi v hmyzich
bunkach, kvasinky a n€kolik sav¢ich systémi (Khan, 2009). Dochazi k postupnému
zvySovani aplikace savCich bun¢k pro produkci proteind, protoze expresni systémy
vyuzivajici savéi buiky pro rekombinantni proteiny jsou schopny zarucit spravné

sloZeni proteinu, posttranslaéni modifikace a sestaveni produktu, které jsou dalezité pro
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biologickou aktivitu (Khan, 2013). I kdyz je mozné produkovat lidské proteiny
v prokaryotickych expresnich systémech, vysledné proteiny maji Casto nezadouci
charakteristiky, které ovliviiuji Géinnost, jako napiiklad glykosylace. V souc¢asné dobé
prokaryotické  systtmy nemohou odpovidat vyhodam  sav¢ich  systémi
(Hunter et al., 2019).

Pro savéi expresni Systémy existuji uréité pozadavky. Uroven exprese genu do
zna¢né miry zavisi na tom, jak u¢inné je transkribovana. Exprese genu v savéich
buikach vyzaduje vhodnou buné¢nou linii a pfislusné vektory, které pusobi jako
prenasece zajmového genu do bunécnych linii. Pro expresi proteinti byva pouzivano
mnoho sav¢ich bunéénych linii, pficemz nejcastéji to jsou HEK 293 (lidské
embryonalni buniky ledvin) a CHO (ovarialni buiky ¢inského kiecka). Tyto bunétné
linie mohou byt nasledné transfekovany (Huh et al., 2007). Bunééna linie CHO byla
kultivovana z biopsie ovarii kie¢ka ¢inského. Bunééna linie HEK 293 vyla vytvofena
transformaci lidskych embryonalnich bunék ledvin fragmenty DNA adenovirem typu 5,
coz vedlo ke vzniku bunééné linie, ktera se replikovala, tolerovala snizené koncentrace
séra v médiu a byla snadno transformovatelna (Graham et al., 1977). Buinky HEK 293
aCHO byly od té doby geneticky modifikovany, aby se zlepsila jejich schopnost
reagovat na rizné prvky expresniho vektoru. HEK 293 a CHO bunky jsou udrzovany
jako suspenzni nebo adherentni kultury, pti¢emz suspenzni kultura je zvlasté¢ vyhodna
pro snadnou manipulaci a zvétSovani pocétu bunék. Suspenze buncék obvykle
zdvojnasobuji sviij pocet bun¢k za kratsi dobu nez 24 hodin a mohou rist v hustoté
vy$$i nez 5 miliond bun€k na mililitr v zavislosti na kultivaénich podminkach

(Rio et al., 1985).

3.13 Moznosti purifikace rekombinantnich proteinu

V posledni dob& byl pocet terapeutickych piipravki zaloZzenych na obsahu
monoklonalnich protilatek v klinickych studiich i praxi zna¢né zvySen a pii nasledném
zpracovani se bézné pouziva purifikace afinitni chromatografii, ktera ma nékolik vyhod,
jelikoz se jedna o snadny, rychly a selektivni postup pro zachyceni cilového proteinu
(Hober et al., 2007). Afinitni chromatografie se spoléha na separaci proteinti na zakladé
jejich  reverzibilni interakce se specifickym ligandem imobilizovanym na
chromatografické matrici (Grodzki et Berenstein, 2007). Vzorek se aplikuje za
podminek, které uptednostiuji specifickou vazbu na ligand a vysledné interakce jsou

vysledkem elektrostatickych a hydrofobnich interakci, van der Waalsovych nebo
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vodikovych vazeb. Nenavazany material se odmyje a navazany protein se ziskd zménou
podminek pufru na ty, které podporuji desorpci. Vazany protein mize byt eluovan
z matrice kompeti¢né specifickym ligandem, iontovou silou nebo polaritou eluéniho
pufru (Bauer et al., 1980).

Nejpouzivangjsim afinitnim systémem pro purifikaci protilatek je stafylokokovy
protein A a jeho mensi fragmenty. Protein A vaze konstantni oblast tézkého fetézce (Fc)
IgG (oblast CH1-CH3). Nativni protein A je purifikovan ze Staphylococcus aureus
a obsahuje ¢tyfi vazebna mista pro 1gG (Hober et al., 2007). Ma vysokou afinitu k 1gG
asklada se ze tii riznych regionti. S-region piedstavuje signalni sekvenci, ktera je
zpracovana béhem sekrece, dale pét homolognich IgG vazebnych domén E, D, A, B, C,
a nakonec oblast ukotveni bunééné stény XM (Guss et al., 1984). Domény jsou schopné
nezavisle vazat se na Fc ¢ast 19gG1, 1gG2 a IgG4, ale vykazuji slabou interakci s 1gG3
(Jendeberg et al., 1997).

Vazebné domény pro IgG

[s| el o | a

f

Obrazek ¢. 5: Schéma domén stafylokokového proteinu A (Hober et al., 2007)
Dalsim afinitnim systémem je rekombinantni protein G, ktery je exprimovany

v E. coli a obsahuje dvé vazebna mista pro 1gG a je doporucovan pro purifikaci 1gG ze
séra (Hober et al., 2007).
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4 Material a metodika
4.1 Biologicky material

Pro expresi rekombinantnich proteinti byly pouzity savéi expresni bunky linie
HEK 293 FreeStyle™ Expression System (ECACC 85120602, THERMO FISHER).

Pro transformaci chemokompetentnich bakterii byly pouzity bakterie Escherichia
coli, kmen TOP 10.

Pouzité plazmidy byly konstruovany v laboratoti University of Alabama
v Birminghamu, USA. Na zaklad¢ klonovaciho vektoru pBR322, ktery obsahuje
sekvenci pro rezistenci k ampicilinu, pPCMV promoter pro expresi v sav¢ich bunkach
a sekvenci 1gG pro lehky a tézky fetézec ziskanou od pacienta trpiciho IgA nefropatii.
Plazmid byl laboratofi sdilen za podminek nezvetejnéni kompletni sekvence plazmidu.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita 1gG Siroce neutralizujici protilatka oznacena jako

VRCO01, o které je znamo, Ze se dobie exprimuje.

M13 PCMV  peMV SV40 Ml 3
REV enhancer promoter SP6 IgG HCH seq polyAseq SV40 promoter AMP resistence

EcoRi

digest

Obrazek €. 6: Schéma plazmidu pro tézky fetézec 1gG (1123 1IgG HCH)

Ml 3 sv4o M13
CMV promoter SP6 IgG LHC seq polyAseq SV40 promoter AMP resistence
EcoRi
digest

Obrazek €. 7: Schéma plazmidu pro lehky fetézec 19G (1123 Lambda LCH)
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

2-Log DNA Ladder 0,1-10 kb (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)
2-merkaptoethanol (LACH-NER)

293fectin™ Transfection reagent (THERMO FISHER)

Agar6za (SERVA)

Ampicilin (SERVA)

antibiotikum ampicilin roztok ¢ = 100 mg/ml (SERVA)

bromfenolova modi sodna sl (ROTH)

citrat sodny (LACH-NER)

deglykosylovany IgA (plgA Ale I1ll, laboratof Dr. Novaka, University of
Alabama at Birmingham, USA)

DNA Gel loading dye 6 x (NEB)

dodecylsiran sodny — SDS (MERCK)

ethanol 96% (VWR)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM)

glycerol (SIGMA ALDRICH)

glycin (LACH-NER)

HEK?293F FreeStyle™ Expression Medium GIBCO (THERMO FISHER)
HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (THERMO SCIENTIFIC)

hovézi sérovy albumin — BSA (NEW ENGLAND BIOLABS)

hydroxid sodny (PENTA)

IgG coat: AffiniPure F(ab'). Fragment Goat Anti-Human 1gG, F(ab")2 fragment
specific code: 109-006-008 (JACKSON IMMUNO RESEARCH)
kyselina chlorovodikova (LACH-NER)

kyselina sirova (LACH-NER)

methanol (SIGMA ALDRICH)

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (SERVA)

n-butanol (LACH-NER)

OPD Substrate Tablets (THERMO FISHER)

opti-MEM™ Reduced Serum Medium GIBCO (THERMO FISHER)
peroxid vodiku 30% (LACH-NER)
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peroxodisiran amonny (SERVA)

Pierce ™ Recombinant Protein A Agarose (THERMO SCIENTIFIC)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (THERMO
SCIENTIFIC)

Sacharoza (LACH-NER)

Siran sodny (LACH-NER)

Soc médium (INVITROGEN)

Tris (OMNIPUR)

Trypan Blue Solution 0,4 % (SIGMA, cat. no. T8154)

Tween-20 0,05% (CALBIOCHEM)

Pouzité soupravy

kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (THERMO FISHER)
kit: Plasmid Mini AX (A&A BIOTECHNOLOGY)

kit: QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (QIAGEN)

kit: HiTrap Protein G HP antibody purification columns

kit: Zeba Spin Desalting Column (THERMO FISHER)

Pouzité roztoky

30% roztok akrylamid/bisakrylamidu (SERVA)

APS: 10% roztok peroxodisiranu amonného (1 g (NH4)2S20g + 10 ml ddH-0)
Coomassie Brilliant Blue (45% methanol + 10% kyselina octova + 0,1%
Coomassie Brilliant Blue)

blokovaci roztok (5% BSA v TBS)

fixa¢ni roztok (750 ml izopropanolu + 300 ml kyselina octova + doplnéno do 3 |
ddH-0)

GelRed — pracovni roztok (300 ml ddH20 +17,6 g NaCl + 60 ul GelRed Nucleic
Acid Gel Stain)

LB médium (1% pepton, 1% NaCl, 0,5% kvasni¢ni extrakt)

nanaseci neredukujici pufr pro proteiny 2x (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol +
2,39 SDS + 37,5 ml ddH-0)

nanaseci redukujici pufr pro proteiny 2x (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol +

2,3 g SDS + 5 ml merkaptoethanol + 37,5 ml ddH20)
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e odbarvovaci roztok (5% methanol + 7,5% kyselina octova + doplnit do 3 |
ddH:0)

e protilatka Anti human 1gG Fab fragment, HRP, A6029, fedéni 40 000x
(SIGMA)

e protilatka Anti human lambda free and bound, HRP, HAF008001, fedéni 1000x
(SIGMA)

e protilatka: Peroxidase-conjugated affipure F (ab”)> fragment goat anti-human
serum IgA, a chain specific

e PBS promyvaci pufr pH 7,5 (240 g NaCl + 6 KCI + 40 g Na;HPO4 - 12 H20 +
KH2PO4)

e PBST (0,05% Tween v 1x PBS)

e SDS 5x elektrodovy pufr (3 | ddH20 + 45,3 g Tris + 2,6 g glycin + 15 g SDS)

e TAE pufr 50x (1,5 M Tris, 1 mM k. octovéa, 0,1 M EDTA, pH 8,5)

e Towbindv pufr (9,09 g Tris + 43,2 g glycin + 600 ml methanol)

e Tris pufr 4x pH 6,8 (15,125 g Tris + 1 g SDS + 150 ml ddH»0)

e Tris pufr 4x pH 8,8 (45,5 g Tris + 1 g SDS + 150 ml ddH;0)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e automatické mikropipety (THERMO FISHER)
e automatické pipety (THERMO FISHER)
e blotovaci zatizeni TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELLS (BIO-RAD)
e centrifuga CR 312 (JOUAN)
e centrifuga MICRO 22R (HETTICH ZENTRIFUGEN)
e centrifuga UNIVERSAL 32R (HETTINCH ZENTRIFUGEN)

e elektricky zdroj pro blotovaci zafizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB
BROMMA)

e elektricky zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (BIO-RAD)

e clektricky zdroj pro elektroforézu Power Pac Universal (BIO-RAD)

o elektroforeticka komora (BIO-RAD)

o clektroforetickd komora Owl Easycast B1 (THERMO FISHER)

e chlazeny inkubator (ELEKTROLUX)

¢ inkubator s CO2 MCO-15AC (SANYO CO2 INCUBATOR)

e laminarni box aura-VF48 (BIO AIR)
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e laboratorni vahy 440-33N (KERN)

e mikrocentrifuga E-Centrifuge (WEALTEK)

e mikrovinna trouba (SHARP)

e m¢éieni koncentrace DNA Synergy HTX, software Gen 5 (BIOTEK)
e pipetor FASTPETTE (LABNET)

e promyvani ELISA desek: ELx405 (BIOTEK)

e PVDF membrana (BIO-RAD)

e rotator Multi RS-60 (BIOSAN)

e sérologické pipety 25; 10; 5; 1 ml (SARSTEDT)

o spektrofotometr Synergy XTX, program: Gene5 (BIOTEK)

o termoblok block heater SBH130D (STUART)

e termostat BT 120 M (LABO MS)

o tiepacka KS 260 basic (IKA)

e UV transiluminétor GelLogic 212PRO (CARESTREAM HEALTH)
e vortex MS2 Minishaker (IKA)

e vyvolani WB: G-box, program: GeneSys (SYNGENE)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

e Transformace chemokompetentnich bakterii

Ptred transformaci byly plazmidy rozpustény 15 minut pii laboratorni teploté
a chemokompetentni bakterie byly inkubovany na ledu az do uplného rozpusténi.
Nasledné bylo k bakteriim ptidano 25 ng DNA v objemu 1 pl, pro kazdy plazmid
zvlast. Transformacéni zkumavka byla protiepana poklepanim a smés byla
inkubovédna na ledé¢ po dobu 30 minut. Poté byla zkumavka ptesunuta na
30 sekund do termobloku, ktery byl piedehiaty na 42 °C. Po rychlém zahtati byla
prenesena zpét na led a inkubovana na ném 5 minut. Do smési bylo ptidano 250 pl
SOC média a poté byla ponechana na tiepacce v inkubatoru po dobu 1 hodiny pfii
37 °C.

Ptipravené LB médium s agarem bylo sterilizovano v autoklavu, po zchladnuti
na 40 °C bylo pridano antibiotikum (ampicilin), poté nim byly naplnény Petriho
misky, ve kterych bylo médium ponechano ztuhnout. Transformacni smés byla poté

nanesena a hokejkou rozetfena na agarové plotny a inkubovana pies noc pii 37 °C.
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Po transformaci byly vybrany z plotny 3 kolonie, které byly pteneseny do 10 ml
tekutého LB média sampicilinem (100 pg/ml) a byly napéstovany pies noc.
Nasledné byly bakterie zcentrifugovany, zlyzovany a DNA byla izolovana pomoci
miniprepu Mini  AX. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci readru na
mikrodesti¢ce, na kterou bylo naneseno 2 ul vzorku. Poté byl vybran jeden klon
z kazdého miniprepu (1 klon lehkého a 1 klon téZkého fetézce). Pro ovéfeni
transformace byla provedena agar6zova elektroforéza.

Byl ptipraven 1% agardézovy gel . Bylo navazeno 0,7 g agarézového prasku
a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 70 ml ddH20 a nasledné bylo pfidano 1,4 ml
50x TAE pufru. Takto pfipraveny roztok byl ptfiveden k varu v mikrovinné troube¢.
Poté byl roztok ptelit do ptedem piipravené elektroforetické komurky s hiebinkem,
ktery vytvoril jamky. Gel byl ponechan ztuhnout pfi laboratorni teploté 30 minut
a komurka byla naplnéna 1x TAE pufrem. Do prvni jamky bylo naneseno 5 pul
standardu o molekulové hmotnosti 0,1 —10 kb a do dalsich jamek bylo naneseno 100
ng DNA od kazdého vzorku s nanasecim pufrem. Vzorky byly déleny 60 minut pti
napéti 130 V. Poté byly fragmenty DNA obarveny pomoci fluorescen¢niho
interkala¢niho barviva GelRed na laboratorni tiepacce 30 minut. Po obarveni byl gel
umistén do UV transiluminatoru, kde byl pofizen snimek, ktery zobrazoval
obarvenou DNA. Pro ovéfeni na agarozové elektroforéze byl proveden i midiprep

pro ziskani vétsiho mnozstvi DNA.

e Priprava bunééné kultury

Pfed rozmrazenim bunééné linie HEK 293F, ktera byla ulozena v tekutém dusiku.
byla dekontaminovana vngjsi ¢ast zkumavky 70% ethanolem. Bunky byly rozmrazeny
ve Vvodni lazni o teplot¢ 37 ©°C. Obsah zkumavky byl pienesen do sterilni
Erlenmayerovy banky o0 objemu 125 ml, ktera obsahovala 15 ml pifedehiatého
FreeStyle 293 Expression Medium. Toto médium umoziuje transfekci ve velkych
objemech. Sterilni podminky béhem transfekce byly zajistény pomoci laminarniho
boxu. Kultivace buné&tné suspenze probihala v termostatovém inkubatoru na orbitalni
tiepacce pii 37 °C a udrzovaném obsahu 8% CO». Trepacka v inkubatoru se otacela
rychlosti 150 ot/min, dokud bunky nenarostly do pozadované hustoty. Bunééna linie
HEK 293F je charakteristicka tim, Ze se suspenzni a nevyzaduje tak pfichyceni
k podkladu a bunky jsou volné rozptylené v médiu. Nasledné byla uréena

zivotaschopnost bunék a jejich pocet. Optimalni zivotaschopnost bunék pro transfekci je

25



100 %. Buiiky byly zpasazovany vzdy po 2—3 dnech, po dosazeni hustoty 2—3x10°

bungk/ml.

e Urceni Zivotaschopnosti bunék

Pravidelné bylo provadéno pocitani bun€k, aby byl zkontrolovan rtst. Z bunééné
kultury byl vzdy po né€kolika dnech odebran vzorek o objemu 10 pl, ktery byl smichan
s 10 ul trypanové modre, ktera slouzila jako kontrola vitality bunék. Do Biirkerovy
komurky bylo pieneseno 10 pl ztéto smési a byly spocitany zivé i mrtvé bunky.

Vypocet probihal ve ¢tvercich 1, 3,7 a9.

Obrazek ¢. 8: Schéma Biirkerovy komirky: bunéénd hustota byla uréena ze ¢tvercti, které

jsou vyznaceny, v¢etné hornich a levych oznac¢enych hran.

podet Zivych bunék

: - — - : . e = pocet Zivych bunék/ul
plocha ¢tverce [mm<] x poéet ¢tverct = hloubka ctverce [mm-<] = faktor redéni P vy H

Konecna hustota bunééné kultury byla vypocitana na zakladé vzorce:
Z rovnice stanovime pocet zivych bunék na pl:

pocet zivych bunék / (1 x 4 x 0,1 x 5) = pocet zivych bunék/ul
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e Optimalizace transfekce bunék HEK 293F v objemu 10 ml

Transfekce je metoda slouzici k zavedeni DNA do savéich bunék. Piechodna
transfekce je charakteristicka tim, ze zavedena DNA se nachazi v bunce pouze po
omezenou dobu a neni integrovana do genomu. Tato DNA také neni predavana
Z generace na generaci a muze byt ztracena béhem déleni bunék, coz nasleduje ztrata
exprese rekombinantniho proteinu. Na druhou stranu vysoké mnozstvi kopii
transfekovaného materialu vede k vysokym hladinam exprimovaného proteinu v burice.
Typicky se transfekované bunky sklizeji 96 hodin po transfekci. Potiebu ziskani
velkého mnozstvi rekombinantniho proteinu, bez pouziti pracného procesu stabilni
transfekce, vyfesila pfechodna transfekce ve velkém objemu. Den pied transfekci byly
butiky zpasazovany na denzitu 600—700x10° bunék/ml. V den transfekce byly buiiky
natedény médiem na denzitu 1x10° buné&k/ml a bylo ovéfeno, zda je Zivotaschopnost

Vétsi nez 90 %.

Ptiprava transfekénich reagencii v 10 ml bunécné kultury byla provedena podle
tabulky €. 3.

Tabulka ¢. 3: Priprava transfekénich reagencii v objemu 10 ml bunééné kultury

1. zkumavka 2. zkumavka
Mnozstvi LCH HCH Opti-MEM™  293Fectin™  Opti-MEM™
plazmidu [pg]  [w]  [w] [ul] [ul] [wl]
1123 20 9,6 10 315 26,6 308,4
VRCO01 20 8,0 8,7 318,3 26,6 308,4
VRCO01 30 12 13,05 310 39,9 295,1

Tabulka ¢.4: Zasobni koncentrace pouzitych plazmidi pro transfekci

1123 LCH 1239 ng/ul
HCH 1290 ng/pl

VRCO1 LCH 1000 ng/pl
HCH 1148 ng/pl
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1. V jedné zkumavce byl smichan plazmid pro tézky (HCH) a pro lehky (LCH)
fetézec IgG s odpovidajicim mnozstvim Opti-MEMu™ a ve druhé zkumavce
byl smichan 293Fectin™ a Opti-MEM ™,

2. Tyto reagencie byly inkubovany 5 minut pii laboratorni teploté.

3. Poté byl obsah jednotlivych zkumavek smichan dohromady a inkubovan
30 minut.

4. Takto pfipravena transfekéni smés byla pfidana do buné¢né kultury a inkubace
probihala po dobu 3 dnt pii 37 °C v inkubatoru s COa.

5. Po tfech dnech byla buné¢na kultura zcentrifugovana na 500 g po dobu 5 minut.

6. Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky a pelet s bunkami byl vyhozen.

e Transfekce bunék HEK 293F v objemu 80 ml

Ptiprava transfek¢nich reagencii ve vétSim objemu probéhla podle tabulky.

Tabulka ¢. 5: Ptiprava transfekénich reagencii v objemu 80 ml bunécné kultury

1. zkumavka 2. zkumavka
1123 LCH[ul] HCH[ul] Opti-MEM™ [ul]  293Fectin™ [pl] Opti-MEM™ [ul]

[80 ng]
64 61,6 2552 212,8 2467,2

Transfekce probéhla podle stejného postupu jako pii transfekci v objemu 10 ml

a bunécéna kultura byla zcentrifugovana na 1000 g po dobu 5 minut.

e Purifikace pomoci proteinu G

K purifikaci molekul IgG ze supernatantu byl pouzit systém HiTrap Protein G HP
obsahujici kolony pro preparativni ¢isténi monoklonalnich a polyklonalnich protilatek.
Afinitni pryskyfice s proteinem G piedstavuje dobrou volbu pro univerzalni zachyceni
protilatek, protoze se vaze na $irsi rozmezi IgG z eukaryotickych druht a také se vaze
na vice podtiid IgG nez pryskyfice na bazi proteinu A. Kolony poskytuji vykonnou
purifikaci s vysokym rozliSenim, vazebnou kapacitou 25 mg IgG/ml pryskyfice a jsou
stabilni v Sirokém rozmezi pH. Kolony jsou vyrobeny z biokompatibilniho

polypropylenu, ktery neinteraguje s biomolekulami. Protein G, bunéény povrchovy
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protein streptokokt skupiny G, je Fc receptor typu Ill, ktery se vaze na Fc oblast IgG
neimunitnim mechanismem. Protein G a protein A se vsak lisi specifitou vazby 1gG
v zavislosti na puvodu IgG. Purifikace IgG ze supernatantu, ziskaného z transfekce, na

protein G byla provedena podle protokolu, ktery byl ptiloZen v Kitu.

Vysledné frakce byly zakoncentrovany do 2 ml a byla provedena SDS-PAGE
elektroforéza na 2 gelech. Prvni byl obarven barvivem Coomassie Brilliant Blue

a s druhym gelem byla provedena detekce pomoci western blottingu.

e Purifikace sraZzenim siranem amonnym

Tato metoda umoziuje hrubou purifikaci a rozdéleni slozité smési bunéénych
proteind, diky schopnosti proteinii precipitovat v roztoku, ktery obsahuje vysokou
koncentraci soli (siranu amonného). Pro purifikaci 1gG bylo do 5 ml supernatantu,
ziskaného transfekci buné€k, postupné pfidano 2,58 g siranu amonného, které odpovidalo
saturaci 75 % (viz. tabulka ¢.6). Siran se v supernatantu rozpoustél 30 minut na
tiepacee. Imunoglobuliny se béhem precipitace vysrazi, ale albumin ne. Nasledovala
opakovana centrifugace na 10000 g po dobu 30 minut pii 20 °C. Z peletu i ze

supernatantu byl odebran vzorek.

Tabulka ¢. 6: Mnozstvi pevného siranu amonného (g), které je potieba pridat k
1 litru roztoku, aby se dosahlo zadané zmény v procentech nasyceni roztoku siranem

amonnym. (pfevzato od Wingfield, 1998)

Kone¢na koncentrace

20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65 70 75 80 85 90 95 100

pocatecni % saturace

0 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761
8 1 ) ) 28 319 358 397 439 481 526 572 671 3
0 ) 8 11 ) 18 1 1 87 325 364 447 49] 5 84 634 685
8 83 19 1 18 ) 255 3 331 1 413 6 501 8 X 7
20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609
( J 91 123 157 191 228 265 304 344 386 429 4 571
30 1 92 )¢ 160 )y 23: 0 309 351 393 8 485 533
3¢ ) 30 62 94 128 163 199 236 6 358 4( 47 49¢
40 31 63 96 130 166 81 322 36 457
45 0 31 64 98 132 169 206 245 286 329 373 419
50 32 65 99 1 1 0 0 2€ 381
5% 0O 33 66 101 138 175 215 256 298 343
& ) 33 67 103 140 179 219 261 305
65 3 69 5 143 183 224 /
70 ( 70 107 146 186 8
3 72 110 149 190
3 0 % 73 11 1
g8 0 37 1
X 0 7 6 29




Se vzorky byla nasledn¢ provedena SDS-PAGE -clektroforéza a proteiny byly

nasledn¢é detekovany barvenim Coomassie Brilliant Blue.

e Purifikace pomoci proteinu A

K purifikaci proteini byl pouzit ptipravek Pierce™ Recombinant Protein A

Agarose, ktery obsahuje kovalentn¢ imobilizovanou matrici proteinu A. Specialni pufry

zvySuji vazbu 1gG, coz vede k vys$sim vytézktim ve srovnani s konven¢nimi metodami,

jako napiiklad precipitace siranem amonnym. Tato procedura vyuziva 50 pl pryskyfice

proteinu A, kdy toto mnozstvi je dostate¢né pro navazani 25-250 ug protilatky.

© © N o

K 9 ml supernatantu ziskaného transfekci bylo pfiddno 50 pl p¥ipravku Pierce™
Recombinant Protein A Agarose a 50ml falkonka byla doplnéna do plna
1x PBS.

. Takto pfipravend smés byla ponechdna 2 hodiny na rotatoru pfti laboratorni

teploté.

Nasledné byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty na 3000 g.

Agarodza s navazanym proteinem se nachazela na dné zkumavky.

Supernatant byl opatrné odpipetovan a agardza s navazanym proteinem byla
nanesena na kolonku.

Nasledovalo promyti kolonky 4x pomoci 400 pl 1xPBS.

Po promyti byl cilovy protein eluovan 300 pl 0,1M citratu sodného (pH 4).
Jednotlivé ¢tyfi eluéni frakce byly neutralizovany 81 ul 1M TRIS/HCI (pH 8,5).
Takto pripravené elu¢ni frakce byly uchovany v chladicim zafizeni pro

naslednou SDS-PAGE elektroforézu.

Priprava 10% polyakrylamidového gelu
Pripravena 1mm skla byla ocisténa ddH.O, odmasténa ethanolem a vysusena.

Podle tabulky byl pfipraven délici a zaostfovaci gel.
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Tabulka ¢. 7: Piiprava 10% polyakrylamidového gelu

Druhgelu  TRIS TRIS 30% ddHO  OAPS TEMED
pH 88 pH 6,8 akrylamid/bisakrylamid [ml] [ul] [ui]
[ml] [ml] [ml]
délici 3,75 - 50 6,25 75 15
zaostirovaci - 2,5 1,3 6,2 50 10
3. APS a TEMED byly ptidany do smési tésné pred nalitim gelu.
4. Jako prvni byl nanesen d¢lici gel do 2/3 skla.
5. Na ngj byla nanesena tenka vrstva n-butanolu pro zarovnani gelu a gel byl
ponechan polymerizovat 30 minut.
6. Vrstva n-butanolu byla ze ztuhlého gelu vymyta ddH20.
7. Zaostfovaci gel byl nanesen az po horni okraj skla a do né& byl nasazen
elektroforeticky hieben pro vytvoieni jamek.
e Priprava gradientového polyakrylamidového gelu
1. Nejdfive byla o¢isténa a nachystana 1,5mm elektroforeticka skla.
2. Do tii kadinek byl piipraven 12% délici gel s 0,25 g sacharozy a par krystalky
bromfenolové modrie, 8% d¢lici gel a zaostfovaci gel.
3. Prvni byl nanesen hustsi 12% gel, poté 8% gel a n-butanol pro zarovnani gelu.
4. Po 30 minutach byl n-butanol vymyt ddH>O a byl nanesen zaostiovaci gel
S hiebinkem.
5. Cilem ptipravy tohoto gelu byla vizualizace cel¢ molekuly 1gG o velikosti 160

kDa.
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1.

SDS-PAGE elektroforéza

Elu¢ni frakce byly smichany v poméru 1:1 s 2xSDS vzorkovym pufrem za
redukénich i neredukénich podminek a byly povafeny 5 minut v termobloku pfi
92 °C, aby probé&hla kompletni denaturace.

Polyakrylamidové gely ve sklech byly umistény do drzaku v elektroforetické
van¢ tak, aby byly hiebinky smérem nahoru.

Elektroforetickda komora byla naplnéna 5x ziedénym zasobnim roztokem SDS
elektrodovym pufrem a po vytazeni hiebenu byly vytvofeny jamky.

Do prvni jamky bylo naneseno 4 ul standardu molekulovych hmotnosti
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa) a do zbylych
jamek byly naneseny vzorky.

Elektroforeticka komora byla uzaviena vikem s elektrodami pfipojenymi ke
zdroji stejnosmérného proudu.

Bromfenolova modi obsazena ve vzorcich slouzila jako indikator separace.
Vzorky byly separovany pii konstantnim napéti 150 V po dobu 1 hodiny a 15
minut.

Po dokonceni separace byl elektrodovy pufr z komory vylit a po vyjmuti s gely
byl gel pomoci Spachtle umistén bud’ do fixa¢niho roztoku nebo Towbinova

roztoku.

Western-blot

PVDF membrana byla namoc¢ena v methanolu na nékolik sekund, aby prob¢hla
jeji aktivace, poté byla oplachnuta ve vodé a poté ponechana v Towbinové
pufru.

Blotovaci papiry byly také namoceny v Towbinové roztoku pfiblizné 30 minut
pied zac¢atkem blotovani.

Sendvi¢ z jednotlivych komponentt byl v blotovacim zatizeni sestaven v tomto
pofadi: blotovaci papir, membrana, gel a blotovaci papir. Mezi jednotlivymi
vrstvami byly vytlaceny vzduchové bubliny.

Blotovani pfes membranu probihalo pti konstantnim proudu 50 mA a 20 V po
dobu 1 hodiny.
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10.

11.

reakci

Membrana nesouci pienesené proteiny byla umisténa do roztoku 1% BSA/PBS.
Tento roztok slouzil ktzv. zablokovani membrany, coz znamenalo snizeni
nespecifické vazby protilatky. Membrana byla blokovana 1 hodinu za tiepani.
Poté byla na membranu nanesena protilatka v odpovidajicim fedéni:

e Anti-human IgG fragment, HRP, A6029, fedéni 40 000x

e Anti-human lambda free and bound, HRP, HAF 008001, fedéni 1000x
Inkubace s protilatkou probéhla pies noc pii 4°C.
Na druhy den byla protilatka odstranéna a membrana promyvana Vv roztoku
PBST po dobu 40 minut. Roztok byl vzdy po 10 minutach vyménén za Cerstvy.
Nasledné byla membrana jesté dvakrat promyta v PBS po dobu 20 minut.
Na promytou membranu byly naneseny 2 ml reagencie ze SuperSignal West
Pico Chemiluminiscent Substrate v poméru 1:1.

Po 5 minutach byl vyvolan chemiluminiscenéni signal.

Barveni proteinii pomoci Coomassie Brilliant Blue

. Gel z elektroforézy byl pienesen do fixa¢niho roztoku na 20 minut za mirného

tiepani. Tento krok slouzil k zafixovani proteina v gelu.

Poté byl gel pfenesen do barviciho roztoku Coomassie Brilliant Blue po dobu 60
minut za mirného téepani.

Po barveni byl gel ptenesen do odbarvovaciho roztoku.

Odbarvovaci roztok se ménil do té doby, nez se objevily modré zony proteind na
prihledném pozadi gelu.

Poté byl gen vyhodnocen

ELISA

Charakterizaci 1gG, ktery jsme vyrobili transfekci a naslednou purifikaci byla vybrana

metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). ELISA je zalozena na koncepci

antigen-protilatka a tato specificka imunitni odpovéd’ hraje dulezitou roli pii

ochrané téla pted patogeny a toxiny. Vyuzitim této reakce ELISA umoziuje vysoce
citlivou a selektivné kvantitativni analyzu antigenti. K detekci téchto molekul se antigen
nebo protilatka znaci pomoci enzymu jako je alkalicka fosfataza nebo kienova

peroxidaza (HRP). Antigen je ve fluidni fazi imobilizovan na ELISA desti¢ce. Nasledné
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se antigen necha reagovat se specifickou protilatkou, ktera je detekovana enzymem

znacenou protilatkou.

== anti-IgA conjug. HRP
L == deglykosylovana IgA
_< IgG (1123)
- anti-IgG

Obrazek €. 9: Schéma komponent ELISA testu

e Prvni den: coating desek

Pfed zacatkem analyzy byly vzorky ptevedeny do PBS pomoci Zeba Spin Desalting
Column, protoze se po purifikaci pomoci proteinu A nachazely v citratu sodném
s TRIS/HCI.

1. Zasobni koncentrace anti-lgG coat (1,3 mg/ml) byla nafedéna na pracovni
koncentraci 2,5 pg/10 ml pomoci 1xPBS a to smichanim 19 pl zasobniho
anti-lgG a 10 ml 1x PBS.

2. Na ELISA desku bylo naneseno 100 pl/jamku pracovniho roztoku anti-lgG/PBS
pomoci multikanalové pipety.

3. Takto ptipravena deska byla ponechana inkubovat ptes noc pii 4 °C.

4. Pro nasledujici den bylo ptipraveno 60 ml blokovaciho roztoku (1% BSA
v 1x PBS s 0,05% Tweenem).

5. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny podle tabulky. Zasobni koncentrace pIgA
0,5 mg/ml byla natedéna na pracovni koncentraci 500 ug/ml.
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Tabulka ¢. 7: Ptiprava jednotlivych vzorkid pro ELISA test.

Vzorek Elbez plgA  E1+0,5pg E1+1 ng 0,5pgplgA  1pgplgAv

plgA plgA v PBS PBS
E1 (1123) 50 50 50 X X
[nl]
plgA [pl] x 1 2 1 2
1x PBS [ul] X X X 50 50

Legenda: E1= prvni eluce zpurifikace 19G ziskaného z transfekce plgA=

deglykosylovany IgA

6.

w e

B

Vzorky byly skladovany do druhého dne na ledu ptikryté alobalem pfii 4 °C.

Druhy den

ELISA deska byla vytemperovana na pokojovou teplotu.

Nasledn¢ byla 5x promyta 300 ul 1x PBS.

Po promyti bylo ptidano 300 pl/jamku blokovaciho roztoku BSA a blokovani
probihalo po dobu 3 hodin pfi pokojové teploté.

Po blokovani byla deska znovu 5x promyta 300 pl/jamku 1x PBS.

Po promyti bylo pfidano 100 pl/jamku blokovaciho roztoku BSA.

Vzorky, které byly pfipraveny den piedem, byly nafedény v poméru 30 pl
vzorku a 170 ul blokovaciho roztoku BSA.

Vzorky byly naneseny na desticku v objemu 99,5 pl/jamku do prvniho fadku.
Z prvniho tadku bylo poté multikanalovou pipetou pieneseno 100 ul do druhého
fadku a tak dale az do konce desticky. Takto vznikla koncentra¢ni fada
jednotlivych vzorkd.

Inkubace probéhla pies noc pti 4 °C.

Tteti den

Deska byla promyta 7x 300 pl/jamku 1x PBS.

Poté bylo piidano 100 pl/jamku protilatky peroxidase-cojugated affipure F(ab").
fragment goat anti-human serum IgA, a-chain specific, fedéni 10 000x).

Inkubace s protilatkou probihala 3 hodiny pii pokojové teploté.
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. Deska byla po inkubaci 3x promyta 300 pl/ jamku PBS + Tween a poté 5x
promyta 300 ul 1xPBS.

. Poté bylo ptidano 100 ul/jamku substratu, ktery se skladal z 10 ml OPD pufru,
5 mg OPD substratu a 10 pl H20..

Inkubace probihala 30 minut pfi pokojové teploté.

. Reakce byla zastavena ptidavkem 100 pl/jamku H2SOg.

. Poté byla zméfena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 490 nm.
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5 Vysledky

e Transformace chemokompetentnich bakterii

Ucelem transformace a tvorby miniprepu bylo ziskat &ist&jsi plazmid, zaroveni bylo
potieba ziskat vétsi mnozstvi plazmidu pro transfekci bunék, protoze nebyly k dispozici
zmrazené bakterialni konzervy. Transformaci bylo potieba provést z divodu namnozeni
plazmidu pro dalsi praci.

Byla provedena transformace chemokompetentnich bakterii Escherichia coli,
kmen TOP 10, pomoci plazmidua pro tézky fetézec 1gG (1123 HCH) a lehky tetézec 19G
(1123 LCH). Po transformaci byly vybrany 3 kolonie, které byly napéstovany pies noc
v tekutém LB médiu. DNA byla nasledné izolovana pomoci miniprepu a zméfena

pomoci readru na mikrodesticce.

Tabulka ¢. 8: Vysledky méteni koncentrace DNA po izolaci

koncentrace istota [pomér
[ng/pl] 260/280]
HCH 1000 19
LCH 1040 1,92

Pro ovéteni transformace byla provedena agarézova elektroforéza.

Na gelu (obrazek ¢. 10) jsme pozorovali v 8. draze prouzek o velikosti 4 kb,
ktery predstavoval novy plazmid obsahujici informaci pro tézky fetézec, ktery je oproti
puvodnimu plazmidu vyrazné&jsi (4. draha). Transformaci a izolaci DNA jsme tak ziskali
Cist&j8i DNA pro transfekci sav€ich bunék. Prouzek predstavujici lehky fetézec jsme
pozorovali ve velikosti 3,5 kb jak v plazmidu pied transformaci, tak i po transformaci.
Plazmidy jsou kruhova DNA, ktera migruje gelem rychleji nez stejn¢ dlouha linearni
DNA. To znamena, ze velikost plazmidu je pro tézky fetézec 6118 bp, ale prouzek je
viditelny jako 4 kb.

Po ovéfeni na agardézové elektroforéze bylo napéstovano pies noc dalsich 50 ml

kultury a plazmid byl izolovan pomoci midiprepu Qiagen Plasmid Plus Midikit.
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Obrazek ¢. 10: Agarézova elektroforéza transformace chemokompetentnich bakterii E. coli,
kmen TOP 10, plazmidy pro tézky (HCH) a lehky fetézec (LCH)

Legenda: M= standard molekulové hmotnosti (0,1-10 kb), LCH 1123 P= ptivodni plazmid pro
lehky fetézec, HCH 1123 P= pivodni plazmid pro tézky fetézec, LCH VRC= kontrola pro lehky
fetézec, HCH VRCO1= kontrola pro t€zky fetézec, LCH 1123 NT= novy plazmid pro lehky
fetézec, HCH 1123 NT= novy plazmid pro t€zky fetézec

e Optimalizace transfekce bunék HEK 293F v objemu 10 ml

Byla provedena optimalizace transfekce bunék HEK 293F v objemu 10 ml buné&cné
kultury. Transfekce byla provedena plazmidy pro lehky (LCH) a tézky (HCH) fetézec
IgG, kdy byla tato DNA vpravena do suspenznich bunék HEK 293F. Takto
transfekované bunky produkovaly rekombinantni protein IgG po dobu 3 dnd. Bunééna
kultura byla po 3 dnech zcentrifugovana a cilovy rekombinantni protein byl purifikovan

riznymi zpisoby.
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e Purifikace pomoci proteinu G

Purifikace molekul IgG ze supernatantu byla provedena pomoci purifika¢niho
systtmu HiTrap Protein G HP. Na kolonu s proteinem G bylo naneseno 8 ml
supernatantu. Eluce prob¢hla do objemu 20 ml, byla provedena neutralizace a frakce

byly zakoncentrovany do objemu 2 ml.

M VRC10 1123

130 ==
100 wm

55 ==

35 mm

Obrazek ¢. 11: Detekce molekuly 1gG po purifikaci pomoci barveni Coomassie Brilliant Blue

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti

Na gelu (obrazek ¢. 11) byly po obarveni slabé viditelné prouzky predstavujici
tézky tetézec IgG, a to o velikosti 50 kDa a také prouzky ptedstavujici lehky fetézec
IgG o velikosti 25 kDa. Na gelu jde také vidét, ze kontrola VRCO1 se v bunkach
exprimovala mnohem vice nez nas cilovy 1123 IgG. Zbylé prouzky piedstavovaly

fragmenty 1gG, které podlehly rozpadu a zbytky bunék.
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Obrazek ¢. 12: Western blot vypurifikovanych molekul 19G

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti

Membrana (obrazek ¢. 12) byla inkubovana s protilatkou Anti-human 1gG Fab
fragment HRP, ktera je specificka pro tézky fetézec molekuly IgG. Chemiluminiscenéni
signal je viditelny v oblasti 50 kDa, coz odpovidalo velikosti tézkého fetézce. Signal byl

ale mnohem siln¢jsi u kontroly VRCO1 nez u cilového proteinu 1123.

e Purifikace precipitaci siranem amonnym

Jako dalsi varianta purifikace rekombinantniho proteinu byla zvolena precipitace
siranem amonnym. Supernatant ziskany z transfekce byl saturovan siranem amonnym
na 75 %, precipitace probihala 30 minut a poté byla provedena centrifugace. Po
centrifugaci bylo ziskano 13 ml supernatantu a 5 ml bylo precipitovano siranem.
Nakonec byly odebrany vzorky, které byly analyzovany pomoci SDS-PAGE

elektroforézy a proteiny byly detekovany barvenim pomoci Coomassie Brilliant Blue.
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Obrazek ¢. 13: Detekce molekuly IgG po purifikaci pomoci SraZzenim siranem amonnym

barvenim Coomassie Brilliant Blue

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti, P= pelet, SN= supernatant

Na gelu (obrazek ¢. 13) bylo viditelné, ze vSechny vysrazené proteiny se nachazely

v peletu a supernatant slouzil jako ovéfeni, zda v ném nezustaly nevysrazené proteiny.

U vzorku 1123 se tézky fetézec nachazel v oblasti 50 kDa a lehky fetézec v oblasti

25 kDa. U kontroly VRCO1 byla koncentrace proteini mnohem vys$i nez u 1123
a v supernatantu se nenachazely zadné proteiny.

Siran amonny je Siroce vyuzivan z divodu vys$i rozpustnosti a umoziuje

centrifugaci agregovanych bilkovin. Tento postup izolace byl vyhodnocen jako

purifika¢ni metoda s niz$im rozliSenim.

e Purifikace pomoci proteinu A

Byla provedena purifikace rekombinantniho IgG a vysledné frakce byly naneseny na
gradientovy gel za reduk¢nich a neredukénich podminek. Na prvnim gelu byly
proteiny detekovany barvenim pomoci Coomassie Brilliant Blue. S druhym gelem
byla provedena detekce proteinii pomoci western blottingu a membrana byla pred

inkubaci s protilatkou roziezana skalpelem.
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Cast membrany obsahujici vzorky za neredukénich podminek byla inkubovana
s protilatkou anti-human IgG Fab fragment-HRP, abychom detekovali kompletni
molekulu rekombinantni IgG. Druha ¢ast membrany obsahujici vzorky za redukénich
podminek byla inkubovana s protilatkou anti-human lambda free and bound-HRP,

abychom detekovali také lehky fetézec molekuly 19G.
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Obrazek ¢. 14: Detekce molekuly 19G po purifikaci pomoci proteinu A barvenim Coomassie
Brilliant Blue

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti, 20/30 ng= mnozstvi plazmidu pouzitého

k transfekci bunék

Na gelu (obrazek ¢.14) byly detekovany proteiny u obou vzorkt VRCO1. Vétsi
koncentrace se vSak nachazela u vzorku VRCOI 20 ng, coz znamenalo, ze vé&tsi
mnozstvi plazmid pouzitych pro transfekci neznamena vyssi expresi rekombinantniho
proteinu. U vzorku 1123 barvenim nebylo detekovan skoro zadny protein, proto byla

jesté provedena detekce pomoci western blottingu.
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Obrazek ¢. 15: Detekce molekuly 1gG western blottingem po purifikaci pomoci proteinu A

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti, 20/30 ng= mnozstvi plazmidu pouzitého
k transfekci bunek

Leva ¢ast membrany byla inkubovana s protilaitkou anti-human 1gG Fab
fragment, HRP, kterd detekovala tézky fetézec molekuly IgG. Pravd ¢ast membrany
byla inkubovana s protilatkou anti-human lambda free and bound, HRP a detekovala
lehky fetézec molekuly IgG. Tim, Ze na pravé strané membrany vidime lehky i tézky
fetézec, ukazuje na to, Ze pouzita protilaitka byla c¢astecné nespecificka.
Chemiluminiscen¢ni signal na membrané byl detekovan za neredukénich podminek
v oblasti 150 kDa, coz odpovidalo relativni molekulové hmotnosti celé molekuly IgG.
Na této membrané bylo mozné také pozorovat v oblasti 50 kDa prouzek detekujici tézky
fetézec molekuly IgG. Proteiny byly detekovany u vSech vzorki.

Za reduk¢nich podminek byl signal detekovan v oblasti 50 kDa odpovidajici
tézkému fetézci a 25 kDa odpovidajici lehkému fetézci molekuly IgG. | za téchto
podminek byly proteiny detekovany u vSech vzorka.

Bylo zjisténo, ze optimalni mnozstvi plazmidu pro transfekci je 20 ng a jako

nejvhodnéjsi purifikace rekombinantniho IgG ze supernatantu je purifikace pomoci
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proteinu A. Proto byla pro dal$i charakteristiku rekombinantniho IgG provedena

transfekce ve vétsim objemu, nasledna purifikace pomoci proteinu A a ELISA testu.

e Transfekce bunék HEK 293F v objemu 80 ml

Byla provedena transfekce bunék HEK 293F v objemu 80 ml s 20 ng plazmida pro
tézky a lehky fetézec. Rekombinantni IgG byl poté purifikovan pomoci proteinu A.
Byla provedena SDS-PAGE elektroforéza za redukénich a neredukénich podminek

s jednotlivymi elucemi a poté western blotting.
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Obrazek ¢. 16: Detekce molekuly 1gG western blottingem po purifikaci pomoci proteinu A

v objemu 80 ml za redukujicich podminek

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti, E= eluce, NT= netransfekované buiky
(kontrola)

Membrana (obrazek ¢. 16) byla pfed inkubaci s protilatkou roziezana
horizontalné¢ a kazda jeji Cast byla inkubovana s jinou protilatkou. Vrchni cast
membrany obsahujici tézky Fetézec byla inkubovana s protilatkou anti-human IgG Fab
fragment-HRP a spodni ¢ast membrany obsahujici lehky fetézec byla inkubovana
s protilatkou anti-human lambda free and bound-HRP. U frakci 1123 bylo ziejmé, ze
nejvice purifikovaného IgG se eluovalo v prvni frakci, a v dalsich frakcich obsah 1gG

snizoval. U VRCO1 (pozitivni kontrola) bylo mnozstvi eluovaného IgG piiblizné stejné
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ve vSech frakcich. Jako negativni kontrola byla pouzita netransfekovana bunécna linie

HEK 293F, kdy supernatant byl purifikovan také pomoci proteinu A.
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Obrazek ¢. 16: Detekce molekuly IgG western blottingem po purifikaci pomoci proteinu A v

objemu 80 ml za redukujicich podminek

Legenda: M= standard molekulovych hmotnosti, E= eluce, NT= netransfekované bunky
(kontrola)

Membrana byla inkubovana s protilatkou anti-human IgG Fab fragment-HRP a poté byl
chemiluminiscen¢ni signal detekovan u vzorkd 1123 a VRCO1 v oblasti kolem 250 kDa.
Jednalo se pravdépodobné o oligomerni formy IgG. U prvni frakce vzorku 1123 byla
exprese proteinu mnohem silngjsi neZ u ostatnich frakci. Naopak u vzorku VRCO1 byla
exprese u vSech frakci velmi podobna. Vzorek NT slouZil jako negativni kontrola, ktery

pochdzel z netransfekované bunécné linie.

e ELISA
Po purifikaci rekombinantniho 1gG pomoci proteinu A byly eluce jednotlivych vzorka
smichany a pfevedeny do PBS pro naslednou analyzu pomoci ELISA testu. Test byl
proveden ve dvou opakovanich. Prvni byl proveden bez kontroly v podobé samotné

molekuly deglykosylovaného IgA. Ve druhém testu jsme jiz tuto kontrolu zahrnuli,
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abychom jsme se ujistili, zda samotnd molekula deglykosylovaného IgA netvofi

imunokomplexy.

e 1. ELISA test

Tabulka ¢. 9: Namétfené absorbance Vv jednotlivych jamkach na ELISA desticce

IgG IeG IgG+IgA IgG+IgA IgG+IgA IgG+IgA

B (1123) (1123)  (025pg) (0.25ug) (0.5ug) (0.5 ) B B B B B

Faktor fedéni 1 2 3 4 5 8 9 10 1 12
150 A 0,056 | 0,117 0,11 0,197 | 0208 0,06 0,066 0,069 0,071 0,078
75 B 0,06 0,106 | 0,111 0,164 | 0175 0,052 | 0,063 0,061 0,072 | 0,076
35,50 3 0,057 | 0102 | 0093 | 0,142 | 0,133 0,058 | 0,068 0,062 0,063 | 0,063
18,75 D 0,062 | 0079 | 0093 | 0106 | 0,108 0,058 0,06 0,064 0,065 | 0,097
938 E 0,059 | 0068 | 0073 | 0079 | 0084 | 0112 | 0118 | 0058 | 0,059 0,061 0,06 0,079
469 F 0,055 | 0073 | 0087 | 0076 | 0069 | 0083 | 0088 | 005 | 0,058 0,058 0,063 | 0,062
234 G 0,058 0,06 0,058 | 0,061 0,064 0,07 0,079 0,06 0,057 0,059 0,062 0,06
0 H 0,057 | 0,057 [ 0057 | 0057 | 0059 | 0062 | 0065 | 005 | 0,059 0,056 0,065 | 0,062

Legenda: B= blank

Absorbance v jednotlivych jamkach (tabulka ¢.9) byla zméfena pomoci

spektrofotometru pii vinové délce 490 nm. Tato tabulka byla nasledné pievedena na

graf.
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Graf ¢.1: Tvorba imunokomplexu IgG (1123) s deglykosylovanym IgA v ELISA testu
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Legenda: E1= eluce ¢.1 z purifikace 1gG (1123), IgA= deglykosylovana IgA, ABS=

absorbance
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Vytvoreny graf (graf ¢.1) predstavoval zavislost faktoru fedéni molekuly I1gG
v jamce na absorbanci pii vinové délce 490 nm. V grafu lze vidét, Ze nejvetsi
absorbanci, tzn. nejvétsi tvorbu imunokomplexd, piedstavoval vzorek IgG (1123)
s 0,5 ug deglykosylovanym IgA. Imunokomplexy se také tvorily ve vzorku 1gG (1123)
s 0,25 ug deglykosylovanym IgA, ale ne az vtakové mife. Vzorek samotného
nevykazuje falesn¢ pozitivni vysledek.

Jelikoz vtomto ELISA testu nebyla zahrnuta kontrola samostatného vzorku

deglykosylovaného IgA byl proveden ELISA test znovu.

o 2. ELISA test

Tabulka ¢. 10: Namétené absorbance v jednotlivych jamkach na ELISA desticce

IgG IgG IgG+IgA IgG+IgA IgG+IgA IgG+IgA PBS+IgA PBS+IgA

B (1123) (1123) (05pg) (OSpp) (pg (ug) (Qpg (Apg B B B
Faktor fedéni 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
150 A 0056 | 0125 | 0,144 0121 | 012 | 0173 | 021 | 0,106
75 B 0,055 | 0108 | 0,097 | 0595 | 0591 | 0519 | 056 | 0085 | 0088 | 0137 | 0181 | 0,126
35,50 C 0,054 | 0084 | 0088 | 0315 | 0314 | 0271 | 0352 | 0,117 | 0088 | 0155 02 0,188
18,75 D 0063 | 0068 | 007 | 0181 | 0188 | 0167 | 0163 | 0073 | 0071 | 0,099 0,158
9.38 E 0058 | 0061 | 0062 | 0138 | 0129 | 0109 | 0112 | 0063 | 0068 | 013 016 | 0,149
469 F 0059 | 0073 | 0074 | 0088 | 0,101 | 0,089 | 0083 | 0062 | 0079 | 0125 | 0168 | 0,114
234 G 0061 | 0063 | 006 | 0077 | 0074 | 0,077 | 0081 | 0062 | 0072 | 0168 | 0116 | 0,107
0 H 0,089 | 007 | 0062 | 0075 | 0,097 | 0068 | 0,058 | 008 | 0075 | 0103 | 0138 | 0,14

Legenda: B= blank

Absorbance Vv jednotlivych jamkach (tabulka ¢.10) byla zméfena pomoci
spektrofotometru pti vinové délce 490 nm. Tato tabulka byla nasledné pfevedena do

grafu.
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Graf ¢.2: Tvorba imunokomplexu 1gG (1123) s deglykosylovanym IgA v ELISA testu

V grafu (graf ¢.2) 1ze pozorovat, ze nejvétsi absorbance byla pfitomna u vzorku
El s 1 ug IgA, coz znamena nejvyssi tvorbu imunokomplexi. O trochu nizsi absorbanci
mél vzorek E1 s 0,5 ug IgA. Jako kontrola byl pouzit samotny vzorek IgG (1123)
a samotny vzorek deglykosylované molekuly IgA, oba vzorky vykazovaly velmi nizkou

absorbanci, coz znamena, ze nedoslo ke vzniku imunokomplexd.
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6 Diskuze

Tato diplomova prace piedstavila metodu produkce rekombinantni monoklonalni
molekuly 1gG, jejiz sekvence byla ziskana od pacienta trpiciho IgA nefropatii
oznacené¢ho jako 1123. Tato molekula IgG byla specificka proti Gal-deficientni
molekule IgA. Jedna z teorii, ktera se snazi vysvétlit pficiny vzniku IgA nefropatie fika,
7¢ na Gal-deficientni IgA se vaze specificky IgG a vznikaji tak tzv. imunokomplexy.
Jsou to pomérné velké struktury a polymerni IgA neni odbourdvana v jatrech, protoze
nejsou schopny projit pory, za kterymi se nachazi enzymy, které to dokazou. Jsou tedy
zachyceny v mesangiu, kde jsou pory vétsi a zde se hromadi, protoze v ledvinach chybi
aparat na jejich odbouravani a nasledné ledviny poskozuji.

Patogeneze IgA nefropatie byla zpocatku hlubokym tajemstvim (Suzuki et al.,
2008). Pacienti s IgA nefropatii maji zvySenou hladinu cirkulujicich imunokomplext
obsahujicich IgAl, ktera kolisa v zavislosti na aktivit¢ choroby (Coppo et al., 1984).
Tyto cirkulujici imunokomplexy se skladaji z dimerniho 1gAl, ktery predstavuje
antigen a IgG, ktery pfedstavuje autoprotilatku specificky rozlisujici IgA1 (Tomana et
al., 1997). Experimentalné bylo prokazano, Ze nefropatogenni jsou cirkulujici
imunokomplexy o velikosti nad 800 kDa (Tomana et al., 2005). Tyto komplexy ve
tkanové kultufe mezangialnich bunék stimuluji jejich proliferaci a aktivuji tvorbu
molekulové hmotnosti maji opacnou biologickou aktivitu a proliferaci tlumi. Zasah do
velikosti cirkulujicich komplexii by tedy mohl byt novym terapeutickym pfistupem
(Julian et al., 2007).

Posledni fada prilomi v naSem chapani patogeneze IgA nefropatie se objevila
v disledku klonovani a imortalizace B-lymfocytl od subjektd s poruchou, coz umoznilo
studovat jemné detaily a mozné mechanismy odpovédné za vadnou glykosylaci IgAl
ataké pro hloubkové zkoumani charakteru autoprotilatek vyvijejicich se proti
neepitopim spojenych s glykanem na IgAl. V roce 2008 imortalizované lidské B
bunécné linie jasné prokazaly, Ze jedineéné abnormality zahrnujici ptedcasnou
enzymatickou sialylaci a snizenou galaktosylaci O-vazanych zbytkd serinu v pantové
oblasti IgAl byly zakladem aberantni glykosylaci cirkulujicich imunokomplexti
ujedinct s IgA nefropatii (Suzuki et al., 2008). Tyto studie se také zabyvaji
molekularni charakterizaci autoprotilatek IgG na abnormalni molekulu IgAl

vylu¢ovanou imortalizovanymi klony B-bunék od subjektt s IgA nefropatii a tyto
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autoprotilatky se porovnaly stémi, které vyluovaly B-bunky z normalnich bunék
(Suzuki et al., 2009). 1gG autoprotilatky vytvoiené témito imortalizovanymi B-bunikami
se klonov¢ vytvofily specificky s epitopy N-acetylgalaktosaminu na IgA1 molekul.

IgG neni obecné ulozen v glomerulech vsech subjektu s IgA nefropatii. Procento
renalnich biopsii vykazujicich soubézné ukladani IgG vykazuje znacné rozdily, od
ptiblizn¢ 15 % do 80% (Habib, 1994). Jsou-li autoprotilatky 1gG k aberantné
glykosylovanému IgA1l klicové pro patogenezi onemocnéni, pro¢ nejsou vSeobecné
nalezeny u klinicky postizenych osob? Mozna glomerularni depozice autoprotilatek IgG
modifikuje zavaznost onemocnéni, ale sama o sob&é neni hlavnim hybatelem. Suzuki
akol. se pokusili tento problém vyfesit a naznacili, ze odchylka v kodepozici 1gG
pozorovana u IgA nefropatie mize byt zpisobena rozdily v metodach, nacasovanim
renélni biopsie nebo citlivosti imunofluorescenéni mikroskopie pouzité pro detekci IgG.
Podgalaktosylovany IgAl ma také tendenci se spontanné agregovat a miiZze se
nespecificky vazat na slozky extracelularni matrice (Kukobo et al., 1998). Bylo také
Zjisténo, ze zjevné zdravi jedinci (umirajici na sebevrazdu, trauma nebo slouzici jako
darci pro transplantaci ledvin) maji znatelnou prevelanci latentnich IgA depozit
v glomerulech. Neni ale znamo, zda tito jedinci také vykazuji aberantné glykosylovany
IgAl v téchto depozitech (Glassock, 2009).

Kultivované lidské mezangialni bunky piedstavuji vhodny model pro
vyhodnoceni biologickych aktivit IgA komplext. Imunitni komplexy ze séra pacientli
s IgA nefropatii obsahujici IgA1 s nedostatkem galaktézy se vazou na mezangialni
buiiky efektivnéji neZz nekomplexované IgAl nebo imunitni komplexy ze zdravych
kontrol. Hodnoceni biologické aktivity komplexti IgAl ukazalo, ze komplexy IgAl
s velkou molekulovou hmotnosti stimulovaly buné¢nou proliferaci a produkei nékterych
cytokini. Naopak frakce zbavené IgA1 nemély stimulaéni aktivitu (Novak et al., 2005).
Dalsi dikaz patogenni tlohy komplexti IgA1 pochazela z experimentli suplementace.
Ptfidani malého mnozstvi desialylovaného polymerniho IgA do séra pacienti s IgA
nefropatii vedlo ke vzniku novych imunitnich komplexd a mnozstvi stimula¢nich
komplext s molekulovou hmotnosti 800-900 kDa se zvysilo. ELISA ukazala, ze tyto
komplexy obsahovaly IgG a IgA. Naproti tomu nekomplexované IgAl nezménil
bunéénou proliferaci. Komplexy v nativnim séru pacientt s IgJAN zvySovaly bunéénou
proliferaci vice nez komplexy podobné hmotnosti od zdravych dobrovolnikti (Novak et
al., 2008). Komplexy pacientt s IgAN shroméazdéné béhem epizody makroskopické

hematurie stimulovaly bunécnou proliferaci vice nez komplexy ziskané béhem pozdéjsi
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klidové faze. IgA1l komplexy s vysokymi hladinami IgAl s nedostatkem galaktozy
vyvolaly vice proliferace nez komplexy s nizkymi hladinami IgA1 s nedostatkem
galaktozy (Haakenstad et Mannik, 1977).

Nékolik nalezii ukazuje na aktivaci mezangialnich bunék prostiednictvim
IgA-specifickych receptorti. Zadny ze znamych IgA receptort viak neni exprimovéan na
lidskych mezangialnich bunkach. Mezi nedavno identifikovany kandidatsky receptor,
ktery by mohl zprostfedkovat vazbu komplexa IgAl je transferinovy receptor CD71.
Exprese CD71 je zejména zvySena v mezangiu pacientd s IgAN a je lokalizovana
spole¢né s depozity IgAl. Zapojeni CD71 pomoci IgA1 indikuje buné¢nou proliferaci
a produkci cytokinl. Tato zvySena bunétna proliferace a produkce cytokini pomoci
IgA1 je zcela inhibovana anti-CD71 blokujici protilatkou, coz ukazuje, Ze CD71 hraje
hlavni roli ve vazb&é IgA1 (Novak et al., 2008).

V této diplomové praci byly nejdiive shrnuty nejdulezitéjsi informace o teoretické
Casti a poté probéhla experimentalni Cast, ktera méla za cil optimalizaci transfekce
bunééné linie HEK 293F plazmidy pro tézky a lehky fetézec molekuly IgG. Po produkci
rekombinantniho IgG byla provedena optimalizace purifikace téchto proteinti. Nasledné
byl vypurifikovany rekombinantni 1gG testovan na tvorbu imunokomplexti in vitro
ELISA testem. Otazkou bylo, zda jsme schopni tvorbu imunokomplexu zachytit. ELISA
byla tedy provedena sexprimovanym rekombinantnim IgG a komerénim
Gal-deficientnim IgA. Vysledkem bylo, ze jsme byli schopni tuto tvorbu
imunokomplexu in vitro zachytit.

Vyzkum by vbudoucnu mohl pokracovat zkoumanim naruseni tvorby
imunokomplexu, kdy by se exprimovala pouze ¢ast IgA (jen konstantni ¢ast CH1+CH:
IgA) a ELISA test by ukazal, jestli se pacientské IgG vaze na tyto fragmenty IgA.
Pokud by tomu tak bylo, tak by to znamenalo dal§i moznost k terapeutickému vyuziti.
V praxi by to vypadalo tak, ze pti podani pacientovi by tyto fragmenty soutézily s Gal-
deficientnim IgA obsazenym v krvi o vazbu na IgG. Cast IgG by tak byla vychytana
témito fragmenty IgA a tim by zbylo mén¢ IgG pro tvorbu velkych imunokomplext
s polymernim Gal-deficientnim IgA. Tim, ze fragmenty jsou malé, taky by bylo mozné
jejich odbourani v jatrech a mohlo by to vést ke snizeni zatizeni ledvin pacienti
velkymi imunokomplexy. V této diplomové praci $lo kompletné o in vitro piistup, ktery
byl pfinosny vtom smyslu, ze byl exprimovan pouze jeden specificky typ IgG

a nemuseli jsme brat v tivahu variabilitu, kterou ptinasi studium na lidském séru.
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[ Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na vypracovani literarni reSerSe na vyznam
protilatek v patogenezi IgA nefropatie. Cilem praktické casti bylo exprimovat
v bunnkach HEK 293F molekulu imunoglobulinu G od pacienta trpiciho IgA nefropatii
a pripravit ji pro dalsi experimenty.

Nejdiive byla provedena transformace chemokompetentnich bakterii Escherichia
coli pomoci plazmidt pro tézky a lehky fetézec molekuly IgG. Utelem této
transformace bylo ziskat Cisté&j$i plazmid pro transfekce, protoze nebyly k dispozici
zmrazené bakterialni kultury nesouci plazmid.

Poté byla provedena optimalizace transfekce bunék HEK 293F s ruznym
mnozstvim plazmidi. Jako nejvhodnéjsi mnozstvi plazmidt pro transfekce bylo
vyhodnoceno 20 pg. Toto mnozstvi bylo pouzito pro transfekce ve vétsim objemu.

Exprimovany protein byl nasledné purifikovan riznymi metodami. Jako nejlepsi
metoda byla vyhodnocena purifikace pomoci proteinu A. Pravé tato metoda purifikace
byla poté pouzita pro transfekce ve vétsim objemu.

K charakterizaci molekuly 1gG byla pouzita metoda ELISA. Cilem bylo ovéfit in
vitro, zda jsme schopni tvorbu imunokomplexu zachytit. Tvorbu imunokomplexu
s exprimovanym 1gG a komerénim Gal-deficientnim IgA jsme byli schopni zachytit,
coz je dilezité pro dalsi experimenty a nasledné terapeutické vyuziti.

Tato diplomova prace byla pfinosna v tom, ze jsme exprimovali specificky IgG
v bunééné kultufe a nebylo potieba brat v tivahu variabilitu, kterou pfinasi studium na

lidském séru.
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