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CILE PRACE

Teoreticka Cast

Vypracovat literarni reSerSi tykajici se aktualnich poznatk v oblasti IgA nefropatie
veetné popisu vzniku aberantniho IgA a vliv stimulace IL-6 a nasledné inhibice pomoci
Stattic a AZD 1480 inhibitora. Dale priblizit moznosti zapojeni APRIL, BAFF, BCMA a
TACI molekul do diferenciace B lymfocyt.

Experimentalni ¢ast

Analyzovat zakladni B bunécéné populace v periferni krvi za pouziti povrchového barveni,
stanovit mnozstvi Gd-IgA1 pozitivnich B lymfocytti v periferni krvi IgA nefropatickych
pacienti neléCenych v porovnani sléCenymi kortikosteroidy a studovat zpusoby
ovlivnéni tvorby Gd-IgA1 pomoci IL-6 a jeho inhibitori JAK/STAT signalnich drah jako
jsou Stattic a AZD 1480.



1 UVOD

V predkladané diplomové praci je hlavnim tématem IgA nefropatie (dale jen IgAN), coz
je jedna znejCastéji se vyskytujicich glomerulonefritid ve svété. Proti tomuto
onemocnéni doposud nejsou znama adekvatni 1éCiva, ktera by pfispéla ke snizeni
komplikaci u pacientd trpicich touto nemoci. Dosti Casto dochazi k rozvoji tohoto
onemocnéni az do stadia renalniho selhani. V soufasné dobé& jsou lékafi schopni
poskytnout pacientim pouze kauzalni 1écbu s pomoci kortikosteroidni 1é¢by na bazi
prednisonu.

Onemocnéni IgA nefropatie je charakteristické svym zvySenym vyskytem
pozménéného imunoglobulinu A (IgA). Tato protilatka je typicka zejména pro sliznicni
povrchy, a to v oblasti gastrointestinalniho traktu nebo dychaciho fetézce. U Clovéka se
muze vyskytovat ve tfech isoformach — monomerni, dimerni a polymerni. Polymerni
imunoglobulin oznacovany jako pIgA je hlavni patologickou slozkou u onemocnéni
IgAN.

Pfi¢inou onemocnéni IgAN je tedy tvorba galaktosa deficientniho IgA1l (Gd-IgAl),
ktery vznika chybnou glykosylaci v pantové oblasti tézkého fetézce IgA 1. Deficience O-
glykani muze byt zpsobena pied¢asnou sialylaci N-acetylgalaktosaminu (GalNAc), kdy
se na GalNAc nejprve navaze kyselina sialova, ktera zabrani pozdé&jSimu navazani
galaktosy. Takto vznikly Gd-IgA1l vyvola imunitni odpovéd organismu. V krevnim
fecisti se Gd-IgA1 navaze na IgG protilatku a vytvori cirkulujici imunitni komplex, ktery
putuje az do ledvin, kde se usazuje v glomerulu a aktivuje tak proliferaci mesangialnich
bunék. Tim se aktivuje produkce cytokint a zanétlivy proces vedouci k poskozeni ledvin.
Za normalnich okolnosti by se chybné vytvoreny Gd-IgA1 odboural v jatrech, ovSem to
je znemoznéno prave vznikem komplexu.

Jednim z hlavnich cytokin, ktery ma zanétlivé i protizanétlivé ucinky je interleukin-
6 (IL-6). Jedna se o jeden z riistovych faktorti zralych B lymfocytl majici vliv na jejich
diferenciaci a dozravani v bunky plazmatické, schopné tvorit protilatky. Tento cytokin je
schopen branit infekcim, ale rovnéz jeho aktivita muze pfispét k prohloubeni chronickych
zanétu.

U pacientt trpicich IgAN byla prokazana prave jeho zvySena hladina v krevnim obéhu,
a to zejména v ledvinach. Bylo prokazano, ze IL-6 ma vliv na aktivitu nékterych

glykosyltransferas podilejicich se na O-glykosylaci pantové oblasti t€zkého fetézce IgA1



a tudiz by mohl byt zodpovény rovnéz za zvyseni produkce Gd-IgA1. Toto chovani se
ovsem zatim nepotvrdilo.

V navaznosti na vySe zminéné poznatky byl v experimentalni Casti analyzovan
stimula¢ni Gc¢inek IL-6 na buiky z periferni krve IgAN. Zaroven signalni drahy aktivace
byly charakterizovany pomoci inhibitort Stattic a AZD 1480. Vliv IL-6 byl sledovan u
bunéénych populaci CD19%, sIgA* a Gd-IgA1 B lymfocytu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakteristika imunitniho systému

Imunitni systém je dialezity prvek obrany organismu vuci vnéj$im ¢i vnitfnim vlivam,
tudiz rozeznava mezi skodlivinami a naopak organismu prospé€snymi latkami, nebot’ jeho
hlavnim cilem je udrzet integritu organismu. Projevem vnitfni ochrany je napfiklad
odstranéni jiz nefungujicich nebo mutantnich bunék a rovnéz zabrariuje negativni
imunitni odpovédi vaéi vlastnim zdravym tkanim. VnéjSim projevem je takzvana
obranyschopnost organismu, kdy je cilem vubec zabranit vstupu nezadouciho
mikroorganismu a jeho toxickych produkti nebo cizorodé latky do organismu (Hofejsi et
al., 2017).

Aby doslo k imunitni reakci, je potfeba vystavit imunitni systém libovolné chemické
strukture, kterd je odborné nazyvana antigen. Jako pfiklad antigenu se uvadi
makromolekularni latky, jako jsou proteiny, lipoproteiny, dale také lipidy a komplexni
polysacharidy. Epitopem je velmi mald oblast antigenu zvana téz jako antigenni
determinant, rozpoznavana imunitnimi receptory na povrchu protilatky. Antigeny,
protilatky a komplementové fragmenty utvareji takzvané imunokomplexy. Imunitni
reakce na dany antigen délime do dvou skupin na zakladé jejich pivodu a projevi na
nespecifické a specifické neboli adaptivni (Hotejsi et al., 2017).

Nespecificka téz vrozena imunitni odpoveéd je vyvojove starsi a pfitomna ve vSech
mnohobunéénych organismech. Typickym projevem vrozené imunity je jeji reakce na
funkeni ¢i strukturné podobné rysy mnoha odlisnych patogenti. Rozlisujeme dvé slozky
vrozené imunity, a to humoralni a bunéénou. Humoralni slozku tvofi napiiklad sérové
proteiny, interferony, slozky komplementu a lektiny, naopak tu bunécnou charakterizu;ji
pfirozené cytotoxické buiky zvané z anglické terminologie jako NK (,,natural killers) a
zejména také fagocytujici buiky. Nejsou schopny opakované reakce na zaklade
predchoziho setkéni s antigenem, protoze nemaji imunologickou pamét, ale na rozdil od
specifické imunity dokazi na cizorodou latku zareagovat téméf okamzit€ nebo
v horizontu nékolika minut. Existuji ale 1 jiné nespecifické mechanismy, které maji
zésadni vyznam pii zachovani integrity organismu. Radime mezi né zaludeéni (pepsin),
pankreaktické (trypsin a chymotrypsin) a slinné (lysozym) enzymy, kyselé¢ pH
zaludecnich $tav nebo moce, defensiny (antibakterialni peptidy), rasinkovity pohyb
v dychacich cestach, ale i proud vzduchu nebo tekutiny a v neposledni fadé také

pfitomnost nepatogennich mikroorganismu, které kompetituji s t€émi patogennimi o



vazebna mista na receptorech, aby mohly umoznit adhezi na epitelni buiiky a zajistit tak
produkci antibakterialnich latek (Hotejsi et al., 2017).

Adaptivni (ziskany) mechanismus imunity je vyvojové mladsi nez nespecificky.
Reaguje na vesSkerou nezadouci strukturu tim, ze aktivuje Cinnost k tomu uréenych
bunécné specifickych T lymfocytd, nebo humoralnim mechanismem, a to tvorbou
protilatek. Podstatna je u téchto reakci zejména jejich imunologickd pamét a polocas
reakce v fadech né€kolika dni az tydnt. Pro spravnou funkci imunitniho systému je nutna
kooperace jak adaptivnich, tak nespecifickych reakci (Hotejsi et al., 2017).

Prvni fazi obrany organismu je aktivace nespecifické imunity, protoze je nutno
rozpoznat struktury charakterizujici jednotlivé mikroorganismy, poté mohou byt
aktivovany odlisné druhy fagocyta, které plni funkci bun€k prezentujicich antigen T
lymfocytim a slozky komplementu za cilem likvidace patogent. Diky glykoproteinim
MHC se na povrchu antigen prezentujicich bunék soustfed’uji fragmenty proteind, jez
byly jimi predtim pohlceny. Neékteré burky nespecifické imunity jsou tak schopny
diferenciacni a kostimulacni signalizace lymfocytim (Horejsi et al., 2017).

Dalsim krokem imunitni reakce je klonalni princip antigenniho plisobeni. V organismu
jsou tedy doptfedu syntetizovany az desitky milioni T a B lymfocyti se strukturné
odlisnymi detaily vazebnych mist svych povrchovych receptora specifickych pro dany
antigen. Po vstupu patogena, ktery ma na svém povrchu pfislu§ny antigen, do organismu,
dochazi k navazani antigenu na receptor lymfocytu a za adekvatnich podminek dojde
k tvorbé bunécnych klonl o stejné specifité s cilem nasledné likvidace patogena. Klony
antigenné specifickych lymfocytti musi byt schopny rozeznavat molekuly a bunky pro
organismus pfirozené a nereagovat na n¢ (pozitivni selekce). Pro spravnou aktivaci
antigenné specifickych lymfocytd je nutna pfitomnost jest€ vedlejsiho signalu
zprosttedkovaného ostatnimi buiikami imunitniho systému, coz se nazyva druhy signal
(kostimulace), ktery zabrariuje potencialnimu samovolnému nebezpecnému aktivovani

lymfocytd (Hofejsi et al., 2017).



2.1.1 Slozky imunity

Na celkové imunitni odpovédi se podili fada bunék a molekul, které zaujimaji slozité)si
komplexy nazyvané jako lymfatické organy nebo lymfaticka tkan. Jejich vzajemna
kooperace je dulezita. Témi nejzasadnéjsimi lymfatickymi organy zodpovédnymi za
vznik, zrani ¢i diferenciaci imunokompetentnich bunék jsou bezesporu brzlik (z latiny
thymus) a kostni difefi. Mezi sekundarni lymfatické organy naopak radime lymfatické
uzliny, slezinu, dale také Peyerovy plaky stieva, tonzily a Cervovity vybézek slepého
stfeva zvany téz jako appendix. Pravé lymfatické organy a tkané€ jsou centrem antigenné
specifickych reakci imunitniho systému. Lymfatické cévy zajistuji transport lymfy mezi
tkanémi a krevnim fecistém. Aferentnimi cévami jsou nazyvané ty, jez vedou lymfu a
v ni obsazené buriky prezentujici antigen a samotné antigeny do uzlin. Naopak eferentni
cévy odvadeji zralé efektorové lymfocyty spolu s lymfou do krevniho ob&hu. Vystelku
cév tvori endotelialni buriky, a prave k jejich stimulaci spolecné s B lymfocyty dochazi
diky folikularnim dendritickym burikam (FDC), které rovnéz zajistuji transport leukocyta
z krevniho tecisté do prislusnych tkani (Hotejsi et al., 2017).

Velmi podstatnymi butikami imunitniho systému jsou ty vyvinuté z leukocytt, které
vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék zejména kostni diené€, a pravé zde je jejich
tvorba v malé mife zachovana po zbytek Zzivota. Kmenové buinky tak umoziuji
diferenciaci ve dvé linie, a to lymfoidni a myeloidni (Hoftejsi et al., 2017).

Myeloidni linie jako projev nespecifické imunity je zodpovédna za tvorbu tii typl
granulocytt, kam patii eozinofily, neutrofily a bazofily, také zde patii monocyty dale
diferencujici v makrofagy. Patfi sem téz dendritické buriky a mastocyty takzvané zirné

bunky (Hoftejsi et al., 2017).



2.2 B-lymfocyty

Jedna se o buriky imunitniho systému utvarené z kmenovych bunék kostni dfené. Vétsina
B bunék jsou naivni B lymfocyty, majici pool ndhodné vytvofenych B-bunécnych
receptort (dale jen BCR) a ¢ekajici na potencionalni odpovidajici antigen. Periferni krev
je tvotfena cca ze 70 % naivnimi B lymfocyty, 29 % pamétovymi B lymfocyty a 1 %
plazmablastem a plazmocyty. Dalsi ¢ast B bunék dozrava v pamétové B lymfocyty. Jak
pamétové, tak plazmatické B lymfocyty jsou schopny si pamatovat podnéty, které byly
pti¢inou jejich prvotniho vzniku, a proto jsou schopny rychlejsi imunitni odpovédi. B
lymfocyty umoziiuji na svém povrchu exprimovat protilatky, zvané jako imunoglobuliny.
Je znamo, ze priiblizné 85% perifernich B lymfocytd je fenotypicky zralych s
exponencialni kinetikou prvniho fadu definovanou polocasem 5-6 tydnu, zatimco zbytek
je kratkodoby a zivotnost je jen nékolik dni (Fulcher & Basten, 1997).

Vyvoj B lymfocytt probiha ve dvou krocich, pficemz kazdy je realizovan v jiném typu
tkané. Prekurzory takovychto lymfocyta jsou diferenciovany z hematopoetické kmenové
bunky v kostni dreni a efektorové (pamét'ové) B lymfocyty v sekundarnich lymfatickych
tkanich a sleziné (McHeyzer-Williams & McHeyzer-Williams, 2005; Allen et al., 2007).
Komunikace mezi témito tkdnémi funguje prostrednictvim periferni krve. B buriky se
zralymi fenotypovymi vlastnostmi a pln€¢ funkénimi B bunéénymi antigennimi
receptorovymi ligandy opoustéji kostni dfenl prostfednictvim krevnich cév a dostavdji se
do periferni krve, kde recirkuluji mezi jednotlivymi sekundarnimi lymfoidnimi tkanémi
a v horizontu nékolika dni umiraji. Ty z B lymfocytl, které rozpoznavaji antigen
v lymfatickych uzlinach nebo slezing, jsou aktivovany a zah4ji tak reakci germinalniho
centra doprovazeného spolupraci s aktivovanymi CD4" T lymfocyty. Po pribéhu
afinitniho zrani v temné zon€ germinalniho centra a rovnéz 1 svétlé zoné tohoto centra a
po vicecetné proliferaci se zaCnou generovat pamétové a pre-efektorové B lymfocyty

(Obr. 1 a2) (McHeyzer-Williams & McHeyzer-Williams, 2005; Allen et al., 2007).
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2.2.1 Diferenciace B-lymfocytu

Plazmaticka buiika vznikla terminalni diferenciaci B lymfocytu je jedinym typem buriky
schopnym v nasem téle produkce protilatek (Tsai et al., 2019). Cesta vyvoje B lymfocyta
je zahgjena v jaternich burikach plodu a nasledné hematopoetickych kmenovych butikach
(dale jako HSC) kostni dfené. Stromalni buiiky lymfatickych uzlin jsou pak dale schopny
produkovat chemokiny, jako je CXCLI2 nebo IL-7 a cytokiny potiebné pii raném stadiu
vyvoje B lymfocyti (Nagasawa, 2007). Diky stromalnim burikam jsou HSC schopny
diferenciovat na lymfoidni progenitorové buriky ozna¢ované jako CLP, které umoziuji
exprimovat receptory pro IL-7 a c-kit ¢imz zaji§tuji prenos signalu potiebny pro
proliferaci a pteziti CLP buné¢k pfi jejich setkani s ligandy. Pro-B lymfocyty vznikaji
zCLP po transkripci ktomu potiebnych faktori napfiklad raného B-bunécného
oznacovaného jako EBF a E2A (O'Riordan & Grosschedl, 1999). Jak u B lymfocyta, tak
u pro-B lymfocytil probiha v kostni dieni genetické preskupeni tézkych a lehkych retézct
imunoglobulinovych gent oznacované jako V(D)J rekombinance za cilem produkce
nezralych B lymfocytd umoziujicich expresi IgM (Krangel, 2003).

Naivni B lymfocyty putuji z kostni dien€ do sleziny, kde dochazi k jejich diferenciaci
na T1 a T2 formu. Oznaceni T1 a T2 se pouziva pro pifechodné stadium B lymfocyti mezi
nezralymi B lymfocyty kostni dien€ a zralymi naivnimi B lymfocyty vyskytujicimi se
v oblasti sekundarnich lymfatickych tkani a periferni krvi. (Wardemann a kol., 2003).
Nasledne B lymfocyty diferencuji za tvorby zralych naivnich B lymfocytl, které se od
pfechodnych li§i nizkym obsahem tepelné stabilniho antigenu (HSA). Prechodné B
lymfocyty rovnéz exprimuji fenotypové povrchové markery AA4 (Allman et al., 1999).
Typickou charakteristikou T1 B lymfocyta je pfitomnost povrchovych markert jako jsou
IgM, IgD, CD21 a CD23 v porovnani s T2 formou, ktera se vyznacuje zejména vysokou
hladinou povrchového IgM (Cuss et al., 2006). Prave ona piechona forma T2 B lymfocyta
nasledné dokonc¢i sviij proces zrani a slouzi k tvorbé zralych naivnich B lymfocytl. Zralé
B lymfocyty jsou schopny koexprimovat IgM a IgD protilatky a ¢ekaji na cizi antigen s
cilem jejich aktivace (Chung et al., 2003). Aby doslo k aktivaci a nasledné diferenciaci
zralych B lymfocyti v oblasti perifernich lymfatickych organt na plazmatické bunky,
které budou produkovat protilatky je za potfebi dvou signalt, ptiCemz prvni je odvozen
od antigenem vazanych B bunécnych receptora (BCR) a druhy je zprostfedkovan na T

lymfocytech zéavisle nebo nezavisle. Protilatky o nizké afinit€ jsou produkovany



kratkodobymi plazmatickymi buiikami, jejichz syntéza probihd s pomoci na T buiilkach
nezavislych antigent, mezi které fadime napiiklad glykolipidy nebo lipopolysacharidy.
Ty B lymfocyty, které se diferencovaly do pamétovych nebo plazmatickych bunék o
vyssi afinité k antigentim vznikly v zarodecném centru diky iniciaci ze strany T zavislych
bunék po setkani santigenem a interakci s folikularnimi pomocnymi T buiikami
(oznacované Tth) (Nutt et al., 2015). V oblasti zarodecného centra mize dochazet
k polarizaci do tmavé zony, coz je charakterizovano somatickou hypermutaci B
lymfocyti v proménnych oblastech BCR gent nebo do svételné zony, kde dochazi
k afinitnimu zrani po interakci s folikularnimi dendritickymi buiikami 1 Tth buiikami, a
tim je umoznéna volba klonu B lymfocytd, jimz odpovida vysoka afinita k BCR receptoru
(Manser, 2004). Kvuli zachovani bunééné diferenciace a proliferace produkuji Tth burnky
IL-21 a pro preziti B lymfocyta ligand CD40 (Bishop & Hostager, 2001). V zarode¢ném
centru u B lymfocytd probiha cela fada rekombinaci na variabilnich i konstantnich
castech BCR receptoru vedouci k afinitni maturaci BCR a izotypovému presmyku. B
lymfocyty, které nejsou aktivovany folikularnimi dendritickymi buiikami, podléhaji
apoptdze. Ostatni diferencuji na plazmablasty a nasledné az na plazmatické buriky.
Plazmablasty jsou schopny se rychle délit a produkovat protilatky. Jsou takovym
mezistupném diferenciace a jsou predurCeny k tvorbé termindlné diferencovanych
plazmatickych bunék. Nasledné takto vzniklé plazmatické buiiky migruji do kostni diené,
kde maji vysokou zivotnost. Pro jejich aktivaci a preziti je nutné, aby piijimaly signaly
ze stromalnich bun¢k kostni diené (Alberts, 2002). Takto vzniklé plazmatické burnky jsou
schopny cirkulovat do kostni dien¢ a produkovat antigen-specifické imunoglobuliny,
¢imz se prodlouzi jejich zivotnost a doba protekce proti specifickym antigenim (Kurosaki
et al., 2015).

Bunécna imunita, ktera je trvala, spociva v tvorbé vysoce afinitnich plazmatickych B
lymfocytarnich bunék a rovnéz bunék pamétovych, které jsou produktem odpovéedi
folikularnich B lymfocyti. Folikuly B lymfocytii jsou nejprve obsazeny IgD"™ a IgM*
naivnimi B butikami, a poté jsou schopny rozpoznat pfitomnost exogenniho antigenu a
aktivovat se (Batista & Harwood, 2009). Takto aktivované B lymfocyty migruji do
zarodecnych center sekundarnich lymfatickych organti, kde probiha jejich proliferace za
pomoci jiz aktivovanych CD4* T lymfocytd (Crotty, 2011). Cast B lymfocytd tedy
diferenciuje na plazmablasty s kratkou dobou zivota a zbytek umoziiuje okamzitou extra-

folikularni humoralni odpoveéd’ (Obr. 3) (MacLennan et al., 2003).
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Obr. 3 Proces diferenciace B lymfocytu (Pfevzato a upraveno dle Alinikula & Lassila, 2011).

2.2.2 Zapojeni cytokinu BAFF a APRIL v diferenciaci

Mezi vyznamnou skupinu proteind o molekulové hmotnosti pod 30 kDa patfi cytokiny.
Tyto proteiny jsou utvareny a vyluCovany béhem imunitnich odpovédi, a to jak
vrozenych, tak ziskanych, jelikoz zajistuji celkovou interakci mezi hematopoetickymi,
lymfoidnimi a zanétlivymi buiikami zejména jako signalni systém (Charo & Ransohoff,
2006). Diky navazani na specifické membranové receptory cilovych bunék muize byt
zahajena kaskada intracelulami signalizace. Divodem je zména vzoru genové exprese,
ktera je potfeba kvili regulaci biologickych procest bunék, jako je naptiklad diferenciace,
rast, adaptace za uCelem preziti, aktivace nebo naopak smrt (Charo & Ransohoff, 2006;
Zhang et al., 2015).

Jednim z vyznamnych cytokinovych aktivacnich faktord B bunék je BAFF (B-
bunécny aktivacni faktor), nazyvany téz jako TNFSF13B, BlyS, zZTNF4, TALL-1 nebo
THANK, ktery se podili na maturaci autoreaktivnich B lymfocytarnich kloni a
diferencia¢nim stadiu B lymfocyti. Jeho objev se datuje do roku 1999, kdy za pouziti
mysich modelt jej nezavisle na sobé identifikovalo nékolik védeckych skupin, a to je také
pravy divod, pro¢ byva ¢asto oznacovan riznymi nazvy (Hu a kol., 1999; Schneider et

al., 1999). Ve své struktute obsahuje tfi receptory nazvané jako TACI (transmembranovy
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aktivator, modulator vapniku a cyklofilinovy ligandovy interaktor), BAFF-R (BAFF
receptor) a BCMA (B bunéény maturacni antigen) (Naradikian et al., 2015; Wei et al.,
2015). S dalsim ligandem nazvanym jako APRIL (ligand indukujici proliferaci), ktery se
fadi mezi nadrodinu tumor nekrotizujicich faktorti znamych téz pod zkratkou TNF, ma
spolecné dva ze tii receptoru. Diky aktivaci signalniho systému pomoci homeostatickych
cytokini BAFF muze dochazet k uplnym reakcim mezi hematopoetickymi, lymfoidnimi
a zanétlivymi burikami. Ligandy TNF rodiny jsou c¢asto produkovany napftiklad
aktivovanymi T buikami, epitelialnimi butikami slinnych zlaz, bronchialnimi burikami,
monocyty, dendritickymi builkami, makrofagy, neutrofily ¢i stromalnimi burikami
ovliviiujicimi zivotnost a funkci plazmatickych a B bunék v zavislosti na zdravotnim
stavu pacienta (Lin-Lee a kol., 2006; Fu a kol., 2009).

Vyznamnym spoustéem syntézy BAFF cytokinu je jeho reakce na podnéty typu
interferond, interleukinu (IL-10), ligandu CD40, ktery je exprimovan pii zanétlivych
reakcich ¢i chronickych infekcich, dale takzvanych Toll-like receptora (TLR-4 nebo
TLR-9) a lipopolysacharid (Zhou et al., 2009; Hayashi et al., 2010; Ferrer a kol., 2014).
Jeho ptitomnost v B burikach je detekovana pouze pii infek¢nich stavech, autoimunitnich
reakcich, pfi vyvoji hematologickych novotvara nebo lymfoproliferativnich d¢jich. Mezi
onemocnéni, u kterych lze zaznamenat vyraznou aktivitu cytokinu BAFF patfi chronicka
lymfoidni leukémie, infekce virem Epstein-Barrové nebo IgA nefropatie (Bossen &
Schneider, 2006; Tangye et al., 2006; Mackay & Schneider, 2009; Lied & Berstad, 2011).
Z vyzkumi na mysich a lidskych modelech vyplyva, ze BAFF cytokin je pro preziti
mysich a lidskych B lymfocyti vysoce esencialni, a to i v riznych stadiich diferenciace
a vyvoje B lymfocytt (Mackay et al., 1999; Batten et al., 2000).

Vyse zminény cytokin APRIL umoziuje regulovat inverze mezi tfidami
imunoglobulint bez zavislosti na ligandu CD40 a prodluzuje tak zivotnost plazmatickych
bunék. Jednim z vyznamnych BAFF receptorti je pravée TACI, ktery u vrozenych B bunék
napomaha humoralni imunitni odpovédi na repetujici se antigeny a fidi navySeni rezerv
B bunék. Receptor BCMA napomahd udrzovat pamétové a plazmatické buriky (Mackay
& Schneider, 2009).
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2.3 Imunoglobuliny

2.3.1 Charakteristika a objev imunoglobulini

Protilatky, nazyvané téz jako imunoglobuliny jsou glykoproteiny obsahujici dva tézké a
dva lehké fetézce oznaCované jako H a L z anglickych termint , heavy “ a  light . Kazdy
tézky ftetézec se sestava ze 4-5 strukturné podobnych domén kazda o 110-120
aminokyselinach. V pantové oblasti jsou vazany disulfidickymi mustky. Kazdy
imunoglobulin ma na N-koncich domén tézkych i lehkych fetézct variabilni Casti o rizné
sekvenci aminokyselin. Na specifi¢nosti protilatek zavisi usporadani aminokyselin ve
vazebném misté ureném pro navazani antigenu (Ferencik, 2005; Hoftejsi et al., 2017).
Od prostorového usporadani protilatky se odviji jeji vaznost pouze se specifickym
antigennim determinantem. Molekuly imunoglobulini podléhaji enzymatickému Stépeni
pepsinem nebo papainem v misté pantové oblasti za tvorby Fab a Fc fragmentt. Pii
Stépeni pepsinem vznikaji dva fragmenty (jeden F(ab)2 a jeden Fc) a u papainu tfi
fragmenty (dva Fab a jeden Fc) (Ferencik, 2005). Délime je do péti tfid na IgA, IgD, IgE,
IgG a IgM, piicemz v lidském téle nejrozsitenéj§imi jsou IgA, IgG a IgM (Obr. 4).

Imunitai systém

| Vrozena Adaptivai
l [
| 1 I 1
Biochemiclke Fyzikalni bariéra Imunoglobuliny Lymfocyty
Lysozymy Kiz Iz )\
Komplement Sliznice IeM T Iymfocyty B hmfoeyty
Fagoeyty L |

12D Plazmaticks buiiky
IzE

Obr. 4 Clenéni imunitniho systému

(Pfevzato a upraveno dle https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/technical-
article/research-and-disease-areas/immunology-research/anti-human-antibodies-covid-19-sars-
cov-2-immunoglobulin-detection)
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2.3.2 Imunoglobulin A - funkce a struktura

V lidském organismu se jedna o jednu z nejcastéji se vyskytujicich tiid protilatek. Pro
jeho vyskyt jsou typické zejména slizni¢ni povrchy, a to v oblasti gastrointestinalniho
traktu nebo dychaciho fetézce. U clovéka se mize vyskytovat ve tfech isoformach.
Nejcasteji je jako monomerni rozsifeny v lidském séru (mIgA), dale polymerni, Casto se
vyskytujici ve své dimerni forme (pIgA) ¢i sekrecni (SIgA). Do dimeru jsou monomerni
jednotky IgA spojeny J fetézcem a jejich produkce je lokalizovana v plazmablastu a
plasmatickych buikach sliznicniho vaziva, kde se takto vzniklé pIgA navaze na
specificky polymerni receptor zvany jako pIgR vyskytujici se na bazolateralni strané
sekrecni epitelidlni buiiky. Poté co dojde k navazani pfislusného imunoglobulinu na
receptor, se vznikly komplex do buiiky transportuje ve formé intracelularnich vacka a
nasledné je vyloucen exocytozou. Vysledkem tohoto procesu je, ze cast pIgR receptoru
nazyvana sekrecni slozka (SC) se stépi a pIgA ve vazbé na SC se uvolni ve vrstvé hlenu
jako SIgA (Brandtzaeg, 2013). Hlavni funkci sekrecniho IgA je neutralizace toxinu,
zabranéni praniku patogenu pies slizni¢ni epiteliarni membranu s cilem zachovani
symbiotického vztahu s komenzialnimi bakteriemi (Conley & Delacroix, 1987).

RozliSujeme dvé podtiidy imunoglobulinu A produkované v plazmablastu lidského
téla, a to IgA1 a IgA2, které se lisi svoji distribuci v zavislosti na ptivodu antigenu. IgA1
je nejvice obsazeno v slzach, nosnim hlenu a séru na rozdil od IgA2, ktera je stabilngjsi a
vyskytuje se zejména v travicim traktu (Pakkanen et al., 2010). IgA se vyznacuje
strukturou ve tvaru T a je také jednou z nejvice glykosylovanych tiid protilatek. Obé
podtiidy obsahuji N- a O-vazané oligosacharidy. U raznych IgA se N-vazané glykany
podili na opsonizaci antigent, fagocytéze IgA imunitnich komplexd a vazbé na Fc
receptor (Novak et al., 2000).

IgA1 molekuly na rozdil od IgA2 obsahuji prodlouzenou pantovou oblast tézkého
fetézce tvorenou 13 aminokyselinami, a to nejcastéji residui threoninu a serinu v pantové
oblasti mezi doménami Cal a Ca2. Na serinova i threoninova residua se mize vazat az
devét O-glykant, z nichz az Sest jich muze byt glykosylovano (Obr. 5). O-vazané
sacharidy jsou tvofeny N-acetylgalaktosaminem, galaktosou a kyselinou sialovou
(kyselina N-acetylneuraminova, NeuNAc) (Novak et al., 2000; Novak et al., 2007;
Stuchlova Horynova et al., 2015).
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Obr. 5 Struktura IgA1 molekuly (Pfevzato a upraveno dle Suzuki, 2019).
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2.4 Cytokiny — hlavni charakteristika

Jedna se o molekuly proteinti schopné regulace imunitniho systému. Jsou produkované
lymfocyty nebo jinymi butikami, kdy po navazani na ptislusny receptor zprostiedkovavaji
bunécnou odpoveéd Casto pravé na imunitni Urovni. Kromé volné se vyskytujicich
cytokini rozliSujeme 1 ty, které jsou ukotvené v cytoplasmatické membrané a
zprostiedkovavaji tak lokalni ptisobeni, a proto dochazi méné ¢asto k jejich ziedéni nebo
uplnému odplaveni ucinkem diftize. Stejného lokalniho Gc¢inku cytokint 1ze u nékterych
bun&k dosahnout i jejich adsorpci na povrchové proteoglykany. Uginek cytokint ma &asto
kaskadovity priibéh, coz znamena, ze dokazi ovliviiovat nasledujici kroky reakce a Casto

se mezi sebou mohou i nahrazovat (Hofejsi et al., 2017).

2.4.11L-6

Mezi jeden z velmi dobfe znamych pleiotropnich cytokinti je fazen i interleukin-6 znamy
téz pod zkratkou IL-6. Byl objeven roku 1986 jako faktor urCeny pro stimulaci B
lymfocytd, které produkuji IgG (Hirano et al., 1986). AZ s odstupem casu byla zjisténa
jeho funkce jako multifunkcniho cytokinu regulujiciho mnoho biologickych reakei véetné
zanétu, imunitni odpovédi, reakce akutni faze nebo vyvoje organi, metabolickych
abnormalit ¢i rlznych malignit (Hirano, 2009). Muize soucasné vyvolat i rizné
protichtidné fyziopatologicke reakce. Je znamo celkem deset cytokind patficich do rodiny
IL-6, a to IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, onkostatin M, inhibi¢ni faktor leukémie, ciliarni
neutrotrofni faktor, kardiotropin-1, neuropoetin a cytokin podobny kardiotrofinu
(Heinrich et al., 2003; Scheller et al., 2006; Costa-Pereira, 2014). V receptorovych
komplexech maji tyto cytokiny kromé IL-31 spole¢ny membranovy glykoprotein gp130
jako spolecnou podjednotku receptoru a pievadéce signalu. U kazdého cytokinu zavisi
tvorba jeho komplexu pienasejiciho signal na specifické asociaci urcitého receptoru a
ligandu. Pro IL-6 a IL-11 je typické, ze podporuji v hepatocytech syntézu proteint akutni
faze (Dorner et al., 1997; Peters et al., 1997; Chodorowska et al., 2004). Na cilové buiky
se IL-6 vaze ve vazbé na a-fetézec bez signalu membranové vazaného IL-6R
oznacovaného také jako CD126. Takto vznikly komplex je dale spojen se dvéma
molekulami gp130 a zajisti tak pfenos signalu. Signalizace gp130 je zprostfedkovana
pomoci JAK/STAT3 nebo SHP2/Gab/MAPK drahy (Fukada et al., 1996; Ohtani et al.,
2000; Kamimura et al., 2004; Costa-Pereira, 2014). IL-6R jsou schopny exprimovat na
svém povrchu buriky typu hepatocyti, CD4* T-lymfocytt, makrofagd, neutrofila ¢i
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podocyti (Moutabarrik et al., 1994; Oberg et al., 2006). V télesnych tekutinach jako
napiiklad v moc¢i nebo krvi byla detekovana rozpustna forma IL-6R oznafovana jako sIL-
6R, ktera se vaze na IL-6 obdobn¢ jako CD126 a takto vzniklé komplexy, a to IL-6/sIL-
6R a IL-6/CD126 aktivuji gp130 bud’ prvni drahou — trans-signaliza¢ni nebo druhou —
klasickou drahou (Novick et al., 1989; Rose-John & Heinrich, 1994; Atsumi et al., 2002;
Scheller & Rose-John, 2006; Rose-John et al., 2007; Ebihara et al., 2011; Malchow et al.,
2011; Li et al., 2015; Zhuang et al., 2015). U lidi je sIL-6 produkovan dvéma odli§nymi
mechanismy. Prvnim je implikace proteolytického Stépeni mbIL-6R ucinkem
metaloproteasové aktivity a druhym translace diferencialné sestfizené IL-6R mRNA
postradajici transmembranovou a cytosolickou doménu (Lust et al., 1992; Milberg et al.,
1993; Lamas a kol., 2013). Klasicka draha signalizace IL-6 se uCastni syntézy proteinu
(Tilg et al., 1997). Trans-signaliza¢ni draha ma funkci prozanétlivou a je podstatna pro
koordinaci prechodu neutrofili na monocyty a rovnéz jako prevence proti nadmérnému
poskozeni tkani (Kaplanski, 2003).

Z vyzkumu vyplyva, ze IL-6 se podili na diferenciaci CD4™ T lymfocyti a fadi se mezi
vyznamné zprostiedkovatele imunitni odpovédi T lymfocytd. Ma vliv na diferenciaci
Th17bunék s TGF-f a s tim souvisejicim zvySenim exprese ROR-t na ukor snizeni tvorby
Treg bunék za ucasti STAT3 drahy (Chen et al., 2003; Fantini et al., 2004; Bettelli et al.,
2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006; Dominitzki et al., 2007; Fujimoto et
al., 2010; Kimura & Kishimoto, 2011). IL-6 ptisobi rovnéz jako riistovy faktor zralych B
lymfocytt a podporuje tak jejich dozravani v plazmatické buriky vylucujici protilatky.
Ma 1 inhibicni charakter, protoze inhibuje tvorbu tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF), a
tim pomérné vyrazne€ ovliviiuje reakce akutniho zanétu (Feghali & Wright, 1997).
Signalizace pomoci IL-6 hraje kli¢ovou roli pfi 1écb€ praveé zanétlivych a autoimunitnich
onemocnéni. IL-6 je schopen modulace monocyti bud’ na dendritické buriky, nebo na
makrofagy, ktefi se podili na vyluCovani chemokini a cytokinti (Griendling et al., 2000;
Harrison et al., 2003). IL-6 je dokonce schopen vybudit myeloidni leukemické buriky
k expresi Fc receptorii spolecné s markerem zralych makrofagi F4/80 a receptort
komplementu (Krishnaraju et al., 1998; Chomarat et al., 2000; Tanaka et al., 2000). Dale
IL-6 aktivuje makrofagy typické pro genovou expresi nevyjimaje geny ¢asné odpovedi,
jako jsou c-Jun, Jun B, Jun D, JAK3, Egr-1 a stejné tak 1 geny pozdni odpovédi, kam patii
napfiiklad ferritinovy lehky fetézec nebo lysozym (Krishnaraju et al., 1998; Tanaka et al.,

2000). Tubularni epiteliarni, mesangialni a endotelialni buriky ledvin i podocyty jsou za
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urcitych podminek schopny vylucovat IL-6 a praveé podocyty navic exprimuji jesté IL-6R
(Coletta et al., 2000). Mezi enzymy, které st€pi CD126 se fadi ADAM10 a ADAM17
(disintegrin metaloproteasa), jejimz produktem je rozpustnd forma IL-6R (sIL-6R)
(Moutabarrik et al., 1994). Vitamin D a dexamethason jakozto glukokortikoid pusobi
2010; Sanchez-Nifio et al., 2012). Casto se hovoii o tom, Ze IL-6 vystupuje obvykle jako
marker nez mediator zanétlivych reakci (Song & Schindler, 2004). Mnohdy jej mohou
vyluCovat 1 mesangialni buriky, ¢imz by opét doslo k aktivaci zanétlivé reakce u
imunitniho nebo metabolického poskozeni ledvin (Pféfflin et al., 2006; Schmitt et al.,
2014; Ji et al., 2016). Agiotensin II receptor typu 1 (dale jen ATR1) je exprimovan diky
IL-6 za cilem indukované vasokonstrikce a produkce reaktivni formy kysliku (ROS), coz
se muze projevit jako endotelialni dysfunkce, proti které jsou napiiklad mysi chranény
(Wassmann et al., 2004; Schrader et al., 2007). Funkce endotelialnich bunék je ovlivnéna
pouze trans-signalizaéni drahou (Sironi et al., 1989). Kooperace mezi endotelialnimi
bunkami a IL-6 ma vliv na pfitomnost leukocytt a produkci chemokini (Romano et al.,
1997). Neékteré studie povazuji IL-6 za faktor pfispivajici k akutnimu a chronickému
poskozeni ledvin, ale to nebylo zcela potvrzeno (Kielar a kol., 2005; Harcourt et al.,
2012).

K proliferaci messangialnich bunék a uvolnéni IL-6 jakozto prozanétlivého cytokinu,
muze dochazet diky v daném misté ulozenym vysokomolekularnim plgAl (Gomez-
Guerrero et al., 1994; Moura a kol., 2005; Schmitt et al., 2014). V ptipadé blokace IL.-6
a snizeni mnozstvi cytokini Th17 nedochazi k takové proliferaci mesangialnich bunék a
snizuje se proteinurie (Zhang et al., 2013). U IgAN pacientt diky pfitomnosti imunitniho
komplexu a slozky komplementu dochazi k uvolnéni IL-6 z mesangialnich bunék a

aktivaci zanétu.

2.4.1.1 U&inek IL-6 v souvislosti s IgA nefropatii

U pacientu trpicich IgAN byla detekovana zvysena hladina IL-6, cirkulujicich imunitnich
komplext s Gd-IgA1 a cirkulujiciho Gd-IgA1 v krvi (Yamada et al., 2017). Na bunécné
linie IgAN pacienti produkujici IgA1 ma ve velké mife vliv IL-6 a do jisté miry i IL-4,
které mohou deficit galaktosy u pacient jest€ vice prohloubit. Diky stimulaci IL-6 u
IgAN pacientd dochazi ke snizeni aktivity C1GalTl a naopak zvySeni aktivity

ST6GalNAc. U pacientt trpicich IgA nefropatii vede stimulace interleukinem-6 kromé
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zvySeni IgA1 1 ke zvySeni tvorby Gd-IgA1 (Knoppova et al., 2016) na rozdil od zdravych
pacientt, kdy k ovlivnéni glykosylace s pomoci IL-6 nedochazi (Yamada et al., 2017).
V tvorbé Gd-IgA1 mize dilezitou roli sehrat krome cytokind i kanonicky transkripcni
faktor IL-6, ktery ma vliv na zménu transkripce a signalizace fizenou pomoci STAT3
drahy (Knoppova et al., 2016). Z vyzkumu vyplyvé, ze pokud dochézi k dlouhodobé
pretvavajici aktivaci STAT3 fosforylace Y705 pomoci IL-6, tak se jevi tento proces jako
patogenicky u IgAN populace, coz se projevuje zvySenim mnozstvi Gd-IgAl, jakozto

stézejni patogenni molekuly pro rozvoj onemocnéni IgA nefropatie (Yamada et al., 2017).
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2.5 Nefropatie

Nefropatie je odborny lekafsky termin oznacujici poSkozeni ¢i onemocnéni ledvin, které
muze vyustit az v jejich uplné selhani. Z fyziologie cloveéka vime, ze hlavni funkci ledvin
je regulace acidobazické a vodni rovnovahy v téle a samoziejmé také vyluCovani
odpadnich produktu, a proto jakékoliv omezeni nebo dokonce uplna ztrata funkce ledvin
mohou byt pro néas potencialné¢ smrtelné. Nefropatie se fadi mezi nemoce s vyrazné
progresivnim prub&hem. RozliSujeme nékolik druha nefropatie: diabeticka, na bazi zmén
v sacharidovém fetézci imunoglobulinu A (IgA), renalni papilarni nekroza, analgeticka
nebo akutni (Barratt & Feehally, 2005; Vujicic et al., 2012; Waddington a kol., 2014).

Diabeticka nefropatie se povazuje za jednu z hlavnich mikrovaskularnich komplikaci
onemocnéni cukrovkou (diabetes mellitus) a postihuje az tfetinu pacienti trpicich
diabetem. Mezi histopatologické projevy diabetické nefropatie fadime akumulaci
extracelularni matrix v glomerularni mezangialni oblasti ledvin, podocytarni abnormality
nebo glomerulosklerdzu se zesilenou bazalni membranou glomerulu (Barratt & Feehally,
2005; Vujicic et al., 2012; Waddington a kol., 2014).

Mezi nejbéznéjsi formu vedouci az k chronickému onemocnéni ledvin fadime IgA
nefropatii. Mezi oblasti, ve kterych je tento typ nefropatie nejvice zastoupen radime
zejména Asii, Australii, ale 1 jizni Evropu. Velmi podstatnym znakem tohoto onemocnéni
je zvySené ukladani protilatek typu IgA, IgM nebo IgG do ledvinovych glomeruld, proto
na zavaznost onemocnéni ma velky vliv do jaké miry jsou pacienti schopni aktivovat
vrozenou imunitni odpovéd. V zavislosti na tom jsou protilatky schopny zaznamenat
ptitomnost strukturné pozménéného IgAl. Nasledné dojde k navazani IgG a tvorbé
imunitniho komplexu. Diagnostika je provadéna s pomoci rendlni biopsie (Barratt &
Feehally, 2005; Vujicic et al., 2012; Waddington a kol., 2014).

Nadmémé nebo dokonce cCasté uzivani analgetik (napiiklad paracetamol nebo
parazolony) muze zpusobovat renalni papilarni nekrozu, ktera je typickym projevem
analgetické nefropatie. V tézkych ptipadech mize dojiti ke kalcifikaci nekrotickych papil
¢i ke vzniku uroepitelialnich nadort (Barratt & Feehally, 2005; Vujicic et al., 2012;
Waddington a kol., 2014).

Vysokou koncentraci kyseliny mocové v krevnim séru se projevuje akutni nefropatie.
Prameni z ukladani krystalka kyseliny mocCové a to intratubularné. K 1é¢bé tohoto typu
nefropatie lze predepsat rasburikasu nebo cilenou alkalizaci moci (Barratt & Feehally,

2005; Vujicic et al., 2012; Waddington a kol., 2014).
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2.5.1 IgA nefropatie

Imunoglobulin A (IgA) se fadi mezi druhy nej¢astéjsi typ protilatky v téle. V sekretu se
nachazi v monomerni formeé a jeho mnozstvi je vyssi nez v krevnim séru, kde se vyskytuje
v dimerni formé. Nejcastéji se s dimerni formou IgA setkame v sekretech, jako jsou sliny,
slzy, hlen nebo mléko. Jedna se o jednu z vyznamnych slizni¢nich protilatek zejména
v mistech, ktera jsou nejvice zranitelnd a vystavena moznému vstupu cizorodych latek.
Jejich polocas rozpadu je pét dni a obsahuje Ctyfi vazebna mista pro epitopy, jez jsou
soucasti cizorodych latek a vyvolavaji tak imunitni odpovéd organismu. Kwvili
ptitomnosti IgA ve sliznicich exponovanych fadou enzymu je nutna ptitomnost sekrecni
slozky IgA zabrariujici pravé jeho mozné degradaci enzymy (PerSe & Veceri¢-Haler,
2019).

Jedna se o celosvétové nejrozsifendjsi typ glomerulonefritidy. Cast&ji se tento typ
vyskytuje v tichomoiskych asijskych nebo vychodoasijskych zemich. Riziko progrese je
dosti Casto ovlivnéno soucasné genetickymi nebo environmentalnimi faktory. U pacientd
s pozitivnim diagnozou IgA nefropatie je prokazéana pfitomnost cirkulujicich a
glomerularnich imunitnich komplexti obsahujicich IgA1 s nedostatkem galaktosy, C3
slozky komlementu a v neposledni fadé i IgG autoprotilatky namifené do pantové oblasti
O-glykant. Aberantné glykosylovany IgA Casto oznaCovany jako galaktosa-deficientni
IgA1l (Gd-IgA) je jednou z dédi¢nych vlastnosti pfenasenych v pokrevni linii pacientt
(Rodrigues et al., 2017).

Na relativni hladinu IgA s nedostatkem galaktosy mohou mit vliv mimo jiné i faktory
prostredi jako jsou proteasy odvozené od bakterii (Lamm a kol., 2008). Tvorba imunitnich
komplext ptimo zodpovida za vznik glomerularniho zanétu a mesangialni proliferaci. Na
progresi onemocnéni se rovnéz mohou podilet 1 dalsi rizikové faktory jako je hypertenze,
obezita nebo kouteni (Kataoka et al., 2011). Spoustéce tvorby podgalaktosylovaného IgA
stejn€ jako misto jeho produkce u IgA nefropatie nejsou znamy. U pacientt trpicich IgA
nefropatii je zvySeny cytokin APRIL, ktery s BAFF sdili nékteré signalni receptory
potfebné pro vyvoj B bungk, a koreluje se sérovym kreatininem, vékem a pomérem
kreatininu a proteini v moci (McCarthy et al., 2011).

Co se tyka mocCovych a sérovych biomarkerti IgA nefropatie (dale jen IgAN), tak sem
fadime anti-Gd-IgAl, co¢ jdou Gd-IgAl autoprotilatky IgG & IgA izotypu. Castym
mocovym markerem je interleukin-6/epidermalni ristovy faktor nebo uromodulin, jehoz

zvySena hladina indukuje pfitomnost ISAN (Wu a kol., 2010; Peters et al., 2011; Zhao et
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al., 2012; Yanagawa et al., 2014). IgA se v lidském téle vyskytuje ve dvou podtiidach,
kterymi jsou IgAl, pusobici v dychacich cestach, slznich a slinnych Zlazach a IgA2
vyskytujici se vice naptiklad v tlustém stfevé nebo feminimnim genitalnim traktu
(Mestecky et al., 2005; Pakkanen et al., 2010). V pfipadé IgAN je u podtiidy IgAl
detekovan deficit galaktosy, coz je mozné stanovit pomoci testu zavislém na lektinu
hlemyzdé Helix aspersa, nebo metodou ELISA s pouzitim specifické monoklonalni
protilatky rozpoznavajici pravé onu pantovou oblast Gd-IgA1 a potvrzujici tak pfitomnost
nemoci.

V soucasnosti se do popfedi pro urCeni patogeneze IgAN dostava tzv. multi-hit
hypotéza. Je charakterizovina mimo jiné zvySenim hladiny nespravné O-
galaktosylovanych glykoforem IgA oznac¢ovanych jako galaktosa-deficientnich IgA (Gd-
IgA), dale tvorbou O-glykan specifickych protilatek, imunitnich komplextu s IgAl,
jejichz pritomnost muze vést az ke glomerulonefritidé. V séru byla pfitomnost Gd-IgA1
detekovana pomoci imunosorbentového testu na ptitomnost Helix aspersa aglutinin
lektinového enzymu, ov§em bylo prokazano, ze tento zpisob lze povazovat za ne piilis
robustni, a proto bylo pfistoupeno k pouziti modernéj§iho pfistupu, a to pouziti metody
ELISA, kdy k detekci deficitu galaktosy v pantové oblasti lidského Gd-IgA1 byla vyuzita
specifickd monoklonalni protilatka KMS5S5, ktera tedy slouzi jako jeden z moznych
biomarkerti IgAN (Lau et al., 2007; Moldoveanu et al., 2007). Rovnéz je timto zpisobem
mozno s pomoci imunochemickych technik v tkanich identifikovat glomerularni Gd-
IgA1 depozita, ktera jsou projevem onemocnéni IgAN a IgA vaskulitidy s nefritidou
(IgAV-N), coz jsou onemocnéni typicky se vyskytujici zejména u dospélych pacientd
(Yasutake et al., 2015; Suzuki et al., 2018). Z tohoto divodu byl proveden vyzkum
pojednavajici o schopnosti diagnostikovat obé onemocnéni, a to jak IgAN, tak 1 IgAV-N
pomoci studie vyuzivajici KMS55 jako markeru specifi¢nosti glomerularni depozice Gd-
IgA u détskych pacienti. Vysledkem vyzkumu bylo prokazani, ze u pediatrickych
pacienti s IgAN, IgAV-N, lupus nefritidou, MGPN s pfitomnosti IgA depozit a
membrandzni nefropatii byla prokdzana zvySend pfitomnost Gd-IgAl na rozdil od
pacientd trpicich neimunitni glomerulonefritidou za pfitomnosti nahodnych
glomerularnich lozisek IgA, kde nebyla prokdzana zadna pritomnost Gd-IgA1l. Rovnéz
bylo prokazano, ze pomoci KMS55 je mozno odlisit pacienty s ndhodnou a pozitivni
depozici IgA, ¢imz muaze takova analyza vést ke spravné 1écbé a presné diagnoze.

Pritomnost glomerularnich depozit Gd-IgA1 u détskych pacienti neni zcela potvrzeno
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v pfipadé€ patogeneze lupusové nefritidy, primarni membrandzni nefropatie a MPGN

(Ishiko et al., 2020).

2.5.2 Zména charakteru glykosylace IgA1 u pacientu s IgAN za tvorby Gd-IgA1l

Podstatna pfi procesu tvorby Gd-IgAl je vtomto pfipadé O-glykosylace, ktera se
odehrava po transkripci v pantové oblasti imunoglobulinu Al. Jako prvni je na
hydroxylovou skupinu aminokyseliny threoninu (Thr225, Thr228, Thr233 nebo Thr236)
nebo serinu (Ser230 ¢i Ser232) navazan N-acetylgalaktosamin (GalNAc) za katalyzy N-
acetylgalaktosaminyltransferasami (GalNAc-Ts, EC 2.4.1.41), a to nejcastéji N-
acetylgalaktosaminyltransferasou 2 (GalNAc-T2, EC 2.4.1.41) (Iwasaki a kol., 2003).
V dal§im kroku dochézi k navazani galaktosy na GalNAc. Tato reakce je katalyzovana
pomoci core 1 glykoprotein-N-acetylgalaktosamin-3-B-galaktosyltransferasy (C1Gal-T1,
EC 2.4.1.122) a tento enzym stabilizujiciho chaperonu Cosmc (C1GalT1C1) (Gale et al.,
2017). Na kazdou timto zpusobem navazanou galaktosu nebo GalNAc se vaze kyselina
sialova a to dvojim zpusobem. Nejprve se muze vazat piimo na galaktosu za katalyzy a-
2,3-sialyltransferasou (ST3Gal-1, EC 2.4.99.4) a ve druhém piipadé se vaze na GalNAc
sjiz navazanou galaktosou pomoci enzymu CMP-N- acetylneuraminyl:beta-D-
galactosyl-1,4-N-acetyl-beta-D-glucosamin  alpha-2,6-N-acetylneuraminyltransferasa
(ST6GaINACIIL EC 2.4.99.1). Problém nastava, pokud se kyselina sialova navaze ptimo
na GalNAc a zabrani tak jeho galaktosylaci, a tim dojde k tvorbé galaktosa-deficientniho
IgA1 (Gd-IgAl) (Stuchlova Horynova et al., 2015). Schématicky cely proces O-
glykosylace za tvorby IgA1 nebo Gd-IgA1 zachycuje Obr. 6.

22



Galaktosa-deficientni O-glykany

‘ a2,6

GalNAc-Ts ! ST6GalNAC 1
———> LSarlth h
Ser/Thr r/Thr Ser/Thr

Galaktosylované O-glykany
ClGalT1

(+Cosmc) \L e
L3 2,6
az,
STeGalNAc- ;‘
Ser/Thr Ser/Thr

t'.Gal:l’ ‘l".',‘Gal
‘az,a ‘

ST6GalNAC ‘

Ser/Thr ’ Ser/Thr

GalNAc Gal €@ Kyselina sialova

Obr. 6 Srovani procesu O-glykosylace na variabilnim fetézci IgA1 u zdravého a IgAN pacienta
(Pfevzato a upraveno dle PerSe & Veceri¢-Haler, 2019).

Mimo genetické faktory mohou O-glykosylaci ovliviiovat 1 epigenetické faktory jako
jsou cytokiny, kdy dochazi ke zvySené transkripci enzymu ST6GalNAcII (Raska et al.,
2007) nebo snizeni aktivity a exprese chaperonu C1Gal-T1, a to vyuasti v nadprodukci
Gd-IgA. Z cytokinti maji nejvétsi vliv na zvySeni tvorby Gd-IgA zejména IL-6 a nasledné
i IL-4, které toho docili pravé modifikaci genti pro klicové enzymy CIGALTI,
CIGALTICI1 a ST6GALNAC?2. Nejdulezit€jsim cytokinem zvySujicim aktivitu a expresi
ST6GalNAc-II a zaroven snizujicim expresi a aktivitu Cosmc chaperonu a C1GalT1, coz
se projevi na tvorbé Gd-IgA je IL-6 (Suzuki et al., 2014). Bylo prokazano, ze samotna
pritomnost IgA1 nebo Gd-IgA1 klinicky nespoustéji onemocnéni jako je IgAN. Jinak je
tomu v piipade€, kdy dojde k vytvoreni imunitnich komplexu, které zpisobuji proliferaci
mesangialnich bun¢k.

Jednim =z nejvice zkoumanych receptord IgA je FcoRI, ktery je exprimovan
v myeloidnich bunikach specificky vazajicich Fc doménu IgA. Je schopen vazat jak
polymerni, tak monomerni IgA, ale i IgA vazané v imunitnim komplexu. Pokud bychom
se podivali na interakci monomerniho sérového IgA, tak to ve vazbé na FcoaRI vykazuje
protizanétlivé ucinky v porovnani s interakcemi imunitnich komplexii IgA ve vazbé na
FcoRlI, coz zpusobuje indukci a zkfizeni prozanétlivych reakci. Za dvoji charakter FcaRI

receptoru je zodpoveédny FcR adaptér s aktivatnim motivem ve formé aminokyseliny
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tyrosinu (ITAM) tudiz dojde k aktivaci nebo inhibici reakce v souvislosti s vhodnym
typem ligandu (Lechner a kol., 2016). Pokud dojde ke zkfizenému propojeni FcaRI
vlivem IgA imunitnich komplexd, spusti se fady procest jako je napfiklad uvolnéni
mediatori zanétu a cytokinu, prezentaci antigend, uvolnéni reaktivnich forem kysliku,
fagocytoze, bunécné cytotoxicit¢ vlivem protilatek nebo uvolnéni neutrofilnich
chemoatrak¢nich latek leukotrienu B4 (LTB4) (Breedveld & van Egmond, 2019). Pokud
nedochazi k expresi za ptitomnosti FcR adaptéru, monomerni IgA se muze recyklovat, a
proto je tak tento adaptér podstatny pro mIgA homeostazu (Lechner a kol., 2016).

Vlivem mutaci FcoRI nebo odstranéni sialové kyseliny se méni glykosylacni schéma
FcoRI, coz muze mit velky vliv na vazebnou afinitu k IgA. U pacienti s [gAN bylo
zjisténo, ze zejména zmény glykosylace IgA1 a zhorSena sialylace FcoRI zpusobuji vyssi
vaznost IgA1 do FcaRI na neutrofilech. Rovnéz se u téchto pacientt potvrdilo, ze je u
nich snizena exprese FcaRI na fagocytarnich butikach v krevnim ob&hu (Grossetéte et al.,
1998).

FcoRI (CD89) exprimovany na monocytech, Kupfferovych buiikach a neutrofilech je
schopen odstranit sérové Gd-IgA1 ve vazbé na imunitni komplexy. Zhor$it onemocnéni
by mohla snizena pritomnost IgA-sCD89 komplexti, protoze by mohly byt selektivné
zachyceny v mesangiu bun€k ve srovnani se zvySenou hladinou cirkulujicich komplext
IgA-IgG piitomnych u tézkych forem IgAN (Lechner a kol., 2016). Do depozice IgA se
zapojuje CD71transferrinovy receptor, na ktery se s vyssi afinitou vazi jak Gd-IgAl, tak
IgA imunitni komplexy (Lechner a kol., 2016).

S prihlédnutim k tomu, Ze v sérech pacienti s IgAN bylo nalezeno velké mnozstvi Gd-
IgAl a Gd-IgAl imunitnich komplextd se odvodila hypotéza takzvanych Ctyf hitd
provedena in vitro. Rezidua galaktézy na Gd-IgAl jsou rozpozndvany pomoci
imunoglobulini specifickych pro GalNAc jako jsou IgG2 nebo minoritné i IgAl.
Protilatky tak rozpoznaji Gd-IgA1 a navazi se na n¢ho za tvorby cirkulujiciho imunitniho
komplexu (CIC). Prvni hit souvisi se zvySenou produkci Gd-IgA1, druhy hit predstavuje
vytvareni anti-glykanovych protilatek specificky rozpoznavajicich Gd-IgAl. Treti hit
vysvetluje tvorbu cirkulujicich imunitnich komplexti mezi IgG2 a Gd-IgAl za cilem
aktivace komplementu. Hit Ctvrty popisuje soustiedéni takovychto komplexti v mesangiu
glomerularnich bunék, coz aktivuje sekreci cytokinii a chemokini vcetné proliferace

extracelularni matrix, a to vede k trvalému poskozeni ledvin (Suzuki a kol., 2011).
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2.5.3 Hypotéza ¢tyr hita

Tato hypotéza byla vyvinuta za uCelem pochopeni patogeneze IgA nefropatie. Prvni hit
se projevuje zvySenim produkce Gd-IgAl, a to tak ze dojde k narusSeni galaktosyla¢niho
procesu slizni¢ni IgA1, coz Ize stanovit s pomoci lektinového vazebného testu, kdy jsou
prednostné vazana exponovana residua GalNAc (Allen et al., 2001; Moldoveanu et al.,
2007; Suzuki et al., 2016; Yeo et al., 2018). Vyskyt Gd-IgA1 je zapticinén dysregulaci
exprese CIGALTI a Cosmc v B lymfocytech, na kterou maji vliv jak faktory prostredi,
tak 1 ty genetické. U zvySenych hladin sérového Gd-IgAl je typicky vyskyt alel na
jediném lokusu obsahujicim gen CIGALTI (Gale et al., 2017). Bylo zjisténo, ze jediny
dalsi u lidi se vyskytujici O-glykosylovany imunoglobulin D je klasicky galaktosylovan
i upacientd s IgAN, a proto je mozné se domnivat, ze ona dysregulace neni dana vnitinim
defektem B-lymfocytd, nybrz nastava po izotypové komutaci (Smith et al., 2000).
ZvySena hladina Gd-IgAl jesté neni upln€ zodpovédna za vyvolani IgA nefropatie,
protoze monomerni Gd-IgA1 nemize in vitro vyvolat mesangialni hypercelularitu, ktera
je pii tomto typu onemocnéni ¢asta (Novak et al., 2005; Lin et al., 2009).

Nasledujici hit pojednava o zvysené piitomnosti protilatek specifickych pro Gd-IgAl
u IgAN pacientd. K tvorbe takovychto protilatek dochazi v reakci autoprotilatek na neo-
epitop exponovanych zbytktt GalNAc v pantové oblasti Gd-IgA (Berthoux et al., 2012)
nebo jako odpoveéd’ na mikrobidlni GalNAc, ktery vlivem molekularnich mimiker chybné
cili na Gd-IgA (Novak et al., 2008). Do jaké miry jsou schopny protilatky anti-Gd-IgAl
zpusobovat IgAN neni doposud upln€ vyjasnéno. Je zde ovSem i nizka prikaznost
aktivace klasické cesty komplementové drahy (Maillard et al., 2015; Rizk et al., 2019).
Tato faze hitu tedy nemusi byt kriticka, ale mize se vyrazné podilet na zavaznosti ISAN
u jiz nemocnych pacientd.

Treti hit vysvétluje pfitomnost Gd-IgA1l obsahuyjici cirkulujici imunitni komplexy
(dale jen CIC), které mohou byt tvofeny jako anti-Gd-IgA1 IgG-Gd-IgAl, anti-Gd-IgAl
IgA-Gd-IgA1 (Tomana et al., 1999; Suzuki et al., 2014), Gd-IgA1 autoagregaty (Kokubo
et al., 1998) nebo Gd-IgA1-rozpustné CD89 CIC (Lechner et al., 2016), kdy CD89 je
glykoprotein vyskytujici se na povrchu myeloidnich bunék jako Fc receptor IgA (Morton
& Brandtzaeg, 2001). Po navazani IgA na receptor se spusti produkce CD89, a to jeho
rozpustné formy oznacujici se zkratkou sCD89, kterd je navazana na Gd-IgA1l a vytvari
tak jeden ze ctyt zminénych CIC (van Zandbergen et al., 1999; Lechner et al., 2016). Je

znamo, ze pritomnost Gd-IgAl CIC zplsobuje proliferaci mesangialnich bunék
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glomerulu ¢i tvorbu zanétu in vitro, coz je povazovano za jeden z hlavnich projevi IgA
nefropatie u pacientt. (Novak a kol., 2005; Tortajada et al., 2019). Pouze depozice CIC
tedy neni jako projev onemocnéni dostacujici. Studie potvrzuji, Ze u nékterych jedinct
mohou byt pfitomny imuitné-komplexni loziska Gd-IgA1, ale nemusi se nutn¢ projevit
jako klinicky vyznamné onemocnéni ledvin (Waldherr et al., 1989; Gaber et al., 2020), a
proto je nutné se zaméfit na Ctvrty hit, jakozto vyznamny faktor spousténi zanétu.

Poslednim tedy Ctvrtym hitem je mozno poukazat na zplsoby interakci, pii kterych
dochazi k mesangialni depozici IgAl. Casto se jedna pravé o interakce ssCD89,
transglutaminasou-2, B-1,4-galactosyltransferasou-1 nebo transferrinovym receptorem
CD71 (Moura et al., 2005; Berthelot et al., 2012; Molyneux et al., 2017). U humanizované
transgenni mys$i bylo prokazano, ze IgAl-sCD89 CIC se byl schopen vazat na
mesangialni CD71, a tim byla podpotfena exprese jak CD71, tak transglutaminasy-2. Ob¢
jsou nasledné schopny navazat dalsi I[gA1-sCD89 komplexy (Berthelot et al., 2012; Daha
et al., 2013). Experiment byl opakovan rovnéz in vitro, kdy byla potvrzena funkce beta-
N-acetylglucosaminylglycopeptide beta-1,4-galactosyltransferasa (B-1,4-
galaktosyltransferasa, =~ EC  2.4.1.38).  Specifické  protilatky pro  B-1,4-
galaktosyltransferasu byly inkubovany s mesangialnimi buiikami, a tim doslo k navazani
niz§itho mnozstvi IgA, dale k vylouceni snizeného mnozstvi IL-6 a dale také ke snizeni
IgA-zprosttedkované mesangialné bunécné fosforylace tyrosinkinas ve slezing
(Molyneux et al., 2017). Diky uvolnéni cytokini a aktivaci systému komplementu
vreakci na mesangialni depozici CIC Gd-IgAl muze dochéazet k vyvolani mistni
zanétlivé reakce. Heterogenita progrese nemoci souvisi s rozsahem, v jakém k zanétlivé
reakci dochazi (Lai et al., 2009; Tortajada et al., 2019).

S produkei extracelularni matrix in vitro a proliferaci mesangialnich bunék souvisi
vazba IgG na CIC Gd-IgA1l (Launay et al., 2000; Novak et al., 2005), coz vede k tvorbé
cytokini zejména TNF-a naruSujiciho glomerularni bariéru a tim poskozeni
proteinurickych tubult (Huang et al., 2008; Lai et al., 2009; Trimarchi & Coppo, 2019).
Systém komplementu slozeny z proteinu krevni plazmy a extracelularni tekutiny hraje
rovnéz dulezitou roli pfi glomerularnim zanétu u IgAN pacientd, k jeho aktivaci dochazi
kaskadovym zptsobem (Vignesh et al., 2017; Tortajada et al., 2019). Zpasoby aktivace
jsou celkem tfi, a to lektinova draha aktivovana sacharidovou moietou na mikrobialnich
povrsich, alternativni charakteristicka spontanni aktivaci za nizké rychlosti nebo
moietami na mikrobialnich povrSich, coz je spolecné i pro drahu lektinovou a jako

posledni moznost klasicka draha aktivovana komplexem antigen-protilatka. Nejvice se
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na projevech zanétu IgAN pacientt projevuji drahy lektinova a alternativni (Tortajada et
al., 2019). U dréhy alternativni dochézi k lokalnimu zanétu a glomerularni depozici C3
slozky komplementu. Piimo aktivovat tuto cestu muze IgAl v porovnani s Gd-IgAl,
ktery neni v tomto kroku stézejni (Hiemstra et al., 1987; Russell & Mansa, 1989). O t¢asti
lektinové drahy u IgAN vypovida pritomnost slozek, jako jsou manosu vazajici lektin
(MBL) a serin proteasy (MASP) propojené s MBL (Jennette, 1988; Roos et al., 2000).
Diky této aktivaci dochézi ke spusténi systému komplementu a rozstépeni C3 vedoucimu
az k tvorbé lokalniho zanétu a glomerularni depozici C4d (Roos et al., 2006; Nam et al.,
2020). U IgAN pacientti mlze dochazet k aktivaci lektinové cesty in vitro pomoci pIgA
ziskaného od IgAN pacientt (Roos, et al., 2001; Beltrame et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Biologicky material, protilatky a inhibitory

* Vzorky periferni krve od pacientd sIgA nefropatii (Ustav imunologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci)

% Goat anti-human IgA-FITC protilatka (Jacksons ImmunoResearch, USA)

* Anti-CD19-PE-eFluor 610 protilatka (eBioscience, USA)

% Streptavidin-PE protilatka (eBioscience, USA)

* Mouse anti-human Gd-IgA-biotin (35A12) protilatka (Fujita Health University,
Nagoya, Aichi, Japonsko)

* Stattic 10 mmol/l v DMSO (S7947) inhibitor STAT3 drahy (Sigma-Aldrich, USA)

* AZD 1480 2 mmol/l v DMSO (SML1505) inhibitor JAK1 drahy (Sigma-Aldrich,
USA)

3.1.2 Chemikalie a roztoky

* Fetal bovine serum (Gibco, UK)

Ficoll-Paque PLUS (Merck, USA)

Fosfatovy pufr (PBS) 10x (Serana, Némecko)

IL-6 (Gibco, USA)

RPMI 1640 médium (10% FBS, 1% P/S) (Gibco, USA)
Subtilisin A (P5380) (Sigma-Aldrich, USA)

Tris/HCI pufr 5 mmol/l, pH = 7,6 (Calbiochem, Némecko)

*

*

*

*

*

*

* Trypanova modi ( Pe-lab, Ceska Republika)

3.1.3 Laboratorni pomiicky

% Cytometrické zkumavky — plast (Falcon®, USA)

* Mikrozkumavky - plast (Eppendorf, Némecko)

Pipetovaci §picky 10 ul (AHN/iBioTech, CR); 200 pl (Alpha Laboratories Itd., Velka
Britanie); 1 ml (Neptune Scientific, USA)

*

*

Pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific, USA)

*

Zkumavky - plast (Eppendorf, Némecko)
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3.1.4 Pristrojové vybaveni

*

Centrifugy (Hettich, Némecko)

*

COz inkubator (Panasonic, Japonsko)

*

Inkubator (Amersham Biosciences, Némecko)

Laminarni box — Aura VF48 (BioAir, USA)

*

*

Mikroskop na pocitani bunék (Leica, Némecko)

*

Pipetor (Hirschmann, Némecko)

*

Spektralni prutokovy cytometr (SONY Biotechnology, USA)
Vortex IKA (Sigma-Aldrich, USA)

*

3.1.5 Software

* FlowJo software v.10.7 (BD Life Sciences, Ashland, OR)
* GraphPad Prism v.8 software (GraphPad Software, La Jolla, CA)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorku periferni krve pacienti s IgAN

Nejprve byla odebrana kazdému objednanému pacientovi trpicimu IgA nefropatii
nesrazliva krev do 2 fialovych odbérovych zklumavek (kazda o 7,5 ml objemu)
s antikoagulantem EDTA na Oddéleni nefrologie III. interni kliniky Fakultni nemocnice
Olomouc s cilem provedeni analyzy bunéénych populaci v periferni krvi. Odebrana krev
byla do 30 minut po odbéru zpracovana provedenim izolace PBMC (,,peripheral blood

mononuclear cells®).

3.2.2 Izolace PBMC v periferni krvi

Po odbéru nesrazlivé krve byla provedena analyza bunééné populace v periferni krvi
pomoci PBMC (peripheral blood mononuclear cell) izolace. Nesrazliva krev o objemu 15
ml byla z odbérovych zkumavek piepipetovana pomoci pipetoru do 50 ml falkony a
ziedéna v poméru 1:1 PBS (,,phosphate buffered saline”) pufrem. K izolaci byla pouzita
metoda zalozena na Ficoll-Paque hustotnim gradientu. Principem je, Ze na vrstvu 4 ml
Ficoll-Paque, coz je hydrofilni sacharid bylo naneseno po 7,5 ml smé&si krve a PBS pufru.
Takto byl rozpipetovan do Ctyf 15 ml falkon cely objem 30 ml vzdy tak, aby nedoslo
k promichani vrstev sacharidu a krve. Na zaklad¢ hustotniho gradientu bylo centrifugaci
na 400 g pii 23+2 °C po dobu 40 minut docileno odseparovani jednotlivych slozek krve.
Erytrocyty a granulocyty prosly vrstvou Ficoll-Paque a usadily se na dné zkumavky, na
rozhrani Ficoll-Paque zistaly usazeny mononuklearni buriky (lymfocyty, monocyty a NK
buiiky) a vytvoiily bily prstenec, tzv. buffy coat. Uplné nejsvrchngjsi vrstvu tvorila krevni
plazma obsahujici trombocyty, cytokiny, hormony a elektrolyty (viz Obr. 7).

r

Plazma

Mononuklearni buriky

Separacni méium

Granulocyty a erytrocyty

Obr. 7 Vysledek izolace PBMC
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Nasledné bylo odebrano 1,5 ml bilého prstence sizolovanymi mononuklearnimi
buiikami do 15 ml falkony a doplnéno do plného objemu PBS pufrem. Takto pfipravena
smes byla opét centrifugovana na 200 g pii 2312 °C po dobu 20 minut. Supernatant byl
odstranén do odpadni nadoby a mononuklearni buiky usazené na dné falkony
resuspendovany 1 ml PBS pufru. Nasledné byly odebrany 2 ul bunék do mikrozkumavky
a bylo pfidano 18 ul PBS pufru do finalniho objemu 20 pl. Tento krok slouzil jako

ptiprava pro dalsi krok, a tim bylo pocitani bunék.

3.2.3 Pocitani bunék

Pfi pocitani bunék se vychazelo z predchoziho postupu izolace PBMC, kdy bylo ziskano
20 ul suspenze mononuklearnich bunek v PBS pufru, ke kterym bylo pfidano 20 pl
trypanové modii. Pro samotné méfeni byla pouzita Biirkerova komirka (Obr. 10) a
svételny mikroskop. Biirkerovu komurku tvori devét velkych ctvercl, pficemz kazdy ma
obsah 1 mm?. Jeden velky &tverec je slozen ze Sestnacti malych &tvercli opét kazdy o
plose 0,04 mm?>. Mezi podlozni a kryci sklo Biirkerovy komtirky bylo napipetovano 20
ul jiz pfipravené smési a provedlo se spocitani bunék pod svételnym mikroskopem se
zveétsenim 200x (Obr. 8 a9). Do vypoctu byly brany pouze buiiky nachézejici se v jednom
z velkych ¢tverca a ty které se z obou stran dotykaly dvou zvolenych hran Ctverce, a to

horni a pravé.

efe : I
Cepth
Profondeu

0. 1058
c)

0,002¢ mim
0 04mm

Obr. 8 Vzorek suspenze bunék s pridavkem
trypanové modii pro ucely pocitani bun¢k.

®

Obr. 9 Mikroskop pouzivany
pro pocitani bunck.
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Pro vypocet koncentrace bun¢k v 1 ml suspenze byl puzit nasledujici vzorec:

4 K ... koncentrace bunék na 1 ml suspenze
ax10

a ... uréeny pocet bunék

n ... podet &tverdi

I
|
I
|
I

=4 -

0,25

Obr. 10 Burkerova komurka pouzita jako nastroj na pocitani bunck. (Pfevzato a upraveno dle
https://bdl.cz/pocitaci-komora-fuchs-rosenthal/po%C4%8Di)

3.2.4 Nastaveni reakce pro stimulaci bunék pomoci IL-6

Po stanoveni poctu bunék izolovanych z periferni krve byla provedena jejich stimulace
interleukinem-6 (IL-6). Do Sesti jamkového panelu bylo do kazdé jamky napipetovano
pomoci pipetoru 4-5 ml (dle poctu bunek) kompletniho RPMI 1640 média a pfidano
odpovidajici mnozstvi IL-6 o vysledné koncentraci 10, 50, 100 a 150 ng-ml!, pro
kontrolu byla jedna ze Sesti jamek ponechéana bez stimulace a oznacena jako NS. VSechny
jamky byly doplnény o stejné mnozstvi bunécné suspenze ziskané izolaci PBMC o finalni
koncentraci 1-2 mil. bunék / ml kompletniho média. Reakce tedy byly nastaveny dle Tab.

1.
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Tab. 1 Nastaveni mnozZstvi IL-6 (vychozi koncentrace byla 10 ng'ml") v médiu na odpovidajici
vyslednou koncentraci.

Koncentrace IL-6 (ng'ml'l) MnozZstvi IL-6 (ul) na 1 ml média
NS (bez stimulace) -

10

50 5
100 10
150 15

3.2.5 Nastaveni reakce pro inhibici bunék za pouziti inhibitora

JAK/STAT drahy

Pti nastaveni inhibicni reakce byl pouzit stejny postup jako u IL-6 s tim rozdilem, ze byly
navic do reakce pfidany dva inhibitory. Stattic pro inhibici STAT3 drahy a AZD 1480
jako inhibitor JAK2 drahy. Vysledna koncentrace obou inhibitort byla 8 pmol-1"! a IL-6
10 ng/ml. Pro kazdy vzorek byly v Sesti-jamkovém panelu vzdy pfipraveny 4 jamky
s izolovanymi bufikami (konc. 1-2 mil.-ml"). Prvni slouZila jako nestimulovana kontrola,
bunky ve druhé byly stimulované IL-6 stejné jako v kap. 3.2.4. Do zbylych dvou jamek
byl piidan inhibitor — Stattic nebo AZD 1480 o vysledné koncentraci 8 pmol-1"!. Panel
byl umistén do CO; inkubatoru na 1 hodinu. Poté byl do jamek obsahujicich inhibitory
ptidan IL-6 10 ng-ml! a buriky byly kultivovany pii 37 °C, 5 % CO2 po dobu 5-7 dnti
(Tab. 2).

Tab. 2 Nastaveni mnoZstvi IL-6 (10 ng-ml"), Stattic (10 mmol-1") a AZD 1480 (2 mmol-1"")
v médiu na odpovidajici vyslednou koncentraci.

Koncentrace IL-6 a MnozZstvi (ul) na
inhibitori 1 ml média
NS (bez stimulace) -
10 ng-ml™” IL-6 1
8 pmol-1" Stattic 0.8
8 umol-1" AZD 1480 4
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3.2.6 Povrchové barveni bunék pomoci markeru B lymfocyta a Gd-

IgAl

Nejprve byly vyjmuty Sesti jamkové panely se vzorky z CO» inkubatoru a byly vlozeny
do flow boxu. Obsahy jednotlivych jamek byly pfepipetovany do fadné popsanych 15 ml
falkon a cely objem byl cetrifugovan po dobu 5 minut pfi zrychleni 250 g za pokojové
teploty (RT). Supernatant byl nasledné odsan a pelet resuspendovan v 50 ul 0,05%
roztoku Subtilisinu A a ponechan inkubovat 2 hodiny pfi RT. Nasledné byly objemy
vzorkl prepipetovany do 1,5 ml eppendorfek a smés byla promyta 1 ml PBS. Poté byla
provedena opét cenrifugace po dobu 5 minut pii zrychleni 250 g a RT. Supernatant byl
opét odstranén, ale bylo nutné postupovat opatrné, jelikoz peleta méa tendence se
odlepovat. Dale byla provedena blokace Fc receptort pridanim 50 pl 10% lidského séra
v PBS pufru pro kazdou reakci. Blokace trvala 10 minut za RT. Nasledovalo promyti 1
ml PBS pufru, centrifugace po dobu 5 minut pfi RT a otackach 250 g. Po odstranéni
supernatantu byly pelety resuspendovany roztokem 50 pl 5% FBS (fetalniho bovinniho
séra) v PBS pufru a byla pridana galaktosa-deficientni protilatka Gd-IgA 35A12 o
koncentraci 0,57 mg-ml™' v konjugaci s biotinem. Vzorky byly ponechany inkubovat
v inkubéatoru 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Nasledovalo promyti 1 ml PBS a centrifugace
(250 g, 5 min. a RT). Do kazdé reakce bylo pfidano 50 pl roztoku 5% FBS v PBS s
protilatkami (anti-CD19, anti-IgA a Streptavidin) dle Tab. 3.

Takto pfipravena smés byla inkubovana po dobu 30 minut za RT ve tmé kvili
pfitomnym fluorochromim. Po inkubaci nasledovalo promyti 1 ml PBS pufru,
centrifugace (250 g, 5 min. a RT) a odsati supernatantu. Vysledny bunécny pelet byl
resuspendovan ve 200 ul PBS pufru a cely objem od kazdého vzorku byl pienesen do

cytometrickych zkumavek a bylo provedeno méfeni pomoci pratokového cytometru.

Tab. 3: Mnozstvi pouzité protilatky s pfislusnym fluorochromem na jednu reakei.

Marker Fhuorochrom Mnozstvi na jednu reakci
(ub)
CD19 PE-eFluor610 5
[gA Fitc 2
Streptavidin PE 0.25 (1:200)
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3.2.7 Nastaveni knihovny pro pouziti pritokové cytometrie v

experimentu

Pred praci se samotnymi vzorky byl proveden experiment s cilem tvorby knihovny
fluorochromii pouzitych v méteni. K navazani fluorescencné znacenych protilatek byly
vyuzity UltraComp eBeads™ stavajici se ze dvou populaci. Prvni vaze specificky
protilatku a druha nevaze vibec, ¢imz slouzi jako negativni kontrola.
Nastaveni bylo provedeno u tfi fluorochromii, k ¢emuz byly vyuzity pravé ony
polystyrenové kulicky. Piehled fluorochromt viz Tab. 4. Kazda z oznaCenych zkumavek
obsahovala jednu kapku UltraComp eBeads. Nasledné byly do kazdé zkumavky zvIast
pfidany 3 pl anti-IgA, anti-Gd-IgAl a anti-CD19 protilatky a smés byla dikladné
promichéna za pouziti vortexu. Nasledné probehla 15 minutova inkubace ve tmé. Po
inkubaci byl pfidan 1 ml PBS pufru na promyti a provedena centrifugace po dobu 5 minut
pii 250 g a RT. Supernatant byl odsat a do kazdé zkumavky bylo ptidano 200 ul PBS
pufru. Cely obsah kazdé zkumavky s riznymi fluorochromy byl piepipetovan do
cytometrickych zkumavek a nastavena knihovna. Intenzita fluorescence piislusného
fluorochromu byla detekovana diky zménam napéti na laserech (oznacované jako PMT)
v rozmezi od 10%-10° s po¢tem udalosti nastavenym na 5000.

Zaucelem nasledného méteni exprese bunécného markeru v piipade experimentu byla
pouzita vySe nastavena knihovna zméfenych fluorochromt se saturaCnim pomérem
mensim jak 1% a spoleCna voltage stejné jako intenzita laseru (PMT) byla u vSech vzorkt

shodna (Obr. 11).

Tab. 4 Pichled protilatek a jejich fluorochromi pro ucel sestaveni knihovny

Marlcer Fluorochrom

Igh FITC
Gd-IgAl PE
CD19 PE-eFluor610
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Threshold Value: 10.4%
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Obr. 11 Nastaveni knihovny fluorochromu pro CD19-PE-AlexaFluor610.
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4 VYSLEDKY

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla rozdélena do tii etap. Nejprve bylo dilezité si
navrhnout experiment vytvofenim knihovny fluorochroma na priatokovém cytometru
s cilem nasledného méfeni bunek pozitivnich na goat anti-human IgA-FITC, anti-CD19-
PE-eFluor 610 a mouse anti-human Gd-IgA1-biotin protilatku pouzivanych k detekci B
lymfocytd v periferni krvi. V dal§i fazi probéhl odbér vendzni krve pacientt
s prokdzanym onemocnénim IgA nefropatii, a to u Ctyf 1éCenych na kortikosteroidnim
preparatu nazyvaném Prednison a Ctyf nelécenych, ktefti slouzili jako kontroly. U téchto
pacienti byla z nesrazlivé krve provedena izolace perifernich mononuklearnich bunék
(PBMC), ktera probéhla uspésné. Nasledné byly buiiky povrchové nabarveny, spocitany
a nastavena reakce. Pfi nastaveni reakce byly zvoleny dva pfistupy. Nejprve byla
provedena experimentalni ¢ast u léCenych i neléCenych pacientd, kdy jsme provedli
stimulaci bun€k koncentracni fadou IL-6 (10, 50, 100 a 150 ng~m1'1) za cilem vybrat
nejlepsi koncentraci pouzivanou v pribéhu celého experimentu. Jako dalsi pfistup bylo
vyuzito srovnani buné€k stimulovanych IL-6 a bunék inhibovanych s pomoci JAK/STAT
inhibitora signalnich drah diferenciace B lymfocytq, a to Stattic a AZD 1480. V posledni
etap€ bylo provedeno srovnani procentualniho zastoupeni bunék CD19%, sIgA*™ a Gd-
IgA1l mezi léCenymi a neléCenymi pacienty. Rovnéz bylo provedeno porovnani
prumérnych hodnot MFI (,,mean fluorescence intensity”) pro vyse zminéné typy B
lymfocytarnich bunék. Analyza byla provedena metodou pratokové cytometrie. Zpusob

gatovani pouzivany pro jednotlivé subpopulace zachycuje Obr. 12.

Single Colls

Lymphocyles FEC-A : FSC - Aréd
8BTS

ESC-A - FEE - Arsa
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Obr. 12 Zachyceni zplisobu gatovani na prikladu IgAN pacienta neléceného a stimulovaného
IL-6 o koncentraci 10 ng-ml!. A - oznaéuje lymfocyty, B - jednotlivé buriiky, C - CD19*
buriky z lymfocytii a D - sIgA* z CD19* bunck.

PE-aFluanS 104 = COTON @ PE-aFuons 10 - Arep FITCA - sigd N : FITC « Arpa

X i
S50-A 0 550 - Ava E5C-A = 550 - Arsa

4.1 Stimulace izolovanych PBMC pomoci IL-6

Pfi tomto experimentu byla nastavena koncentracni fada IL-6 vychazejici z doposud
ziskanych poznatkti o IL-6. Byly tedy nastaveny celkem Ctyfi koncentrace, a to 10, 50,
100 a 150 ng-ml™! pti¢emz u ¢lovéka se setkAvame s maximalni koncentraci 10 ng-ml™.
Tento pleiotropni prozanétlivy cytokin produkovany T lymfocyty a makrofagy v reakci
na probihajici zanét nebo tkanové poskozeni v téle u pacientli trpicich IgAN je jednim
s charakteristickych znak(i miry vyskytu zanétu. Slouzi tedy jako signal prokazujici
v naSem téle ptitomnost zanétlivé reakce stimulaci proteint akutni faze nebo proliferaci
B lymfocytt a neutrofilti v téle. Byly tedy pouzity buriky Ctyf 1éCenych a Ctyf neléCenych
IgA nefropatickych pacientti stimulovanych vyse zminénou koncentracni fadou IL-6 a
jako kontrola vzdy poslouzil jeden nestimulovany vzorek. Cilem tohoto experimentu bylo
prokazat ucinek IL-6 na stimulaci B lymfocytd u pacientt trpicich IgAN, u kterych neni
nasazena léCba v porovnani s pacienty léCenymi pomoci kortikosteroidni 1écby
prednisonem. Bylo cileno zejména na prukaznost pfitomnosti bunék CD19* z celkovych
lymfocytd, sIgA™ zCD19* a Gd-IgAl zslIgA*. Zjistili jsme, ze IL-6 u neléCenych
pacientd s rostouci koncentraci IL-6 zptusobuje stimulaci tvorby IgA, ktera se blizi 30 %
v porovnani s léCenymi pacienty na kortikosteroidech (dale jen KS), u kterych stimulace
IgA nebyla dostaten& G¢inna. Nejucinngjsi ve stimulaci byla koncentrace 10 ng-ml! a
naopak nejméné uc¢inna byla koncentrace 150 ng-ml™!. Na Obr. 13-16 je vidét zastoupeni

CD197, sIgA*™ a Gd-IgA1 B lymfocyta v periferni krvi neléCenych pacientli bez stimulace.
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Obr. 13 Zachyceni procentualniho zastoupeni SC bun¢k u nelécenych a nestimulovanych
pacientu.
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Obr. 14 Zachyceni procentualniho zastoupeni CDI19* bunék zlymfocyti u neléCenych a
nestimulovanych pacientu.
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Obr. 15 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CDI19* bun¢k u nelééenych a
nestimulovanych pacientu.
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Obr. 16 Zachyceni procentualniho zastoupeni Gd-IgA1 B lymfocytil z sIgA* bunck u nelééenych
a nestimulovanych pacienta.

Vysledky na Obr. 17-20 ukazuji zastoupeni CD19%, sIgA*™ a Gd-IgA1 B lymfocyti u
léCenych pacienti bez stimulace. U léCenych pacentd je patrny narist v poctu B

lymfocytt, pokles CD19* bunék a zvySeni sIgA* B lymfocyti a Gd-IgA1 B lymfocyta.
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Obr. 17 Zachyceni procentualniho zastoupeni SC bunék u 1é¢enych a nestimulovanych pacienta.
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Obr. 18 Zachyceni procentualniho zastoupeni CD19* bunék zlymfocyti u léCenych a
nestimulovanych pacientu.
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Obr. 19 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocytid u lééenych a
nestimulovanych pacientu.
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Obr. 20 Zachyceni procentualniho zastoupeni slgA* z CDI19* lymfocyti u lécenych a
nestimulovanych pacientu.

Na Obr. 21-24 je zachyceno srovnani zastoupeni sIgA™ B lymfocyti u nelécenych
v porovnani s 1éCenymi pacienty pro rizné koncentrace IL-6. Rozdily ve stimulaci sIgA*
B lymfocyti jsou patrné zejména u nelééenych pacient(l, kdy uz koncentrace 10 ng-ml!
je dostateCna na to, aby doslo ke zvySeni hladiny sIgA* B lymfocytt. U lé¢enych pacientt
ma stimulace pomoci cytokinu IL-6 rovnéz pozitivni vliv, ovSem v porovnani

s neléCenymi se stimulace tvorby sIgA™ B lymfocyty jevila jako vice ucinna. Hladina Gd-
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IgA1 B lymfocyta (Obr. 25-28) méla po stimulaci IL-6 u neléCenych pacientti rovnéz
stoupajici tendenci, u 1éCenych pacientt byla hladina Gd-IgA1 B lymfocyta kolisava, ale
meéla spiSe klesajici charakter v porovnani s neléCenymi pacienty, kdy jeho stimulace

klesala az po dosazeni koncentrace 50 ng-ml™.
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Obr. 21 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocyti u nelécenych (A) a
léGenych (B) pacienta po stimulaci 10 ng-ml™ IL-6.
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Obr. 22 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocyti u nelécenych (A) a
1é&enych (B) pacientti po stimulaci 50 ng-ml™! IL-6.
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Obr. 23 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocytt u nelécenych (A) a
1é&enych (B) pacientti po stimulaci 100 ng-ml™! IL-6.
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Obr. 24 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocyti u nelécenych (A) a
léenych (B) pacientu po stimulaci 150 ng-ml! IL-6.

44



Obr. 25 Zachyceni procentualniho zastoupeni Gd-IgAl z sIgA* B lymfocyti u nelécenych (A) a

PE-A :: Strpt : PE - Area

léenych (B) pacientu po stimulaci 10 ng-ml! IL-6.
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Obr. 26 Zachyceni procentudlniho zastoupeni Gd-IgAl z sIgA* bun¢k u neléCenych (A) a
1é&enych (B) pacientti po stimulaci 50 ng-ml™! IL-6.
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Obr. 27 Zachyceni procentualniho zastoupeni Gd-IgA1l z sigA* B lymfocytt u nelééenych (A) a
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Obr. 28 Zachyceni procentualniho zastoupeni Gd-IgA1l z sIgA* B lymfocyti u nelécenych (A) a
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Z nize uvedenych grafi (Obr. 29) lze konstatovat, ze po stimulaci IL-6 doslo pouze k
mirnému zvySeni hladiny CD19* lymfocyt a sIgA* B lymfocytd u neléCenych pacientd.
Naopak exprese Gd-IgA1 B lymfocytd u neléCenych pacientd jiz pii nizké koncentraci
IL-6 nartstala (Obr. 30). Na zakladé téchto vysledktu byla pro dalsi ucely vyzkumu
vybrana pravé nejniz§i koncentrace IL-6, protoze se jevi jako dostaCujici pro

charakterizaci chovani bunék.
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Obr. 29 Grafy znazomujici zmény v procentudlnim zastoupeni CD19* a sIgA* B lymfocyti
v disledku zmény koncentrace IL-6 u nelécenych pacientt (bez KS). Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 30 Graf znazorfiujici zmény v procentualnim zastoupeni Gd-IgA1l z sIgA* B lymfocyta
v disledku zmény koncentrace IL-6 u nelécenych pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Vseobecné lze fici, ze pii vysokych koncentracich IL-6 se hladina CD19* lymfocyta
snizuje v pripade neléCenych i 1éCenych pacientt (Obr. 31). U sIgA* B lymfocytt doslo
v zavislosti na zvysujici se koncentraci IL-6 ke snizeni exprese jak u neléenych, tak
lécenych pacientli v porovnani s nestimulovanymi (Obr. 32). V piipadé Gd-IgAl B
lymfocytd bylo mozné pozorovat narast v zavislosti na zvysujici se koncentraci 1L-6
zejména u neléCenych pacientl, u léCenych jeho exprese klesala, coz mize souviset

s u¢inkem KS (Obr. 33).
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Obr. 31 Graf znazomiujici zmény v procentudlnim zastoupeni CD19* lymfocyti v disledku
zmény koncentrace IL-6 ve srovnani neléceni vs. 1éCeni pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 32 Graf znazomiujici zmény v procentualnim zastoupeni slgA* z CDI19* lymfocytu
v disledku zmény koncentrace IL-6 ve srovnani neléceni vs. 1éCeni pacienti. Hodnoty byly
vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 33 Graf znazomujici zmény v procentualnim zastoupeni Gd-IgAl z sIgA* B lymfocytu
v disledku zmény koncentrace IL-6 ve srovnani neléceni vs. 1éCeni pacienti. Hodnoty byly
vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.

Pokud je srovnavano procentualni zastoupeni CDI19" lymfocytd mezi
nestimulovanymi a stimulovanymi butikami IL-6 u neléCenych a 1éCenych pacientt tak je
patrné, ze s ohledem na odchylku méfeni nedochazi k vyraznému poklesu ani narastu
(Obr. 34) ovSsem pokud by se vzala v potaz prumérna hodnota intenzity fluorescence

(oznacovana jako MFI, mean fluorescence intensity), tak z grafu jasn€ vyplyva, ze
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intenzita exprese CD19" molekuly na povrchu B lymfocyti jak pro kontroly tak pro KS
se celkové snizuje (Obr. 36). Ve srovnani neléCenych a KS hodnot MFI pro
nestimulované CD 19" buiiky je patrny signifikantni rozdil v expresi, coz mize byt dano
pravé ucinky kortikosteroidni 1éCby, ktera patrné€ zpusobi zablokovani procesu zrani
bunék (Obr. 35).

Pro sIgA* B lymfocyty je jiz z grafu procentualniho zastoupeni patrny rozdil mezi
nelécenymi a KS, coz vyplyva i z hodnot MFI, ze se opakuje situace jako v ptfipade
CD19%, a to, ze opét dochazi ke snizeni exprese populace sIgA™ B lymfocyta po stimulaci

IL-6 (Obr. 34 a 37).
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Obr. 34 Grafy znazomiujici zmény v procentualnim zastoupeni CD19" a sIgA* B lymfocyti ve
srovnani nestimulovani a stimulovani nelééeni vs. 1éceni pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 35 Graf znazoriiujici zmény v primérnych hodnotach intenzity exprese Gd-IgAl z sIgA*
nestimulovanych bunck ve srovnani neléceni vs. 1éceni pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou neparového t-testu s pouzitim Tukey post-hoc testu, kdy plati *p < 0.05.
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Obr. 36 Graf znazomujici zmény v prumémych hodnotach intenzity exprese CD19* lymfocyti
ve srovnani nestimulovani a stimulovani nelécenti vs. 1é¢eni pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny
statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 37 Graf znazorfiujici zmény v prumérnych hodnotach intenzity exprese slgA* z CD19*
lymfocyti ve srovnani nestimulovani a stimulovani neléceni vs. 1é¢eni pacienti. Hodnoty byly
vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.

Jak vyplyva z grafti na Obr. 38 a 39 je chovani a tedy exprese Gd-IgA1 B lymfocyta

v nesouladu s expresi CD19" lymfocyti a sIgA* B lymfocytli, protoze zde plati, ze

exprese Gd-IgAl se s rostouci koncentraci IL-6 zvySuje.
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Obr. 38 Graf znazomujici zmény v procentualnim zastoupeni Gd-IgA1 z sIgA* bun€k ve srovnani
nestimulovani a stimulovani neléceni vs. [é¢eni pacienti. Hodnoty byly vyhodnoceny statistickou

metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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Obr. 39 Graf znazomujici zmény v primérnych hodnotach intenzity exprese Gd-IgAl z sIgA* B
lymfocyti ve srovnani nestimulovani a stimulovani neléceni vs. 1éCeni pacienti. Hodnoty byly
vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey post-hoc testu.
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4.2 Kultivace PBMC s inhibitory Stattic a AZD 1480

Kromé stanoveni vlivu cytokinu IL-6, ktery mél na populaci sIgA*™ B lymfocyti
stimulujici charakter bylo pfistoupeno i k oveéfeni opacné situace. Bunécné suspenze
izolovana z periferni krve péti neléCenych pacienti byla podrobena inhibi¢ni reakci
stimulace IL.-6 za pouziti inhibitoru Stattic, jakozto inhibitoru STAT3 drahy a AZD 1480
pro inhibici JAK1/2 signalni drahy v diferenciaci B lymfocyti za cilem stanoveni
pfimého vlivu inhibitord na nékterou ze subpopulaci B lymfocyti. Pro spravné
vyhodnoceni byl krom¢ inhibicnich reakci ponechan vzorek uplné bez stimulace jako
kontrola a jeden byl opét stimulovan koncentraci IL-6, a to 10 ng-ml"! . Vysledky
zachycuji nasledujici obrazky, kdy byl zjistén pokles hladiny populace povrchovych
molekul, coz se projevilo tibytkem jak CD19%, tak i sigA™ B lymfocyta (Obr. 40, 41, 43
add).

Graf zachycuje rozdil mezi nestimulovanymi burkami, stimulovanymi IL-6 a
inhibovanymi. Lze tedy fici, ze po pfidavku IL-6 doslo ke stimulaci exprese, ktera byla
na urovni inhibitoru AZD 1480 potlacena jiz v pripadé CD19" bunék (Obr. 42). V piipadé
Stattic inhibitoru se takovy inhibicni efekt projevil az na Grovni sIgA* B lymfocyta, kdy
doslo k vyraznému snizeni sIgA* populace (Obr. 45). Prudké snizeni procentualniho
zastoupeni sIgA™ B lymfocytd zpusobilo sekundarné takové snizeni Gd-IgAl B
lymfocytd, ze jiz nebylo mozné je detekovat. Z naSich vysledki mizeme stanovit
hypotézu, ze produkce Gd-IgAl bunék by mohla byt ovlivnéna JAK signalni drahou,
ktera je vyrazné ovliviiovana AZD 1480 inhibitorem, ale pouze sekundarné snizenim
populace CD19" bun¢k (Obr. 46-48). Stejné tak inhibitor Stattic je schopny ovlivnit
produkci Gd-IgA 1 bunék pouze prostfednictvim poklesu nadfazené IgA* populace.
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Obr. 40 Zachyceni procentualniho zastoupeni CD19* bunck zlymfocyti u nelécenych a
nestimulovanych pacientt (A) ve srovnani se stimulovanymi buiikami 10 ng-ml! IL-6 (B).
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Obr. 41 Zachyceni procentualniho zastoupeni CD19* bunék zlymfocytd u nelécenych a
stimulovanych pacientu 10 ng-ml!' IL-6 za pouZiti inhibitoru Stattic (A) a AZD 1480 (B).
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Obr. 42 Zachyceni procentualniho zastoupeni CD19* bun¢k z lymfocyti nelécenych pacientu
nestimulovanych, stimulovanych pouze 10 ng'ml™ IL-6 a stimulovanych za pouziti inhibitora
Stattic a AZD 1480. Hodnoty byly vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey
post-hoc testu.
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Obr. 43 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* Blymfocyti u neléenych a
nestimulovanych pacientt (A) ve srovnani se stimulovanymi burikami 10 ng-ml™! IL-6 (B).
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Obr. 44 Zachyceni procentualniho zastoupeni slgA* z CD19* lymfocyti u neléenych a
stimulovanych pacientt 10 ng-ml' IL-6 za pouZziti inhibitort Stattic (A) a AZD 1480 (B).
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Obr. 45 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocyti neléCenych pacientu
nestimulovanych, stimulovanych pouze 10 ng'ml™ IL-6 a stimulovanych za pouziti inhibitora
Stattic a AZD 1480. Hodnoty byly vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey
post-hoc testu.
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Obr. 46 Zachyceni procentualniho zastoupeni slgA* bun¢k z CD19* lymfocyti u nelécenych a
nestimulovanych pacientt (A) ve srovnani se stimulovanymi burikami 10 ng-ml™! IL-6 (B).
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Obr. 47 Zachyceni procentualniho zastoupeni sIgA* z CD19* lymfocyti u nelécenych a
stimulovanych pacientii 10 ng-ml™" IL-6 za pouziti inhibitoru AZD 1480.
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Obr. 48 Zachyceni procentualniho zastoupeni Gd-IgA1 z sIgA* B lymfocyti nelécenych pacientu
nestimulovanych, stimulovanych pouze 10 ng-ml' IL-6 a stimulovanych za pouziti inhibitora
Stattic a AZD 1480. Hodnoty byly vyhodnoceny statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey
post-hoc testu.
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S DISKUZE

V predkladané experimentalni ¢asti diplomové prace je provedeno srovnani exprese
povrchovych diferenciacnich antigent B lymfocytd. Typickym piikladem jsou buiky
CD19*lymfocyti, sigA* B lymfocytl a galaktosa deficientni IgA1 B lymfocyti (zkracené
Gd-IgAl). Stanoveni subpopulaci B lymfocytd bylo provedeno za cilem pochopeni
souvislosti ve zméné€ exprese a diagnoze. Na zaklad€ poznatkd védcu, ktefi se zabyvali
problematikou srovnani léCenych a neléCenych pacientd, bylo prokazano, Zze
prednisonova terapie je u¢inna zejména ve snizeni hladiny sIgA™ a v navaznosti na to i
Gd-IgAl, jejichz ptitomnost v periferni krvi je hlavnim indikatorem onemocnéni IgA
nefropatie. K tvorbé Gd-IgA1 mize dochazet zejména piedcasnou sialylaci povrchovych
glykoproteini. Za béznych podminek dochazi k navazani galaktosy na N-
acetylgalaktosamin, a poté az kvazbé kyseliny sialové v procesu posttranslacni
modifikace v pantové oblasti tézkého fet€ézce molekuly IgAl. U Gd-IgA1l molekul se
ovSem navaze na N-acetylgalaktosamin nejprve kyselina sialova, ktera zabrani ve vazbé
galaktose a tim dochazi k tvorbé Gd-IgAl. Gd-IgAl je rozpoznan v ramci obranného
mechanismu organismu IgG protilatkou, ktera se na né¢ho vaze a vytvari cirkulujici
imunitni komplexy, které se hromadi v glomerulech a zpusobuji proliferaci
mesangialnich bun¢k, a tedy rozvoj onemocnéni.

Pro ucely experimentéalni Casti diplomové prace byla pouzita Gd-IgAl (35A12)
protilatka poskytnuta védci z Lékarské fakulty Univerzity Fujita v Japonsku. Specifita
této protilatky byla srovnéana se specifitou dosud v literatute Castéji zminované KMS55.
Protilatka 35A12 ani zadna jina nebyla dosud vyuzita k vyzkumu tykajiciho se inhibitort
JAK/STAT signalnich drah (Stattic a AZD 1480). Jejich t¢inek na B lymfocyty izolované
z periferni krve pacientd trpicich IgAN byl popsan poprvé v této praci.

Jak bylo v zapéti zjiSténo, tato zvolena strategie vyzkumu byla velice naroCna
z hlediska prubé&hu izolace, jelikoz bylo pracovano s krvi pacientd, bylo nutné brat velky
ohled na spravnou manipulaci se vzorky, aby nedoslo k jejich kontaminaci v prabéhu
izolace. Rovnéz i1 z pohledu vyhodnocovani se pti vyzkumu objevila fada uskali. Jednim
z nich je napfiklad to, ze se jedna o periferni krev riznych pacientl z hlediska veku,
pohlavi, stupné diagnézy IgAN ¢i moznych jinych onemocnéni. Pii analyze je tudiz nutné
pocitat s moznymi odchylkami. Zohlednit je nutno i pocCet pacientd, jelikoz vyzkum byl
provadén v obdobi, kdy byly podminky stizeny pandemii COVID-19. Pocet pacientt byl
v piipadé stimulace IL-6 roven osmi (Ctyii IgAN bez 1écby a ¢tyfi kontrolni bez KS).
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Inhibicni eseje byly provedeny u péti neléenych IgAN pacientdl, a proto pfistupujeme
k vysledkim jako ke zpusobu charakterizace této nov€é pouzivané anti-Gd-IgAl
protilatky. Nicméné l1ze z téchto analyz vyvodit mnoho zajimavych poznatki ohledné
chovani CD19* lymfocytid, sIgA* a Gd-IgAl B lymfocyti z pohledu procentualniho
zastoupeni bun€k IgAN pacientl bez a s kortikosteroidni 1écbou.

Suspenze bun¢k byly hlavné podrobeny stimulaci IL-6, jakozto prozanétlivym
cytokinem, a to u pacientt s [gAN bez KS i s KS a rovné€z i inhibici stimulace IL-6
pomoci Stattic a AZD 1480 inhibitort. Prace s inhibitory byla dosti stizena, a to zejména
u Stattic inhibitoru pro STAT3 signalni drahu, jelikoz tento inhibitor je pro buriky
pomeérné toxicky, a proto byla zkracena i doba inkubace na Ctyfi dny v porovnani s 1L-6,
ktery byl inkubovan sedm dni.

Pro analyzu bunécnych populaci B lymfocytt byla zamérné zvolena metoda pritokové
cytometrie, ktera, jak ukazal nedavny vyzkum z letoSniho roku 2022, ktery byl proveden
tymem védcl z Ustavu imunologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
byla velmi efektivné pouzita napfiklad 1 pro fenotypizaci mb-Gd-IgAl (35A12) B
lymfocytt z periferni krve. V této studii se v periferni krvi pacientt s [gAN podafilo
prokazat, Zze membranové vazané Gd-IgA1* buriky preferencné exprimuji A lehké fetézce
na rozil od celkovych IgA*, IgG" nebo IgM* bunek, které preferuji k expresi « lehky
fetézec u vSech analyzovanych skupin, a proto 1ze povazovat ptitomnost A lehkého fetézce

za jednu z moznych dalSich charakteristik pro IgAN (Zachova et al., 2022).
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6 ZAVER

V teoretické Casti byla rozebrana problematika IgA nefropatie, a to ve vztahu k tvorbé
galaktosa-deficientniho IgA1 a nejnovéjSich poznatkt v této oblasti zahrnujici rovnéz i
seznameni se s hypotézou Ctyt hiti. Podstatna ¢ast reSerSe byla vénovana B lymfocytim
a jejich diferenciaci a v neposledni fadé¢ 1 IL-6, jakozto prozanétlivého cytokinu
ovliviiyjictho expresi B lymfocytarnich subpopulaci jako jsou naptiklad CD19*
lymfocyty. Rovnéz byly rozebrany i signalni drahy JAK1/2 a STAT3, na jejichz inhibici
se podileji pravé v experimentalni Casti pouzivané inhibitory Stattic a AZD 1480.

Experimentalni ¢ast diplomové prace zahrnovala analyzu bunek z periferni krve IgAN
pacientt, které byly nasledné stimulovany a inhibovany za tcelem charakterizace Gd-
IgA1 B lymfocytt a podrobeny analyze pomoci pritokové cytometrie. Nejprve tedy bylo
provedeno u neléCenych pacient srovnani nejvhodnéjsi koncentrace IL-6 pro nastaveni
stimulacnich a inhibi¢nich reakci. Dle ziskanych dat byla touto koncentraci prave 10
ng'ml!. Dale bylo provedeno srovnani uginku nejniz§i koncentrace IL-6 a
nestimulovanych bunék u neléCenych a kortikosteroidy 1éCenych pacientd. Bylo zjisténo,
ze IL-6 zpusobuje rychlejsi dozravani B lymfocytt a tim ovliviiuje expresi Gd-IgAl B
lymfocytd, coz by bylo pro pribéh nemoci pomémeé nepfiznivé. Z vysledkli ovSem
vyplyva, ze ucinkem IL-6 se snizuje populace CD19" a sIgA* B lymfocytd a naopak se
zvySuje zastoupeni Gd-IgA1l B lymfocytl, coz by znamenalo, ze exprese Gd-IgAl B
lymfocytd neni pfimo zavisla na sIgA™ B lymfocytech. CD19" molekuly se vice
exprimovaly na povrchu bunék u 1écenych pacientd, protoze doslo nejspise k zablokovani
bunécného zrani v obdobi kultivace. Lze tedy fici, ze kortikosteroidy diky svému
pleiotropnimu efektu jsou schopny tlumit jiné vedlejsi pfiznaky nemoci nez je prave
exprese Gd-IgA1 B lymfocyth.

Vysledkem inhibi¢nich reakci bylo zjisténi, Ze oba inhibitory maji do jisté miry vliv
na expresi CD19" i sIgA* B lymfocytii ovSem, co bylo podstatné, tak Stattic nezpusobil
inhibici jiz CD19* bungk, ale inhiboval az expresi sIgA* bun¢k z CD19" lymfocytt, coz
se projevilo naprostym sniZzenim procentualniho zastoupeni Gd-IgA1 B lymfocytl, Ze jej
nebylo mozné zméfit, a proto se nabizi otazka, zda pii diferenciaci Gd-IgA1 B lymfocytu
nedochazi Castéji k aktivaci JAK1/2 signalni drahy, protoze inhibitor AZD 1480 bylo
mozné analyzovat ve vSech zkoumanych populacich B lymfocytd. Problematika studia
Gd-IgA1l diferenciace a exprese na bunééné urovni je uplné nové téma, které by melo

byt potencialnim predmétem dal§iho zkoumani.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA4
APRIL
ATRI
BAFF
BAFF-R
BCMA
BCR
BLyS
Cl1Gal-T1
CIC
CLP
CSR
CXCLI2
DMSO
E2A
EBF
FDC
FITC
Gal
GalNAc
GalNAcT
Gd-IgAl
gp130
HSA
HSC
IgAN
IL-6
IL-6R
ITAM
JAK
LTB4
MASP
MBL
MFI
MGPN

anti-gangliosidova monoklonalni protilatka
ligand vyvolavajici proliferaci bunck
angiotensin II receptor 1

aktivacni faktor B lymfocytu
receptor aktiva¢niho faktoru B lymfocytu
antigen pro zrani B lymfocyta
receptor B lymfocyti

stimulator B lymfocytu

core 1 B-1,3 galaktosyltransferasa
cirkulujici imunitni komplexy
spole¢ny lymfoini progenitor
class-switch recombination

gen kodujici chemokin 12
dimethylsulfoxid

transkripéni regulator

early B cell factor

folikulami dendriticka buika
fluorescein-5-isothiokyanat
galaktosa

N-acetylgalaktosamin
N-acetylgalaktosamin transferasa
galaktosové-deficientni IgA1
glykoprotein 130

tepelné stabilni antigen
hematopoetické kmenové buiky
IgA nefropatie

interleukin 6

receptor interleukinu-6

motiv aktivace na bazi imunoreceptoru tyrosinu
Janusova kinasa

leukotrien B4

serinova proteasa asociovana s MBL
manosu vazajici lektin

mean fluorescence intensity

membranoproliferativni glomerulonefritida
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mlgA
MHC
NeuNAc
NK
KS
PBS
PBMC
plgA
plgR
ROR
ROS
RPMI
SC
SHM
SIgA
sIL-6R
STAT
TACI
Tth
TLR
TNF

monomerni IgA

hlavni histokompatibilni komplex

kyselina sialova

natural killers (pfirozeni zabijeci)
kortikosteroidy

fosfatovy pufr

mononuklearni buriky perifemni krve
polymerni IgA

polymerni imunoglobulinovy receptor
Retinoid-related Orphan Receptor
reaktivni forma kysliku

Roswell Park Memorial Institute Medium
sekrecni slozka

somaticka hypermutace

sekrecni forma imunoglobulinu A
rozpustna forma IL-6 receptoru
pfevodniky signalu a aktivatory transkripce
transmembranovy aktivator a CAML interaktor
folikularni pomocné T lymfocyty

toll-like receptor

tumor necrosis factor
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