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e Popis IgA nefropatie

e T-lymfocytarne subpopulécie

e T lymfocyty zapojené v IgA nefropatii
e [ahké ret'azce imunoglobulinov

e Princip sortovania buniek
Prakticka Cast”:

e Zoznamenie sa so sortovanim §pecifickych bunkovych populéacii pomocou sortera

e Optimalizacia sortovania buniek do réznych formatov (tkanivovy plast,
mikroskopické sklicka)

e Detekcia populacii T lymfocytov prispievajucich k produkcii Gd-IgA

e Analyza l'ahkych retazcov Gd-IgA u sortovanych IgA lymfocytov po stimulacii

IL-6 pomocou fluorescencnej mikroskopie



1 UVOD

IgA nefropatia je celosvetovo najcCastejSou formou primarnej glomerulonefritidy
a hlavnou pri¢inou zlyhania obliciek uludi (Tang et al., 2020). Konecné Stadium
renalneho ochorenia sa rozvinie priblizne u 40 % pacientov do 20 rokov od diagnozy.
(Sallustio et al., 2019). Okrem zlyhania obli¢iek su dalSimi prejavmi ochorenia
hematuria, proteinuria, hypertenzia ¢i infekcia hornych dychacich ciest. Postihovat mdze
vSetky vekové skupiny (Knoppova et al., 2016).

Klicovym procesom v patogenéze je nadmernd expresia molekul imunoglobulinu A1l
s nizkou galaktozylaciou (Tang et al., 2020). Na tieto galaktozyl-deficitné
imunoglobuliny Al sa viazu autoprotilatky za vzniku cirkulujucich imunitnych
komplexov, ktoré sa ukladaju v glomeruloch obli¢iek. Dochadza tak k aktivacii
mezangialnych buniek a spusteniu neprimeranej imunitnej odpovede, ¢o poskodzuje tento
organ (Hassler, 2020).

S patogenézou uzko suvisia T lymfocyty. B lymfocyty su zodpovedné za produkciu
imunoglobulinov, pricom aktivacia produkcie je regulovana T bunkami (Sallustio et al.,
2019). Imunitnd abnormalita T buniek sa prejavuje abnormalnou signalizaciou
a zmenami v odpovedi B buniek (Tang et al., 2020).

IgA nefropaticki pacienti v porovnani so zdravymi jedincami maji v obehu niektoré
populacie T pomocnych buniek zastupené viac, niektoré naopak menej. ZvySené st napriklad
subpopulacie T pomocnych lymfocytov Th2 a Thl7. Interleukiny odvodené od tychto
populacii, ako interleukin 4, 6 ¢i 17, ovplyvnuju tvorbu a aktivitu enzymov podiel’ajucich sa
na vystavbe sacharidového retazca imunoglobulinu A, ¢im narusaju jeho galaktozylaciu
(Ruszkowski et al., 2019).

Znizeny pocet buniek vobehu vykazuyja T pomocné lymfocyty Thl a T regulacné
lymfocyty. Thl lymfocyty produkuju interferon y, ktory ma pravdepodobne preventivne
ucinky proti progresii IgA nefropatie. T regulacné lymfocyty zas ochrafiuji ludsky
organizmus pred autoimunitnymi reakciami (Ruszkowski et al., 2019).

Folikularne pomocné T lymfocyty sa moézu tiez podielat’ na zvySenej syntéze
imunoglobulinu A a jeho galaktozyl-deficitnej forme prostrednictvom interleukinu 21. Tento
interleukin reguluje tvorbu enzymu regulujiceho produkciu imunoglobulinu A (Ruszkowski
et al., 2019). Na spustenie produkcie interleukinu 21 T pomocnymi bunkami je potrebny

interleukin 6 (Diehl et al., 2012). Interleukin 6 je zaroven v IgA nefropatii negativnym



faktorom. ktory zvysuje produkciu imunoglobulinu A a galaktozyl-deficitného IgA (Groza
et al., 2022).

Pre IgA nefropatiu je charakteristické, ze v glomerularnych depozitoch prevladaja
I'ahké retazce lambda nad kappa (Ravipati et al., 2022). Rovnako je tomu v cirkulujacich
bunkach exprimujucich galaktozyl-deficitny imunoglobulin A (Zachova et al., 2022).
Tato prevaha nie je dobre pochopena, ale mozno suvisi so zvySenou afinitou
k mezangiélnej depozicii (Ravipati et al., 2022).

IgA nefropatia je ochorenie, pre ktorti neexistuje Specifickd terapia a neobjasnené
su mnohé procesy patogenézy (Hassler, 2020). Preto je dobré toto ochorenie dalej

Studovat.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 IgA nefropatia

IgA nefropatia (IgAN) je autoimunitné ochorenie a najbeznejSia primarna
glomerulonefritida na svete (Knoppova et al., 2016), ktora bola prvykrat opisana
Bergerom a Hinglaisom v roku 1968. Imunohistologicky je definovana pritomnostou
glomerularnych depozitov, ktoré su sprevadzané roznymi histopatologickymi léziami
(Donadio & Grande, 2002). Depozity su tvorené imunoglobulinom A (IgA), ktory je
vyluéne z podtriedy IgAl (Ohyama et al., 2021), pricom v nich prevazuje aberantne
glykozylovana forma tohto imunoglobulinu (Reily et al., 2014). Okrem IgA je Casto
pritomny aj komplementovy protein 3 (C3) s IgG, IgM alebo obidvoma imunoglobulinmi
sucasne (Knoppova et al., 2016). Aj ked’ ma IgAN zvycajne benigny klinicky priebeh,
ku konecnému stadiu renalneho ochorenia nakoniec dochadza u 15-20 % pacientov
v priebehu 10 rokov a u 3040 % pacientov v priebehu 20-30 rokov po prvom klinickom
prejave (Ruszkowski et al., 2019).

Klinické prejavy sa medzi detmi a dospelymi mierne lisia. U deti sa najCastejSie
vyskytuje viditeI'na hematuria, horucky a infekcia hornych dychacich ciest. U dospelych
je viditelna hematiria menej Casta, dokonca po 40 rokoch extrémne zriedkava.
Typickymi prejavmi v dospelosti st mikroskopicka hematuaria, proteinuria, hypertenzia
a rozne stupne chronického ochorenia obli¢iek (Knoppova et al., 2016).

IgAN sa moze vyskytovat’ v akomkol'vek veku, najviac je to vSak v druhej a tretej
dekade zivota. Postihuje 1-3 pacientov na 100 000 obyvatel'ov za rok, pricom prevlada
u muzov v porovnani so zenami (Infante et al., 2020). Pomer vyskytu u muzov a zien sa
pohybuje od 2:1 v Japonsku az po 6:1 v severnej Europe a Spojenych Statoch. Belosi
a Azijci su na IgA nefropatiu nachylnejsi ako Sernosi zo Spojenych $tatov a z Juznej

Afriky (Donadio & Grande, 2002).

2.1.1 Patogenéza

IgAN postihuje jedinca, ktory je geneticky predisponovany vytvarat atypicky,
galaktozyl-deficitny IgA1 (Gd-IgAl), a u ktorého sa potom objavi spustacie respiracné
alebo gastrointestinalne ochorenie. Spustacie ochorenie vedie k produkcii

antiglykanovych protilatok IgG alebo IgA. Tie viazu Gd-IgAl za vzniku komplexov,



ktoré cirkuluja v krvi a nasledne sa ukladaju v mezangiu obliciek, Co iniciuje oblickové

poskodenie (Obr. 1) (Infante et al., 2020).

2.1.1.1 Galaktozyl-deficitny IgA1

Zatial' ¢o T'udsky IgA v cirkulécii pochadza z B buniek v kostnej dreni a je zastupeny
prevazne v monomérnej forme (Ohyama et al., 2021), IgA produkovany na slizniciach
je vo forme polymérnej a je ho niekol'konasobne viac. Rozlisované su dve podtriedy IgA.
Su nimi IgA1 a IgA2, priCom dominantny je IgA1 (de Sousa-Pereira a Woof, 2019).
Rozdiel medzi IgA1 a IgA2 je predovSetkym v pantovej oblasti (HR), ktora lezi medzi
dvomi Fab ramenami a Fc oblastou imunoglobulinu (Woof a Kerr, 2004). IgA1l ma

0 13 aminokyselin dlhsiu HR (Suzuki et al., 2011), pricom 9 z tychto aminokyselin su
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Obr. 1: Styri procesy potrebné pre vyvolanie poskodenia obligick a vyustenia v IgAN:
1. aberantna glykozylacia IgAl, 2. syntéza protilatok namierenych proti Gd-IgA1, 3. viazanie
Gd-IgA1 protilatkami proti glykanu za vzniku imunitnych komplexov, 4. akumulacia tychto
komplexov v glomerularnom mezangiu a iniciacia poskodenia obliciek (upravené podla Infante
et al., 2020 a Suzuki, 2019).



seriny a treoniny (Knoppova et al., 2016). Na serin a treonin su glykozidovou vézbou
k atomu kyslika pripojené relativne kratke a jednoduché sacharidové retazce, nazyvané
O-glykany (Suzuki et al., 2011). Pocet O-glykdnov moze byt 3 az 6, ale v krvi l'udi
za fyziologickych podmienok je ich najbeznejSie 4 az 5. IgA2 O-glykdny nema
(Knoppova et al., 2016).

O-glykany IgAl su zvycajne tvorené N-acetylgalaktozaminom (GalNAc) s B-1,3-
viazanou galaktozou (Obr. 2). Jeden alebo obidva tieto sacharidy mozu byt sialylované.
Galaktoza je s kyselinou sialovou viazana cez vazbu a-2,3- a GalNAc cez a-2,6-. ZlozZenie
O-glykanov na normélnom sérovom IgAl je variabilné (Knoppova et al., 2016)
a zahfiaju rozne formy (Obr. 2) (Suzuki et al., 2011). Prevladajicou formou v obehu je
disialylovana forma disacharidu GalNAc-galaktoza (Obr. 2 VI.) (Knoppova et al., 2016).

Prvym procesom v patogenéze IgAN je pritomnost Gd-IgAl v obehu. Deficit
galaktozy sa vyskytuje na niektorych O-glykanoch v HR (Obr. 2 1. a II.) (Ruszkowski et
al., 2019). Pacienti s IgAN maja zvySenu hladinu cirkulujaceho Gd-IgA1 (Suzuki et al.,
2011) a aj sérova koncentracia samotného IgA je signifikantne vyssia u pacientov s [gAN
v porovnani so zdravymi jedincami a s pacientmi trpiacimi inym chronickym ochorenim
obliciek (Ruszkowski et al., 2019). ZvySena hladina Gd-IgA1 v sére suvisi zrejme skor
so znizenym hepatalnym katabolizmom neZz so zvySenou produkciou (Reily et al., 2014).

Aberantna O-glykozylacia v IgAN je spOsobend abnormalitami v expresii alebo
aktivite glykozyltransferaz zapojenych do sekvencnej posttranslacnej modifikacie IgAl
(Suzuki et al., 2011). Prvou moznostou znizenej rychlosti galaktozylacie je predCasna
sialylacia pomocou enzymu ST6 N-acetylgalaktozaminid a-2,6-sialyltransferazy 2
(ST6GaINAc2, EC 2.4.3.3), ktora zabranuje pridaniu galaktozy k GalNAc. Druhym
mechanizmom je nizSia aktivita core 1 [-1,3-galaktozyltransferazy (C1GalTl,
EC 2.4.1.122). Stabilita C1GalT1 =zavisi od C1GalT1 Specifického chaperonu 1
(C1GalT1C1), predtym znameho aj ako COSMC. Bunky produkujuce Gd-IgAl
od pacientov s IgAN su charakteristické zvySenou expresiou ST6GalNAc2 a znizenou
expresiou C1GalT1 a C1GalT1C1 (Ruszkowski et al., 2019).

Koncentracia Gd-IgA1l moéze byt merand metddou ELISA, kde sa Casto vyuziva
GalNAc-specificky lektin, Helix aspersa aglutinin, SucCastou tohto stanovenia je aj
oSetrenie acetylneuraminyl hydrolazou (sialidaza, EC 3.2.1.18) na odstranenie koncovej
kyseliny sialovej (Suzuki et al., 2011). Nedavno vSak bola zavedend novd metoda

nezavisla od lektinu a vyuzivajica monoklonalnu protilatku KMS55 na meranie sérovych



hladin Gd-IgA1 (Suzuki, 2019). Rovnako protilatka 35A12 vyvinuta v §tadii Hiki et al.

(2015) moze byt vyuzivana na meranie koncentracie Gd-IgA.

2.1.1.2 Povod galaktozyl-deficitného IgA1

Povod Gd-IgAl zatial’ nie je jasny. Navrhnutych bolo niekol'ko hypotéz, pricom podla
jednej z nich Gd-IgA1 pochadza z cirkulacie a ide o dosledok znizenej galaktozylacie
pocCas posttranslacnej modifikacie IgAl (Ruszkowski et al., 2019). Existuju vSak
argumenty, ze by mohlo ist' o IgA1l, ktory je produkovany slizni€énymi plazmatickymi
bunkami (Yeo et al., 2018).

Niektori autori uvadzaju, ze nejde o IgAl s deficitom galaktézy, ale o nespravne
nasmerovant normalnu mukozalnu formu IgA1, ktora je produkovana do obehu. Dalsia
teoria predpoklada, ze patologicka sekrécia IgAl do obehu je vysledkom chybného
prenosu pocas dozrievania B buniek a ze plazmatické bunky migruji do kostnej drene
namiesto toho, aby sa usadili na sliznici (Yeo et al., 2018).

V krvi je Gd-IgA1 na rozdiel od IgA1l predovSetkym v polymérnej forme a Casto je
viazany v cirkulujucich imunitnych komplexoch, ¢o mozno interpretovat’ tak, ze bud’
systémové bunky produkujuce IgAl zmenili molekularnu formu IgA1l z monomérnej

na polymérnu, alebo ze bunky produkujuce IgAl na slizniciach migrovali na miesto
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Obr. 2: Formy O-glykanov IgA1 a Gd-IgA1 (upravené podl'a Suzuki et al., 2011).



v blizkosti systémového prietoku krvi (Reily et al., 2014). Glomerularne depozity u IgAN
pacientov obsahuju prevazne polymérny IgA1 (Ohyama et al., 2021).

2.1.1.3 Protilatky proti galaktozyl-deficitnému IgA1

Dal§im mechanizmom v patogenéze IgAN je produkcia IgG alebo IgA1 autoprotilatok
proti Gd-IgAl (Maixnerova et al., 2016). Zmeny O-glykozylacie v HR IgAl
pravdepodobne vytvaraju konformacné zmeny, Co prispieva k expozicii epitopov
pre anti-Gd-IgA1 autoprotilatky (Ohyama et al., 2021). Gd-IgAl mdze byt tymto
spodsobom rozpoznany ako autoantigén a imunitnd odpoved’ proti nemu moze viest
k produkcii anti-Gd-IgA1l protilatok. AvSak niektoré patogény, ako su virusy
a grampozitivne baktérie, spojené s infekciami hornych dychacich ciest, maji na svojom
povrchu §truktury obsahujuce GalNAc, ktoré mozu napodobriovat GalNAc v pantovej
oblasti Gd-IgA1. Infekcie tak moézu stimulovat’ produkciu protilatok s krizovou afinitou
k Gd-IgAl, ¢o moze viest k tvorbe patologickych imunitnych komplexov (Ruszkowski
et al., 2019).

Z autoprotilatok proti Gd-IgAl prevladaji IgG autoprotilatky a nachadzaju sa
v glomerularnych  depozitoch vsetkych pacientov s IgAN. IgG produkovany
IgG-bunkovymi liniami od pacientov s IgAN je vysoko reaktivny s desialylovanym
a degalaktozylovanym IgAl a reaktivitu s Gd-IgAl ovplyviiuju aj Specifické zmeny
aminokyselinove] sekvencie v regione urcujucej komplementaritu 3 (CDR3)
vo variabilnej oblasti tazkych retazcov IgG (Ohyama et al., 2021).

U pacientov s IgAN su sérové hladiny IgG a IgA autoprotilatok proti Gd-IgA1 zvysené
v porovnani s hladinami zdravych kontrol a pacientov s inymi renalnymi ochoreniami

(Suzuki, 2019).

2.1.1.4 Navratnost’ IgA nefropatie po transplantacii obliciek

Transplantacia obliciek je jednou z terapeutickych moznosti pre pacientov s IgAN.
K recidive ochorenia na transplantate vSak moze dojst’ v 20-60 % pripadov. Mieru recidiv
ovplyviiuje imunosupresivny rezim, pricom vysadenie steroidov je spojené so zvySenym
rizikom navratnosti (Berthelot et al., 2015).

Ukladanie IgA nemusi nevyhnutne suvisiet’ s poskodenim glomerulov, pokial nie je
sprevadzané ukladanim komplementu. Imunitné komplexy pri IgAN aktivuju systém

komplementu, o com svedci pritomnost’ proteinu C3 v glomerularnych imunodepozitoch



(Ohyama et al., 2021). Dvomi moznostami aktivacie komplementu pocas IgAN je
alternativna a lektinova draha (Infante et al., 2020). Nasledne dochadza
ku glomerularnemu a renalnemu tubularnemu poskodeniu (Ohyama et al., 2021). C3 je
pritomny aj v cirkulujacich imunitnych komplexoch priblizne v 90 % pripadov s IgAN.
Zapojenie komplementového systému teda mozno pokladat’ za dolezity klI'aiCovy proces
v recidive IgAN po transplantacii (Infante et al., 2020).

V IgAN sa spoloc¢ne s cirkulujucimi imunitnymi komplexami ukladaju v oblickach aj
serinové protedzy spojené s properdinom alebo lektinom viazucim manan (MBL).
Ukladanie MBL sa vyskytuje v 20-25 % pripadov a je spojené so zavaznejSou
proteinuriou a zvySenym poSkodenim obli¢iek. S agresivnejsim primarnym ochorenim
a naslednym zvySenym rizikom recidivy po transplantacii mo6zu byt spojené aj vysoké
predtransplanta¢né sérové hladiny Gd-IgA1l a antiglykénovych protilatok, ako aj nizke
hladiny CD89, ¢o je uvol'neny IgA-receptor z povrchu leukocytov (Infante et al., 2020).

2.1.1.5 Interleukiny v patogenéze IgA nefropatie

Slizniéné infekcie spojené s IgAN mozu vyvolavat produkciu viacerych cytokinov,
vratane prozapalového cytokinu, interleukinu (IL) 6. IL-6 je diferenciacny faktor
plazmatickych buniek a kanonicky induktor produkcie IgAl, ktory viaze komplex
receptora IL-6 s glykoproteinom 130 a aktivuje drahu JAK/STATS3, ¢o vedie k jadrove;j
translokéacii STAT3. Pocas akutneho zéapalu je IL-6 produkovany monocytmi,
makrofagmi a endotelovymi bunkami (Groza et al., 2022).

IL-6 sa podiel'a na patogenéze IgAN (Zachova et al., 2022). U niektorych pacientov
s IgAN je sérova hladina IL-6 zvySena. Pokial st bunky produkujiuce IgAl
od pacientov s IgAN vystavované IL-6, tak dochadza k prediZeniu a vyznamnému
zvySeniu aktivacie STAT3 v porovnani s bunkami od zdravych jedincov (Reily et al.,
2014).

Signalizacia IL-6 zvySuje produkciu IgA1l u zdravych jedincov a pacientov s IgAN.
Aj produkcia Gd-IgA1 je IL-6 zvySena, ale iba v bunkach od pacientov s I[gAN (Reily et
al., 2014). Zvysena produkcia Gd-IgAl prostrednictvom IL-6 nastava v dosledku
dysregulacie expresie a aktivit Specifickych cielov, vratane C1GalTl, C1GalT1Cl
a ST6GalNAc2 (Ohyama et al., 2021). IL-6 zvySuje aktivitu ST6GalNAc2 a u C1GalTl1
ju naopak znizuje (Ruszkowski et al., 2019).

Dysregulacia expresie a aktivit C1GalT1 a ST6GalNAc2 je indukovana aj IL-4
(Suzuki, 2019).



2.1.1.6 Dalsie faktory ovplyviiujiice patogenézu IgA nefropatie

B-bunkovy aktivaény faktor (BAFF) a ligand indukujtci proliferaciu (APRIL) su
proteiny superrodiny nadorovych nekrotizujucich faktorov a ich vysoka expresia sa
podiel'a na patogenéze IgAN (Infante et al., 2020).

APRIL sa podiela na tvorbe plazmatickych buniek produkujucich IgA nezavisle
od T buniek a tiez na prepinani triedy IgA (Reily et al., 2014). V IgAN je nadmerne
produkovany B bunkami v zarodo¢nych centrach mandli (Ohyama et al., 2021). Sérové
hladiny APRIL st zvySené u niektorych pacientov s [gAN (Reily et al., 2014). Toll-like
receptor (TLR) 9 hra klI'ai€ovu tlohu v progresii [gAN (Suzuki, 2019). U mysi nachylnych
na IgAN a v linii 'udskych B buniek je expresia APRIL a IL-6 zvySena aktivaciou TLR9
pomocou CpG-oligonukleotidov, o vedie k zvySenej produkcii Gd-IgA1 (Ohyama et al.,
2021).

BAFF sprostredktiva d’alsi mechanizmus prepinania triedy IgA nezavisly od T buniek
(Ruszkowski et al.,, 2019). Nadmernou expresiou faktora BAFF u mysi
dochadza k autoimunitnému ochoreniu s glomerularnymi depozitmi IgA zavislymi
od komenzalnych mikrobiotik (Reily et al., 2014).

Slezinova tyrozinkinaza je exprimovana v niekolkych typoch buniek, ale
predovSetkym v B bunkach a myeloidnych bunkach. M4 ulohu v intracelularnych
kaskadach prenosu signalu po zapojeni imunoreceptorov, vratane B-bunkového receptoru
a aktiva¢nych Fc receptorov. Moze mat preto ulohu v patogenéze IgAN prostrednictvom
svojej aktivity v B bunkach alebo plazmatickych bunkéach produkujucich IgA a IgG
a jej farmakologicka inhibicia moze predstavovat spdsob liecby IgAN (Infante et al.,

2020).

2.1.2 Genetika

Celogenomova asociacna Studia identifikovala niekol'ko lokusov, ktoré suvisia s I[gAN.
Tieto lokusy zahriiaju gény kodujtce viaceré zlozky imunitného systému vratane génov
drahy komplementu, génov adaptivnej imunity s hlavnym komplexom histokompatibility
(MHC), génov vrodenej imunity, rastovych faktorov a cytokinov (Reily et al., 2014).
Hlavny lokus na chromozome 22q12.2 ovplyviiuje citlivost na IgAN. Dva cytokinové
gény na tomto lokuse, LIF a OSM, st exprimované v B bunkach (Suzuki et al., 2011)
a ovplyviiuyju hladiny IgA v sére. LIF a OSM patria do rodiny cytokinov IL-6

a su exprimované v slizni¢nych tkanivach, kde maji imunoregula¢né tc€inky. DalSie gény
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ovplyviiujice IgAN su gény pre ludsky adefenzin a gény superrodiny tumor
nekrotizujuceho faktora 13 (Reily et al., 2014).

KTl'acovu tlohu vo vyvoji a progresii [IgAN moze zohravat komplementovy faktor H
a s nim suvisiace proteiny 1 a 3 (CFHR-1 a 3). CFHR-1 a 3 st konkurentmi faktora H
amozu viest k nekontrolovanej aktivacii komplementu. Delécia CFHR-1 a 3 ma
ochranny uc¢inok v IgAN (Infante et al., 2020).

Zvysena hladina Gd-IgA1l v obehu pacientov s IgAN je dedi¢na vlastnost, avSak
nepostacuje na rozvoj IgAN. V rodinach s dvomi alebo viacerymi pacientmi s [IgAN ma
takmer polovica prvostupiiovych pribuznych zvysené hladiny Gd-IgA1l. Viacsina z nich

ale nevykazuje ziadne abnormality v moci (Reily et al., 2014).

2.1.3 Diagnoza, prognoza a lieCba IgA nefropatie

Diagn6za IgAN sa stanovuje pomocou renalnej biopsie a nasledného
imunofluorescencného vysetrenia kortikalneho oblickového tkaniva (Knoppova et al.,
2016). Renélna biopsia je zlatym Standardom v diagnostike IgAN. Pouzivana je aj
na hodnotenie aktivity ochorenia a prognézy u pacientov s [gAN. Ma vSak svoje negativa.
Ked sa biopsia vykonava pocas skorych stadii IgAN, patologické nalezy mozu byt
nedostatocné a moze byt tazké stanovit progndzu. Naopak, zla progndza IgAN moze byt
Ciastocne spdsobena oneskorenou diagnozou. Okrem toho, oblickova biopsia sa Casto
nevykonava z dévodu procesnych rizik alebo obmedzeni krytia zdravotnym poistenim.
V zapadnych krajinach sa rendlna biopsia vykondva u pacientov, ktorym sa rozvinie
zvySena proteinuria alebo zhorSena funkcia obli¢iek. Neodporu€a sa u pacientov
s izolovanou hematuriou alebo miernou proteinuriou (Suzuki, 2019).

Stupenl proteinarie je dolezitym faktorom progndzy pri IgAN a inych oblickovych
ochoreniach. Je vSak tazké kvalitativne rozlisit' proteinuriu v akatnej a chronickej faze,
a tak hodnotenie aktivity ochorenia na zéklade proteinurie je obmedzené. Navyse u IgA
nefropatickych pacientov s miernou proteinuriou a miernymi histologickymi 1éziami
v Case renalnej biopsie, sa progresia proteinurie pozoruje priblizne v 30-40 % pripadov.
Z uvedenych dovodov je ddlezité hl'adat’ nové biomarkery na diagnostiku a hodnotenie
aktivity ochorenia IgAN (Suzuki, 2019).

Novy $pecificky marker pre IgAN moZe predstavovat mocovy Gd-IgAl. Cast
Gd-IgA1l z glomerularnych depozitov sa vylucuje do mocu a odlisuje tak pacientov

s IgAN od pacientov s inymi proteinurickymi obli¢kovymi chorobami (Suzuki, 2019).
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Dalsim perspektivnym biomarkerom je sérova hladina autoprotilatok IgG proti
Gd-IgA1l. Ta je spojena s vyssim rizikom recidivy ochorenia. Taktiez sérové hladiny
Gd-IgA1 ahladiny imunitnych komplexov vyznamne stvisia s hematuriou a proteinuriou
amozu predstavovat spOsoby na diagnostiku a hodnotenie aktivity ochorenia IgAN
(Suzuki, 2019).

IgAN v sucasnosti nema Specificku liecbu (Hassler, 2020). LieCené mozu byt len
klinické syndromy, preto je liecCba IgAN do znacnej miery individualizovana. Zameriava
sa predovSetkym na znizenie proteinurie, optimalizaciu krvného tlaku a znizenie
zapalového stavu (Infante et al., 2020).

Udrziavanie primeraného krvného tlaku je realizované pomocou inhibitora
angiotenzin konvertujuceho enzymu, blokatorov receptora angiotenzinu alebo rybieho
oleja (Hassler, 2020).

Na zachovanie funkcie obli¢iek a znizovanie proteinurie su vyuzivané kortikosteroidy
(Hassler, 2020), ale aj nesteroidné imunosupresiva, medzi ktoré patria napriklad

cyklofosfamid, azatioprin a cyklosporin (Ruszkowski et al., 2019).

2.2 T lymfocyty

T lymfocyty si heterogénna populacia buniek podielajica sa na adaptivne] imunitnej
odpovedi. Su charakteristické pritomnostou T-bunkového receptora a komplexu
proteinov CD3 na bunkovom povrchu (Ruszkowski et al., 2019). Su odvodené
od lymfoidnych prekurzorov pochadzajucich z kostnej drene. Dozrievaju v tymuse,
pricom nadobudaju fyziologické vlastnosti ako je Specifickost’ rozpoznavania, paméat
z predchadzajuceho stretnutia s antigénom a absencia autoreaktivity. S teda zodpovedné
za organizovanie vysoko Specifickej, dlhotrvajice] imunitne] odpovede na patogény
a prisnym selekénym procesom prezivaju len tie T lymfocyty, ktoré dokazu efektivne
rozpoznat infekéné nevlastné antigény a zaroven ktoré ignoruju alebo su umlcané
neinfekénymi vlastnymi antigénmi. VacS§ina T lymfocytov migruje a po kontakte
s antigén prezentujucou bunkou (APC) d’alej dozrieva v sekundarnych lymfoidnych
organoch ako slezina, lymfatické uzliny ¢i slizni€né lymfoidné tkanivo (Fabbri et al.,

2003).
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2.2.1 T-bunkovy receptor

T-bunkovy receptor (TCR) je membranovy heterodimér, ktory vznika preskupovanim
génov pocas vyvoja T lymfocytov v tymuse. Vd'aka nemu T lymfocyty dokazu Specificky
rozpoznavat jediny antigén po zvySok ich zivotnosti. Aby cudzie antigény mohli byt
pomocou TCR $pecificky rozpoznavané, musia byt prezentované ako spracované peptidy
na MHC, ktory je exprimovany na plazmatickej] membrane APCs (Fabbri et al., 2003).

Viacsina ludskych T buniek ma TCR zlozeny z jedného a- a jedného PB-retazca
(Ruszkowski et al., 2019). Jedna sa o transmembranové retazce, pricom ich N-terminalne
Casti su variabilné a tvoria vdzbové miesto pre antigén (Hofejsi & Barttrikova, 2009).
Bunky s tymto typom TCR sa nazyvaju off T bunky. Relativne mal4 skupina l'udskych
T buniek exprimuje TCR zlozeny z y ad refazcov. Tato skupina sa oznacuje ako
vd T bunky (Ruszkowski et al., 2019).

TCR pre spravnu funkciu vyzaduje asociovany komplex niekol’kych proteinov, ktory
sa nazyva CD3 komplex, a je dolezity pre prenos signalu (Hoftejsi & Bartirikova, 2009).
Retazce CD3 komplexu su taktiez transmembranové proteiny, ktorych intracelularne
Casti su asociované s protein-tyrozin kinazami rodiny Src (Hofejsi & Barttnkova, 2009).

Signalizacia TCR zacina v momente, ked TCR zachyti relevantny komplex
peptid-MHC (pMHC) (Courtney et al., 2018). Pri rozpoznavani pMHC spolupracuju
s TCR koreceptory T buniek CD4 a CD8 a zvySuju uinnost signalizacie (Alberts et al.,
2002). Signalizaciu d’alej sprostredkuvaju retazce proteinov CD3, 9§, €, y a (, ktoré
obsahuji imunoreceptorové tyrozinové aktivacné motivy (ITAM) (Gorentla & Zhong,
2012).

Po viazbe pMHC na TCR je signalny motiv ITAM fosforylovany tyrozinkinazou a je
schopny aktivovat’ proteinkinazu 70 spojenu s retazcom , ktora d’alej fosforyluje linker
na aktivaciu T buniek so Styrmi hlavnymi fosforylacnymi miestami: Y132, Y171, Y191
a Y226. Fosfo-Y 132 regrutuje fosfolipazu C gama 1 (PLCy1) a zabezpecuje tak aktivaciu
vapnikovej drahy a dradhy Ras-mitogénom aktivovanej proteinkindzy. Fosfo-Y171,
fosfo-Y 191 a fosfo-Y226 st zodpovedné za nabor adaptérovych proteinov, ¢o mdze viest
k aktivacii d’alSich molekul a k roznym efektorovym odpovediam. TCR a kostimula¢na
molekula CD28 aktivuju tiez fosfatidylinositol-3-kinazu (PI3K). PI3K fosforyluje
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat za vzniku fosfatidylinozitol-3.4,5-trifosfatu, ktory moze

ziskavat' proteiny do vnutornej vrstvy plazmatickej membrany (Courtney et al., 2018).
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Aktivacia kinazovych kaskad vedie nakoniec k bunkovému deleniu, k aktivacii
efektorovych mechanizmov T buniek a d’alsim procesom (Hofejsi & Bartirikova, 2009).
Cely systém je néasledne uvadzany do povodného stavu defosforylaciou
fosforylovanych proteinov posobenim enzymov fosfataz, ktoré hydrolyzuju fosfoestery

hydroxyaminokyselin na fosfat a hydroxyaminokyseliny (Hofejsi & Bartiikova, 2009).

2.2.2 Naivné, pamitové a efektorové T lymfocyty

T lymfocyty, ktoré sa nikdy nestretli s antigénmi, su oznacované ako naivné. Kazda
naivha T bunka rozpoznava antigény, ktoré im predkladaji iné bunky, pomocou
jedine¢ného prototypu antigénneho TCR. Na pociatocné zachytenie antigénu na periférii
a jeho prezentaciu T bunkdm v proximalnej lymfatickej uzline su potrebné bunky
vrodene] imunity, ako napriklad dendritické bunky, ktoré priamo rozpoznavaju
obmedzeny subor molekularnych vzorov asociovanych s patogénom. Pri prvom stretnuti
naivnej T bunky a jej Specifického antigénu dochadza k zadrzaniu bunky v lymfaticke;
uzline, kde podlieha intenzivnej proliferacii a ziskava dalsie diferenciatné markery
a rozne funk¢né schopnosti (Fabbri et al., 2003).

Naivné T bunky vyzaduju na aktivaciu aspon dva signaly. Oba s poskytované APCs.
Prvy signal poskytuju pMHCs viazuce sa na receptory T buniek. Druhy signal poskytuju
hlavne kostimula¢né proteiny B7 viazuce sa na CD28 na povrchu T buniek. Ak T bunka
prijme iba prvy signal, je zvycCajne odstranena alebo inaktivovana (Alberts et al., 2002).

T lymfocyty maju dlht zivotnost' a mozu pretrvavat roky ako pamét'ové bunky (Fabbri
et al., 2003). Pamét'ové bunky st zodpovedné za imunologicku pamét, ¢o znamena, ze
po d’alSom stretnuti s rovnakym antigénom su rychlo aktivované a zahajuju sekundarnu
odpoved’, ktora je ovela rychlejSia a efektivnejsia ako odpoved’ primarna (Hofejsi
a Bartarikova, 2009). Po rozpoznani antigénu dochadza ku klonalnej amplifikacii antigén-
Specifickych T lymfocytov, ktoré nadobudaju efektorové funkcie ako schopnost’ zabijat
infikované bunky ¢i produkovat rozpustné parakrinné faktory potrebné na spolupracu
medzi imunitnymi bunkami (Fabbri et al., 2003).

Aby sa zabezpecila maximalna tc¢innost’ a citlivost’ pri rozpoznavani a eliminacii
antigénu, naivné bunky prednostne cirkuluju cez sekundarne lymfoidné organy, zatial’ Co
pamétové a efektorové bunky su sustredené v periférnych tkanivach a do krvi znovu

vstupuju cez aferentné lymfatické cievy (Fabbri et al., 2003).
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2.2.2 T lymfocytarne subpopulacie

Podl'a typu retazcov v TCR st rozlisované aff a yo T lymfocyty. aff T bunky su funkéne
rozdelené na pomocné T (Th), cytotoxické T (Tc) a regulacné T (Treg) populacie.
v6 T bunky sa delia na dve podskupiny v zavislosti od expresie génov Vol alebo V62
(Ruszkowski et al., 2019).

Tymus opustaju prekurzory Th buniek s povrchovym receptorom CD4 (CD4+
T bunky) a prekurzory Tc buniek s povrchovym receptom CD8 (CD8+ T bunky).
Prekurzory Th a Tc sa po stretnuti s antigénom diferencuju na zrelé efektorové bunky
(Hotejsi & Bartinkova, 2009).

T bunky exprimujuce CD4 maju centralnu funkciu vo vytvarani, udrziavani a regulacii
humoréalnej, ale aj bunkovej ¢asti imunitnej odpovede. Organizuju celkovi imunitni
odpoved’ prostrednictvom parakrinnej bunkovej signalizacie a moézu byt rozdelené
na zaklade ich profilu expresie cytokinov a suvisiacich funkcii do dvoch hlavnych
podskupin, a to Th1 a Th2 (Fabbri et al., 2003). St vsak rozlisSované aj d’alsie Specifické
podskupiny zrelych Th buniek ako Th9, Th17, Th22 alebo Tth (Ruszkowski et al., 2019).

Diferencované CD8+ T bunky st oznacované ako cytotoxické, pretoze sa u nich
vyvinula skupina cytolytickych proteinov, ktoré im umoziuju zabijat bunky infikované
patogénom pomocou aktivacie apoptozy (Fabbri et al., 2003).

CD4 a CDS8 su vzijomne vylucujice sa membranové molekuly a su definované ako
koreceptory, pretoze vymedzuju typ komplexu MHC rozpoznavaného pomocou TCR.
CD4+ T bunky rozpoznéavaju iba molekuly MHC triedy II, CD8+ T bunky molekuly
MHC triedy I (Fabbri et al., 2003).

2.2.2.1 Hlavné subpopulicie pomocnych T lymfocytov

Thl a Th2 lymfocyty su dve najhlavnejSie a najznamejSie subpopulacie pomocnych
T buniek (Ruszkowski et al., 2019).

Th1 lymfocyty sa primarne podiel'aji na bunkami sprostredkovanej imunite a hraju
dolezitu ulohu pri elimindcii intracelularnych patogénov (Ruszkowski et al., 2019).
Aktivuju Tc bunky na zabijanie infikovanych buniek, produkuju tumor nekrotizujtci
faktor o (TNF-0) ainterferony (IFN-y). Okrem posobenia voci intracelularnym
patogénom, mozu tiez stimulovat’ B bunky, aby produkovali Specifické podtriedy IgG
protilatok, ktoré sa mozu viazat' na extracelularne mikroby a aktivovat komplement

(Alberts et al., 2002).
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Th1 efektorové bunky pouzivaju dva signaly na aktivaciu makrofagov. Jeden vyuziva
IFN-y, ktory sa viaze na receptory IFN-y na povrchu makrofagov. Druhy
vyuziva vystavenie kostimulacného proteinu CD40 ligandu (CD40-L) na povrchu, ktory
sa viaze na CD40 na makrofage. CD40-L pouzivaja aj Th bunky na aktivaciu B buniek.
Pretoze dendritické bunky tiez exprimuju CD40, Th1l bunky v miestach infekcie mézu
pomoct pri ich aktivacii. V dosledku toho dendritické bunky zvySuju produkciu molekul
MHC triedy II, kostimulacnych proteinov B7 a rdznych cytokinov, najmé IL-12, vd’aka
comu su ucinnejsie pri stimulacii Th buniek, aby sa v periférnych lymfoidnych organoch
diferencovali na subpopulaciu Thl efektorovych buniek. Dendritické bunky tak
poskytuju pozitivnu spétnu vazbu, ktora zvysuje produkciu samotnych Th1 buniek a tym
aj aktivaciu makrofagov (Alberts et al., 2002).

Th2 lymfocyty kontrolujd humoralnu imunitu, ktord je sprostredkovana
imunoglobulinmi. Dolezitt ulohu hraja  pri  odstranovani mnohobunkovych
a extracelularnych parazitov (Ruszkowski et al., 2019), pricom ktomu vyuzivaju
produkciu IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13. Th2 bunky mo6zu stimulovat’ B bunky, aby tvorili
vacsinu tried protilatok, vratane IgE a niektorych podtried IgG protilatok, ktoré sa viazu
na zirne bunky, bazofily a eozinofily. Tieto bunky uvoliiuju lokalne mediatory, ktoré
sposobuju kychanie, kasel' alebo hnacku a pomahaju tym vypudzovat' extracelularne

mikroby a vacsie parazity z epitelovych povrchov tela (Alberts et al., 2002).

2.2.2.2 Dalsie subpopulicie pomocnych T lymfocytov

Folikularne pomocné T (Tfh) lymfocyty, podobne ako Th2 lymfocyty, si §pecializované
na spolupracu s B bunkami (Ruszkowski et al., 2019). Zucastiiuju sa pri tvorbe
germinalnych centier pocas protilatkovych reakcii zavislych od T buniek (Karnowski et
al., 2012). Prostrednictvom IL-21 podporuju prezitie a dozrievanie B buniek a procesy,
ako je prepinanie triedy imunoglobulinov a dozrievanie protilatkovej afinity (Ruszkowski
et al., 2019). Maju teda kl'acovua funkciu pri tvorbe pamétovych buniek a plazmatickych
B buniek s dlhou zivotnostou (Chang & Li, 2020).

Th17 a Th22 lymfocyty su subpopulécie definované schopnostou produkovat’ vysoké
koncentracie IL-17 a IL-22. Obe subpopulacie majia podobnu ulohu. Podielaju sa
na imunitnej odpovedi proti extracelularnym baktériam a stimuluji napriklad epitelové
bunky k produkcii antibakterialnych peptidov. Th17 lymfocyty taktiez vylucuju
prozapalové cytokiny, ako su IL-17A a IL-17F, ktoré posobia na bunky a up-reguluju
expresiu prozapalovych cytokinov, chemokinov a metaloprotedz. Bunky Th17 su preto
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povazované za sucast autoimunitnych procesov. Na rozdiel od toho IL-22 produkovany
Th22 bunkami ovplyviiuje iba epitelové bunky koze, obliciek, traviaceho a dychacieho

traktu (Ruszkowski et al., 2019).

2.2.2.3 Regula¢né T lymfocyty

Treg bunky su hlavnou populéaciou lymfocytov, pre ktort je charakteristicka vysoka
expresia transkripéného faktora FoxP3, ktory pdsobi proti nadmernej imunitnej reakcii
a chrani telo pred autoimunitnymi reakciami. Mozno ich rozdelit’ na prirodzené Treg
vznikajuce v tymuse a indukovatelné Treg, ktoré su diferencované pocas imunitnej
odpovede mimo tymus. Treg bunky uplatiiuja svoj supresorovy ucinok takmer na vsetky
bunky imunitného systému prostrednictvom vylucovanych cytokinov, predovSetkym
IL-10, a medzibunkového kontaktu, v ktorom zohravaji ulohu membranovo viazané

proteiny, ako napriklad CTLA-4 (Ruszkowski et al., 2019).

2.2.3 Mechanizmus komunikacie medzi T a B lymfocytmi

Th bunky moézu pomdct stimulovat B bunky k proliferacii a diferenciacii bud’
na efektorové bunky produkujice protilatky alebo pamitové bunky. Mozu tiez
stimulovat' B bunky, aby doslo k zmene triedy protilatok, z IgM a IgD na jednu
zo sekundarnych tried protilatok (Alberts et al., 2002).

B bunky vyzaduju na aktivaciu dva typy extracelularnych signalov. Prvy signal
je poskytovany cez vézbu antigénu a B-bunkového receptora (BCR) (Obr. 3). BCR
predstavuje molekulu protilatky viazani na membranu. Druhy signél zvycajne poskytuje
Th bunka (Obr. 3). Ak B bunka dostane iba prvy signal, zvycajne je eliminovana alebo
funkéne inaktivovana, ¢im je dosiahnuta tolerantnost' B buniek voci vlastnym antigénom
(Alberts et al., 2002).

B bunka narozdiel od buniek vrodenej imunity prezentuje iba antigén, ktory Specificky
rozpoznava. Cudzie proteiny su po vyselektovani pomocou BCR prijimané endocytozou,
degradované a recyklované na bunkovy povrch vo forme peptidov naviazanych
na proteiny MHC II (Obr. 3) (Alberts et al., 2002).

Pri primarnych protilatkovych odpovediach moéze dozretd efektorova Th bunka
aktivovat' B bunky s receptormi, ktoré Specificky rozpoznavaju antigén, ktory povodne
aktivoval T bunku. T a B bunky ale zvyCajne rozpoznavaju odliSné antigénne

determinanty na antigéne (Obr. 3). Na aktivaciu je tiez nutné, aby B bunka na svojom
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povrchu obsahovala MHC II. Pri sekundarnych protilatkovych odpovediach mézu
samotné pamitové B bunky pdsobit ako bunky prezentujice antigén a aktivovat
Th bunky, alebo byt aj néaslednymi ciel'mi efektorovych Th buniek. Vzajomne sa
posiliujuce posobenie Th buniek a B buniek vedie k imunitnej odpovedi, ktora je
intenzivna a vysoko $pecificka (Alberts et al., 2002).

CD40-L je transmembranovy signalny protein exprimovany na povrchu efektorovych
Th buniek. Na neaktivovanych naivnych alebo pamiatovych Th bunkach sa vsak
nenachadza. B bunky na svojom povrchu exprimuju protein CD40 a ten je rozpoznavany
CD40-L (Obr. 3), priCom tato interakcia je potrebna, aby Th bunky aktivovali B bunky
a pomohli im proliferovat a diferencovat sa na pamétové alebo efektorové bunky

produkujuce protilatky (Alberts et al., 2002).

nativny
L proteinovy
antigenny antigén
determinant
B buniek /

B bunka

1. signal

2. signal

antigéenny
— MHCII determinant

cytokiny CD40 — / T buniek

CD40-L

— TCR

efektorova
Th2 bunka

Obr. 3: Aktivacia B buniek zavisla na T bunkach a vyZzadujica dva typy extracelularnych
signalov. Prvy signdl je realizovany cez vdzbu antigénu a BCR. Druhy signal zvy¢ajne poskytuje
Th bunka cez CD40-L, ktory je rozpoznavany CD40 na B bunke. Na aktivaciu je tiez dolezita
pritomnost” molekuly MHC II na povrchu B bunky, ktora prezentuje antigénny determinant
T buniek rozpoznavany TCR (upravené podla Alberts et al., 2002).
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Signaly z Th buniek v niektorych pripadoch pomahajii menit’ triedu protilatok, ktoré
B bunky produkuju. IL-4 je jednym z takychto signalov. Je produkovany Th2 bunkami,
spolupracuje s CD40-L pri stimulacii proliferacie a diferenciacie B buniek a podporuje

prechod k produkcii IgE protilatok (Alberts et al., 2002).

2.2.4 Stimulacia B buniek bez pomocnych T buniek

Niektoré antigény mozu stimulovat’ B bunky k proliferacii a diferenciacii na efektorové
bunky produkujice protilatky bez pomoci T buniek. V&acSina tychto antigénov
nezavislych na T bunkdch su mikrobidlne polysacharidy. Antigény nezavislé
na T bunkéch neaktivuju Th bunky, a tak nedokazu vyvolat’ B bunkova pamét, afinitné
dozrievanie alebo prepinanie tried, pretoze vSetky tieto procesy vyzaduji pomoc
T buniek. Stimuluju hlavne tvorbu nizkoafinitnych, ale vysokoavidnych, IgM protilatok.
Vicsina B buniek, ktoré tvoria protilatky bez pomoci T buniek, patri do odlisnej linie,
pricom tato B bunkova linia sa zda sa byt obzvlast dolezita pri obrane proti Crevnym

patogeénom (Alberts et al., 2002).

2.3 T lymfocyty zapojené v IgA nefropatii

Nelieceni pacienti s IgAN maju jednak vyssi absolutny pocet lymfocytov a tiez inu
distribuciu subpopulacii leukocytov v porovnani so zdravymi jedincami (Esteve et al.,
2020). IgAN sa vyznacuje vys§im poCtom obehovych Th2, Tfh, Th17, Th22
a y0 T buniek. Naopak pocet Th1 a Tregs buniek je pri IgAN znizeny (Ruszkowski et al.,
2019).

Percento celkovych T lymfocytov v krvi, oznaCovanych ako CD3+ bunky, medzi
nelieCenymi pacientmi s IgAN a zdravymi jedincami je podobné, ale percenta CD8+
a CD4+ T lymfocytov su nizSie u pacientov s IgAN (Esteve et al., 2020).

Aktivované a efektorové pamédtové CD8+ a CD4+ T lymfocyty u pacientov s [gAN
maju vyssie percentualne zastupenie v porovnani so zdravymi jedincami. Naproti tomu
naivné CD8+ a CD4+ T lymfocyty maju percentudlne zastipenie niz§ie (Esteve et al.,
2020).

IgA nefropaticki pacienti s horSou progndzou sa vyznacuji vysSSimi percentami
efektorovych pamatovych CD8+ a efektorovych pamétovych Th17 CD4+ T lymfocytov

ako pacienti s lepSou prognozou ochorenia (Esteve et al., 2020).
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2.3.1 Cytokiny ovplyviiujuce diferenciaciu T lymfocytov

IL-6 moze regulovat diferenciaciu T buniek. Sposobuje up-regulaciu dvoch
transkripénych faktorov, jadrového faktora aktivovanych T buniek a homologu onkogénu
muskuloaponeurotického fibrosarkému v-maf, ¢o zvysuje expresiu IL-4 (Groza et al.,
2022).

IL-4 posuva rovnovahu smerom k Th2 subpopulacii a potlaca diferenciaciu
Thl lymfocytov indukciou supresora cytokinovej signalizacie 1 a inhibiciou expresie
IFN-y (Groza et al., 2022).

IL-6 spolu s transformujucim rastovym faktor beta (TGF-f) indukuje diferenciaciu
naivnych CD4+ T buniek na prekurzory Th17 buniek, ktoré po stimulacii IL-23
dozrievaju na bunky Th17 produkujace IL-17, IL-21, IL-22, TNF-a a tiez IL-6. Okrem
toho IL-6 podporuje diferenciaciu podskupiny naivnych CD8+ T buniek na jedinecnu
populaciu efektorovych CD8+ T buniek, ktoré su charakteristické produkciou vysokych
hladin IL-21 a nizkych hladin IFN-y. Podobne ako CD4+ Tth bunky, IL-21-produkujuce
CD8+ T bunky generované v pritomnosti IL-6 priamo poskytuju pomoc B bunkam
pri indukcii prepinania izotypov (Groza et al., 2022).

IL-6 podporuje tiez diferenciaciu aktivovanych CD4+ T buniek na Tfh bunky
(Karnowski et al., 2012).

2.3.2 Genetika spojena s T lymfocytmi v IgA nefropatii

Existuje suvislost medzi polymorfizmom IFN-y a vys$Sou nachylnostou k rozvoju IgAN.
Polymorfizmus + 874T/A sa vyskytuje vo vizbovom mieste pre transkripény nuklearny
faktor kappa-light-chain-enhancer aktivovanych B buniek (NF-kB) (Ruszkowski et al.,
2019). In vitro je rizikovy variant + 874A spojeny so znizenou vazbovou afinitou NF-«xB
a znizenou produkciou IFN-y. IFN-y produkovany Thl bunkami teda modze byt
prospesny ako prevencia proti progresii IgAN (Chang & Li, 2020).

Dalsie polymorfizmy asociované s vyvojom IgAN boli zaznamenané v niekolkych
génoch zapojenych do vyvoja a funkcie Th17 buniek. Jedna z rizikovych alel IgAN je
znama zvySenou expresiou génu CARDO. Protein kdédovany tymto génom zjednocuje
signaly stimulujtce diferenciaciu Th17 po mikrobialnej expozicii. Polarizacia Th2 a Th17
je spojend s nedostatkom mikroRNA miR-155 v mononuklearnych bunkach periférnej
krvi pacientov sIgAN, co fyziologicky inhibuje diferencidciu Th2 supresiou

transaktivatorov promotora IL-4 (Ruszkowski et al., 2019).
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Pre IgAN je tiez typicky deficit a znizena imunosupresivna funkcia Treg buniek.
Nedostatok miR-155 mdze inhibovat’ dozrievanie a diferenciaciu Treg buniek. Inhibicia
diferenciacie Treg buniek mdze byt zapri¢inena aj molekulami miR-133a a miR-133b,
ktoré obmedzuju translaciu FoxP3. Deficit Treg buniek modze byt spdsobeny aj
chronickou tonzilitidou alebo moéze byt vysledkom polymorfizmov prométora IL-10
spojenych so znizenou produkciou IL-10 (Ruszkowski et al., 2019).

Nadmerna aktivita imunoproteazomov v IgAN médze viest’ k nerovnovahe Th17/Treg
buniek. Pacienti s IgAN maji vysSiu expresiu génu PSMBS8, ktory koduje
imunoproteazomovu podjednotku a t4 je nevyhnutna pre diferenciaciu Th17 a inhibiciu

diferenciacie Treg buniek (Ruszkowski et al., 2019).

2.3.3 T bunky ovplyviujuce produkciu galaktozyl-deficitného IgA1l

T bunky sa mézu podiel'at na aberantnej galaktozylacii IgA1 (Obr. 4). Polarizacia Th2
buniek a produkcia IL-4 touto subpopulaciou T buniek podporuje hypogalaktozylaciu
IgA. IL-4 tiez zvySuje produkciu IgAl. Zmena terminalnej glykozylacie
u produkovaného IgAl moze byt vysledkom inhibicie expresie C1GalTl a jeho
molekularneho chaperéonu C1GalT1C1 (Obr. 4). IL-4 podporuje hypermetylaciu CpG
ostrovcekov v promotore génu C1GalT1Cl1, tym dochadza k down-regulacii mRNA
pre C1GalT1C1 a suvisiacej vyssej produkcii Gd-IgA1 B bunkami. B bunky od pacientov
s [gAN su pravdepodobne na IL-4 citlivejSie, pretoze pokles hladiny mRNA
pre C1GalT1C1 vyvolany IL-4 bol u nich vacsi nez u lymfocytov od zdravych jedincov
alebo pacientov s inymi oblickovymi ochoreniami (Ruszkowski et al., 2019).

IL-17 vykazuje podobny mechanizmus ucinku ako IL-4. Expresia mRNA
pre C1GalT1 a C1GalT1Cl1 je v B bunkach stimulovanych IL-17 vyznamne nizsia (Lin
et al., 2018).

Tth lymfocyty sa m6zu podiel’at’ na zvySenej syntéze IgA a Gd-IgA1 prostrednictvom
IL-21. IL-21 up-reguluje expresiu tychto imunoglobulinov v zrelych B bunkach
aktivaciou indukovanej cytidindeaminazy, €o je enzym upravujuci DNA, ktory
sprostredkovava prepinanie triedy IgA pocas diferenciacie aktivovanych B buniek
na plazmatické bunky (Sun et al., 2015). Na expresiu IL-21 CD4+ T bunkami je vSak
potrebny IL-6 (Dienz et al., 2009).

Prepinanie triedy IgA zavislé od T buniek v B bunkach pacientov s IgAN mdze byt

stimulované aj TGF-p, cytokinom produkovanym mnohymi typmi buniek, napriklad y6 T

20



/ \\‘

— | IL-4 TGF-p
\\ 4

=L |

Q—O d'aliie modifikacie HR
Ser/Thr

IgAl so sprivae

- glykozylovanym HR
I:l GalNAc IgAl s deficitom

O aktd galaktozy v HR
galaktoza

0 kyselina sialova

—I zniZenie expresie

=P zviienie expresie

Obr. 4: Cytokiny pomocnych T bunick ovplyvilujice glykozylaciu HR IgA1 a podiel’ajuce sa tym
na tvorbe Gd-IgAl. IL-6 zvySuje expresiu ST6GalNAc2 a znizuje ju u C1GalTl1. IL-4, 1L.-17
a TGF-f znizujui expresiu C1GalT1 a C1GalT1Cl1 (upravené podl'a Ruszkowski et al., 2019).

a Treg bunkami. TGF-B tiez vyznamne znizuje hladiny mRNA pre C1GalTl
a Cl1GalT1Cl1, a tym prispieva k vysSej produkcii Gd-IgAl (Obr. 4). TGF-p ale
neovplyviuje sialylaciu IgA1 (Ruszkowski et al., 2019).

Menej Specificky mechanizmus prepinania triedy IgA zavisly od T buniek
je sprostredkovany prostrednictvom CD40-L. Tento ligand viazany na membranu je
pritomny po aktivacii na Th1l, Th2, Tth, Th17 bunkach, ale nie na Treg (Koguchi et al.,
2012).

2.3.4 T lymfocyty ovplyviiujuce oblickové poSkodenie v IgA nefropatii

Imunohistochemické farbenie renalnych biopsii v IgAN naznauje, ze oblicky
v progresivnom IgAN su infiltrované aff a yd T bunkami. Gd-IgA1 stimuluje mezangialne
bunky k produkcii chemokinov pre Th17 a Th22 bunky. Odpoved’ glomerularnych buniek

na imunitné komplexy IgA a znizenie rychlosti glomerularnej filtracie moze zintenzivnit
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polarizacia Th2 buniek. Taktiez sa predpoklada, ze znizenym poctom Treg buniek

nedochadza k u¢innému potlaceniu poskodenia obli¢iek (Ruszkowski et al., 2019).

2.4 Dahké ret’azce imunoglobulinov

Molekula imunoglobulinu je zlozena z dvoch tazkych (H) a dvoch l'ahkych (L) retazcov
spojenych v konfiguracii tvaru pismena ,,Y“. Existuju dva izotypy L retazca, x a A,
z ktorych kazdy obsahuje variabilnii (V) a konstantni (C) oblast. Variabilna oblast’
kazdého paru H a L retazca tvori miesta viazuce antigén (Basnayake et al., 2011).

Kazdy l'ahky refazec obsahuje priblizne 220 aminokyselin a ma molekulovi hmotnost’
25 kDa. Gény kédujuce l'ahké retazce k a A sa nachadzaji na chromozomoch 2 a 22.
V ramci C oblasti k a A I'ahkych retazcov je odliSnost mala. Variabilna oblast’ L retazca
obsahuje Styri ramcové oblasti tvoriace hydrofobne jadro, v ktorom su rozptylené
tri hypervariabilné sekvencie nazyvané komplementarne urcujice regiony a oznacované
ako CDR1, CDR2 a CDR3. Diverzita CDR odraza vel'ky pocet moznych kombinacii VL
a spojovacich (J) génovych segmentov, ktoré ich koduji. Kappa L retazec
je skonstruovany zo 40 Vi a 5 Jk segmentov a lambda L retazec z30 VA a 8 JA segmentov
s aminokyselinovymi substiticiami v oblasti VL (Basnayake et al., 2011).

Pritomnost’ amfipatickych aminokyselin tyrozinu a tryptofanu v CDR l'ahkého ret'azca
moze zlepSovat védzbu antigénu a zvySovat UCinnost protilatky, pretoze tieto
aminokyseliny nie su ovplyviiované zmenou hydrofilného prostredia na hydrofobne,
ku ktorej dochadza pri vizbe antigénu. Dalej sa zucastiiuju elektrostatickych interakcii
a taktiez maju flexibilné bocné ret'azce, ktoré mozu vytvarat Struktirne poddajnua oblast’.
Na druhej strane tieto faktory mézu umoznit imunoglobulinom krizova reakciu
so Struktirne podobnymi ligandami a predisponovat k potencialnym neziaducim

ucinkom (Basnayake et al., 2011).

2.4.1 Patologické formy Pahkych ret’azcov imunoglobulinov

Za fyziologickych podmienok su L ret'azce oproti H retazcom produkované v nadbytku.
Vicsina L retazcov v sére je naviazana na H retazce a hladina neviazanych L retazcov,
takzvanych volnych L retazcov (FLC), je nizka. Za patologickych podmienok v§ak moze
byt produkcia FLC abnormalne vysoka. Napriklad pri monoklonalnych gamapatiach,
ako je mnohopocetny myelom, primarna systémova amyloidéza a neamyloidné depozicia

I'ahkého retazca, a taktiez pri urcitych zapalovych alebo autoimunitnych ochoreniach,
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ako je skler6za multiplex, systémovy lupus erythematosus, AIDS a Sjogrenova choroba
(Kaplan et al., 2011).

k-FLC st monomérne a A-FLC dimérne, hoci v obidvoch pripadoch sa vyskytuju aj
vysSie oligomérne a polymérne formy. Kazdy klon FLC ma odlisné fyzikalno-chemické
vlastnosti, ktoré za urCitych okolnosti sposobuju poskodenie tkaniva. Ked'ze FLC su
primarne odstrafiované z obehu oblickami, tento organ byva ¢asto poSkodeny (Basnayake

et al., 2011).

2.4.2 Lahké ret’azce imunoglobulinov v IgA nefropatii

Mezangialne depozity IgA v IgAN vykazuju pritomnost k ajA L retazcov, avSak
A L retazce pri detekcii pomocou fluorescencnej mikroskopie su zastupené viac ako k
(Hassler, 2020).

U sérovych IgG a IgM su vo vSeobecnosti za fyziologického stavu lahké retazce
kappa voci lahkym retazcom lambda exprimované v pomere 2:1. Pre IgA je tento pomer
niz$i a predstavuje hodnotu 1,2:1 (Ravipati et al., 2022).

Bunky s membranovo viazanym Gd-IgAl (mb-Gd-IgAl+ bunky) v periférnej krvi
pacientov s IgAN v porovnani so zdravymi jedincami a pacientami s membrandznou
nefropatiou (non-IgAN) exprimuju prevazne A L retazce. Na druhej strane su celkové
mb-IgA+, mb-IgG+ a mb-IgM+ bunky uzdravych jedincov, IgAN pacientov aj
non-IgAN pacientov pozitivne hlavne na x L retazce. U vSetkych troch spomenutych
skupinach sice prevazuje k L retazec, ale pacienti s IgAN v porovnani s non-IgAN
pacientmi a zdravymi jedincami maju vacsie populacie buniek mb-IgG+, mb-IgM+ a mb-
IgA+ s A L retazcom (Zachova et al., 2022).

A+ mb-Gd-IgA 1+ bunky st zarovenn CCR10+ a CCR9+. Takéto bunky sa nachadzaju
predovsetkym v hornych dychacich cestach a traviacom trakte. Taktiez mb-Gd-IgA1+
populacie obsahuju viac CD138+ a CD38+ buniek v porovnani s celkovymi mb-IgA+
bunkami. Periférna krv pacientov s IgAN je teda obohatena o migrujuce A+ mb-Gd-
IgA 1+ B bunky s potencialom prechadzat do slizni¢nych miest, kde by pocas lokalnych
infekcii dychacich ciest alebo traviaceho traktu mohol byt Gd-IgAl produkovany
(Zachova et al., 2022).
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2.5 Sortovanie buniek

Presné a vysokovykonné sortovanie buniek je kIiCovou technoldgiou v molekularnej
a bunkovej biologii, biotechnologii a medicine (Shields et al., 2015). Ide o proces,
v ktorom su cielové bunky separované z komplexnych a heterogénnych zmesi podla
vlastnosti alebo typu, zvycCajne pre nasledni analyzu alebo purifikaciu vymedzenych
populéacii buniek (Shen et al., 2019). Nevyhnutna je prietokova cytometria, ktora
umoziuje charakterizaciu Specifickej bunkovej vlastnosti. Analyza prietokovou
cytometriou poskytuje distribiiciu parametrov v populacii, a tym vyjadruje, aka vel'ka

Sanca je najst’ bunku s danymi vlastnostami (Mattanovich & Borth, 2006).

2.5.1 Sposoby sortovania buniek

Podla spdsobu rozpoznavania cielovych buniek v komplexnych a heterogénnych
zmesiach mozno rozliSovat’ dva hlavné pristupy triedenia buniek, a to fluorescencne
aktivované triedenie buniek (FACS) zalozené na protilatkach spojenych s fluoroféorom a
triedenie magneticky aktivovanych buniek (MACS) s pouzitim magnetickych gul'6¢ok
spojenych s protilatkou. MACS predstavuje rychly spdsob, ktory nevyzaduje ziadne
Specializované nastroje, avSak Cistota a miera vytaznosti si vo vSeobecnosti lepsie
pri triedeni pomocou FACS (Staunstrup et al., 2022).

V sortovani jednotlivych buniek mozno rozliSovat dva druhy mechanizmov. Prvy
mechanizmus je zalozeny na mechanickom principe. Moze byt vyuzivana zachytavacia
rarka, ktora sa pohybuje tak, ze vstupuje do pradu za sebou iducich buniek a zbiera
len zauymové bunky. Ak je bunka identifikovana ako cielova, je zachytena zachytavacou
rarkou a zhromazdena do skumavky alebo koncentraéného modulu, v opacnom pripade
je odoslana do odpadovej nadrze. Tento spdsob sortovania buniek vyuzivaju pristroje
ako napriklad FACSCalibur™ od spolo¢nosti BD a CyFlow® Sorter od Partec (Picot et
al., 2012). Okrem zachytavacej rarky mozno vyuzit' mechanicky ventil, ktory sa otvara
len pre bunky, ktoré s predmetom zaujmu. V tomto pripade proces triedenia prebieha
pri vel'mi nizkom tlaku, okolo 2 psi, a je nezavisly od nosnej kvapaliny. Bunky teda nie
su vystavené dekompresii ani ziadnemu elektrickému naboju. Prikladom triedi¢a buniek
vyuzivajuiceho mechanicky ventil je MACSQuant® Tyto® od Miltenyi Biotec
(Staunstrup et al., 2022). Mechanicky princip sortovania buniek neumoziuje triedenie
viacerych subpopulacii stasne. Dal§ou nevyhodou je pomalsia rychlost triedenia.

Na druhej strane tieto pristroje su navrhnuté s uzavretym kvapalinovym systémom, vd’aka
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c¢omu su vhodné na pracu s potencidlne biologicky nebezpecnymi vzorkami, pretoze
neprodukuju ziadne biologicky nebezpecné aerosoly (Picot et al., 2012).

Druhy mechanizmus, ktory je typicky pre vacSinu vysokorychlostnych triediCov
buniek, vyuziva elektrostatické vychyl'ovanie kvapiek, ¢o je nazyvané ako metdda
,jet-in-air“. Vyhodou tohto systému je moznost triedit az Sest subpopulécii buniek
sucasne v zavislosti od modelu pristroja. Triedenie vytvara v komore aerosoly, a tak praca
s potencialne biologicky nebezpeCnymi vzorkami si vyzaduje implementaciu vhodnych
opatreni (Picot et al., 2012). Prikladom pristroja vyuzivajiceho metddu ,jet-in-air*
je FACSAria™ III od BD (Staunstrup et al., 2022) alebo LE-SH800 od SONY (Cell
Sorter Operator’s Guide).

Okrem tychto dvoch opisanych triediacich mechanizmov sa v poslednych rokoch
zacali vyuzivat aj mikrofluidné technoldgie (Shields et al., 2015), teda technoldgie
umoziujuce manipulaciu s tekutinami v kanaloch s rozmermi desiatok mikrometrov
(Bragheri et al., 2020), ktoré umoziuju realizdciu miniaturizovanych zariadeni
a vyhybaju sa potrebe vytvarat’ aerosdlové kvapky. Vyuzivaju rozne principy triedenia,

ako elektrokinetické, optické & sily tlakovych vin (Shields et al., 2015).

2.5.1.1 Triedenie buniek aktivované fluorescenciou

FACS je vysoko sofistikovana technika na Cistenie pozadovanych bunkovych populacii,
pri ktorej je mozné ziskat velmi vysoku Cistotu triedenej populacie, v hodnotach
95-100 % (Basu et al., 2010). Pri identifikacii typu buniek sa spolieha na fluorescencné
sondy alebo farby (Shields et al., 2015). ZnaCenie bunkovej populacie je najCastejSie
realizované pomocou flouroférovo znaCenej protilatky viazucej sa na exprimovany
povrchovy marker danej bunkovej populacie. Vo vSeobecnosti by sa na farbenie slabo
exprimovanych povrchovych markerov mali pouzit' protilatky znacené najjasnejSim
fluoroforom, zatial ¢o slabé fluoroféry sa moézu pouzit na farbenie vysoko
exprimovanych povrchovych markerov. Okrem toho by sa protilatky mali vyberat takym
sposobom, aby prekryvanie ich emisnych spektier bolo minimalne. Casto viak
k spektralnemu prekrytiu dochadza a v tejto situacii sa vykona kompenzacia (Basu et al.,
2010).

V priebehu sortovania na fluorescencne znacené bunky, ktoré su hydrodynamicky
zafokusované a organizované v laminarnom prade, dopada zaostreny laserovy lu¢, ktory
je rozptyleny. Rozptyl svetla a fluorescenény signal je nasledne analyzovany, aby mohol
byt kazdej bunke priradeny spdsob triedenia (Shields et al., 2015).
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Obr. 5: Schéma sortovania buniek metddou . jet-in-air*. Nabijané su kvapky obsahujuce ciel'ové
bunky, ktor¢ su nasledne elektrostaticky vychylené pomocou vychylovacich dosiek a dopadaju
do zbernych skuamaviek. Nenabité kvapky st zbierané v lapaci odpadu (upravené podla (Cell
Sorter Operator’s Guide).

2.5.2.1 Sortovanie buniek pomocou metédy ,,jet-in-air*

Bunky v roztoku prejdit bodom optickej detekcie a nasledne vychadzaja z trysky (Cell
Sorter Operator’s Guide). Tryska je najCastejSie pouzivany typ triediCa na sortovanie
jednotlivych buniek (Mattanovich & Borth, 2006). Prevodnik rozvibruje Ccip
pri ultrazvukovej frekvencii za ti¢elom rozbitia pradu tekutiny na kvapdcky, ktoré mozno
triedit’. Vel'kost’ kvapiek je urCend velkostou trysky, frekvenciou vibracii a rychlostou
prudenia tekutiny (Cell Sorter Operator’s Guide).

Kvapky, ktoré obsahuju cielové bunky na sortovanie, sa nabijaju, ked vychadzaja
ztrysky triediaceho &ipu. Ak teda kvapocka splfia kritéria triedenia, dostane
elektrostaticky naboj z nabijacej elektrody. Elektrostaticky naboj je distribuovany

na obvode kvapky a neovplyviiuje bunky obsiahnuté v kvapocke. Kladna alebo zaporna
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polarita naboja aplikovana na kvapku zavisi od definovanych kritérii triedenia buniek.
Neziaduce kvapocky zostanu nenabité a si zbierané v lapaci odpadu (Obr. 5) (Cell Sorter
Operator’s Guide).

Vysokonapiat'ové vychylovacie dosky odklanaju elektrostaticky nabité kvapocky
vyvrhnuté z trysky triediaceho ¢ipu dol'ava alebo doprava pomocou elektrostaticke;j
pritazlivosti a odpudzovania, atak triedia nabité kvapocky s cielovymi bunkami

do urCenych zbernych skiimaviek a nadob (Obr. 5) (Cell Sorter Operator’s Guide).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Zoznam pouzitého biologického materialu

e Nezrazena periférna krv IgA nefropatickych pacientov (odber krvi vo Fakultnej
nemocnici, Olomouc, Ceska republika)

e Nezrazena periféma krv zdravych jedincov (HC) (odber krvi na Ustave
imunologie LF UP, Olomouc, Ceska republika)

e Transformované baktérie Escherichia coli (E. coli) obsahujuce vektor pET101
s vlozenou sekvenciou pre kodovanie proteinu CH1-HR-CH2 (pripravené

na Ustave imunolégie LF UP, Olomouc, Ceska republika)

3.1.2 Zoznam pouzitych protilitok a d’alSich biologicky aktivnych

molekul

e 35A12 protilatka (Anti-Gd-IgA) o koncentracii 10 mg'ml™' (Kazuo Takahashi
research group, Fujita Health University, Nagoya, Aichi, Japan)

e AffiniPure F(ab), Fragment Goat Anti Human, Serum IgA o Chain specific
protilatka (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA)

e Anti-mouse IgG znafena fenolicky donor:peroxid vodiku oxidoreduktazou
(chrenovéa peroxidaza, HRP, EC 1.11.1.7) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA)

e Biotinylovana 35A12 protilatka (Anti-Gd-IgA) (Kazuo Takahashi research group,
Fujita Health University, Nagoya, Aichi, Japan)

e Biotinylovana IgA protilatka (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
Pennsylvania, USA)

e (CDA40-L (PeproTech, Rocky Hill, New Jersey, USA)

e ChromPure Human IgA, serum o koncentracii 4,6 mgml' (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA)

e HRP znacena anti-IgA protilatka (Peroxidase-conjugated AffiniPure (F(ab)2
Fragment Goat Anti-Human Serum IgA o Chain specific protilatka) (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA)

e IL-6 (Gibco, Bazilej, Svajéiarsko)
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3.1.3

IL-21 (PeproTech, Rocky Hill, New Jersey, USA)

Penta-His HRP konjugovana protilatka (Qiagen, Hilden, Nemecko)

Protilatka Anti-Human-CD3-BV510 (Sony Biotechnology, San Jose, California,
USA)

Protilatka Anti-Human-CD4-BV765 (Sony Biotechnology, San Jose, California,
USA)

Protilatka Goat Anti-Lambda-TRITC (Novus Biologicals, Englewood, Colorado,
United States)

Protilatka  Anti-Mouse-IgG-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Protilatka fixable viability dye 421 (FVD-421) (eBioscience, San Diego,
California, USA)

Protilatka Goat Anti-Rabbit-IgG-AF-488 (Life Technologies, Carlsbad,
California, USA)

Protilatka Mouse Anti-Human-CD19-PE-CF594 (BD Biosciences, Franklin
Lakes, New Jersey, USA)

Protilatka Rabbit Anti-Human-J-chain (Invitrogen, Waltham, Massachusetts,
USA)

Streptavidin-APC-R700 (eBioscience, San Diego, California, USA)
Streptavidin-FITC (SouthernBiotech, Birmingham, Alabama, USA)

Standard pIgA Ale (pripraveny podla §tadie Suzuki et al. (2008) na Ustave
imunologie LF UP, Olomouc, Ceska republika)

Zasobny roztok sialidazy o koncentracii 5 U-ml™"' (Agilent Technologies, Santa

Clara, Kalifornia, USA)

Zoznam pouzitych chemikalii

10x nosna kvapalina (Sony Biotechnology, San Jose, California, USA)

10x permeabilizacny timivy roztok (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey,
USA)

16 % zasobny roztok paraformaldehydu (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
Pennsylvania, USA)

30 % peroxid vodika v H2O (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
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Albumin z hovidzieho séra (BSA), Fraction V (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA)
Ampicilin (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)
Aprotinin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Automatic setup beads (Sony Biotechnology, San Jose, California, USA)
Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Butanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
Citrat sodny dihydrat (Erba Lachema, Brno, Ceska republika)
Dezinfekcny prostriedok (Savo, Chicago, Illinois, USA)
Dulbecco's PBS (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA)
EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova), Molecular Biology Grade (Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Etanol (BC-CHEMSERVIS, Roznov pod Radhostém, Ceska republika)
Farbivo Coomassie Brilliant Blue (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)
Fetalne bovinné sérum (FBS) (Gibco, Bazilej, évaj Ciarsko)
Ficoll-Paque o hustote 1.077 grml™' (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden)
Chemiluminiscencny substrat West Pico PLUS- roztok luminol/zosiliiovaé +
stabilny roztok peroxidu) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)
Imidazol (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA)
IPTG (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
KCl (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
KH,PO4 (Erba Lachema, Brno, Cesk4 republika)
Kyselina citronova, bezvodna (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
Kyselina sirova ((Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
LB médium (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA)
Leupeptin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Lyzozym (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)
Metanol (Serva, Baden-Wuerttemberg, Nemecko)
Montovacie médium s DAPI (Abcam, Cambridge, Spojené kral'ovstvo)
NaCl (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
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e NayHPO4 12H-0 (Lach-Ner, Neratovice, Ceské republika)

e Ni-NTA agar6za (Qiagen, Hilden, Nemecko)

e O-fenyléndiamin dichlorid (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e Penicilin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

e Persiran amonny (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)

e Pierce™ BCA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

e PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e RPMI médium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e SuSené mlieko (Bohemilk, Opocno, Cesko)

o Standard pre SDS-PAGE na uréenie molekulovej hmotnosti (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

e TEMED (tetrametyletyléndiamin) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e Tepelne spracované ludské sérum (pripravené na Ustave imunolégie LF UP,
Olomouc, Ceské republika)

e Tris (Promega, Madison, Wisconsin, USA)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

3.1.4 Zoznam pouzitych roztokov

e 1x nosnd kvapalina- pripravena z 10x nosnej kvapaliny riedenim destilovanou

vodou

e 1x PBS- pripravené z 10x PBS riedenim destilovanou vodou

e 1x PBS 50,05 % Tweenom 20- riedené pomocou destilovanej vody

e 1x permeabilizacny tlmivy roztok- pripravené z 10x permeabilizaéného timivého

roztoku riedenim destilovanou vodou

e 2x SDS vzorkovaci tlmivy roztok o pH 6,8- pripraveny z 0,755 g Trisu, 7,95 ml

glycerolu, 2,3 g SDS, 5 ml 2-merkaptoetanolu a doplnené destilovanou
vodou 50 ml

e 4 x Tris tlmivy roztok o pH 6,8- pripraveny z 30,25 g Trisu, 2 g SDS a doplnené

na 500 ml destilovanej vody
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4 x Tris tlmivy roztok o pH 8.8- pripraveny z 91 g Trisu, 2 g SDS a doplnené

na 500 ml destilovanej vody

4 % roztok paraformaldehydu- pripraveny zo 16 % zasobného roztoku riedenim
Dulbecco's PBS

5 % roztok FBS- roztok pripraveny z 5 ul FBS a 95 ul Dulbecco's PBS

5 % roztok suSeného mlieka s 0,05 % Tweenom- riedené pomocou destilovane;j

vody
10x PBS- roztok pripraveny z 240 g NaCl; 6 g KCI; 40,08 g Na2HPO4:12H20; 6 g
KH>POs; doplnené na 3 1 destilovanou vodou a pH upravené na hodnotu 7,5

10 % roztok tepelne spracovaného l'udského séra- roztok pripraveny z 10 ul

tepelne spracovaného 'udského séra a 90 ul Dulbecco's PBS

10 % vodny roztok persiranu amonneho- riedené destilovanou vodou

30 % akrylamidbisakrylamid- pripraveny z 75 g akrylamidu, 2 g bisakrylamidu a

doplnené na 250 ml destilovanou vodou
70 % etanol- riedeny pomocou destilovanej vody

AffiniPure F(ab), Fragment Goat Anti Human, Serum IgsA o Chain specific

protilatka o koncentracii 1 pg-ml”'- pripravena nariedenim zasobného roztoku

protilatky o koncentracii 1,2 mg-ml~! pomocou sterilného 1x PBS

Ampicilin o koncentracii 100 mg-ml™'- riedené pomocou destilovanej vody

Blokovaci tlmivy roztok- zlozenie 1 % BSA a 0,05 % Tween 20 v sterilnom
1x PBS

Citratovy tlmivy roztok o koncentracii 10 mmol'ml™' a pH 6- pripraveny

zriedenym citratového tlmivého roztoku o koncentracii 100 mmol-ml~! a pH 6,
ten bol pripraveny zmieSanim 5,75 ml roztoku kyseliny citronovej o koncentracii
100 mmol-m1™" a 44,25 ml roztoku citratu sodného o koncentracii 100 mmol-ml™

Elektrodovy tlmivy roztok- pripraveny z 45,3 g Tris, 216 g glycinu, 15 g SDS

a doplnené na 3 I destilovanou vodou

Elu¢ny tlmivy roztok o pH 8- pripraveny z 6,0 g NaH2PO4-H>0; 17,54 g NaCl;

17 g imidazolu a doplnené na 1 I destilovanou vodou

Fixacny tlmivy roztok- pripraveny z 750 ml isopropanolu, 300 ml kyseliny

octovej a doplnené na 3 | destilovanou vodou
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Kompletné kultivacné RPMI médium s 10 % FBS a 1 % penicilin-streptomycin-

roztok pripraveny z 50 ml FBS a 5 ml penicilin-streptomycinu a doplnené RPMI
médiom na objem 500 ml

LB médium o koncentracii 25 g1"! s ampicilinom- za sterilnych podmienok

v laminarnom flow boxe bolo do 1 1 LB média o koncentracii 25 gl
napipetovany 1 ml ampicilinu o koncentracii 100 mg-ml™!

Nativny lyza&ny timivy roztok- tvoreny Trisom o koncentracii 50 mmol-1™'; NaCl

o koncentracii 300 mmol‘l1™!; imidazolom o koncentracii 10 mmol-1™!; tesne pred
pouzitim bol pridany roztok EDTA (100 mmol-1™!) o mnozstve 10 pl na 10ml;
Triton X-100 o mnozstve 10 ul na 10ml, lyzozym o mnozstve 5 mg na 10 ml;
PMSF (250 mmoll™!) o mnozstve 20 pl na 10 ml; leupeptin (1 mgml')
o mnozstve 4 pl na 10 ml a aprotinin (1 mg:ml™') o mnozstve 5,25 ul na 10 ml
nativneho lyzacného timivého roztoku; pH 8

Odfarbovaci roztok- pripraveny z 150 ml metanolu, 210 ml kyseliny octovej

a doplnené na 3 I destilovanou vodou

OPD tlmivy roztok- pripraveny z 9,2 g NaoHPO412H20 a 2,55 g kyseliny
citronovej, doplnené na 0,5 I a pH upravené na hodnotu 5

Premyvaci tlmivy roztok o pH 8- pripraveny z 6,9 g NaH,PO4-HxO; 17,54 ¢

NaCl; 1,36 g imidazolu a doplnené na 1 1 destilovanou vodou
Roztok 1 mol1! kyseliny sirovej- riedené pomocou destilovanej vody

Roztok FBS a EDTA- 1920 pul PBS, 40 ul FBS a 40 pl sterilného EDTA roztoku

o koncentracii 100 mmol-1™' a pH 8

Roztok fosforednanu sodného o koncentracii 0.1 mol-1™! apH 6 ureny

pre riedenie zasobného roztoku sialidazy- pripraveny z 1,2 ml roztoku Na;HPO4

o koncentracii 0,5 mol-l™" a 4,4 ml roztoku NaH,PO4 o koncentracii 1 mol-17,
doplnené destilovanou vodou na 50 ml. Roztok fosforecnanu sodného
o koncentracii 0,1 mol-1"! bol skladovany pri laboratornej teplote.

Roztok HRP znacenej anti-mouse IgG protilatky- pripraveny zmieSanim HRP

znacCenej anti-mouse IgG protilatky a blokovacieho tlmivého roztoku v pomere
1:2000

Roztok HRP znadenej IgA protilatky- zasobny roztok protilatky Peroxidase-

conjugated AffiniPure (F(ab)2 Fragment Goat Anti-Human Serum IgA o Chain
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specific (HRP znaCend IgA protilatka) bola zriedena blokovacim tlmivym

roztokom v pomere 1:10000

e Roztok IPTG o koncentracii 100 mmol-1"!- riedeny destilovanou vodou

e Roztok Na,HPO, o koncentrécii 0,5 mol1"'- pripraveny z 8,95 g Na;HPO4 12H>0O

a bolo doplnené destilovanou vodou na objem 50 ml

e Roztok NaH,PO4 o koncentracii 1 mol-1"!- pripraveny z 7,8 g NaH,PO4-2H,0

a bolo doplnené destilovanou vodou na objem 50 ml

e Roztok sialidazy o koncentracii 2 mU-ml"!- pripraveny zo zasobného roztoku

sialidazy o koncentracii 5 U'ml™! a roztoku fosfore¢nanu sodného o koncentracii
0,1 mol-1™apH 6

e Suspenzia regenerovanej Ni-NTA agarozy- Ni-NTA agaréza s nativhym

lyzaénym tlmivym roztokom v pomere 1:1

e Sterilné 1x PBS- roztok pripraveny z 100 ml 10x PBS a 900 ml destilovanej vody

e Sterilny EDTA roztok o koncentracii 100 mmol-1"! a pH 8- riedené pomocou

destilovanej vody

e Towbinov timivy roztok- pripraveny z 9 g Tris, 43,2 g glycinu, 600 ml metanolu

a doplnené na 3 I destilovanou vodou

e Vyvolavaci roztok pre metodu ELISA- pripraveny z S5 mg substratu

O-fenyléndiamin dichloridu, 10 ml OPD tlmivy roztok a 10 pl peroxidu vodika,
pricom peroxid vodika je pridavany az tesne pred vyvolanim

e Zasobny roztok BSA o koncentracii 0.25 me'ml'- riedené destilovanou vodou

3.1.5 Zoznam pouzitych pomécok

e 30 um filter pre zachytenie bunkovych zhlukov (Sysmex, Kobe, Hjogo, Japonsko)

e 6-jamkovy panel (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svajéiarsko)

e 96-jamkova mikrotitrana dosticka s plochym dnom, maxisorp (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e 96-jamkovy panel s okruhlym dnom (SARSTEDT, Newton, North Carolina,
USA)

e Aparatara pre pripravu gélov (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Aparatara pre SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Automatické jednokanalové a dvanastkanalové pipety (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA)
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e Blotovacie filtracné papiere (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)

e Cip na triedenie buniek (Sony Biotechnology, San Jose, California, USA)

e Erlenmayerove banky (Simax, Viederi, Rakusko)

e Falkonky o objeme 15 ml (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)

e Falkonky o objeme 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Nemecko)

e Filter pre ucel cytocentrifugacie (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

e Chromatograficka kolona (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Kirycie sklicka (Menzel Gléser, Braunschweig, Nemecko)

e Kyvety o objeme 0,5 1 (Himac, Hita¢inaka, Ibaraki, Japonsko)

e Laboratorne drziaky (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Laboratorny stojan (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Laboratorne svorky (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Lievikovy nadstavec (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)

e Mikroskumavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e Odmerny valec (Pyrex, Staffordshire, Spojené kral'ovstvo)

e Pipety s akumulatorovym pipetovacim nastavcom (Hirschmann, Baden-
Wiirttemberg, Nemecko)

e Pipetovacie Spicky (Alpha Laboratories, Hampshire, Spojené kralovstvo)

e Plastovy drziak mikroskopickych sklicok pre ucel cytocentrifugacie (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e Polyzinové mikroskopické sklicka (VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA)

e PVDF (polyvinylidéndifluorid) membrana (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA)

e Vacuette EDTA skiimavky (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA)

3.1.6 Zoznam pouzitych pristrojov

o Centrifugy (Hettich, Tuttlingen, Nemecko)
e Cytocentrifiiga (Beckman Coulter, Brea, California, USA)
e Fluorescencny mikroskop (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)

e Inkubator s CO2 (PHCbi, Wood Dale, Illinois, USA)
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e Kultivaéna rotacka (Trigon Plus, Cestlice, Ceska republika)

e Laminarny Flowbox Aura-VF48 (BioAir, Pero, Taliansko)

e Premyvacka mikrodosti¢iek (BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA)

e Pristroj na sortovanie buniek (Sony Biotechnology, San Jose, California, USA)

e G:Box Chemi XX9 (Syngene, Cambridge, Spojené kral'ovstvo)

e Rolovacia trepacka (CAPPRondo, Nordhausen, Nemecko)

e Spektrofotometer (Lasany International, Haryana, India)

e Stolna centrifiga (MPW, Hebron, Ohio, USA)

e Synergy HTX multi-mode reader (BioTek Instruments, Winooski, Vermont,
USA)

e Trepacka (Ika, Staufen im Breisgau, Nemecko)

e Ultrazvukovy sonikator (Hielscher, Teltow, Brandenburg, Germany)

e Velkoobjemova centrifiiga (Himac, Hita¢inaka, Ibaraki, Japonsko)

e Vortex (Ika, Staufen im Breisgau, Nemecko)

e Zariadenie pre western blot (Hoefer, Holliston , Massachusetts, United States)

3.1.7 Zoznam pouzitych vyhodnocovacich a Statistickych programov

e BioTek Gen5 Data Analysis Software (BioTek Instruments, Winooski, Vermont,
USA)

e GraphPad Prism verzia 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornia, USA)

e Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA a Laboratory for
Optical and Computational Instrumentation, Madison, Wisconsin, USA)

e Program Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Metédy smerujice k detekcii populacii T lymfocytov
prispievajucich k produkcii Gd-IgA

3.2.1.1 Izolacia mononuklearnych buniek z periférnej krvi

Izolacia mononuklearnych buniek z periférnej krvi zdravych jedincov a IgA

nefropatickych pacientov bola uskuto¢nena na zaklade protokolu uvedeného
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v bakalarskej praci Cutkova (2021). Vyzadované boli sterilné podmienky a laminarny

flowbox.

1.

Nezrazena periférna krv zdravého jedinca alebo IgA nefropatického pacienta
z odberovych EDTA skumaviek bola prenesend do falkonky o objeme 50 ml
a pridané bolo sterilné Dulbecco's PBS tak, aby vysledny pomer krvi a Dulbecco's
PBS bol 3:2. Bolo jemne premieSané.

Do falkoniek o objeme 15 ml bolo pomocou pipety s akumulatorovym
pipetovacim néstavcom napipetované po 4 ml roztoku Ficoll-Paque o hustote
1,077 g'ml™! a nasledne bola navrstvena zriedena krv (Obr. 6A) tak, aby bolo
vo vSetkych falkonkéach priblizne rovnaké mnozstvo.

Centrifugované bolo 40 minut pri 400 x g a laboratérnej teplote.

Po centrifugacii boli odobrané fazy s mononuklearnymi bunkami (lymfocytmi,
monocytmi a NK bunkami), ktoré su oznaCované ako ,,prstienky“ (Obr. 6B),
a boli rovnomerne prerozdelené do falkoniek o objeme 15 ml.

Bolo uskuto¢nené premyvanie. K mononuklearnym bunkam bolo doplna pridané
Dulbecco's PBS a bolo centrifugované 15 minut pri 200 x g a laboratornej teplote.
Po centrifugacii bol supernatant odsaty a k peletam bolo opat doplna falkonky
pridané Dulbecco's PBS. Centrifugované bolo pri rovnakych podmienkach ako

v predoSlom bode a supernatant znova odsaty.

krvna plazma
nezrazena krv

/

] ] ,.prstienok™
—

Ficoll-Paque

e

Bieoll-Paque U :I erytrocyty a granulocyty
—_—

Obr. 6: Izolacia mononuklearnych buniek z perifémej krvi pomocou centrifugacie v hustotnom
gradiente. Na Obr. 6A mozno pozorovat krv pred centrifugaciou, ktora je navrstvena na roztok
Ficoll-Paque o hustote 1,077 g'ml™'. Na Obr. 6B mozno pozorovat tri oddelené fazy krvi
po centrifugacii. Mononuklearne bunky su sustredené vo faze ,,prstienok™.
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3.2.1.2 Sortovanie vybranych populacii buniek a ich stimulacia pomocou

IL-6, IL-21 a CD40-L

Sortovanie buniek bolo realizované na zaklade manualu Cell Sorter Operator’s Guide

(2015) a optimalizované pre potreby tejto diplomovej praci. Praca s bunkami vyzadovala

sterilné podmienky a laminarny flowbox.

7.

10.

1.

12.

13.
14.

15.

Nespecifické vazby v podobe Fc receptorov na mononuklearnych bunkéch boli
blokované pomocou 10 % tepelne spracovaného 'udského séra, priCom do kazdej
falkonky bolo pridanych 50 ul. Po 10 minttovej inkubacii bolo uskutocnené
premytie, pridané bolo Dulbecco's PBS a centrifugované 5 minut pri 250 x g
a laboratornej teplote.

Pelety boli rozsuspendované a zjednotené pomocou 100 ul 5 % FBS.

Pred sortovanim boli bunky Specificky farbené. Do 5 % roztoku FBS s bunkami
boli pridané protilatky spojené s fluoroférom- 1 ul protilatky FVD-421
na rozlisenie, ¢i st bunky zivé alebo mrtve, 5 ul fluorescencne znacenej protilatky
Anti-Human-CD19-PE-CF594, 5 ul fluorescencne znacenej protilatky Anti-
Human-CD3-BV510 a 5 ul fluorescen¢ne znacenej protilatky Anti-Human-CD4-
BV765. Bunky s protilatkami boli ponechané 30 mintt v tme.

Po 30 minatovej inkubacii bolo uskuto¢nené premytie. Pridanych bolo 5 ml
Dulbecco's PBS a centrifugované bolo 5 minut pri 250 x g a laboratérnej teplote.
Supernatant bol odsaty.

K nafarbenym bunkam pred sortovanim bol pridany 1 ml roztoku FBS a EDTA
za UCelom predchadzania lepenia buniek o stenu skimavky a vytvérania
bunkovych zhlukov. Nasledne bol roztok s bunkami prefiltrovany cez 30 um filter
na zachytenie bunkovych zhlukov.

Bol zapnuty pristroj na sortovanie buniek a bola uskutocnena jeho denna udrzba
a doplnenie vSetkych prevadzkovych kvapalin, ako nosné kvapalina, destilovana
voda ¢i 70 % etanol. Vlozeny bol taktiez Cip na triedenie buniek.

Kalibréacia pristroja bola uskutocnend pomocou roztoku ,,automatic setup beads®.
V softvéri na ovladanie pristroja boli nasledne zvolené lasery 405 nm a 488 nm.
Taktiez boli vybrané fluorochrémy, na zéaklade ktorych boli identifikované
zaujmové populacie.

Pomocou prietokovej cytometrie, ktord je suCastou pristroja pre sortovanie

buniek, boli charakterizované zadujmové bunkové populacie. Vyber ciel'ovych
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bunkovych populécii je opisany v kapitole 4.1. Nasledne boli bunky sortované
do kompletného kultivaéného RPMI média o objeme 1 ml. Kazda populécia
buniek bola triedena do falkonky zvlast. K vysortovanym populaciam buniek
patrili:

e zivé celkové lymfocyty o pocte 100 000 buniek

e zivé CD19+ bunky o pocte 100 000 a 75 000

e zivé CD4+ bunky o pocte 25 000

16. CD19+ bunky o pocte 75 000 boli spojené s CD4+ bunkami o pocte 25 000, teda
v pomere 3:1 na zaklade protokolu v ¢lanku Dienz et al. (2009).

17. VSetky populacie buniek v kompletnom kultivaénom RPMI médiu boli
centrifugované 5 minut pri 250 x g a laboratornej teplote. Supernatant bol odsaty.

18. K peletam bolo pridanych 200 pl kompletného kultivaéného RPMI média
avinom boli bunky rozsuspendované. Roztok sbunkami bol prepipetovany
do jamiek v 96-jamkovom paneli s okrahlym dnom.

19. Bunky boli nastimulované pomocou IL-6, IL-21 a CD40-L. Koncentracia IL-6
predstavovala 10 ng:ml™!' kompletného kultivaéného RPMI média, koncentracia
IL-21 50 ng-ml! a koncentracia CD40-L 1 000 ng-ml™!. Inkubované bolo 6 dni
pri 37 °C a5 % COa..

20. Po 6-driovej inkubacii boli odobraté supernatanty a zamrazené na —20 °C.

3.2.1.3 Stanovenie koncentracie IgA pomocou metody sendviCova

ELISA

Metoda sendvicova ELISA na stanovenie koncentracie IgA bola uskutocnend podla

optimalizovaného protokolu Ustavu imunolégie LF UP v Olomouci.

1. den
1. Na polystyrénovi membranu v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke s plochym
dnom bolo nanesenych 100 pl protilatky AffiniPure F(ab)> Fragment Goat Anti
Human, Serum IgA o Chain specific o koncentracii 1 pgrml™'.

2. Inkubované bolo cez noc v chladiacej miestnosti pri 4 °C.

2. den

3. Dosticka bola vytemperovana na laboratornu teplotu.
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Obr. 7: RozloZenie Standardu a vzorky na dosti¢ke pri merani koncentracie IgA pomocou metody
sendvi¢ova ELISA. ,S1° je $tandard o koncentracii 18,4 ng'ml™" napipetovany v duplikate, ,,S2*
je Standard o koncentracii 9,2 ng'ml™" napipetovany v duplikate a tak dalej. ,,B* predstavuje
blank. ,,VZ 50x* je vzorka zriedena blokovacim timivym roztokom v pomere 1:50 a napipetovana
v triplikate. ,,VZ 100x*, ,,VZ 200x* a,,VZ 400x* su vzorky zriedené v pomere 1:100, 1:200
a 1:400 taktiez pipetované v triplikate.

10.

1.

Bolo uskutocnené 5-krat premyvanie na premyvacke mikrodostiCiek pomocou
1x PBS.

Blokovanie bolo uskuto¢nené s 275 pl blokovacieho tlmivého roztoku
a inkubované 3 hodiny pri laboratornej teplote. Nasledne bol blokovaci tlmivy
roztok vyklepany z dosticky.

Do kazdej jamky bolo napipetované po 100 pl blokovacieho timivého roztoku.
Standard ChromPure Human IgA o pdvodnej koncentracii 4,6 mg'ml™
bol zriedeny blokovacim tlmivym roztokom v pomere 1:125 000.

Vzorky so supernatantom, ziskané v kapitole 3.2.1.2 v bode c¢islo 20, boli
zriedené v pomere 1:25 blokovacim tlmivym roztokom.

V duplikate bolo napipetovanych 100 pl Standardu (vysledné riedenie Standardu
teda bolo 1:250 000). V nasledujucich susednych jamkach bol Standard vzdy
dvojnasobne zriedeny a vysledna koncentracia Standardu bola 18,4; 9,2; 4,6; 2.3;
1,2; 0,6; 0,3; 0,14; 0,07 a 0,04 ng-ml_1 (Obr. 7).

V triplikate bolo napipetovanych 100 pl vzorky (vysledné riedenie vzorky teda
bolo 1:50). Do nasledujucich susednych jamiek bola vzorka nariedena este 100x,
200x a 400x (Obr. 7).

Inkubované bolo cez noc v chladiacej miestnosti.
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3. den
12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. Rano bola dosticka a blokovaci tlmivy roztok vytemperované na laboratornu
teplotu.

Dosticka bola 5-krat premyta na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou 1x PBS
$ 0,05 % Tweenom 20. Po poslednom premyti boli zvysky roztoku vyklepané.
Do jamiek bolo pridanych 100 pl roztoku s HRP znacenou anti-IgA protilatkou.
Bolo inkubované 2-3 hodiny pri laboratornej teplote.

Nasledne bola dosticka 5-krat premyta na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou
1x PBS s 0,05% Tweenom a 5-krat pomocou PBS.

Do jamiek bolo napipetovanych 100 pl vyvolavajuceho roztoku pre metddu

ELISA.

Vyvolavacia reakcia bola zastavena pomocou 100 pl roztoku 1 mol-1"! kyseliny
sirovej.
Pristrojom Synergy HTX multi-mode reader bola pri vinovej dizke 492 nm

zmerana absorbancia blanku, Standardu a vzoriek.

3.2.1.4 Stanovenie koncentracie Gd-IgA pomocou metédy sendvicova

ELISA

Metoda sendvicova ELISA na stanovenie koncentracie Gd-IgA bola uskuto¢nena podla

optimalizovaného protokolu Ustavu imunolégie LF UP v Olomouci.

1. deni
1.

2. den

Na polystyrénovu membranu v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke s plochym
dnom bolo nanesenych 100 ul protilatky AffiniPure F(ab)> Fragment Goat Anti
Human, Serum IgA o Chain specific o koncentracii 1 pgrml™'.

Inkubované bolo cez noc v chladiacej miestnosti pri 4 °C.

Dosticka bola vytemperovana na laboratornu teplotu.

Bolo uskuto¢nené 5-krat premyvanie na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou 1x
PBS.

Blokovanie bolo uskuto¢nené s 275 pul blokovacieho tlmivého roztoku
a inkubované 3 hodiny pri laboratornej teplote. Nasledne bol blokovaci timivy
roztok vyklepany z dosticky.

Do kazdej jamky bolo napipetované po 100 ul blokovacieho timivého roztoku.
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Obr. 8: Rozlozenie S§tandardu avzorky na dosticke pri merani koncentracie Gd-IgA
pomocou metody sendvidova ELISA. .S1¢ je standard o koncentracii 1156,1 ng'ml™
napipetovany v duplikate, .,S2° je standard o koncentracii 578,1 ng'ml™" napipetovany v duplikate
a tak d’alej. ,,B* predstavuje blank. ,,VZ 1:20* je vzorka zriedena blokovacim tlmivym roztokom
v pomere 1:20 a napipetovana v duplikate, ,,VZ 1:40% je vzorka zriedena blokovacim tlmivym
roztokom v pomere 1:40 a napipetovana v duplikate a tak d’alej.

7.

10.

1.

3. den

12.

Standard pIgA Ale o povodnej koncentracii 0,5087 mg-ml™" bol zriedeny tak, Ze
do 220 pl blokovacieho timivého roztoku bol pridany 1 pl Standardu.

Vzorky so supernatantom, ziskané v kapitole 3.2.1.2 v bode cislo 20, boli riedené
v pomeroch 1:10.

V duplikate bolo napipetovanych 100 pl standardu a bolo premieSané. Nasledne
bolo odobratych 100 pl a prenesenych do vedlajsej jamky, ¢im bol Standard
dvojnéasobne zriedeny oproti predoslej jamke. Vysledna koncentracia standardu
teda bola 1156,1; 578,1; 289.,0; 144,5; 72,3; 36,1; 18,1 a 9,0 ng-ml_1 (Obr. 8).

V duplikate bolo napipetovanych 100 pl vzorky a bolo premieSané. Nasledne bolo
odobratych 100 pl aprenesenych do vedlajSej jamky, ¢im bola vzorka
dvojnasobne zriedend oproti predoslej jamke. Tento proces zriedovania sa
opakoval eSte s dalsSim dvomi jamkami. Vysledné riedenie vzorky bolo 1:20,
1:40, 1:80 a 1:160 (Obr. 8).

Inkubované bolo cez noc v chladiacej miestnosti pri 4 °C.

Dosticka bola vytemperovand na laboratornu teplotu a 5-krat premyta
na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou 1x PBS. Po poslednom premyti boli

zvysky premyvacieho roztoku vyklepané.
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13.

14.

15.

4. den

16.
17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

Do jamiek so vzorkami a §tandardom bolo napipetovanych 100 ul roztoku
so sialidazou o koncentracii 2 mU-ml"l. Do ostatnych jamiek bolo
napipetovanych 100 ul roztoku fosfore¢nanu sodného o koncentracii 0,1 mol-17".
Inkubované bolo 3 hodiny pri 37 °C.

Po inkubécii bola dosticka premyta na premyvacke mikrodosti¢iek 5-krat
pomocou 1x PBS a zvysky roztoku boli vyklepané.

Nanesenych bolo 100 pl roztoku protilatky 35A12, ktory bol pripraveny
zriedenim jej zasobného roztoku pomocou blokovacieho tlmivého roztoku

v pomere 1:2000, a inkubované bolo cez noc v chladiacej miestnosti pri 4 °C.

Dosticka a blokovaci timivy roztok boli vytemperované na laboratornu teplotu.
Dosticka bola 5-krat premyta na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou 1x PBS,
po poslednom premyti boli zvysky roztoku vyklepané.

Do jamiek bolo pridanych 100 pl roztoku HRP znaCenej anti-mouse IgG
protilatky v blokovacom tlmivom roztoku.

Inkubované bolo 2-3 hodiny pri laboratornej teplote.

Nasledne bola dosticka 5-krat premyta na premyvacke mikrodosti¢iek pomocou
1x PBS s 0,05% Tweenom a 5-krat pomocou 1x PBS.

Do jamiek bolo napipetovanych 100 pl vyvolavajuceho roztoku pre metddu
ELISA.

Vyvolavacia reakcia bola zastavena pomocou 100 pl roztoku 1 mol-1"! kyseliny
sirovej.

Pomocou pristroja Synergy HTX multi-mode reader bola pri vlnovej dizke

492 nm zmerana absorbancia blanku, Standardu a vzoriek.

3.2.2 Metody analyzy l'ahkych retazcov Gd-IgA u IgA+ lymfocytov

po stimulacii buniek IL-6

Fixacia, farbenie buniek aich pozorovanie pod fluorescencnym mikroskopom boli

realizované pomocou optimalizovanych protokolov Ustavu imunolégie LF UP

v Olomouci a pomocou novovytvorenych protokolov uvedenych v tejto praci.
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3.2.2.1 Izolacia buniek z periférnej krvi a ich stimuldcia pomocou IL-6

1.

Bunky z nezrazenej periférnej krvi IgA nefropatickych pacientov o objeme
priblizne 9 ml boli vyizolované podl'a metody opisanej v podkapitole 3.2.1.1.
Peleta s bunkami bola rozsuspedovana v kompletnom kultivacnom RPMI médiu
o mnozstve 1 ml média na 1-2 miliony buniek.

Do jamiek v 6-jamkovom paneli bolo napipetovanych 5 az 7 ml roztoku buniek
v kompletnom kultivaénom RPMI médiu.

Do jamiek bol pridany IL-6, priCom koncentracia IL-6 predstavovala 10 ng
na 1 ml média.

Bunky stimulované IL-6 boli kultivované tyzderi v inkubatore pri 37 °C a pri 5 %

COo.

3.2.2.2 Fixacia buniek na mikroskopickych sklickach

1.

Bunky ziskané v kapitole 3.2.2.1 v bode ¢islo 5 boli premyté pomocou Dulbecco's
PBS a centrifugované 5 minut pri 250 x g a laboratornej teplote. Supernatant bol
odsaty (v d’alsich bodoch tento proces pod pojmom ,,premytie buniek) .

K bunkovej pelete bolo pridané Dulbecco's PBS o mnozstve 100 ul na priblizne
200 000 buniek a bolo rozsuspendované.

Bunky v roztoku boli na polyzinové mikroskopické sklicka koncentrované
pomocou cytocentrifugy. Do kazdého plastového drziaku s mikroskopickym
sklickom a filtrom bolo napipetovanych 100 ul roztoku s priblizne 200 000
bunkami. Cytocentrifugované bolo 3 minuty pri 200 x g a laboratornej teplote.
Bunky na sklickach boli fixované pomocou 4 % roztoku paraformaldehydu
10 minut pri laboratornej teplote. Nasledne boli premyté s 50 pl Dulbecco's PBS,

vysusené a uskladnené do mraznicky pri teplote —20 °C.

3.2.2.3 Intracelularne farbenie IgA + buniek a lambda Pahkych ret'azcov

1.

Sklicka s bunkami ziskané v kapitole 3.2.2.2 v bode Cislo 4 boli rozmrazené
na bunicine.

Za ucelom blokacie nespecifickych vézieb bolo na sklicko s bunkami pridanych
50 ul 10 % l'udského séra a 10 minut bolo inkubované pri laboratornej teplote.
Skli¢ko boli premyté pomocou 50 pl Dulbecco's PBS a po 5 minutach bolo
odklepané.
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4. Biotinylovana IgA protilatka bola pridana do 5 % FBS tak, aby jej zriedenie bolo
100x a 50 ul takto pripraveného roztoku bolo nanesenych na bunky na sklicku
a inkubované 45 minut pri laboratornej teplote a vo vlhkom prostredi (respektive
cez noc pri 4 °C a vo vlhkom prostredi).

5. Roztok s biotinylovanou IgA protilatkou bol odklepnuty a 3-krat bolo
uskutoCnené 5 minutové premyvanie s S0 ul Dulbecco's PBS.

6. Do 5 % FBS bol pridany streptavidin-FITC tak, aby jeho zriedenie bolo 1 000x
a rovnako bola pridana protilatka proti 'ahkému retazcu imunoglobulinu A, anti-
lambda-TRITC, tak, aby jej zriedenie bolo 200x. Na bunky na sklicku bolo
nanesenych 50 ul tohto roztoku so streptavidinom-FITC a protilatkou anti-
lambda-TRITC a inkubované bolo 45 minut pri laboratornej teplote vo vihkom
prostredi a v tme.

7. Roztok so streptavidinom a protilatkou bol odklepnuty a bolo uskutocnené 3-krat
5 minatové premyvanie s 50 pl Dulbecco's PBS.

8. Sklicko bolo premyté destilovanou vodou, voda bola odklepnuta a bolo
ponechané uschnut’.

9. Po vysuSeni bolo na mikroskopické sklicko nanesené montovacie médium
s DAPI, prikryt¢é bolo krycim sklickom a bunky boli pozorované

pod fluorescen¢nym mikroskopom.

3.2.2.4 Povrchové farbenie Gd-IgA+, IgA+ buniek a lambda I’ahkych

ret’azcov

1. Bunky ziskané v kapitole 3.2.2.1 v bode ¢islo 5 boli premyté.

2. Nespecifické vazby v podobe Fc receptorov buniek boli blokované 10 minut
pomocou 50 ul 10 % tepelne spracovaného ludského séra. Po inkubécii boli
bunky premyté.

3. K pelete bolo pridanych 100 ul 5 % FBS a protilatka 35A12, ktora bola zriedena
100x. Inkubované bolo 30 minut pri 37 °C.

4. Na dalSich 30 minuat pri 37 °C bola k bunkdm v roztoku 5 % FBS s protilatkou
35A12 pridana dalSia protilatka, biotinylovana IgA. Po inkubacii bolo
uskuto¢nené premytie buniek.

5. K pelete bolo pridanych 100 ul 5 % FBS a protilatky anti-mouse-IgG-FITC
zriedena 200x, anti-lambda-TRITC zriedena 200x a streptavidin-APC-R700
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zriedeny 200x. Inkubované bolo 45 minut pri laboratornej teplote a nasledne bolo
uskuto¢nené premytie buniek.

Bunky boli prenesené a fixované na mikroskopickych sklickach pomocou 4 %
paraformaldehydu podl'a postupu opisaného v kapitole 3.2.2.2.

Po fixacii bolo uskuto¢nené 5 minutové premytie s 50 ul Dulbecco's PBS
a nasledne preplachnutie s destilovanou vodou.

Po vysuSeni bolo na mikroskopické sklicko nanesené montovacie médium
s DAPIL, prikryté bolo krycim sklickom a bunky boli pozorované

pod fluorescencnym mikroskopom.

3.2.2.5 Farbenie spojovacieho ret'azca, Gd-IgA+ buniek a lambda

Pahkych retazcov

1. deni
1.
2.

2. den

Bunky ziskané v kapitole 3.2.2.1 v bode ¢islo 5 boli premyté.

Nespecifické viazby v podobe Fc receptorov buniek boli blokované 10 minut
pomocou 50 ul 10 % tepelne spracovaného l'udského séra. Po inkubacii bolo
uskutoCnené premytie.

K pelete bolo pridanych 100 pl 5 % FBS a 2 ul biotinylovanej 35A12 protilatky,
ktora bola zriedena 100x. Inkubované bolo 1 hodinu pri 37 °C a nésledne bolo
uskutoCnené premytie buniek.

K pelete bolo pridanych 100 pl 5 % FBS a protilatky anti-lambda-TRITC
zriedenej 200x a streptavidinu-APC-R700 taktiez zriedeného 200x. Inkubované
bolo 45 minut pri laboratornej teplote. Po inkubacii bolo uskutocnené premytie.
Bunky boli fixované vo falkonke pomocou 4 % paraformaldehydu 10 minut
pri laboratornej teplote v tme a po fixacii boli bunky premyté.

K pelete bolo pridanych 50 ul Dulbecco's PBS a na noc uskladnene pri 4 °C v tme.

. Bunky boli centrifugované 5 minut pri 250 x g a laboratornej teplote. Supernatant

bol odsaty.
Pridany bol na 10 mintt 1x permeabilizacny timivy roztok. Nasledne boli bunky
boli centrifugované 5 minuat pri 320 x g a laboratornej teplote. Supernatant bol

odsaty.
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3. Pridany bol citratovy tlmivy roztok a bunky v tomto roztoku boli zahriate 5 minut
na 96 °C. Dalsich 15 minat boli bunky ponechané schladnut’ pri laboratornej
teplote a v tme.

7. Bolo uskuto¢nené premytie buniek.

4. Bunky boli resuspendované v 1x permeabilizatnom tlmivom roztoku s 2 % FBS
apridana bola protilatka rabbit anti-human-J-chain zriedena 100x. Bolo
inkubované na dobu 15 minut a v tme. Nasledne bolo uskuto¢nené premytie
buniek.

5. Bunky boli resuspendované v 1x permeabilizacnom tlmivom roztoku s 2 % FBS
a pridana bola sekundarna protilatka goat anti-rabbit-IgG-AF-488 zriedena
1000x. Inkubované bolo 30 minut a v tme. Nasledne boli bunky premyté.

6. Na mikroskopické sklicko boli bunky koncentrované pomocou metddy opisane]
v kapitole 3.2.2.2 v bodoch ¢islo 2 a 3.

7. Po vysuSeni bolo na mikroskopické sklicko nanesené montovacie médium
s DAPIL, prikryté bolo krycim sklickom a bunky boli pozorované

pod fluorescen¢nym mikroskopom.

3.2.3 Metoédy produkcie a purifikicie proteinu CHI1-HR-CH2

pri nativnych podmienkach

Protein CHI1-HR-CH2 je rekombinantna cast IgA, ktort mozno sacharidovo
modifikovat. Bola by tak ziskand HR Gd-IgA, ktora by potencionalne mohla byt vyuzita
ako protilatka na detekciu anti-Gd-IgA+ B lymfocytov. Produkcia a purifikacia proteinu
CH1-HR-CH2 bola uskutonena podla knizného navodu QIAexpressionist (2003)

a optimalizovanych protokolov Ustavu imunologie LF UP v Olomouci.

3.2.3.1 Namnozenie Startovacej bakteridlnej kultiry a indukcia

produkcie proteinu CH1-HR-CH2

1. den
1. Pomocou odmerného valca bolo odmeranych 100 ml LB média o koncentracii
25 g'1”! s ampicilinom a prenesenych do 250 ml Erlenmayerovej banky. Rovnako
d’alsich 100 ml LB média s ampicilinom bolo odmeranych a prenesenych

do druhej Erlenmayerovej banky.
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2.

2. den

10.

1.

12.
13.

LB média s ampicilinom o objeme 20 ml bolo prenesenych do tretej 250 ml
Erlenmayerovej banky, ktora sluzila ako negativna kontrola.

Zmrazena bakterialna kultira E. coli, ktora predstavovala expresny systém
pET101 s vlozenou sekvenciou pre koédovanie proteinu CH1-HR-CH2, bola
rozmrazena a doplnend LB médiom s ampicilinom tak, aby kone¢ny objem bol
cca 500 pl.

Do dvoch Erlenmayerovych baniek so 100 ml LB média s ampicilinom bolo
pridanych 220 pl roztoku s bunkami a §tartovacia kultira bola inkubovana

cez noc na kultivacnej rotacke pri teplote 37°C.

Na dalsi det bol z mraznicky vytiahnuty roztok IPTG o koncentracii
100 mmol-1"! a zahrievany pri teplote 37°C.

Za sterilnych podmienok v laminarnom flow boxe bolo do Erlenmayerovych
baniek o objeme 2 1 pridanych 450 ml LB média s ampicilinom a nésledne
bolo pridanych 50 ml Startovacej bakterialnej kultary.

Baktérie boli ponechané rast’ priblizne 2 hodiny na kultivacnej rotacke pri teplote
37°C. V priebehu rastu bola merana hodnota optickej hustoty pri vinovej dizke
600 nm (ODe¢oo) pomocou spektrofotometra- hodnota ODepo bola merana
po 1 hodine, po 1 hodine a 30 minuatach, po 1 hodine a 45 minutach a po 1 hodine
a 55 minatach od zaciatku kultivacie, pricom 1 ml negativnej kontroly posluzil
ako blank a na meranie ODgoo bol pouzity 1 ml bakterialnej kulttry.

Po dosiahnuti rozmedzia hodnoty ODsoo 0,6-0,8; bol pridany roztok IPTG
o koncentracii 100 mmol-1"! a mnozstve 10 ml na 1 1 bakterialnej kultury.

Po 4 hodinéach inkubéacie na kultivacnej trepacke pri 37°C, boli bakterialne kultary
scentrifugované vo velkoobjemovej centrifuge v kyvetach oobjeme 0,5 1
15 minut pri 8 000 x g a4°C (alternativne mozno centrifugovat’ aj 10 minuat
pri 10 000 x g a 4°C). Supernatant bol odliaty do dezinfekéného prostriedku Sava.
Bunky boli premyté pomocou 1x PBS a centrifugované 15 minut pri 8 000 x g
a 4°C. Supernatant bol odliaty do dezinfekéného prostriedku Sava.

Pridany bol nativny lyzaény tlmivy roztok o mnozstve 10 ml roztoku na 1 g pelety.
Baktérie boli v nativnom lyza¢nom tlmivom roztoku resuspendované a nasledne

zamrazeneé.
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3.2.3.2 Homogenizacia bakterialnej kultiry

1. deni
1.

Transformované indukované baktérie E. coli v nativhom lyzacnom tlmivom
roztoku boli po rozmrazeni premieSané a rozdelené do troch falkoniek o objeme
50 ml.

Nasledne boli 25-krat sonikované pomocou ultrazvukového sonikatora
po 15 sektind s pauzami trvajucimi 1-2 minuty. Pocas pauz bol lyzat umiestneny

na l'ade, aby nedochadzalo k jeho prehrievaniu.

3. Po sonikécii bol lyzat centrifugovany 25 min pri 15 550 x g a teplote 4°C.

Supernatant z falkoniek bol odliaty do dvoch cCistych falkoniek. Pelety boli

odlozené do mraznic¢ky pri —20°C na d’alSie pouzitie.

3.2.3.3 Purifikacia proteinu CH1-HR-CH2

1. deni
5.

K supernatantu ziskaného po homogenizacii bakterialnej kultary bola pridana
suspenzia regenerovanej Ni-NTA agarozy o mnozstve 1 ml na 10 ml supernatantu,
respektive 1 ml suspenzie Ni-NTA agardzy na 1 g bunkovej pelety, a nasledne
bola tato zmes umiestnend na 1 hodinu na rolovaciu trepacku do chladiacej
miestnosti o teplote 4°C.

Prazdna chromatograficka kolona bola ekvilibrovana s priblizne 20 ml
deionizovanej vody a nasledne bola svorkami a drziakmi upevnena na laboratorny
stojan. Pripojeny bol lievikovy nadstavec pre lepsie nalievanie zmesi supernatantu
a regenerovanej Ni-NTA agarozy do kolony.

Supernatant so suspenziou regenerovanej Ni-NTA agardzy bol naneseny
na chromatograficka kolonu a vol'nym preteCenim bola zozbierana frakcia ,,flow
through*.

Pridany bol objem premyvacieho timivého roztoku v ml, ktorého mnozstvo bolo
vypocitané ako 20-krat hmotnost’ pelety v gramoch. Najprv bol pridany
do falkoniek, v ktorych sa predtym nachadzal supernatant so suspenziou
regenerovanej Ni-NTA agarozy. Takto boli falkonky premyté a nasledne bol
premyvaci tlmivy roztok naneseny na koloénu. Po preteCeni chromatografickou

kolonou bola zozbierana frakcia ,,wash®.
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9. Kelucii zdujmového rekombinantného proteinu CHI-HR-CH2 bol vyuzity
eluény tlmivy roztok, pricom bolo pridané mnozstvo odpovedajice 10 ml tohto
roztoku na 1 1 bakterialnej kultury. Pre 2 1 bakterialnej kultury bolo teda pridanych
20 ml elu¢ného tlmivého roztoku. Ziskanych bolo 10 frakcii o objeme 2 ml

elucia 2

oznacené ako ,,elucia 1¢ elucia 3“ az po ,,eluciu 10%.

2 2 2 9

10. Frakcie flow-through, wash a elucie boli uskladnené do chladiacej miestnosti

pri 4°C.
3.2.3.4 Priprava gélov pre SDS-PAGE

1. den

11. Zostavena bola aparattira pre pripravu gélov.

12.12 % deliaci gél bol pripraveny z 5,25 ml destilovanej vody; 6 ml 30 %
akrylamidbisakrylamidu; 3,75 ml 4 x Tris timivého pH 8,8; 75 ul 10 % vodného
roztoku persiranu amoénneho a 15 ul TEMEDu. Vysledna zmes bola napipetovana
medzi skla. Bublinky boli odstranené butanolom a gél bol ponechany 20 minut
schnut’.

13. Po stvrdnuti gélu bol butanol vymyty destilovanou vodou a voda odstranena
pomocou filtracného papiera.

14. 4 % zaostrovaci gél bol pripraveny z 6,2 ml destilovanej vody; 1,3 ml 30 %
akrylamidbisakrylamidu; 2,5 ml 4 x Tris tlmivého roztoku o pH 6,8; 50 ul 10 %
vodného roztoku persiranu amonneho a 10 ul TEMEDu. Vysledna zmes bola
napipetovand medzi skla aihned boli vlozené hrebene. Gél bol ponechany
stvrdnuat’.

15. Gély boli cez noc uchované v elektrédovom tlmivom roztoku a v chladiacom

priestore.

3.2.3.5 SDS-PAGE za ucelom identifikicie proteinov v jednotlivych
frakciach ziskanych purifikaciou
2. den

16. Z kazdej frakcie ziskanej po purifikacii bolo odobratych 50 ul do mikroskiimaviek

o objeme 1,5 ml.

17. Z pdvodnej pelety bolo Spickou pipety odobraté malé mnozstvo.
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18.

19.

20.

21.

22.
23.

Do kazdej mikroskiimavky bolo pridanych 50 pl 2x SDS vzorkovacieho timivého
roztoku.
Vzorky boli zahriaté na 95°C po dobu 5 minut, zvortexované a sto¢ené na stolnej

centrifige. Nanasané na gél boli az po ich vychladnuti na laboratornu teplotu.

Bola zostavena aparatira pre SDS-PAGE a do nej naliaty elektrodovy tlmivy
roztok.
Do jamiek bolo napipetovanych 5 pl Standardu pre SDS-PAGE na urcenie

molekulovej] hmotnosti, d’alej 8 pl elucie 1, elucie 2, elucie 3 az elucie 10, frakcie
flow through, frakcie wash a pelety.
Elektroforéza prebiehala priblizne 1 hodinu pri napati 140 V.

Po zastaveni elektroforézy bol gél vybraty a jeho zaostrovacia ¢ast’ odstranena.

3.2.3.6 Farbenie gélu pomocou farbiva Coomassie Brilliant Blue

2. den
24
25

26
27

. Gél bol 10 minut fixovany vo fixatnom tlmivom roztoku na trepacke.

. Fixa¢ny tlmivy roztok bol odliaty a na 20-30 minut bola pridané farbivo
Coomassie Brilliant Blue za staleho trepania.

. Farbivo bolo odliate spat’ do zasobnej fTase a pridany bol odfarbovaci roztok.

. Odfarbovanie bolo uskutocnené niekol'kokrat a gély boli nasledne vyfotené

pomocou kopirky.

3.2.3.7 Western blot a identifikidcia ziujmového proteinu CH1-HR-CH2

na m

2. den

28.

29.

30.

31.

embrane

Druhy gél ziskany pri elektroforéze bol umiestneny na 10 minit do Towbinoveho
tlmivého roztoku na trepacke.

PVDF membréana bola premyta v metanole a nasledne vlozena na 10 minut
do Towbinoveho tlmivého roztoku.

Do Towbinoveho tlmivého roztoku boli na par minut za staleho trepania vlozené
aj blotovacie filtracné papiere.

Na zariadeni pre western blot bol umiestneny ako prvy blotovaci filtracny papier,

na ktory bola polozena membrana, na fiu gél a opat blotovaci filtraény papier.
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32.

33.

3. den

34.

35.

36.

37.

Western blot prebiehal pol hodinu pri 60 mA, ak boli dve membrany, tak
pri 120 mA, a maximalne 25 V.

PVDF membrana po western blote bola blokovana cez noc v chladiacej miestnosti
pri 4°C pomocou 5 % roztoku susen¢ho mlieka s 0,05 % Tweenom za staleho

trepania.

K PVDF membrane bola pridana Penta-His HRP konjugovana protilatka, priCom
riedena bola pomocou roztoku suseného mlieka v pomere priblizne 1:10 000
a inkubované bolo 1,5 hodiny na trepacke pri laboratérnej teplote.

Roztok suSeného mlieka bol odliaty a uskutoCnené bolo 4-krat premyvanie
v roztoku 1x PBS s 0,05 % Tweenom po 20 minut a nasledné 2-krat premyvanie
v 1x PBS po 15 minut.

Pridany bol chemiluminiscencny substrdt o mnozstve 2 ml roztoku
luminol/zosiltiova¢ + 2 ml stabilného roztoku peroxidu a 5 minut bolo pretrepané.

Membrana bola vlozena do folie a vyfotena na pristroji G:Box Chemi XXO.

3.2.3.8 Zakoncentrovanie proteinu

1.

Elucie 1-10 ziskané v kapitole 3.2.3.3 boli zlucené a centrifugované v Specialnej
falkonke s filtrom prepustajicim len proteiny mensie ako 10 kDa pri 6 000 x g
a4°C.

Po zakoncentrovani bol protein premyty 2-krat pomocou 5 ml 1x PBS a opat’ bol
zakoncentrovany centrifugaciou.

Protein bol uskladneny pri 4°C.

3.2.3.9 Meranie koncentracie celkovych proteinov

1.

2.
3.

Pripravené boli kalibra¢né roztoky BSA o koncentraciach 2 000, 1 500, 1 000,
750, 500, 250, 125, 25 pg'ml~! podla protokolu Pierce™ BCA Assay Kit.

Blank predstavoval roztok PBS.

Kalibra¢né roztoky BSA, blank a vzorka so zakoncentrovanym proteinom ziskana
v kapitole 3.2.3.8 boli napipetované do 96-jamkového panelu s plochym dnom
a pridané k nim boli ¢inidla o mnozstve, ktoré je udavané v protokole Pierce™

BCA Assay Kit.
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96-jamkovy panel bol 30 sekund pretrepany a nasledne inkubovany 30 minut
pri 37°C.
Absorbancia bola merana pomocou pristroja Synergy HTX multi-mode reader

pri 562 nm.

3.2.3.10 Specifické meranie koncentricie proteinu pomocou SDS-PAGE

1.

2. den

10.

1.

Zo zasobného roztoku BSA o koncentracii 0,25 mgml' bolo do $tyroch
mikroskimaviek napipetovanych 4 ul; 2 pl; 1 pl; 0,5 pl a 0,25 pl. Nasledne boli
objemy doplnené PBS tak, aby v kazdej mikroskimavke bol konecny objem 4 pl.
Vzorky boli pripravené napipetovanim 2 pl a4 pl roztoku so zadujmovym
proteinom, pripravenym v kapitole 3.2.3.8, a nasledne boli objemy doplnené PBS
tak, aby v kazdej mikroskimavke bol konecny objem 4 ul.

Do kazdej mikroskimavky bolo napipetované po 4 ul 2x SDS vzorkovacieho
tlmivého roztoku.

Pripravené roztoky boli zvortexované, stoené na stolnej centrifuge a 5 minut
povarené pri 95°C.

Bola zostavena aparatira pre SDS-PAGE a do nej naliaty elektrodovy tlmivy
roztok.

Do jamiek bolo napipetovanych 5 pl Standardu pre SDS-PAGE na urcenie
molekulovej hmotnosti a po 8 pl roztokov s BSA o kone¢nej hmotnosti proteinu
1;0,5; 0,25; 0,125 a 0,063 ug a 8 ul vzorky nezriedenej a 2x zriedene;.
Elektroforéza prebiehala pri 150 V priblizne 1 hodinu.

Po vypnuti elektroforézy bol gél vybraty, jeho zaostrovacia Cast odstranena
a 10 mintt bol fixovany vo fixacnom tlmivom roztoku na trepacke.

Fixacny tlmivy roztok bol odliaty a na noc bola pridana farbicka Coomassie

Brilliant Blue za staleho trepania.

Rano bola farbicka odliata spiat do zasobnej fl'ase a pridany bol odfarbovaci
roztok.

Odfarbovanie bolo uskutocnené niekol'’kokrat a gél nasledne vyfoteny.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vyber ciel’ovych bunkovych populacii pre sortovanie

Po vyizolovani buniek z periférnej krvi a ich nafarbeni, teda po pridani protilatok
spojenych s fluoroforom, bolo uskutocnené sortovanie buniek. Samotnému sortovaniu
predchadzal vyber cielovych bunkovych populécii, ktoré mali byt nasledne triedené.
Charakterizacia tychto populacii bola realizovand prostrednictvom prietokovej
cytometrie, ktora je sucast'ou pristroja na sortovanie.

V grafe na Obr. 91, ktory bol ziskany vynesenim predného rozptylu (FSC-A)
a spatného rozptylu svetla (BSC-A), boli vyznacené, alebo takzvane ,,gatované®, celkové
lymfocyty. V ramci tejto populacie buniek bol nasledne zostrojeny graf (Obr.91I)
vynesenim FSC-A a FSC-H av fiom gatované singlety, teda bunky vyskytujice sa
samostatne, netvoriace bunkovy zhluk.

Zo singletov boli gatované zivé bunky. Mrtve bunky v porovnani so zivymi svietia
intenzivnejSie, pretoze znacena protilatka FVD-421 u mftvych buniek viaze jednak vol'né
aminy na povrchu a zaroveni prechadza cez plazmaticki membranu a farbi tak volné
aminy vo vnutri bunky. Naproti tomu u zivych buniek tato znacena protilatka membranou
neprechadza, bunky su farbené len povrchovo a preto svietia menej (Flow Cytometry
Protocols Handbook). Na grafe, ktory bol zostrojeny pomocou vynesenia BSC-A
a fluorescencného signalu z fluoroféru Brilliant Violet 421 (Obr. 911I), bola pozorovana
pritomnost’ len jednej populacie buniek. Vzhl'adom na to, Ze sortovanie buniek bolo
uskuto¢nené ihned’ po ich vyizolovani a nafarbeni, bolo rozhodnuté, ze sa jedna
o populaciu zivych buniek. Zivé mononuklearne bunky sa pri izolacii buniek z periférne;
krvi zhromazduju vo faze , prstienok™, zatial o mrtve bunky prepadavaju cez Ficoll-
Paque a usadzaju sa na dne skimavky (Nybo, 2010).

Zo zivych buniek gatovanych v grafe na Obr. 9III bol zostaveny graf vynesenim
fluorescencného signalu z fluoroforu Brilliant Violet 421 a fluoroféru PE-TR a bola
gatovana CD19+ populacia buniek (B bunky) (Obr. 91V). Rovnako z gatovanych zivych
buniek na Obr. 91III bol zostaveny graf vynesenim fluorescenného signalu z fluoroféru
Brilliant Violet 510 a fluoroféru Brilliant Violet 785 a bola gatovana CD4+ populacia
buniek (Th bunky) (Obr. 9V).
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Vsetky udalosti
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Obr. 9: Charakterizacia bunkovych populacii procesom gatovania.
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4.2 Detekcia populacii T lymfocytov prispievajucich k produkcii Gd-IgA

4.2.1 Porovnanie produkcie IgA medzi vybranymi skupinami buniek

Styrmi skupinami buniek, na ktorych boli skimané odlinosti v schopnosti produkovat
IgA, boli:
1. zivé celkové lymfocyty o pocte 100 000, nestimulované, ktoré sluzili ako
negativna kontrola;
2. zivé celkové lymfocyty o pocte 100 000, stimulované pomocou IL-6, IL-21
a CD40-L;
3. zivé CD19+ bunky o pocte 100 000, stimulované pomocou IL-6, IL-21 a CD40-L;
4. zivé CD19+ bunky v kombinacii s CD4+ bunky o celkovom pocte 100 000
(75000 CD19+ a25000 CD4+ buniek), stimulované pomocou IL-6, IL-21
a CD40-L;
pricom bunky pochadzali od troch zdravych jedincov atroch IgA nefropatickych
pacientov. Tieto skupiny buniek pocas 6-driovej inkubacie produkovali do kompletného
kultivacného RPMI média rozne latky, priCom jednou z nich bol IgA. Pomocou metody
sendvicova ELISA, ktora je opisana v podkapitole 3.2.1.3, bola z tohto média stanovena
koncentracia IgA, udavana v ng-ml™.
Kalibracna krivka bola zostrojena na zaklade kalibracnej rady Standardu
o koncentraciach 18,4; 9,2; 4,6; 2,3; 1,2; 0,6; 0,3; 0,14; 0,07 a 0,04 ng'-ml! a absorbancie
odpovedajucej k tymto koncentraciam. Kazda vzorka bola nariedena v triplikate
v pomeroch 1:50, 1:100, 1:200 a 1:400. Namerana absorbancia jednotlivych riedeni bola
prepocitana na koncentraciu IgA pomocou ziskanej kalibracnej krivky v softvéri BioTek
Gen5 Data Analysis a nasledne prepocitana na koncentraciu IgA v povodnej nezriedene;j
vzorke.
Z hodndt koncentracie IgA v povodnej vzorke boli néasledne najdené a odstranené
odl'ahlé hodnoty pomocou kvartilnych funkcii v programe Excel:
1. Prvy kvartil (QTL1) bol vypocitany pomocou funkcie QUARTILE.INC(,,oblast
s hodnotami“,1)
2. Treti kvartil (QTL3) bol vypocitany pomocou funkcie QUARTILE.INC(,,oblast

s hodnotami“,3)
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3. Medzikvartilovy rozsah (IQR) bol ziskany od¢itanim hodnoét tretieho a prvého
kvartilu (QTL3 — QTL1)
4. Spodna hranica bola vypocitana pomocou vzorca: QTL1 — 1,5:(IQR)
5. Horné hranica bola vypocitand pomocou vzorca: vzorec na vypocet hornej hranice
je: QTL3 + 1,5:(IQR).
Spodna a horna hranica uréuju rozpéatie hodnot. Hodnoty, ktoré boli mensSie alebo vacsie
ako toto rozpitie, boli vylucené (Excel-Lib.net).

Po odstraneni odl'ahlych hodnét bol vypocitany priemer koncentracie IgA pre kazda
vzorku az tejto priemernej koncentracie bola vypocitanda hmotnost v ng, ktora
predstavovala produkciu IgA jednotlivymi skupinami buniek. V podkapitole 3.2.1.2 boli
bunky 6 dni inkubované v 0,2 ml média, ktoré nasledne bolo v tejto kapitole v bode
¢islo 20 odobraté a z neho stanovend hladina IgA. Preto kazd4 priemerna koncentracia
bola vynasobena 0,2 ml.

Produkcia IgA bola néasledne prepocitana tak, aby kazda skupina buniek predstavovala
rovnaky pocet CD19+ pozitivnych buniek. To znamena, ze produkcia IgA u populacii
celkovych lymfocytov bola vynasobena faktorom 20 (z celkovych lymfocytoch o pocte
100 000 je CD19+ buniek priblizne 5 %) a produkcia IgA u skupiny CD19+ buniek
v kombinacii s CD4+ bola vynasobena faktorom 4/3 (v populacii CD19+ bunky
v kombinacii s CD4+ bolo celkovo 100 000 buniek, ale CD19+ len 75 000). Produkcia
IgA u populacie CD19+ buniek upravovana nebola z ddévodu, ze tato populécia uz
obsahovala 100 000 CD19+ buniek.

Prepocitana produkcia IgA vztiahnutd na 100 000 CD19+ buniek bola nasledne medzi
skupinami pochadzajucimi od zdravych jedincov ¢i IgA nefropatickych pacientov
porovnana pomocou Statistického testu ANOVA s Tukeyho post hoc testom v programe
GraphPad Prism, pri€om porovnavany bol priemer 2 az 3 hodnot produkcie IgA v kazdej
skupine (Obr. 10).

Signifikantna odlisnost’ v produkecii IgA voci kazdej d’alSej skupine buniek vykazovala
len skupina zivé celkové lymfocyty stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L od IgA
nefropatickych pacientov (v grafe na Obr. 10 IgAN lymfocyty stimu) a predstavovala tak
najviac citlivi skupinu buniek na pridavok IL-6, IL-21 a CD40-L. Produkcia IgA

u ziadnej d’alSej skupiny buniek nebola signifikantne odliSna voci ostatnym skupinam.
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Obr. 10: Porovnanie produkcie IgA medzi §tyrmi skupinami buniek od HC a IgAN pacientov
pomocou Statistického testu ANOVA a Tukeyho post hoc testu. Porovnavany bol priemer 2 az 3
hodnét. Styrmi skupinami buniek boli Zivé celkové lymfocyty nestimulované (v grafe oznadené
ako ,lymfocyty NS*), Zivé celkové lymfocyty stimulované I1L.-6, IL-21 a CD40-L (v grafe
oznacené ako ,lymfocyty stimu®), zivé B bunky stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L (v grafe
oznacené ako ,,CD19+%) a zivé B bunky v kombinacii s pomocnymi T bunkami v pomere 3:1
a stimulované IL-6,IL-21 a CD40-L (v grafc oznadené ako ,,CDI19+ a CD4+). Vsetky
signifikantné odlisnosti v produkcii IgA medzi skupinami buniek boli oznacené hviezdickou.
Nesignifikantné odlisnosti neboli na grafe znazomené. Produkcia IgA bola uvedena v ng
a vztiahnuta na 100 000 CD19+ buniek v kazdej skupine buniek (na osi y oznacené ako ng/100
tis. CD19+).

4.2.2 Porovnanie produkcie Gd-IgA medzi vybranymi skupinami

buniek

Styri skupiny buniek, opisané v kapitole 4.2.1, boli skimané za cielom zistenia odlisnosti
v schopnosti produkovat’ Gd-IgA. Pomocou metddy sendvicova ELISA (podkapitola
3.2.1.4) boli ziskané hodnoty absorbancie v jednotlivych vzorkach. Vzorkami bolo
kompletné kultivatné RPMI médium, ziskané po 6-dnovej inkubacii buniek (kapitola

3.2.1.2, bod ¢islo 20). Z absorbancie avSak nebola stanovena realna koncentracia, teda
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absolutna hodnota mnozstva Gd-IgA vo vzorke, ale len hodnota relativna. Dovodom
bolo, ako je uvedené aj v studii Zhao et al. (2012), ze pouzity Standard ,,pIgA Ale* nie je
tplne zbaveny galaktézy a vyjadrenie vysledkov v ng-ml~! by teda presne neodrazalo
koncentraciu Gd-IgA1l. Koncentracia bola preto uvedena v jednotkach na mililiter
(U-ml™!). Jedna jednotka Gd-IgA1 bola definovana ako 1 pg Standardu pIgA Ale.
Ziskané absorbancie vzoriek nariedenych v pomere 1:20 boli prepo¢itané na U-ml ™!

na zaklade absorbancie pre §tandard o koncentracii 1 U'ml™' pomocou priamej imery.
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Obr. 11: Porovnanie produkcie Gd-IgA medzi §tyrmi skupinami bunick od HC a IgAN pacientov
pomocou Statistického testu ANOVA a Tukeyho post hoc testu. Porovnavany bol priemer 2 az 3
hodnét. Styrmi skupinami buniek boli Zivé celkové lymfocyty nestimulované (v grafe oznadené
ako ,lymfocyty NS%), Zivé celkové lymfocyty stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L (v grafe
oznacené ako ,lymfocyty stimu®), zivé B bunky stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L (v grafe
oznacené ako ,,CD19+%) a zivé B bunky v kombinacii s pomocnymi T bunkami v pomere 3:1
a stimulované IL-6,IL-21 a CD40-L (v grafc oznadené ako ,,CDI19+ a CD4+). Vsetky
signifikantné odlisnosti v produkcii Gd-IgA medzi populaciami bunick boli oznacené
hviezdickou. Nesignifikantné odlisnosti neboli na grafe znazornené. Produkcia Gd-IgA bola
uvedena v jednotke U a vztiahnuta na 100 000 CD19+ buniek v kazdej skupine buniek (na osi y
oznacené ako U/100 tis. CD19+).
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Povodny objem u vietkych vzoriek bol 0,2 ml; hodnoty v U-ml™! nim boli vynasobené.
Ziskana tak bola produkcia Gd-IgA v jednotkach U. Produkcia Gd-IgA bola nasledne
prepocitana narovnaky pocet CD19+ pozitivnych buniek v jednotlivych skupinéch.
U populacii celkovych lymfocytov bola vynasobend faktorom 20 (z celkovych
lymfocytoch o pocte 100 000 je CD19+ buniek priblizne 5 %) a u skupiny CD19+ buniek
v kombinacii s CD4+ bola vynasobena faktorom 4/3 (v populacii CD19+ bunky
v kombinacii s CD4+ bolo celkovo 100 000 buniek, ale CD19+ len 75 000). Produkcia
Gd-IgA u populacie CD19+ buniek upravovana nebola z dovodu, ze tato populacia uz
obsahovala 100 000 CD19+ buniek.

Produkcia Gd-IgA uvedena v jednotkach U a vztiahnuta na 100 000 CD19+ buniek
bola nasledne medzi skupinami pochadzajucimi od zdravych jedincov ¢ IgA
nefropatickych pacientov porovnana pomocou Statistického testu ANOVA s Tukeyho
post hoc testom v programe GraphPad Prism, pricom porovnavany bol priemer 2 az 3
hodnét produkcie Gd-IgA v kazdej skupine (Obr. 11).

Signifikantni odliSnost v produkcii Gd-IgA voci kazdej dalSej skupine buniek
vykazovali len zivé celkové lymfocyty stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L od IgA
nefropatickych pacientov (v grafe na Obr. 11 I[gAN lymfocyty stimu). Produkcia Gd-IgA
u ziadnej d’alSej skupiny buniek nebola signifikantne odli§na voci ostatnym skupinam.

Zhodné vysledky boli dosiahnuté aj pri produkcii IgA (kapitola 4.2.1).

4.3 Analyza I’'ahkych ret'azcov Gd-IgA u IgA+ lymfocytov po stimulacii

IL-6 pomocou fluorescencnej mikroskopie

4.3.1 Intracelularne farbenie IgA+ buniek a lambda Pahkych ret’azcov

Pomocou fluorescencnej mikroskopie a farbenia buniek fluorescenne znafenymi
protilatkami boli pozorované bunky obsahujuce IgA a bunky, ktoré produkuju
imunoglobuliny s A Tlahkymi retazcami. Intracelularnym farbenim bola dosiahnuta
vizualizacia imunoglobulinov v cytoplazme tychto buniek.

Za ucCelom detekcie fluorescencnych farbiv DAPI, FITC aTRITC boli
na fluorescenénom mikroskope pouzité mikroskopické kocky Leica DAP, L5 a RHO.
Ziskané tak boli tri fotografie roznych fluorescencii buniek (Obr. 12A, B, C a Obr. 13A,
B, C), ktoré nasledne boli zjednotené do jedného obrazu (Obr. 12D a Obr. 13D).
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Bunky s A l'ahkymi retazcami imunoglobulinov boli rdzneho typu. Jednak to boli IgA+
bunky, ktoré na Obr. 12D a Obr. 13D svietia na zeleno a stcasne cerveno. Druhym typom
buniek boli bunky tvoriace iné triedy imunoglobulinov ako IgA atie na Obr. 12D
a Obr. 13D mozno pozorovat' len ako ¢ervené bunky.

Na Obr. 13D je pritomna bunka svietiaca len na zeleno. To znamena ze je IgA+ bez

A T'ahkych ret'azcov.

Obr. 12: Pozorovanie IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z periférnej krvi od IgA nefropatického
pacienta pod fluorescenénym mikroskopom pri zvacseni 400x. Bunky boli stimulované IL-6
tyzder a farbené pomocou DAPI (modra farba), biotinylovanej IgA protilatky so streptavidinom-
FITC (zelena farba) a protilatkou anti-lambda-TRITC (Cervena farba). Na Obr. 12A st bunkové
jadra farbené pomocou DAPI. Na Obr. 12B mozZno pozorovat’ pritomnost IgA+ bunky
s imunoglobulinmi A vo vnutri cytoplazmy. Na Obr. 12C mozZno pozorovat pritomnost’ dvoch
buniek s I'ahkymi retazcami A na imunoglobulinoch vo vnitri cytoplazmy. Obr. 12D predstavuje
prekrytie Obr.12A, B a C a mozno na nom pozorovat dva rézne typy buniek: ¢ervenu bunku
predstavujucu A+ pozitivnu bunku a bunku svietiacu na zeleno aj cerveno, ktora je dvojito
pozitivna, teda I[gA+L+ bunka.
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Obr. 13: Pozorovanie IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z periférnej krvi od IgA nefropatického
pacienta pod fluorescenénym mikroskopom pri zvacSeni 400x. Bunky boli stimulované IL-6
tyzder a farbené pomocou DAPI (modra farba), biotinylovanej IgA protilatky so streptavidinom-
FITC (zelena farba) a protilatkou anti-lambda-TRITC (Cervena farba). Na Obr. 13A st bunkové
jadra farbené¢ pomocou DAPI. Na Obr. 13B mozno pozorovat’ pritomnost’ dvoch IgA+ buniek
s imunoglobulinmi A vo vnutri cytoplazmy. Na Obr. 13C mozZno pozorovat pritomnost’ dvoch
buniek s 'ahkymi retazcami A na imunoglobulinoch vo vnitri cytoplazmy. Obr. 13D predstavuje
prekrytie Obr.13A, B aC amoZzno na fiom pozorovat’ tri rozne typy buniek: zelenu bunku
predstavujucu IgA+ pozitivnu bunku, ervenu predstavujucu A+ pozitivnu a bunku svietiacu
na zeleno aj ¢erveno, ktora je dvojito pozitivna, teda IgA+A+ bunka.

4.3.2 Povrchové farbenie Gd-IgA+, IgA+ buniek a lambda I’ahkych

ret’azcov

Pomocou fluorescencnej mikroskopie a farbenia buniek fluorescenne znaCenymi
protilatkami pred ich fixaciou paraformaldehydom bolo umoznené pozorovat IgA,
Gd-IgA a A l'ahké retazce imunoglobulinov na povrchu tychto buniek.

Za ucelom detekcie fluorescencnych farbiv DAPI, FITC, TRITC a APC-R700 boli
na fluorescenénom mikroskope pouzité mikroskopické kocky Leica DAP, L5, RHO a YS5.
Ziskané tak boli §tyri fotografie roznych fluorescencii buniek (Obr. 14A, B, C, D;
Obr. 15A, B, C,D a Obr. 16A, B, C, D), ktoré nasledne boli zjednotené do jedného obrazu
(Obr. 14E; Obr. 15E a Obr. 16E).
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Na Obr. 14 mozno pozorovat dve Gd-IgA+ bunky s A Tahkymi retazcami a dve
Gd-IgA+ bunky bez A l'ahkych retazcov. VSetky Styri spomenuté bunky boli zaroven
pozitivne aj na IgA. Trojito pozitivne bunky, Gd-IgA+IgA+A+, mozno vidiet aj
na Obr. 15 a Obr. 16.

Pritomné boli aj bunky bez Gd-IgA. Na Obr. 15 je to bunka Cisto IgA+ a dve bunky
IgA+A+. Na Obr. 16 su dve IgA+A+ bunky bez Gd-IgA.

Obr. 14: Pozorovanie Gd-IgA+, IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi od IgA
nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zviac¢Seni 400x. Bunky boli
stimulované IL-6 tyzden a farbené pomocou DAPI (modra farba), protilatky 35A12 s protilatkou
anti-mouse-IgG-FITC (zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC (Cervena farba) a
biotinylovanej IgA protilatky so streptavidinom-APC-R700 (zlta farba). Na Obr. 14A su bunkové
jadra farbené pomocou DAPIL. Na Obr. 14B mozno pozorovat’ pritomnost’ §tyroch Gd-IgA+
buniek s molekulami Gd-IgA na povrchu bunky. Na Obr. 14C mozno pozorovat’ pritomnost
dvoch buniek s l'ahkymi retazcami A na imunoglobulinoch na povrchu bunky. Na Obr. 14D
mozno pozorovat pritomnost’ Styroch IgA+ buniek s imunoglobulinmi A na povrchu bunky. Obr.
14E predstavuje prekrytie Obr. 14A, B, C a D amozno na niom pozorovat’ dva rozne typy
nafarbenych bunick: dve bunky dvojito pozitivne, Gd-IgA+IgA+ bunky, a dve bunky trojito
pozitivne, Gd-IgA+IgA+i+ bunky.
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Obr. 15: Pozorovanie Gd-IgA+, IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi od IgA
nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zviac¢Seni 400x. Bunky boli
stimulovan¢ IL-6 tyzdei a farbené pomocou DAPI (modra farba), protilatky 35A12
so sekundarmou protilatkou anti-mouse-IgG-FITC (zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC
(Cervena farba) a biotinylovanej IgA protilatky so streptavidinom-APC-R700 (zZlta farba).
Na Obr. 15A st bunkové jadra farbené pomocou DAPI. Na Obr. 15B mozno pozorovat
pritomnost’ jednej Gd-IgA+ bunky s molekulami Gd-IgA na jej povrchu. Na Obr. 15C mozno
pozorovat’ pritomnost’ troch buniek s I'ahkymi retazcami A na imunoglobulinoch na ich povrchu.
Na Obr. 15D mozno pozorovat pritomnost’ Styroch IgA+ buniek s imunoglobulinmi A na ich
povrchu (najintenzivnejSia zIta farba na obrazku méze predstavovat piatu [gA+ bunku, ale moze
predstavovat’ aj znecistenie, preto do poétu IgA+ buniek zaratavana nie je). Obr. 15E predstavuje
prekrytie Obr. 15A, B, C a D a mozZno na iom pozorovat’ tri rézne typy nafarbenych buniek: jednu
len IgA+ bunku, dve bunky dvojito pozitivne, IgA+A+ bunky, a jednu bunku trojito pozitivnu,
Gd-IgA+IgA+)+ bunku.
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Obr. 16: Pozorovanie Gd-IgA+, IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi od IgA
nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zviac¢Seni 400x. Bunky boli
stimulovan¢ IL-6 tyzdei a farbené pomocou DAPI (modra farba), protilatky 35A12
so sekundarmou protilatkou anti-mouse-IgG-FITC (zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC
(Cervena farba) a biotinylovanej IgA protilatky so streptavidinom-APC-R700 (zZlta farba).
Na Obr. 16A st bunkové jadra farbené pomocou DAPI Na Obr. 16B mozno pozorovat
pritomnost’ Styroch Gd-IgA+ buniek s molekulami Gd-IgA na ich povrchu. Na Obr. 16C mozno
pozorovat’ pritomnost’ Siestich buniek s l'ahkymi retazcami A na imunoglobulinoch na ich
povrchu. Na Obr. 16D mozno pozorovat’ pritomnost” Siestich IgA+ buniek s imunoglobulinmi
A naich povrchu. Obr. 16E predstavuje prekrytie Obr. 16A, B, C a D a mozno na iom pozorovat
zhluk Siestich IgA+)+ bunick, priom $tyri z nich su zaroveii pozitivnej aj na Gd-IgA. Dalsie dve
IgA-+)k+ bunky st bez Gd-IgA.

4.3.3 Pozorovanie spojovacieho ret’azca, Gd-IgA+ buniek a lambda

Pahkych retazcov

Pomocou fluorescencne; mikroskopie a kombinaciou povrchového a intracelularneho
farbenia buniek fluorescen¢ne znaCenymi protilatkami bolo umoznené sucasne pozorovat

spojovacie (J) retazce, A lahké retazce imunoglobulinov a Gd-IgA.
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Za ucelom detekcie fluorescencnych farbiv DAPI, AF-488, TRITC a APC-R700 boli
na fluorescenénom mikroskope pouzité mikroskopické kocky Leica DAP, L5, RHO a YS5.
Pozorovanie pod mikroskopom bolo tentokrat realizované pri zvacseni 600x za pouzitia
imerzného oleja. Ziskané vzdy boli Styri fotografie buniek (Obr. 17A, B, C, D; Obr. 18A,
B, C, D a Obr. 19A, B, C, D), ktoré nasledne boli zjednotené do jedného obrazu
(Obr. 17E; Obr. 18E a Obr. 19E).

A

Obr. 17: Pozorovanie J-retazect+, Gd-IgA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi
od IgA nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zvacseni 600x za pouzitia
imerzného oleja. Bunky boli stimulované IL-6 tyzdeni a farbené pomocou DAPI (modra farba),
protilatky rabbit anti-human-J-chain so sekundarnou protilatkou goat anti-rabbit-IgG-AF-488
(zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC (zZlta farba) a biotinylovanej 35A12 protilatky
so streptavidinom-APC-R700 (Cervena farba). Na Obr. 17A st bunkové jadra farbené pomocou
DAPI. Na Obr. 17B mozno pozorovat’ pritomnost” dvoch buniek s J retazcami. Na Obr. 17C
mozno pozorovat’ pritomnost’ jednej bunky s lahkymi retazcami A naimunoglobulinoch.
Na Obr. 17D mozno pozorovat’ pritomnost’ jednej Gd-IgA+ bunky. Obr. 17E predstavuje
prekrytie Obr. 17A, B, C a D a mozno na fiom pozorovat” dva rézne typy nafarbenych buniek:
jednu J-retazec+Gd-IgA+ a druhu J-retazec+\+ bunku.
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Pozorované boli rozne typy buniek obsahujuce J retazce. Na Obr. 18 mozno pozorovat
jednu cisto J-retazect+ bunku. Na Obr. 17 mozno vidiet jednu J-retazec+Gd-IgA+
a druht J-refazectA+ bunku. Na Obr. 19 sa trojito pozitivne bunky, J-retazec+Gd-
IgA+A+, vytvarajuce zhluk.

Pritomné boli aj bunky bez J ret'azcov. Na Obr. 18 je to bunka Cisto Gd-IgA+ a d’al$ia
je Gd-IgA+A+.

A

Obr. 18: Pozorovanie J-retazec+, Gd-I[gA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi
od IgA nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zvacseni 600x za pouzitia
imerzného oleja. Bunky boli stimulované IL-6 tyzdeni a farbené pomocou DAPI (modra farba),
protilatky rabbit anti-human-J-chain so sekundarnou protilatkou goat anti-rabbit-IgG-AF-488
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(zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC (Zlta farba) a biotinylovanej 35A12 protilatky
so streptavidinom-APC-R700 (Cervena farba). Na Obr. 18A st bunkové jadra farbené pomocou
DAPIL. Na Obr. 18B mozno pozorovat’ pritomnost” jednej bunky s J retazcami. Na Obr. 18C
mozno pozorovat pritomnost’ jednej bunky s lahkymi retazcami A naimunoglobulinoch.
Na Obr. 18D mozno pozorovat’ pritomnost dvoch Gd-IgA+ buniek. Obr. 18E predstavuje
prekrytie Obr. 18A, B, C a D a mozZno na iom pozorovat’ tri rézne typy nafarbenych buniek: jednu
len J-retazec+ bunku, jednu len Gd-IgA+ bunku a jednu Gd-IgA+\+ bunku.

Obr. 19: Pozorovanie J-retazec+, Gd-I[gA+ a A+ mononuklearnych buniek z perifémej krvi
od IgA nefropatického pacienta pod fluorescencnym mikroskopom pri zvacseni 600x za pouzitia
imerzného oleja. Bunky boli stimulované IL-6 tyzdeni a farbené pomocou DAPI (modra farba),
protilatky rabbit anti-human-J-chain so sekundarnou protilatkou goat anti-rabbit-IgG-AF-488
(zelena farba), protilatky anti-lambda-TRITC (zZlta farba) a biotinylovanej 35A12 protilatky
so streptavidinom-APC-R700 (Cervena farba). Na Obr. 19A st bunkové jadra farbené pomocou
DAPI. Na Obr. 19B mozno pozorovat’ pritomnost’ Styroch bunick s J retazcami. Na Obr. 19C
mozno pozorovat pritomnost’ Styroch buniek s I'ahkymi retazcami % na imunoglobulinoch.
Na Obr. 19D mozno pozorovat pritomnost” Styroch Gd-IgA+ buniek. Obr. 19E predstavuje
prekrytie Obr. 19A, B, C a D a mozno na fiom pozorovat zhluk Styroch J-retazec+Gd-IgA+i+
buniek.
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4.4 Vyhodnotenie produkcie a purifikacie proteinu CH1-HR-CH2 pri

nativnych podmienkach

Protein CH1-HR-CH2 o molekulovej hmotnosti 26,8 kDa bol detegovany pomocou
metody Western blot a Penta-His HRP konjugovanej protilatky. Cistota proteinu bola

hodnotena pomocou metddy SDS-PAGE a merania koncentracie proteinov.

4.4.1 Detekcia proteinu CH1-HR-CH2

Pouzitim metody Western blot a Penta-His HRP konjugovanej protilatky bol
identifikovany zdujmovy protein CH1-HR-CH2 v jednotlivych frakciach.

Viditel'ny bol v eluciach 1-7 (Obr. 20), ale pravdepodobne jeho nedetekovatel'né
mnozstvo sa modze nachadzat aj v eluciach 8-10. Elucia 3 je frakcia s najvacsim
zastupenim tohto proteinu (Obr. 20).

Pritomnost’ proteinu avSak bola zaznamenana aj vo frakciach flow-through a v pelete
baktérii (Obr. 21), o mozno hodnotit’ ako nepriaznivy vysledok. V tychto frakciach by
zaujmovy protein za idealnych okolnosti pritomny byt nemal. Detekcia proteinu
CH1-HR-CH2 vo frakcii flow-through bola pravdepodobne zapri¢inena nedostatocnym

naviazanim proteinu na Ni-NTA agar6zu, zatial ¢o u frakcii bakterialna peleta sa jednalo

S ElI E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 S El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10

100 kDa
70 kDa

55 kDa

35kDa

25kDa

15 kDa

Obr. 20: Zaznam po western blote a detekcia zaujmového proteinu CH1-HR-CH2 pomocou
Penta-His HRP konjugovanej protilatky v eliciach 1-10 (E1-E10). Standard pre SDS-PAGE
na urenie molekulovej hmotnosti proteinu je oznadeny ako ,.S*. Iba bandy s proteinmi, na ktoré
sa naviazala protilatka, svietia. Tieto bandy taktieZ odpovedaju molekulovej hmotnosti
zaujmoveho proteinu CH1-HR-CH2 (26,8 kDa). Elucia 3 je frakcia s najvac¢§im zastupenim
zaujmoveho proteinu, ale pritomny je aj v eluciach 1-7 a pravdepodobne jeho nedetekovateIné
mnozstvo aj v eluciach 8-10.
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Obr. 21: Zaznam po western blote a detekcia zaujmového proteinu CH1-HR-CH2 pomocou
Penta-His HRP konjugovanej protilatky vo frakciach wash (W), flow-through (F) a v pelete
baktérii (P). Standard pre SDS-PAGE na uréenie molekulovej hmotnosti proteinu je oznadeny
ako ,.8“. Zaujmovy protein o molekulovej hmotnosti 26,8 kDa je pritomny vo flow-through

a v pelete baktérii.

zrejme o nedostatoné vyizolovanie proteinu CHI1-HR-CH2 z expresného systému. Band
so zaujmovym proteinom vo frakcii bakterialna peleta obsahoval velké mnozstvo tohto
proteinu a z tohto dovodu band az presvecoval (Obr. 21). Vo frakcii wash zaujmovy

protein detegovany nebol (Obr. 21).

S E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10

1SkDa ——
10 kDa ——

"

Obr. 22 Zaznam po SDS-PAGE v 12 % géli zobrazujuci pritomnost’ proteinov v eluciach 1-10
(E1-E10) ziskanych podas purifikacie proteinu CHI-HR-CH2. Standard pre SDS-PAGE
na urenie molekulovej hmotnosti proteinu je oznadeny ako .,S“. Okrem zaujmového proteinu
CH1-HR-CH2 o molekulovej hmotnosti 26,8 kDa (v ¢ervenom ramiku) mozno pozorovat bandy
s d’al§imi proteinmi (nad a pod ¢ervenym ramikom).
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4.4.2 Cistota proteinu CH1-HR-CH2 hodnotenid pomocou ziznamu
po SDS-PAGE

Na zazname po SDS-PAGE (Obr. 22) mozno pozorovat’, ze v eltciach bol pritomny nie
len band s proteinom CHI1-HR-CH2 o molekulovej hmotnosti 26,8 kDa (na Obr. 22
ohrani¢eny Cervenym ramikom), ale aj bandy s d’al§imi proteinmi (na Obr. 22 sa
nachadzaju nad a pod Cervenym ramikom), ¢o poukazuje na nedostatocnu Cistotu proteinu

po purifikacii.
4.4.3 Meranie koncentracie proteinu CH1-HR-CH2

Koncentracia proteinu CH1-HR-CH2 bola merana dvomi spdsobmi. V jednom sa jednalo
o nespecifické meranie koncentracie za pomoci kitu na stanovenie celkovych proteinov.
Druhy spdsob predstavoval §pecifické meranie koncentracie prostrednictvom metddy
SDS-PAGE s vyhodnotenim intenzity sfarbenia proteinovych bandov (Obr. 24)
v aplikacii ,,Image J.

V neSpecifickom merani bola zostavena kalibra¢na krivka vynesenim koncentracie
kalibracnej rady roztokov a k nim odpovedajicej nameranej absorbancie (Obr. 23).
Ziskana linearna rovnica kalibra¢nej krivky (Obr. 23) a namerané hodnoty absorbancie
pre vzorku (absorbancia vzorky merana v triplikate a nameranymi hodnotami boli 0,443;
0,429 a 0,430) boli pouzité na vypocet koncentracie proteinov vo vzorke. Celkova
priemerna koncentracia proteinov vo vzorke ¢inila 240,9 pg'ml™!. V 7 ml roztoku vzorky
bolo teda 1,7 mg celkovych proteinov.

Avsak pri Specifickom stanoveni proteinu CH1-HR-CH2 bola koncentracia odhadnuta
na 0,032 pg v 4 ul, o by znamenalo, ze v 7 ml roztoku je 56,0 pg zaujmového proteinu.
Hodnota bola odhadnuta z dovodu, ze bandy s proteinom CHI1-HR-CH2 sa nachadzali
mimo kalibra¢na krivku (Tab. 1, Tab. 2, Obr. 24), ale velkost' plochy pod vrcholom
u nezriedenej vzorky (hodnota 1 198,18) bola priblizne polovi¢na ako vel'kost' plochy
pod vrcholom u najniz§ej hmotnosti §tandardu BSA 0,063 pg (hodnota 2 504,60) (Tab.1,
Tab 2.).

Vytazok proteinu CH1-HR-CH2 z 2 | bakterialnej kultary bol teda vel'mi maly

a s takymto mnozstvom nebolo mozné d’alej pracovat’.
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Obr. 23: Graf zavislosti absorbancie na koncentracii kalibracnych roztokov BSA. Koncentracia
kalibraénych roztokov proteinu BSA je udavana v ug-ml!. V grafe je zobrazena linearna rovnica
kalibraénej krivky a spolahlivost’ trendovej spojnice R
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Obr. 24: Zaznam po SDS-PAGE v 12 % géli zobrazujuci bandy s proteinom BSA o danych
hmotnostiach v ug predstavujiice kalibracnu radu a bandy vzorky a polovi¢ne zriedenej vzorky.
Intenzita tychto bandov bola analyzovana v aplikacii ,,Image J*“ a vysledkom boli hodnoty plochy
pod vrcholom uvedené v Tab. 1 a v Tab. 2. .S je oznaéenie §tandardu pre SDS-PAGE na urdenie
molekulovej hmotnosti proteinu.
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Tab. 1: Hodnoty plochy pod vrcholom ziskané v programe ImagelJ pre kalibracnu radu proteinu
BSA.

Hmotnost kalibra¢nej rady proteinu BSA [ug]

Plocha pod vrcholom
1 10 868,32
0,5 9 230,13
0,25 5700,10
0,125 4 157,03
0,063 2 504,60

Tab. 2: Hodnoty plochy pod vrcholom ziskané v programe Imagel pre vzorku.

Hmotnost kalibrac¢nej rady proteinu BSA [ug]

Plocha pod vrcholom
7 VZ 697,99
VZ 1 198,18
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S DISKUSIA

Vznik a vyvoj IgA nefropatie je podmieneny mnozstvom faktorov. Jednym z nich st
imunologické abnormality zahffiajuce B a T lymfocyty spolu s ich rozpustnymi
mediatormi. Zucastiuju sa vSetkych urovni patogenézy IgAN, od iniciacie az
po destrukciu tkaniva a organov. Produkcia imunoglobulinov B bunkami je regulovana
jednak pomocou T buniek, ale aj nezavisle od nich (Sallustio et al., 2019).

Na produkciu IgA B bunkami je potrebné, aby B lymfocyty v priebehu dozrievania
podstupili proces prepinania izotypov. Z naivnych B buniek exprimujucich len IgM a IgD
sa tak stavaju plazmatické bunky produkujiice aj zmenené izotypy, ako IgG, IgA a IgE.
Na proces prepinania izotypov su zvycajne vyzadované dva signaly, CD40-L a §pecificky
cytokin, ktoré pochadzaju od aktivovanych Th lymfocytov. Niektoré Studie taktiez
naznacuju, ze pdsobenim CD40-L a IL-21 na naivné B bunky dochadza prednostne
k tvorbe IgA+ buniek (Avery et al., 2008).

IL-6 sa podiel'a na regulacii diferenciacie T buniek (Su et al., 2017) a na spusteni
produkcie IL-21 CD4+ T bunkami (Diehl et al., 2012), po ktorom nasleduje kooperativne
posobenie IL-6 a IL-21 veduce k dozrievaniu B buniek. Taktiez je produkovany
samotnymi Th bunkami. V patogenéze IgAN je IL-6 negativnym faktorom.
V IgAl-produkujucich bunkach z periférnej krvi IgA nefropatickych pacientov zvysuje
produkciu IgA1 a Gd-IgA (Groza et al., 2022).

Ked'ze Th bunky poskytuja signal pre aktivaciu dozrievania B buniek (den Haan et al,
2014) bola na zaciatku experimentu definovana hypotéza, ze Th bunky by mohli byt
populéaciou, ktord sa zucastiiuje zvySovania produkcie IgA a Gd-IgA, a tym negativne
vplyvaju na IgA nefropatiu. Tri skupiny buniek- B lymfocyty, B lymfocyty
s Th lymfocytmi a celkové lymfocyty, boli stimulované tromi biologicky aktivnymi
molekulami: IL-6, IL-21 a CD40-L. IL-21 a CD40-L boli pouzité za ucelom ziskania
predominantne IgA-produkujucich buniek a IL-6 bol pouzity kvoli negativnym ucinkom
v patogenéze IgAN.

Pri detekcii populacii T lymfocytov prispievajucich k produkcii IgA a Gd-IgA boli
ostro sledovanou skupinou zivé B bunky (CD19+ bunky) v kombinacii s Th bunkami
(CD4+) stimulované IL-6, IL-21 a CD40-L (v grafe na Obr. 10 a 11 HC alebo IgAN
CD19+ a CD4+). Avsak tato skupina buniek nevykazovala vyznamné zvySenie produkcie
IgA a Gd-IgA B lymfocytmi, ¢o modze znamenat, ze samotné Th bunky nestacia

a su potrebné d’alSie faktory.
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Naproti tomu u zivych celkovych lymfocytov stimulovanych IL-6, IL-21 a CD40-L
od IgA nefropatickych pacientov (v grafe na Obr. 10 a 11 IgAN lymfocyty stimu)
dochadzalo k vyznamnému zvySovaniu. V celkovych lymfocytoch su Th bunky taktiez
obsiahnuté, avSak spolu s nimi tito populaciu buniek tvoria aj Tc bunky, B bunky
a NK (CD16+CD56+) bunky (Virgo a Gibbs, 2012). Rozdiel produkcii IgA a Gd-IgA
bolo mozné pozorovat aj medzi zdravymi jedincami a IgA nefropatickymi pacientami
(v grafe naObr. 10 a 11 HC a IgAN lymfocyty stimu). Zdravi jedinci na rozdiel
od IgA nefropatickych pacientov vyznamné zvySovanie produkcie nejavili. Mozno teda
usudzovat, ze d’alsie populacie buniek celkovych lymfocytov, alebo nimi produkované
latky, su potrebné pre nadprodukciu IgA a Gd-IgA. Zarovei mozno konstatovat’, ze
k tomuto javu dochadza $pecificky len u IgA nefropatickych pacientov.

Ziskané vysledky by mohli byt overené na vicsSej skupine zdravych jedincov
a IgA nefropatickych pacientov. V tejto praci mala byt kazda skupina buniek tvorena
tromi hodnotami od troch jedincov, avSak u niektorych skupin tretia hodnota chybala
z dovodu, ze koncentracia IgA bola pod limitom detekcie alebo ze doslo ku kontaminacii
vzorky pocas inkubacie buniek. Jednou z moznosti vylepSenia tejto metody je, ze celkovy
pocet buniek v kazdej skupine by bol z poctu 100 000 upraveny na 200 000 buniek.
Lenze to by sa odrazilo na mnozstve pociatone] krvi, ktorej by bol potrebny
pravdepodobne dvojnasobok a predstavovalo by to tak va¢§iu zat'az pre testovanych I'udi.
TaktieZ by sa dvojnasobne prediZil as sortovania, pric¢om vysortovat 100 000 B buniek
trvalo priblizne hodinu.

Stadie poukazujli na to, ze pri IgAN, & uZ glomerularne depozity s Gd-IgA alebo
Gd-IgA+ bunky v sére, obsahuju prevazne lambda l'ahké retazce (Hassler, 2020). IgA je
bezne produkovany na slizniciach a v dimérnej forme, na ktorej vytvarani sa podiela
J retazec (Fagarasan et al., 2009). Gd-IgA v cirkulécii sa vyskytuje v polymérnej forme
v porovnani od cirkulujuceho, predominantne monomérneho, IgA (Reily et al., 2014).
Niektoré §tudie taktiez naznacuju, ze plazmatické bunky mandli a gastrointestinalneho
traktu vylucuju prevazne lahky retazec lambda, na rozdiel od plazmatickych buniek
odvodenych z kostnej drene, ktoré vylucuju hlavne kappa 'ahké retazce. Lambda l'ahky
retazec by teda mohol zohravat’ Glohu v objasneni povodu polymérneho Gd-IgA v krvi
(Ravipati et al., 2022).

V diplomovej praci  bolo pomocou fluorescencnej mikroskopie uskutocnené
pozorovanie a naslednd analyza Gd-IgA+, A+ a J-retazec+ buniek, po tom, Co

mononuklearne bunky od IgA nefropatického pacienta boli stimulované IL-6. Potvrdena
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bola pritomnost Gd-IgA+A+J-retazec+ buniek. Pozorované vSak boli aj bunky
produkujuce imunoglobuliny, u ktorych nebol detegovany A T'ahky retazec (napriklad
bunka na Obr. 17). Vyplyva z toho, ze nie vSetky bunky od IgA nefropatického pacienta
maju A lahké retfazce na imunoglobulinoch, ale vytvaraju aj druhy typ I'ahkého retazca «.
Dalsie typy buniek, ktoré boli pozitivne na A Tahky refazec a negativne na IgA & Gd-IgA
(napriklad bunka na Obr. 13), mohli vytvarat’ ina triedu imunoglobulinov, napriklad IgG.

Pri pozorovani buniek pozitivnych na J retazec boli niektoré bunky negativne
na Gd-IgA a Alahky retfazec ale zarovenl pozitivne na J retazec (napriklad bunka
na Obr. 18). Pravdepodobne sa jednalo o bunky tvoriace k 'ahké retazce na IgA alebo
IgM. IgA a IgM su jediné dve triedy imunoglobulinov vytvarajice polymérne Struktary
(Johansen et al., 2000), preto bunky J-retazec+Gd-IgA—A— nemohli prestavovat IgG+
alebo IgE+ bunky.

Rekombinantny protein CH1-HR-CH2 je cast IgA, ktord mozno sacharidovo
modifikovat. Ziskana by tak bola HR Gd-IgA, ktora by nasledne mohla byt vyuzita
pre d'alSie vedecké ucely, predovSetkym na detekciu anti-Gd-IgA+ B lymfocytov
a na vychytavanie protilatok namierenych proti Gd-IgA s ich naslednou analyzou.

Produkcia a purifikacia proteinu CH1-HR-CH2 uvedena v tejto praci vyzaduje
optimalizaciu vzhl'adom na nizku vytaznost' a nedostato¢nu ¢istotu. Prvym problémom
je zadrziavanie zaujmového proteinu v bakterialnej pelete, Co vedie k malej vytaznosti.
V baktériach pravdepodobne dochadza k vytvaraniu inkltznych teliesok, ¢o je jednym
z najcastejSich neziaducich udalosti pri vyuzivani expresnych systémov na produkciu
rozpustnych rekombinantnych proteinov (Garcia-Fruitds, 2010). Inkluzne telieska sa
vyskytuja v cytoplazme a z 80-95 % predstavuju heterologny exprimovany protein
v nerozpustnej forme. Ide ozhluk nezlozenych proteinov, casto neaktivnych,
ako nasledok environmentalnych stresovych podmienok alebo rychlej a vysokej expresie
(Ramon et al., 2014). Existuju vSak spdsoby ako ziskat bioaktivny zaujmovy protein
z inkluznych teliesok. Tento proces zahftia §tyri kroky, a to izolaciu inkluznych teliesok
z buniek E. coli, solubilizaciu proteinovych agregatov, preskladanie a purifikaciu
solubilizovaného proteinu. Izolacia od zvySku bunkovych komponentov je vécSinou
realizovana pomocou nizkorychlostnej centrifugacie po lyze buniek. Proteinové agregaty
spolu s kontaminantmi sa potom solubilizuyju pouzitim vysokych koncentracii
chaotropnych cinidiel, medzi ktoré patri mocovina, guanidin hydrochlorid a detergenty

ako SDS, N-cetyltrimetylamoniumchlorid a sarkozyl (Singh a Panda, 2005). Opisany
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proces ziskania zaujmového proteinu z inkliznych teliesok moze predstavovat’ rieSenie
problému so zadrziavanim proteinu uvedeného v tejto praci.

Pritomnost’ proteinov prirodzene sa vyskytujucich v E. coli a bohatych na histidin je
d’alsia nevyhoda tohto expresného systému pri pouziti afinitnej purifikacie His-tag.
Rekombinantny protein CH1-HR-CH2 v tejto praci bol zneCisteny tymito proteinmi.
Najucinnej§im prostriedkom na zvySenie Cistoty cielového proteinu je pouzitie
dodato¢nych afinitnych znaciek alebo viacnasobnych purifikaénych krokov, co vSak
znizuje vytazok, zvySuje Cas Cistenia a naklady. Moznost' optimalizacie tejto metody
moze predstavovat expresny kmen E. coli s nazvom LOBSTR, ktory znizuje produkciu
niektorych kontaminujucich proteinov a zaroveil udrziava normalny rast buniek
(Andersen et al., 2013).

Niektoré ciele praktickej Casti diplomovej prace boli modifikované kvoli optimalizacii
podmienok. Ide o ciele ,,optimalizacia sortovania buniek do réznych forméatov (tkanivovy
plast, mikroskopické sklicka)“ a ,analyza lahkych retazcov Gd-IgA u sortovanych
IgA lymfocytov po stimulacii IL-6 pomocou fluorescencnej mikroskopie®.

Sortovanie buniek v tejto praci bolo optimalizované, ale len do formatu falkoniek.
Bunky mohli byt teoreticky sortované aj do tkanivového plastu, v ktorom nasledne boli
inkubované. Avsak z dovodu, ze bunky po sortovani museli byt zbavené nosnej
kvapaliny, ¢o znamenalo premytie a centrifugovanie, a nasledne eSte dochadzalo
ku zluCovaniu B buniek s Thbunkami, tak jednoduchsie bolo uchovavat bunky
vo falkonkach.

Analyza l'ahkych retazcov Gd-IgA IgA lymfocytov po stimul4cii IL-6 pomocou
fluorescenc¢ne; mikroskopie taktiez bola uskutoCnena, s tym ze boli pouzité
mononuklearne bunky namiesto Cisto IgA+ buniek. Dovodom bolo, ze sortovanie takejto
populacie buniek by bolo casovo narocné. IgA+ bunky st avSak pritomné

v mononuklearnych bunkéch.
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6 ZAVER

V teoreticke] cCasti diplomovej prace bola opisana problematika IgA nefropatie,
patogenéza tohto ochorenia, diagnoza & moznosti lie¢by. Dalsie kapitoly boli venované
T lymfocytom aich vplyvom na IgA nefropatiu, 'ahkym retazcom imunoglobulinov
a procesu sortovania buniek.

V praktickej Casti bola uskutocnena detekcia T lymfocytov prispievajucich k produkcii
Gd-IgA, pricom vyuzitymi metdédami boli izolacia mononuklearnych buniek z periférne;
krvi, sortovanie vybranych populacii buniek a sendvi¢ova ELISA. Postup pri sortovani
buniek bol navrhnuty a optimalizovany pre ucel tejto diplomovej prace. Porovnana bola
produkcia IgA a Gd-IgA medzi 4 skupinami buniek od zdravych jedincov
a IgA nefropatickych pacientov. Tymito skupinami buniek boli celkové lymfocyty,
B lymfocyty a B lymfocyty s T pomocnymi bunkami stimulované tromi biologicky
aktivnymi molekulami: interleukinom 6, 21 a ligandom CD40. Ako negativna kontrola
boli pouzité celkové lymfocyty nestimulované.

Na zéklade porovnania bolo zistené, ze samotné T pomocné bunky neovplyviluju
B lymfocyty natol’ko, aby dochédzalo k vyznamnému zvySovaniu produkcie IgA
a Gd-IgA. Na toto zvySovanie su potrebné pravdepodobne d’alSie populacie buniek, alebo
latky nimi produkované, ktoré su zahrnuté v ramci populacie celkové lymfocyty. Zaroven
k vyznamnému zvySovaniu dochadzalo Specificky len u IgA nefropatickych pacientov,
¢im sa podarilo identifikovat faktory Specifické pre nadprodukciu Gd-IgA
u IgA nefropatickych pacientov.

Dalsim vysledkom praktickej &asti bolo vytvorenie postupu fluorescenéného farbenia
buniek a ich fixacie za ucelom vizualizacie Gd-IgA+, A+ buniek a buniek pozitivnych
na spojovacie J-retazec pomocou fluorescen¢nej mikroskopie. Pozorované
a analyzované tak boli rozne typy buniek od IgA nefropatického pacienta po ich
stimulacii interleukinom 6.

Nad ramec cielov diplomovej prace bola popisand produkcia a purifikacia
rekombinantného proteinu CH1-HR-CH2, predstavujuceho Cast' protilatky IgA, ktora
by v pripade Uspesnej produkcie mohla byt upravena na pantovu oblast’ Gd-IgA a ta by
nasledne mohla sluzit’ na d’alSie vedecké ucely. Produkciu a purifikaciu je vSak potrebné

vylepsit z dovodu nizkeho vytazku a znecistenia proteinu d’al§imi skupinami proteinov.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

af T bunky

AIDS
APC
APRIL
B7

BAFF

BCR

BSC-A

C oblast’

Cl1GalT1

C1GalT1C1 =COSMC
C3

CARD9

CCR

CD3

CD4

CDs8

CD19
CD28

CD38
CD40
CD40-L

CD89

T bunky, ktorych TCR je zlozeny z jedného o- a
jedného B-retazca

syndrom ziskaného imunodeficitu

antigén prezentujuca bunka

ligand indukujuci proliferaciu

protein nachadzajici sa na aktivovanych bunkach
APCs, ktory sa paruje s CD28

B-bunkovy aktivacny faktor

B-bunkovy receptor

spatny rozptyl svetla

konStantné oblast’

core 1 B-1,3-galaktozyltransferaza

C1GalT1 Specificky chaperon 1

komplementovy protein 3

gen

chemokinovy receptor

proteinovy komplex a koreceptor T buniek, ktory sa
podiela na aktivacii cytotoxickych a pomocnych T
buniek

povrchovy glykoprotein pomocnych T lymfocytov
povrchovy glykoprotein cytotoxickych
T lymfocytov

povrchovy antigén B lymfocytov

kostimulacny receptor T lymfocytov pritomny na
naivnych  T-lymfocytoch ~a  rozoznavajuci
kostimula¢né molekuly CD80 a CD86 na povrchu
APCs

glykoprotein pritomny na plazmablastoch

receptor nachadzajuci sa na APCs

CD40 ligand, protein pritomny predovSetkym
na aktivovanych T lymfocytoch

IgA-receptor na povrchu leukocytov
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CD138
CDR
CFHR

CH1-HR-CH2

CpG

CTLA-4

ELISA
Fab
FACS
Fc

FLC
FoxP3
FSC-A
FSC-H
FVD-421

GalNAc
v6 T bunky

Gd-IgAl
H retazec
HC

HR

glykoprotein pritomny na plazmatickych bunkéch
komplementarny urcujici region

protein suvisiaci s komplementovy faktor H a s nim
rekombinantna Cast’ IgA

miesta na DNA, kde za cytozinovym nukleotidom
nasleduje guaninovy nukleotid

receptor, kontrolny bod imunitného systému,
inhibujtci T bunkovt imunitni odpoved’
enzyme-linked immuno sorbent assay

fragmentova oblast imunoglobulinu viazuca antigén
fluorescencne aktivované triedenie buniek

oblast’ krystalizovatelného fragmentu
imunoglobulinu interagujuca s Fc receptormi

vol'né I'ahké retazce

transkripény faktor

predny rozptyl A

predny rozptyl A

fixable viability dye (farbivo na rozliSenie zivych
mrftvych buniek)

N-acetylgalaktozamin

T bunky, ktorych TCR je zlozeny z jedného y- a
jedného 6-ret'azca

galaktozyl-deficitny IgA1l

tazky retazec

zdravy jedinec

pantova oblast imunoglobulinu

chrenova peroxidaza

imunoglobulin

IgA nefropatia

intreleukin

interferon vy

medzikvartilovy rozsah

imunoreceptorové tyrozinové aktivacné motivy
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J refazec

JAK/STAT3

KMS55

komplementovy faktor H
LIF

L retazec

MACS

MBL

MHC

mb-Gd-IgA1l

mb-Ig

miR-133a, miR-133b, miR-155
NF-«B

NK bunky
non-IgAN
O-glykany

OD
OSM
PI3K
PLCyl
pMHC
PSMBS
PVDF
QTL1
QTL3
Src

ST6GalNAc2

spojovacich retazec

signalizacné draha zahriiujuca JAK kinazy a STAT
transkripcné faktory

monoklonalnu  protilatku KMS55 na meranie
sérovych hladin Gd-IgA1l

glykoprotein cirkulujuci v l'udskej plazme
cytokinovy gén

l'ahky retazec

triedenie magneticky aktivovanych buniek

lektin viazuci manan

glykoproteiny ~ hlavného  histokompatibilného
komplexu

membranovo viazany Gd-IgAl

membranovo viazany imunoglobulin

mikroRNA

transkripény nuklearny faktor kappa-light-chain-
enhancer aktivovanych B buniek

prirodzeni zabijaci

membrano6zna nefropatia

sacharidové retazce pripojené na serin a treonin
pomocou glykozidovej vizby cez atom kyslika
opticka hustota

cytokinovy gén

fosfatidylinositol-3-kinaza

fosfolipaza C gama 1

komplex antigénovy peptid-MHC

gen

polyvinylidéndifluorid

prvy kvartil

treti kvartil

kinazy rodiny Src

ST6 N-acetylgalaktozaminid a-2,6-

sialyltransferazy 2
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Tc bunky
TCR

Tth bunky
TGF-p

Th bunky
TLR
TNF-a
Treg bunky
V oblast’

T cytotoxické bunky

T-bunkovy receptor

folikularne pomocné T bunky
transformujuci rastovy faktor beta
T pomocné bunky

Toll-like receptor

tumor nekrotizujaci faktor a

T regulacné bunky

variabilna oblast’
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