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Cile prace

Teoreticka Cast: Vypracovani literarni reSerSe na téma IgA nefropatie, molekularni
mechanismy vzniku s dirazem na vliv imunitnich komplexd, jejich tvorba
a interakce.

Prakticka cast: Tvorba imunitnich komplexa s vyuzitim galaktosoveé deficientniho IgA a
autoprotilatky IgG, méfeni afinity vzniklych imunokomplexti metodou

SPR, méfeni afinity imunitnich komplexti vzniklych interakci rekombinantni
autoprotilatky IgG a galaktosa-deficientniho IgA v séru pacienttl s IgA nefropatii



1 UvVOoD

IgA nefropatie je nejCastéjsi primarni glomerulonefritidou a pfi¢inou hematurie na
svete a jako takova zasahuje na svété zhruba 200 000 — 300 000 osob ro¢né (Schena,
2018). Castdji se vyskytuje u asijské populace, téméf viibec se naopak nevyskytuje
v populaci africké. Existuje zde tedy velka pravdépodobnost genetickych predispozic,
které by vysvétlovaly Castéjsi vyskyt tohoto onemocnéni (Gutiérrez, 2020). Kromé
faktori genetickych zde mohou hrat roli také lokalni patogeny, napfiiklad infekce
parazitickymi hlisty (Sallustio, 2020).

IgAN vykazuje Sirokou skalu ptiznakl a rizné projevy onemocnéni. Kvuli tomu je
velmi obtizné rozradit pacienty dle jednotlivych klinickych a histologickych znak,
coz velmi ztézuje zpusob lécby (Gutiérrez, 2020). IgA nefropatie patii mezi
autoimunitni onemocnéni, které je charakteristické tvorbou galaktosové deficientniho
IgA. Kjeho tvorbé dochazi, pokud neprobéhne v poradku glykosylace v pantové
oblasti IgA1l a je odkryt N-acetylgalaktosamin, ktery je rozpoznavan jako antigen
autoprotilatkami, IgG nebo IgA izotypu, za vzniku imunitnich komplext. Tyto
komplexy se ukladaji v glomerulech, kde spousti mesangialni proliferaci, expanzi
matrix a tvorbu zanétlivych faktora (Heineke, 2017).

V soucasné dobé je lécba IgAN zalozena na obecném zpomaleni ubytku
ledvinovych funkei, snizeni proteinurie a kontrolu krevniho tlaku, a proto je podobna
jako u ostatnich ledvinovych onemocnéni. Nejcast€jSimi zpusoby 1écby jsou blokada
systému renin-angiotensin, nebo 1é¢ba imunosupresivy. Zadna z téchto metod viak
nema vliv na kone¢né zachovani renalnich funkci (Coppo, 2010). Pro budouci lécbu
se zde vyskytuji moznosti kauzalni terapie, které jsou momentalné ve fazi vyzkumu.
Patii mezi né¢ mozna inhibice bun¢k tvofici gd-IgA1, snizeni molekulové hmotnosti
imunitnich komplext vytvofenim pouze CasteCnych IgA ¢i autoprotilatky. Dale je zde
moznost pokusit se inhibovat proliferaci mesangialnich bunék ¢i §tépit jiz ulozené
komplexy v mesangialnich depozitech. Zadny z t&chto zpiisobt jesté neni uveden do
klinické praxe, avSak je pocitano s vytvorenim kauzalni terapie, kterd bude plné
funkéni, v nejblizsi dobé (Raska, 2016).

Oblibenou metodou pro studium interakci biomolekul je povrchova plasmonova
rezonance (SPR). Pokud zafeni dopada na povrch zlata, stiibra a dalSich kova, zméni

smér odrazu. Stane se tomu tak diky rezonanci vznikajici mezi zafenim a povrchovymi



elektrony kovu. Diky této metodé je mozné méfit interakce ruznych biomolekul,

napiiklad protilatek, v redlném Case a bez pouziti znacek (Nguyen, 2015).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 IgA nefropatie

Autoimunitni onemocnéni IgA nefropatie (IgAN), asto oznacovana jako Bergerova
choroba, je nejCastéj§i primarni glomerulonefritidou  zasahujici  okolo
200 000 - 350 000 1lidi na svété rocné (Schena, 2018). Jeji vyskyt vSak neni
rovnomeérné rozmistén. IgAN se objevuje velmi Casto v asijské populaci, prevazné
v jihovychodni Asii, téméf vibec se naopak nevyskytuje v populaci africké. Jeji
distribuce v Evropé€ je téz rozli¢nd, s predominanci na severu a vychod¢ kontinentu. Je
tedy pravdépodobné, ze v téchto castech svéta mohou byt urcCité genetické
predispozice, které mohou Castecné vysvétlit Castéjsi vyskyt této choroby (Gutiérrez,
2020) (Obr. 1). Moderni pohled na IgA nefropatii také poukazuje na to, ze je tfeba brat
ohledy 1 na environmentalni faktory, zivotni styl a stravu pacienta. Nékteré ¢lanky
navic naznacuji, ze kromé genetickych faktort miZzou mit na vznik tohoto onemocnéni
vyznamny vliv také lokalni patogeny, hlavné infekce parazitickymi hlisty (Sallustio,

2020; Kiryluk, 2014).
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Obr. 1: Geografické znazornéni vyskytu IgAN. Procenta predstavuji podil pfipadi IgAN ve
srovnani se vS§emi provedenymi nativnimi biopsiemi ledvin. Upraveno podle Cheung
& Barratt, 2016.



Chronické renalni selhani nastava do dvaceti let u zhruba 30 % pacientt starSich
30 let, u kterych byla provadéna renalni biopsie (Huang, 2019). Nejdualezit€jSim
znakem pro urceni ztraty funkce ledvin je mira proteinurie béhem pozorovani pacienta,
nebot’ rychlost poklesu odhadované rychlosti glomerularni filtrace se zvySuje pfimo
umérné s mnozstvim proteinurie. IgAN se vSak vyznacuje Sirokou Skalou klinickych
projevi a raznymi prabéhy. Nachazime zde také rozdilné projevy i v porovnani
détskych a dospélych pacientd (Gutiérrez, 2020). Navic jsou klinické znaky taktéz
poznamenany pohlavim, pfislusnosti k etniku a rasou. U 5,8 % ptipada se také
nachazeji genetické predispozice pro IgA nefropatii (Li, 2015). Proto se ma za to, ze
IgAN muze vznikat riznymi biologickymi cestami, naCez zde nastava otazka, zda je
IgAN jedinou patogenni entitou. Roziazeni pacientli dle jednotlivych klinickych a
histologickych znakd je zatim velmi obtizné, coz zna¢né komplikuje terapeuticky
pristup. Casto se klinicky obraz (pfevazné u asymptomatické proteinurie a hematurie)
objevuje roky pred provedenim renalni biopsie (Gutiérrez, 2020).

IgA nefropatie je autoimunitni choroba charakteristickd abnormalni syntézou IgA1
a jeho glykosylaci vedouci k nartstu cirkulujiciho galaktosové-deficientniho IgAl
(gd-IgAl). Toto abnormalni IgA1 mize vytvaret imunitni komplexy se specifickymi
autoprotilatkami. Néasledné se komplexy IgAl ukladaji v glomerulech a zahajuji
rozvoj mesangialni proliferace a expanze matrix. Nejkonzistentng&$im klinickym
nalezem u IgAN je pfitomnost hematurie; nicméné klinické faktory, které ovliviiuji
vyvoj] tohoto onemocnéni jsou proteinurie, pritomnost nebo vyvoj arterialni
hypertenze a snizend rychlost glomerularni filtrace. Vzhledem k tomu, ze hladina
proteinurie je vyznamné spojovana s horsi funkci ledvin, jsou vSechna terapeuticka
opatfeni zacilena na jeji redukci. Navzdory tomu vznikaji studie, které jsou zaméreny
pfimo na patogenezi IgA nefropatie. Stanoveni novych validnich biomarkerti a
zaCleniovani novych proménnych, jako jsou hematurie, histologie, aktivita
komplementu a podobné&, by mohlo vést k radikalni zméné terapeutického postupu u

tohoto komplikovaného onemocnéni (Heineke, 2017).

2.2 Patogeneze IgA nefropatie
IgAN je autoimunitni onemocnéni ovlivnéné mnoha genetickymi, etnickymi a

environmentalnimi faktory. Pfestoze hlavnim Cinitelem se zda byt gd-IgA1, k rozvoji



IgAN a renalnimu poskozeni piispiva vice faktort. V soucasnosti je jako model

patogenity akceptovan , Ctyt-faktorovy* model (Suzuki, 2011a) (Obr. 2).
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Obr. 2: Patogeneze IgAN. Grafické znazoméni vicefaktorové teorie patogeneze onemocnéni.
a Produkce sliznicniho IgA muze byt indukovana zavislymi, nebo nezavislymi
mechanismy T-bun¢k. Sekrece cytokini, jako jsou interleukin-6, interleukin-10,
BAFF nebo APRIL, dendritickymi buikami indukuje B-buriky, aby zahajily produkci
IgA1l. Plasmatické bunky produkujici IgA migruji do slizni¢niho vaziva a uvoliuji
dimerni IgA1 do lumen. Nékteré nespravné nasmérované bunky sekretujici IgA jsou
uvolnény do systétmového kompartmentu, kde nasledné produkuji S$patné
O-galaktosylovany IgAl do systémové cirkulace. b Ne¢které genetické a
environmentalni faktory mohou vyvolavat u pacientii abnormalni imunitni odpovéd’.
Toto genetické pozadi muze také ovliviiovat fenotyp IgAN. ¢ Vazba TLR zpusobuje
polyklonalni proliferaci lymfocyti. Jsou vytvareny specifické IgG a IgA proti gd-IgAl
a ihned formuji imunitni komplexy. d Imunitni komplexy jsou zachytavany
v mesangiu diky zvySené afinit¢ gd-IgA1l ke komponentim extracelularni matrix a
spoustéji zanétlivé drahy, coz nasledné vyustuje v glomerulami poranéni a
tubulointersticialni zjizveni. e Aktivace komplementu v patogenezi IgAN nasobi a
prohlubuje zanét a renalni poruchu. Upraveno podle Gutiérrez et al., 2020.



2.2.1 Prvni faktor: ZvySené hladiny gd-IgA1 v séru
IgA je u lidi nejsyntetizovanéjsi protilatkou vyskytujici se na povrsich sliznic a zasadni
pro slizni¢ni antigenni odpovédi. Existuji dvé podtiidy IgA — IgA1 a IgA2. Vétsi Cast,
zhruba 80 % celkového IgA, tvoii IgA 1, které je také hlavni u IgAN (Breedveld, 2019).
Stejné jako ostatni imunoglobuliny, je IgA1l glykosylovany. Jako potencionalni
antigen byl rozpoznan zménény vzorec glykosylace u IgA1 (Coppo, 2010). Klicovym
znakem je deficience galaktosy v pantové oblasti t€zkého fetézce IgAl. Jeho pantova
oblast je narozdil od IgA2 prodlouzena o 13 aminokyselin a nachazi se pouze u ¢lovéka
a vyssich primati (Obr. 3). Na fetézci téchto aminokyselin mtze byt navazano az 6
O-glykant, které jsou piipojeny glykosidovou vazbou na kyslik serinu ¢i threoninu.
Tyto glykany jsou syntetizovany postupné a mohou mit Sest ruznych forem (Mestecky,

2009).

2 ¢ 230 3 236
A -Pro-Val-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Cys-

r&%""’e’//\“‘ 3;"\

? ~
O ®) )
ma [;13 ms\l a26: 81,3
: |
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr
1} n v Vv Vi

Obr. 3: Lidské IgA1l: A Sekvence aminokyselin v pantové oblasti. V pantové oblasti IgA1 se
nachazi az 6 O-glykanu. Mista mozné O-glykosylace jsou znadena oranzov¢, mista
N-glykosylace znacena fialové. B Mozné uspoiadani glykani u IgAl. Ctverce bez
vyplné zna¢i GalNAc, kolecka znaci galaktosu a ctverce s vyplni znaci kyselinu
sialovou. Galaktosové deficientni glykany, které¢ se vyskytuji u pacientii s IgAN ve
vEtsi mife, jsou znazomény na schématech I a IT — ve fialové barveé. Zbytek schémat
— oranzova barva reprezentuje galaktosylované varianty. Pfevzato z Suzuki, 2011.



V porovnani se zdravymi jedinci vykazuji pacienti s [IgAN vétsi zastoupeni Spatné
glykosylovanych cirkulujicich IgA1 (Moldoveanu, 2007). Gd-IgA1 jsou polymerni a
obvykle jsou produkovany na slizni¢nim povrchu jako ¢ast vrozené imunitni odpovédi.
Z toho vyplyva, ze abnormalni vrozena imunitni odpoveéd’ na slizni¢ni infekce nebo
antigeny muze byt zapojena do produkce gd-IgA u IgAN. Tudiz u patogeneze IgAN
muze byt také vyznamna role TLR, ktery zpusobuje proliferaci polyklonalnich
lymfocytl a tvorbu cirkulujicich imunitnich komplexu. Aktivace slizni¢niho TLR-9
indukuje nadmérnou expresi aktiva¢niho faktoru B-bunék (BAFF) v dendritickych
bunkach, expanzi B-bun€k a zvysenou syntézu IgA. Na druhou stranu stejna aktivace
TLR-9 indukuje produkci proteinu APRIL, coz je proliferaci indukujici ligand, a
interleukinu-6 (IL-6), pficemz APRIL a IL-6 spolecné podporuji tvorbu gd-IgAl.
Slizni¢ni lymfoidni tkan by tedy mohla byt potencialnim terapeutickym cilem u IgAN
(Makita, 2020; Muto, 2017).

Pti glykosylaci hraji vyznamnou roli glykosyla¢ni enzymy. Zacatek O-glykosylace
IgAl probiha v Golgiho aparatu, kde je pfipojovan GalNAc =za katalyzy
N-acetylgalaktosaminyltransferas (GalNAc-T). V buiikach produkujicich gd-IgAl je
zvySené  transkribovan  jeden  zrodiny  N-acetylgalaktosaminyltransferas,
GalNAc-T14. Nasledné pokraCuje syntéza O-glykanového fetézce pripojenim
galaktosy na GalNAc aktivitou B-1,3-galaktosyltransferasy (C1GalT1) za ucasti
chaperonu Cosmc (Raska, 2016).

Zmeény v mikroprostiedi modifikuji IgA1 O-glykosylaci. Nejvyznamnéji je tento
vliv zprostiedkovan cytokiny T-helper 2 a interleukinem-6, které snizuji tvorbu
klicovych glykosylacnich enzym a vedou ke tvorbé aberantné glykosylovaného IgA1
(Yamada, 2010). Jsou zde také dukazy pro epigenetickou kontrolu O-glykosylace
IgA1l pomoci mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou endogenni, kratké, nekodujici
jednovlaknové molekuly RNA, které reguluji genovou expresi. ZvySena syntéza
specifické miRNA (miR-148b) v mononuklearnich bunkach periferni krve je spojena
se snizenou expresi C1GalT1 a produkci gd-IgA1. Exprese miR-148b vede ke snizeni
hladin mRNA kodujiciho C1GalT1 a zvySeni produkce gd-IgA1 (Serino, 2012).

Dvé nedavno publikované studie QT-GWAS (kvantitativni genomové asociacni
studie) identifikovaly jasné asociace mezi SNP (jednonukleotidovymi polymorfismy)
v nekddujici oblasti C1GalT1, genem kodujicim galaktosyltransferasu C1GalT1, a
sérovymi hladinami gd-IgAl (Kiryluk, 2017; Gale, 2017). Toto pozorovani je

v souladu s mySlenkou, ze zmény v O-glykosylaci IgAl u IgAN jsou zavislé na
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transkripéni regulaci genu C1GalT1, pravdépodobné v dasledku sekven¢ni variace
v nepiekladané oblasti jeho mRNA, v promotoru, nebo oblasti zesilovacu, které
ovliviluji stav methylace DNA, nebo vazbu transkripéniho faktoru. Jeden silné
asociovany SNP lezi v oblasti jaderného promotoru pro C1GalT1 (Zeng, 2015).
Pomoci analyz in silico bylo identifikovano nékolik dalSich silné asociovanych SNP,
které lezi v ramci shodného elementu v genu, ktery vaze transkripcni faktory. Vazebné
misto pro miR-148b bylo také identifikovano v rizikovém haplotypu C1GalTl, coz
posiluje potencialni roli miRNA pfi kontrole IgA1 O-glykosylace v [gAN (Novak,
2018).

V dalsich studiich bylo publikovano, ze prodluzovani glykanového fetézce muze
byt zastaveno predcasnou sialilaci GalNAc, kterou katalyzuje
ST6 N-Acetylgalaktosaminid a-2,6-sialyltransferasa (ST6GalNAc-II) (Stuchlova
Horynova, 2015). Glykosyltransferasy, které se podili na abnormalni glykosylaci IgA1
u pacient s [gAN jsou tedy tyto: GalNAc-T14, jejiz aktivita je zvySena, C1GalT1,
jejiz aktivita je snizena a STOGalNAc-11, jejiz aktivita je zvySend. Tyto enzymy mohou
na IgA1 pasobit samostatné i v komplexu (Raska, 2016).

2.2.2 Druhy faktor: Anti-gd-IgA1 protilatky

Aberantné glykosylované IgA1 se nachazi v krvi pacientt, ktefi trpi IgAN, prevazné
ve formé imunitnich komplexd. Tyto komplexy tvoii kromé IgAl také IgG.
Imunoglobuliny G jsou schopny rozpoznat epitopy, které odhaluji GalNAc v pantové
oblasti IgA1, a tvori tak autoimunitni slozku IgAN. Navic tyto IgG vykazuji jedine¢né
znaky v komplementaritu urcujici oblasti 3 (CDR3) variabilni oblasti tézkych fetézct
(Tomana, 1999).

U IgG pacientd s IgAN se na tieti pozici CDR3 typicky vyskytuje serin, ktery je
potiebny pro vazbu na gd-IgA1. Sérové hladiny IgG specifickych pro gd-IgA1 korelu;ji
s hladinami proteinurie, tudiz s vaznosti onemocnéni. Zatim neni znamo, zda serinova
substituce v CDR3 oblasti pochazi ze somatickych mutaci, které se objevi béhem zrani
bunék, které protilatky produkuji, nebo zda jsou to mutace zdédéné (Suzuki, 2011a).

Tyto protilatky se téz vyskytuji v séru zdravych jedinct, avSak v menSim
zastoupeni. Vzhledem k tomu, Ze podstupuji afinitni maturaci, se da predpokladat, ze

se tyto IgG tvori jako odpoveéd na virovou ¢i bakterialni infekci, kdy dané infekéni



Castice na svém povrchu vystavuji epitopy obsahujici GalNAc. Poté mohou zkfizené

reagovat s galaktosové deficientnimi glykany na IgA1 (Tomana, 1999).

2.2.3 Treti faktor: ZvySené hladiny cirkulujicich imunitnich

komplexu

U IgAN jsou mesangialni buiiky cilem pro patogenni depozity tvofeny z cirkulujicich
imunitnich komplext, nebo depozity aberantné glykosylovaného IgA1l s naslednou
vazbou nové vytvorenych autoprotilatek za vznik(i imunitnich komplext in situ
(Glassock, 2011). Pritomnost cirkulujicich imunitnich komplexa obsahujici IgA1 neni
jedine¢na pro IgAN. Takové komplexy mohou byt také detekovany u osob bez
zjevného ledvinového onemocnéni vcetné zdravych jedinca €i pacientd trpicich
Henoch-Schoenleinovou purpurou (Tomana, 1999; Levinsky, 1979).

Cirkulujici patogenni komplexy tvorené gd-IgAl a autoprotilatkou IgG jsou
relativné velké — zhruba 800 kDa, tudiz mohou byt vylouceny do Disseho prostoru,
kde dosahnou asialoglykoproteinového receptoru (ASGP-R) na hepatocytech, coz je
klasicka katabolicka cesta ob&hového IgAl. Ve vysledku tyto imunitni komplexy
vstoupi do renalniho ob&hu. Diky jedinecnému umisténi mesangia mezi fenestrovanou
endotelialni vystelkou kapilar a glomerularni bazalni membranou je mesangium
nachylné k ukladani imunitnich komplexd. I kdyZz neni upln€ jasné, co urCuje vstup
cirkulujicich imunitnich komplexi do mesangia, nékterymi faktory jsou
pravdépodobné velikost imunitnich komplext, jejich mnozstvi a lokalni

hemodynamické faktory (Sterzel, 1982).

2231 Biologické aktivity imunitnich komplexu

Biologicka aktivita velkych cirkulyjicich imunitnich komplext s gd-IgAl je
zvySena u pacienti s ISAN béhem epizod makroskopické hematurie (Novak, 2005).
Neni vsak znamo, zda je tato zvySena aktivita zptusobena vétsi produkci gd-IgAl,
autoprotilatek nebo dal§imi faktory, které ovliviiyji tvorbu imunitnich komplextd nebo
jejich skladani (Novak, 2007). Tohoto kroku se také mohou ucastnit MHC alely
ovlivnénim UcCinnosti prezentace, rozpoznavani a zpracovani antigenu a nasledné
aktivace autoreaktivnich B lymfocyta (Suzuki, 2011a).

Diky vyzkumu na kultivovanych lidskych mesangialnich buikach bylo zjisténo, ze

cirkulujici imunitni komplexy vykazuji daleko vétsi vaznost na mesangialni bunky nez



volné IgA1 (Novak, 2002). Dale bylo odhaleno diky frakcionaci téchto komplext, ze
ty komplexy, které mély velikost 800-900 kDa podporuji bunécnou proliferaci,
produkci cytokini a komponent extracelularni matrix. Potvrzeni role IgA1 v téchto
komplexech bylo potvrzeno jeho odstranénim z komplext, kdy dané komplexy ztratily
schopnost tyto bunééné aktivity stimulovat. Naopak imunitni komplexy, které mély
molekulovou hmotnost 700-800 kDa buné€nou proliferaci nevyvolavaly, ¢i ji dokonce
inhibovaly (Novak, 2011).

V nedavné studii byl poprvé in vivo objeven dikaz patogenni role autoprotilatek
IgG specifickych pro gd-IgA1 u IgAN. Ve studii byly pouzity imunodeficientni mysi,
kterym bylo injektovano gd-IgA1 spolu s autoprotilatkami IgG od pacienta s IgAN. U
téchto mysi byla nalezena glomerularni depozita tvorena IgA, IgG a mySim
komplementem C3 a mesangialni glomerularni poskozeni s hematurii a proteinurii. Po
podani samotného gd-IgAl, nebo IgG nenastaly patologické zmény. Kromé toho
imunitni komplexy podané imunodeficientnim mySim vyvolaly histopatologické
zmény charakteristické pro lidské onemocnéni. Profilovani transkriptoma tkani
mysich ledvin ukazalo, ze kvili podanym imunitnim komplextiim doslo ke zméné
genové exprese mnoha drah, které byly v souladu se zménami pozorovanymi

v biopsiich ledvin pacienti s [gAN (Moldoveanu, 2021).

2.2.4 Ctvrty faktor: Proliferace mesangialnich bunék, glomerularni

zanét a poskozeni ledvin

Tato poskozeni jsou charakteristicka expanzi extracelularniho matrix, aktivaci
komplementu a uvolnénim cytokind. Nekteré cytokiny mohou poskozovat podocyty,
meénit expresi gent podocytl a glomerularni filtrace a indukovat proteinurii (Lai, 2008)
(Obr. 4). Mesangialni buniky maji receptory pro IgA, tudiz mohou iniciovat skodlivé
mechanismy. Depozice imunitnich komplexi ve tkanich muze spoustét lokalni
aktivaci komplementu, avSak to, jak pfesné k ni dochazi, jesté neni zcela znamé.
Mesangialni buiiky jsou zakladem pro bunécnou stabilitu a jejich stresové podminky
mohou ovliviiovat chovani podocyta a vysvétlovat podocytopatii u IgAN. Souvislost
mezi mesangiem a podocyty muze objasiovat vyskyt proteinurie,
tubulointersticialniho poskozeni a uvolfiovani cytokinl, jako jsou tumor necrosis
factor, IL-6 a angiotensin II, by mohlo indukovat zanét a naslednou

glomerulosklerozu. Hematurie by tak mohla byt zahrnuta do mesangialni expanze a
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poskozeni podocyti prostiednictvim mechanismt, které zahrnuji modifikaci

mesangialni architektury (Gutiérrez, 2020).
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Obr. 4: Imunitni komplexy a jejich vliv na mesangialni buiiky glomerulii ledvin. a Glomerulus
a tfi kapilarni smycky. Zobrazeni bazalni membrany je zvyraznéno zelené, pficemz
podocyty jsou umistény vn¢ a endotelialni buiiky se nachazi uvnitf smycek. Centralni
nosna struktura je tvofena mesangialnimi buiikami. Cervené vyznagena jsou depozita
imunitnich komplexa. b Proliferujici mesangialni buriky. ¢ Builkky mesangia, které
intenzivné proliferuji a nadprodukuji extracelulami matrix. Upraveno podle Luft, 2017.
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Je znamo hodné slozek patogeneze IgA nefropatie. Neni v§ak objasnéno spektrum
glomerularnich odpoveédi na depozity imunitnich komplext u IgA nefropatie. Rostouci
mnozstvi studii naznaCuje urCitou alternativu: dréhy lektinu a terminalniho
komplementu ovliviluyji glomerularni zanétlivé a poskozujici odpovédi na ulozené

IgAl a prispivaji k vaznosti onemocnéni (Tortajada, 2019).

2.3 Klinicka prezentace

U IgAN je velmi Siroké spektrum klinickych projevi — od asymptomatické
mikroskopické hematurie, po vysoce progresivni formy vedouci ke selhani ledvin.
AvsSak nejCastéjsi klinicka prezentace je mikrohematurie a mirna proteinurie
s relativné zachovanou funkci ledvin. Klinicky projev nemoci muze byt v nékterych
ptipadech prfedchazen infekci doprovazenou makrohematurii (Gutiérrez, 2020).

IgAN muze mit razné klinické pribéhy od spontannich remisi u malého poctu
jedinca, k rychlému zhor§ovani renalnich funkci, ¢i k pomalému zhorSovani renalnich
funkci pfi delSim sledovani, coz je pravdépodobné nejCastéj§i forma klinické
prezentace. Avsak je zde také velké mnozstvi pacientl, u kterych se stav nezhorSuje
(Gutiérrez, 2012).

Makroskopickd hematurie a proteinurie nasledujici infekci horniho respira¢niho
traktu muze byt jednou z typickych forem prezentace, prevazné u déti a pii ¢asném
stadiu onemocnéni. Kromé toho se klinickd zavaznost vyrazné lisi podle pohlavi,
etnického ptvodu a rasy (Gutiérrez, 2018).

Hematurie je nejkonzistentngjSim klinickym pfiznakem a zhruba u poloviny
pacientt propukne makrohematurie. Tato miize zpusobit akutni ledvinové onemocnéni
au 25 % pacientu starSich 50 let se ledviny nevraci k mife své predchozi funkCnosti
(Gutiérrez, 2000). Za marker dobrych vysledkl se tradi¢né povazuje nepropuknuti
akutniho ledvinového poranéni. Jednim z hlavnich faktor(i zodpovidajicich za akutni
ledvinové poranéni je tubularni poskozeni zpusobené hemoglobinem uvolnénym
z Cervenych krvinek do tubularniho lumenu (Praga, 1985). Nachylni na toto poskozeni
jsou prevazné starSi pacienti trpici chronickym onemocnénim ledvin. Ve studii
s pacienty star§Simi 60 let bylo uvedeno, ze akutni rendlni poranéni je velmi
Casté (u 40 %) (Sevillano, 2019). U 86 % ptipadi bylo akutni renalni poranéni umeérné

makroskopické hematurii, z ¢ehoz 34 % byly podavany antikoagulanty. Toto by mohla
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byt jedna z teorii vysvétlujici zvyseni akutniho renalniho poranéni u starSich pacientd.
V dalsi studii jsou publikovana data navrhujici, ze 1écba warfarinem mize zvySovat
risk akutniho renalniho selhani kvili glomerularnimu krvaceni a renalni tubularni

obstrukci (Brodsky, 2009).

24 Lécba

Zatim neexistuje specificka 1écba pro pacienty trpici IgAN, avS§ak jsou naznaceny
cesty, kterymi by se mohla ubirat. Pro vyvazeni poméru rizika a pfinosu raznych
terapeutickych moznosti je nezbytny individualni ptistup, vzhledem k tomu, Ze se zde
nachazi siroka skala klinickych projevt (Gutiérrez, 2020).

Aktualni 1écebné metody jsou zalozeny na snaze o zachovani ¢i zpomaleni ubytku
renalni funkce pomoci modulace nepfiznivych imunitnich a zanétlivych jevu
odehravajicich se v glomerulu a tubulointersticiu. Tudiz je prevazna vétSina
souCasnych léCebnych strategii obecna a spolecna pro dalsi formy glomerularnich

onemocnéni (Boyd, 2012).

2.4.1 Blokada renin-angiotensin

U pacientt sIgAN, u kterych se projevuje proteinurie v hladinach mensich
nez 0,5-1 g/den, se voli 1écba pomoci blokady renin-angiotensin-aldosteronového
systému (RAAS). AC v této oblasti neexistuje velké mnozstvi studii, je prokazano, ze
pacienti 1éCeni timto zpusobem vykazuji 1épe zachovalou funkci ledvin (Praga, 2003)
(Van den Belt, 2018). Blokada RAAS vykazala také protizanétlivy a antiproteinuricky
ucinek u dospélych i u déti (Coppo, 2014).

V soucasnosti je pouzivana lécba spojena s inhibici RAAS u vSech pacientt, u
kterych byla biopsii potvrzena IgAN, pokud trpi trvalou abnormélni proteinurii. Cilem
této 1éCby je udrzet proteinurii pod hranici 0,5-0,75 g/den (Gutiérrez, 2020). K blokadée
samotné jsou pouzivany dva inhibitory — inhibitor angiotensin konvertujiciho enzymu

(ACEi) nebo blokator receptoru angiotensinu I (ARB) (Coppo, 2007).

2.4.2 Lécba imunosupresivy
Lécba pomoci steroidu a ostatnich imunosupresivnich latek je stale kontroverzni téma.
Pokyny pro glomerularni 1écbu iniciativy Kidney Disease: Improving Global

Outcomes (KDIGO) doporucuji vzhledem k predchozim studiim (Manno, 2009) 6

13



mesict 1écby pomoci kortikosteroidd u pacientd s trvajici proteinurii v hodnotach
vétSich nez 1 g/den navzdory optimalni blokadé RAAS a adekvatni kontrole krevniho
tlaku, ale pouze u pacientd s hodnotami odhadované rychlosti glomerulari filtrace
(eGFR) vétsimi nez 50 ml/min/1,73 m? (Gutiérrez, 2020). Po zvefejnéni doporuceni
KDIGO byla publikovana studie, ktera analyzovala velky pocet pacientd za vyuZiti
pravdépodobnosti zafazeni pacientt do stejné srovnatelné populace na zakladé jejich
popisnych charakteristik — zavadécich faktorti. Tato studie dokazovala prospésny
ucCinek steroidd. Zajimavé je, Ze pfiznivy ucinek se vice projevil u pacientt
s masivnéji proteinurii a s eGFR mensimi nez 50 ml/min/1,73 m? (Coppo, 2014).
Dveé nedavné studie s vétsim poCtem pacientt a daslednéjSim designem jen Castecné
vyfteSily pochybnosti o imunosupresivni 1é¢be. Prvni studii byla studie STOP-IgAN
(Rauen, 2015). Zahrnovala pfes tfi sta pacienti po 6 mésicich podpirné 1écby, ktera
udrzovala proteinurii >0,75 g/den a eGFR >30 ml/min/1,73 m? Tietina pacientd
dosahla v zavadécim obdobi vyzkumu proteinurie mensi nez 0,75 g/den, zatimco
zbyvajici dveé tietiny byly randomizovany k podpurné 1€¢bé proti 2 imunosupresivnim

lécebnym reziméim (steroidy, pokud eGFR >60 ml/min/1,73 m?

a steroidy +
cyklofosfamid / azathioprin, pokud eGFR <60 ml/min/1,73 m?). Pfestoze pocet
pacient, ktefi dosahli kompletni remise, byl vyznamné vyssi ve skupiné
s imunosupresi, nebyly béhem 3 let sledovani zadné rozdily ve ztraté funkce ledvin
s méne vedlejSimi ucinky ve skupin€ podpurné 1écby (Rauen, 2015). Hlavni slabiny
této studie byla kratkd doba sledovani, absence histologickych dat, vylouceni
progresivnich pacientli a pouziti dvou riznych imunosupresivnich terapii (Gutiérrez,
2020).

Druhé studie porovnavala 1écbu steroidy a podavani placeba. Méla pojmout pres
700 pacientl s proteinurii >1 g/den a eGFR >20 mL/min/1,73 m? Navzdory
pfiznivému vlivu na proteinurii a pokles eGFR bylo riziko nezadoucich ucinkt
v 1écené skupiné vysoké, a proto byl vyzkum po randomizaci pouze 262 pacientll
pozastaven (Lv, 2017).

Strucéné teceno, glukokortikoidy maji protizanétlivé a imunosupresivni ucinky.
Zpusob patogeneze IgAN nabizi vhodny scénar pro jeji 1écbu s pouzitim
glukokortikoida. V budoucich studiich by méla byt zahrnuta i hematurie a histologické
nalezy. V tomto smyslu je vsoucasné dobé testovana moznost vedeni 1éCby

glukokortikoidy v zavislosti na histologii ve studii Lécba IgA nefropatie (Coppo,
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2020). U ostatnich imunosupresiv, kterymi jsou napfiklad cyklofosfamid, azathioprin

a rituximab, nebyly dokazany jasné vyhody (Lafayette, 2017).

2.5 Kauzalni terapie
Ctyifaktorovy model patogeneze IgA nefropatie poskytuje piileZitost vytvorit 1ébu,
ktera se bude zabyvat kauzalitami onemocnéni, nikoliv pouze 1éCenim pftiznaki
(Obr. 5). Tento model predpovida, ze tvorba nefritogennich imunitnich komplext
slozenych z galaktosové deficientniho IgA a autoprotilatek IgG spousti onemocnéni.
Tudiz by mohly byt efektivni zasahy, které snizuji tvorbu galaktosové deficientniho
IgAl, autoprotilatek IgG, nebo zasahy, které blokuji interakci mezi t€émito dvéma
slozkami. Tyto zéasahy by mohly byt docileny zvySenim enzymové aktivity
glykosyltransferas pro syntézu O-glykana obsahujicich galaktosu v pantové oblasti.
Tak by mohla byt snizena dostupnost aberantné glykosylovanych IgA1l pro tvorbu
imunitnich komplext (Suzuki, 2011b).

Alternativou by mohlo byt vytvoreni malych jednofetézcovych protilatek, které by
meély vysokou afinitu pro GalNac na galaktosové deficientnim IgAl. To by mohlo
predejit vazbé autoprotilatek. Na druhou stranu by také mélo mit ucinek zablokovani

autoprotilatek pomoci glykopeptidu (Suzuki, 2011b).
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Obr. 5: A Znazornéni patogeneze IgAN. Tvorba abnormalné glykosylovan¢ho polymerniho
IgAl (pGd-IgAl). Nasledna vazba specifickych autoprotilateck da vzniknout
cirkulyjicim imunitnim komplexum, které nejsou dostatecné eliminovany jatry a
pokracuji az do ledvin, kde se ukladaji v mesangiu a aktivuji proliferaci mesangialnich
bunék, nadprodukci extracelularni matrix a tvorbu protizanétlivych cytokinti. B Vznik
O-glykanového fetézce v pantové oblasti IgA. Na pantovou oblast jsou postupné
pripojovany monosacharidy diky glykosyltransferasam. Jako prvni je na pantovou
oblast pfipojen GalNAc (zluty ¢tverec), jehoz pripojeni  katalyzuje
N-acetylgalaktosaminyltransferasa (GalNAc-Ts), poté nasleduje pfipojeni galaktosy
(zluty kruh), coz katalyzuje pB-1,3-galaktosyltransferasa (C1GalT1) a také se ucastni
chaperon Cosmc. Nasledné dojde k pripojeni kyseliny sialové (SA, fialovy Etverec)
na galaktosu a na GalNAc. Prvni reakci katalyzuje a-2,3-sialyltransferasa (ST3Gal) a
druhou a-2-6-sialyltransferasa (ST6GalNAc-II). Pokud dojde k sialyzaci GalNAc, je
zablokovano pfipojeni galaktosy a vznika galaktosové deficientni IgA. C Znazornéni
kauzalni terapie, ktera je zaméfena na inhibici tvorby gd-IgAl. D Terapie, ktera
ovliviiuje vytvafeni imunitnich komplexii za vyuziti monovalentnich analogi
autoprotilatek (vlevo), nebo O-glykosylovanych analogii pantové oblasti IgAl
(vpravo). E Terapie zaméfena na ovlivnéni aktivace mesangialnich bun¢k. Zahmuje
inhibitory proliferace mesangialnich bunck, nebo S§tépeni deponovanych CIK.
Pievzato z Raska, 2016.
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2.5.1 Inhibice tvorby gd-IgA1

Jednim z patogennich procest, které pfispivaji k tvorb€ imunitnich komplext, je
dédicné zvysSeni cirkulyujicich galaktosové deficientnich IgA1l. Potencidlni pfi jejich
tvorbé muze byt také vystaveni sliznice infek¢nim nebo dietnim antigenim (Smith,
2006). Jako mozna feSeni tohoto faktoru se jevi potlaceni syntézy galaktosové
deficientniho IgAl, enzymatické posileni prenosu galaktosy do O-glykanového
fetézce pantové oblasti IgA1 nebo potlaceni sialylace O-glykana s deficitem galaktosy
(Smith, 2006).

Pro potlaceni syntézy gd-IgAl by mohly byt eliminovany burky, které ho
produkuji. Tyto buiky maji totiz minoritni vyskyt, takze zde neni velka
pravdépodobnost, ze by se v budoucnosti vytvotila imunodeficience. K tomuto kroku
je vSak nutné znat pavod a specifické fenotypové znaky na povrchu bunék, v nichz
probiha produkce gd-IgA1 (Raska, 2016).

Na rozdil od vySe popsané varianty, u které existuje jesté stale dost slepych mist, je
zde dal§i moznost inhibice tvorby gd-IgAl. Existuje totiz pomérné obsahlé mnozstvi
informaci o procesu intracelularni tvorby gd-IgAl a o funkci a regulaci enzymu
tvoricich glykanovy fetézec v pantové oblasti daného imunoglobulinu -
glykosyltransferas (Reily, 2014). Vzhledem ktomu, ze knespravné funkci
glykosyltransferas pfispivaji také cytokiny IL-6 a IL-4, mohla by byt vytvofena
terapie, ktera se bude zamérovat na jejich ovlivnéni jejich signalni drahy, nebo branéni
vazy I1-6 na receptor, a diky tomu moznou regulaci exprese glykosyltransferas

(Suzuki, 2014).

2.5.2 Ovlivnéni tvorby imunitnich komplexu
Imunitni komplexy, které tvoii patogenni slozku u IgAN maji velikost 800-900 kDa.
Kvili své velikosti maji tyto komplexy schopnost aktivovat mesangialni buriky.
Naopak mensi komplexy zpusobuji jejich inhibici (Novak, 2005). Ve zméné velikosti
patogennich imunitnich komplexd se potencialné nachazi dal$i z moznosti kauzalni
terapie. Ta by mohla nastat uz pfi naruSeni pomeéru, ve kterém se antigen a
autoprotilatka nachazi (Raska, 2016).

K naruSeni poméru mize dojit dvéma zpusoby. Bud’ mohou byt vytvoreny kratsi
glykopeptidy, které by obsahovaly glykanovou slozku odpovidajici glykanim

nachazejicich se v pantové oblasti IgA1 vyskytujicich se u daného pacienta trpici
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IgAN. Takovéto glykopeptidy by mohly byt pfipraveny pomoci rekombinantni DNA
(Suzuki, 2008). Vzhledem ke své struktufe se nasledné budou vytvorené glykopeptidy
kompetitivn€ vazat na autoprotilatky. Druhym zptsobem je modifikace autoprotilatek.
Monovalentni analog autoprotilatek je mozné vytvorfit stejné¢ jako v pfedchozim
ptipad€, pomoci technologie rekombinantni DNA. Ten bude nasledné interagovat
s gd-IgA 1. Mohou byt pouzity fragmenty protilatek, jako jsou Fab fragment obsahujici
lehky fetézec Ci scFV fragment obsahujici variabilni domény obou fetézci veetné
jejich propojeni. Vyhodné pro piipravu monovalentnich protilatek je také pouziti
imunizace zvifat, jako jsou naptiklad velbloudi nebo lamy. Ta totiz vytvafi protilatky,

které nemaji lehké retézce (Raska, 2016).

2.5.3 Inhibice aktivace mesangialnich bunék

Ulozenim patogennich komplexti do mesangia dochazi k aktivaci a proliferaci
mesangialnich bungk, je také zvySena produkce extracelularni matrix a jsou tvoreny
prozanétlivé cytokiny (Suzuki, 2011a). Ty wvznikaji diky fosforylacni draze
MAPK/ERK, ktera je spusténa pravé ulozenim imunitnich komplext. Pfi vyuziti
inhibitord té€ch proteinkinas, které jsou v této draze zapojeny, by mohlo dojit
k vyznamnému snizeni zanétlivych a proliferac¢nich reakci (Tamouza, 2012).

Do signalizace zprostfedkované pres imunoreceptory je zafazena také slezinna
tyrosinkinasa (SYK) a také existuji dikazy kjeji roli u patogeneze IgAN. Byla
vytvorena studie, ve které byl nasledné pouzit i jeji inhibitor — R406. Nasledovalo
snizeni mesangialni proliferace i tvorby cytokind, které u pacientd trpicich I[gAN
zapticinovaly zanétlivou reakci. Tato inhibice by tedy mohla byt dalsi cestou k 1écbé

IgAN (Kim, 2012).

2.5.4 Stépeni IgAl v mesangialnich depozitech

Poslednim pfistupem je St€peni jiz vzniklych depozit v mesangiu. Docilit by se toho
mohlo bakteridlnimi proteasami, které jsou schopny sStépit IgAl. Bakterialni IgA
proteasy vykazuji substratovou specifitu a jsou schopny atakovat pantovou oblast
IgA1 (XIE, 2010). Mnohé studie také potvrdily, ze bakterie maji schopnost degradace
imunitniho komplexu, ktery obsahuje IgA1, jak in vivo, tak in vitro (Lamm, 2008a)

(Wang, 2016). Pti jedné ze studii bylo za pomoci intravenozni injekce IgA proteasy
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dosazeno odstranéni jak antigenni, tak protilatkové slozky v glomerulu u mySiho
modelu [gAN (Lamm, 2008b).

Bakterialni proteasy vSak nestépi pouze gd-IgAl, ale §tépi 1 ostatni IgA1l. Tudiz,
nez by tyto proteasy doputovaly k mesangialnim depozitim, bylo by rozsté€peno i
velké mnozstvi IgA1 nachazejiciho se v systému, coz by mélo vyrazné dopady na
imunitni systém (RaSka, 2016). Navazujicim feSenim by mohlo byt vytvofeni

protilatek pro neutralizaci proteas s nasledujici davkou l1éku (Eitner, 2008).

2.6 SPR

Povrchova plasmonova rezonance (SPR) je fyzikalni jev, pfi kterém zareni dopadajici
na povrch zlata, stfibra a dalSich kovli zméni smér odrazu. Tento jev je umoznén diky
rezonanci, ktera vznika mezi zarenim a povrchovymi elektrony kovu, kdy na rozhrani
hranol/kov/dielektrikum dochazi k excitaci elektronti v kovu a vzniku povrchovych
plasmonti. Na rozhrani kovu a dielektrika dochazi ke vzniku evanescentni viny

(Obr. 6).

o
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Obr. 6: Konfigurace SPR Cipu. Kovovy Cip ze stfibra, nebo zlata je pfipravovan s dextranovym
povrchem. Diky jeho karboxylovym skupinam je mozné vytvofit vazbu
s aminoskupinou proteinu a tim ho pfichytit ke kovovému povrchu. Vlevo dole je
znazornén svételny zdroj, kterym je laser vyzarujici svétlo o jedné vinové délce. Svétlo
vstupuje do hranolu, coz vyusti v ruzné svételné uhly paprska, které nasledné
dopadnou na povrch kovu. Z téchto paprski se odrazi vSechny krom¢ toho uhlu, ve
kterém kov foton pohlti a pfeméni jeho energii na plasmonovou vinu. Diky tomu se
tedy pod timto uhlem zadné svétlo neodrazi, a tim se na detektoru objevi s velmi
nizkou az zadnou intenzitou. Upraveno podle Sabban, 2011.

19



V poslednich letech se tato metoda stala velmi oblibenou pro klinické analyzy
souvisejici s interakcemi biomolekul. Diky této technice je totiz mozné méfit interakce

v realném case, s vysokou sensitivitou a bez nutnosti pouziti znacek (Nguyen, 2015).

2.6.1 Mechanismus SPR

Molekuly v dosahu evanescentni viny vytvofené na rozhrani kovu (typicky zlato) a
dielektrika (typicky kapalné medium — pufr ¢i testovany vzorek) jsou zodpoveédné za
zménu refraktivniho indexu (RI) a samotny signal SPR je do ur€ité miry zavisly na
nékolika faktorech (Nguyen, 2015). Hlavni faktor je vztazeny k molekulové hmotnosti
vazané molekuly, ktera se pfimo zrcadli v lokalnim RI. Dale je také dulezita
vzdalenost mezi zlatym povrchem senzoru a zachycenou molekulou. V bezprostfedni
vzdalenosti je totiz efekt vazby analytu na zménu rezonan¢niho uhlu SPR
nejvyraznéjsi, naopak ¢im vice se molekula vzdaluje od povrchu plasmonového kovu,
ucinek exponencialné klesa. Z tohoto davodu je analyticky pouzitelna vzdalenost
zhruba 200 nm pro klasickou SPR vinu vygenerovanou na makroskopickych plochych
meénicich (Su, 2018) a nékolik desitek nm pro lokalizované SPR vyskytujici se na
povrchu nanocastic (Qu, 2020).

Modemi diagnostika, od screeningovych testi pro rychlou detekci biomarkert
civiliza¢nich chorob az po detekci virovych a bakterialnich infekci, je z velké Casti
zalozena na detekci specifického proteinu vyskytujiciho se na dané infek¢ni Castici
(Falkowski, 2021). Spolecnymi znaky vétSiny téchto molekularnich cila je jejich
relativné velkd hmotnost a Siroké moznosti pouziti vysokoafinitnich protilatek pro
jejich detekci. Obé tyto vlastnosti ¢ini proteinové biomarkery atraktivnimi cili SPR a
poskytuji moznost jejich ptimého stanoveni (Drozd, 2021).

V klasickém uspotadani hraji protilatky roli liganda a analyticky signal vyplyva
piimo ze specifické vazby na cilovy antigen. Tento styl ziskavani vysledku je nejvice
preferovany, nebot umoziuje detekci pfimo ve vzorcich bez dalSich krokd. V mnoha
ptipadech je ovSem mozné pouzit i nepfimé formaty metody, jako je napiiklad
sendviCové nebo kompetitivni SPR. Ve vétSiné piipadi je potieba se k témto
zpusobtim uchylit kvuli nizké molekulové hmotnosti analytu nebo jeho velmi nizké

koncentraci (Mariani, 2014).

20



2.6.2 Nevyhody SPR

Detektory SPR nerozliSuji specificky vazané analyty od nahodné adsorbovanych
interferentti. Z tohoto diivodu jsou tyto biosenzory obzvlast nachylné k problémam
s nespecifickou vazbou pii analyzach komplexnich vzorki a pifi stanovovani
ultranizké koncentrace analytt, ktera je vSak pro lékaiskou diagnostiku bézna.
Problémy s adsorpci slozek vzorku télnich tekutin se mohou odrazit ve zhorSeni
kli¢ovych parametrii jako je napiiklad zakladni stabilita, limit detekce a Zivotnost.
Také nedostatecnd odolnost imunosnimaci vrstvy proti zneciSténi naruSuje
biomedicinsky definovanou citlivost a selektivitu testu, ktera je chapana jako procento
falesné pozitivnich a falesné negativnich vysledki a muze vést k selhani jejich
validace. Z tohoto divodu musi byt pii aplikaci v l1ékarské diagnostice vénovano

mnoho pozornosti vhodné kvalité intermedialnich imunopovrcht (Drozd, 2021).

2.6.3 Strategie imobilizace

V soucasné dobé existuje mnoho kompatibilnich molekul pro imobilizaci u SPR a
rovnéz velké mnozstvi zpusobu, jak toto pfipojeni na povrch zlatych Cipti provést.
Kromé toho je nabizena fada strategii pro pfipojeni proteinového receptoru, jako jsou
napiiklad neorientovana imobilizace prostfednictvim absorpce, neorientovana
imobilizace prostiednictvim chemické vazby nebo orientované imobilizace nativnich
a znaCenych receptort na zakladé afinity (Drozd, 2021).

Metody zaloZené na adsorpci protilatek a antigennich receptorti na povrsich jsou
Siroce pouzivany pii konstrukei imunotestt kvili jejich jednoduchosti implementace.
I samotny zlaty povrch vykazuje schopnost vazat imunoglobuliny a jejich fragmenty
(Crivianu-Gaita, 2015). Mnohem S§irsi Skalu moznosti pro adsorpci proteini vSak
nabizeji pfevodniky predem modifikované kationtovymi monovrstvami a
polymernimi vrstvami, napfiklad cysteaminem. Vazba receptori na povrch je
uréovana piedevsim elektrostatickymi interakcemi mezi opacné nabitymi koncovymi
aminovymi a karboxylovymi zbytky aminokyselin a také interakcemi koordinacniho

typu (Vashist, 2014).

2.6.3.1 Karboxylové senzory
Karboxylové senzory vyzaduji pouziti EDC/NHS pro aktivaci funk¢nich skupin na

povrchu senzoru. Diky ni se nasledné na karboxyl mohou navazat aminoskupiny nebo
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lysinova rezidua. Karboxylové skupiny jsou nejprve aktivovany karbodiimidem a
pfeménény na aktivni esterové intermediaty, které nasledné mohou byt aminolyzované
lysinem, nebo N-terminalni NH> skupinou ligandu. Karbodiimidy jsou pouzivany pro
zprostiedkovani aminové vazby mezi karboxylaty a primarnimi, nebo sekundarnimi
aminy. NejCastéji je pouzivan 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karboxydiimid
(EDC). Samotné Cinidlo spolu s vedlejSimi produkty reakce jsou rozpustné ve vode,
coz usnadfiuje aktivaci a zpracovani Cipu. Pavodné je dodavano EDC jako
hydrochlorid, ktery je jak hygroskopicky, tak labilni v pfitomnosti vody.
O-acylmocovinovy meziprodukt podléhda rychlé hydrolyze (sekundy), tudiz by
nepiezil dobu od aktivace do injekce ligandu. Proto je potieba ho pfeménit na ester,
ktery je vice stabilni. Toho je docileno pfidanim N-hydroxysukcinimidu (NHS), nebo
jeho derivatu N-hydroxysulfosukcinimidu, které jsou rozpustné ve vodé, do aktivacni
smesi (Obr. 7). Esterovy meziprodukt NHS ma polocas rozpadu v rdmci minut pii pH
8-9, nebo hodin pii pH 4-5 (Schasfoort, 2017). Nejvétsi vyhoda této metody je jeji
relativni pfimost, konzistentnost a stabilita. Jako hlavni nevyhodu je mozné povazovat
neschopnost ovlivnit orientaci ligandu, jelikoz nelze ovlivnit, jakou stranou bude
provedena vazba. Dalsi limitaci je, ze v nékterych pfipadech muze byt ovlivnéna
interakce mezi analytem a ligandem (Surface Plasmon Resonance Sensors: A
Comprehensive Guide for Scientists).
Karboxylovd
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Obr. 7: schéma vytvofeni vazby mezi sulfo-NHS a EDC: vazba karboxylu na amin u
karbodiimidu EDC a sulfo-NHS. Adice NHS, nebo sulfo-NHS k EDC reakcim zvysi
efektivitu a umozni aktivaci EDC pro skladovani a pozd¢jsi pouziti. Upraveno podle
Crosslinking Reagents Handbook, 2012.
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Pro mnoho proteini jsou dostupné vysokoafinitni protilatky, které mohou byt
pouzity pro zachyceni specifického ligandu. Za pomoci karboxylového Cipu je nejprve
imobilizovana protilatka a nasledné je za pomoci dané protilatky zachycen chtény
ligand (Obr. 8). Nejvétsi vyhoda této metody spociva v tom, ze neovliviiuje aktivitu
ligandu a umoznuje specifickou orientaci ligandu. Tato varianta maze byt pouZita pro
zachyceni specifického ligandu v komplexnich vzorcich, coz je vyhodné pro dokazani
pfitomnosti urcitého proteinu ve vzorku (Surface Plasmon Resonance Sensors: A

Comprehensive Guide for Scientists).
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Obr. 8: Karboxylovy senzor. Pro napojeni protilatky s funkéni aminoskupinou je potieba
aktivace pomoci EDC/NHS. Po vytvoreni vazby mezi protilatkou a senzorem miize
byt na protilatce zachycen chtény ligand. Upraveno podle Surface Plasmon Resonance
Sensors: A Comprehensive Guide for Scientists.
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2.6.4 Druhy usporadani imunoeseji zalozenych na SPR

Imunoesej je laboratorni technika zaloZené na vazbé& mezi antigenem a jeho homologni
protilatkou, ktera ma za cil identifikovat a kvantifikovat specificky antigen c¢i
protilatku ve vzorku. V klasické imunoeseji zavisi uréeni koncentrace analytu na
signalech vytvorenych urCitymi znaCkami, které jsou navazany na antigen Ci
protilatku. Patfi mezi né rtizna fluorescencni barviva, enzymy, nebo radioizotopy.
Nevyhodou znaceni je, Ze maze narusit vazebna mista dilezita pro interakci molekul.
Navic znaceni zvySuje heterogenitu biomolekularnich interakci, nebot' ve vétSiné
pfipadii znaceni specifické molekuly neni homogenné distribuovano. Navic nekteré
znacky mohou samy o sob¢ interagovat s ligandy, coz vede k fale§né pozitivite.
Zpusob, jak obejit neékteré z téchto problému, je pouziti oznacené sekundarni vazebné
molekuly, coz ale vyzaduje krok navic, vysoce afinitni vazebnou molekulu a také
prodlouzeni Casu potfebného pro analyzu. Biosenzor na bazi SPR meéfi vazbu
protein-protein pfimo jako posun v povrchové vazanych hmotach, a proto muze byt
také pouzit k vytvoreni imunoeseje (Schasfoort, 2017). Druhy riznych usporadani

imunoeseji jsou znazorné€né na obrazku (Obr. 9).
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Obr. 9: Formy imunoeseji bézn€ uzivanych pii méteni pomoci SPR. a) Pifima esej. Ligand
(protilatka) je imobilizovan na povrchu senzoru a interakce s analytem (zde antigen)
vynasi detekovatelny posun refraktivniho indexu. b) Kompeti¢ni esej pro méfeni
malych molekul, kde pfimé zachyceni antigenu neposkytuje dostateény posun
refraktivniho indexu, kdezto konjugovany antigen je dostatecné velky na vytvoreni
mgéfitelného posunu refraktivniho indexu. ¢) Inhibiéni esej, kde je analytem stejna
molekula, jako imobilizovany ligand. Protilatka je pfidana do vzorku v mensim
prebytku. Analyt vytvari konjugat s protilatkou a inhibuje vazbu na povrch senzoru.
d) Sendvicova esej se sekundarni protilatkou. Upraveno podle Schasfoort, 2017.
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2.64.1 Prima esej

V tomto nejjednodussim typu eseje jsou protilatky proti danému antigenu
imobilizovany na povrchu senzoru. Roztok vzorku obsahujici antigen je nasledné
inkubovan s citlivym povrchem senzoru. ZvySeni signalu pochazi z vazby antigenu a
je pfimo iumérné mnozstvi antigenu ve vzorku. Rozlozeni piimé eseje muze byt také
opacné — navazani antigenu na povrch a detekce vazby specifické protilatky

(Schasfoort, 2017).

2.6.4.2 Kompeticni esej
Tento typ eseje je typicky pouzivan pro detekci nizkomolekularnich antigend, které
negeneruji dostateCny signal, kdyz jsou navazany na povrch senzoru. V této eseji jsou
imobilizovany specifické protilatky na povrchu senzoru a roztok vzorku obsahujici
antigen je smichan s konjugovanym antigenem. Diky jeho velké molekulové
hmotnosti konjugat zvysi posun SPR uhlu. Smés antigenu a konjugovaného antigenu
je inkubovana s povrchem senzoru. Rozdil signalu mezi referencnim vzorkem
obsahujicim pouze konjugovany antigen a roztokem vzorku uruje mnozstvi antigenu
ve vzorku. V této eseji vyusti vysoké koncentrace ve vzorku v nizky signal (méné
konjugovaného antigenu bude navazano). Kineticky tato varianta vykazuje odchylky,
jelikoz difuzni konstanty analytu a konjugovaného analytu se vyrazné lisi (Schasfoort,
2017).

Kompeti¢ni eseje jsou Casto vyuzivany pro detekci toxickych sloucenin. Maximalni
signal je generovan, kdyz neni pfitomny zadny volny analyt. Pokud je signal velmi
nizky, pravdépodobngé je analyt ve vzorku pfitomen, nebo byly ligandy denaturovany,

nebo otraveny vzorkem a nejsou dale aktivni (Schasfoort, 2017).

2.64.3 Inhibi¢ni esej

V této forme eseje je cilovy antigen imobilizovan na povrchu senzoru. Roztok vzorku
obsahujici antigen je smisen se specifickymi protilatkami v nadbytku a je inkubovan
s povrchem senzoru. Protilatky budou tvofit vazbu jak s antigenem v roztoku, tak
s antigenem, ktery je vazan na povrch senzoru. Rozdil signalu mezi blankovym
vzorkem, ktery neobsahuje antigen a roztokem vzorku udéva mnozstvi antigenu ve

vzorku. Vysoké koncentrace analytu vyuast'uji v nizky signal (méné protilatek zistava
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volnych k vazbé na povrch). Protoze protilatky maji vysokou molekulovou hmotnost,
jejich vazba je detekovana pfimo. Jak kompeticni, tak inhibi¢ni esej potiebuje vice
meéfeni srozdilnymi  koncentracemi antigenu a fixnimi  koncentracemi

kompetitoru/inhibitoru (Schasfoort, 2017).

2.6.4.4 Sendvicova esej

U sendvicovych eseji jsou molekuly protilatek imobilizovany na povrchu senzoru
zachycujici molekuly analytu ve chvili, kdy je roztok analytu inkubovéan s povrchem
senzoru. V dalsi injekci je vazana sekundarni protilatka specificky bud’ s antigenem,

nebo s antigen vazajici protilatkou. Antigen je zachycen mezi dvéma protilatkami

(Schasfoort, 2017).
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3.1
3.1.1

EXPERIMENTALNI CAST

Material a chemikalie

Chemikalie

Akrylamid/bisakrylamid (Serva, Némecko)

Avidin konjugovany HRP (Sigma Aldrich, USA)

Citrat sodny (Sigma Aldrich, USA)

Dihydrofosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-Ner, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)

Freestyle 293 Expression Medium (Thermo Fisher Scientific, USA)

Glycin (Lach-Ner, CR)

Glycobuffer 1 (NEB, USA)

Hoveézi sérovy albumin (BSA) (NEB, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, CR)

Chlorid draselny (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (mikroCHEM, CR)

Isopropanol (Lach-Ner, CR)

Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Kyselina chlorovodikova 36% (Lach-Ner, CR)

Kyselina sirova 95% (VWR Chemicals BDH®, USA)

Ledova kyselina octova 99,8% (Lach-Ner, CR)

Lektin Helix aspersa aglutinin konjugovany s biotinem (Sigma Aldrich, USA)
Lektin Helix pomatia konjugovany s biotinem (Sigma Aldrich, USA)
Methanol (Sigma Aldrich, USA)

N.N.N',N’'-Tetramethylethylendiamin — TEMED (Serva, Némecko)
N-butanol (Lach-Ner, CR)

Opti-MEM™ Reduced Serum Medium GIBCO (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
Peroxid vodiku (Sigma Aldrich, USA)

Persiran amonny (MERCK, Némecko)
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Pierce™ Recombinant Protein A Agarose (Thermo Fisher Scientific, USA)
Prozyme (Agilent) pufr (Agilent, USA)

SDS Pellets (Carl Roth, Némecko)

Sialidasa A (Agilent, USA)

Streptavidin konjugovany HRP (Pierce, USA)

TRIS (Amreco, Polsko)

Trypan Blue Solution 0,4 % (Sigma Aldrich, USA)

Tween-20 (Calbiochem, Némecko)

B-1,3-galaktosidasa (NEB, USA)

B-merkaptoethanol (Calbiochem, Némecko)

3.1.2 Protilatky

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

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

Anti-Human A HRP (Jackson Immunoresearch, USA)

Peroxidase AffiniPure F(ab'). Fragment Goat Anti-Human Serum IgA, o chain

specific (Jackson Immunoresearch, USA)
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3.1.3 Pufry a roztoky

3.1.3.1 SDS-PAGE
Tab. 1: SloZeni roztokt pro SDS-PAGE

30% A/B

300 g akrylamid, 8 g bisakrylamid, do
1 1 doplnit ddH20

4x Tris HCI pufr (pH 6,8)

15,125 g TRIS, 1 g SDS, doplnit do
250 ml ddH>0

4x TrisHCI pufr (pH 8,8)

45,5 g TRIS, 1 g SDS, doplnit do
250 ml ddH>O

10% APS

10% vodny roztok persiranu amonného

Délici gel 8%

4 ml 30% A/B, 3,75 ml 4x Tris pufr
(pH =8,8), 6,25 ml dd H20, 75 ul 10%
H>O roztok persiranu amonného, 15 pl
TEMED

Délici gel 12%

6 ml 30% A/B, 3,75 ml 4x Tris pufr
(pH=8,8),5,25 mldd H20, 75 pul 10%
H>O roztok persiranu amonného, 15 pl
TEMED

Zaostrovaci gel

1,3 ml 30% A/B, 2,5 ml 4x Tris pufr
(pH =6,8), 6 ml dd H20, 50 ul 10%
H>O0 roztok persiranu amonného, 10 pl
TEMED

SDS elektrodovy pufr

25 mM Tris, 190 mM glycin, 3 mM
SDS, ddH,O

2x SDS nanéSeci pufr, redukéni

125 M Tris, pH 6,8, 15,9% glycerol,
160 mM SDS, 10% merkaptoethanol,
0,01% bromfenolova modr

2x SDS nanéseci pufr, neredukcni

125 M Tris, pH 6,8, 15,9% glycerol,
160 mM SDS, 0,01% bromfenolova
modr

Fixacni pufr

25% isopropanol, 10% ledova kyselina
octova, ddH,O

3.1.3.2 Western blot

Tab. 2: SloZeni roztokt pro Western blot

Towbinuv transfer pufr

75 mM Tris, 0,58 mM glycin,
60% methanol, ddH,O

Superblokovaci pufr

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

10 x PBS, pH=7.5

240 g NaCl, 6g KCI, 40,08 ¢g
Na;HPOg4-12H20, 6 g KH2PO4, doplnit
na objem 3 1 ddH»O

PBS/T

1xPBS, 0,05% Tween
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3.1.33 ELISA
Tab. 3: SloZeni roztokii pro metodu ELISA

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

OPD pufr

50 mM Na;HPO4.12H,0O, 25 mM
kyselina citronové, ddH20, pH 5

3.1.4 Pristrojové vybaveni

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

Blotovaci jednotka TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELL (Bio-Rad, USA)
Detekeni zafizeni pro Western Blot Syngene G:BOX ChemiXXO9 (Trigon-Plus,
CR)

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

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

ELISA reader spektrofotometr (Labsystems)

Laboratorni vahy 440-33N (KERN, Némecko)

Mikrocentrifuga E-Centrifuge (Wealtek, USA)

Multikanalova pipeta (Thermo Fisher Scientific, USA)

pH metr Jenway 3310 (Cole Parmer, USA)

Promyvacka ELISA desek, ELx405 Microplate Washer (Biotek, USA)
Termoblok — block heater SBH130D STUART (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Ttepacka (Edmund Bithler GmbH, Némecko)

ZetaSizer (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

3.14.1 Spotiebni material

1,5 ml mikrozkumavky (Eppendorftubes ®, Némecko)

15 ml propylenové zkumavky (TPP, Svycarsko)

50 ml propylenové zkumavky (SPL Life Sciences co., Ltd., Korea)

Blotovaci papiry (VWR, Cina)

ELISA Maxisorp 96 jamkové desky (Thermo Fisher Scientific, USA)
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e Pipetovaci Spicky

o 1 ml (Neptune Scientific, USA)

o 10 pl (AHN/iBioTech, CR)

o 200 pl (Alpha Laboratories Itd., Velka Britanie)
e Purifikacni kolona (Bio-Rad, Némecko)
e PVDF membrana (Merck KGaA, Némecko)

e Zakoncentrovavaci kolona (Merck KGaA, Némecko)

3.14.2 Biologicky material

e Plazmidy obsahujici klonovaci vektor pBR322 se sekvenci pro rezistenci
k ampicilinu, pPCMV promoter pro expresi v sav€ich buikéach a sekvenci IgG
pro lehky a tézky fetézec ziskanou od pacienta s IgAN (University of Alabama,
Birmingham, USA)

e Polymerni myelomové IgAl (laskavé poskytnuto prof. Mésteckym, Ustav
mikrobiologie, University of Alabama at Birmingham, Birmingham, AL,
USA)

e Séra pacientd s IgAN (Ustav imunologie LF UP)

e Sav¢i expresni buiiky linie HEK 293 FreeStyle™ Expression Systém (ECACC
85120602, THERMO FISHER)

3.2 Metody

3.2.1 Vzorky sér pacientu s IgAN
Vzorky krve, které byly v této diplomové praci vyuzity, byly obdrzeny z Oddé€leni
nefrologie III. Interni kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. Byla odebrana srazliva
krev, ktera byla nasledné ponechana po dobu 30 minut pii pokojové teploté, aby se
srazela. Poté byla na Ustavu imunologie LF UP zpracovana tak, Ze byla centrifugovana
po dobu 10 minut pii 3000 g. Nasledné bylo odebrano sérum, které bylo
rozalikvotovano po 1 ml do mikrozkumavek a zamrazeno na -80 °C.

Pred samotnym odbérem krve pacienti podepsali informovany souhlas. Studie, jejiz
soucasti byla 1 tato diplomova prace, byla schvalena etickou komisi Fakultni

nemocnice Olomouc.
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3.2.2 Tvorba autoprotilatky IgG 1123

Nejprve byly pfipraveny buriky pro transfekci. Buiiky byly rozmrazeny ve vodni 1azni
o teploté 37 °C. Byla pouzita bunécna linie FreeStyle 293F. Buiiky byly kultivovany
pii 37 °C na tiepacce pii rychlosti 125 RPM ve FreeStyle 293 expresnim médiu. Den
pted transfekci byly buriky spocitany a byla stanovena jejich zivotaschopnost. K 10 pl
bunécné kultury bylo pfidano 10 pl trypanové modii, kterd je pouzivana ke stanoveni
vitality bunééné suspenze. Nasledné bylo do Biirkerovy komurky preneseno 10 ul,
komurka byla zakryta krycim sklickem a byly spocitany zivé i mrtvé buiiky ve

¢tvercich 1 a 3 a na jejich hranach na obrazku oznacenych dvojitou ¢arou (Obr. 10).

1 2 3
4 5 6
7 8 9

Obr. 10: Schéma Biirkerovy komurky. Vypocet bunék probihal ve ¢tvercich 1 a 3 a na hranach
oznacenych dvojitou carou.
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Koncentrace zivych bunék byla vypoctena dle vzorce:

pocet zZivych bunék

plocha Etverce [mm?] X polet spolitanych Etverc x hloubka Etverce [mm?] X faktor fedéni

= pocet Zivych bunék /ul

Nasledn& byly butiky nafedény na hustotu 1x10° bunék/ml. Vzhledem k tomu, ze
hustota bunék byla uréena na 2x10° bun&k/ml a bun&na kultura byla v 80 ml média,
bylo odebrano 40 ml bunécné kultury a pfidano ke 40 ml nového média. Buriky byly
opét ponechany pres noc pii 37 °C na tfepacce rychlosti 125 RPM. Dalsi den byly
buriky spogitany stejnym zplisobem a nafedény na denzitu 1x10° bunék/ml na celkovy
objem 80 ml. Poté byly bunky transfekovany. Transfek¢ni reagencie byly pfipraveny
dle tabulky (Tab. 4).

Tab. 4: Transfekéni reagencie pro objem 80 ml bunééné kultury

Plazmid 1. zkumavka 2. zkumavka
1123 LCH HCH Opti-MEM™ 293Fectin™ Opti-MEM™
[80 pg] [ul] [ul] [ml] [ul] [ml]

60 60 1 80 1
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Do obou zkumavek bylo nejprve napipetovano mnozstvi Opti-MEMu™ dle
tabulky (Tab. 4). Nasledné bylo do prvni zkumavky pfidano dané mnozstvi plazmidu
pro tézky fetézec (HCH) a plazmidu pro lehky fetézec (LCH). Do druhé zkumavky
bylo pfidano dané mnozstvi 293Fectinu™. Nasledn& byly obé zkumavky inkubovany
5 minut pfi laboratorni teploté. Cely objem nafedénych plazmidd byl pfidan do
zkumavky s nafedénym Fectinem a transfekéni smés byla inkubovana 30 minut pii
laboratorni teploté. Transfekcni smés pak byla pfidana do bunééné kultury, ktera byla
inkubovana 4 dny pti 37 °C. Poté byla transfekovana buné¢na kultura zcentrifugovana
pii 1500 g po dobu 10 minut. Supernatant byl prepipetovan a byl pfidan a naredén PBS
v poméru 1:1.

Nasledovala purifikace protilatky pomoci proteinu A konjugovaného s agarosou.
Protein A je pouzivan k purifikaci, nebot je schopny nekovalentné vazat IgG. Do
kazdé zkumavky bylo piidano 40 ul Pierce™ Recombinant Protein A Agarose a
zkumavky byly ponechany 2 hodiny na rotitoru pii laboratorni teploté. Pied
jakymkoliv dal§im zpracovanim vzorku bylo odebrano 2x 10 ul a smichéano s 10 pl
reduk¢niho a 10 pl neredukéniho pufru. Nasledné byly zkumavky zcentrifugovany pii
1500 g po dobu 10 minut. Agarosa s proteinem A a navazanym IgG 1123 byla
napipetovana na kolonu, kde se zachytila. Agarosa byla promyta 10 ml PBS a 1123
autoprotilatka IgG byla eluovana 4x 100 ul 0,1 M citratu sodného (pH 4).

Kazda eluce byla zachycena do mikrozkumavky a okamzité zneutralizovana
ptidavkem TrisHCI (pH 8,5) v poméru 3:1. Ze vSech eluci byly odebrany vzorky pro
detekci pomoci metody Western blot tak, Ze bylo odebrano po 10 pl vzorku a smichano
s reduk¢nim pufrem a dalSich 10 pl vzorku bylo smichano s neredukénim pufrem, oba

pufry byly pfidavany k vzorkiim v poméru 1:1.

3.2.3 SDS-PAGE elektroforéza IgG 1123 autoprotilatky

1 mm skla pro elektroforézu byla ociSténa ethanolem a vysuSena. Nasledné byly do
kadinky napipetovany reagencie dle tabulek na pfipravu 8% (Tab. 5) a 12% (Tab. 6)
déliciho gelu a zaostfovaciho gelu (Tab. 7). Nejdfiv byly pfipraveny smési bez APS a
TEMEDu, které byly doplnény tésné pred nalitim jednotlivych geld.

Prvni byly nality 8% a 12% délici gely do pfipravenych skel zhruba 2 cm pod horni
okraj a byly prevrstveny 200 pl n-butanolu pro odstranéni bublin a zarovnani gelu.

Nasledné byl gel ponechan polymerovat po dobu 20 minut. Poté byla vymyta vrstva
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n-butanolu pomoci ddH>O a nasledovalo pridani zaostfovaciho gelu az po vrchni okraj
skla. Do zaostfovaciho gelu byl pfed zatuhnutim vlozen elektroforeticky 15jamkovy
hiebinek pro vytvofeni jamek.

Predem pfipravené vzorky byly rozmrazeny a nasledn€ povareny pii 95 °C po dobu
5 minut v termobloku. Nasledné byla sestavena elektroforeticka aparatura — skla
s pripravenymi gely byla vlozena do elektroforetické komory hfebinky smérem
nahoru. Poté byla komora naplnéna elektrodovym pufrem a nasledné byly vytazeny
hiebinky z gelu, ¢imz byly vytvofeny jamky.

Do prvni jamky obou gelti bylo napipetovano 6 ul standardu molekulovych
hmotnosti (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa) a nasledné
bylo napipetovano po 8 ul vzorkl do dalSich jamek. Pro vzorky v neredukénim pufru
byl zvolen 8% d¢lici gel, pro vzorky v pufru reduk¢énim byl zvolen 12% gel. Pak byla
elektroforetickd komora uzaviena vikem a pripojena ke zdroji stejnosmérného proudu.
Pro zaostfeni vzorkd v zaostfovacim gelu bylo zvoleno napéti 100 V po dobu 20
minut, které bylo nasledné zvySeno na 140 V a elektroforéza probihala jesté dalSich
40 minut. Po uplynulém cCase byla elektroforéza zastavena, gely vyjmuty a vlozZeny do

Towbinova pufru.

Tab. 5: SloZeni 8% d¢liciho gelu, objemy pro dva gely

8% délici gel

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

Tab. 6: SloZeni 12% déliciho gelu, objemy pro dva gely

12% délici gel

dd H>O 5,25 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 6 ml
4x TrisHCI pufr pH 8,8 3,75 ml
10% APS 75 ul
TEMED 15 ul
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Tab. 7: SloZeni 4% zaostfovaciho gelu, objemy pro dva gely

4% zaostfovaci gel

dd H20 6,2 ml
30% akrylamid/bisakrylamid 1,3 ml
4x TrisHCI pufr pH 6,8 2,5 ml
10% APS 50 ul
TEMED 10 ul

3.2.4 Detekce 1123 IgG autoprotilaitky metodou semi-dry Western
blot

PVDF membrana byla aktivovana methanolem po dobu 5 minut. Nasledné byl
methanol vymyt vodou a poté byla membrana zalita Towbinovym pufrem, stejné€ jako
blotovaci papiry. V daném pufru byly membrana a papiry namoceny zhruba 30 minut.
Nasledné byly na blotovaci zafizeni umistény nasledovné: blotovaci papir, PVDF
membrana, gel s rozdélenymi vzorky a blotovaci papir. Poté byly vytlaeny bubliny
mezi vrstvami pomoci valeCku. Vzhledem k tomu, ze byly vytvoreny dva gely, byl
blotting provadén pii 120 mA po dobu 1 hodiny pro redukéni gel a po dobu 2 hodin
pro neredukcni gel. Po vyndani redukéniho gelu bylo napéti snizeno na 60 mA.
Membrany byly blokovany blokovacim pufrem (1% BSA v PBS s 0,05% Tween20)
ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byla membrana s redukovanymi vzorky rozstfizena nad hranici 30 kDa.
Vrchni ¢ast membrany slouzila k detekci tézkého tetézce, spodni Cast pro detekci
lehkého tetézce. Vrchni ¢ast membrany byla hodinu inkubovéana s 20 ml blokovaciho
pufru protilatkou anti-human A HRP nafedénou v poméru 1:1000. Membrana
s neredukcnimi vzorky byla inkubovana také 1 hodinu protilatkou s anti-IgG gamma
chain specific ve 20 ml blokovaciho pufru v poméru 1:40000.

Nasledné byly vSechny membrany hodinu promyvany PBS s 0,05% Tweenem20
tak, ze ke kazdé membrané bylo pfidano zhruba 20 ml roztoku, ktery byl po 10
minutdich ménén. Potom byly membrany dvakrat promyvany zhruba 20 ml PBS po
10 minutach. Poté byly membrany vlozeny na folii a na kazdou membranu byly
naneseny 2 ml reagencii SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate
vytvorené smichanim obou slozek v poméru 1:1. Nasledné byl odecten signal pomoci

detek¢niho zafizeni.
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3.2.5 Tvorba degalaktosylovaného IgA1

Degalaktosylované IgA 1 bylo vytvoifeno za vyuziti polymerniho myelomového IgAl,
které bylo purifikovano ze séra pacienta s mnohocetnym myelomem (Gou) (Moore,
2007; Yanagihara, 2012).

Degalaktosylace byla provedena v pufru Glycobuffer. Byly pfipraveny dva vzorky —
negativni kontrola — 30 ug IgAl v celkovém objemu 30 pl a degalaktosylovany —
60 ug IgAl v celkovém objemu 60 ul. Negativni kontrola neobsahovala glykosylacni
enzymy. Objemy byly pipetovany dle tabulky (Tab. 8). Nasledovala inkubace vzorku

pti 37 °C ptes noc.

Tab. 8: Tvorba degalaktosylovaného IgA1 a kontrolniho vzorku

Glycobuffer
Kontrola Vzorek
IgAl [ul] 5 10
dd H,0 [ul] 19 32
BSA [ul] 3 6
Pufr [u] 3 6
B-1,3D-galaktosidasa [ul] - 3
Sialidasa A [ul] - 3
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3.2.6 Detekce degalaktosylovaného IgA1 metodu ELISA

Efektivita degalaktosylace byla ovéfena metodou ELISA v sandwichovém uspotadant,
pomoci lektinu Helix pomatia. Na desku byla navazana protilatka proti lidskému IgA 1
o koncentraci 2 pg/ml v PBS, do kazdé jamky napipetovana po 100 pl. Takto
ptipravena deska byla nasledné inkubovana pies noc pti 4 °C.

Druhy den byla deska vytemperovana na laboratorni teplotu a nasledné byla
promyta 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 pl blokovaciho
pufru a byla inkubovany po dobu 3 hodin pii laboratorni teploté. Po inkubaci byla
deska promyta 5x 300 ul PBS a do vSech jamek desky bylo napipetovano 100 pl
blokovaciho pufru. Nasledné byly vzorky nafedény v blokovacim pufru na koncentraci
1 ug/ml a napipetovany do prvnich jamek. Na desku byly napipetovany vzorky o
vysledné koncentraci v prvni jamce 0,5 ug/ml v dubletu vtomto poradi:
nedegalaktosylované IgAl, degalaktosylované IgAl, IgA2. Poté byly vzorky
propipetovany a nasledné bylo z prvnich jamek preneseno 100 pul do druhé fady jamek,
které byly opét propipetovany. Stejnym zpusobem byla provadéna titrace az do
posledni fady jamek, ze kterych bylo poslednich 100 pl odpipetovano do odpadu.
Nasledné byla deska inkubovéana pies noc pii 4 °C.

Tteti den byla deska opét vytemperovana na laboratorni teplotu a promyta nejprve
3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 pl PBS. Do vsech jamek desky byl napipetovan lektin
Helix pomatia natedény v poméru 1:300 v blokovacim pufru a deska byla nasledné
inkubovana 2 hodiny pii 37 °C. Deska byla promyta 3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 pl
PBS a poté bylo do vSech jamek napipetovano 100 pl avidinu konjugovaného s HRP
fedéno v poméru 1:20000 v blokovacim pufru a deska byla inkubovana 1 hodinu pii
teploté 37 °C.

Deska byla promyta 3x PBS/T a 5x PBS. Signal byl vyvolan pfidanim 100 ul OPD
pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a H>O> (10 ul na 10 ml OPD
pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu bylo zastaveno pfidanim 100 pl
1 M H2SO4 do kazdé jamky a poté byla absorbance zmétfena pomoci ELISA readeru

pfi vinové délce 490 nm.
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3.2.7 Detekce imunitnich komplexi metodou ELISA

Na ELISA desku byla navazana protilatka proti lidskému IgG, ktera byla nafedéna
v PBS na koncentraci 2,5 pg/ml a nasledné napipetovana do kazdé jamky po 100 pl.
Takto pfipravena deska byla nasledné inkubovana ptes noc pii 4 °C. Byly pfipraveny
vzorky.

Pfipravovany byly de novo imunitni komplexy, které byly tvorfeny
degalaktosylovanym IgA1 a 1123 IgG autoprotilatkou, ktera se na toto IgAl vaze.
Prvni vzorek obsahoval 0,5 ug dglgAl a 1 ug autoprotilatky IgG 1123 v 10 ul PBS,
druhy vzorek obsahoval 1 pg dglgAl a 1 ug autoprotilatky IgG 1123 v 10 ul PBS a
tfeti vzorek obsahoval 1 pg dglgAl a1 pgautoprotilatky IgG 1123 v 10 ul PBS. Tento
byl pouzit jako kontrola. Vzorky byly inkubovany ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byla deska vytemperovana na laboratorni teplotu a nasledné byla
promyta 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 pl blokovaciho
pufru a deska byla inkubovéana po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
byla deska promyta 5x 300 ul PBS a do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl
blokovaciho pufru. Vzorky s de novo pfipravenymi imunitnimi komplexy byly
nafedény 100 pl blokovaciho pufru. Poté byly vzorky propipetovany a néasledné bylo
z prvnich jamek pfeneseno 100 ul do druhé fady jamek, které byly opét propipetovany.
Stejnym zpusobem byla provadéna titrace az do posledni fady jamek, ze kterych bylo
poslednich 100 pl odpipetovano do odpadu. Nasledné byla deska inkubovana pies noc
pii 4 °C.

Tteti den byla deska opét vytemperovana na laboratorni teplotu a promyta nejprve
3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 ul PBS. Na desku bylo nasledné napipetovano 100 ul
anti-IgA konjugované s HRP do vSech jamek fedéno v pomeéru 1:10000 v blokovacim
pufru a deska byla inkubovana dvé hodiny pfi laboratorni teploté.

Deska byla nasledné promyta 3x PBS/T a 5x PBS. Signal byl vyvolan pfidanim
100 ul OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a H2O> (10 pl na
10 ml OPD pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu bylo zastaveno piidanim
100 ul 1 M H2SO4 do kazdé jamky a poté byla absorbance zmétfena pomoci ELISA

readeru pii vinové délce 490 nm.
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3.2.8 Detekce gd-IgAl v sérech pacienti pomoci lektinu Helix

pomatia metodou ELISA

Na ELISA desku byla navazana protilatka proti lidskému IgA nafedéna v PBS na
koncentraci 2 pg/ml, napipetovano do kazdé jamky po 100 pl. Takto pfipravena deska
byla nasledné inkubovéana ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byla deska vytemperovana na laboratorni teplotu a nasledné byla
promyta 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 pl blokovaciho
pufru a deska byla inkubovéana po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
byla deska promyta 5x 300 ul PBS a do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl
blokovaciho pufru. Nasledné byla séra nafedéna v blokovacim pufru na ptislusnou
koncentraci a napipetovana do prvnich jamek v deskach. Séra byla napipetovana o
vysledném fedéni v prvni jamce 1:100. Poté byly vzorky propipetovany a nasledné
bylo zprvnich jamek pfeneseno 50 ul do druhé fady jamek, které byly opét
propipetovany. Stejnym zpusobem byla provadéna titrace az do posledni fady jamek,
ze kterych bylo poslednich 50 pl odpipetovano do odpadu. Nasledné byla deska
inkubovana ptes noc pti 4 °C.

Tteti den byla deska opét vytemperovana na laboratorni teplotu a promyta nejprve
3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 ul PBS. Na desku bylo nasledné napipetovano 100 ul
lektinu Helix pomatia, do vSech jamek fedéno v poméru 1:300 v blokovacim pufru a
deska byla inkubovana dvé hodiny pii 37 °C. Poté bylo na desku pfidano 100 pl
avidinu konjugovaného s HRP fedéno v PBS vpoméru 1:10000 a deska byla
inkubovana jednu hodinu pfi 37 °C. Deska byla nasledné promyta 3x PBS/T a 5x PBS.
Signal byl vyvolan pfidanim 100 pul OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem
(0,5 mg/ml) a H2O2 (10 ul na 10 ml OPD pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu
bylo zastaveno pfidanim 100 pl 1 M H2SO4 do kazdé jamky a poté byla absorbance

kvantifikovana pomoci ELISA readeru pii vinové délce 490 nm.
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3.2.9 Detekce gd-IgAl vsérech pacientui pomoci 1123 IgG

autoprotilaitky metodou ELISA

Na ELISA desky byla navazana 1123 IgG autoprotilatka nafedéna v PBS na
koncentraci 1 pg/ml, napipetovana do kazdé jamky po 100 ul. Takto pfipravené desky
byly nasledn¢ inkubovany ptes noc pti 4 °C.

Druhy den byly desky vytemperovany na laboratorni teplotu a nasledné byly
promyty 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 ul blokovaciho
pufru a byly inkubovany po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly
desky promyty 5x 300 ul PBS a do vSech jamek obou desek bylo napipetovano 100 pl
blokovaciho pufru. Séra byla natedéna v blokovacim pufru 1:50 do celkového objemu
200 pl a napipetovana do prvnich jamek v deskach. Na obé¢ desky byla napipetovana
séra o vysledném tedéni v prvni jamce 1:100. Poté byly vzorky propipetovany a
nasledné bylo z prvnich jamek preneseno 100 pl do druhé fady jamek, které byly opét
propipetovany. Stejnym zpusobem byla provadéna titrace az do posledni fady jamek,
ze kterych bylo poslednich 100 pl odpipetovano do odpadu. Nasledné byly desky
inkubovany pfes noc pii 4 °C.

Tteti den byly desky opét vytemperovany na laboratorni teplotu a promyty nejprve
3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 ul PBS. Na obé desky bylo nasledné napipetovano
100 pl anti-IgA konjugované s HRP do vSech jamek fedéno v pomeéru 1:10000
v blokovacim pufru a deska byla inkubovana dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Obé
desky byly nasledné promyty 3x PBS/T a 5x PBS. Signal byl vyvolan pfidanim 100 pl
OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a H2O> (10 pl na 10 ml
OPD pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu bylo zastaveno pfidanim 100 pul 1 M
H>SO4 do kazdé jamky a poté byla absorbance zméfena pomoci ELISA readeru pri

vlnové délce 490 nm.

3.2.10 Detekce IgG autoprotilatky v sérech pacientu pomoci dg-IgA1

metodou ELISA

Na ELISA desku bylo navazano dg-IgAl nafedéno v PBS na koncentraci 1 pg/ml
napipetovano do kazdé jamky po 100 pl. Takto pfipravena deska byla nasledné
inkubovana pfes noc pti 4 °C.

Druhy den byla deska vytemperovana na laboratorni teplotu a nasledné byla

promyta 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 pl blokovaciho
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pufru a deska byla inkubovana po dobu 3 hodin pii laboratorni teploté. Po inkubaci
byla deska promyta 5x 300 ul PBS a do vSech jamek bylo napipetovano 100 ul
blokovaciho pufru. Nasledné byla séra nafedéna v blokovacim pufru na pfislus§nou
koncentraci a napipetovana do prvnich jamek v deskach. Séra byla napipetovana o
vysledném fedéni v prvni jamce 1:100. Poté byly vzorky propipetovany a nasledné
bylo zprvnich jamek preneseno 50 ul do druhé fady jamek, které byly opét
propipetovany. Stejnym zpusobem byla provadéna titrace az do posledni fady jamek,
ze kterych bylo poslednich 50 pl odpipetovano do odpadu. Nasledné byla deska
inkubovana ptes noc pii 4 °C.

Tteti den byla deska opét vytemperovana na laboratorni teplotu a promyta nejprve
3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 ul PBS. Na desku bylo nasledné napipetovano 100 ul
anti-IgG konjugované s HRP do vSech jamek fedéno v poméru 1:5000 v blokovacim
pufru a deska byla inkubovana dvé hodiny pfi laboratorni teploté.

Deska byla nasledné promyta 3x PBS/T a 5x PBS. Signal byl vyvolan pfidanim 100 pl
OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a H2O> (10 pl na 10 ml
OPD pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu bylo zastaveno pfidanim 100 pul 1 M
H>S04 do kazdé jamky a poté byla absorbance kvantifikovana pomoci ELISA readeru

pfi vinové délce 490 nm.

3.2.11 Kompetice lektinu Helix pomatia a Helix aspersa aglutinin s

IgG v sérech pacientu, detekce metodou ELISA
Pro dokazani specifické vazby mezi degalaktosylovanym IgAl a autoprotilatkou IgG
v séru byla provedena kompeti¢ni imunoesej. Lektiny Helix pomatia a Helix aspersa
aglutinin se vazou na odkryty GalNAc v pantové oblasti u galaktosové deficientnich
IgAl. Na stejné misto by se také méla vazat IgG autoprotilatka. Pokud pifidame
k degalaktosylovanému IgA1 zarover pacientské sérum a néktery z vySe zminénych
lektini, mizeme detekovat, zda se autoprotilatka na dg-IgA vaze. Na ELISA desku
bylo navazano dg-IgA1 fedéné v PBS tak, aby byla koncentrace 1 pg/ml. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 100 pl. Takto pfipravené desky byly nasledné inkubovany
ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byla deska vytemperovana na laboratorni teplotu a nasledné byla
promyta 5x 300 ul PBS. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 275 pl blokovaciho

pufru a deska byla inkubovana po dobu 3 hodin pii laboratorni teploté. Po inkubaci
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byla deska promyta 5x 300 ul PBS a do vSech jamek bylo napipetovano 50 pl
blokovaciho pufru. Nasledné bylo do prvniho fadku jamek 2, 3, 7 a 8 napipetovano
prvni pacientské sérum fedéné blokovacim pufrem tak, ze v jamkach bylo natedéno
1:50. Poté byly prvni jamky propipetovany a 25 ul bylo preneseno do druhych jamek.
Takto byla provedena titrace az k poslednim jamkam a poslednich 25 ul bylo vylito
do odpadu. Do prvnich jamek 4, 5, 9 a 10 bylo stejnym zptisobem napipetovano druhé
pacientské sérum. Nasledné bylo do vSech jamek sloupcti 2-6 napipetovano 50 ul
lektinu Helix aspersa aglutinin o koncentraci 5 pg/ml (fedény v blokovacim pufru) a
do jamek sloupct 7-11 50 ul lektinu Helix pomatia o stejné koncentraci. Deska byla
inkubovana pres noc pfi laboratorni teploté.

Tteti den byla deska promyta nejprve 3x 300 ul PBS/T a poté 5x 300 ul PBS. Do
vSech jamek desky bylo napipetovano 100 ul avidinu konjugovaného s HRP fedéno
v poméru 1:20000 do blokovaciho pufru a deska byla inkubovana 1 hodinu pfi teploté
37 °C. Deska byla nasledné€ promyta 3x PBS/T a 5x PBS. Signal byl vyvolan pfidanim
100 ul OPD pufru s O-fenylendiamindihydrochloridem (0,5 mg/ml) a H2O> (10 pl na
10 ml OPD pufru) do kazdé jamky. Vyvolavani signalu bylo zastaveno pifidanim
100 ul 1M H2SO4 do kazdé jamky a poté byla absorbance kvantifikovana pomoci
ELISA readeru pii vinové délce 490 nm.

Byly vypocitany procentualni rozdily pfi kompeti¢ni imunoeseji, kde byly za 100%
hodnoty povazovany prumérné absorbance jamek s navazanym lektinem, tyto pak
byly porovnavany s pramérnymi hodnotami absorbanci jamek, které obsahovaly
zaroven sérum i1 dany lektin. Hodnoty absorbanci byly zadavany po odecteni blanku

(0,05). Jako 100% hodnota byla brana primérna absorbance daného lektinu.

3.2.12 Charakterizace imunitnich komplexi metodou SPR

Byly pfipraveny pufry pro SPR: 100 ml PBS, 100 ml PBS s 0,05% Tweenem 20 a
100 ml PBS s 0,05% Tweenem 20 a 1% BSA. Roztok s BSA byl pfefiltrovan.
Vsechny roztoky byly ponechany 30 minut v ultrazvukové 1azni pro odstranéni bublin.
OpenSPR pristroj byl spustén a byl promyt PBS. Poté byl vyjmut karboxylovy cip
z uchovavaciho roztoku, oplachnut destilovanou vodou, osusen pomoci vzduchu a
vlozen do pfistroje misto blankového ¢ipu. Nasledné byl povrch Cipu ocistén pomoci
injekce 150 pl 10 mM glycinu-HCI (GlyHCI) pfi pritoku 150 pl/min. Poté byl povrch
¢ipu aktivovan pomoci EDC/NHS. Jak EDC, tak NHS z Kitu Amine-10 bylo
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rozpusténo v 1 ml ptilozeného aktivacniho pufru a nasledné rozalikvotovano po 100 pl
do mikrozkumavek. Poté byl jeden alikvot EDC smichan s jednim alikvotem NHS a
smes byla ihned vstfiknuta do openSPR pristroje injekénim portem. Aktivace Cipu
probihala pfi pratoku 20 pl/min.

Na druhy kanal aktivovaného Cipu byla navazana jako ligand autoprotilatka proti
gd-IgAl, 1123 IgG. 10 ug autoprotilatky bylo smichano s 200 ul aktivacniho pufru a
aplikovano do pfistroje pii pratoku 20 ul/min. Nasledné bylo softwarem provedeno
vyhodnoceni mnozstvi navazaného ligandu pomoci porovnani signalu po aktivaci
EDC/NHS se signdlem po imobilizaci ligandu. Nasledné byly zablokovany volné
karboxyly 150 ul blokovaciho pufru dodaného v Kitu Amine-10 pfi rychlosti pratoku
20 pl/min. Poté byly pfipadné zbylé volné karboxyly zablokovany pouzitim 1% BSA
v PBS s 0,05% Tweenem tak, ze bylo do pfistroje injektovano 150 pl tohoto pufru pri
rychlosti pratoku 20 pl/min. Pro analyzu byl pouzit pufr PBS/T. Pfi naslednych
analyzach byl nastfikovan vzorek vzdy pouze do druhého kanalu.

Na karboxylovém Cipu s navazanou autoprotilatkou byl nejprve detekovan dg-IgA.
Bylo pfipraveno 300 ul dg-IgA v PBS/T o koncentraci 5 pg/ml a nasledné byl
vytvofen dalsi vzorek pienesenim 100 pl do 200 pl PBS/T. Redéni faktorem 3 bylo
provedeno jesSté dvakrat. Nejprve byl injektovan nejméné koncentrovany vzorek,
150 ul pfi rychlosti pritoku 20 pl/ min. Asociacni ¢as byl 5 min a doba disocia¢niho
Casu byla 10 min. Po disociaci bylo provedeno vymyti navazanych dg-IgA pomoci
150 ul GlyHC1 pfi rychlosti prutoku 200 pl/min. Po ustaleni kiivek byly postupné
injektovany dalsi vzorky o vzrustajici koncentraci. Stejny postup byl proveden
s kontrolnim vzorkem nedegalaktosylovaného IgA1 a IgA2.

Poté bylo proméfeno pacientské sérum. Pro tuto analyzu byl pouzit pufr
BSA/PBS/T. Sérum bylo pfipraveno ve tfech koncentracich, vztazeno k sérovému IgG
1,37 pg/ml, 4,11 pg/ml a 12,3 pg/ml. Samotné meétfeni probéhlo stejné jako u
predchozich vzorki.

Procentudlni obsazeni ligandu pii SPR bylo vypocitano jako porovnani
maximalnich hodnot RU obsazeni Cipu ligandem a hodnot RU detekovanych po
pfidani analyti. Jako 100% hodnota bylo brano 2550 RU — hodnota navazani ligandu

na ¢ip.
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3.2.13 Statisticka analyza

Prezentovana data veskerych méfeni pomoci metody ELISA predstavuji primérnou
hodnotu ze dvou méfeni se standardni odchylkou. Rozdily mezi kontrolnimi a
vySetfovanymi séry byly vyhodnoceny pomoci Studentova t-testu. Za statisticky

vyznamné byly povazovany hodnoty P < 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Produkce 1123 IgG autoprotilitky a jeji detekce
Buiiky 239F o koncentraci 1¥10%ml byly transfekovany v objemu 80 ml s 20 ng

plazmidu pro lehky fetézec a 20 ng plazmidu pro tézky retézec. Rekombinantni
autoprotilatka IgG byla po 3 dnech purifikovana na koloné€ pomoci Proteinu A.

Detekce vytvorené 1123 IgG autoprotilatky byla provedena metodou Western blot.
Pfi nereduk¢nich podminkach byla autoprotilatka detekovana pomoci protilatky proti
lidskému IgG znacené HRP (Obr. 11). U vzorkd, které byly inkubovany v redukénim
pufru, byla membrana podélné rozstfizena mezi 25 a 35 kDa. Vrchni Cast, na které
byla predpokladana pfitomnost t€zkého fetézce IgG, byla detekovana taktéz pomoci
protilatky proti lidskému IgG zna¢ené HRP (Obr. 12). Lehky fetézec molekuly IgG
byl detekovan pomoci protilatky proti lidskému A lehkému tetézci znacené HRP
(Obr. 13). Nasledné byl vyhodnocen signal.

V pfipadé odebraného vzorku pred eluci a pfed nanesenim na kolonu nebyl
detekovan zadny signal, coz muze byt zpusobeno nizkou koncentraci vzorku.
Autoprotilatka byla nejvice detekovana ve druhé a tfeti eluci. U vzorka inkubovanych
v neredukénich podminkéch byl detekovan proteinovy band zhruba v oblasti
molekulové hmotnosti 150 kDa, coz odpovida hmotnosti molekuly IgG. Na membrané
se nachazi vice proteinovych past. To mize znacit agregaci proteind Ci jejich ¢asti. Pti
redukénich podminkach byly detekovany proteinové bandy v oblasti 55 kDa pfi
detekci protilatkou proti lidskému IgG, coz odpovida molekulové hmotnosti t€zkého
retézce IgG. Pti detekcei protilatky proti lidskému A fetézci byly detekovany proteinové
bandy odpovidajici molekulové hmotnosti 25 kDa. Tato hmotnost odpovida lehkému

retézci IgG.
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Obr. 11: Detekce autoprotilatky IgG 1123 metodou Western blot. Vzorky inkubovany
s neredukénim pufrem a detekovany protilatkou proti lidskému IgG konjugované
s HRP. Standard - standard molekulovych hmotnosti; PE — vzorek odebran pred
nanesenim na kolonu a eluci; E1 — eluce 1; E2 — eluce 2; E3 — eluce 3; E4 — eluce 4;
Z. — zakoncentrovany vzorek
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Obr. 12: Detekce 1123 IgG autoprotilatky metodou Western blot. Vzorky inkubovany
s redukénim pufrem a detekovany pomoci protilatky proti lidskému IgG
konjugované s HRP. PE — vzorek odebran pred nanesenim na kolonu a eluci; E1 -
eluce 1; E2 — eluce 2; E3 — eluce 3; E4 — eluce 4; Z — zakoncentrovany vzorek

[ ——
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PE E1 E2 E3 E4 Z
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Obr. 13: Detekce vytvofené 1123 IgG autoprotilatky metodou Western blot. Vzorky
inkubovany s reduk¢nim pufrem a detekovany pomoci protilatky proti lidskému A
fetézci konjugované s HRP. PE — vzorek odebran pred nanesenim na kolonu a eluci;
E1 - eluce 1; E2 — eluce 2; E3 — eluce 3; E4 — eluce 4; Z — zakoncentrovany vzorek
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4.2 Tvorba gd-IgAl

Pro vytvoreni galaktosové deficientniho IgAl bylo potfeba odstépit galaktosu
navazanou v pantové oblasti I[gA1l. Kromé galaktosy obsahuje pantova oblast IgAl
jesté GalNAc, na ktery je galaktosa navazana a kyselinu sialovou, ktera se naopak vaze
na galaktosu. Vzhledem k tomu, ze enzym B-1,3-D galaktosidasa, ktery byl vyuzit pro
odstépeni galaktosy z glykanového fetézce, patii mezi exoglykosidasy, tzn. pusobi na
konci fetézce, bylo potreba vyuzit dal§iho enzymu. Timto enzymem byla Sialidasa A,
ktera je rovnéz exoglykosidasou a §tépi vazbu mezi kyselinou sialovou a galaktosou.

Zobrazeno na obrazku (Obr. 14).

Stépeni B 1,3 D galaktosidasou Stépeni sialidasou A
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GalNAc
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Kyselina sialova
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Obr. 14: Stdpeni sacharidi glykosylovaného IgAl enzymy pB-1,3-D galaktosidasou a
sialidasou A. Sipkami znazornéna tvorba degalaktosylovaného IgA1 pomoci enzymi
B-1,3-D galaktosidasy a sialidasy A. B-1,3-D galaktosidasa byla pouzita ke Stépeni
vazby mezi galaktosou a GalNAc, sialidasa A byla pouzita ke §t€peni vazby mezi
sialidasou a galaktosou. Upraveno podle Han, 2016.
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4.2.1 Detekce degalaktosylace IgA1 metodou ELISA
Uspé&snost provedené degalaktosylace byla ovéfena metodou ELISA za pomoci lektinu
Helix pomatia (Obr. 15). Tento lektin vykazuje vaznost v pantové oblasti galaktosove
deficientniho IgA1, kde rozpoznava odkryty epitop GalNAc (Tomana, 1997).

U degalaktosylovanych IgA1 doslo k navazani vét§iho mnozstvi lektinu, coz bylo
detekovano jako narast absorbance pii 490 nm. Detekce tedy dokazala, ze

degalaktosylace byla uspesna.
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Obr. 15: Detekcee degalaktosylace IgA 1 pomoci lektinu Helix pomatia metodou ELISA. Vlevo
neosetfené IgAl, vpravo oSetfené IgA 1 enzymy sialidasa A a B-1,3-D galaktosidasa.
Na ELISA desku navazany protilatky proti lidskému IgAl, detekce navazanych
dg-IgAl byla provedena lektinem Helix pomatia znadenym biotinem. ** Mira
signifikance dle studentova #-testu, P < 0,01.
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4.3 Detekce imunitnich komplexi tvorenych dg-IgAl a

autoprotilitkou 1123 metodou ELISA

Vazbou degalaktosylovaného IgAl na autoprotilatku IgG 1123 byly vytvoreny
modelové imunitni komplexy, které se vyskytuji u pacientd s IgAN. Jejich tvorba byla
detekovana metodou ELISA. Na ELISA desku byla navazéana protilatka proti lidskému
IgG a detekce navazanych imunitnich komplext byla provedena pomoci protilatky
proti lidskému IgA znacené HRP.

Tvorba imunitnich komplexi mezi dg-IgAl a 1123 IgG autoprotilatkou byla
potvrzena vétsim navazanim vzorku jak na protilatku proti lidskému IgG, tak nasledné
na protilatku proti lidskému IgA, coz bylo detekovano jako vzrist absorbance pfi
490 nm (Obr. 16). Nartst mnozstvi dg-IgA1 vedl k vétsi tvorbé imunitnich komplext
ve vzorku. U IgA2 byly také detekovany mirné zvySené hladiny, coz v§ak mohlo byt
v dasledku $patného zablokovani desky a nespecifickym navazanim IgA2. Stale jsou

vSak patrné rozdily mezi dg-IgA1l a IgA2.

0.6 sk 3%k %k %k %k %k %k %k
1

0.4-

Absorbance

U.D- |

1
N N
\“-? \Q? O
L)
QQ QQ N
o O

Obr. 16: Detekce tvorby imunitnich komplexti mezi dg-IgAl a 1123 IgG autoprotilatkou
metodou ELISA. Vlevo vzorek obsahujici 0,5 pg dg-IgAl a 1 pg IgG 1123, veprostied
vzorek obsahujici 1 pug dg-IgAl a1 ugIgG 1123 a vpravo kontrolni vzorek obsahujici
1 pgIgA2 a1 pglgG 1123, **** Mira signifikance dle studentova #-testu, P < 0,0001
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4.4 Detekce gd-IgAl v sérech pacienti pomoci 1123 IgG
autoprotilaitky metodou ELISA

Pro detekovani pritomnosti galaktosové deficientnich IgA1 v pacientskych sérech byla
pouzita vytvorena 1123 IgG autoprotilatka, ktera byla navazana na ELISA desku.
Navazané gd-IgAl na autoprotilatku byly detekovany pomoci protilatky proti
lidskému IgA zna¢ené HRP.

Mnozstvi gd-IgAl detekovaného pomoci autoprotilatky IgG 1123 bylo
signifikantn€ vyss§i v sérech pacienti s IgAN v porovnani se zdravymi kontrolami
(Obr. 17). Namétené hodnoty jsou ve shod¢ s diive publikovanymi vysledky (Stewart,
2019).
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Obr. 17: Detekce gd-IgAl v sérech pacienti s IgAN a zdravych kontrol metodou ELISA.
HC - zdrav¢ kontroly; IgAN — pacienti trpici [IgAN. Na ELISA desku navazana 1123
IgG autoprotilatka, detekce navazaného gd-IgA 1l provedena pomoci protilatky proti
lidskému IgA. * Mira signifikance dle studentova #-testu, P < 0,05.
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4.5 Detekce IgG autoprotilatky v sérech pacientu
Pro detekovani pritomnosti autoprotilatky IgG v pacientskych sérech byl pouzit
vytvoreny dg-IgA, ktery byl navazan na ELISA desku. Navazané IgG na dg-IgA1 byly
detekovany pomoci protilatky proti lidskému IgG znacené HRP.

Vystaveni séra dg-IgAl navazaném na desce vedlo k vytvofeni imunitnich
komplext skladajicich se z daného IgAl a IgG autoprotilatky, ktera se vyskytovala
v séru. Nartst imunitnich komplext byl detekovan jako vzriist absorbance pii 490 nm.

Porovnani bylo provedeno se séry zdravych kontrol (Obr. 18).
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Obr. 18: Detekce autoprotilatky IgG v sérech pacientu s [gAN a zdravych kontrol metodou
ELISA. HC - zdrav¢ kontroly; IgAN — pacienti trpici [IgAN. Na ELISA desku navazan
dg-IgAl, detekce navazané autoprotilatky IgG provedena pomoci protilatky proti
lidskému IgG. *** Mira signifikance dle studentova -testu, P < 0,001.
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4.6 Detekce gd-IgAl v sérech pacienta pomoci lektinu Helix
pomatia metodou ELISA

Pro detekovani pfitomnosti galaktosové deficientnich IgA1 v pacientskych sérech byl
také pouzit lektin Helix pomatia. Na ELISA desku byla navazéana protilatka proti
lidskému IgA. Navazané gd-IgAl byly detekovany lektinem Helix pomatia
konjugovanym s biotinem, na ktery byl nasledné navazan avidin zna¢eny HRP.
Vyskyt gd-IgA1l v séru pacientd s I[gAN byl potvrzen vyssim vysSi vazbou na
ptidany lektin, coz bylo detekovano jako vzrust absorbance pii 490 nm. Porovnani
bylo provedeno se séry zdravych kontrol, kde se komplexy lektin-gd-IgAl témér
netvorily (Obr. 19). V tomto ptipadé byl na desku jesté pfidan samotny dg-IgAl jako

kontrolni vzorek.
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Obr. 19: Detekce gd-IgAl v sérech pacienti s IgAN a zdravych kontrol metodou ELISA.
HC - zdravé kontroly; IgAN — pacienti trpici IgAN. Na ELISA desku navazana
protilatka proti lidskému IgA, detekce navazaného gd-IgA 1 provedena pomoci lektinu
Helix pomatia. * Mira signifikance dle studentova #-testu, P < 0,05
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4.7 Kompetice lektinu Helix pomatia a Helix aspersa aglutinin s 1gG

v sérech pacienti

Pro dikaz specifické vazby autoprotilatky IgG v sérech pacienti na gd-IgAl byla
provedena kompeticni imunoese] s lektiny Helix pomatia a Helix aspersa aglutinin.
Na ELISA desku bylo navazano dg-IgA1. Poté byla pridana dvé rizna séra, ktera byla
titrovana. Nasledn¢ byl pridan lektin znaCeny biotinem v konstantnim mnozstvi, ktery
byl poté detekovan avidinem konjugovanym s HRP.

Pii vyskytu IgG autoprotilatky v séru oCekavame snizeni hladiny absorbance.
Autoprotilatka se navaze na imobilizované dg-IgA1 na desce a zanecha proto méné
vazebnych mist pro lektin, ktery byl pfidavan az po séru. To bylo potvrzeno pii
imunoeseji, kdy byla detekovana snizend hladina absorbance v jamkach, které
obsahovaly sérum 1 lektin, oproti jamkam, které obsahovaly pouze lektin, at uz Helix
aspersa aglutinin, €1 Helix pomatia. Absorbance pak byla nepfimo Umérna mnozstvi
navazané autoprotilatky. Takto byla vySetifena dvé séra oznafena 112 a 13D, jejichz
testovani je zobrazeno na obrazcich 20 a 21(Obr. 20, obr. 21).

Nasledn¢ byly zhodnoceny procentualni ubytky absorbanci po navazani
autoprotilatky ze séra (Tab. 9, tab. 10). V ptipadé prvniho séra byl procentualni tibytek
vetsi u lektinu Helix aspersa aglutinin, u kterého Cinil 34,59 %. Mezi absorbancemi
lektinu Helix pomatia a tohoto lektinu spolecné se sérem cinil procentualni ubytek
18,71 %. V ptipadé druhého séra byl procentualni ubytek u lektinu Helix aspersa
aglutinin mensi, Cinil 16,38 %. Mezi absorbancemi lektinu Helix pomatia a tohoto
lektinu spolecné se sérem c¢inil procentudlni ubytek 30,67 %. Vzhledem k malému
mnozstvi proméfenych sér obéma lektiny se neda stanovit, ktery z lektind je pro danou
analyzu vhodnéjsi, avSak dle procentudlniho ubytku Ize usoudit, ze analyzu lze

provadét s obéma.
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Obr. 20: Kompetice lektini a IgG v séru. Na ELISA desku navazano dg-IgAl. Vazba
autoprotilatky IgG v séru byla sledovana nepfimo vazbou dvou raznych lektina na
dg-IgAl s jiz navazanou autoprotilatkou. Vlevo samotny signal lektinu Helix aspersa
aglutinin, vedle signal lektinu Helix aspersa aglutinin (HAA) navazaného po navazani
autoprotilatky ze séra. Druhy set znac¢i signal samotné¢ho lektinu Helix pomatia a
signal lektinu Helix pomatia (HP) po navazani autoprotilatky ze séra. * Mira
signifikance dle studentova #-testu, P < 0,01
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Obr. 21: Kompetice lektind a IgG ve druhém pacientském séru. Na ELISA desku navazano
dg-IgAl. Vazba autoprotilatky IgG v séru byla sledovana nepfimo vazbou dvou
raznych lektini na dg-IgA1l s jiz navazanou autoprotilatkou. Vlevo samotny signal
lektinu Helix aspersa aglutinin, vedle signal lektinu Helix aspersa aglutinin (HAA)
navazaného po navazani autoprotilatky ze séra. Druhy set znaci signal samotného
lektinu Helix pomatia a signal lektinu Helix pomatia (HP) po navazani autoprotilatky
ze séra. ** Mira signifikance dle studentova t-testu, P < 0,05
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Tab. 9: Procentualni sniZzeni absorbanci mezi lektiny Helix aspersa aglutinin, Helix pomatia a

sérem 112
Ao Ao Snizeni Ao As90 Snizeni
lektinu lektinu absorbanci lektinu lektinu absorbanci
HAA HAA [%] HP HP + [%]
+ séra séra
0,1995 0,1305 34,59 0,2485 0,202 18,71

Tab. 10: Procentualni sniZzeni absorbanci mezi lektiny Helix aspersa aglutinin, Helix pomatia

a sérem 13D
As90 As90 Snizeni As90 As90 Snizeni
lektinu lektinu absorbanci lektinu lektinu absorbanci
HAA HAA [%] HP HP + [%]
[nm] + séra [nm] séra
[nm] [nm]
0,1573 0,1315 16,38 0,2488 0,1725 30,67

4.8 Charakterizace imunitnich komplexi metodou SPR

Pro charakterizaci imunitnich komplexti pomoci SPR byla nejprve potieba pfiprava
&ipu. Cip byl promyt 10 mM HCI. Nejprve byl pozorovan pokles signalu a po vymyti
HCI z ¢ipu se hladina signalu opét zvedla a ustalila. Aktivace obou kanalli byla
provedena pomoci EDC/NHS. Po jeho pfidani bylo detekovano zvySeni signalu
v obou kanélech a bylo detekovano zvySeni hladiny signalu taktéz v obou kanalech.
Nasledné byla pouze na druhém kanalu Cipu imobilizovana 1123 IgG autoprotilatka,
ktera pfi méfeni poslouzila jako ligand. Po pridani ligandu doslo ke vzrustu signalu na
hladinu zhruba 4000 RU. Dle hodnoceni softwaru byla imobilizace tispés$na, ligand
byl navazdn na c¢ip v kone€ném mnozstvi 2550 RU. Nakonec byla aktivovana
ligandem neobsazena mista na Cipu inaktivovana blokovacim pufrem (Obr. 22). Kanal

jedna byl vyuzit jako referencni.
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Obr. 22: Znazoméni pribéhu imobilizace ligandu na povrch &ipu pfi SPR. Cip byl promyt
10 mM HCI. Po ustaleni signalu byl aktivovan EDC/NHS. Nasledné byla na druhy
kanal Cipu aplikovana 1123 IgG autoprotilatka o koncentraci 50 pg/ml. Po ustaleni
signalu byly oba kanaly zablokovany. Kanal jedna byl vyuZzivan jako referencni.

Nejprve byla analyzovana interakce ligandu s dg-IgA1 o koncentracich 0,01 pg/ml,
0,03 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 pg/ml a 1 ug/ml (Obr. 23). Pti koncentraci 0,01 pg/ml
nebyla naméfena témet zadna interakce s 1123 IgG autoprotilatkou. Zatizeni bylo po
nastiiku kazdého vzoru regenerovano 10 mM Gly-HCI a vzorky byly aplikovany dle
vzrustajici koncentrace. Pii koncentraci 0,03 ug/ml uz byl detekovan vzrast signalu,
ktery byl v maximalni hodnoté 183 RU. Pfi vzrustajicich koncentracich dochazelo ke
zvySeni signalu, u koncentrace 0,1 pg/ml byl signal detekovan v maximalni hodnoté
205 RU. Nasleduyjici byla koncentrace 0,3 ug/ml, u které byl detekovan maximalni
signal 215. Pfi nejvyssi koncentraci dg-IgA1 byl detekovan maximalni signal 240 RU.

Nasledné byly vstriknuty vzorky ndg-IgA1 o koncentracich 0,03 ug/ml, 0,1 pg/ml
a 1 pug/ml (Obr. 24). Zde byl nejvyssi signal odecten pii nejvyssi koncentraci, pificemz
jeho maximalni hodnota byla 208 RU. V piipad€ obou IgA1 je mozné pozorovat vétsi
zvySeni signalu, avSak v ptipadé dg-IgA1 zistalo po disociaci navazano vétsi mnozstvi
molekul. Ocekavané rozdily vSak byly daleko markantnéjsi. Problém muze byt ve
specifité¢ autoprotilatky. Pro koncentraci 0,3 ug/ml byla Spatné zvolena prutokova
rychlost a vzhledem k niz§imu interak¢nimu casu by mohly byt naméfené hodnoty
zavadéjici, proto nejsou uvedeny. Nakonec bylo aplikovano IgA2 (Obr. 25). Zde bylo
pracovano s koncentracemi 0,03 ug/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 pg/ml a 1 pg/ml. V pripadé
IgA2 nebylo detekovano témér zadné obsazeni ligandu, pricemz hodnoty po disociaci
byly téméf u vSech koncentracich nulové, u nékterych vysSich koncentraci byly
hladiny dokonce nizsi nez u menSich koncentraci. Z toho vyplyva, ze signal téchto

IgA2 mohl byt pod mezi detekce. Z vyslednych hodnot signalti vSech analyzovanych
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protilatek bylo vypocitano procentualni skore vazby na ligand, pficemz jako hodnota

100 % byl bran signal navazaného ligandu — 2550 RU (Tab. 11).
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Obr. 23: SPR senzogram znazomujici interakci dg-IgA1l s 1123 IgG autoprotilatku. Dg-IgAl

byl aplikovan v koncentracich 0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 pg/ml a
1 pg/ml. Ve vysledném grafu zndzornén narust a pokles signalu analyzovanych
vzorku v Case.

—— ndglgA 0.03 pg/mL_12808.79s ndgigA 0.1 pg/mL_13857.88s wsss= ndglgA 1 ug/mL_15160.87s
T T T T T T T
200 + g
150
5
Z 100 + ]
= .
5 M
] ’ RS Gyt YV O TR LV
50 —
0 -+ =
] | Il ] | ] I
T

100 200 300 400 500 600 700
Cas (s)

Obr. 24: SPR senzogram znazomujici vazbu dg-IgAl na 1123 IgG autoprotilatku. Ndg-IgAl

byl aplikovan v koncentracich 0,03 pug/ml, 0,1 pg/ml a 1 pg/ml. Ve vysledném grafu
znazornén narust a pokles signalu analyzovanych vzorkt v Case.
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Obr. 25: SPR senzogram znazomiujici vazbu IgA2 na 1123 IgG autoprotilatku. IgA2 byl
aplikovan v koncentracich 0,03 pug/ml, 0,1 pg/ml, 0,3 ug/ml a 1 pg/ml. Ve vysledném
grafu znazornén narust a pokles signalu analyzovanych vzorkt v Case.

Tab. 11: Procentualni obsazeni ligandu

Vzorek Koncentrace Signélmax Signal po Obsazeni
[ng/ml] [RU] disociaci ligandu
[RU] [%]
0,01 - - -
0,03 183 85 7,17
dg-TgAl 0,1 205 86 8,04
0,3 215 100 8,43
1 240 70 9,41
0,03 179 55 7,02
ndg-IgAl 0,1 185 75 7,25
1 208 80 8,26
0,03 60 0 2,35
IgA2 0,1 61 42 2,39
0,3 31 0 1,22
1 38 0 1,49
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Nasledné byla analyzovéana interakce imobilizované autoprotilatky s gd-IgAl
v séru. Bylo vybrano sérum, u kterého byly naméfeny vysoké hodnoty gd-IgAl
metodou ELISA. Sérum bylo nafedéno ve 200 ul blokovaciho pufru v pomérech
1:2430, 1:7290 a 1:21870, o koncentracich 1,37 pg/ml, 4,11 pg/ml a 12,3 pg/ml,
vztazeno k celkovému sérovému IgG (Obr. 26). Poté bylo vypocitano procentualni

obsazeni ligandu analytem (Tab. 12).
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Obr. 26: SPR senzogram znazoriujici vazbu gd-IgAl v séru na 1123 IgG autoprotilatku.
Sérum bylo aplikovano v koncentracich vztazenych k sérovému IgG 1,37 pg/ml,
4,11 pg/ml a 12,3. Ve vysledném grafu znazomén narist a pokles signalu
analyzovanych vzorki v Case.

Tab. 12: Procentualni obsazeni ligandu

Koncentrace IgG Signalmax Signal po Obsazeni
[ng/ml] [RU] disociaci [RU] ligandu [%]
1,37 10 0 0,39
4,11 95 60 3,73
12,3 230 165 9,02
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5 DISKUZE

IgA nefropatie je renalni onemocnéni, které charakterizuje tvorba cirkulujicich
imunitnich komplext, jenz se nasledné ukladaji v mesangialnich depozitech a spousti
proliferaci mesangialnich bunék, nadprodukci bunécné matrix a tvorbu zanétlivych
faktori (D’Amico, 2000). Tyto imunitni komplexy jsou tvorené galaktosove
deficientnim IgAl a IgG autoprotilatkou rozpoznavajici gd-IgAl jako antigen.
Hladina imunitnich komplexti mtze byt riizna pii riznych stadiich tohoto onemocnéni,
avSak hors$i klinicky stav je pfevazné spojen s vysSimi hladinami cirkulyjicich
imunitnich komplext (Berthoux, 2013).

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium interakce mezi gd-IgAl a
rekombinantni monoklonalni IgG autoprotilatkou oznacenou 1123, jejiz sekvence byla
ziskana od pacienta s IgA nefropatii. Bylo zjisténo, ze mezi IgA1 degalaktosylovanym
pomoci restrikénich enzymu sialidasy A a B-1,3-D galaktosidasy a vyprodukovanou
1123 IgG autoprotilatkou dochazi k de novo tvorbé imunitnich komplexti. To souvisi
s hypotézou, ktera byla experimentaln¢€ ovéfena na mySim modelu IgA nefropatie, ze
gd-IgAl je rozpoznavano autoprotilatkami IgG za tvorby imunitnich komplext
(Suzuki, 2009; Moldoveanu, 2021).

Kromé vlastni interakce mezi samotnou autoprotilatkou a degalaktosylovanym
IgA1 byla také prosetiena séra pacientli vykazujicich onemocnéni IgAN na ptitomnost
gd-IgAl a IgG autoprotilatky. S vyuzitim 1123 autoprotilatky byly detekovany
signifikantn€ zvysené hladiny gd-IgA1 v sérech pacientd s [IgAN v porovnani se séry
zdravych kontrol. Se stejnymi séry bylo provedeno také méfeni zvysSenych hladin
gd-IgA1 pomoci lektini Helix pomatia a Helix aspersa aglutinin, které jsou schopny
rozpoznavat galaktosové-deficientni oblast I[gA1 (Moldoveanu, 2007). Toto méfeni
potvrdilo, ze ve vybranych sérech se gd-IgA1 ve zvySenych koncentracich vyskytuje,
coz je ve shodé s diive publikovanymi vysledky (Tomana, 1999). Pro detekci
pritomnosti autoprotilatky v séru byl pouzit dg-IgAl, ktery by autoprotilatka méla
rozpoznavat. Pro detekci byla zvolena stejna pacientska séra a opét byla pozorovana
signifikantné zvySena hladina 1123 autoprotilatky IgG v porovnani se séry zdravych
kontrol, coz opét potvrzuje diivéjsi vysledky (Suzuki, 2009).

Tato diplomova prace byla provadéna za pouziti enzymove degalaktosylovaného
IgA1l. Je tedy mozné predpokladat, ze vSechny molekuly IgA1 byly degalaktosylovany

stejné. Galaktosova deficience u IgAl vSak realné neni u vSech molekul stejna.
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V pantové oblasti IgA1 se nachazi Sest riiznych O-glykosylagnich mist, a to na Thr?>,

Thr??, Ser?*?, Ser?*?, Thr?** a Thr?*®. Na ty je nasledné posttranslaéné vazan GalNAc
a dalsi sacharidové jednotky (Mattu, 1998; Ohyama, 2020). V této diplomové praci
byly detekovany zvysené hladiny gd-IgA1 v sérech pacient s ISAN pomoci GalNAc
specifickych lektind a IgG autoprotilatky. Vzhledem k mnohakrokové povaze
O-glykosyla¢niho procesu vSak vykazuji O-glykoformy v pantové oblasti IgAl
Sirokou heterogenitu. Autoprotilatky IgG u IgA nefropatie vSak pravdépodobné
rozpoznavaji jako antigen pouze nékteré tyto epitopy. Tudiz je mozné naméfit zvysené
hladiny gd-IgA1 i v sérech zdravych kontrol, které v§ak nebudou rozpoznavany jako
antigenni (Ohyama, 2020). V soucasné dobé neni jest€ zcela objasnéno, které
O-glykoformy IgA1l ptfedstavuji autoantigen u IgA nefropatie a jsou rozpoznavany
autoprotilatkami za vzniku imunitnich komplexti. Bude tudiz potfebna dalsi
charakterizace vS§ech moznych O-glykoforem IgA1 (Ohyama, 2021).

Z divodu neznalosti presné O-glykoformy IgA1 pusobici jako autoantigen mohlo
také dojit k podobnému navazani dg-IgA1l a ndg-IgA1 na ligand, kterym byla 1123
IgG autoprotilatka. Ackoliv drobné rozdily mezi témito vzorky byly, ocekévali
bychom, ze dané autoprotilatka bude zachycovat signifikantné vice degalaktosylované
molekuly a nedegalaktosylované budou z ¢ipu oddisociovavat rychleji. Naproti tomu
IgA2 nebyla na Cipu zachycena téméf vibec.

Vysledky z této studie nabydou v uplatnéni pii dal§im vyzkumu, ktery je zaméfen
na moznosti kauzalni 1écby IgAN. Tato 1écba ma nekolik raznych cest, kterymi muze
smeéfovat. Jednou z moznosti je zaméteni na bunky tvorici gd-IgAl a blokace jeji
tvorby hned na pocatku. Dal§im zptusobem je zmensSeni velikosti cirkulujicich
imunitnich komplexa pouzitim fragmentt protilatek. Nasledujici pfistupy se zaméiuji
na imunitni komplexy poté, co dojde k vytvoreni mesangidlnich depozit. Zde je
moznost inhibice aktivace mesangialnich bun¢k ¢i §tépeni jiz ulozenych imunitnich
komplext (Raska, 2016). Vysledky z této studie budou v dal§im vyzkumu pouzity pro

vyzkum malych rekombinantnich inhibitorti imunitnich komplexi.
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6 ZAVER

V prvni casti diplomové prace byla vypracovana literarni reserSe na téma IgA nefropatie,
molekularni mechanismy vzniku s dirazem na vliv imunitnich komplext, jejich tvorba a
interakce.

V praktické casti bylo vytvoreno degalaktosylované polymerni IgAl a také byla
vytvofena 1123 IgG autoprotilatka. Efektivita degalaktosylace byla ovéfena metodou
ELISA, Gspésna tvorba autoprotilatky byla ovéfena metodou Western blot. Nasledné byly
de novo vytvoreny imunitni komplexy tvorené dg-IgAl a 1123 IgG autoprotilatkou.
Detekce téchto imunitnich komplext probéhla taktéz metodou ELISA. Poté byla
provedena detekce gd-IgAl v sérech pacientt trpicich IgAN za pomoci vytvorené
autoprotilatky a také pouzitim lektinu Helix pomatia metodou ELISA. Nasledné byla
detekovana pritomnost autoprotilatky v sérech pacientu trpicich IgAN pomoci dg-IgAl
metodou ELISA. Celkem bylo takto vySetfeno 10 sér. Poté byla z téchto sér vybrana 2, u
kterych byla prokazana velka tvorba imunitnich komplext a s t€émito séry byla provedena
lektinova kompeti¢ni imunoesej, pfi které byla dokazovana specifickd vazba 1123 IgG
autoprotilatky na gd-IgA1 v oblasti rozpoznavané lektiny.

Nasledné¢ byla zméfena afinita imunitnich komplexd tvofenych 1123 IgG
autoprotilatkou a dg-IgAl pomoci metody SPR. Dale bylo vybrano jedno pacientské
sérum, u kterého byla také zméfena afinita mezi gd-IgAl a pfipravenou 1123 IgG
autoprotilatkou pomoci metody SPR. Data byla nasledné statisticky zpracovana.
Vysledky této prace poslouzi k vyzkumu inhibitorti imunitnich komplext, coz je jedna

z moznosti kauzalni terapie IgAN.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACE1
APRIL
ARB
ASGP-R
BAFF
C1GalTl1
CDR3
Dg-IgAl
EDC
eGFR
GalNAc
GalNAc-T
GalNAc-T14
Gd-IgAl
HRP

IgA

IgAl

IgA2
IgAN

IgG

11-4

11-6
KDIGO
MAPK/ERK

inhibitor angiotensin konvertujiciho enzymu
proliferaci indukujici ligand

blokator receptoru angiotensinu II
asialoglykoproteinovy receptor

aktivacni faktor B-bun¢k
B-1,3-galaktosyltransferasa
komplementaritu ur€ujici oblast
degalaktosylované IgA1l
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karboxydiimid
odhadovana rychlost glomerularni filtrace
N-acetylgalaktosamin
N-acetylgalaktosaminyltransferasa
N-acetylgalaktosaminyltransferasa 14
galaktosové deficientni IgAl

kfenova peroxidasa

Imunoglobulin A

Imunoglobulin A1

Imunoglobulin A2

IgA nefropatie

Imunoglobulin G

Interleukin 4

Interleukin 6

Ledvinové onemocnéni: zlepSeni globalnich vysledka

mitogenem aktivovana proteinkinasa/extracelularnim

systémem regulovana kinasa

MiR-148b
MiRNA
mRNA
NHS
pGd-IgAl
QT-GWAS

mikro RNA 148b

mikro RNA

mediatorova RNA
N-hydroxysulfosukcinimid

polymerni galaktosové deficientni IgA

kvantitativni genomové asociacni studie
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RAAS

RI

SA

scFV

SNP

SPR
ST6GalNAc-II
SYK

TLR

renin-angiotensin-aldosteronovy systém

refraktivni index

kyselina sialova

jednofetézcovy variabilni fragment
jednonukleotidovy polymorfismus

povrchova plasmonova rezonance

ST6 N-Acetylgalaktosaminid a-2,6-sialyltransferasa
tyrosin-protein kinasa

receptor podobny genu Toll
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