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ABSTRAKT

Lektinové a lektin-like receptory jsou pfitomné na riznych typech imunitnich bunék,
kde vykonavaji funkci adhezivnich molekul (selektiny) a rozpoznavajicich receptorii (MR,
NKR-P1, NKG2). Lektin-like molekuly jsou dileZitou souc¢asti imunologické synapse
(ICAM-1/LFA-1, ICAM-3/DC-SIGN). Jednou z hlavnich skupin téchto receptorti je rodina
C-typu lektinti. Ligandy lektinovych receptori jsou hlavné terminalni oligosacharidy
glykoproteint a glykolipidi na cilovych nddorovych buiikach. Odlisné zastoupeni
povrchovych glykanii na nddorové tkéni, zavislé na aktivité glykozyltransferaz, miize byt
rozpoznavano imunitnim systémem jako cizorodé a spole¢né s peptidovymi fragmenty
vystaveno na povrchu APC. Nasledn¢ by mély byt spustény vykonné mechanizmy CTL a NK
bungk, které piislusnou nadorovou buiiku zabiji. Casto viak dochazi k tomu, Ze imunitni
systém tyto sacharidy povaZuje za vlastni a nastoluje imunologickou toleranci. V souéasnosti
jsou vyvijeny rizné typy protinadorovych vakcin zaloZenych na syntetickych sacharidech
v kombinaci s antigennim peptidem, které tuto toleranci pteklenuji a jsou schopny vyvolat

protilatkovou a bunécné€ zprostiedkovanou imunitni odpovéd’ proti nddorovym burikam.

ABSTRACT

Lectin and lectin-like receptors are present on different types of immune cells. Their
function lies in the cell-cell adhesion (selectins) and target cell recognition (MR, NKR-P1,
NKG2). The lectin-like molecules form an important part of immunological synapse
(ICAM-1/LFA-1, ICAM-3/DC-SIGN). One of the most important groups of receptors belongs
to the C-type lectin family. Primary ligands of lectin receptors comprise terminal
oligosaccharides of glycoproteins and glycolipids on the surface of target — tumor cells. The
surface glycan synthesis and diversity on malignant tissue is determined by the activity of
numerous enzymes such as glycosyltransferases. Glycans can be distinguished by the immune
system as foreign, and together with peptide fragments displayed on the MHC molecules of
the APC, triggering the effector function of CTL and NK cells against the tumor targets.
However, it often happens that the immune system recognizes those saccharides as “self”, and
the immunological tolerance is established. Recently, various antitumor vaccines based on
synthetic saccharides combined with peptide antigens are being developed. They are able to
overcome this tolerance and evoke antibody- and cell-mediated immune response to tumor

cells.
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CiL PRACE:

Jednim z mechanizmi Gspé$ného spusténi vykonnych funkci imunitnich bunék je
rozpoznani pozménénych koncovych struktur povrchovych glykoproteinti a glykolipidi
nadorovych bunék. V této praci bych se chtéla zaméfit na problematiku zapojeni lektinovych
receptori buné€k pfirozené imunity v rozpoznavani a lyzi nadorovych bunék a déle
na smérovani 1é¢iv na glykanové struktury nadorovych bunék, cozZ je v soucasné dobé jednou

z rychle se rozvijejicich oblasti ve vyvoji protinadorovych vakcin a terapeutickych preparati.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

protilatkou zprostfedkovana buné¢na cytotoxicita (z angl. Antibody

ADCC Dependent Cell-mediated Cytotoxicyty)

Ag Antigen

AIRM-1 (z angl. Adhesion Inhibitory Receptor Molecule-1)

APC antigen prezentujici burika (z angl. Antigene Presenting Cell)

BDCA (z angl. Blood DC Antigen)

Ca® kation vapenaty

CD diferen¢ni znak (z angl. Cluster of Differentiation)

CEA karcino-embryonalni antigen (z angl. Carcinoma Embryonic Antigen)

CEACAM | (z angl. Carcinoma Embryonic-Antigen-related Cell Adhesion Molecule)

CLR C-typ lektinového receptoru (z angl.C-type Lectin Receptor)

Cir (z angl. C-type lectin-related)

CRD sachar.id rozpoznavajici doména (z angl. Carbohydrate-Recognition
Domain)

CTL Cytotoxicky T lymfocyt

CTLD (z angl. C-Type Lectin-like Domains)

DCAR (z angl. DC immuno-Activating Receptor)

DCIR (z angl. DC ImmunoReceptor)

DC-SIGN grzgiihlg)zlggigfeggg)-Speciﬁc Intercellular adhesion molecule 3

DEC-205 |(z angl. Dendritic Cell receptor for Endocytosis 205)

Dectinl (z angl.Dendritic cell associated C-type lectin-1)

GlcNAc N-acetylglukosamin

GnT-V N-acetylglukosamin transferaza V

Gp49B1 glykoprotein 49B1

GPI Glykosylfosfatidylinositol

HLA Lidsky leukocytarni antigen (z angl. Human Leukocyte Antigen)

ICAM mezibunééna adhezivni molekula (z angl. InterCellular Adhesion
Molecule)

IFN Interferon

IgG Imunoglobulin G

IL Interleukin

ILT2 (z agnl. Ig-Like Transcript 2)

ITAM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)




ITIM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)

ITSM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif)

KIR (z angl. Killer cell Immunoglobulin-like Receptor)

KLH Keyhole Limpet Haemocyanin

LAIR-1 (z angl.Leukocyte-Associated Ig-like Receptor-1)

Le’ Lewis’

LFA-1 (z angl. Lymphocyte Function-associated Antigen-1)

LLT1 (z angl. Lectin-Like Transcript)

MAC membranu atakujici komplex (z angl. Membrane Attack Complex)

MASP (z angl. Mannose-binding lectin-Associated Serine Protease)

MBL mandzu vazici lektin (z angl. Mannose-Binding Lectin)

MBP manodzu vazZici protein (z agnl. Mannose-Binding Protein)

MGL (z angl.Macrophage-Galactose-type Lectin)

MHC hlavni histokompatibilitni komplex (z angl. Major Histocompatibility
Complex)

MICA (z angl. MHC class I Chain-related gene A)

MICB (z angl. MHC class I Chain-related gene B)

MR mandzovy receptor (z angl. Mannose Receptor)

MUC1 Mucin 1

NK ptirozeny zabije¢ (z angl. Natural Killer)

NKR-P1 (z angl. Natural Killer Receptor Protein-1)

PAMP (z angl. Pathogen-Associated Molecular Pattern)

pDC (z angl. plasmacytoid DC)

PSA polysialova kyselina (z angl. Polysialic Acid)

Rae (z angl. Retinoic acid early inducible)

SIGLEC7 |(z angl. Sialic acid-binding Ig-like lectin 7)

sLe* sialyl Lewis®

sLe* sialyl Lewis”

sTn sialylovany Tn

TCR T buné&ény receptor (z angl. T Cell Receptor)

TF Thomsen-Friedenreich

TLR (z angl. Toll-Like Receptor)

TNF faktor nekrotizujici nador (z angl. Tumor Necrosis Factor)

ULBP (z angl.UL-16 Binding Protein)




1. Uvod do problematiky
1.1. Nadorova onemocnéni a protinadorova imunita

Nadorova onemocnéni jsou majoritnim svétoveé rozsifenym problémem a jsou jednou
z vyznamnych pfi¢in nemocnosti a imrtnosti déti a dospélych. Vznikaji nekontrolovanou
proliferaci klonl transformovanych bunék. Nadory rozliSujeme na benigni (nezhoubné) a
maligni (zhoubné). Benigni nador roste pomalu a ma tendenci vytlacovat zdravou tkar,
ale nevrusta do ni. Jeho okoli je ohrani¢ené a lé¢ba spo¢iva v jeho chirurgickém
odstranéni. Buiiky maligniho nadoru proristaji do svého okoli. Tento proces lze nazvat
invaze. Sifeni nadorovych bungk lymfatickym a krevnim ob&hem umoziiuje vznik
sekundarnich loZisek, metastaz. Nador muze vzniknout v jakékoliv tkani, ale nejcastéji
vzniké v mistech, kde se nejvice mnozi buiiky nebo kde jsou buriky stimulovany hormony.
Rist zhoubného nadoru je dan z velké ¢asti proliferaéni kapacitou nddorovych bunék a
schopnosti téchto bun€k narusit tkan hostitele a metastazovat do vzdalenych mist.
Koncept imunitniho dozoru, ktery navrhl Macfarlane Burnet v roce 1950 uvadi, Ze
fyziologicka funkce imunitniho systému je rozpoznat a zabit klony transformovanych
bunék pfedtim, neZ narostou v nador anebo zlikvidovat nador poté co se zformuje.

K tomuto u¢elu vyvinuly buriky pfirozené i adaptivni imunity rtizné mechanizmy.

1.2. Tri faze nadorové-imunitniho usporadani

RozliSujeme 3 zékladni faze v interakci hostitele s nadorovou butikou. Jsou jimi
eliminace, rovnovaha a Unik (Obr. 1). Tento proces se nazyva imunitni uspotfadani —
— ,immunoediting“. Imunitni systém muze odstranit nador pouze ve fazi elimina¢ni a fazi

rovnovazné a nasledné vratit tkan opét do ptivodniho stavu.
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A. Elimination B. Equilibrium C. Escape

OBR. 1: T¥i faze nadorové-imunitniho usporddani: eliminace, rovnovaha a unik [podle 1]

V eliminaéni fazi dochazi nejprve k iniciaci odpovédi, kdy buriky ptirozené imunity
rozpoznavaji vznikajici nador a produkci interferonu Y (IFN Y ), ktery odstartuje kaskadu
d€ja pfirozené a adaptivni imunity. To vyvola smrt n€kterych nadorovych bun¢k
imunologickymi i neimunologickymi mechanizmy. Nadorové buriky jsou zabijeny
cytotoxickou aktivitou NK (z angl. natural killer) buné€k a aktivovanych makrofagt a jsou
pohlcovany dendritickymi burikami, které migruji do lymfatickych uzlin. Zde prezentu;ji
antigeny (Ag) naivnim CD4 a CD8 T lymfocytiim, které dozravaji ve specifické CD4 a
CD8 T buriky a putuji po sméru chemokinového gradientu do mista nadoru, kde likviduji

nadorové burky nesouci pfislusné antigeny [shrnuto 2].

. Protinadorova imunita

2.1. Bunky prirozené imunity a jejich vykonné mechanizmy

Jako prvni se do obrannych reakci obvykle zapoji nespecifické mechanizmy. Ty jsou
zasadné dilezité pro celkovy vysledek imunitni reakce. Jsou zaloZeny predev§im
na rozpoznani cizorodych chemickych struktur, které aktivuji vykonné mechanizmy

bunék nespecifické slozky imunitniho systému, zejména rtizné druhy fagocytd, ale i
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humoralni faktory (komplement). Principialné dileZitou roli zde hraji glykoproteiny
hlavniho histokompatibilitniho komplexu (MHC), pomoci kterych jsou na povrchu bunék
prezentujicich antigen (APC) vystavovany peptidové fragmenty proteinti jimi pohlcenych
a zpracovanych. Mezi profesiondlni fagocyty patii zejména neutrofilni granulocyty a
monocyty se svoji tkalovou formou — makrofagy. Zvlastnim druhem fagocytujicich bun€k
jsou dendritické buriky, které maji hlavni tlohu ve zpracovani a prezentaci antigenu.
Zatimco granulocyty jsou schopny vykonavat své efektorové funkce ihned, makrofagy se
stavaji plné¢ funkénimi aZ po aktivaci signaly, které jim poskytuji T lymfocyty ve formé
cytokint (IFN y, TNF) (z angl. tumor necrosis factor). Neutrofily a monocyty cirkuluji

v krevnim obéhu, do poskozenych tkani se dostavaji tim, Ze se zachyti na povrchu
endotelialnich bunék cév téchto tkani a prostoupi mezi endotelidlnimi burikami do tkané
(diapedéza, extravazace). Jejich pohyb je fizen chemotakticky latkami uvoliiovanymi

v misté poSkozeni. Po pohlceni poskozené ¢astice do fagosomu, splyne fagosom

s lysosomy, které obsahuji hydrolytické enzymy a dojde k rozstépeni a likvidaci agens.
Dal$imi vykonnymi mechanizmy fagocytt je oxidaéni vzplanuti (tvorba superoxidového

radikalu) nebo tvorba oxidu dusnatého.

2.1.1. NK bunky
NK buriky jsou lymfocyty pfirozené imunity, které se také podileji na zahajeni a

vyvoji adaptivni imunitni odpovédi. Zabijeji mnoho typli nadort, zejména buriky, které
maji potlac¢enou expresi MHC molekul I. tfidy a nesou ligandy aktiva¢nich receptori NK
bunék. Vykonna funkce NK bunék je spousténa absenci MHC I molekul, protoZe jejich
rozpoznanim jsou vysilany do NK buiiky inhibi¢ni signaly. Nékteré nadory také exprimuji
neklasické MHC molekuly MICA, MICB (z angl. MHC class I chain-related gene A resp.
B) a ULBP (z angl. UL-16 binding protein), které jsou ligandy NKG2D, aktiva¢niho
receptoru NK bunék. Protinadorova kapacita NK buné€k se zvysuje plisobenim interferonii
a interleukint (IL-2 a IL-12).

Vétsina NK bunék exprimuje nizkoafinitni (Fcy) receptor typu IIIA (CD16), ktery
rozpoznava cilové buiiky opsonizované imunoglobulinem G (IgG), a vyvola jejich lyzi
cytotoxicitou zavislou na protilatkach (ADCC). NK buiiky exprimuji dva typy receptorti —
— aktivaéni, asociované s polypeptidovym fetézcem nesoucim ITAM (z angl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif), a inhibi¢ni s inhibi¢nimi motivy (ITIM).

Aktiva¢ni receptory signalizuji podobné jako T bunééné receptory (TCR) spusténim
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protein tyrozin kindzové kaskady. Proti t€émto aktiva¢nim receptorim pisobi inhibi¢ni
receptory, které zapojuji SHP-1 doprovazejici fosforylaci ITIMu kindzami z rodiny Src.
V imunologické synapsi jsou pfitomny aktivaéni i inhibiéni receptory a jejich zapojeni
zavisi na rozpoznanych ligandech. V zasadé¢ mtzeme receptory NK bunék rozdélit na

MHC nespecifické a MHC specifické.

Mezi MHC nespecifické receptory se fadi mnoho adheznich a kostimula¢nich
molekul, které pfispivaji k zabijeni NK burikami (LFA-1, CD2, 2B4) (z angl. lymphocyte
function-associated antigen-1). Schopnost adhezivnich molekul spustit lyzi nadorové
buriky zaleZi na distribuci ligandu. Dal§imi MHC nespecifickymi receptory jsou receptory
ptirozené cytotoxicity zahrnujici NKp46, NKp30 a NKp44. Vsechny klidové lidské NK
buriky exprimuji NKp46, NKp30. IL-2 aktivované buiiky exprimuji navic NKp44 [3]
(Obr. 2a).

OBR. 2a: Aktivacni receptory na NK burice [podle 4]

Inhibi¢nimi receptory jsou IRp60, p75/AIRM-1 (z angl. adhesion inhibitory receptor
molecule-1) a LAIR-1 (z angl. leukocyte-associated Ig-like receptor-1). Sialoadhesin
p75/AIRM1 vaze zbytky kyseliny sialové, zatimco IRp60 a LAIR-1 jsou dva inhibi¢ni
receptory podilejici se na regulaci NK bunééné aktivity, jejich pfirozené ligandy zatim

nejsou znamy (Obr. 2b).
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Inhibition

OBR. 2b: Inhibicni receptory na NK burice [podle 4]

MHC specifické receptory zahrnuji dvé skupiny aktivaénich receptoru, které vazi
specificky MHC molekuly I. tfidy. Spoustéci KIR-S receptory (z angl. killer cell
immunoglobulin-like receptors) jsou glykoproteiny typu I s Ig doménou. Riizné NK
buné¢né klony exprimuji rozmanité KIR-S receptory. Jeden klon miiZze mit na svém

povrchu jeden aZ pét KIR-S molekul.

Dalsi skupinou aktivaénich receptort jsou dimerni membranové proteiny typu II
s C-lektinovou doménou. NKG2D je receptor pro stresem indukované MHC I molekuly
MICA, MICB a buné¢né povrchové proteiny ULBP1-4. MICA a MICB se bézné
vyskytuji na gastrointestinalnim epitelu, ale mohou byt také na povrchu nadorovych
bunék epitelu plic, prsu, ledviny, vaje¢niki, prostaty, tlustého stfeva a na melanomech.
ULBP-1, -2 a -3 jsou glykozylfosfatidylinozitol (GPI)-vdzané povrchové molekuly,

zatimco ULBP-4 je transmembranovy protein.

U mysi jsou ligandy NKG2D proteiny H60 a Rael (z angl. retinoic acid early
inducible) genova rodina. CD94/NKG2C je receptor pro HLA-E (z angl. human leukocyte
antigen). U hlodavct plni roli MHC antigeny rozpoznavajicich receptorti rodina Ly49
(C-lektiny).

Vétsina MHC specifickych aktivaénich receptorii ma také inhibi¢ni protéjSek se
stejnou specifitou. Inhibiéni receptory tvoii tfi zakladni skupiny. KIR-L receptory z Ig
rodiny s rozdilnymi specifitami a ILT2 (z angl. Ig-like transcript) z Ig rodiny a
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NKG2A/CD9%4 z lektinové rodiny. Tyto molekuly maji cytoplasmatické ITIMy

[shrnuto 5]. Krystalova struktura KIR-MHC I komplexu ukazuje, Ze KIR a TCR otisky
jsou rizné a rozpoznavani KIRem je také méné alelicky specifické a méné zavislé

na peptidu, nez TCR-MHC I rozpoznavani [6]. Vzdalenost mezi KIR-MHC I je podobna
TCR-MHC interakci. Proto tedy topologie NK inhibi¢ni interakce je shodna s interakci

v centru supramolekuldrniho aktivaéniho shluku pomocné T buriky v imunologické

synapsi.

Receptor NK bunék 2B4 vazajici molekulu CD48, ktery se u mysi vyskytuje jako
kratka izoforma se dvéma ITSM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based switch motifs).
Inhibiéni NKR-P1D (z angl. natural killer receptor-protein 1D) a jeho ligand — Clr-B jsou
homodimery s lektinovymi extracelularnimi doménami. SIGLEC7 (z angl. sialic
acid-binding Ig-like lectin 7) vaze Casti kyseliny sialové. Glykoprotein 49B1 (gp49B1)

u mysi je receptor strukturné podobny KIR molekulam a vaze aVp3-integriny.
CEACAMI (z angl. carcinoembryonic-antigen-related cell adhesion moleculel) ma

mnoho izoforem, které jsou tvofeny alternativnim sestfihem (Obr. 3).

NK coll Targst cell

5 msm © V-est immunogiobulin domain ' GPi injer
B ™ @ G2-eot immunogiobulin domein ) Leckin-Ble domain

Obr. 3: Inhibicni a lektinové receptory NK bunék [podle 7]
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2.1.2. Antigen prezentujici bunky

Antigen prezentujici (dendritické) buiiky a jejich receptory se uplatiiuji jak
v pfirozené, tak i v adaptivni imunité a pisobi jako jejich propojovatel. Dulezitou tfidou
receptori APC rozpoznavajicich glykanové struktury je rodina C-typu lektind. Pati
mezi né DC-SIGN (z angl. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3
grabbing nonintegrin), man6zovy receptor a MGL (z angl. macrophage-galactose-type
lectin). Lewisovy struktury rozpoznava DC-SIGN [8], Tn antigeny jsou ligandy
pro MGL [9]. Dalsim piikladem vysoce glykosylovaného nadorového antigenu, ktery
interaguje s C-lektinovymi receptory je mucin 1 (MUC1). MGL je exprimovan
na nezralych dendritickych burikach a makrofazich.

OBR. 4: internalizacni a signalizacni motivy C-typii lektinii [podle 10]

2.2. Bunky adaptivni imunity

Jednim z mechanizm protinddorové imunity T lymfocyti je zabijeni nadorovych
bunék CD8" cytotoxickymi T lymfocyty (CTL). CTL mohou vykonavat imunitni dohled
rozpoznanim a zabitim potencialni zhoubné buriky, ktera exprimuje peptidy, odvozené
z mutantnich bunéénych proteinti ¢i onkogennich virovych proteinti a prezentované MHC
molekulami 1. tféidy. CD8" T bun&na odpovéd’ specificka pro nadorové antigeny vyzaduje
ktizovou prezentaci nadorovych antigenti profesionalnimi APC. Vét§ina nadort

neexprimuje kostimula&ni molekuly potiebné pro iniciaci CD4" pomocnych T bunék
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MHC II drahou, které nasledné podporuji diferenciaci CD8" T bun&k. Nadorové antigeny
jsou zpracovany v APC a peptidy z nich jsou navazany a vystaveny na MHC molekulach
L. tfidy. APC exprimuji kostimula¢ni molekuly, a tim poskytuji signaly potfebné

pro diferenciaci CD8" T bunék (Obr. 5). Funkce cytotoxickych lymfocyti je vyznamné
zesilovéna cytokiny a ristovymi faktory, které jsou produkovéany antigenné specifickymi
CD4" pomocnymi T buiikami. Naivni CD4" T butika se stane vykonnou pomocnou
burikou po rozpoznani antigenu vystaveného na povrchovych molekulach profesionalnich

antigen prezentujicich bunék.

OBR. 5: Interakce T lymfocytu a APC [podle 11]

2.3. Synapse jako zakladni prvek interakce imunitni a nadorové
bunky
T lymfocyty a antigen prezentujici buriky (makrofagy, dendritické buriky a
B lymfocyty) kooperuji v rozpoznavani antigenu v prubéhu indukce imunitni odpovédi.
Koordinace této odpovédi vyzaduje vysoce specializovany systém buné¢né komunikace
zaloZeny na pfimém kontaktu bunék. Imunologicka synapse je adhezivni spojeni mezi
polarizovanou imunitni efektorovou burikou a butikou nesouci vystupujici shluk

antigennich receptori, obklopenych koncentrickymi kruhy adhezivnich molekul a
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aktinovych vybézkl. Vyskytuje se bud’ ve stabilni nebo pohyblivé formé&. Poruseni
symetrie imunologické synapse vytvaii pohyblivé adhezivni spojeni. Imunitni interakci
dvou bun¢k zprostfedkovavaji membranové proteiny rozpoznavajici antigen, kostimula¢ni
molekuly a proteiny bunééné adheze. Synapse slouZzi k propojeni povrchovych a
transmembranovych receptort, které spoustéji signaliza¢ni kaskady fosforylaci
tyrosinovych kindz a ptenosu informace do jadra. Integrace signala pfichazejicich

pfes mnoho receptorti je klicova vlastnost imunologické synapse. Molekuly s velkymi
extracelularnimi doménami jsou vylou¢eny z interakce TCR-peptid MHC kvuli malym

vzdélenostem mezi membranami bun€k tvoficich synapsi (~15 nm) [12].

Plazmatickd membrana neni homogenni, sklada se z n¢kolika riznych typa
fosfolipidi, které se nemohou volné misit, kde lateralné oddélené domény tvofi relativné
stalé oblasti (rafty). Tyto oblasti obsahuji také gangliosidy napt. GM1 a GPI kotvy
glykolipidl. Proteiny se selektivné spojuji s riznymi lipidovymi strukturami, a tim
ovliviiuji tvorbu synapse v misté té€chto rafti. Na adhezi bun€k se vyznamnou mérou

podili také lektinové receptory.

Dalsi dtlezitou funkci synapse je vytvofeni uzavieného prostoru mezi vykonnou
cytotoxickou a cilovou (nadorovou) butikou pro prostup cytolytickych granuli
obsahujicich granzymy a perforin. Po rozpoznani MHC I molekul s vystavenym
peptidovym Ag na nadorové butice vytvoii CD8" cytotoxické buiiky s nadorovou buiikou
spojeni. CTL sekretuji granzymy a perforin, které pfechézeji v prostoru imunologické
synapse do napadené buiiky a vyvolaji jeji lyzi [13]. Aby byly ochranény zdravé buiiky,
musi byt cytotoxicka aktivita smérovana jen do mista izkého kontaktu s cilovou burikou.
Vacky obsahujici granzymy jsou lokalizovany u povrchu vykonné cytotoxické buriky,

dochazi k polarizaci granuli a jejich pfesunu do mista synapse [14].

. Nadorové antigeny
3.1. Typy nadorovych antigent

Zakladnim ptedpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi buiikami je
existence nadorové specifickych povrchovych antigenti, které by umoznily jejich

rozpoznani. Jsou to proteiny, které se na zdravych burikach nevyskytuji, napt. produkty
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mutovanych genu. Nékteré nadorové antigeny vznikaji onkogenimi mutacemi
normalnich bunéénych genti. Mnoho nadort exprimuje geny, jejichz produkty jsou
pozadovany pro naddorovou transformaci a zachovani nddorového fenotypu. Imunitni
odpovéd’ mohou vyvolavat abnormalné exprimované bunééné proteiny, mezi né patii i
proteiny, které jsou pfitomny na gametach a trofoblastu, na nékterych typech rakoviny, ale
ne na zdravych burikach somatické tkan€. Dalsi skupinou naddorovych Ag jsou produkty
onkogennich viri. Onkofetalni antigeny jsou exprimovany ve velkém mnoZstvi

na nadorové buiice a na zdravé se vyvijejicim plodu, ale ne na tkani dospélého. Nadorové
specifické diferenciacni antigeny jsou molekuly, které jsou pfitomné na zdravych
burikach, ze kterych pochazeji. Tyto antigeny jsou nazyvany diferenciaéni, protoZe jsou
specifické pro jednotlivé rody nebo diferenciaéni stadia ptivodnich tkani. Slouzi jako

mozné cile imunoterapie.

Velmi dilezZitou skupinu tvoii zménéné glykolipidové a glykoproteinové antigeny a
aberantni glykozylace. VétSina lidskych a experimentalnich nadorti exprimuje zvy$ené
mnoZstvi nebo abnormalni formy povrchovych glykoproteini a glykolipida. Tyto
zménéné molekuly zahrnuji gangliosidy, antigeny krevnich skupin a muciny. Zména
glykosylace je znamkou nadorového fenotypu. Zahrnuje zvySeni nebo sniZeni exprese
pfirozené se vyskytujicich glykand. Tyto struktury nejéastéji vznikaji zménou hladiny
exprese bunéénych enzymu zapojenych do transportu sacharidi — glykozyltransferaz
v Golgiho aparatu nadorovych bun¢k. Zmény hladiny glykozyltransferaz mohou vést
k modifikaci jadra struktury N-vazanych a O-vazanych glykani. Jedna z nejbéZné&jsich
zmén je narlst vétveni N-vazaného glykanu. Tento narist vétveni je ¢asto pfipisovan
zvys$ené aktivité N-acetylglukosamin transferazy V (GnT-V), ktera zprostiedkuje vétveni
B-1,6-N-acetylglukosamin (GlcNAc). Ptibyvajici vétveni vytvaii dalsi mista pro napojeni
zbytku kyseliny sialové, které ve spojeni s korespondujici zvySenou expresi
sialyltransferaz vede k celkovému zvySeni sialylace. Se zhoubnosti nadoru jsou spojeny
jak zmény v jadfe struktur glykanu, tak i zmény koncovych struktur. Glykozyltransferazy
(napf. sialyltransferazy a fukozyltransferazy) spojené s vazanim zbytkt glykant jsou
v nadorové tkani vice exprimovany. Terminalni glykanové epitopy jsou obvykle
nachazeny na transformovanych buiikich zahrunujici sialyl Lewis*(sLe), sialyl Tn (sTn),
Globo H, Lewis” (Le”) a polysialové kyseliny (PSA). Mnoho z téchto epitopt je
pozorovano na malignich tkanich pochézejicich z riiznych organi, veetné mozku, prsu,

tlustého stfeva a prostaty.

19



Dalsi vlastnosti nadort je nadprodukce ur¢itych glykoproteint a glykolipidu.

Naptiklad epitelidlni karcinomy €asto nadprodukuji mucinové glykoproteiny, které jsou

charakterizovany denznimi shluky O-vazanych glykanid. Muciny slouZzi jako diagnosticky

znak nadoru a miiZe byt pouzit jako zaklad pro vét§inu s nadory asociovanych epitopti

[shrnuto 15]. Nadorova tkan mize vykazovat také zvySenou expresi gangliosidi.

Komplexni gangliosidy (GD2, GD3 a fukosyl GM1) se nachazeji ve zvySeném mnozZstvi

v burikach plicnich karcinomi, neuroblastomi a melanomd [shrnuto 16]. Zmény v expresi

glykani charakteristické pro rizné typy nadorovych tkani jsou shrnuty v tab. 1.

nadorova tkan
nadorovy glykan tlusté

vaje€nik | slinivka bfisni | krev | prso | stfevo mozek | prostata | kiiZze | plice
sLe” X X X X
sLe? X X X X
sTn X X X X X X
TF X X X X
Le' X X X X X X
Globo H X X X X X X
PSA X X X X X
GD2 X X X
GD3 X X
fukosyl GM1 X
GM2 X X X X X X X X X
MUC1 X X X

TAB. 1: Ruzné typy glykanii a jejich zastoupeni na nadorové tkani [podle 17]

Déle je zde n€kolik ptikladi specifickych proteind, které prodélaly zmény

v glykozylaci béhem nadorové transformace. Jsou to napf. mucin 1 (MUC1), MUC16,

prostaticky specificky antigen a karcino-embryonalni antigen (CEA). MUCI1, obsahujici

¢etné O-vazané glykany, se nachazi také na zdravych burikach, av§ak na nadorovych

burikéch je odlisné€ glykosylovan. Zkraceni O-glykanii vedlo k objeveni novych

sacharidovych epitopd, jako Thomsen-Friedenreich (TF) a sTn antigenid. Na téchto malo

glykosylovanych MUCI1 jsou zaloZené vakciny. Tento mucin je vysoce exprimovan

na nadorovych burikach prsu a jeho glykosylace se méni z 2-O-glykanu na zkracené jadro

1-O-glykan a Tn antigen béhem maligni transformace.
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4. Rozpoznavani sacharidl na Grovni pfirozené imunity
4.1. Receptory C-typu lektinu

Receptory rozpoznavajici sacharidy — lektiny jsou exprimované na burikach
imunitniho systému. Obsahuji jednu nebo vice sacharidy rozpoznavacich domén (CRD),
které urcuji jejich specifitu. Kromé bunééné adheze hraji lektiny dileZitou roli
v rozpoznavani patogentl. V zavislosti na jejich struktuie a mechanizmu a¢inkd se
rozdéluji do n€kolika skupin. Klasicky C-typ lektinu obsahuje CRD, ktera vaze
sacharidové struktury a je zavisla na Ca®*. Ca®" ionty jsou ptimo zapojeny do vazby
ligandu i do udrZby strukturalni integrity CRD, ktera je nutna pro aktivitu lektinu. C-typy
lektind se skladaji z C-lektinové ¢asti, dvou antiparalelnich B-skladanych listi a dvou
a-Sroubovic. Nékteré CLR obsahujici specifickou triddu aminokyselin na C-konci
(DEC-205) (z angl. DC receptor for endocytosis) putuji pfimo do pozdnich endozému,
které jsou bohaté¢ na MHC molekuly II. tfidy. Jiné CLR (man6zovy receptor MR) maji
tyrozinovy motiv a rychle se obnovuji v ¢asnych endozémech. Tato rozdilnost
ve vnitrobunéénych drahach miZe mit vyznamny dopad na zpracovani a prezentaci
antigenu. C-typ CRD tvofi podskupinu vétsi rodiny proteinovych domén nazyvanych
misto sacharidii. Casto jsou Ca®* nezavislé. C-typy lektini jsou produkovany bud’ jako
transmembréanové proteiny nebo jsou sekretovany jako rozpustné proteiny. Piiklady
rozpustnych C-typt lektint jsou ¢lenové rodiny kolektind, jako napf. plicni povrchové
aktivni proteiny A a D, které jsou sekretovany na luminalnim povrchu plicnich
epitelovych bunek, a manézu vazici protein (MBP), kolektin ptitomny v plazmé.

V imunitnim systému zprostiedkovavaji adhezi a rozpoznani patogenti jak C-lektinové,
tak C-lektin-like receptory [18]. Zatimco kontakt burika-burika je primarni funkci
selektind, jiné C-lektiny, jako napf. kolektiny, jsou specializované na rozpoznani

patogend.

Transmembranové C-typy lektini mohou byt rozdéleny do dvou skupin, v zavislosti
na orientaci amino (N)-konce. Jsou to C-lektiny typu I, kdy N-konec sméfuje ven a typu II
s N-koncem sméfujicim dovnitf buriky. Piiklady transmembranovych C-lektini jsou
selektiny, rodina MR [19] a pro dendritické buriky specificky DC-SIGN [20]. Rodina
manézovych receptort s endocytickou aktivitou zahrnuje MR, DEC-205, Endo 180 a
receptor fosfolipazy A2. MR a DEC-205 jsou z nich nejlépe prostudovany ve spojeni
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s cilenim na APC. Extracelularni doména rodiny mandzovych receptort se sklada

z n€¢kolika motivl vazicich ligand: N-koncové oblasti bohaté na cystein, které
rozpoznavaji sulfatované sacharidy, domény fibronektinového typu II. vazZici kolagen a
8 za sebou uspofadanych CRD, z nichZ pouze ¢tvrta ma lektinovou aktivitu a vaze

manoézu, fukézu nebo N-acytylglukosamin.

MR nesou makrofagy, dale nezralé dendritické buiiky a nékteré endotelialni buiiky. U
mysi je MR hojny na dendritickych burikach (DC) odvozenych z kostni dfené, u lidi se
nachazi také na DC odvozenych z monocytt a intersticialnich bunék (kozni DC). MR neni
pfitomen na Langerhansovych burikach v epidermis a pDC (z angl. plasmacytoid DC).
MR jsou zapojeny v endocytoze a odstranéni mikroorganismi a sérovych glykoproteind,
stejné tak jako do prezentace Ag z nich odvozenych. Samotny endocyticky MR neni
schopny sam iniciovat fagocytozu, ale hraje dileZitou ulohu v pohlceni a prezentaci
rozpustnych Ag, které nejsou asociovany s burikou [21]. Ligandy obsahujici manan ¢&i

manézu sméruji Ag na APC.

DEC-205 obsahujici 10 CRD je receptor C-typu lektint patiici do rodiny MR.
Specificky ligand zatim nebyl identifikovan. DEC-205 je exprimovan na DC a
epitelidlnich burikach tymu, u lidi byl nalezen také na perifernich T a B lymfocytech [22].
Charakteristickym znakem DEC-205 je zvySena exprese na DC v oblasti vyskytu T bunék
v lymfoidnich organech. DEC-205 je internalizovan prostfednictvim obalenych vacki a je
smérovan do endozomalnich kompartmenti obsahujicich velké mnozstvi MHC molekul
II. tfidy, narozdil od MR, jehoZ exprese na DC je omezena hlavné na intersticialni DC

(kozni DC) a putujiciho do ¢asného endozému, ktery MHC molekuly II. tfidy neobsahuje.

DC-SIGN je exprimovan DC a makrofagy. Zajimavé je, ze DC-SIGN funguje zaroven
jako adhezivni receptor i jako receptor rozpoznavajici patogeny. Jako adhezivni receptor
DC-SIGN zprostfedkovava kontakt mezi dendritickymi butikami a T lymfocyty vazbou
mezibunééné adhezivni molekuly (ICAM)-3 a valivy pohyb dendritickych bunék
po endotelu interakci s ICAM-2. Podobné jako MR, DC-SIGN je endocyticky receptor
zprosttedkovavajici prezentaci Ag riznych ligandi. DC-SIGN rozpoznéava rizné
mikroorganismy, v¢etné vird, bakterii, hub a nékterych parazitti. Obrana proti mikrobtim
je zalozZena na schopnosti pfirozeného imunitniho systému rozpoznat konzervované Ag
specifické pro mikroorganismy. Tyto vysoce konzervované struktury jsou oznaovany

jako PAMP (z angl. pathogen-associated molecular pattern). Jsou to naptiklad
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lipopolysacharid gramnegativnich bakterii, peptidoglykany grampozitivnich bakterii a

polysacharidy bunéénych stén hub [shrnuto 23]. Jsou rozpoznavany receptory z rodiny
TLR (z angl. toll-like receptor). Na dendritickych burikach a makrofazich TLR indukuje
uvolnéni cytokini jako jsou IFN, IL-2, a tim efektivné stimuluje T buriky [shrnuto 24].

skupina a molekularni struktura | C-typ lektinu ligandova specifita
MR rodina MR mandza, fukdéza, sLex(b), N-acetylglukosamin
DEC-205 neznama
Endo-180 kolagen, manéza, fuk6za, GIcNAc
Kolektiny MBL GlcNAc, ManNAc, fukdza, glukéza
SP-A ManNAc, fukéza, gluk6za, GIcNAc
SP-D maléza, manoza, glukoza, laktoza, galaktoza, GIcNAc
Receptory |l. typu DC-SIGN manan, Le*, Le?, Le’, Le®, Sle?, ManLam
L-SIGN Manan, Lé? Le’, Le®,
DCIR neznama
Langerin mandza, GlcNAc, fukdza, 6SLe”
DCAL-1 neznama
BDCA-2 neznama
NK receptory B-GR(Dectin-1) | B-glukan
CLEC-1 neznama
CLEC-2 neznama
NKG2D MICA
CD94-NKG2C HLA-E
Ly49 Qa-1
NKG2A HLA-E
NKR-P1 Clr, LLT1, oligosacharidy

Tab. 2: Prehled skupin C-typu lektini a jejich ligandu [podle 4, 25]

Dals8imi lektinovymi receptory C-typu dendritickych bunék jsou Dectin-1 (z angl.

Dendritic cell associated C-type lectin-1), Dectin-2, BDCA-2 (z angl. blood DC antigen),

DCIR (z angl. DC immunoreceptor), DCAR (z angl. DC immuno-activating receptor),

Langerin a MGL (z angl. macrophage galactose-type lectin). Tyto receptory signalizuji

pfimo nebo v kooperaci s jinymi aktivaénimi receptory jako naptiklad TLR nebo

Fc receptory. Dectin-1 je NK bunéény receptor exprimovany na APC a n€kterych

ostatnich myeloidnich burikach, které nemaji CRD, ale jsou hlavnim receptorem

pro B-glukany (rozpoznani hub). Dectin-1 podporuje protilatkovou a CD4" T buné&nou

odpovéd, zatimco DEC-205 je stimulatorem CD8" T bungk.

NK buriky, nékteré T buiiky (25% krevnich T bunék) a NKT buriky exprimuji C-typ
lektinového receptoru CD161 (NKR-P1A). Velké mnozstvi CD161" T bun&k se také

nachazi v jatrech a sttevnim epitelu. CD161 je také exprimovan na monocytech a

dendritickych burikach. Mysi rodina NKR-P1 receptort interaguje s Clr (z angl. C-type




lectin-related) molekulami. U lidi je ligandem CD161 receptoru LLT1 (z angl. lectin-like
transcript) [26]. Interakce LLT1 s CD161 inhibuje NK buiikami zprostfedkovanou
cytotoxicitu a sekreci IFN-y. Naopak LLT1-CD161 interakce v pfitomnosti TCR signalu
zesiluje produkci IFN-y T burikami. To znamena, Ze vazba CD161 na LLT1 reguluje
odli$n¢ vykonné funkce NK a T buné€k. Naivni T buiiky sekretujici IL-2 jsou pfevazné
CD4"CD161 a CD8'CD161" fenotypu. Efektorové buiiky a centralni pamétové buiiky
sekretujici IFN-y a TNF-o jsou CD4"CD161" a CD8'CD161" fenotypu. Tyto buriky
nemaji NK lytickou aktivitu [27].

(a)

Core 2 Core 3

| N-linked

[ waws | |

O N-Acetyl-galactosamine © Galactose ® Mannose
B N-Acetyl-glucosamine  » Fucose & Sialic acid

OBR. 6: Zmény v glykosylaci béhem ndadorové transformace; a) zdrava epitelidlni
burika bohatd na N-vdzané glykany nesouci epitopy disialyl-Le°, 6-sulfo-sLe™ a
3 sulfo-Le® b) burika po nddorové transformaci md zménénou glykosylaci a jsou na ni

ligandy pro DC-SIGN (Le*, Le’, Le®), MGL (Tn) a Siglec (sT, sTn) [podle 28]
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4.2. Lektinova draha komplementu

Existuji tfi rizné zplisoby, jak aktivovat komplement: komplexy protilatek
s antigenem a urcité negativné nabité struktury iniciuji klasickou drahu; alternativni draha
je spusténa interferenci regula¢nich komponent se strukturami na mikrobidlnim povrchu; a
draha vézajici lektin manan (MBL) je zprostfedkovana vazbou MBL k sacharidim. MBL
je asociovany se serinovymi proteazami MASP (z angl. mannose-binding
lectin-associated serine protease). MBL vaze fadu sacharidovych struktur, které se
nachézeji na povrchu mikroorganismi, a tim zprostiedkovava antibakterialni a¢inek bud’
pfimym zni¢enim komplementem (lyzaénim membranu atakujicim komplexem MAC)
nebo podpofenim fagocytézy. RozliSeni mezi vlastnimi a cizimi strukturami
rozpoznavanymi MBL spociva ve specifit¢ CRD a prostorovém uspofadani mnoha CRDs
na molekule. MBL pifednostné rozpoznava glukany, lipofosfoglykany a
glykoinositol-fosfolipidy s manozou, gluk6zou, fuk6zou nebo N-acetylglukosaminem jako
termindlnimi hexézami. Charakteristicky znak téchto hex6z je ekvatoridlni orientace
3- a 4-hydroxylovych skupin, které musi byt prezentovany kone¢nymi neredukujicimi

jednotkami.

. Protinadorové vakciny zalozené na sacharidech

Sacharidové antigeny pfitomné na nadorovych butikach mohou byt rozdéleny do dvou
hlavnich skupin. Jednou z nich jsou komplexni gangliozidy jako GM2, GD2, GD3,
fukosyl GM1 (gangliozid), Le* a globo H (neutralni glykolipidy). Druhou skupinou jsou
glykoproteiny s mucinovymi epitopy Tn (GalNAca-O-Ser/Thr), Thomsen-Friedenreich
(Galp1—3GalNAca-O-Ser/Thr) a sTn (NeuAca2—6GalNAca-O-Ser/Thr) [29].

ProtoZe glykany nadorovych bunék se 1isi od téch, které se nachazeji zdravych
burikéach, je zde moznost, Ze je imunitni systém rozpozna na zakladé jejich zménéné
glykosylace. PtestoZe atypické glykany mohou byt mirn¢ antigenni (schopné vyvolat
tvorbu protilatek), jsou zfidka imunogeni (protilatky nejsou schopné vyvolat imunitni
odpovéd’). Mnoho sacharidi asociovanych s nadory ma embryonélni pivod, nebo je
exprimovano na zdravych tkanich v nizkych hladinach. Toto je pfi¢inou, Ze sacharidy jsou
zaznamenany imunitnim systémem jako vlastni, protoZe B buiiky tvofici protilatky

s vysokou afinitou pro tyto struktury jsou béhem svého vyvoje eliminovany. Kvili tomu,

25



mnoho pokust tvorby protinadorovych vakcin je soustfedéno na prolomeni imunitni
tolerance sacharidii asociovanych s nadory [30]. Vakciny zaloZené na cileni protilatek
vyuZivaji téch samych vlastnosti jako protilatky, ale jsou smérovany na zdravé buiiky
imunitniho systému. Protilatky jsou pouzity k dopraveni antigenti profesionalnim antigen
prezentujicim buitkdm s cilem indukovat nebo zesilit imunitni odpovéd’ na dany antigen.
Uspésné se protilatky daji zamitit proti receptortim integrinové rodiny, imunoglobulinové
rodiny, TNF receptory, komplementové receptory a receptory C-typu lektind.
Danishefsky, Livingston a spolupracovnici pfipravili protinddorovou vakcinu zalozenou
na sacharidech spojenim mnoha kopii syntetickych sacharidi asociovanych s nadory

do imunogeniho komplexu s nosi¢ovym proteinem KLH (keyhole limpet haemocyanin)
[31]. Tento cizi protein poskytuje peptidodové antigeny, které jsou pozadovany

pro T buné¢nou pomoc a plnohodnotnou imunitni odpovéd’. Kdyz byly podany mysim
nebo lidem, mnoho z té€chto glykokonjugatnich vakcin vyvolalo protilatkovou a bunééné

zprostfedkovanou imunitni odpovéd’ proti glykanim [32].

Uspésna nadorova imunoterapie vyZaduje kromé tvorby protilatek také indukci
cytotoxickych T lymfocytt. Nékteré vakciny jsou zaloZeny na vystaveni chemicky
zménénych glykant, které jsou pro imunitni systém cizi a navozuji aktivni T buné¢nou
pomoc s vyuzitim pfirozené se vyskytujicich protilatek (proti galaktoze). Kazdy typ
nadorové buriky je charakteristicky rozdilnou expresi sacharidti. Vakcina, ktera zacili vice
sacharidu asociovanych s nadorem, vede v principu k silnéj$i a vice specifické imunitni
odpovédi, nez vakcina, ktera zacili jeden nadorovy sacharid. Proto byla pfipravena
vice-antigenni vakcina obsahujici n€kolik riznych sacharidovych struktur [33].

Napf. sedmivalentni vakcina obsahujici 3 antigeny: Globo H, Le* a Tn vyvolala imunitni
odpovéd’ proti viem témto oligosacharidovym antigentim. Vakcina obsahujici globo-H,
GM2, Le’, MUCI1, sTn(c), TF(c) a Tn(c) konjugaty s KLH indukuje produkci IgG a IgM
protilatek a ADCC proti nddorim exprimujicim tyto antigeny. Chemicky modifikované
zbytky kyseliny sialové s N-acyl fetézci (N-propanoyl, N-butanoyl, ...) vélenény do KLH
konjugati jsou vice imunogenni, neZ korespondujici pfirozené vakciny kyseliny sialové
[34]. Vyvolavaji produkci protilatek IgG, ktera aktivuje T pomocné buriky. Naopak,

pfirozeny konjugat N-acetyl sialové kyseliny s KLH je v zdsad€ neimunogenni [35].
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Indukce antigenné specifické imunity DEC-205 protilatkové cilenou vakcinou je
zavisla na soucasném obdrZeni aktivacnich signélti od DC. V nepfitomnosti t€chto

aktiva¢nich stimulti, miZe byt navozena tolerance prifernich T bunék.

V soucasné dobé mame indukované konzistentni protilatky proti GM2, fucosyl GM1,
Tn(c) a sTn(c). Konjugované vakciny proti GD3, GD2, globo H, Le” a TF indukuji
protilatkovou odpoveéd’ u 60 a vice procent pacientii. Tyto protilatky reaguji silné
s buné&énym povrchem antigen-pozitivnich nadorovych bunék a ve vétsiné ptipada

zprostfedkuji komplementovou lyzi.

Latky zvy3ujici a¢inek antigenu (adjuvancia) jsou velmi dilezité pro vyvolani
plnohodnotné imunitni odovédi. Z toho diivodu bude nutné kombinovat protinadorové

vakciny s latkami vyvolavajicimi komplementarni aktivaéni signaly.
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6. Zaver

Zmény v povrchové glykozylaci nadorovych bunék, stejné jako lektin-sacharidové
interakce, jsou pfedmétem vyzkumu v nadorové biologii jiZ dlouhou dobu. Zatim vSak
zUstava mnoho oblasti, které nejsou uplné probadany a dalsi studium v tomto sméru nabizi
nové moznosti pro vyvoj cilenych protinadorovych I&&iv. Siroké vyuziti vakciny, ktera by
spoustéla imunitni odpoveéd’ proti nadorove specifické sacharidové strukture, je nesporné.
Nédorové glykany nejsou pfili§ imunogenni a nejsou schopny spoustét protinddorovou
imunitu tak jako vakciny. Vyzkum interakci mezi nadorové specifickymi glykany a
lektinovymi receptory miiZe objasnit, pro¢ je tak obtiZzné, aby imunitni odpovéd’ potlacila

nadorové bujeni.

Prozatim se tomuto vyzkumu nevénuje mnoho laboratofi, proto bych se chtéla ve své
dalsi praci zaméfit jednak na ovlivnéni aktivity N-acetylglukosamin transferdz nadorovych
bunék, jednak na modulaci funkce buné€k piirozené imunity pies lektinové receptory

pomoci sacharidovych glykokonjugat.
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