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SOUHRN

Vychodisko: Prirozené protilatky proti sacharidovym anti-
gendim jsou soucasti lidskych sér; nejvic je jich namifeno pro-
ti a-galaktosylovému epitopu (Galal-3GalBl-4GIcNAC-R).
Experimentaini a Uvodni klinické studie ukazuji na moznost
vyuziti antigalaktosylovych protildtek pro imunoterapii
onkologickych pacientl preparaty glykolipid( obsahujicich
a-galaktosylovy epitop. Predpokladem tohoto terapeu-
tického postupu je pritomnost dostatecného mnozstvi
téchto protilatek v sérech nemocnych s malignimi nddory.
V literature jsou zminky o vyskytu téchto protildtek u onko-
logickych pacientd pouze ojedinélé. Udaje o jejich mnoZstvi
a o izotypové charakteristice u réiznych nadorovych one-
mocnéni chybi.

Material a metody: Byl vypracovan ELISA-test se syntetic-
kym disacharidem Galal-3Galp vazanym na polyakrylamid,
ktery umoznuje kvantitativni prikaz antigalaktosylovych
protildtek v izotypech IgM, IgG a IgA. Timto testem byla
vySetfena séra od 57 nemocnych s mamarnim, kolorek-
talnim, pankreatickym karcinomem a melanomem a vy-

ABSTRACT

Hamanova M., Zdrazilova Dubska L., Valik D., Lokaj J.:
Natural antibodies against «.(1,3) galactosyl epitope in
the serum of cancer patients

Background: Natural antibodies against saccharide antigens
are found in the human serum; most of them are directed
against a-galactosy!l epitope (Galal-3GalBl-4GIcNAc-R).
Experimental and initial clinical studies show the potential
for use of anti-galactosyl antibodies in the immunotherapy of
cancer patients with glycolipids containing the a-galactosyl
epitope. This therapeutic approach is based on the presence of
these antibodies in the serum of cancer patients. Only scarce
literature data is available on the incidence of these antibodies
in cancer patients. Data is lacking on their amounts and isotype
characteristics in different types of cancer.

Material and methods: An ELISA test with a polyacrylamide-
-conjugated synthetic disaccharide, Galal-3Galp, has been
designed for quantitative detection of anti-galactosyl IgM,
IgG, and IgA antibody isotypes. This test was used to screen
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sledky byly srovnany s vyskytem téchto protilatek u 145
zdravych osob.

Vysledky: Koncentrace antigalaktosylovych protilatek v séru
(anti-Gal) je zavisla na pohlavi: IgM anti-Gal jsou u zdravych
zen ve vyssich titrech nez u zdravych muzl (p < 0,01). V séru
pacientl s mamarnim karcinomem, kolorektalnim karcino-
mem, karcinomem pankreatu a malignim melanomem jsou
pritomny prirozené protildtky proti galaktosylovému epitopu
v koncentracich podobnych jako u zdravych osob, a to
v izotypech IgG, IgM a IgA. U pacientl, muz(, s kolorektalnim
karcinomem byly zjistény koncentrace IgA anti-Gal vyssi nez
u zdravych muzl (p < 0,01).

Zavér: Antigalaktosylové protilatky jsou pritomny v sérech
nemocnych s malignimi nddory a v sérech zdravych osob
ve srovnatelnych koncentracich i izotypech.

KLiCOVA SLOVA

alfa(1,3) galaktosylovy epitop - pfirozené protilatky -
anti-Gal - ELISA - imunoterapie zhoubnych nadort

the sera from 57 patients with breast, colorectal, or panceatic
cancer or malignant melanoma and from 145 healthy controls.
Results: The serum concentration of anti-galactosyl antibodies
(anti-Gal) is gender dependent: anti-Gal IgM antibodies are
present in higher titres in healthy women than in healthy men
(p < 0.01). Patients with breast, colorectal, or pancreatic cancer
or malignant melanoma had comparable serum levels of anti-
-Gal IgM, lgG, and IgA antibody isotypes to healthy controls.
Male patients with colorectal cancer had higher anti-Gal IgA
antibodies than healthy men (p< 0.01).

Conclusion: Comparable concentrations and isotypes of an-
ti-galactosyl antibodies are found in the serum of cancer
patients and healthy controls.

KEYWORDS

alpha(1,3) galactosyl epitope - natural antibodies -
anti-Gal - ELISA - cancer immunotherapy
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Z&Kkladem protinadorové 1é¢by je chirurgické odstranéni nado-
ru, radioterapie a chemoterapie. Stale vice se vak uplatriuje
imunoterapie, ktera tuto konvencni 1é¢bu dopliiuje a nékdy
inahrazuje. Vyznamné postaveni pfi ni maji protilatky, zv1as-
té monoklonalni, namifené proti nadorovym antigentm.
Jejich G¢innost je zvySovana konjugaci s toxiny, radionuklidy,
polymery [1]. Novym pfistupem je vyuziti pfirozenych pro-
tilatek proti galaktosylovému epitopu, které jednak mohou
zprostfedkovat destrukci nadorové buriky, jednak umoznuji
imunogennost nadorovych antigenti [2]. Tyto pfirozené pro-
tilatky byly ptivodné prokazovany jako xenoaglutininy s kra-
licimi erytrocyty [3]. Epitop, proti kterému jsou namifeny,
byl identifikovan jako galaktosyl Galal-3GalBl-4GlcNAc-R
[4]. Antigalaktosylové protilatky (anti-Gal) se vyskytuji pou-
ze u clovéka, lidoopl a u opic Starého svéta, u nichz doslo
v pribéhu evoluce k inaktivaci genu pro glykosyla¢ni en-
zym a tato struktura se tudiz u nich netvoii. V lidském séru
tvoii asi 1% sérového IgG (tj. 20-100 ug/ml) a jsou pritomny
ve vSech podtiidach IgG a také v IgM a v IgA. Jejich tvorba je
indukovana fyziologickou stfevni mikroflérou [5]. V experi-
mentalni imunologii se pouzivaji geneticky modifikované
mysi (C57BL/6-H-2bxd a1,3GT KO), které galaktosylovy epitop
nemaji a protilatky proti nému tudiz tvoti [6].

V literatufe jsou ojedinélé idaje o aberantni expresi galak-
tosylového epitopu v nékterych maligné transformovanych
burikach [7]. Tuto strukturu je vSak mozno nddorim dodat:
puvodni metodika je zaloZena na transfekci nebo transdukci
genu pro «-1,3-galaktosyltransferasu [2], jako vhodnéjsi se
jevi primé vpraveni a-gal glykolipidu do nadorové tkané [8].
Nabizi se tak novy zptisob imunoterapie nadort, kdy by bylo
vyuzito interakce preformovanych ptirozenych antigalakto-
sylovych protilatek s nadorovymi bunkami exprimujicimi
galaktosylovy epitop. VyuZiti experimentalnich adajt v kli-
nické onkologii pfedpoklada predevsim diikaz o pfitomnosti
dostatecného mnozstvi téchto protilatek v sérech nemocnych
s maligniminddory. V literatute jsou pouze ojedinélé zmin-
ky, ze se tyto protilatky u onkologickych pacientdi vyskytuji
[9, 10]. Informace o jejich hladiné u riznych nadorovych one-
mocnéni a o izotypové charakteristice téchto protilatek viak
zatim chybi. Vypracovali jsme ELISA-test, ktery umoznuje
kvantitativni prikaz antigalaktosylovych protilatek v izoty-
pech IgM, IgG a IgA. V predloZené praci uvadime vysledky
vySetfeni antigalaktosylovych protilatek v sérech nemocnych
s mamarnim karcinomem, kolorektalnim karcinomem,
karcinomem pankreatu a melanomem a srovnavame je
s vyskytem téchto protilatek u zdravych osob.

MATERIAL A METODY

K vySetfeni byla pouZita séra pacientli Masarykova onkolo-
gického ustavu v Brné z odbérl krve v ramci standardnich
diagnostickych postupti v souladu s poZadavky etické komise.
Séra byla ziskdna od pacientli po potvrzeni diagnézy na MOU
bez ohledu na klinické stadium choroby. Byly zpracovany
vzorky od 22 pacientek se zhoubnym novotvarem prsu, od 20
pacientd se zhoubnym novotvarem tlustého stfeva, od 6
pacienttl s novotvarem slinivky bfi$ni a od 9 pacienti se
zhoubnym melanomem. Kontrolni séra byla ziskana od vé-
kové odpovidajicich zdravych dobrovolniki (61 muzi a 84
Zen) s jejich informovanym souhlasem. Krev byla odebirana
venepunkci standardnim zptisobem, sérum bylo ziskano
po ptilhodinové koagulaci pti pokojové teploté centrifugaci
a uchovavano pii -20 °C.

Nase metodika, umoznujici kvantitativni stanoveni an-
tigalaktosylovych protilatek v IgM, IgG a IgA, je zaloZena
na enzymové imunoeseji, detekénim antigennim reagens

je synteticky disacharid Galal-3GalP kovalentné vazany
na poly[N-(2-hydroxyethyl)akrylamid] (Lectinity Holdings,
Inc., Moskva, Rusko).

Polystyrenové mikrotitra¢ni desti¢cky (Nunc MaxiSorp,
Roskilde, Denmark) jsou potazeny antigennim reagens:
na jamku 100 pl antigenu v koncentraci 5 pg/ml v 0,1M
uhli¢itanovém pufru pH 9,6; inkubace pii 4 °C pfes noc,
promyti promyvacim roztokem Tris-NaCl-Tween 20 (Aesku
Diagnostics GmbH, Wendelsheim, Germany). K blokovani
je pouzivan 0,1M PBS s 1% BSA, pH 7,4 (150 pul na jamku, 1,5
hodiny pfi 37 °C). Séra jsou fedéna 1 : 40 roztokem PBS-BSA-
-Tween (0,1M PBS pH 7,4 s 1% BSA a 5% Tweenem 20).
Naredéna séra jsou napipetovana po 100 pl do jamek v duble-
tech a inkubovana 2 hod. pfi 37 °C. Po promyti promyvacim
roztokem jsou do jamek pfiddna po 100 pl antiséra znacena
peroxidazou, inkubace trva 1 hod. pti pokojové teploté.
K prikazu IgM, IgG a IgA jsou pouZita antiséra IgM/HRP,
IgG/HRP a IgA/HRP (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark).
Po odstranéni nenavazanych protilatek promyvacim roz-
tokem je do jamek pfiddn v mnozstvi 100 pl substrat (TMB
Substrate Chromogen, DakoCytomation, USA), inkubace trva
7 minut pfi pokojové teploté a reakce je zastavena 1 M H,SO,.
Opticka denzita je méfena na fotometru MRXII (Dynex) pri
450 nm. Vysledky jsou uvedeny v arbitrarnich jednotkich
(A. U.), které jsou vypocitany z kalibrac¢ni kfivky sestrojené
zhodnot titrace smési sér od zdravych darcti krve AB + Rh +.
Jako 100 A. U. je vzata hodnota optické denzity standardniho
séra fedéného1: 40.
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Graf 1. Antigalaktosylové protildtky IgG v sérech 145 zdravych osob
(1- muzi i Zeny, 1a - muzi, n = 61, 1b - Zeny, n = 84) a pacientt

s nadory (2 - 22 pacientek se zhoubnym novotvarem prsu,

3 - 20 pacienti se zhoubnym novotvarem tlustého stfeva,

4 - 6 pacientd s novotvarem slinivky bfisni a 5 - 9 pacientl se
zhoubnym melanomem)

Krabicovy graf z vice proménnych zahrnuje 25-75 % namérenych
hodnot; O = median; I = rozsah hodnot neodlehlych; O = odlehlé
hodnoty; + = extrémy.

Fig 1. Anti-galactosyl IgG antibodies in the serum of 145 healthy
controls

(1 - males and females, 1a - males, n = 61, 1b - females, n = 84)
and 57 cancer patients (2 - 22 females with breast cancer, 3 - 20
patients with colorectal cancer, 4 - 6 patients with pancreatic
cancer, and 5 - 9 patients with malignant melanoma).

Box plot for multiple variables includes 25-75% measured values;
O = median; I = non-outlier range; O = outliers; + = extremes.
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Ke statistickému zpracovani vysledk bylo pouZito software
STATISTIKA (Stasoft, Inc), verze 7.

VYSLEDKY

Hladiny antigalaktosylovych protilitek (anti-Gal) v izotypech
IgG, IgM a IgA jsou znazornény v grafech 1, 2 a 3. Je zfejmé,
Ze jak u kontrolnich zdravych osob, tak u onkologickych
pacientt existuje vyrazny kvantitativni rozptyl.
Koncentrace IgG anti-Gal jsou u zdravych osob a u pacienti
srovnatelné, bez statistickych rozdilti mezi jednotlivymi
skupinami (graf1).

Koncentrace IgM anti-Gal (graf 2) jsou u zdravych Zen stati-
sticky vyznamneé vys$si nez u zdravych muzi (p < 0,01). U Zzen
s karcinomem prsu jsou IgM anti-Gal ve srovnani s Zenami
z kontrolni skupiny sice v niz§ich koncentracich, ale statis-
ticky nevyznamné (p = 0,065).

V pripadé IgA anti-Gal (graf 3) jsme zaznamenali vy$si kon-
centrace u pacientd s karcinomem pankreatu, pocet pacientd
k interpretaci je vSak nizky, n = 6. Pfi analyze pacientli, mu-
Z11, s kolorektalnim karcinomem (n = 15) jsme namérili vyssi
koncentrace IgA anti-Gal ve srovnani s muzi z kontrolni sku-
piny (statisticka vyznamnost p < 0,01). Rozdily v koncentraci
celkovych IgA byly u téchto skupin statisticky nevyznamné.
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Graf 2. Antigalaktosylové protilatky IgM v sérech 145 zdravych osob
(1- muzii zeny, 1a - muzi, n = 61, 1b - Zeny, n = 84) a pacient

s nadory (2 - 22 pacientek se zhoubnym novotvarem prsu, 3 - 20
pacienti se zhoubnym novotvarem tlustého streva, 4 - 6 pacienti
s novotvarem slinivky bfisni a 5 - 9 pacienttl se zhoubnym
melanomem).

Krabicovy graf z vice proménnych zahrnuje 25-75 % naméfrenych
hodnot; 00 = median; I = rozsah hodnot neodlehlych; O = odlehlé
hodnoty, + = extrémy.

Koncentrace IgM anti- Gal jsou u zdravych Zen statisticky
vyznamné vyssi nez u zdravych muzi (p < 0,01).

Fig 2. Anti-galactosyl IgM antibodies in the serum of 145
healthy controls

(1-0 males and females, 1a - males, n = 61, 1b - females, n = 84)
and 57 cancer patients (2 - 22 females with breast cancer, 3 - 20
patients with colorectal cancer, 4 - 6 patients with pancreatic
cancer, and 5 - 9 patients with malignant melanoma).

Box plot for multiple variables includes 25-75% measured values;
O = median; I = non-outlier range; O = outliers; + = extremes.
Anti-Gal IgM antibody concentrations are statistically significantly
higher in healthy women than in healthy men (p < 0.01).
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Graf 3. Antigalaktosylové protilatky IgA v sérech 145 zdravych osob
(1- muzii Zeny, 1a - muzi, n = 61, 1b - Zeny, n = 84) a pacienttl

s nadory (2 - 22 pacientek se zhoubnym novotvarem prsu, 3 - 20
pacientti se zhoubnym novotvarem tlustého stfeva, 4 - 6 pacienttl
s novotvarem slinivky bFisni a 5 - 9 pacient( se zhoubnym
melanomem).

Krabicovy graf z vice proménnych zahrnuje 25-75% namérenych
hodnot; [0 = median; I = rozsah hodnot neodlehlych; O = odlehlé
hodnoty, + = extrémy.

U pacienttl, muzu, s kolorektalnim karcinomem (n = 15) jsou
koncentrace IgA anti-Gal statisticky vyznamné vyssi (p < 0,01)
nez u muzti zdravych. Podobny rozdil je i u karcinomu pankreatu
(vy3etfeno vsak pouze 6 pacient().

Fig 3. Anti-galactosyl IgA antibodies in the serum of 145 healthy
controls

(1- 0 males and females, 1a - males, n = 61, 1b - females, n = 84)
and 57 cancer patients (2 - 22 females with breast cancer, 3-20
patients with colorectal cancer, 4 - 6 patients with pancreatic
cancer, and 5 - 9 patients with malignant melanoma).

Box plot for multiple variables includes 25 -75% measured values;
O = median; I = non-outlier range; O = outliers; + = extremes.
Anti-Gal IgA antibody concentrations are statistically significantly
higher in male patients with colorectal cancer (n = 15) than in
healthy men (p < 0.01). A similar difference was observed between
male patients with pancreatic cancer (n = 6 only) and healthy men.

DISKUSE

Moznost vyuziti pfirozenych protilatek proti galaktosy-
lovému epitopu (anti-Gal) rozsifuje repertodr soucasné
imunoterapie onkologickych pacient. Mechanismus
protinadorového tcinku je v tomto pfipadé dvoji. Za prvé,
nadorova burika exprimujici galaktosylovy epitop (jako
jeden z projevii maligni konverse nebo po arteficialnim
vpraveni) po vazbé antigalaktosylovych protilatek pfi-
tomnych v séru pacienta mize byt zni¢ena hyperakutni
rejekci, zplisobenou komplement-dependentni cytolyzou
a bunécénou cytotoxicitou zavislou na protilatkach (ADCC).
1kdyZ u pacientdl s nddorovymi chorobami defekty aktivac-
nich drah komplementového systému pritomny nejsou,
problém mize byt v relativni rezistenci nadorovych bunék
k membrianovému lytickému komplexu. Ta je podminéna
abnormalni expresi regula¢nich proteinti komplementu,
zejména CD46, CD55, CD59 na maligné transformovanych
bunikach, ale také solubilnim faktorem H [11, 12]. Na ex-
perimentalnich modelech se tento problém dati pfekonat
[13]. Za druhé, tyto anti-Gal protilatky, opsonizuji nado-
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rové bunky, které maji ve své membrané galaktosylovy
epitop, zprostfedkovavaji vazbu nadoru na buriky pred-
kladajici antigen (APC), vyuZzivajice jejich receptoru pro Fc
fragment imunoglobulinu (FcyR). Uvadi se, Ze endocyt6za
nadorovych bunék opsonizovanych IgG prostfednictvim
FcyR na dendritickych burikidch vede ke zkfiZené prezentaci
antigennich peptidd a efektivni imunitni reakci na drovni
jak protilatkové, tak bunécéné. Mimotadné vyznamné je
to, Ze se imunitni reakce rozviji i proti dal§im nadorovym
antigentm [2, 8, 14, 15].

Uplatnéni poznatki ziskanych na experimentalnich mode-
lech v klinické onkologii pfedpoklada predevs§im potvrzeni,
Ze pacienti s nadory maji tyto protilatky v dostatecném
mnozstvi. V literatufe jsou o tom zminKky ojedinélé [2, 9, 10,
14]. NaSe vysledky jsou s nimi ve shodé, ale dostupné udaje
roz§ifuji. Dokladame, Ze tyto protilatky jsou ptitomny v izo-
typech IgM, IgG a IgA v mnozstvi srovnatelném se zdravymi
osobami i u pacient s karcinomem prsu, s kolorektdlnim
karcinomem, s karcinomem pankreatu a s melanomem.
Hlubsi analyzu zasluhuje nase zjisténi statisticky vjznamné
vyssich koncentraci IgA anti-Gal u pacientl s kolorektdlnim
karcinomem. V této souvislosti jsou pozoruhodna sdéleni
Itzkowitze et al. [16] o antigennich alteracich v tkanich
kolorektalniho karcinomu tykajicich se exprese inkom-
patibilnich antigenti krevnich skupin a Chena et al. [17]
o tvorbé imunoglobulinfl i nelymfoidnimi bunikami nadord.
S ohledem na potencialni terapeutické vyuziti ptirozenych
antigalaktosylovych protilatek v onkologii by bylo vhodné
zameérit cytologické vySetfeni i na aberantni expresi galak-
tosylového epitopu na burikdch nadort. V souvislosti s moz-
nymi molekuldrnimi zménami maligné transformovanych
bunék je vSak tfeba uvazovat také o strukturach, imitujicich
galaktosylovy epitop, napft. peptidech [18].

Lze pfedpokladat, Ze intervence zaloZend na interakci ga-
laktosylového epitopu v nadorovych bunkach s antigalak-
tosylovymi protilatkami séra by se mohla uplatnit kromé
1é¢by nadort v pokrocilém stadiu také pfi neoadjuvantni
terapii, napt. pfed resekci tumoru a ze by mohla pfispét
i k omezovani metastatického $ifeni nadorového procesu
[8]. S pozornosti je proto tfeba Cekat na vysledky klinickych
studii, které ohlasili Mandles et al. (lymfom) [14] a Rossi
et al. (karcinom plic a prsu) [19]. Prvni slibné tdaje uvadi
Whalen et al. [20]. V klinické studii koncipované jakoI. faze
byl aplikovan do nadorového lozZiska jedenacti pacientim
s velmi pokrocilym stadiem karcinomu pankreatu, tlustého
stfeva, prostaty, ledvin, vajecnikil, preparat glykolipidia
s galaktosylovym epitopem. Prodlouzené prezivani takto
léCenych pacientli vede autory k nazoru, ze byla navozena
acinna protinadorova imunitni reakce.
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