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Souhrn:

Vychodiska: Dendritické buriky DB jsou u¢inné antigen-prezentujici buiiky s moznym uplatnénim na poli imunoterapie, kdy je ovSem
zéasadni jejich funkéni stav — tedy schopnost vyvolat protinadorovou odpovéd’. Typ studie a soubor: V in vitro studii byla na souboru
10 zdravych darct, 14 pacientli s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu a 14 pacientii s mnohocetnym myelomem sledovana
schopnost vyzrani dendritickych bunék. Metody a vysledky: Po kultivaci adherentnich monocytarnich prekurzort DB periferni
krve s IL-4 a GM-CSF v bezsérovych ¢i autolognich podminkach a stimulaci pomoci lidského CD40Ligandu byly srovnany rozdily
v expresi vyznamnych povrchovych znakt, chemokinovych receptorti a produkce IL-12p70. Bylo zjisténo, Ze hodnoty sledovanych
markert jsou v bezsérovych podminkach srovnatelné u vSech 3 skupin bez i po stimulaci CD40L. Autologni sérum, v kontrastu se
zdravymi kontrolami, negativné ovliviiuje DB pacient, kdy dochazi ke snizeni exprese vybranych povrchovych markert. Produkce
IL-12p70 byla ve vsech pfipadech nizka. Srovnanim hladiny IL-6 v séru pacientti a zdravych darct nebyly nalezeny rozdily mezi
jednotlivymi skupinami. Zavéry: Kultivace DB v bezsérovych podminkach ma srovnatelné vysledky u kontrol i pacientt, piestoze
stimulace CD40L nesta¢i k plnému vyzrani DB. Predbézné ukazujeme negativni ptsobeni autologniho séra pacientil na expresi
vybranych markert, které neni jednozna¢né zavislé na hladiné IL-6.

Klic¢ova slova: dendritické buiiky, monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, mnohocetny myelom, flowcytometrie.

Summary:

Backgrounds: Dendritic cells (DCs) are highly specialized antigen-presenting cells, which can be used for immunotherapy trials.
Functionally normal DCs play a critical role in the activation and potentiation of antitumor antigen-specific responses. Design and
Subjects: Maturation of DCs from 10 healthy donors, 14 monoclonal gammopathy of undetermined significance patients and 14
multiple myeloma patients was tested in an in vitro study. Methods and Results: DCs were generated from adherent mononuclear
precursors of peripheral blood and cultured in presence of IL-4 and GM-CSF with human CD40Ligand stimulation. Serum-free or
autologous serum conditions were used and expression of significant surface antigens, chemokines receptors and production of IL-
12p70, were compared. We found no difference between groups under serum-free conditions with or without CD40L stimulation.
Under autologous conditions we found negative effect on patients DCs manifested by reduction of some markers. The production
of IL-12p70 was low and no difference in serum IL-6 levels between individual groups was found. Conclusion: Under serum free
conditions there was no difference between healthy volunteers, MGUS and patients, but CD40L stimulation did not lead to the full
maturation of DCs. Autologous patient serum had negative influence on DCs, with no definite dependance on the IL-6 level.
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Uvod (Brossart 2001). Limitaci ucinku takovychto vakcin je

Dendritické bunky (DB) jsou u¢inné antigen-prezentu-
jici bunky vyznacujici se schopnosti stimulovat naivni
T-lymfocyty a iniciovat tak imunitni odpovéd’ prostied-
nictvim cytotoxickych T lymfocyt (Banchereau 1998).
DB jsou stale intenzivné zkoumany praveé pro tuto svou
funkci, s cilem vyuziti v oblasti imunoterapie, kdy zra-
1¢ DB slouzi jako soucast vakcin v klinickych studiich
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funkénost DB, a to zejména u mnohocetného myelomu
(MM), kde existuji kontroverzni tvrzeni o moznych de-
fektech v imunitnim systému nemocnych (Brown 2001,
Hayashi 2003). Nevyrazna odpovéd na imunoterapii
u pacienti ukazuje na nutnost porozuméni moznym
defektim tak, aby bylo nasledné dosazeno efektivni
1écby. DB vznikaji z rtiznych hematopoetickych pre-
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kurzort diferencujicich do myeloidniho ¢i lymfoidniho
typu DB, ale mohou vznikat také z monocyti (Romani
1994). V kulturach s IL-4 a GM-CSF jsou monocyty
schopny diferenciace do nezralych myeloidnich (DB
CDll1c¢* typ), které maji vysokou schopnost pohltit
a zpracovat endogenni Ag a naopak nizkou schopnost
aktivovat T-lymfocyty. Pohlceni Ag vSak nestaci k upl-
nému vyzrani DB, jsou nutny jes§té pfidatné signaly
(Barton 2002). DB jsou chopny rozpoznavat signaly ne-
bezpeci také skrze Toll-like receptory (TLR) (Medzhi-
tov 2001). Odpovédi na rozdilné maturaéni stimuly jako
jsou bakterialni a virové ¢astice, zanétlivé cytokiny ¢i
specifické interakce T lymfocytt je diferenciaéni proces
vedouci k mnozstvi zmén morfologickych, fenotypic-
kych a funkénich. V pribéhu maturace se postupné sni-
zuje exprese zanétlivych chemokint a jejich receptora
(napt. CCR6), naopak roste produkce konstitutivnich
chemokinl a exprese CCR7 receptoru (Brossart 2001).
Zralé DB se vyznacuji vysokou mirou exprese MHC
tfidy I/II (zejména HLA-DR), kostimula¢nich molekul
(CD40, CD80, CD86) a produkuji bioaktivni IL-12p70,
kli¢ovy cytokin pro indukci cytotoxickych T lymfocy-
td a tedy pro vznik protinddorové imunitni odpovédi
typu Thl. Proces maturace je zakoncen interakci a liga-
ci membranového markeru CD40 na aktivovanych DB
s CD40Ligandem exprimovanym T lymfocyty (Rosen-
zwajg 2002). Aktivace nezralych DB rozpustnym CD40
ligandem (CD40L) vede k jejich diferenciaci a vzniku
zralych CD83" DB se snizenym poctem molekul tcast-
nicich se pohlceni Ag. Signalizace pfes CD40L u DB
vede také k produkci cytokind, chemokinli a stupiuje
jejich migraci a prezivani. Prekurzory DB, u kterych
je z jakychkoliv ptfi¢in inhibovano vyzravani, mohou
pohltit Ag, nicméné je naruSena fada dalSich interak-
ci, zejména s T-lymfocyty, které v konecné fazi vedou
k neschopnosti DB vyvolat silnou imunitni odpovéd:.
Bylo zjisténo, ze % exprese kostimulacnich molekul
CD80 a CD86 na povrchu efektorovych bunék periferni
krve pacienti s MM se nelisi po¢tem od zdravych kont-
rol. Tyto molekuly jsou nezbytnym ,,druhym signalem*
pro aktivaci T-lymfocytd, ucastni se také pii signalizaci
preziti, apoptozy, anergie a mohou byt ovlivnény celou
fadou cytokind. Snizeni jejich exprese je pfipisovano
TNF-B1 a IL-10 a za zvySeni odpovidda CD40L a IFNy
(Schultz 1996). Mnohocetny myelom je malignita cha-
rakterizovana expanzi plazmocyti produkujicich spe-
cificky Id protein, vyuzitelny jako antigen asociovany
s nddorem. Naopak monoklonalni gamapatie nejasného
vyznamu (MGUS) je prekancerdza s nizkym zastoupe-
nim patologickych plazmocytl, ktera neni lécena, ny-
brz pouze monitorovana pro mozny piechod onemocnéni
do MM. Srovnani téchto dvou nemoci, na zakladé¢ profilu
povrchovych markerd dendritickych bunék zatim nebylo
publikovano a mtize pfinést dalsi informaci o vlastnostech
DB v zavislosti na diagnéze. IL-6 je jednim z cytokinQ
ucastnicich se proliferace a diferenciace myelomovych
bunék, zatimco TNFP a IL-10 jsou piimo produkovany
malignimi plazmocyty, a jeho vysoké sérové hladiny ko-
reluji s agresivni nemoci a $patnou prognozou pacientl
(Ratta 2002, Brown 2004). Proto jsme v této praci, kromé

zéakladnich markerd DB, monitorovali také hladinu séro-
vého IL-6 u vsech tii skupin, abychom zjistili jakou tlohu
hraje jeho mozna pfitomnost v kultufe DB.

Material a metody

Soubor vzorku: Za Gcelem ziskani prekurzort DB byly
vyuzity jednak buffy-coaty zdravych darct krve (kontroly
- K) ziskanych na Transfuzni stanici FN Brno (10 vzork,
primérny vek 32,7 let) adale 20 ml heparinizované periferni
krve neléenych pacienti s MGUS (14 pacientd, primérny
vek 551et) ¢i noveé diagnostikovanych nelééenych pacientt
s MM (14 pacientl, pramérny vek 54,9 let), ktera byla
po ziskani informovaného souhlasu pacienta odebrana na
ambulanci Interni hematoonkologické kliniky FN Brno.
Dale byly od zdravych darcti a pacientl ziskany vzorky sér
periferni krve, které byly zamrazeny jednak pro pozdéjsi
pro analyzu hladiny sérového IL-6 (celkem 21 zdravych
kontrol, 14 pacienti s MGUS, 19 pacientd s MM) ¢i po
inaktivaci jako pfidavek do kultur DB.

Separace mononukledrnich bunékperifernikrve (MNBPK):
MNBPK byly izolovany z buffy-coatu nebo periferni
krve gradientovou centrifugaci na Histopaque a poté byly
nékolikrat omyty studenym PBS pfi nizkych otackach, aby
doslo k odstranéni trombocytt. Ve svételném mikroskopu
byla zanalyzovana vitalita a buné¢nost pomoci trypanové
modre.

Kultivace DB: DB byly generovany dle schématu bézné
uzivaného na nasem pracovisti. MNBPK v Xvivo-10
obohaceném o DNAse (80 U/ml) a glutamin (0,06 %)
byly nasazeny na desky s buné¢nosti 3,3x10° bb/ml. Po
2h kultivaci v atmosfére 5 % CO, a 37°C byly odstranény
neadherentni prekurzory opatrnym dvojim omytim teplym
PBS. Adherentni buriky byly dale kultivovany v Xvivo-
10 s IL-4 (1000 U/ml) a GM-CSF (800 U/ml) po dobu 6
dnt, pticemz 3. den kultivace byla vyménéna % média za
cerstvé s plnou koncentraci cytokinti a 6. den bylo pfidano
maturacni ¢inidlo - lidsky CD40Ligand (huCDA40L,
Sigma) v koncentraci lug/ml. Kultivace byla provadéna
v bezsérovych podminkach, pouze u experimenti
sledujicich vliv autologniho séra na maturaci DB bylo
pouzito piidavku inaktivovaného autologniho séra (10
%).

Vytézeni DB: Po 24h stimulaci byly DB uvolnény z desti¢ek
pomoci studené¢ho PBS, proplachnuty a dale uchovavany
v chladu do dalsi analyzy.

Imunofenotypizace: Vzorky MNBPK a vytézenych DB
byly analyzovany s vyuzitim nasledujicich monoklonalnich
protilatek: mouse IgG1-FITC/IgG1-PE/IgG1-PCS5, CDla-
PE, CD3-FITC, CDll1c-PE, CDI4-FITC, CDS80-PE,
CDS83-PC5, CDS86-PE, HLA-DR-FITC (Immunotech,
Marseille, France), CCR6-PE (R&D, Minneapolis, USA),
CD123-PE, CCR7-PE (Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA). Po 30 min. inkubaci v chladu byly buiky
promyty a resuspendovany ve studeném PBS, zafixovany
1 % paraformaldehydem a analyzovany. Mrtvé burtiky
adebris byly vydéleny z analyzy na zaklad¢ rozptylu svétla
a kontrola gate byla provedena pomoci propidium jodidu
(PI). Analyza byla provedena na pfistroji FC500 Cytomics
(Beckman Coulter, Hialeah, FL, USA).

Stanoveni  sérovych hladin IL-6 a hladin IL-12p70
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v supernatantu kultur pomoci ELISA: K analyze IL-6 byla
vyuzita zamrazena séra zdravych darct a pacientl, kterd
byla uchovavana pti -30°C do doby analyzy, kdy byla dle
navodu zpracovéana prostfednictvim kitu HulL-6 ELISA
(Biosource, California, USA). Supernatanty kultur DB
byly nejprve zbaveny centrifugaci bunécné piimési, poté
zamrazeny a uchovavany do doby analyzy pti -30°C. Pro
zhodnoceni bioaktivniho IL-12p70 byl pouzit kit HulL-
12p70 ELISA (Biosource, California, USA).

Statistické hodnoceni: Cilem analyzy bylo srovnani
hodnot vybranych znakt dendritickych bunék u zdravych
jedinct a u pacientd s MGUS ¢i MM. Pro deskriptivni
ucely byly v analyze pouzity zakladni statistické grafy
(kategorizované sloupcové diagramy) a statistické tabulky.
U spojitych parametrt byly vypoéteny zakladni statistické
ukazatele (pramér, median, SD a pfislusné kvantily).
Rozdily mezi vSemi 3 skupinami soucasné (,,overall®)
byly testovany neparametrickou anovou (pro neparové -
Kruskal-Wallis, pro parové - Friedman). Pokud byl rozdil
mezi skupinami signifikantni, testoval se rozdil mezi
jednotlivymi dvojicemi skupin (pro neparové - Mann-
Whitney, pro parové - Wilcoxon). Tam kde ,,overall“ rozdil
nebyl signifikantni neni dals$i testovani opodstatnéné.
Vsechny testy byly neparametrické vzhledem k nestejnym
rozptylim a odlehlym hodnotam, hladina vyznamnosti
0=0,05.

Vysledky

Kultivace DB v bezsérovych podminkdch

Po 7-denni kultivaci mononuklearnich prekurzord
v bezsérovych podminkach bez ptidavku stimulans,
jsme dle ocekavani zjistili, ze ziskané builky oproti
vstupnimu hodnoceni snizily expresi monocytarniho
znaku CD14, exprimovaly znak myeloidnich DB
CDllc (vzestup pramérné z 5,8 % pfi vstupnim
hodnoceni na 84,8 %) a naopak nebyla prokazana
exprese znaku lymfoidnich DB CDI123 (pfi vstupu
prumérné 0,3 % a pokles na 0,1 %). V kultufe byly
objeveny také zbytkové lymfocyty (CD3* primeérné
poklesly ze vstupnich 55,4 % na 12,1 %) a primérné 10
% bunék snizilo FS a bylo PI*. Hodnoceny byly bunky
s vys8i granularitou a velikosti nez lymfocyty, tyto
exprimovaly ve vysoké mife kostimula¢ni molekulu
CD86 a antigen prezentujici molekulu HLA-DR. Dale
buniky exprimovaly kostimula¢ni molekulu CDSO0,
exprese chemokinovych receptori CCR6 pro nezralé
DB a CCR7 pro zralé DB byla nizka. Exprese markeru
nezralosti DB CDla vzrostla oproti vstupnimu
hodnoceni (obr. ¢.1), nicméné nedosahla hodnot
oc¢ekavanych u nezralych DB. Po 7-denni kultivaci
nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily
v expresi povrchovych markeri mezi jednotlivymi
skupinami.Rozdily vexpresimarkertimezijednotlivymi
skupinami (K, MGUS, MM) pfi vstupnim hodnoceni
jsou zdivodnitelné provadénou separaci MNBPK, pfti
které mtze dojit ke kontaminaci erytrocyty a tedy k
relativnimu snizeni exprese markert. Je také nutno
pfipomenout, ze variabilita vysledki je do znacné
miry dana variabilitou DB jednotlivych osob, a to bez
pfihlédnuti k jejich zdravotnimu stavu.
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Kultivace DB v bezsérovych podminkdch se stimulaci
CD40L

U DB kultivovanych 24h s CD40L byla exprese znaku
CD14 opét snizena oproti vstupnimu hodnoceni,
zastoupeni bunék s niz§im FS a pozitivitou na PI se
zvy$ilo na praimérné 15 % vsech bunék, také zde byly
pritomny zbytkové T lymfocyty (primérné 9,4 % CD3").
Exprese CD11c na populaci pfedpokladanych DB byla
opét vysoka (primérné 86,9 %) a CD123* bb témet
nepiitomny (pramérné 0,1 %). Exprese markerd CD86
aHLA-DR byla obdobn¢ vysoka jako unestimulovanych
DB. Vzrostla exprese CD80 i CD83, také exprese CCR6,
CCR7 a CDla (obr. ¢.1). Mezi jednotlivymi skupinami
(K, MGUS, MM) nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v expresi zminovanych markerd, pouze znak
CDla v overall analyze vykazoval statisticky vyznamny
rozdil (p=0,041), nicméné v nasledné analyze nebyl
prokazan vyznamny rozdil. Oproti nestimulovanym DB
u kontrol byly nalezeny statisticky vyznamné zmény
v expresi markerd CD83 (p=0,03), CD86 (p=0,03)
a CDla (p=0,02). Pro MGUS byly nalezeny vyznamné
zmény u markerd CD83 (p=0,001), CD80 (p=0,001),
CCR6 (p=0,018) a CCR7 (p=0,008). Pro MM u markert
CD83 (p=0,001), CD80 (p=0,001), CD86 (p=0,008)
a CCR7 (p=0,009).

Kultivace DB v autolognich podminkdch se stimulaci
CD40L

Samostatnou skupinu tvoii DB kultivované s ptidavkem
autologniho séra, u nichz byl srovnan vliv CD40L na
maturaci DB. Takto byli zhodnoceni 3 zdravi darci a po 3
pacientech s MGUS a MM - statistickd analyza tedy nebyla
na tak malém souboru provedena. Nicméné na obr. €. 1
je zfejmé, Ze autologni sérum zdravych darct a pacienti
neovlivnilo expresi HLA-DR ani CD86. Exprese znakt
CD80, CD83, CDla, CCR6 a CCR7 byly v autolognich
podminkach u zdravych darc vyssi nez v bezsérovych
podminkach a naopak u pacientti doslo ke snizeni exprese
téchto znaki.

Stanoventi sérovych hladin IL-6

Jelikoz byly analyzovany DB ziskané z periferni krve,
zhodnotili jsme pomoci ELISA hladiny IL-6 v séru
periferni krve, abychom zjistili, zda-li tento cytokin patii
mezi hlavni inhibitory vyzravani DB. Zjisténé hodnoty
(median) byly velice variabilni (K 1,7 pg/ml; MGUS 3,1
pg/ml; MM 1,9 pg/ml) a skupiny mezi sebou nevykazovaly
statisticky vyznamny rozdil.

Stanoveni hladin IL-12p70 v supernatantech kultur
Hodnoceny byly supernatanty kultur DB a to vstupné (po
2h adherenci, den 0), pfi vyméné média ve 3. den kultivace
a dale pii ukonceni pokusu. Hodnocenim supernatantti ze
dne 0 a 3 jsme zjistili, Ze se hladiny IL-12p70 pohybovaly
v naprosté vétsingé ptipadd pod detekénim limitem testu.
Nicméné také pfi hodnoceni supernatantd ze 7 dne byly
hladiny IL-12p70 nizké a casto pod detekénim limitem
testu: bez pfihlédnuti k typu sledované skupiny bylo zjisténo
pro nestimulované DB primérmeé 0,24 pg/ml IL-12p70; pro
stimulaci CD40L v bezsérovych podminkach 0,57 pg/ml;
pro stimulaci CD40L v autolognich podminkéch 0,57 pg/
ml. Tyto vysledky bereme pouze jako piedbézné s nutnosti
opakovani testu pomoci ELISA kitu jiné firmy.
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Obrazek ¢&. 1: Relativni exprese jednotlivych markerii u studovanych skupin v zavislosti na dni kultivace ( %). Zobrazeny jsou
primérné hodnoty markert se smérodatnou odchylkou. DO — pocatek kultivace, D7 — 7. den kultivace bez stimulace, D7 40L — 7. den
kultivace po stimulaci CD40L, D7 40L AS - 7. den kultivace po stimulaci CD40L v autolognich podminkéach. K- zdravé kontroly,
MGUS - pacienti s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu, MM - pacienti s mnohoc¢etnym myelomem.
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Diskuse

Zpravy o uplné funkénosti DB u MM jsou poneé-
kud rozporuplné. Monoklonalni gamapatie nejas-
ného vyznamu, pfedchazejici ve vétSiné pripadl
MM, z tohoto hlediska zatim nebyla sledovana.
U myelomovych pacienti se stabilni nemoci vSak po
stimulaci trimerickym lidskym ligandem huCD40LT
v podminkach 10 % fetalniho séra nedochazelo ke
zvyseni exprese kostimulacni molekuly CD80 na DB,
a to v dusledku inhibice pfitomnymi TGF-B1 a IL-10
(Brown 2001). Podobnou inhibici DB zprostfedkovavaji
také VEGF a IL-6, kdy u DB kultivovanych se sérem
pacientt s MM nasledné¢ dochazelo pouze ke slabé
aktivaci T-lymfocytarni imunitni odpovédi, naopak
pridani neutralizujicich protilatek tento inhibic¢ni efekt
odstranilo (Hyayashi 2003). Dalsi pracovni skupina
srovnavala DB kultivované z CD14" monocytti s DB
purifikovanymi z periferni krve pacienti s MM a zjistila,
ze pouze DB periferni krve vykazuji nizs§i expresi HLA-
DR, CD80 a i niz8i schopnost stimulace T lymfocytid ve
srovnani se zdravymi darci (Ratta 2002).

Pro prvotni zjisténi rozdilu v expresi povrchovych
markert DB jsme vyuzili zZimérné bezsérové podminky,
jelikoz standardné pouzivané AB sérum muze vést
k inhibici diferenciace DB, jak zjistila Lyakh a kol.,
ktera sledovala expresi monocytarniho markeru CD14
a znaku zralych DB CDS83 po stimulaci rtznymi
cytokiny (2000). V nepfitomnosti autologniho séra jsme
neocekavali rozdil mezi zdravymi darci a pacienty,
ponévadz prekurzory DB se vyvijely bez pfitomnosti
moznych inhibi¢nich faktori, coz se potvrdilo. Nami
ziskané nezralé DB exprimovaly vétSinu markert
popisovanych v literatufe (vysoka exprese CD86

CD83

D80 B D86 c

CD11c

i

Obrazek ¢. 2: Charakterizace kultivovanych DB v zavislosti na
dni ¢i typu kultury - zména exprese vybranych markeri. (A-D)
Pacient s MGUS v bezsérovych podminkach“ ¢erna linie - vstupni
histogram, tmavé Seda linie - 7. den kultivace, svétle Seda linie, 7.
den kultivace po stimulaci CD40L. (E-F) Zdravy darce: ¢erna linie -
stimulace CD40L v bezsérovych podminkach, Sedé linie - stimulace
CD40L v autolognich podminkach. (H-J) Pacient s MM: Cerna linie
- stimulace CD40L v bezsérovych podminkach, Seda linie - stimulace
CD40L v autolognich podminkach. (K) Nartst exprese CDllc v
pribéhu kultivace v bezsérovych podminkach: ¢erna linie - vstup,
tmavé Seda linie - 3. den kultivace, svétle Seda linie - 7. den kultivace,
velmi svétla Seda linie - 7. den kultivace po stimulace CD40L.
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a HLA-DR, proménliva exprese CD8O0, snizena exprese
CD14). Neocekavané nizka exprese znaku CDla byla
popsana také u nezralych DB zdravych darct a pacientt
s rakovinou plic (Pedersen 2005) a mozna souvisi
s druhem prekurzort pouzitych pro kultivaci (monocyty
vs. MNBPK), kdy monocyty mohou zfejmé Casnéji
tvofit nezralé DB a tedy exprimovat ve vySsi mife
znak CDla. Pfipadné by mohlo v kulturach dochazet
ke spontanni maturaci DB bez zvySeni exprese CD83
soucasn¢ provazené snizenim exprese CDla. Exprese
chemokinovych receptori CCR6 a CCR7 byla nizka,
coz odpovidalo nizké expresi CDla a CD83. Také
produkce IL-12p70 byla nizka, nicméné toto pficitame
spise neadekvatné vybranému testu, ponévadz literarné
uvadeéna produkce cytokinu IL-12p70 je prokazatelna
jiz v kulturach nezralych DB (Pedersen 2005) a také
v predchozich experimentech nasi skupiny byla
prokdzana zvySenad produkce tohoto cytokinu pfi
srovnavani riznych maturaénich smési (Biichler 2003).
Jak bylo zjisténo, stimulace CD40L vede spiSe
k diferenciaci monocytt do zralych DB nez k indukci
nezralych ¢i aktivovanych DB do zralych (Rosenzwajg
2002). V souladu s timto tvrzenim jsme naSem piipadé
zjistili, ze samotny CD40L ve zvolenych podminkach
nestaci k plné maturaci, nebot’ nebylo dosazené vysoké
exprese markeru zralych DB CD83 ani chemokinového
receptoru CCR7, ktery je zodpovédny za migraci DB
do lymfatickych tkani. Stimulaci se ovSem exprese
téchto markert zvysila, stejné jako se zvysila exprese
kostimulaéni molekuly CD80, ktera je spolu s CD86
zasadni v aktivaci T lymfocyti. Exprese CCR6 rovnéz
nevyrazné stoupla, coz je v souladu s dostupnou
literaturou (Rosenzwajg 2002). Exprese CDla byla
nejvyssi u MM, coz by odpovidalo snizené schopnosti
myelomovych bunék vyzrat. Produkce IL-12p70 byla
mirné zvySena, piesto vSak plati nutnost opakovani
ELISA s jinym kitem, ackoliv nizké hladiny mohou
vypovidat o nedostate¢né stimulaci DB pomoci CD40L.
Studiem dalSich stimulans ¢i pfipadné jejich smési
predpokladame moznost dosazeni vyssiho % zralych
DB, pricemz je publikovano, ze rizné smési stimulans
mohou vyvolavat rozdilnou (navzajem nekorelujici)
expresi markert Siroce vyuzivanych ke stanoveni zralych
DB (napi. CCR7 vs. IL-12p70) (Pedersen 2005).

Kultivace DB v autolognich podminkach, tedy s pridavkem
vlastniho inaktivovaného séra, se u zdravych darcti projevila
vyraznym nartstem exprese markert nezralych i zralych
DB (zejména exprese CDS83), coz by mohlo vypovidat
0 nezbytnosti autologniho séra pro ziskani kvalitnich DB,
ovsem pouze u zdravych darcl. Pfi srovnani s DB pacientd
s MM ¢i MGUS, nalezeny vyrazny pokles vybranych markeri
vypovida o pfitomnosti sérovych inhibi¢nich faktort, které
zasadnim zptisobem ovliviuji kvalitu DB, zejména expresi
kostimulaéni molekuly CD80. Je zajimavé, ze tato inhibice
byla nalezena jiz na urovni MGUS, ktera neni fazena do
hematoonkologickych onemocnéni. V literatuie je popsano
ovlivnéni inhibi¢nich vlastnosti séra pomoci protilatek, coz
by ovSem vyzadovalo presné stanoveni obsahu a druhu
inhibitort v séru pacienttl. Napt. Brown a kol. zjistili, Ze pro
klinické pouziti nevhodny neutralizujici anti-TGF by mohl
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byt v budoucnu nahrazen IL-12 ¢i IFNy, které také dovedou
neutralizovat nizkou expresi CD80 po stimulaci CD40L,
navic bez zmény v zastoupeni myeloidnich a lymfoidnich
krevnich DB (2004). Byl také sledovan vliv pridavku IL-6 ke
kultute CD34" prekurzord, projevujici se zvySenou expresi
CD14 a snizenou expresi CDla. Neutralizaci pomoci anti-
IL-6 se obnovil pivodni fenotyp CD14 CD1a* (Ratta 2002).
Ptfi analyze pouzitého séra jsme se zaméfili pouze na
IL-6, ktery koreluje s agresivitou choroby a se Spatnou
prognézou pacientli, nicméné¢ v séru periferni krve
nebyl nalezen vyrazny rozdil v hladin¢ IL-6 mezi
jednotlivymi hodnocenymi skupinami, pfestoze se
jednalo o neléc¢ené pacienty. Coz nas vede k doménce, Ze
tento cytokin neni jedinym inhibitorem vyzravani DB,
ale pusobi v komplexu s dalsimi. Pro tplnost dodavame,
ze hladina IL-6 nebyla sledovana v séru kostni dfené,
nebot jsme se zabyvali DB ziskanymi z MNBPK a tedy
ovlivnénymi periferni krvi.

Zavér

Kultivaci DB jsme zjistili, ze v bezsérovych podminkach
jsou rozdily v expresi povrchovych markerti nezralych ¢i
CD40L stimulovanych DB mezi skupinou zdravych déarca
a pacienti s MGUS a MM bez statisticky vyznamnych
rozdilt, coz je zakladni pfedpoklad pro terapeutické vyuziti
a funk¢nost DB u pacientd. Predpokladame, Ze samotny
CD40L neni dostatecny pro diferenciaci nezralych DB do
plné zralych, jelikoz nedoslo k vyraznému zvyseni exprese
markerd zralych DB. V podminkach autologniho séra
Iépe prospivaji DB zdravych darcl, zatimco u pacienti
se vyrazné snizuje exprese CD80, CD83, CDla, CCR6
a CCR7. IL-6 tvoti zfejmé jen jeden z komplexu mnoha
inhibi¢nich faktorti séra periferni krve, ne vSak zasadni,
ktery se v tomto procesu uplatiiuje.
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