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Souhrn

Cytokiny zprostiedkuji bunééné interakce a jejich kvantifikace predstavuje dulezity nastroj moderni imunologie a bunétné biologie
pri sledovani mezibunééné komunikace vcetné imunitni odpovédi. Na piikladu piipravy protinddorové vakciny pro pacienty
s mnohocetnym myelomem na bazi dendritickych bunék ukazujeme dva pfistupy méteni heterodimerické podjednotky p70 interleukinu
12 (IL-12p70) a IL-10 pomoci klasické metody ELISA a nové citlivéjsi metody Cytometric Bead Array.
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Summary

Cytokines mediate intercellular interactions and their quantification represents an important instrument of modern immunology and
cell biology used for studies of cell-to-cell communication, including an immune response. This study demonstrates two ways of
heterodimeric p70 interleukin 12 (IL-12p70) and IL-10 measurement using conventional ELISA and the novel and highly sensitive
Cytometric Bead Array method during the preparation of clinical grade dendritic cell-based vaccine for patients with multiple

myeloma.
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Uvod

Jednou z moznosti imunoterapie mnohocetného myelomu
(MM) je vakcinace pomoci dendritickych bunék (DB) pa-
cienta, které jsou nalozeny nadorovymi antigeny (3, 8, 4, 7,
3). DB jsou zpravidla pfipravovany z monocytu z periferni
krve v pribéhu kratkodobé kultivace in vitro v ptitomnos-
ti rGstovych faktorl (interleukin 4 a granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor [GM-CSF]). Vznikaji
tak nezralé DB se schopnosti pohltit a zpracovat antigen.
Utinkem maturaénich stimul@l (tumory nekrotizujici fak-
tor alfa, prostaglandin E2, lipopolysacharid, ligand recep-
toru CD40, interleukin 1 beta, interferon gama, toll like
receptor) se nezralé DB diferencuji ve zralé DB s vysokou
schopnosti prezentovat antigen klidovym T lymfocytim,
které by mély navodit intenzivni protinadorovou imunit-
ni odpovéd’ proti myelomovym buitkkdm (7). DB pfitom
produkuji cytokiny, pficemz kli¢ovou roli sehrdva hete-
rodimericka podjenotka p70 interleukinu 12 (IL-12p70).
Jejim ptsobenim dochazi k polarizaci imunitni odpoveédi
ve prospéch Thl s produkei interferonu gama (IFN-g) a
dalsich aktivacnich cytokini. DB vSak produkuji rovnéz
urc¢ité mnozstvi interleukinu 10 (IL-10), ktery pisobi imu-
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nosupresivné. Pomér mezi IL-12p70 a IL-10 tak hraje
klicovou roli pti koneéném efektu DB nalozenych antige-
nem a je rozhodujici pro aktivaci ¢i supresi T lymfocytt
(2). Produkeci cytokint lze kvantifikovat metodou ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay). V posledni dobé
je pouzivana také vysoce citliva metoda Cytometric Bead
Array (CBA) zaloZena na fluorescenci a méfeni pomoci
pritokového cytometru. Nasledujici ptiklad ukazuje srov-
nani obou metod pii méteni produkce IL-12p70 a IL-10,
které jsou produkovany zralymi DB pouzivanymi klinicky
pfi vakcinaci pacientl s MM.

Material a metody

Schéma vlastni studie

Pro porovnani citlivosti metody ELISA a CBA byla mé-
fena produkce IL-12p70 a IL-10 v supernatantu odebira-
ném v den DO a v den D9 v pribéhu in vitro kultivace DB
(6). Ve stru¢nosti, prekurzory DB byly nasazeny do kom-
pletniho kultiva¢niho média v DO, po 5 dnech byl pfidan
nadorovy antigen (Id protein) a v D6 maturacni koktejl
cytokind. Pro detekci IL-10 byl pouzit ELISA kit Bender
MedSystem human IL-10 BMS215INSTCE a pro detekci
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IL-12p70 byl pouzit ELISA kit Bender MedSystem human
IL-12 BMS238CE. Pro analyzu IL-10 a IL-12p70 pomoci
CBA byl pouzit BD™ (Becton Dickinson) CBA Human
IL-12p70 Flex Set a BD™ CBA Human IL-10 Flex Set.
Princip této metody je zalozen na vzniku komplexti primar-
ni protilatka - cytokin - sekundarni protilatka konjugovana
s fluorochromem na fluorescen¢né znacenych mikroparti-
kulich v analyzovaném roztoku. Mikropartikule se stejnou
»capture® protilaitkou maji shodnou intenzitu fluorescence
odlisnou od ostatnich mikropartikuli, coz umoznuje analy-
zu vice cytokinti najednou v jednom vzorku.

Vakeina 1 Vakcina 2 Vakcina 3 Vakcina 4 Vakcina 5
Dny ELISA |FACS |ELISA |FACS |ELISA |FACS |[ELISA |FACS |ELISA |FACS
Array Array Array Array Array
0 <st. |1522 |<st. [14,06 |<st. [9,84 |<st. |[11,17 |<st. |10,06
9 <st. [109 J<st. [7,78 |<st. [7,55 |<st. 10,13 J<st.  [9,03

Tabulka ¢&. 1: Koncentrace IL-10 (pg/ml) v jednotlivych vzorcich. <st. =
pod detekéni hranici metody

Vakeina 1 Vakcina 2 Vakcina 3 Vakcina 4 Vakcina 5
Dny ELISA |FACS |ELISA |FACS |ELISA [FACS |ELISA |FACS |ELISA |FACS
Array Array Array Array Array
0 <st. [2,33 |<st. [3,71 |<st. 428 |[516 [3,78 |<st. [6,79
9 <st. 2,78 |42 1,76 13,95 (3,15 [562 2,58 [6,06 |[3,04

Tabulka ¢. 2: Koncentrace IL-12p70 (pg/ml) v jednotlivych vzorcich. <
st. = pod detekéni hranici metody

Vysledky

Produkce IL-12 a IL-10 u dendritickych bunék v priibéhu
pripravy vakcin proti MM

Produkce IL-12 a IL-10 byla méfena v kultiva¢nim mediu
v den nasazeni DB (D0) a 3 dny po pfidani nadorového
antigenu Id proteinu (D9). Tabulka ¢.1 znazorfuje koncen-
traci IL-10 u vSech péti vakcin pacienta v den DO a D9
méfené metodou ELISA a CBA. U vSech vzorkll méte-
nych metodou ELISA zistala hladina IL-10 pod detek¢-
ni hranici této metody. Na rozdil od metody ELISA byly

vSechny vzorky méfené metodou CBA v detekénich me-
zich. V zadném ze vzorkt nebylo zji§téno zvyseni hladiny
IL-10 ve dni D9 oproti DO. Podobné pak Tabulka ¢.2. uka-
zuje koncentraci IL-12p70 naméfenou ve stejnych vzor-
cich. Ziskané hodnoty ukazuji, Ze u obou metod nebyla ani
u jednoho vzorku detekovana prokazatelné vyssi hladina
IL-12p70 v den 9 oproti dnu 0. I zde pomoci metody CBA
byla ve vSech vzorcich detekovana méfitelnd koncentrace
IL-12p70, zatimco u metody ELISA bylo 5 vzorkt pod
detekéni hladinou.

Zavér

Pro ptipravu protinadorovych vakein zalozenych na DB
nalozenych specifickym nadorovym antigenem se v po-
sledni dob¢ zda byt velice dulezity pomér produkce IL-
12p70 a IL-10 u pouzitych DB (2). Tato prace se pokusila
zmapovat produkci téchto dvou cytokind u DB pfi pii-
pravé vakcin proti MM pomoci metody ELISA a CBA.
Z vysledkt je patrné, Ze sice ani u jednoho ze vzorkl ne-
byl zaznamenén prokazatelny narast produkce IL-10, ale
zaroven také ani u jednoho z vzorki nebyl zaznamenan
zadouci vzestup produkce IL-12p70. Tyto vysledky nazna-
¢uji nutnost optimalizace postupu piipravy a maturace DB
uzivanych k piipravé vakcin proti MM, aby bylo dosaze-
no zvysené produkce IL-12p70 u DB v prubehu kultivace.
Zaroven tato studie potvrzuje nesporné vyhody metody
CBA v citlivosti méfeni pii nizkych koncentracich sta-
novovanych cytokind oproti standardné uzivané metodé
ELISA.
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