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imunologické metody
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Souhrn 
Cytokiny zprostředkují buněčné interakce a jejich kvantifi kace představuje důležitý nástroj moderní imunologie a buněčné biologie 
při sledování mezibuněčné komunikace včetně imunitní odpovědi. Na příkladu přípravy protinádorové vakcíny pro pacienty 
s mnohočetným myelomem na bázi dendritických buněk ukazujeme dva přístupy měření heterodimerické podjednotky p70 interleukinu 
12 (IL-12p70) a IL-10 pomocí klasické metody ELISA a nové citlivější metody Cytometric Bead Array. 
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Summary
Cytokines mediate intercellular interactions and their quantifi cation 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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Úvod
Jednou z možností imunoterapie mnohočetného myelomu 
(MM) je vakcinace pomocí dendritických buněk (DB) pa-
cienta, které jsou naloženy nádorovými antigeny (5, 8, 4, 7, 
3). DB jsou zpravidla připravovány z monocytů z periferní 
krve v průběhu krátkodobé kultivace in vitro v přítomnos-
ti růstových faktorů (interleukin 4 a granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor [GM-CSF]). Vznikají 
tak nezralé DB se schopností pohltit a zpracovat antigen. 
Účinkem maturačních stimulů (tumory nekrotizující fak-
tor alfa, prostaglandin E2, lipopolysacharid, ligand recep-
toru CD40, interleukin 1 beta, interferon gama, toll like 
receptor) se nezralé DB diferencují ve zralé DB s vysokou 
schopností prezentovat antigen klidovým T lymfocytům, 
které by měly navodit intenzívní protinádorovou imunit-
ní odpověď proti myelomovým buňkám (1). DB přitom 
produkují cytokiny, přičemž klíčovou roli sehrává hete-
rodimerická podjenotka p70 interleukinu 12 (IL-12p70). 
Jejím působením dochází k polarizaci imunitní odpovědi 
ve prospěch Th1 s produkcí interferonu gama (IFN-g) a 
dalších aktivačních cytokinů. DB však produkují rovněž 
určité množství interleukinu 10 (IL-10), který působí imu-

nosupresívně. Poměr mezi IL-12p70 a IL-10 tak hraje 
klíčovou roli při konečném efektu DB naložených antige-
nem a je rozhodující pro aktivaci či supresi T lymfocytů 
(2). Produkci cytokinů lze kvantifi kovat metodou ELISA 
(Enzyme-linked immunosorbent assay). V poslední době 
je používána také vysoce citlivá metoda Cytometric Bead 
Array (CBA) založená na fl uorescenci a měření pomocí 
průtokového cytometru. Následující příklad ukazuje srov-
nání obou metod při měření produkce IL-12p70 a IL-10, 
které jsou produkovány zralými DB používanými klinicky 
při vakcinaci pacientů s MM.

Materiál a metody
Schéma vlastní studie
Pro porovnání citlivosti metody ELISA a CBA byla mě-
řena produkce IL-12p70 a IL-10 v supernatantu odebíra-
ném v den D0 a v den D9 v průběhu in vitro kultivace DB 
(6). Ve stručnosti, prekurzory DB byly nasazeny do kom-
pletního kultivačního média v D0, po 5 dnech byl přidán 
nádorový antigen (Id protein) a v D6 maturační koktejl 
cytokinů. Pro detekci IL-10 byl použit ELISA kit Bender 
MedSystem human IL-10 BMS215INSTCE a pro detekci 
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IL-12p70 byl použit ELISA kit Bender MedSystem human 
IL-12 BMS238CE. Pro analýzu IL-10 a IL-12p70 pomocí 
CBA byl použit BDTM (Becton Dickinson) CBA  Human 
IL-12p70 Flex Set a BDTM CBA  Human IL-10 Flex Set. 
Princip této metody je založen na vzniku komplexů primár-
ní protilátka - cytokin - sekundární protilátka konjugovaná 
s fl uorochromem na fl uorescenčně značených mikroparti-
kulích v analyzovaném roztoku. Mikropartikule se stejnou 
„capture“ protilátkou mají shodnou intenzitu fl uorescence 
odlišnou od ostatních mikropartikulí, což umožňuje analý-
zu více cytokinů najednou v jednom vzorku. 

Výsledky
Produkce IL-12 a IL-10 u dendritických buněk v průběhu 
přípravy vakcín proti MM  
Produkce IL-12 a IL-10 byla měřena v kultivačním mediu 
v den nasazení DB (D0) a 3 dny po přidání nádorového 
antigenu Id proteinu (D9). Tabulka č.1 znázorňuje koncen-
traci IL-10 u všech pěti vakcín pacienta v den D0 a D9 
měřené metodou ELISA a CBA. U všech vzorků měře-
ných metodou ELISA zůstala hladina IL-10 pod detekč-
ní hranicí této metody. Na rozdíl od metody ELISA byly 

všechny vzorky měřené metodou CBA v detekčních me-
zích. V žádném ze vzorků nebylo zjištěno zvýšení hladiny 
IL-10 ve dni D9 oproti D0. Podobně pak Tabulka č.2. uka-
zuje koncentraci IL-12p70 naměřenou ve stejných vzor-
cích. Získané hodnoty ukazují, že u obou metod nebyla ani 
u jednoho vzorku detekována prokazatelně vyšší hladina 
IL-12p70 v den 9 oproti dnu 0. I zde pomocí metody CBA 
byla ve všech vzorcích detekována měřitelná koncentrace 
IL-12p70, zatímco u metody ELISA bylo 5 vzorků pod 
detekční hladinou. 

Závěr
Pro přípravu protinádorových vakcín založených na DB 
naložených specifi ckým nádorovým antigenem se v po-
slední době zdá být velice důležitý poměr produkce  IL-
12p70 a IL-10 u použitých DB (2). Tato práce se pokusila 
zmapovat produkci těchto dvou cytokinů u DB při pří-
pravě vakcín proti MM pomocí metody ELISA a CBA. 
Z výsledků je patrné, že sice ani u jednoho ze vzorků ne-
byl zaznamenán prokazatelný nárůst produkce IL-10, ale 
zároveň také ani u jednoho z vzorků nebyl zaznamenán 
žádoucí vzestup produkce IL-12p70. Tyto výsledky nazna-
čují nutnost optimalizace postupu přípravy a maturace DB 
užívaných k přípravě vakcín proti MM, aby bylo dosaže-
no zvýšené produkce IL-12p70 u DB v průběhu kultivace. 
Zároveň tato studie potvrzuje nesporné výhody metody 
CBA v  citlivosti měření při nízkých koncentracích sta-
novovaných cytokinů oproti standardně užívané metodě 
ELISA. 
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Tabulka č. 1: Koncentrace IL-10 (pg/ml) v jednotlivých vzorcích. < st. = 
pod detekční hranicí metody

Tabulka č. 2: Koncentrace IL-12p70 (pg/ml) v jednotlivých vzorcích. < 
st. = pod detekční hranicí metody
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