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Souhrn : Vychodiska : V této studii bylo hodnoceno zastoupeni subtypti dendritickych bunék (DB) - DB1, DB2 - pacientl
s mnohocetnym myelomem (MM) pfed pocitkem 1écby a v jejim pribéhu. Metody a vysledky : Flowcytometrické stanoveni
poctu DB periferni krve bylo provadéno na zakladé pozitivni exprese povrchovych antigenti - CD83 spoleéné s HLA-DR,
CDl11c a CD123. Kontrolni skupina zdravych jedinct (n = 15; primér 0,6210,06% CD83+ bunék; pomér DB1/DB2 = 2.,5)
nevykazovala statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani se vstupnim hodnocenim pacientt pied 1é¢bou (n = 15; 0,5910,13%
CD83+ bunék; DB1/DB2 =2,17). U lécenych pacientl (n = 10) doSlo po induk¢ni 1é¢bé VAD (vincristin + adriamycin + dexa-
methazon) k nérastu celkového poctu DB (0,8410,4%; DB1/DB2 = 1,59) ve srovnani s pocate¢nimi hodnotami, po aplikaci
G-CSF pocet DB poklesl (0,6610,6%; DB1/DB2 = 3,71). NejniZSich hodnot celkového poc¢tu DB bylo dosaZeno v aferéznim
produktu (0,36+0,2%; DB1/DB2 =4,75). Aplikace GM-CSF vyvolala zvySeni po¢tu DB (0,56+0,3%; DB1/DB2 =1,59) a v 6.
mésici po transplantaci se obnovila pfedlécebna hladina DB (0,8310,6%; DB1/DB2 = 3,92). Zavér : Nejvyssi pocty DB byly
zjiStény po induk¢ni 1€¢be a v Sestém mésici po transplantaci. Pomér DB1/DB2 vyznél pro relativni ptevahu typu DB1, nej-
vys$§i byl v aferéznim produktu a v periferni krvi Sestého mésice po transplantaci.
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Summary : Background : In this study was evaluated the proportion of dendritic cells (DC) subsets — DC1, DC2 —in peripheral
blood of patients with multiple myeloma (MM) before and during treatment. Methods and results: Flowcytometric
determination of DC in the peripheral blood was based on the positive expression of surface antigens - CD83 in combination
with HLA-DR, CD11c and CD123. No significant differencies were found in initial values between the group of healthy
volunteers (n = 15; mean count of CD83+ cells was 0,62+0,06%; ratio DC1/DC2 = 2,5) and the group of patients before
treatment (n=15;0,5910,13% CD83+; DC1/DC2 =2,17). In the group of patients (n = 10), after induction treatment with VAD
regimen (vincristin, adriamycin, dexamethason), mean percentage of DC (0,84+0,4% CD83+ cells; DC1/DC2 = 1,59) was
higher than initial values. Administration of the G-CSF reduced the total DC numbers (0,6610,6%; DC1/DC2 = 3,71). The
lowest total DC counts were in the apheresis products (0,3610,2%; DC1/DC2 =4,75). Administration of the GM-CSF increased
DC numbers (0,5610,3%; DC1/DC2 = 1,59). Pre-treatment DC values were reached in the six months after transplantation
(0,8320,6%; DC1/DC2 = 3,92). Conclusions : The highest number of total DC was found after induction treatment and in the
six months after transplantation. Ratio DC1/DC2 showed the relative predominance of DC1 subtype, the highest ratio was
found in the apheresis products and in peripheral blood six months after transplantation.
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Uvod

Dendritické buiiky jsou G¢inné antigen-prezentujici buniky, jez
jsou schopny pohltit cizorody antigen (Ag) a opracovany jej
nasledné€ nabidnout T lymfocytim, ¢imZ mtZe dojit k vyvola-
ni primérni T buné¢éné odpovédi (Hart, Blood 1997). Ve spo-
jeni s vhodnym nadorovym antigenem Ize indukovat protina-
dorovou imunitu u pacientii s MM (Kwak, Seminar Hematol
1999). DB se tak jevi vhodnymi butikami pro imuniza¢ni pro-
tokoly a pro pfipravu protinddorovych vakcin.

Vlastnosti, fenotyp a funk¢ni stav DB jsou zavislé na typu pre-
kurzoru a stupni zralosti. Nezralé dendritické buiiky periferni
krve exprimuji pouze omezenou fadu antigentl, pfi¢emzZ akti-
vaci se jejich repertodr rozSifuje a exprese sili. DB nesou na
svém povrchu specifické znaky pro DB linii (CMRF-44,
CMRF-56, CD83, S100), znaky makrofigt (CD68), znaky
lymfoidnich a myeloidnich linii (CD4, CDS5, CD13, CD33),
Fc receptory (CD64, CD32), kostimula¢ni molekuly (CD40,
CD80, CD86), adhezni molekuly (CD11a, CD11c, CD50,

CD54, CD58, CD102), béZzné leukocytarni antigeny (CD45,
CD45) a antigeny hlavnich histokompatibilnich tfid (HLA-
ABC, -DP, -DQ, -DR) (Hart, Blood 1997). JelikoZ prozatim
neexistuje specifickd metoda pro ur¢eni poctu DB v periferni
krvi, byvaji tyto Casto stanovovdny jako butiky negativni z hle-
diska liniovych znaki (lin") a zdrovei silné HLA-DR pozitiv-
ni, pfipadné pozitivni z hlediska znaku CMRF44 a negativni
v rdmci znakdt CD19 (exprimovan B-lymfocyty) a CD14
(exprimovan monocyty) (Fearnley, Blood 1999). Exprese
povrchového markeru CD83 - liniového znaku DB - je pfici-
tdna zejména aktivovanym ¢i zralym DB. CD83 je 45kD trans-
membréanovy protein, ¢len imunoglobulinové (Ig) rodiny, skla-
dd se z jednoduchého typu Ig extraceluldrni domény
a C-termindlniho cytoplasmatického konce. Antigen CD83 se
nachdazi zejména na folikuldrnich dendritickych burikéch, cir-
kulujicich dendritickych buiikach, interdigitujicich DB v lym-
fatickych tkanich, na in vitro generovanych DB a thymovych
dendritickych buiikach. Jeho exprese vSak neni omezena jen

KLINICKA ONKOLOGIE 15 62002 211



na DB, CD83 je také exprimovan v nékterych germindlnich
centrech B bunék a u nékterych lymfoblastoidnich bunéénych
liniich. Ackoliv jeho funkce dosud neni zndma, mtiZe hrat roli
v mezibunécnych interakcich pfi prezentaci Ag (Lechmann,
J Exp Med 2001).

Nezralé DB periferni krve a nelymfatickych tkani vykazuji
vysokou fagocytarni aktivitu a slabou schopnost stimulovat
T lymfocyty. Po setkdni s Ag a jeho zpracovani (fagocytéza
Ag, makropinocytdza extraceluldrni tekutiny nebo receptorem
zprostfedkovand endocyt6za) (Sallusto, J Exp Med 1995),
dochézi k jejich maturaci a diferenciaci, coZ je provdzeno sni-
Zenim schopnosti pohltit Ag, zvySenou expresi kostimulacnich
a adhezivnich molekul (Banchereau, Nature 1998) a migraci
DB do sekundarnich lymfatickych organi, kde se uplatiiuje
zvySeny stimulacni potencidl pro aktivaci a naslednou prolife-
raci T bunék (Hart, Blood 1997). Proces vyzravani je kontro-
lovén signaly v mikroprostiedi DB, muiiZe téZ byt indukovan
zanétlivymi faktory, cytokiny atd. Je zfejmé, Ze ptitomnost riiz-
nych vyvojovych stadii DB je dileZitd pro komplexni imunit-
ni odpovéd organismu (Hajek, Medical Oncology 1999).

V periferni krvi se dendritické buiiky vyskytuji ve velmi niz-
kém poctu 0,1-1% vSech mononuklearnich bunék (McCarthy,
Immunology 1997). U lidi byly charakterizovany prozatim
minimélné tfi podtypy DB : CD14+CD11c+monocyty, CD14-
CD11c-IL3Ra+ plazmatocytoidni butiky, CD14-CD11¢+cir-
kulujici DB (Brossart, Exp. Hematology 2001). Donedé4vna
byly DB déleny dle svého plivodu, funkce a lokalizace do 2
populaci — myeloidni a lymfoidni — navzdjem se li$icich
v expresi CD8a (Banchereau, Nature 1998). Soudilo se, Ze
mysi splenické CD8o DB (myeloidni) mohou indukovat
T bunénou proliferaci a iniciovat imunitni odpovéd zatimco
CD8a* DB (Iymfoidni) inhibuji T proliferaci a naopak indu-
kuji Fas/FasL-mediovanou apoptézu CD4+ lymfocytd, a tedy
hrajiroli v periferni toleranci a negativni selekci v thymu (Suss,
J Exp Med 1996). Tyto 2 subpopulace se také 1isi ve schop-
nosti prezentace antigenu T lymfocytim a in vivo studie navic
ukdzaly, Ze antigenem ovlivnéné CD8o* DB fidi rozvoj T hel-
per 1 (Th1) podtypu imunitni odpovédi a CD8o DB se uplat-
fuji v T helper 2 (Th2) podtypu imunitni odpovédi (Maldo-
nado-Lopez, J Exp Med 1999). Bylo zjiSténo, Ze CD8o neni
markerem lymfoidniho ptivodu, oba subtypy u mysi pochaze-
jizbéZnych myeloidnich prekurzori sleziny a thymu. Lze tedy
predpokladat, Ze rozdil ve funkci a fenotypu rozdilnych sub-
typi DB je podminén mikroprostfedim tkan€ a matura¢nim
stavem DB (Traver, Science 2000).

V této préci byly identifikovidny a enumerovany dva niZe uve-
dené podtypy dendritickych bunék. Buiiky DB1 s expresi
CD14-CD11c+CD13+CD33+ vyZaduji pro své pfeZivani GM-
CSF a po stimulaci maji schopnost sekrece IL-12. Tyto DB
aktivuji nezadané T lymfocyty, fidi jejich diferenciaci smérem
k Th1 imunitni odpovédi a generuji tak protinddorovou imu-
nitu. Podtyp DB2 s expresi CD14-CD11c-CD4+CD123+
vyZaduje pro dozrani IL-3 a v reakci na viry se jevi zdrojem
INF typu I (Arpinati, Blood 2000; Brossart, Exp. Hematology
2001). MuiZe vyvolat diferenciaci T bun€k do Th2 imunitni
odpovédi a modulovat rozvoj akutni ,,graft versus host disea-
se“ (aGvHD) po allogenni transplantaci perifernich kmeno-
vych bunék (PBSC) (Bock, ASH 2001), pfipadné indukovat
toleranci (Pullarkat, ASH 2001). Arpinati pfedpoklada, Ze ztra-
ta cirkulujicich DB2 miZe byt spojena s rozvojem akutni ¢i
chronické GvHD (EBMT, 2002). Vyhodnocenim poctu téch-
to podtypt a poméru D1/D2 byl ziskédn idaj o mnoZstvi dend-
ritickych bunék v rliznych fazich 1é¢by pacientli s mnohocet-
nym myelomem. Tato data budou nasledné vyuZita k urceni
nejvyhodnéjsi doby sbéru DB pro moZnou expanzi dendritic-
kych bunék za tcelem vyroby nadorovych vakcin.

Material a metody

Pacienti: Vzorky periferni krve byly ziskény od pacientii s MM
nasikliniky (n=10), ktefi podstoupili vysokoddvkovanou che-
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moterapii s autologni transplantaci perifernich kmenovych
bunék. Odbéry byly provddény do EDTA v téchto danych ¢aso-
vych intervalech, se sou¢asnym stanovenim krevniho obrazu
pacientt pro urceni absolutniho poc¢tu DB : 1) po ukonceni
induk¢ni chemoterapie (4 x VAD), 2) po stimulaci cyklofos-
famidem CFA (5 mg/m?) a G-CSF (5 - 10 pg/kg) - pfi leu >
5x10°/1, 3) ve §t&pu perifernich kmenovych bun&k (PBSC), 4)
po provedeni autologni transplantace (s pfipravnym reZimem
- jednorazovou ddvkou melfalanu 200 mg/m?) nisledované
aplikaci GM-CSF (5 pg/kg, od 7. dne po transplantaci) - pfi
leu > 5x10%/1a 6. mé&sic po transplantaci. Hodnoceni potu DB
pred 1écbou bylo provedeno na odliSném vzorku neléenych
pacienti pfi jejich vstupnim vySetfeni (n = 15). Jako kontrola
vstupniho hodnoceni pacientl byla analyzovana také perifer-
ni krev zdravych jedinct (n = 15).

Metodika: 50 ul periferni krve (pfipadné 10 ul PBSC) bylo 20
minut inkubovéno s 3x3 pl monoklonalnich protilétek. PouZi-
ty byly tyto trojkombinace protilatek : antiCD83-TC/ antiHLA-
DR-FITC/ antiCD11¢-PE (v8e Caltag, Burlingame, CA, USA)
nebo antiCD83-TC/ antiHLA-DR-FITC/ antiCD123-PE (Cal-
tag a Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Pro nasta-
veni piistroje byla pouZita negativni izotypova kontrola - mou-
se [gG3-FITC/1gG2a-PE/IgG1-TC (Caltag, USA). Erytrocyty
byly odstranény lyzaci kyselinou mravenci a vzorek byl fixo-
véan paraformaldehydem. Flowcytometrickd analyza byla pro-
vedena na pftistroji Epics XL (Beckman Coulter, Florida,
USA), kde byla metodou tiibarevné imunofluorescence sle-
dovéna soucasné leukocytérni exprese vySe uvedenych znaki
charakterizujicich dany podtyp dendritickych bunék.
Statistika: Cilem analyzy bylo srovnini hodnot vybranych zna-
kit dendritickych bunék u zdravych jedincii a u pacientli s mno-
hocetnym myelomem, u pacientt byly déle analyzovény ¢aso-
vé zmény v hodnotich povrchovych markert v pribéhu 1é¢by.
Pro deskriptivni ucely byly v analyze pouZity zakladni statis-
tické grafy (Box-Whisker ploty, kategorizované sloupcové
a korela¢ni diagramy) a statistické tabulky. U spojitych para-
metrl byly vypocteny zdkladni statistické ukazatele (pramér,
medidn, SD a pfislu$né kvantily). Pii analyze korela¢nich vzta-
ht byl vyuZit neparametricky Spearmaniiv korela¢ni koefici-
ent RS, pfi srovnani kontrolni skupiny a vstupnich hodnot paci-
entl byl aplikovan Mann-Whitney U test a pfi srovnani hodnot
markerQ v pribéhu 1écby Wilcoxonlv parovy test. Statistické
testy byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky

Jako hlavni antigen charakterizujici dendritické buiiky byl zvo-
len aktivacni povrchovy znak CD83, ktery spolecné s pod-
skupinou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) —
HLA-DR slouZi k identifikaci dendritickych bunék (Fearnley,
Blood 1999). Stanoveni procenta DB jednotlivych subpopu-
laci z leukocytl plné periferni krve (obr. A) bylo provedeno
po nastaveni parametri pfistroje dle negativni izotypové kon-
troly (obr. B). Analyzovéana byla populace pfedpokladanych
dendritickych bunék CD83+HLA-DR+ (obr. C), na kterych

Obr. A, B,C,D:

Flowcytometrickd ana-
lyza: (A) leukocytarni
gate R1 = side scatter
vs. forward scatter, (B)
negativni  izotypova
kontrola (C) exprese
CD83-TC/HLA DR-
FITC - pfedpoklddané
dendritické buriky se
nachézeji v gate R2, (D)
exprese znaku CD11c-
PE na  populaci
CD83+HLA DR+
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Tab. 1: Zastoupeni srovnavanych markeru u kontrolni skupiny zdra-
vych osob (n=15) a kontrolni skupiny pacienti pied 1é¢bou (n=15) — (A)
- procenta, (B) - absolutni pocty.

Tab. 1A
hodnocené o mersSbi - %™ | pevalue
zdravi (n=15) | pacienti (n=15)

DBI1 0,2510,12 0,2620,11 0,468
DB2 0,10£0,05 0,1210,10 0,885
DB1/DB2 2,50 2,17

CD 83+ 0,62+0,06 0,5910,13 0,191
DR+ 11,01£2,15 10,34+4,01 0,983
llc 1,8440,33 1,93+0,74 0,206
123 1,70£0,33 1,4110,61 0,290

Tab. 1B
anacene | KA R | e
zdravi (n=15) | pacienti (n=15)

DBI1 1,23+0,56 1,35+0,49 0,395
DB2 0,54+0,23 0,5240,31 0,663
DB1/DB2 2,28 2,60

CD 83+ 3,2610,57 3,22£1,15 0,724
DR+ 58,21£18,03 54,41429,03 0,254
llc 9,59£2,12 9,92+4,21 0,724
123 8,9312,55 7,4443,71 0,178

byl déle sledovan vyskyt antigenu CD11c nebo CD123 (obr.
D). Sledovani znaku CD123 bylo zapocato aZ v pribéhu této
studie, jeho hodnoceni bylo provedeno u 7 pacientll. Absolut-
ni hodnoty DB byly pfepocteny dle mnoZstvi leukocytt. Hod-
noceni exprese znaku CD83 na leukocytech se ukdzalo jako
komplikované, nebot hranice mezi autofluorescenci negativ-
nich bunék a specifickou fluorescenci pozitivnich bunék byla
Casto nezfetelna.

Referencni vzorky 15 zdravych jedinct se pohybovaly v roz-
mezi 0,41-0,83 % CD83+ bungk (primérné 0,62%) - (absolut-
ni poéty v rozmezi 2,10-5,04x10%/1) a nelisily se statisticky
vyznamné od kontrolnich vstupnich dat 15 pacientt 0,37-0,94 %
CD83+ bun&k (primémé 0,59%) - (1,62-7,52x10°/1) (tab. 1A,
1B). Pocty DB v ramci jednotlivcil vykazovaly velké intraindi-
vidudlni rozdily, coZ miZe byt zpiisobeno jednak fluktuacemi
v §irS§im rozmezi normélnich hodnot ¢i cyklickymi variacemi
DB periferni krve (Fearnley, Blood 1999).

U léCenych pacientii po induk¢ni 1é¢bé VAD vzrostl pocet DB
na 0,84% CD83+ (DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), aplikace G-
CSF zpusobila sniZeni poctu CD83 pozitivnich bunék na
0,66%, ale soucasné zvySeni po¢tu DB1 (DB1 =0,52%; DB2
= 0,14%). V autolognim Sté€pu jsme zaznamenali nejniZsi
mnoZstvi DB (0,36% CD83+; DB1 = 0,19%; DB2 = 0,04%),
jednalo se pravdépodobné o relativni sniZeni zptisobené pre-
vahou PBSC. Po podani GM-CSF se pocty DB opét zvySova-
ly (0,56% CD83+, DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), s pfevahou
podtypu D1 nad D2. V dobé& okolo 6. mésice po transplantaci
doslo k dalS§imu vzestupu poc¢tu DB (0,83% CD83+, DB1 =
0,47%; DB2 = 0,12%), pravdépodobné byla obnovena hladi-
na odpovidajici obdobi pred 1éc¢bou (viz tab. 2).

Bylo zjisténo vyssi zastoupeni dendritickych bunék podtypu
DB1 (83+HLA-DR+11c+) ve srovnani s DB2 (83+HLA-
DR+123+), a to u kontrolnich vzorkd (vstupni DB1/DB2 =
2,5) i nemocnych (vstupni DB1/DB2 = 2,17; po indukci
DBI1/DB2 = 1,59; po G-CSF DB1/DB2 = 3,71; ve S$té€pu
DB1/DB2=4,75; po GM-CSF DB1/DB2 =1,59; 6M po trans-

Tab. 2: Cetnost markeri (%) u skupiny pacienti (n=10) v pritbéhu 1é¢by, znak CD123 hodnocen u 7 osob, rozdilné apostrofy v ramci Fadku
znadi statisticky vyznamnou odliSnost (A se lisi od B, ale nelisi od AB apod.)

hodnocené Casovy prubéh 1écby - rel. poéty [primértSD] - %

znaky po indukci po G-CSF Stép po GM-CSF 6MpoT
DB1 0,46£0,39 A 0,52+0,68 A 0,19£0,15 A 0,4610,47 A 0,47£0,67 A
DB2 0,2910,27 A 0,14+0,16 AB 0,04£0,06 B 0,29+0,32 A 0,1240,11 AB
DB1/DB2 1,59 3,71 4,75 1,59 3,92

CD 83+ 0,84+0.4 A 0,66+0,6 AB 0,36£0,2 B 0,56£0,3 AB 0,83£0,6 A
HLA DR+ 8,45+4,15A 3,4242,16 B 6,03£5,29 ABC 14,19£12,66 AC 12,5747,63 AC
CD11c+ 3,42+1,99 A 0,96+0,48 B 2,1913,89 AB 5,46£12,60 AB 2,19£1,10 A
CD123+ 2,53+4,02 A 0,71£0,60 BC 0,4310,22 C 3,7245,04 A 1,43£0,29 AB
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plantaci DB1/DB2 =3,92). Vzhledem k tomu, Ze skupina paci-
entd se vstupnim hodnocenim pied lé¢bou neni totoZnd se sku-
pinou hodnocenou v prubéhu 1écby, nebyly tyto dvé skupiny
sméSovéany pro urceni statistické vyznamnosti rozdilu poctu

Diskuse

Identifikace DB periferni krve je ztiZena absenci specifické-
ho povrchového markeru, ktery by umoznil jejich jednoznacné
stanoveni. JelikoZ neaktivované DB periferni krve neexpri-
muji ve vysoké mife Zadné dalsi leukocytarni markery, v pra-
Xi se tedy vyuZiva silné exprese HLA-DR molekul v kombi-
naci s negativitou na znaky bunécnych linii (Hart, Blood
1997). Je v8ak prokazéano, Ze populace lin HLA-DR* je vel-
mi heterogenni a ddva vzniknout rozdilnym bunécnym popu-
lacim — mezi jinymi také non-DB fibrocytim (Chesney, Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1997), tudiZ se takovéto hodnoceni poctu
DB mbuzZe stat zdrojem chyb (Fearnley, Blood 1999). Mnoz-
stvi linTHLA-DR™ bunék je také zvySeno u nékterych nemo-
ci, zejména pti vyplavovani hematopoetickych prekurzorti do
periferni krve, coZ opét svédci proti pouZiti této metodiky sta-
noveni DB (Reid, J] Immunol 1992).

Také nami zvoleny povrchovy znak CD83 se vyskytuje ve vys-
$i mife aZ na aktivovanych ¢i diferencovanych dendritickych
burikach (Hart, Blood 1997). Buiiky nesouci tento znak byly
zaznamendny teprve po nékolikeré izolaci a kratké kultivaci
mononuklearnich bunék (MNC) periferni krve (Markowicz,
Arch Immunol Ther Exp 2001; Luft, J Immunol 1998). Je tedy
zfejmé, Ze hodnoceni exprese aktiva¢niho znaku CD83 naleu-
kocytech periferni krve je zatiZzeno vysokou chybou. Nelze
vSak pfedpokladat, Ze se DB exprimujic{ tento znak v perifer-
ni krvi nevyskytuji, nebot proces maturace a s nim spojena
exprese znaku CD83 by mély byt zahijeny bezprostfedné po
setkani antigenem. Pfi svém putovani z periferni krve do
sekundarnich lymfatickych organt by takovéto dendritické
buriky mély byt odhaleny navzdory svému nizkému poctu.
Urcitou moZnost skytd hodnoceni pouze pies populaci MNC
¢i opakovany odecet exprese znakll. Zminit 1ze také zvySeni
koncentrace MNC prostiednictvim separdtorti, kdy - po odstra-
néni lymfocytl z odseparovanych mononukledrnich bunék
periferni krve (PBMC) a nasledné kultivaci s vhodnymi cyto-
kiny - Ize ziskat butiky vykazujici morfologii DB (Rouard,
ASH 2001). Hart proved] dal$i purifikaci PBMC na zdkladg
magnetické separace prostiednictvim specifickych protildtek
CMRF-44, CMRF-56 a ziskal populaci DB v dostate¢ném
mnoZzstvi a kvalité pro imunoterapeutické ucely (Hart, ASH
2001). Separace MNC by tedy mohla usnadnit hodnoceni DB
periferni krve v disledku relativniho zvySeni poctu bunék
exprimujicich hodnoceny marker CD83.

V soucasné dobé se objevilo také n€kolik novych monoklo-
nélnich protilatek k hodnoceni zastoupeni DB 1i jejich podty-
pu. Jsou to napt. protildtka vici znaku ILT3 exprimovanému
vSemi DB na riznych urovnich maturace (Immunotech, Coul-
ter Company) a protilatka proti BDCA?2 antigenu specifické-
mu pro DB2 (Miltenyi Biotec). Je zfejmé, Ze nalezeni dalSich
specifickych protilatek proti znakiim exprimovanym dendri-
tickymi buiitkami miZe velmi usnadnit jejich hodnoceni, kte-
ré bylo prozatim zatiZzeno chybami.

O kinetice dendritickych bunék periferni krve prozatim neni
pfili§ mnoho zndmo. NaSe vysledky vSak ukazuji, Ze indukc-
ni 1écba VAD vyvolala zvySeni poctu DB (DB1i DB2) vzhle-
dem k nelécenym pacientim a zdravym kontroldm. Nutno

podotknout, Ze jsou zde srovnavany odliSné skupiny pacien-
tl, je tedy moZné, Ze mezi témito existuje posun v hodnoceni
exprese povrchovych znaki.

Po aplikaci G-CSF jsme nalezli, pfi sou¢asném poklesu expre-
se CD83, sniZeni poctu DB2, zatimco pocty DB1 vzrostly.
Naopak Hart zjistil, Ze stimulace zdravych darcti pomoci G-
CSF neménila poc¢et CD11+ DB, pfi¢emZ pocty CD123+ DB
se zvysily a korelovaly se snizenim CD62L-selektinu (ASH
2001). Také Bolwell popisuje zvySeny vyskyt DB2 u G-CSF
stimulovanych dércti ve srovnani se stimulaci pomoci kombi-
nace G-CSF + VP-16 (Etoposid) (ASH 2001). Je mozZné, Ze
mobilizace PBSC zptisobuje niz$i stimulaci buné¢nych pre-
kurzori a tedy pozastaveni tvorby DB, pfipadné G-CSF pii-
mo ¢i nepfimo ovliviiuje produkci DB. Tomu by také odpovi-
dalo postupné obnovoviani jejich poctu po transplantaci
(Fearnley, Blood 1999), G-CSF pravdépodobné méni adhez-
ni fenotyp amigracni schopnosti DB periferni krve (Hart, ASH
2001).

NejniZsi pocty DB byly nalezeny ve §tépu PBSC, coZ odpovi-
darelativni pfevaze kmenovych bunék pfednostné exprimuji-
cich znak CD34. Tyto kmenové sice buiiky patfi, spolu s mono-
cyty, mezi zdrojové butiky pro expanzi DB in vitro, ale je
zfejmé, Ze znaky DB vykazuji aZ po kultivaci s urcitymi cyto-
kiny. Nicmén€ tyto CD34+ buiiky napoméhaji obnoveni DB
linie. Tzolas provedl studii s dircovskymi DB a zjistil, Ze vy§-
Sipocet DB1 v allogennim PBSC transplantitu je spojen s akut-
néj$i GVHD (ASH 2001). Reddy sledoval mnoZstvi DB ajejich
podtypit v dob€ allogenni transplantace, kdy vys$si % cirkulu-
jicich DB bylo spojeno s pozd€jsim relapsem a tedy prodlou-
Zenym prezivanim (ASH 2001). Je tedy moZné, Ze monitoro-
vanim poctu DB periferni krve po transplantaci a srovnanim
s jejich predtransplantaénimi hodnotami, Ize pfedpovédét
relaps pacientil.

Stimulace prostfednictvim GM-CSF napomahajici obnoveni
krvetvorby po transplantaci se projevila na vzristu po¢tu DB
na priblizné normélni hodnotu mélo odliSnou od vstupnich
méfeni. Nasledné hodnoceni v 6. mésici po transplantaci se
statisticky vyznamné neliSilo od pfedchoziho, pouze se zvysil
pocet CD83+ bunék. Pfedpokladdme, Ze pocty DB se vraceji
k normélnim pfedlécebnym hodnotdm jiZ v nékolika dnech po
aplikaci GM-CSF, coZ je v souhlase se studii Fearnleye (Blo-
od 1999).

Zavér

Hodnoceni poctu dendritickych buné€k cirkulujicich v perifer-
ni krvi bylo komplikovéano nizkou expresi znaku CD83 naleu-
kocytech. Buriky s pozitivni expresi tvoii menSinovou Spatné
hodnotitelnou populaci, proto by bylo vhodné provést srov-
nani hodnoceni DB s nékterou z novych komercné dostupnych
protilatek. Pfesto se ndim podafilo zhodnotit relativni pocty
obou podtypt dendritickych bunék a prokdzat zmény v jejich
poméru DB1/DB2 u pacientli s mnohocetnym myelomem
v pribéhu 1écby. Kontrolni vzorky zdravych jedinci nevyka-
zovaly pfi srovnani se vstupnim hodnocenim nemocnych sta-
tisticky vyznamny rozdil v Zddném ze sledovanych paramet-
ri. Nejvyssi procento CD83+ bunék bylo odecteno v periferni
krvi pacientd po induk¢ni 16€b& VAD a v 6. mésici po trans-
plantaci, nejvyssi pomér DB1/DB2 byl nalezen v autolognim
Stépu a v periferni krvi v 6. mésici po transplantaci.

Tato price je podpofena grantem GACR 301/00/0405
a vyzkumnym zamérem MZCR 00065269705.
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