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Úvod
Dendritické buÀky jsou úãinné antigen-prezentující buÀky, jeÏ
jsou schopny pohltit cizorod˘ antigen (Ag) a opracovan˘ jej
následnû nabídnout T lymfocytÛm, ãímÏ mÛÏe dojít k vyvolá-
ní primární T bunûãné odpovûdi (Hart, Blood 1997). Ve spo-
jení s vhodn˘m nádorov˘m antigenem lze indukovat protiná-
dorovou imunitu u pacientÛ s MM (Kwak, Seminar Hematol
1999). DB se tak jeví vhodn˘mi buÀkami pro imunizaãní pro-
tokoly a pro pfiípravu protinádorov˘ch vakcín.
Vlastnosti, fenotyp a funkãní stav DB jsou závislé na typu pre-
kurzoru a stupni zralosti. Nezralé dendritické buÀky periferní
krve exprimují pouze omezenou fiadu antigenÛ, pfiiãemÏ akti-
vací se jejich repertoár roz‰ifiuje a exprese sílí. DB nesou na
svém povrchu specifické znaky pro DB linii (CMRF-44,
CMRF-56, CD83, S100), znaky makrofágÛ (CD68), znaky
lymfoidních a myeloidních linií (CD4, CD5, CD13, CD33),
Fc receptory (CD64, CD32), kostimulaãní molekuly (CD40,
CD80, CD86), adhezní molekuly (CD11a, CD11c, CD50,

CD54, CD58, CD102), bûÏné leukocytární antigeny (CD45,
CD45) a antigeny hlavních histokompatibilních tfiíd (HLA-
ABC, -DP, -DQ, -DR) (Hart, Blood 1997). JelikoÏ prozatím
neexistuje specifická metoda pro urãení poãtu DB v periferní
krvi, b˘vají tyto ãasto stanovovány jako buÀky negativní z hle-
diska liniov˘ch znakÛ (lin-) a zároveÀ silnû HLA-DR pozitiv-
ní, pfiípadnû pozitivní z hlediska znaku CMRF44 a negativní
v rámci znakÛ CD19 (exprimován B-lymfocyty) a CD14
(exprimován monocyty) (Fearnley, Blood 1999). Exprese
povrchového markeru CD83 - liniového znaku DB - je pfiiãí-
tána zejména aktivovan˘m ãi zral˘m DB. CD83 je 45kD trans-
membránov˘ protein, ãlen imunoglobulinové (Ig) rodiny, sklá-
dá se z jednoduchého typu Ig extracelulární domény
a C-terminálního cytoplasmatického konce. Antigen CD83 se
nachází zejména na folikulárních dendritick˘ch buÀkách, cir-
kulujících dendritick˘ch buÀkách, interdigitujících DB v lym-
fatick˘ch tkáních, na in vitro generovan˘ch DB a thymov˘ch
dendritick˘ch buÀkách. Jeho exprese v‰ak není omezena jen
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CD11c a CD123. Kontrolní skupina zdrav˘ch jedincÛ (n = 15; prÛmûr 0,62±0,06% CD83+ bunûk; pomûr DB1/DB2 = 2,5)
nevykazovala statisticky v˘znamn˘ rozdíl pfii srovnání se vstupním hodnocením pacientÛ pfied léãbou (n = 15; 0,59±0,13%
CD83+ bunûk; DB1/DB2 = 2,17). U léãen˘ch pacientÛ (n = 10) do‰lo po indukãní léãbû VAD (vincristin + adriamycin + dexa-
methazon) k nárÛstu celkového poãtu DB (0,84±0,4%; DB1/DB2 = 1,59) ve srovnání s poãáteãními hodnotami, po aplikaci 
G-CSF poãet DB poklesl (0,66±0,6%; DB1/DB2 = 3,71). NejniÏ‰ích hodnot celkového poãtu DB bylo dosaÏeno v aferézním
produktu (0,36±0,2%; DB1/DB2 = 4,75). Aplikace GM-CSF vyvolala zv˘‰ení poãtu DB (0,56±0,3%; DB1/DB2 = 1,59) a v 6.
mûsíci po transplantaci se obnovila pfiedléãebná hladina DB (0,83±0,6%; DB1/DB2 = 3,92). Závûr : Nejvy‰‰í poãty DB byly
zji‰tûny po indukãní léãbû a v ‰estém mûsíci po transplantaci. Pomûr DB1/DB2 vyznûl pro relativní pfievahu typu DB1, nej-
vy‰‰í byl v aferézním produktu a v periferní krvi ‰estého mûsíce 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; 0,59±0,13% 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 (0,66±0,6%; DC1/DC2 = 3,71). The
lowest total DC counts were in the apheresis products (0,36±0,2%; DC1/DC2 = 4,75). Administration of the GM-CSF increased
DC numbers (0,56±0,3%; DC1/DC2 = 1,59). Pre-treatment DC values were reached in the six months after transplantation
(0,83±0,6%; 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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na DB, CD83 je také exprimován v nûkter˘ch germinálních
centrech B bunûk a u nûkter˘ch lymfoblastoidních bunûãn˘ch
liniích. Aãkoliv jeho funkce dosud není známa, mÛÏe hrát roli
v mezibunûãn˘ch interakcích pfii prezentaci Ag (Lechmann,
J Exp Med 2001).
Nezralé DB periferní krve a nelymfatick˘ch tkání vykazují
vysokou fagocytární aktivitu a slabou schopnost stimulovat
T lymfocyty. Po setkání s Ag a jeho zpracování (fagocytóza
Ag, makropinocytóza extracelulární tekutiny nebo receptorem
zprostfiedkovaná endocytóza) (Sallusto, J Exp Med 1995),
dochází k jejich maturaci a diferenciaci, coÏ je provázeno sní-
Ïením schopnosti pohltit Ag, zv˘‰enou expresí kostimulaãních
a adhezivních molekul (Banchereau, Nature 1998) a migrací
DB do sekundárních lymfatick˘ch orgánÛ, kde se uplatÀuje
zv˘‰en˘ stimulaãní potenciál pro aktivaci a následnou prolife-
raci T bunûk (Hart, Blood 1997). Proces vyzrávání je kontro-
lován signály v mikroprostfiedí DB, mÛÏe téÏ b˘t indukován
zánûtliv˘mi faktory, cytokiny atd. Je zfiejmé, Ïe pfiítomnost rÛz-
n˘ch v˘vojov˘ch stádií DB je dÛleÏitá pro komplexní imunit-
ní odpovûì organismu (Hájek, Medical Oncology 1999).
V periferní krvi se dendritické buÀky vyskytují ve velmi níz-
kém poãtu 0,1-1% v‰ech mononukleárních bunûk (McCarthy,
Immunology 1997). U lidí byly charakterizovány prozatím
minimálnû tfii podtypy DB : CD14+CD11c+ monocyty, CD14-
CD11c-IL3Rα+ plazmatocytoidní buÀky, CD14-CD11c+ cir-
kulující DB (Brossart, Exp. Hematology 2001). Donedávna
byly DB dûleny dle svého pÛvodu, funkce a lokalizace do 2
populací – myeloidní a lymfoidní – navzájem se li‰ících
v expresi CD8α (Banchereau, Nature 1998). Soudilo se, Ïe
my‰í splenické CD8α- DB (myeloidní) mohou indukovat
T bunûãnou proliferaci a iniciovat imunitní odpovûì zatímco
CD8α+ DB (lymfoidní) inhibují T proliferaci a naopak indu-
kují Fas/FasL-mediovanou apoptózu CD4+ lymfocytÛ, a tedy
hrají roli v periferní toleranci a negativní selekci v thymu (Suss,
J Exp Med 1996). Tyto 2 subpopulace se také li‰í ve schop-
nosti prezentace antigenu T lymfocytÛm a in vivo studie navíc
ukázaly, Ïe antigenem ovlivnûné CD8α+ DB fiídí rozvoj T hel-
per 1 (Th1) podtypu imunitní odpovûdi a CD8α- DB se uplat-
Àují v T helper 2 (Th2) podtypu imunitní odpovûdi (Maldo-
nado-Lopez, J Exp Med 1999). Bylo zji‰tûno, Ïe CD8α není
markerem lymfoidního pÛvodu, oba subtypy u my‰í pocháze-
jí z bûÏn˘ch myeloidních prekurzorÛ sleziny a thymu. Lze tedy
pfiedpokládat, Ïe rozdíl ve funkci a fenotypu rozdíln˘ch sub-
typÛ DB je podmínûn mikroprostfiedím tkánû a maturaãním
stavem DB (Traver, Science 2000).
V této práci byly identifikovány a enumerovány dva níÏe uve-
dené podtypy dendritick˘ch bunûk. BuÀky DB1 s expresí
CD14-CD11c+CD13+CD33+ vyÏadují pro své pfieÏívání GM-
CSF a po stimulaci mají schopnost sekrece IL-12. Tyto DB
aktivují nezadané T lymfocyty, fiídí jejich diferenciaci smûrem
k Th1 imunitní odpovûdi a generují tak protinádorovou imu-
nitu. Podtyp DB2 s expresí CD14-CD11c-CD4+CD123+
vyÏaduje pro dozrání IL-3 a v reakci na viry se jeví zdrojem
INF typu I (Arpinati, Blood 2000; Brossart, Exp. Hematology
2001). MÛÏe vyvolat diferenciaci T bunûk do Th2 imunitní
odpovûdi a modulovat rozvoj akutní „graft versus host disea-
se“ (aGvHD) po allogenní transplantaci periferních kmeno-
v˘ch bunûk (PBSC) (Böck, ASH 2001), pfiípadnû indukovat
toleranci (Pullarkat, ASH 2001). Arpinati pfiedpokládá, Ïe ztrá-
ta cirkulujících DB2 mÛÏe b˘t spojena s rozvojem akutní ãi
chronické GvHD (EBMT, 2002). Vyhodnocením poãtu tûch-
to podtypÛ a pomûru D1/D2 byl získán údaj o mnoÏství dend-
ritick˘ch bunûk v rÛzn˘ch fázích léãby pacientÛ s mnohoãet-
n˘m myelomem. Tato data budou následnû vyuÏita k urãení
nejv˘hodnûj‰í doby sbûru DB pro moÏnou expanzi dendritic-
k˘ch bunûk za úãelem v˘roby nádorov˘ch vakcín.

Materiál a metody
Pacienti: Vzorky periferní krve byly získány od pacientÛ s MM
na‰í kliniky (n = 10), ktefií podstoupili vysokodávkovanou che-

Obr. A, B, C, D:
Flowcytometrická ana-
l˘za: (A) leukocytární
gate R1 = side scatter
vs. forward scatter, (B)
negativní izotypová
kontrola (C) exprese
CD83-TC/HLA DR-
FITC - pfiedpokládané
dendritické buÀky se
nacházejí v gate R2, (D)
exprese znaku CD11c-
PE na populaci
CD83+HLA DR+ 

moterapii s autologní transplantací periferních kmenov˘ch
bunûk. Odbûry byly provádûny do EDTA v tûchto dan˘ch ãaso-
v˘ch intervalech, se souãasn˘m stanovením krevního obrazu
pacientÛ pro urãení absolutního poãtu DB : 1) po ukonãení
indukãní chemoterapie (4 x VAD), 2) po stimulaci cyklofos-
famidem CFA (5 mg/m2) a G-CSF (5 - 10 µg/kg) - pfii leu >
5x109/l, 3) ve ‰tûpu periferních kmenov˘ch bunûk (PBSC), 4)
po provedení autologní transplantace (s pfiípravn˘m reÏimem
- jednorázovou dávkou melfalanu 200 mg/m2) následované
aplikací GM-CSF (5 µg/kg, od 7. dne po transplantaci) - pfii
leu > 5x109/l a 6. mûsíc po transplantaci. Hodnocení poãtu DB
pfied léãbou bylo provedeno na odli‰ném vzorku neléãen˘ch
pacientÛ pfii jejich vstupním vy‰etfiení (n = 15). Jako kontrola
vstupního hodnocení pacientÛ byla analyzována také perifer-
ní krev zdrav˘ch jedincÛ (n = 15).
Metodika: 50 µl periferní krve (pfiípadnû 10 µl PBSC) bylo 20
minut inkubováno s 3x3 µl monoklonálních protilátek. PouÏi-
ty byly tyto trojkombinace protilátek : antiCD83-TC/ antiHLA-
DR-FITC/ antiCD11c-PE (v‰e Caltag, Burlingame, CA, USA)
nebo antiCD83-TC/ antiHLA-DR-FITC/ antiCD123-PE (Cal-
tag a Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Pro nasta-
vení pfiístroje byla pouÏita negativní izotypová kontrola - mou-
se IgG3-FITC/ IgG2a-PE/ IgG1-TC (Caltag, USA). Erytrocyty
byly odstranûny lyzací kyselinou mravenãí a vzorek byl fixo-
ván paraformaldehydem. Flowcytometrická anal˘za byla pro-
vedena na pfiístroji Epics XL (Beckman Coulter, Florida,
USA), kde byla metodou tfiíbarevné imunofluorescence sle-
dována souãasná leukocytární exprese v˘‰e uveden˘ch znakÛ
charakterizujících dan˘ podtyp dendritick˘ch bunûk.
Statistika: Cílem anal˘zy bylo srovnání hodnot vybran˘ch zna-
kÛ dendritick˘ch bunûk u zdrav˘ch jedincÛ a u pacientÛ s mno-
hoãetn˘m myelomem, u pacientÛ byly dále analyzovány ãaso-
vé zmûny v hodnotách povrchov˘ch markerÛ v prÛbûhu léãby.
Pro deskriptivní úãely byly v anal˘ze pouÏity základní statis-
tické grafy (Box-Whisker ploty, kategorizované sloupcové
a korelaãní diagramy) a statistické tabulky. U spojit˘ch para-
metrÛ byly vypoãteny základní statistické ukazatele (prÛmûr,
medián, SD a pfiíslu‰né kvantily). Pfii anal˘ze korelaãních vzta-
hÛ byl vyuÏit neparametrick˘ SpearmanÛv korelaãní koefici-
ent RS, pfii srovnání kontrolní skupiny avstupních hodnot paci-
entÛ byl aplikován Mann-Whitney U test a pfii srovnání hodnot
markerÛ v prÛbûhu léãby WilcoxonÛv párov˘ test. Statistické
testy byly hodnoceny na hladinû v˘znamnosti α = 0,05.

V˘sledky
Jako hlavní antigen charakterizující dendritické buÀky byl zvo-
len aktivaãní povrchov˘ znak CD83, kter˘ spoleãnû s pod-
skupinou hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) –
HLA-DR slouÏí k identifikaci dendritick˘ch bunûk (Fearnley,
Blood 1999). Stanovení procenta DB jednotliv˘ch subpopu-
lací z leukocytÛ plné periferní krve (obr. A) bylo provedeno
po nastavení parametrÛ pfiístroje dle negativní izotypové kon-
troly (obr. B). Analyzována byla populace pfiedpokládan˘ch
dendritick˘ch bunûk CD83+HLA-DR+ (obr. C), na kter˘ch
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byl dále sledován v˘skyt antigenu CD11c nebo CD123 (obr.
D). Sledování znaku CD123 bylo zapoãato aÏ v prÛbûhu této
studie, jeho hodnocení bylo provedeno u 7 pacientÛ. Absolut-
ní hodnoty DB byly pfiepoãteny dle mnoÏství leukocytÛ. Hod-
nocení exprese znaku CD83 na leukocytech se ukázalo jako
komplikované, neboÈ hranice mezi autofluorescencí negativ-
ních bunûk a specifickou fluorescencí pozitivních bunûk byla
ãasto nezfietelná. 
Referenãní vzorky 15 zdrav˘ch jedincÛ se pohybovaly v roz-
mezí 0,41-0,83 % CD83+ bunûk (prÛmûrnû 0,62%) - (absolut-
ní poãty v rozmezí 2,10-5,04x109/l) a neli‰ily se statisticky
v˘znamnû od kontrolních vstupních dat 15 pacientÛ 0,37-0,94 %
CD83+ bunûk (prÛmûrnû 0,59%) - (1,62-7,52x109/l) (tab. 1A,
1B). Poãty DB v rámci jednotlivcÛ vykazovaly velké intraindi-
viduální rozdíly, coÏ mÛÏe b˘t zpÛsobeno jednak fluktuacemi
v ‰ir‰ím rozmezí normálních hodnot ãi cyklick˘mi variacemi
DB periferní krve (Fearnley, Blood 1999). 
U léãen˘ch pacientÛ po indukãní léãbû VAD vzrostl poãet DB
na 0,84% CD83+ (DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), aplikace G-
CSF zpÛsobila sníÏení poãtu CD83 pozitivních bunûk na
0,66%, ale souãasnû zv˘‰ení poãtu DB1 (DB1 = 0,52%; DB2
= 0,14%). V autologním ‰tûpu jsme zaznamenali nejniÏ‰í
mnoÏství DB (0,36% CD83+; DB1 = 0,19%; DB2 = 0,04%),
jednalo se pravdûpodobnû o relativní sníÏení zpÛsobené pfie-
vahou PBSC. Po podání GM-CSF se poãty DB opût zvy‰ova-
ly (0,56% CD83+, DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), s pfievahou
podtypu D1 nad D2. V dobû okolo 6. mûsíce po transplantaci
do‰lo k dal‰ímu vzestupu poãtu DB (0,83% CD83+, DB1 =
0,47%; DB2 = 0,12%), pravdûpodobnû byla obnovena hladi-
na odpovídající období pfied léãbou (viz tab. 2).
Bylo zji‰tûno vy‰‰í zastoupení dendritick˘ch bunûk podtypu
DB1 (83+HLA-DR+11c+) ve srovnání s DB2 (83+HLA-
DR+123+), a to u kontrolních vzorkÛ (vstupní DB1/DB2 =
2,5) i nemocn˘ch (vstupní DB1/DB2 = 2,17; po indukci
DB1/DB2 = 1,59; po G-CSF DB1/DB2 = 3,71; ve ‰tûpu
DB1/DB2 = 4,75; po GM-CSF DB1/DB2 = 1,59; 6M po trans-

B C D

Tab. 2: âetnost markerÛ (%) u skupiny pacientÛ (n=10) v prÛbûhu léãby, znak CD123 hodnocen u 7 osob, rozdílné apostrofy v rámci fiádku
znaãí statisticky v˘znamnou odli‰nost (A se li‰í od B, ale neli‰í od AB apod.)

hodnocené ãasov˘ prÛbûh léãby - rel. poãty [prÛmûr±SD] - %

znaky po indukci po G-CSF ‰tûp po GM-CSF 6 M po T

DB1 0,46±0,39 A 0,52±0,68 A 0,19±0,15 A 0,46±0,47 A 0,47±0,67 A

DB2 0,29±0,27 A 0,14±0,16 AB 0,04±0,06 B 0,29±0,32 A 0,12±0,11 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±4,15 A 3,42±2,16 B 6,03±5,29 ABC 14,19±12,66 AC 12,57±7,63 AC

CD11c+ 3,42±1,99 A 0,96±0,48 B 2,19±3,89 AB 5,46±12,60 AB 2,19±1,10 A

CD123+ 2,53±4,02 A 0,71±0,60 BC 0,43±0,22 C 3,72±5,04 A 1,43±0,29 AB

Tab. 1: Zastoupení srovnávan˘ch markerÛ u kontrolní skupiny zdra-
v˘ch osob (n=15) a kontrolní skupiny pacientÛ pfied léãbou (n=15) – (A)
- procenta, (B) - absolutní poãty.

Tab. 1A

hodnocené kontrolní skupiny - rel. poãty

znaky [prÛmûr±SD] - % p-value

zdraví (n=15) pacienti (n=15)

DB1 0,25±0,12 0,26±0,11 0,468

DB2 0,10±0,05 0,12±0,10 0,885

DB1/DB2 2,50 2,17

CD 83+ 0,62±0,06 0,59±0,13 0,191

DR+ 11,01±2,15 10,34±4,01 0,983

11c 1,84±0,33 1,93±0,74 0,206

123 1,70±0,33 1,41±0,61 0,290

hodnocené kontrolní skupiny - abs.. poãty

znaky [prÛmûr±SD] - (x109/l) p-value

zdraví (n=15) pacienti (n=15)

DB1 1,23±0,56 1,35±0,49 0,395

DB2 0,54±0,23 0,52±0,31 0,663

DB1/DB2 2,28 2,60

CD 83+ 3,26±0,57 3,22±1,15 0,724

DR+ 58,21±18,03 54,41±29,03 0,254

11c 9,59±2,12 9,92±4,21 0,724

123 8,93±2,55 7,44±3,71 0,178

Tab. 1B
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plantaci DB1/DB2 = 3,92). Vzhledem k tomu, Ïe skupina paci-
entÛ se vstupním hodnocením pfied léãbou není totoÏná se sku-
pinou hodnocenou v prÛbûhu léãby, nebyly tyto dvû skupiny
smû‰ovány pro urãení statistické v˘znamnosti rozdílu poãtu
DB.

Diskuse
Identifikace DB periferní krve je ztíÏena absencí specifické-
ho povrchového markeru, kter˘ by umoÏnil jejich jednoznaãné
stanovení. JelikoÏ neaktivované DB periferní krve neexpri-
mují ve vysoké mífie Ïádné dal‰í leukocytární markery, v pra-
xi se tedy vyuÏívá silné exprese HLA-DR molekul v kombi-
naci s negativitou na znaky bunûãn˘ch linií (Hart, Blood
1997). Je v‰ak prokázáno, Ïe populace lin-HLA-DR+ je vel-
mi heterogenní a dává vzniknout rozdíln˘m bunûãn˘m popu-
lacím – mezi jin˘mi také non-DB fibrocytÛm (Chesney, Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1997), tudíÏ se takovéto hodnocení poãtu
DB mÛÏe stát zdrojem chyb (Fearnley, Blood 1999). MnoÏ-
ství lin-HLA-DR+ bunûk je také zv˘‰eno u nûkter˘ch nemo-
cí, zejména pfii vyplavování hematopoetick˘ch prekurzorÛ do
periferní krve, coÏ opût svûdãí proti pouÏití této metodiky sta-
novení DB (Reid, J Immunol 1992). 
Také námi zvolen˘ povrchov˘ znak CD83 se vyskytuje ve vy‰-
‰í mífie aÏ na aktivovan˘ch ãi diferencovan˘ch dendritick˘ch
buÀkách (Hart, Blood 1997). BuÀky nesoucí tento znak byly
zaznamenány teprve po nûkolikeré izolaci a krátké kultivaci
mononukleárních bunûk (MNC) periferní krve (Markowicz,
Arch Immunol Ther Exp 2001; Luft, J Immunol 1998). Je tedy
zfiejmé, Ïe hodnocení exprese aktivaãního znaku CD83 na leu-
kocytech periferní krve je zatíÏeno vysokou chybou. Nelze
v‰ak pfiedpokládat, Ïe se DB exprimující tento znak v perifer-
ní krvi nevyskytují, neboÈ proces maturace a s ním spojená
exprese znaku CD83 by mûly b˘t zahájeny bezprostfiednû po
setkání antigenem. Pfii svém putování z periferní krve do
sekundárních lymfatick˘ch orgánÛ by takovéto dendritické
buÀky mûly b˘t odhaleny navzdory svému nízkému poãtu.
Urãitou moÏnost sk˘tá hodnocení pouze pfies populaci MNC
ãi opakovan˘ odeãet exprese znakÛ. Zmínit lze také zv˘‰ení
koncentrace MNC prostfiednictvím separátorÛ, kdy - po odstra-
nûní lymfocytÛ z odseparovan˘ch mononukleárních bunûk
periferní krve (PBMC) a následné kultivaci s vhodn˘mi cyto-
kiny - lze získat buÀky vykazující morfologii DB (Rouard,
ASH 2001). Hart provedl dal‰í purifikaci PBMC na základû
magnetické separace prostfiednictvím specifick˘ch protilátek
CMRF-44, CMRF-56 a získal populaci DB v dostateãném
mnoÏství a kvalitû pro imunoterapeutické úãely (Hart, ASH
2001). Separace MNC by tedy mohla usnadnit hodnocení DB
periferní krve v dÛsledku relativního zv˘‰ení poãtu bunûk
exprimujících hodnocen˘ marker CD83.
V souãasné dobû se objevilo také nûkolik nov˘ch monoklo-
nálních protilátek k hodnocení zastoupení DB i jejich podty-
pÛ. Jsou to napfi. protilátka vÛãi znaku ILT3 exprimovanému
v‰emi DB na rÛzn˘ch úrovních maturace (Immunotech, Coul-
ter Company) a protilátka proti BDCA2 antigenu specifické-
mu pro DB2 (Miltenyi Biotec). Je zfiejmé, Ïe nalezení dal‰ích
specifick˘ch protilátek proti znakÛm exprimovan˘m dendri-
tick˘mi buÀkami mÛÏe velmi usnadnit jejich hodnocení, kte-
ré bylo prozatím zatíÏeno chybami.
O kinetice dendritick˘ch bunûk periferní krve prozatím není
pfiíli‰ mnoho známo. Na‰e v˘sledky v‰ak ukazují, Ïe indukã-
ní léãba VAD vyvolala zv˘‰ení poãtu DB (DB1 i DB2) vzhle-
dem k neléãen˘m pacientÛm a zdrav˘m kontrolám. Nutno

podotknout, Ïe jsou zde srovnávány odli‰né skupiny pacien-
tÛ, je tedy moÏné, Ïe mezi tûmito existuje posun v hodnocení
exprese povrchov˘ch znakÛ. 
Po aplikaci G-CSF jsme nalezli, pfii souãasném poklesu expre-
se CD83, sníÏení poãtu DB2, zatímco poãty DB1 vzrostly.
Naopak Hart zjistil, Ïe stimulace zdrav˘ch dárcÛ pomocí G-
CSF nemûnila poãet CD11+ DB, pfiiãemÏ poãty CD123+ DB
se zv˘‰ily a korelovaly se sníÏením CD62L-selektinu (ASH
2001). Také Bolwell popisuje zv˘‰en˘ v˘skyt DB2 u G-CSF
stimulovan˘ch dárcÛ ve srovnání se stimulací pomocí kombi-
nace G-CSF + VP-16 (Etoposid) (ASH 2001). Je moÏné, Ïe
mobilizace PBSC zpÛsobuje niÏ‰í stimulaci bunûãn˘ch pre-
kurzorÛ a tedy pozastavení tvorby DB, pfiípadnû G-CSF pfií-
mo ãi nepfiímo ovlivÀuje produkci DB. Tomu by také odpoví-
dalo postupné obnovování jejich poãtu po transplantaci
(Fearnley, Blood 1999), G-CSF pravdûpodobnû mûní adhez-
ní fenotyp a migraãní schopnosti DB periferní krve (Hart, ASH
2001). 
NejniÏ‰í poãty DB byly nalezeny ve ‰tûpu PBSC, coÏ odpoví-
dá relativní pfievaze kmenov˘ch bunûk pfiednostnû exprimují-
cích znak CD34. Tyto kmenové sice buÀky patfií, spolu s mono-
cyty, mezi zdrojové buÀky pro expanzi DB in vitro, ale je
zfiejmé, Ïe znaky DB vykazují aÏ po kultivaci s urãit˘mi cyto-
kiny. Nicménû tyto CD34+ buÀky napomáhají obnovení DB
linie. Tzolas provedl studii s dárcovsk˘mi DB a zjistil, Ïe vy‰-
‰í poãet DB1 v allogenním PBSC transplantátu je spojen s akut-
nûj‰í GvHD (ASH 2001). Reddy sledoval mnoÏství DB a jejich
podtypÛ v dobû allogenní transplantace, kdy vy‰‰í % cirkulu-
jících DB bylo spojeno s pozdûj‰ím relapsem a tedy prodlou-
Ïen˘m pfieÏíváním (ASH 2001). Je tedy moÏné, Ïe monitoro-
váním poãtu DB periferní krve po transplantaci a srovnáním
s jejich pfiedtransplantaãními hodnotami, lze pfiedpovûdût
relaps pacientÛ.
Stimulace prostfiednictvím GM-CSF napomáhající obnovení
krvetvorby po transplantaci se projevila na vzrÛstu poãtu DB
na pfiibliÏnû normální hodnotu málo odli‰nou od vstupních
mûfiení. Následné hodnocení v 6. mûsíci po transplantaci se
statisticky v˘znamnû neli‰ilo od pfiedchozího, pouze se zv˘‰il
poãet CD83+ bunûk. Pfiedpokládáme, Ïe poãty DB se vracejí
k normálním pfiedléãebn˘m hodnotám jiÏ v nûkolika dnech po
aplikaci GM-CSF, coÏ je v souhlase se studií Fearnleye (Blo-
od 1999).

Závûr
Hodnocení poãtu dendritick˘ch bunûk cirkulujících v perifer-
ní krvi bylo komplikováno nízkou expresí znaku CD83 na leu-
kocytech. BuÀky s pozitivní expresí tvofií men‰inovou ‰patnû
hodnotitelnou populaci, proto by bylo vhodné provést srov-
nání hodnocení DB s nûkterou z nov˘ch komerãnû dostupn˘ch
protilátek. Pfiesto se nám podafiilo zhodnotit relativní poãty
obou podtypÛ dendritick˘ch bunûk a prokázat zmûny v jejich
pomûru DB1/DB2 u pacientÛ s mnohoãetn˘m myelomem
v prÛbûhu léãby. Kontrolní vzorky zdrav˘ch jedincÛ nevyka-
zovaly pfii srovnání se vstupním hodnocením nemocn˘ch sta-
tisticky v˘znamn˘ rozdíl v Ïádném ze sledovan˘ch paramet-
rÛ. Nejvy‰‰í procento CD83+ bunûk bylo odeãteno v periferní
krvi pacientÛ po indukãní léãbû VAD a v 6. mûsíci po trans-
plantaci, nejvy‰‰í pomûr DB1/DB2 byl nalezen v autologním
‰tûpu a v periferní krvi v 6. mûsíci po transplantaci. 

Tato práce je podpofiena grantem GAâR 301/00/0405
a v˘zkumn˘m zámûrem MZâR 00065269705.
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