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Souhrn: Dendriticke bufiky {DB) jsou buiiky predchizejici antigen. které jsou silnymi stimuldtory imunitni odpovedi Bi T
ivmfocytld. Ackoliv jsou DB normalné piftomny v cirkulact ve velmi malych poctech. jsme dnes schopni je namnoit v bunse-
nych kulturich. DB mohou byt in vitro ziskdny 7 riiznych 7droja jako je kostni died, pupeénikovi a periferni krev. Vétging pro-
tokeld pouZivi ke kultivaci DB cytokiny GM-CSF. I1.-4 a TNF-alpha. Pfidini dal3ich riistovych faktori juko je SCF 3 Fit-3
ligand 2 CD 40 miZe jejich pocet jeSté zvyiit. DB lze ziskal v riznych studifeh zrajosti v zdvislosti na dobé kullivace kultury,
Pro klinicke uili mahou byt DB mnozeny v bezsérovyeh médiich a pro budouci vyuitd zamraZeny. V prvnich experimentech
Jsme pouZili dvoukrokové metody kultivace DB z CD34+ bunék s dosazenim | Sndsobné expanze DB béhem 1 2denni kulti-
vace. Imunoterapie zaloZzend na vyuZid dendritickych bunek je stiedem zijmu v 16¢bE riznych nidorovych onemocnéni a zafa-
dila se mezi nejperspektivagiéi a nejintenzivnéii zkoutend experimentdlni lécebné postupy v onkologil.
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Summary: Dendritic cells (DCs) are extremely efticient antigen-presenting cells that are potemt stimulators of both B and T
vell immune responses. Although DCs are normally present in extremely small numbers in the circulation, recent advances in
NC biology have made it possible (o generate DCs in culture. [XCs can be generated in vitro from various cellular sources
including hone marrow. cord blood and peripheral blood. Although cultre conditions are extremely diverse. the majority of
protocols grow DCs in GM-CSF and either TNF-alpha and/or 11.-4. The addition of other growth factors such as SCF and Flt-
3 ligand apd CD 40 can dramatically enhance DC recovery. Thus, DC at different stages of maturation. based on phenatype
and capacity 10 cupture antigen. can be obtained depending on culture conditions, For clinical applications. DCs cun be
generated in serum-free media and cryopreserved for futere clinical applications. In our first experinmients two-stage cuiture
system was used for CD34+ precursors and 13-fold increase in 1DC yield was observed after 12 days of cultivation. The ability
to obtain DCs in pumbers suitable for manipulating immune responses has pushed DC-bused immunotherapies into the
sputlight Tor treatment of various malignancies. Today is dendritic cell vaccination sirategy one of the most frequent
experimental therapies evaluated in the clinical setting. with promising results,
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Uvod

Studie zkoumajici roli bunééné imunity v protinddorovém
acinku se soustteduji na rozpozndvani nadorevych antigeni
T-bufikami (1). Niddorova imunita a aktivace cytotoxickych
T-lymfocyti (CTL) dzee souvisi s prezentaci nadorového anti-
genu ve spojeni s antigeny hlavniho histokompatibilniho kom-
plexu (HLA). Aktivace CTIL. vyZaduje spoluprici mezi néko-
lika elementy intaktnihe imunitniho systému. Zisadni roli
v protinddorové imunitni odpovédi maji budiky predklidajici
antigen a efektorové buiiky (CD4+ a CDE+ T- buiiky). Dend-
ritické bufiky {DB} jsou unikaitni podskupinou bunék piredkli-
dajicich antigen, kieré hraji dileZitou roli v rozvaoji protina-
dorové bunéiné odpovédi. DB jsou extrémnd vykonné
vzachyceni, zpracovini s piedklidani antigend T bufikam (2 ).
Moznost ziskani velkého mnoZstvi DB Lex vivo™ (3.4), zvy-
Silazdjem o imunoterapeutické postupy zaloZené najejich uzi-
ti v [éché fady nadorovych onemocnéni. Bylo prokdzino, 7e
DB mohou byt derivoviny jak « proliferujicich tak neprolife-
rujicich prekurzort v kulturdch, uZitim kombinace granulo-
cyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSFys IL-4

v kombinuci s TNF alfa ¢i bez néj {3.4). Pridani dal3ich cyto-
kini jako napfiklad Flt-3 ligandu, CD 40 a SCF maze znafné
zvy3it pocet DB mnozenych in vitro (5). Dva odligné prekur-
zory DB davaji vznik myeloidnim nebo lymfoidnim DB, kte-
ré maji riznou schopnost kontroly diferenciace pomocenych T-
bunék {6).

V tomte Clinku diskutujeme obecné charakteristiky DB
a nasledné metody jejich kultivace a expanze cx vivo z riiz-
nych bunéénych zdroji pro uZiti v klinickych studiich.

¥ soucasnosti je vyuZiti DB v 16¢bé raznych nadorovych one-
mocnéni ovEfovano Fadou klinickych studii v riznych nado-
rovychonemocnéni, Prekdinicke vysledky i prvni vysledky kli-
nickych studii byly masulik povzbudivé, Ze zafudily tento 1yp
experimentdlni teraple mezi nejperspektivngjii postupy sou-
Cusnosti. PouZiti vakcin pfipravenych z dendritickych bunék

Jje v¥jimedné i svoji obecnou pouZitelnosti pre viechna nado-

rovd onemocnéni, nebof jde o stimulaci viastniho imunitniho
systému organizmu s cilem ..naucit efektorové imunitni buf-
Ky rozpoznat nidor”. Podminkou je pfitomnost nidorového
antigenu. coZ je v fadé pripadd limnaci pouZiti dendritickych
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hunck. Optimalni nddorovy antigen i jeho ziskani sc staly vel-
K¥m vyzhumnym tématem souéasnosti.

Charakteristika dendritickych bunék

DB byly peprvé popsany Langerhansem v r. 1868, V roce
1973 je identifikoval Steinman jako slabé adherujici bunéc-
nou populaci v my&i sleziné (7). Lidské intersticidlni DB byly
popsany pozdEjivr. 1981 (8). V lidské kostni dieni bylaiden-
tifikeviana mali fenotypicky odli%nd podskupina hematopo-
ctickych progenitort (CD34, Lin-. CD45RA. CD38, Thy-{-
. c-kit-}. #e kterych vznikaji T- buiiky. B-buiiky, NK bufiky
4 DB. nedivaji viak vznik myeloidnim a erytroidnim bui-
Kdam (93 DB sidli v lymfatickyeh i nelymfatickych tkdnich
a odliduji se funkei 1 fenotypem v zivislosti na stadiu jejich
aktivace (10, 1. 12). Pozndni, #¢ jsou DB extrémné vykon-
né v presentuci antigenii nezadanym T-bufikim. je zaFadilo
do centra zajmu jako vyenamny typ antigen presentujicich
bunék. je7 jsou schopny vést k vyvolani tumor-antigen spe-
cifické cytotoxické odpovedi T-bundk. Ackoliv sou DB veli-
ce rozmanité v zavistosti na stadiu jejich diferenciace a akti-
vace. maji nékteré vlasnosti spoleéné: a) schopnost
stimulovat odpovéd primarnich T-bunék, by sponténni
arychlé shlukoevani s T-buiikami. ¢} bunéény pohyb a schop-
nost migrace de mist vyskytu T-bunék véeing lymfatickych
tkini (12}, d} fagocytarni aktivitu a navizdni na antigeny
pomoci receptoril a makropinocytdsy (13), e) fenotyp odiis-
ny od ostatnich bunéénych typl. Naptiklad kultivované dend-
ritické butiky (aktivované a diferencované) neexprimuji kla-
sické markery T-bunék, B-bunék ¢i monocyti a makrofigi
(14), ale maji DB specifické molekuly (CMRF-44, CMRF-
36.CD83, 5100y, stimula¢ni molekuly (CD40, CD80, CDY6),
adhesni molekuly (CD1la. CDI lc. CD44, CD5(), CD34,
CD58. C102). spoletné leukocytarni antigeny(CD45RA,
CD45RO), HLA antigeny (HLA-ABC. HLA-DP. HLA-D(,
HLA-DR) a aktiva¢ni markery jako je CD 235. DB jsou dile
odlisné ad menvcyti a makrofigd. jelikoZ nemaji myelope-
roxidasovou akiivitu a maji jen nizkou expresi 5-nukleoti-
dasy. dipeptidyl-peptidasy. CD 26 a cathepsin B aktivity.
Aclkoliv byly DB pojmenovany podle jejich zvlagini morfo-
logie, neni tato dostatednd k jejich odliZeni od ostatnich bunék
Juko jsou B-butiky a fibroblasty. které mohou vypadat velmi
pedobnd (11).

Aktivacni stav a migralni kapacita in vive jsou zakladnimi
vlastnostmi BB. Které musi byt zohlednény pfi zlepiovani pro-
tinddorovych vakein a imunoterapeutickych protokoldy uZivi-
jicich DB. DB progenitory vznikaji v kostni dfeni a krevni ces-
tou se dostavaji do rhznyceh nelymfatickyeh tkani, jako jsou
napfiklad epidermis ¢i plice. DB migruji do jednottivych tkani
a v cirkulaci jsou pfitomny v exteémng malych mnoZstvich
(0.1 % v&ech mononukledrnich bunék periferni krve). DR izo-
lované z krve a nelymfatckych tkini jsou nazyvany. nezraly-
mi " a jsou velmi vykonné v zachyceni a zpracovani antigeni
(15). Zanédivé medidtory jako je TNFalfa. IL-1 a LPS indukuji
vyzrivani DB a jejich migraci do mist v¥skyru T-bunék (para-
kortikdlni oblasti) sekundimich lymfatickych tkini (16). Vyzra-
ni DB vede ke sniZeni schopnosti endocytdsy antigend a nao-
puk zvySuje mno?stvi adhesnich a aktivujicich molekul,
potfebnych k presentaci peptid-HLA komplext T buikam ( 17).
Pro 0¢innost DB je dilleZité to. zda si ponechaji in vitro expan-
dované DB schopnost migrace a schopnost nalezeni mista
v¥skyto T-bunék po zpétném pfenosu do organismu. Nedavna
studic Barratova-Boyesova a spol. zkoumala migraéni kapaci-
tu in vitro mnoZzenych DB po adoptivnim pfenosu na 3impan-
sovi {18}, Objevili, ze fluorescencné znacené DB migrovaly po
padkoZniinjekci do mist vyskylu T-bunék v lymfatickych uzli-
nich. ¥V parafolikulirnich zondch obklopujicich folikuly
B-bunck zistivaly DB po dobu 5 dnd a vyvolaly expresi vel-
keho podtu molekul CD86. CD40a HLA 11 1fidy. Naopak neby-
lo mozno pozorovat DB v lymtatickych uzlindch po intrave-
nozni injekei (18). Tato data spoleéné s vysledky pozorovini
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uZivagivich my3i modely ¢ 19, 20) dokazuji. 7¢ cesta podani hra-
Je zisadni roli v usidlovani in vitro mnoZenych DR,

Kultivace dendritickych bunék in vitro

Byla popsana fada protokold kultivace lidskych DB in vitro,
uZivajicich rizné bunééné zdroje jako napfiklad kostni dies
(21,22, 23), pupecnikovou krev (22, 24, 25), periferni proge-
nitorové (kmenové) buiiky (26 - 30) a mononuklarni buiky
perifernikrve (3.4, 3( - 33). ZCD 34 + progenitorovych bungk
vZnikaji dva rizné typy DB prekurzor li§ici se expresi CDI
aCDI4. CDla+, CD [4- podtyp se diferencuji v kulturich do
epidermilnich DB, zatimco CD1a-. CD 14 + podiyp produku-
je makrofigy nebo intersticidlné-dermalni DB, co¥ zivisi na
stimulacnich podminkgch (10, 34). Lidské CD14 + monocy-
ty mohou byt také uzity jako vychozi populace a diferencuji
se v DB za pfisluSnych stimuladnich podminek (34). Jak je
patrné z tabulky 1. byly popsany rizné protokoly kultivace DB
rariznych stimulaénich podminek uzivajicich buiiky ziskané
z anatomicky rlznych tkdni.

Tab. 1. Podminky pro kultivaci dendritick¥ch bunék z riznych bunéé-
nych zdroji

Bunécny zdroj Purlminky kultivave | Mediundadiisum Relerence

IMDM
IMDM20% FTS

Kostni dfefi SCF, GM-C5F. TNFax

SCF. GGM.OUSF, TNFa

Saraya et al™
Seabolos et al®’

Pupednikova krev | SCF GM-CSF. TRFa | IMDM Saraya et al®

PRSC GM.CSF, TNFy RPML/10% FTS | Remhard et ul™
SCF.GM-CSF. 164, | RPMIA10 FTS | Herbwi gt ul™™
-3 106

MEBPK GM-CSF. IL-4 RPMIAO FCS | Salluso o1 al't

Zhow et ut
Bender et a1

GM-CSF. L4, TNFa
GM-CSF. IL-4. MOUM

RPMId 1 FCS
RPMI L plasima

PBSC-perifemi kmenove bufiky: MBPK-mononukledrni buiiky periferni krve
IMDM. RPMI - Kultivacni média

Také podminky kuhivace DB se zna¢né razni, ristovy faktor
GM-CSF se viak jevi pro expunzi dendritickych bunék jako
nutny, bez chledu na typ v¥chozi bunééné populace. GM-CSF
indukuje expanzi DB progenitori (35}, jejich diferenciaci a pre-
Ziti po dobu deli ne? Sest (ydnii (32). Ke kultivaci DB je spo-
ledné s GM-CSFE uZivan tusto IL-4, obzvIaste kdyZ jsou buné-
nym zdrojem neadherentni mononuklerdni buiiky a monocyty
periferni krve. IL-4 inhibuje rast populace makrofigh a indu-
kuje rist a vyzeavani DB (35).

JestliZe je uZito kostni dfené & pupeénikové krve (CD34+ pro-
genitorove buiiky), je ke kultivaci DB spole¢ns s GM-CSF
namisto IL-4 uzivin ¢asto 1 TNFalfa (30, 35, 36). TNFalfa
pravdépodobné pasobi redukei granulocytdrni produkee a zvy-
Suje expresi beta feézed receptoru GM-CSF na progenitoro-
vych butikich, ¢imi zvyiuje jejich odpoved na cytokiny (25,
37}). Chen a spol. zkoumali roli TNF alfa v kultivaci DB 2 peri-
lernf krve v bezsérovych mediich a objevili. Z¢ pFidani TNF
ulfa ke kulterdm v 7. dni vede ke zdvojnasobeni populace DB
a znatclné tak zvySuje Kapacitu bunék presentujicich solubil-
ni antigeny T-buikam (38).

Z dalgich cytokini je uZivino kombinace [L-3 a TNF atta (24),
CD40 ligand (CD401.3 (39), [L-13(28), stem cell faktor (SCF)
(23,400, TGF beta (41 ). Flt-3 ligand (42). UZiti kontinudlnibo
pritokového perfuzniho systému jelid dale zvySuje expanzi DB
£ CD 34 + bungk pi kultivaci s vySe uvedenymi cylokiny (43).
K urychleni difefemeiuce DB je uzivan IL-10. Tato skutednost
mie byt dileZitd v 16¢be autoimunitnich a alergickych one-
mocnénich (44). lind strategie kultivace DB zahrmuje stupiio-
vy systém, kiery dovoluje buiiky vystavovat pisobeni riznyeh
eylokini v riiznych Casovych obdobich b8hem kultivace. Ye
a spel. koltivovali CD34+ buiiky kostni diené po dobu 5 dni
s GM-CSF. 5CF a TNFalfa a ndsledng s vyménou CD4OL 7a
TNFalfa pu dobu daltich 5 dni ke zvySeni poctu DR (45).



Vychusi populace. vibércytokinn a podminky kultivace sac-
né ovlivinugi podet. fenotyp a furtkel DB. Vzhledem k rozdi-
lum ve schopnosti endocytosy. zpracovini a presentaci anti-
genu. zdvisejici nastupni jejich diferenciace jsou DB exuémné
heterogenni skupinou. Tato skuteCnost hraje velimi vyznam-
nou roli v uZiti DB juko imunoterapie u pacientu s nidorovym
onemoecnénim, Navie byla neddvnymi studiemi zjisténa exi-
stence dvou riznyeh podiypa DB. které se i schopnosti riz-
né stimulace pomocnych T-lymfocyth vimunitni odpovédi (6).
Jeden podtyp je derivovin z monocyti periferni krve a vede
K vyzrivini myeloidnich DB (nazyvanych DBI ). za pfitom-
nosti GM-CSFa IL-4 ¢ 17). Druhy podtyp je derivovin # plas-
macytoidnich bunék CDd+, CD3- 4 CDI I ¢- krve & bunék ton-
sildrnich a pokud je kultivovin s IL-3 ddva vznik lymfoidnim
DB (oznacovanym juko DB2) (153, DB indukuji diferencia-
ci T-pomocnyeh lymfocyta (CD4 +1, které se diferencuji v sub-
popuiaci TH | bunék. zatimeo DB2 mohou indukovat dife-
renciaci v bufiky TH 2 (6). Toto miFe vést ke zcela odliiné
odpovédi na antigen,

Zralé ¢i termindlng diferencované DB maji velkou stimulaéni
aktivitu a jsou nejsilngjsimi induktory odpovadi nezadanych
T-bunék (4. 11}, Zralé DB mohou byt identifikoviny lenoty-
picky diky expresi CD83 antigenu (4, 113, Jak TNFalfa tak
L.PS ¢i CD40L. mohou byt uzity k indukci diferenciace DB pii
pouziti mononukledrnich bunék periferni krve kultivovanych
§ GM-CSF a (L4 v mediich obsahujicich 10 % fetalniho tele-
ctho séra (FTS) (463 CD40 hraje aké pravdépodobné zasad-
niroli ve vyzrivini DB in situ. jeliko? interakee s CD40 vede
k produkei vysokych hladin IL-12 dendritickymi bufikami
a svyiuje tak simulaéni aktivitu T-bungk (47). Tyro skuted-
nosti ukazuji, 7e optimalni vyzravini DB je slozity proces zahr-
nujici nmozstvi ristovyeh faktord s vagiemnymi sloZitém vaz-
hami. které doposud nezndme.

Kultivace dendritickych bunék pro klinické viiti
Bundcnd Sdroje o vitéick DB: Perilerni Krev miFe byt ode-
brina v dosti velkém mnozstvi k ziskani dostate¢ného poctu
DC pro Kiinické u7iti. JelikoZ je viak pocet DB prekurzort
v periterni krvi relativaé veimi maly (36), byla vyvinuta Fada
procedur positivni i negativni selekee. které zvy3uji pocel
CD34+. CD34- nebo CD 14+ DB prekurzorh pied in vitro sti-
mulaci. vyuzivajicich rozdilnych densnich gradienti (123,
Alternativni cestou je piima izolace prekurzorovych bunék
positivni selekei za pouziti protildtek, kters rospoznavaji anti-
gen CD34 ¢i CD 14. Pozitivni selekee CD34 bunék byla uzi-
tai pfi ziskdvini DB z¢ vzorki kostni drend. BohuZel jsou ryto
techniky velice pracné a nikladné pro Klinické vyuzit. Vyté-
Zek DB zmononukledrnich bungk periferni krve miize byt 7vy-
Sen Sest aZ tficetkrdt pfi uziti G-CSF nebo FIt-3 ligandu (4, 5).
Produkty leukaferézy 7 pacienti po protinddorove 1660 obsa-
hujt vice CD34+ bunék a mohou byt tedy uzity k ziskini v&r-
Siho podiu DB v kultufe (mobilizované mononukledrni bufiky
periferni krve - MBPK - tab.2).

Zjednoduseny zpisob navyseni DB prekurzori zahrnuje selek-
¢t adherujicich bunék odstrangnim neadherujicich bunék po

Tab. 2. ¥¥nos dendritick¥ch bunék z prekurzor periferni keve a kostni
diené

Mmzalsi Pumér 138

Hunéeny adny vichoztho | MuaisiviDH |k vdchosim Reference
materiily harihum

MEPK (E-rosctie negs | 0l hrve [ 18 38 100 [ 70 969 Bender et al’

MBPK (DY DR Jombhrve [4-%y e b= R Roamain ™

SIBPRACT ORIy | il keve [0 - 33100 | 30 - Ko Romani*

MBPK (DA HE MU krve 1.2 LA 6 (70 Herbsletal ™

Mabihsovand MBPK | 26 10703+ %y (of by i Sicna et g™
Heukalere s
Kusiniufei 161333 | 1l L7 1t ERR SR Srabales ot al

MBPK - muonvirb beirni buithy periterni e

Tah. } Vysledky kultivace dendritickych bunék u nemoen ych s mno-
hodetnym myelomem s vy uFitim autologniho $tépue jako zdroje DB

'?munclr hewd +2 den +7 den +17 K
CDite 35 TU81.2-58 I 327 | 67T 4T 6
D 50 BRI -6 | 7370002 $37) | GU.0(S1.6 B5.6)
CD 54+ 176 014.2-1931 | HA1232.3-66.3) | 746 (66.9-E6.2)
CD St 2502030 7223 33N | 6 A 5] £-83.5)
CD 86+ 4734850 JRA259-298) | 63.9147.7-86.2)
CD 83+ 3702640 2T0M207-274) | 612 (48.7-70.0)
HLA DR+| 36,0 2184311 | 5630280 7200 | 71.5(69 8-T3.8;

Prith¢ng haditoveni expansze a aktivace DB tprumeéry s¢ X pokusin

dvou hodindch kultivace. Kultivaci adberujicich bunék v GM-
CSF o IL-4 miZe byt ziskino 3-8x10° DB ze 40 ml krve (35).
Tato metoda je jednoducha svym provedenim a mize by u7i-
ta k ziskani velkého mnozstvi DB, problémem Je jen obtiznost
standardizace odstranéni neadherujicich bunék a 1aké konta-
minace lymfocyty. Dle nafich zkuienosti je tato metoda zis-
kini DB bunek 7 PBSC dostatecnd k ziskdni adekvitniho pociu
DB pro klinicke studie.

Viber media: k riswi lidskych DB byla zkouSena razna media
Jake napf. RPMI-1640. AIM-V. X-VIVO 10/15/20. Hybrica-
re a [scovo. Bylo testovino i lidské sérum a plasma namisto
fetilniho teleciho séra (FTS) pro vyloudeni moznosti presen-
tuce xenogennich antigenit DB, [ kdy? media X-VIVO 20
4 AIM-V s obsahem | % autelogni plasmy mohou byt uZita ke
vzniku a vyzrivini DB 7 periterni krve, uziti RPMI- 1640 vede
K ziskiini v&tiiho mnoZstvi DB (3. 4). Nejvtsi vinos DB byl
ziskin pouZitim RPMI-1640 s dodatkem 10 % FTS. Kultiva-
cc DB v nesérovych mediich je dostatecna, i kdy? pridani FTS
vede k vynosu vE3imu (3). Pokud je to moZné, mély by byt
v Klinickych studiich zvifeci séra pi kultivaci DB vynechdna.
abychom pfedefli nechténym imunitnim reakcim prati cizo-
rodyin proteintim.

Zamraleni DB a jejicl prekurzori: DB mohou byt riskdny
7 monenukledrd periterni krve v dimethyl solfoxidu (DMSO)
ohsahujicim bud humanni sérovy albumin zebo FTS (4. 48).
Stimulovami krev obohacend o CD34+ bufiky i mononuklear-
ni buiky izolované z pIné krve (rutinni odber krve) mohou byt
zmraZeny a pozd&fi uzity ke kultivaci DB, Makino a Baba srav-
navali uziti rozmraZenych a Serstvyeh mononuklearnich bunék
periferni krve od stejnych dirci. vysledky byly podobné (4,
48). Optimdini je zfejmé zamraZeni prekurzord DB s 12 G
dimethylsulfoxidem obsahujicim 2-30 S FTS (48). Prestoze
Jsou DB velmi citlivé ke zmra¥ovacim a rozpoudiEcim proce-
duridm, dochdzi pii nich k minimalni ztraté normalni ¥ivota-
schopnosti bunék. kterd je v@8i nes 90 % (48),

Presentace antigentt o aktivace fymifocvtr T Jak jsme se jiz
zninili. nezralé DB jsou extrémné vykonné v zachyceni anti-
genl riznymi mechanismy zahrnujicimi fagocytézu Sastic
a mikrobi, extracelularni makropinocytésu. a receplory fize-
nou endocytézu zahrnujici lektin a Fe receptor imunogiobuli-
nu (13). Nezralé DB jsou bohaté na endosomilni struktury
obsahujici velké mnozstvi molekul HLA tidy [1. kter¢ vizou
adekvatni peptidy. Tylo komplexy se pak dostavaji na bungg-
nou membrénu, kde zostdvaji nékolik dni. Odhaduje se, Ze jen
nékolik stovek téchto komplext v milionu povrchovych mole-
kul na DB je schopno vyvolal odpevéd T-bunék (493, Nezra-
1é DB potfebuji pravdép®aebng jen velmi kedtkou expozic
antigenu in vitre. aby byly schﬁpny stimulace antigen-speci-
fické T-bunéCné odpoveédi. Tento fakt je také podporovan stu-
diemi zkeumajicimi zachyceni FITC-znagenych IeGalgAidi-
atypovyeh (Id) proteind dendritickymi buikami. jejichz
vysledky ukazuji. ¢ DB jsou schopny zachyceni ptiblizné
2x10% molekul Id-proteind v jedné hoding Butch o spal..
nepublikovand deta). Studie provadéné na mySich modelech
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itkasiapl, e in vivo nidorem akitvovand anuniing odpoyed
ke by vy volima seisenim DB « peptidy . Dysany nddosovych
btk mckao bk any md Caston membrind |1k Nidonoy® spe-
wifické cymmonickd T-bunddne odpaviddi bly vyvoldng jakd
prostvm phenosem DB na my s seowscnd midorem, i@ kadyd
variEngjai adpovid byla poeorovana phi plenosu DH po k.
vaci nddoroyyini antigeny (491, Eitvolgel o spol. demonsine-
vidic de DB secernul antigen presentujici méchyiky, nueyva-
ne esomomy, kberd jsow derivoving ¢ endosomd obsabujicich
antigenni peptidy viians na molekuly (glykoproteiny | HLA
Li Il Adopaivii transfes exosomi isolovanych £ kaliur DB
inalukovanych nadimsymi peptidy ved ke keamplemni regresi
1 renhake risdo ndkodiks mySeh o n vive (50,

D vakcfmace: Oiptimilng cesn poddni demdritckych bundy
s anbigemiim masteriilem pacientim s nidomvym onemocni-
il e stible negasnd, Cikem je podani DB do iila oeseon, kierd
ibovoli pejich usidieni v mistd redonovvich bungk., Oipfimdlni ces-
La powkiini mihe byt wdvisdd | ng tvpu addorosEho onemocndni,
Fro saslicni fumary je patmé nejvyhodne) sl vakcinoce podkod-
i cestow, jak ukasupe nedivnd sindie demonsimujicl, e po pod-
kadmi aplikaci DB Simpanedm jsou iyt lokaliseviny v regio-
nalmich lymifatickych uelindch | 15). Spejnd mnejasnd g optimilni
cestipro metidabicky proces o hematologicks maligniry. Y wo-
casnosti e pro emabodogecke malignity wkiviing k podini DB
st intrnvenoend o subkotdan i 5 1 Jing skuiednost, kierd milidhe
mil vliv ma lokalizach DB in vivo, je exprese mignych povicho-
vich maslekul ovliviapicich thitove imerakee, ko naplik lad
imtegrind, ICAMI, BCAM2, CDA L CD44 a CDaE 1

Tk neebyiny podet D, kieré maji byt poddny. aby vyvola-
Iv potfebnon odpoved T-bundk in vive je nejasny, Ve smide-
nych lymboeyidrmich kultwrdch mobiou DB vyvoldvat prolife-
ract aksgennich T-bundk ve velmi malém poméoa (25
W Klinick yoh studiich opakované rvylajict seddviy DB 2 Ix o
ddo 3x WY poddvand intravendeng, subkutinn® nebo plimo de
nepostikensch lymifatickveh welln. neviwalivaly Fdne neki-
Ui 1.II'.'|I'IL:|' 15k

Draldim didedinym fakiorem pii wkivani vakeimasnich prote-
kobin i, Fe imterakee medi DB o T-bafikaims g obasméme
a msoiow byt ovlevitosiny fakiory mikroprosefedi, ve Klerdm
st bufiky seibdvagi Bylo pororovino, ke DB ¢ ricenych kini
indukugl T-butky produkugici riesd cvioking, kieré mohou
viisl k oalifnosiem ve vyerivini DB. Byla prokisina produk-
e [L- 12 dendrtickymi bafkami, cvtokin. kiery je dilediy
provemk pomocnych T-lymiocyein m nisbednou produkel Thi
cytokingd, jubo napfiklad IFN guma, ¥ sdvislosii na podniin-
kich makroprosifedi wk mohou DE stmuaboval ufité subivpy
T-bunék. sloudici k rienym typdm imunimi odpovidi, prav-
dié postobig wdemnd vembku loberance (521

Wiasini ekubenosth s kultivaci s phipravos dendritickych bundk
Jros limidovin & jsou zabokeny na spoluprics s vyekumniky
s Latle Rowku (530, Priprava protskolu pro Klinické poa®it
i msohodetného myelomu je ve fiel preklinickych expen-
menui probihagicich ve spoluprict Odd®eni Klinickd hemao-
logiz & Intemd hemuteonkologicke kliniky FN Bmo, Ye vstup-
mich experimentech jsme poukili Sds suelognibo Udpu po
stomulaci C-OCSF, Klery byl po roemrateni a promyti kultivo.
van podle sikladnile dvoukokového sysidmu kuliur (GM-
CSF # ILA +F1t} den 1-6; OGM-CSF + TNF alfa den 7-12)
s fisslednym morfologickym a Mloweyiometnckym hodnoge-
i W yvop shedovinyich enuk se ofi reprezentativaich poku-
30 je obsahem labulky. Yelikost vichozi bunéénéd

CD 344 byla pRiblizng 97.5 & 10" CDW+/ml. Koncenimce
poukinycheyioking byly adsledujici - GM-CSF R00Lml, 1L
Al agfml. THF-alfa 40 ng/mil o FLT 3 25 agfold, Expanze D8
(15x b byla hodnocenn pomaoc specifickiho snaku COE
1237 % (26-43 %)natl % (482 - 7925 )] s koreluji-
cim vaestiupem dalbich enaki @ antigens HLA-DR, morkend
kostimuladwich molekul (CDHG. CDEG) o adherivnich mole-
kul ¢CDA, CDI ey, Mo obricku | jsou sralié DB charakiers-
tiche morldogie (svétleni 200x ), Tyio experimenty overili
masnirsii o podimdnky kubivace a exponge B v padich labo-
radormich podminkich. Preklimicke wsiovini pokraduje. Cilem
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je piiprava klinického protokelu s podanim DB nemocnym
s mnohodetnym myelomem (54).

Zaveér

Z nadich znalost{ 0 DB vyplyvd, Ze se jednd o extrémné riiz-
norodé buiiky. Pro klinické uZiti 1ze DB ziskat z riiznych zdro-
jO zahrnujicich kostni diefi, pupeénikovou a periferni krev.
Ke kultivace je uZivino fady cytokind a rustovych faktord,
které mohou vyznammé zvySit vysledny polet DB. Jejich
poddni zesiluje T-bun&Enou odpovéd proti riiznych patoge-
niim a pfedeviim nidorovym antigenim. VyuZiti DB ve for-
meé vakein je novou moZnosti pii 16¢bE fady nevylé€itelnych
niadorovych onemocnént (55). Rozbor Gfinnosti experimen-
talni imunoterapie vyuZivajici DB ujednotlivych nadorovych
onemocnéni nebyl pfedmétem tohoto sdéleni. V této dobg jsou

dendritické bufiky zkoumdny v klinickych studiich faze /11
u fady nddorovych onemocnéni. Prvni zkufenosti s vyuZitim
vakcinace DB ukazuji, Ze je pozorovana lé¢ebnd odpovéd
u &asti nemocnych. Na dlouhodobé vysledky a podrobné zhod-
noceni téro perspekiivni 1é¢ebné metody budeme nékolik let
jest& pockat.

{Price byla podpofena granty IGA MZ CR 6152, GACR
301/00/0405, IGF 4/99, MSMT VZ J07/98-141100003,
MSMT J07/98-6700008 a v¥zkumnym zdmérem MZ CR
0065269705)

Podékovdni: Dékujeme prof. MUDr. JindFichovi Lokajovi,
CSe., 7 Ustavu klinické mmm)lngre 7] ar’ergologze FNUSA, za
uzfitecrmu diskusi pii sepsdni této prdce.
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knihy

VYZIVA V ONKOLOGII.
Z.WILHELM A KOL.

Faktory vyZivy byly dosud v klinické onkologii zmifiovdny
spiSe v souvislosti s kancerogenezou , mnchdy jako velmi obec-
nd doporudeni nebo jen se zaméfenim na jednotlivosti (v1dk-
nina, tuk) bez vysvétlen hiubgich souvislosti. Na vyZivu onko-
logicky nemocnych je pak nezfidka pohliZeno jako na oblast
periferniho vyznamu, piestoZe je kvantitativng ziejme jednim
z nejpodstatnéjSich faktorh celé pedpirné 16¢by a péfe nemoc-
né s nadory. V prabeéhu onkologické 16€by a s progresi onko-
logického onemocnéni také dochézi ke zménam potieb, tole-
rance a pozadavkd na vyZivu a substituci jejich jednotlivych
slozek , af jiZ v enterdlnim &i pfechodné parenterdlnim poda-
ni. Tato doporuceni by mohlo byt zavidéjici poddvat odtrze-
néjen s ohledem na stav nebo diagnézu a bez kontextu s celym
komplexem patofyziologickych souvislosti. Onkelogiim
a vBem lékafim pedujicim o onkologicky nemocné se dosté-
véadorukou struénd, apfitom velmi obsazna monogratie kolek-
tiva pfednich odbernikd na vyZivu vedeného Z. Wilhelmem,
ktera nesporng vyplni dosavadni mezeru moderng uspotada-
nych poznatkl o vyZivé v souvislosti s nidorovymi chodoba-
mi. V tfinacti kapitolach je na 160 stranach pojednéno o fyzi-
ologii metabolismu substrath a energetickych zdroji a zméndich
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navozenych enkologickym onemocnénim. Pozornost je dale
vénoviana vySetfeni nutri¢niho stavu a stanoveni energetické
potieby. Speciilni problematiku pfestavuji malnutriéni kom-
plikace chemoterapie, radioterapie i diisledky nadorové kache-
xie. Obsahié kapitoly jsou vénoviny zvI48( enterdlni a paren-
terdlni vyZivé s ohledem na jednotlivé onkologické diagnézy
a situace a zimény jsou také zdsady piedoperaéni nutriéni p¥i-
pravy onkologicky nemocnych. V souhrnu jsou zdkladni
poznatky uvedeny v kapitole o algoritmech nutricni péce.
Zv]a8tni kapitoly jsou vénovany také nutriénim antikancero-
genlim a vyznamu vldkniny ve stravé. Monografii i¢elné dopl-
finje pfehled referentnich hodnot laboratornich vySetieni. Bro-
Zované vyddni prace Institutem pro dali vzd&tavani
pracovnikil ve zdravotnictvi v Brné spliuje veikeré naroky
také estetickym dojmem a pfehlednosti zpracovdni. Utlou knfz-
ku Z. Wilhelma a kolektivu VyZiva v onkologii lze doporudit
Jjako pracovni pfirugku do knihovny kazdého onkologa a 1éka-
fe pﬁchazejicihoné%mtm s onkologickymi pacienty, je sro-
zumitelnd také pro sestry a studujici lékatstvi, vhodnd pro spe-
cializované posigradudlni kurzy. Lze bez pochyb oekdvat, Ze
velmi pozitivné ovlivii ponékud zanedbivany stav informo-
vanosti na tomeo poli a posili zdjem o nutriéni aspekty onko-
logické péle.

' Jan Zaloudik



