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Hladiny cytokinia a kostimulacnich molekul (interleukini
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, TNF-a, TGFf1,
sCD23, sCD40L a receptoru pro IL-6) v plazmé zdravych
darca krve
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Souhrn

Regulace pomoci cytokinové signalni sité vyznamnou mérou ovliviiuje homeostazu, fyziologické funkce bunék
a uplatiiuje se pri rozvoji rady patologickych stavii, véetné nadorovych onemocnéni. Pomoci imunoanalytické meto-
dy ELISA autofi stanovili hladiny vybranych cytokinii a kostimula¢nich molekul v plazmé 30 darci krve. VEk darcu
se pohyboval od 19 do 52 let (median 30,5; Zeny 29, muzi 32). VétSina hladin interleukini byla pod detek¢énim limi-
tem metody. Vyhodnoceni analyz bylo proto rozdéleno na 2 ¢asti zvlast pro interleukiny 2, 4, 5, 6, 8, 10, 13 a zvlast
pro ostatni sledované cytokiny a kostimula¢ni molekuly (faktor nekrotizujici tumory-a, transformujici rustovy fak-
tor p1, solubilni CD23, CD40 ligand a receptor pro interleukin-6). Vztahy mezi jednotlivymi parametry byly ovéro-
vany Fisherovym exaktnim testem v kontingen¢nich tabulkach. Pro jednotlivé interleukiny byly urceny pravdépo-
dobnosti vyskytu méritelnych hodnot ve zdravé populaci, véetné intervalu spolehlivosti pro tuto pravdépodobnost.
Zjisténé hodnoty jsou vychozi referen¢ni hodnoty pro shodné sledovani hladin cytokinii u pacientu s diagnostikova-
nymi hematologickymi malignitami. Cytokinova ¢i anticytokinova terapie s vyuZitim monoklonalnich protilatek je
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Summary

Kohitova V., Coupek P., Neni¢kova M., Tesaiova E.: Plasma concentrations of cytokines and co-stimu-
latory molecules (interleukins IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, TNF-a, TGFp1, sCD23, sCD40L and IL-6
receptor) in healthy blood donors

Homeostasis and cell functions are remarkably influenced by cytokine signal network. Cytokine regulation is invol-
ved in many diseases, including cancer. ELISA method was used for the detection of soluble cytokines and co-sti-
mulatory molecules in plasma of 30 blood donors in age range from 19 to 52 years (median 30,5; women 29, men
32). Most of the interleukin concentrations were below the detection limit of the assay. Because of problem of “zero”
values (below detection limits), separate data evaluation of interleukin and other cytokine and co-stimulatory mole-
cules (tumor necrosis factor-o, transforming growth factor 1, soluble CD23, CD40 ligand and IL-6 receptor) was
made. Dependency between the parameters was tested using the Fisher’s exact tests for contingency table. The pro-
bability of the occurrence at detactable level for each particular interleukin was calculated, including the confiden-
ce interval for the probability. These results provide fundamental reference values of cytokine concentrations
in plasma for identical observations on the patients with hematological malignancies. The cytokine or anti-cytokine
therapy has already become a part of therapeutic protocols in treatment of malignant and non-malignant diseases.
Key words: cytokines, interleukins, plasma concentration, blood donor, ELISA
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regulovan pozitivné i negativné (fyziologické regulace,

Uvod

Cytokiny, poprvé definované r. 1974 Cohenem a kol.,
jsou biologicky aktivni makromolekuly proteinové pova-
hy. Jejich biologické funkce se rozvijeji po vazbé na spe-
cifické receptory, pficemzZ jsou soucasti dalSich signdl-
nich drah. Cytokiny ptsobi pleiotropné, jsou redundant-
ni a plisobi jiz ve velmi nizkych koncentracich (ng/ml az
pg/ml). Reguluji také miru exprese kostimulacnich
a akcesornich molekul na povrchu bunék. Za pomoci
cytokinové signdlni sité je pfenos informaci v organismu

indukéni, efektorové a reparadni mechanismy zinétu,
ukonceni imunitni reakce apod.). Soucasné definice pod
pojem cytokiny zahrnuji i dalsi regulacni proteiny, a to
monokiny, interleukiny, interferony a rdstové faktory,
které mohou byt potencidlné produkoviny kaZzdou buii-
kou, pricemz budou zaruceny jejich pleiotropni ucinky
(1). Rada z niZe diskutovanych cytokind, ristovych fak-
tori a molekul nema zazity cesky ekvivalent. Ceské pre-
klady nazvu se Casto v literatufe znacné lisi (2, 3). Autori
tedy v textu uvadéji vzdy anglickou zkratku molekuly
a tam, kde je k dispozici Cesky ekvivalent nazvu (3), jej
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pouzivaji. U molekul, které nemaji zazity Cesky preklad,
se autofi drzi anglického origindlu.

Cytokinové receptory jsou na povrchu bunék exprimo-
vany inducibilné a po aktivaci se jejich exprese mnohona-
sobné zvySuje. Neni jednoduché cytokiny roz¢lenit do uce-
lenych skupin, protoZe nékteré molekuly je mozné zaradit
do vice kategorii. Jedno ze souCasnych ¢lenéni je zaloZeno
na rozdéleni cytokinti podle funkce, a to na cytokiny regu-
lujici krvetvorbu (SCF — ,;stem cell factor, Flt-3-ligand,
interleukin-3, CSF — faktory stimulujici kolonie, erytropo-
etin, trombopoetin), interferony (IFNa., IFNf, IFNy), cyto-
kiny regulujici funkce B a T lymfocytarniho systému (cyto-
kiny subpopulace Th1: IL-2, IL-3, INF y a TNF, cytokiny
subpopulace Th2: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13,
cytokiny subpopulace Th3: IL-10 a transformujici ristovy
faktor § — TGFp), pluripotentni prozanétlivé cytokiny (IL-
1 a IL-6), tumor nekrotizujici faktory (TNF), chemokiny
(IL-8/CXCLS8, MIP-1a, B — makrofiagovy prozanétlivy
protein-la, 3, MCP-1 — peptid chemoatrakéni pro mono-
cyty-1 a jiné) a ristové faktory (TGFP, PDGFp — ristovy
faktor odvozeny od desti¢ek, FGF — fibroblastovy ristovy
faktor, VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor, KGF
— rustovy faktor pro keratinocyty apod.) (1, 3).

V hematoonkologii je aplikace nékterych cytokini jiz
standardni souc¢asti terapie. Jsou vyuzivany rekombinant-
ni hematopoetické ruistové faktory na mobilizaci kom-
partmentu CD34% bunék (oznatovanych pro klinické
ucely jako buiikky kmenové) pfi transplantacnich rezi-
mech (4), IFN a v terapii lymfomil, chronické myeloid-
ni leukemie (5) i dal§ich myeloproliferaci. V onkologii
solidnich nadord ma své misto TNF a IL-2 v 1écbé karci-
nomu ledviny, v revmatologii anti-cytokinovd terapie
infliximabem (anti-TNF-a) (6, 7) a jiné.

Hladina cytokind v télnich tekutindch ¢i v supernatan-
tech tkanovych kultur se stanovuje imunochemicky pomo-
ci monoklonalnich nebo polyklondlnich protilatek (v modi-
fikacich ELISA, FIA, luminiscen¢ni imunoanalyzy, pomo-
ci pratokové cytometrie), imunohistochemicky nebo na
urovni mRNA ¢i pomoci bioanalyz. Pfi hledani prace,
ktera by hodnotila normy fyziologickych limiti koncentra-
ci jednotlivych cytokini a riastovych faktort, nardZime
na nekomplexnost informaci — v pracich popisujicich posu-
ny v cytokinovém profilu pfi neonkologickych a onkolo-
gickych diagnézach jsou analyzovany i vzorky kontrolni
skupiny, ale ve vétSiné pfipadli neni kontrolni skupina
dostatecné zastoupena, upfednostiiuje se sledovani kon-
centrace cytokind in vitro, nebo je prace zaméfena selek-
tivné na urcity cytokin. Tato prace si dala za cil ziskat reél-
ny obraz fyziologickych hodnot u cilené vybrané a defino-
vané skupiny zdravé populace, darcti krve.

Material a metody

Ddrci krve

Do analyzy bylo zahrnuto 30 zdravych dérct krve,
z toho 15 Zen a 15 muzi, ktefi byli vybrani k odbéru plné
krve na Transfuznim oddé€leni a krevni bance Fakultni
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nemocnice Brno. Praimérny veék darct byl 34 let (median
30,5, muZi: 32, Zeny: 29 let). V zastoupeni krevnich skupin
prevazovala skupina O (n = 13), nasledovaly skupiny
A(=5),Al(n=4),B(n=4),A1B(n=3)aAB(n=1).
Zastoupeni krevnich skupin v systému RhD odpovidalo
prevalenci jednotlivych skupin v populaci. Pfed odbérem
vzorku nesrazlivé krve byl podepsan informovany souhlas.

Zpracovdni vzorki

Vzorky byly do laboratofe transportovany ve zkumav-
kach s EDTA v temperovaném boxu a byly zpracovany
do 2 hodin od odbéru. Po centrifugaci (10 minut, 250 g)
byla plazma odséna, zamrazena (-80 °C) a pozd¢ji pou-
zita k jednotlivym analyzam.

ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent assay*)

Ke stanoveni hladin jednotlivych solubilnich cytoki-
novych a kostimula¢nich molekul byly pouZity soupravy
Instant ELISA (firmy Bender MedSystems GmbH,
Rakousko). Mikrotitra¢ni desti¢ka s adsorbovanym kon-
jugatem mysi monoklondlni protilatky proti stanovova-
nym antigentim a nespecifické kienové peroxidazy obsa-
hovala dublet sestupné fady sedmi standardd potfebnych
na sestrojeni kalibra¢ni kiivky a blank. pH promyvaciho
roztoku PBS s 1% Tween 20 bylo upraveno na 7,4. Jako
substrat pro redoxni reakce slouZil roztok tetra-methyl
benzidinu. Aktivita pouzitého enzymu byla zastavena
1 M kyselinou fosforecnou a absorbance zméfena pri
vlnové délce 450 nm. Na vyhodnoceni analyzy slouzil
laboratorni software Kim32 (Schoeller Pharma, Praha).

Zpracovdni dat

Pro posouzeni ziskanych tdaji a jejich rozloZeni byla
data vyhodnocena ve statistickém prostfedi R-language
a grafické vystupy zpracovany pomoci software
Statistica for Windows v. 6.1.

Vysledky

Soubor vysledkl byl rozdélen na dvé c¢asti, a to na
hodnoty interleukinti v plazmé darcti a na hodnoty kon-
centraci TNF-a, TGFp1, sIL-6R, sCD23 a sCD40L. Pro
hodnoty koncentrace interleukind plati, Ze vétSina zmé-
fenych hodnot byla pod hranici méfitelnosti pouZité
laboratorni metody. Hodnota nula byla pfifazena kon-
centraci, ktera spadala pod detekéni limit konkrétni ana-
lyzy.

Problém ,,nulovych* hodnot interleukint (IL-2 az IL-
13) znamen4, Ze soubor neni mozné hodnotit klasickymi
statistickymi testy, proto byl zvolen odliSny pfistup. Ze
30 pozorovani lze stanovit pravdépodobnost vyskytu
méfitelné hodnoty pro dany interleukin u zdravého
jedince, a to vCetné intervalu spolehlivosti. Méfitelnych
hodnot bylo v naSem souboru velmi malo. Uvedena hod-
nota p v tabulce la urCuje odhad pravdépodobnosti,
s jakou se vyskytne méfitelnd (tj. nenulovd) hladina
daného interleukinu u zdravych darct krve, jakoZ i inter-
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Tab. 1a. Odhad p vyskytu sledovaného parametru v populaci a odhad procentudlniho zastoupeni darci krve bez sledovaného parametru s interva-

lem spolehlivosti pro p na hladiné 1 - o = 0,95.

Velic¢ina P Konfiden¢ni % populace Konfiden¢ni interval Detek¢ni limit
interval pro p (95%) bez znaku pro % populace
bez znaku (95%)
IL-2 0,067 (0,056; 0,147) 93,3 % (85,3 %; 94,4 %) 2,3 pg/ml
1IL-4 0,100 (0,073; 0,204) 90 % (79,6 %; 92,7 %) 0,66 pg/ml
IL-5 0,167 (0,115 0,306) 83,3 % (69,4 %; 89 %) 1,45 pg/ml
IL-6 0,067 (0,056; 0,147) 93,3 % (85,3 %; 94,4 %) 0,92 pg/ml
IL-8 0,167 (0,11; 0,306) 83,3 % (69,4 %; 89 %) 7,26 pg/ml
IL-10 0,033 (0,038; 0,084) 96,7 % (91,6 %; 96,2 %) 0,66 pg/ml
IL-13 0,100 (0,073; 0,20) 90 % (79,6 %; 92,7 %) 0,99 pg/ml
(IL = interleukin)
Tab. 1b. Zjisténé popisné statistiky pro dalsi sledované veli¢iny.
Velic¢ina pramér median max. S.D. % populace detekéni limit
bez znaku
TNF-a [pg/ml] 20,73 0 73,50 * 52 % 1,65 pg/ml
TGFf1 [ng/ml] 14,98 10,80 51,60 12,39 3.5 % 0,06 ng/ml
sCD23 [ng/ml] 28,90 27,60 74,00 15,22 7 % 3,30 ng/ml
sCD40L [ng/ml] 0,4286 0 3,5000 * 71 % 0,062 ng/ml
sIL-6R [ng/ml] 75,89 68,75 225,00 35,83 0 % 0,01 ng/ml

(TNF-a = tumor nekrotizujici faktor o, TGFf1 = transformujici rastovy faktor 1, sCD23 = solubilni antigen CD23, sCD40L = solubilni CD40

ligand, sIL-6R = solubilni receptor pro IL-6)

valy spolehlivosti pro tuto pravdépodobnost, konstruova-
né na zaklade zjisténych dat dle (36).

Moznosti ptipadné zavislosti mezi jednotlivymi hod-
notami cytokint a pohlavim, krevni skupiné¢ a Rh fakto-
rem byly testoviny pomoci Fisherova exaktniho testu
v kontingen¢nich tabulkach. Takové zavislosti se na
zékladé zméfenych dat a jejich malému rozsahu nepro-
kazaly.

V nasledujicim textu uvddime popis hodnot, které se
od vétsiny naméfenych dat vyznamné odliSovaly (odleh-
1€ hodnoty a extrémy). Pfehledny souhrn pravdépodob-
nosti p vyskytu nenulové hodnoty sledovaného paramet-
ru vcetné intervalli spolehlivosti a detekcnich limith je
uveden v tabulce 1a. Naptiklad pro IL-2 byla vypocitana
p = 0,067 s intervalem (0,056; 0,147), a tedy odhadem
pro 93,3 % populace [interval (85,3; 94,4)] je tento znak
pravé nulovy. Intervaly spolehlivosti byly konstruovany
na hladiné 5 procent vyznamnosti.

U parametra TNF-a, TGFp1, sIL-6R,
sCD23 a sCD40L je vzhledem k povaze dete-

Mediany se rovnaly nule. U IL-2 dva pozitivni darci (muZi)
méli soucasné s detekovanou hladinu IL-5, sIL-6R, sCD23,
CD40L, TGFp1, resp. TNF-o. Vétsina hodnot byla pod
detek¢nim limitem analyzy (DL) 2,3 pg/ml. Hladina IL-4
nad DL (0,66 pg/ml) bylau 2 muzi a 1 Zeny. U muzi byly
soucasné detekovany sIL-6R, sCD23, TGFp1, u Zeny i IL-
13. Interleukin-5 nad DL 1,45 pg/ml byl naméfen u 2 muzt
a 2 zen. Muzi méli v plazmé soucasné nenulovou hladinu
sCD40L, TGFp1, sIL-6R, sCD23, jedna Zena IL.-10 a sIL-
6R. Dva muZzi méli hladinu IL-6 nad DL 0,92 pg/ml, sou-
Casné s pozitivni hodnotou sIL-6R, sCD23, TGFf1, resp.
IL-5, IL-8 a sCD40L. DL pro IL-8 byl 7,26 pg/ml. Nad
timto limitem se nachazeli 2 muzi a 3 Zeny. U vSech byl
detekovan i sIL-6R, sCD23 a TGFf1. Pro interleukin 10
byl DL na hranici 0,66 pg/ml a pozitivni 1 darkyné (sou-
Casné pozitivita IL-5 a sIL-6R). Hladina IL-13 nad DL
0,99 pg/ml byla zjisténa u 2 muzi a 1 Zeny — vSichni sou-
Casné méli detekované i sIL-6R, sCD23 a TGFf1.

kovanych hodnot mozné bézné popisné 100 240 )
zobrazeni a grafické znazornéni dat vcetné 80 * 200

zobrazeni odlehlych a extrémnich hodnot. 0 ; - : 160

Obr. 1 ukazuje mediany hladin interleukini | £

a s[L-6R, jejich odlehlé hodnoty, resp. kvarti- 2 40 . B

ly. Obr. 2 ukazuje medidny, kvartily a rozsah 2 .o % i
hodnot pro TNF-a, TGFp1, sCD23 * Ty o

a sCD40L, tudaje jsou zachyceny v Tab. 1b. ’ : : :5— :; :; :1; :1; 0 T

Interleukiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-13)

Pouze u nékolika darci byla naméfena
nenulova hladina interleukinti v plazmé.

H median, l:l 25%-75% kvaltil,I rozsah neodlehlych hodnot, O odlehlé,+ extrémy

Obr. 1. Graty znazornujici rozsah naméfenych koncentraci ve vztahu k hodnoté medié-
nu u interleukind 2, 4, 5, 6, 8, 10, 13 a solubilniho receptoru pro IL-6 (sIL-6R). Nebyla
zjiSténa korelace mezi naméfenymi extrémnimi hodnotami. Hodnota plazmového sIL-
6R se vyrazné odlisila od vétSiny dat jen u jednoho dérce.
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Tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-q)

Median hladin TNF-a byl stejny jako u interleukinii
(0), DL 1,65 pg/ml. U tumor nekrotizujiciho faktoru
alfa byl rozdil v medidnu u muzai a Zen (0 vs. 26,2
pg/ml).

Transformugjici riistovy faktor Bl (TGFp1)

Primér hodnot koncentraci TGF1 byl 14,98, smé-
rodatnd odchylka (S.D.) 12,39, medidn 10,8 ng/ml.
Median muzi a Zen se mirné li§il. DL analyzy byl 0,06
ng/ml.

Solubilni kostimulaéni molekuly
CD23 a CD40L (sCD23, sCD40L)

Pro sCD23 (DL 3,3 ng/ml) byl primér hodnot 28,9,
S.D. 15,22, median 27,6 ng/ml a pro sCD40L s DL
0,062 ng/ml byl medidn hodnot rovny nule.
Detekované hodnoty u né¢kolika muza a Zen byly pfi-

,,45 -

Diskuse

Efekt cytokint je prevazné lokdlni. Jejich koncentra-
ce v télnich tekutindch kolisd v ur¢itém rozmezi pod
vlivem exogennich i endogennich faktort. VétSina
interleukint, na rozdil od jejich receptorQ, neni v tél-
nich tekutindich zdravého jedince detekovana.
Koncentrace cytokind v télnich tekutinich je zéavisla
nejen na probihajicich patologickych procesech, ale
souvisi i s fyzickou a psychickou zatézi, vékem (pii-
padné pohlavim). Vzhledem k rozsahu a charakteru dat
testovani pomoci neparametrickych testd nevedl
k nalezeni néjaké prfimé (linedrni) zavislosti mezi tes-
tovanymi veli¢inami.

Interleukin-2, produkovan subpopulaci Thl lymfocy-

ta, je prikladem cytokinu, ktery ma i klinic-

ké uplatnéni v onkologii (8—10). Méfitelna
koncentrace IL-2 nebyla u vétSiny sledova-
nych vzorkt zjisténa. Vyjimku tvofily méfi-
telné hodnoty u dvou muzl (41 a 42 let).
Zastupce antagonického T-lymfocytarni
subpopulace Th2, interleukin-4, byl jiz pred
16 lety povazovan za nastroj kontroly pro-

dukce mediatort zanétu (TNF-a, IL-1, pro-

staglandin E,). Ovliviluje také charakter

reakce $tépu proti hostiteli (GVHD) (11).
U darcid krve mélo detekovanou plazmatic-
kou hladinu pouze 10 % z testovaného sou-
boru. S funkcemi Th2 lymfocytl souvisi
i interleukin-5, ktery je soucasné diferenci-
acnim faktorem pro B-lymfocyty a stimu-
| | la¢nim i diferencia¢nim faktorem pro eozi-
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nofily. Monoklondlni protildtka mepolizu-

H median, D 25%-75% kvaltiI,I rozsah neodlehlych hodnot, O odiehlé,+ extrémy

Obr. 2. Grafy znazoriujici naméfené plazmové koncentrace solubilniho CD23 antigenu,
CDA40 ligandu, tumor nekrotizujiciho faktoru o a transformujiciho rstového faktoru f1.
Odlehlé a extrémni hodnoty byly u jednotlivych parametri detekovany u riznych jednot-
livel — vyjimku tvoii extrémni hodnota sSCD40L a souc¢asné TGFB1 u jednoho darce.

tomny soucasné s pozitivitou na sIL-6R, sCD23,
TGFp1, v nékolika pfipadech soucasné s IL-2, IL-5,
IL-6, IL-8 nebo TNF-a.
Solubilni receptor pro interleukin-6 (sIL-6R)

U sIL-6R (DL 0,01 ng/ml) byly hodnoty priméru
75,89, S.D. 35,83, median 68,75 ng/ml. Rozsah hodnot
je graficky zndzornény na obrazku 1.

mab je G¢innd proti nadprodukci IL-5 pfi
1é¢bé hypereozinofilnich syndromd a pfi
atopickych reakcich (12). Spole¢né s IFN v,
TNF-a a IL-13 se jevi i jako vyznamny pre-
diktor rozvoje akutni GvHD po alogenni
nepiibuzenské transplantaci kmenovych
bunék (13), naproti tomu u zdravych jedinci by nemél
byt detekovan. Na zdkladé naSich vysledki miiZeme
predpokladat, Ze v zdravé populaci detekujeme urcitou
koncentraci v plazmé pouze u necelych 17 % osob.
Interleukin-6 je pleiotropnim cytokinem a dal$im zastup-
cem Th2 subpopulace. Vyznamné moduluje expresi
ostatnich cytokinti, ovliviiuje procesy nadorového rastu,

Tab. 2. Jiné charakteristiky testovaného souboru darct krve, * = asymetricky tvar rozdéleni.

Pohlavi Hemoglobin Pocet leukocytt Tlak krve ALT Vyska/hmotnost
(g/h (x109/1) (mm Hg) (ukat/l) (m, kg)
(av. £ S.D.) (av. £ S.D.) (av. = S.D.) (av. = S.D.) (av. £ S.D.)
muzi 150,07 = 9,13 5,47 = 0,80 139 = 14,70/ 0,52 £ 0,41 1,76 = 0,06/
81,07 = 11,20 81,93 = 11,65
Zeny 132,0 £ 5,67 5,88 = 1,34 122 = 13,38/ 0,28 = 0,09 1,67 = 0,06/
76,77 = 7,62 67,0 = 11,52

(av. = S.D. = pramér = smérodatnd odchylka, ALT = alaninaminotransferdza)
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sehrava kliCovou roli pfi vyplavovani prozanétlivych
mediatorti. Thomas a kol. stanovili koncentraci IL-6 v séru
deseti zdravych kontrol 6 pg/ml, pficemzZ nebyla zjiSténa
korelace mezi detekovanou hladinou a vékem nebo pohla-
vim (14). Yamamura a kol. dokazali zvySenou produkci
interleukinu-6 u pacient s T-lymfatickou leukemii nebo
T-lymfomem (15). Velmi nizké koncentrace jsme citlivéj-
$i metodou (detekce od 0,92 pg/ml) naméfili u 47 % zdra-
vych kontrol. Wierzbowska a kol. uvadi pfi jesté vyssi cit-
livosti metody rozmezi hodnot v séru 24 zdravych kontrol
0,5-16,6 pg/ml (median 5,35 pg/ml) (16). Porovnanim
hodnot sérovych koncentraci kontrol se skupinou pacientti
s mnohocetnym myelomem autofi dospéli k hypotéze, Ze
hladiny sérového IL-6 a sIL-6R mohou byt markery akti-
vity tohoto onemocnéni (17). Gause a kol. pfi pouZiti ana-
lIyzy s pomérné vysokym limitem detekce (10 pg/ml) zmé-
fili sérové koncentrace IL-6 pouze u 10 % testovanych
zdravych darct (18), v jinych pracich nebyl v séru zdra-
vych kontrol vibec detekovan (19). V nasi skupiné byla
celkové pfi citlivosti metody 0,92 pg/ml méfitelnd kon-
centrace IL-6 u 6,7 % darcu krve.

Chemotakticky faktor pro neutrofily, chemokin inter-
leukin-8 (CXC ligand 8) je produkovan B-lymfocyty,
fibroblasty i nékterymi bunéénymi liniemi nadora (20).
Watanabe a kol. publikovali vysledky vztahu mobilizace
krvetvornych bunék a endogenni produkci IL-8, MIP-1a,
TNF-a a IFN y u 20 darct perifernich kmenovych bunék.
Jeding IL-8 koreloval také s naristem mnoZstvi CD34%
bunék a CFU-GM (,,colony forming unit for granulocy-
te—macrophage”) (21). U jiné kontrolni skupiny byla
zméfena koncentrace IL-8 v séru v rozmezi 0-60 pg/ml
(pramér + S.D.: 3 + 14 pg/ml) (21). Produkci tohoto che-
mokinu u fyzicky zdravych jedinct jsme zjistili v plazmé
jen necelych 17 % osob.

Zvlastni postaveni mezi interleukiny ma interleukin-10,
ktery kromé jinych vyznamnych funkei inhibuje prolifera-
ci Thl subpopulace, sekreci pfislusnych cytokint, jako
i expresi cytokinti aktivovanych makrofagti na transkripc-
ni drovni. IL-10 mize byt soucasné rustovym faktorem
pro maligni buiiky (23). V sérech zdravych kontrol byl
interleukin-10 pfi citlivosti metody 0,5 pg/ml nedetekova-
telny, naopak tomu bylo u vSech nemocnych s chronickou
B-lymfocytarni leukemii (B-CLL) (24). U tfech zdravych
kontrol stejné jako u naSeho souboru nebyl detekovan;
vyjimkou je detekovany plazmaticky IL-10 u 20leté Zeny.
Aktivované T-lymfocyty jsou schopny produkovat interle-
ukin-13, ktery je v ¢asti své struktury podobny IL-4. Svym
multifunkénim plisobenim zasahuje do indukce exprese
CD23 na B-lymfocytech, proliferace B-bunék a stimuluje
sekreci IgE a IgG,. Terapeuticky by se mohl uplatnit
v 1écbé B-CLL ¢i Hodgkinovy nemoci, kde piisobi jako
modulator apoptézy, nadorového ristu a imunitniho
dohledu (24). Dalsi mozné vyuZiti je u alogennich trans-
plantaci, kde byla hladina IL-13 u darct $t€pu nejvyznam-
néjSim prediktorem rozvoje akutni GvHD u pfijemce
transplantatu (13). Za fyziologickych podminek se tento
interleukin vyskytuje v méfitelné koncentraci s pfiblizné
10% pravdépodobnosti.
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Jeden z tumor nekrotizujicich faktort, TNF-a
(kachektin), byl poprvé sledovan O’Malleym a kol. v r.
1962. Necelych 30 let poté byl popsan jeho vyznam
u B-CLL a , hairy-cell” leukemie (HCL). Potvrdilo se,
Ze mononukledrni buniky z periferni krve zdravych
jedinct produkuji desetkrat vétsi mnozstvi TNF-a neZ
buniky pacientd s CLL (26). Koike a kol. prokézali
u pacientd s myelodysplastickym syndromem (MDS)
a aplastickou anémii vzestup hladiny cytokint IL-6,
IL-18 a TNF-a, spojeny zejména s hypocelularitou
kostni dfené (27). Fuhrmann-Benzakein a kol. pfi sle-
dovani koncentraci angiogennich cytokinti u pacientt
se solidnimi tumory naméfili u zdravych kontrol hod-
noty do 13 pg/ml (28). NaSe kontroly mély median
hodnot TNF-a rovny nule s detekovanym maximem
priblizné pétkrat vyssim neZ v citované publikaci.
Jednim z cytokind, jehozZ rozpéti méfitelnych koncent-
raci v plazmé bylo mozné hodnotit jinak nez skupinu
interleukind, byl transformujici ristovy faktor (1.
TGFp1 se mimo jiné uplatituje jako pozitivni reguldtor
angiogeneze. Pro posuzovani zmény cytokinové hladi-
ny slouzily jako referencni hodnoty plazmatickych
koncentraci angiogennich cytokinti (bazického FGF,
HGF - ,hepatocyte growth factor”, VEGF, TGFp
a TNF-a) 40 zdravych dobrovolnikti. Median hodnot
pro TGFp se rovnal 16 ng/ml (z rozsahu hodnot 3-40
ng/ml) (28). Median koncentraci TGF@1 nasi skupiny
darciti byl nizsi (10,8 ng/ml).

Kostimula¢ni molekula sCD23 (solubilni CD23
antigen), rustovy faktor B-lymfocytd a nizkoafinitni Fc
receptor pro IgE, se uplatiuje u nehematologickych
onemocnéni (diabetes mellitus, neplodnost, astma),
a zaroven jako predik¢ni faktor u HCL a B-CLL (29,
30). U darct krve je jeho koncentraci v télnich tekuti-
nich mozné detekovat od ng/ml. Solubilni CD40
ligand (sCD40L) je kostimula¢ni molekula uplatiiujici
se v regulaci ristu a prezivani B-lymfocytl zavislém
na T-buiikdch (31). U pacientd s B-lymfomy, jako
i u jinych malignit odvozenych od B-lymfocytt, byla
prokazana jeho zvySena hladina. Detekované sérové
koncentrace mély i zdravé kontroly. sCD40L indukuje
zvySenou produkci IL-6 a GM-CSF CD40+ blasty
AML (32). U darct krve nebyla prokazana souvislost
mezi hladinou IL-6 a sCD40L.

Solubilni interleukin-6 receptor (sIL-6R) potencuje
efekt IL-6 a uplatiiuje se v regulaci protinddorové akti-
vity a proliferaci hematopoetickych kmenovych bunék
(33). U pacientt, ktefi se po transplantaci kostni diené
podrobili imunoterapii IL-2/IFNa (Roferon-A) nebo jim
byly aplikovany darcovské lymfocyty, byla koncentrace
sIL-6R po dobu imunoterapie zvysend, po ni nasledoval
pokles na normalni hodnoty 20 + 3 ng/ml (34). Podle
dostupnych dat miZe v séru zdravych jedincti koncent-
race sIL-6R dosahovat hodnot od 65 az nad 200 ng/ml.
Median naSich hodnot u darcti krve byl podobny prumé-
ru (68,75 vs. 75,89 ng/ml).

Imunopotenciacni a imunoregulacni G¢inky cytokini
jsou predmétem soucasného vyzkumu. Hledaji se sou-
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vislosti mezi hladinami cytokind a pribéhem onkologic-
kych a neonkologickych onemocnéni, jako i jejich tera-
peutické uplatnéni (napf. vliv TNF-a, IL-15 nebo IL-18
na prihojeni $tépu po alogenich transplantacich kostni
dfené nebo PBSC, hladina IFN y u pacientt s chronic-
kou myeloidni leukemii pfi 1écbé imatinib mesylatem,
ale i zavislost koncentrace n¢kterych cytokinti na Gspes-
nost metod asistované reprodukce). Soucasné terapeu-
tické moznosti kombinuji vice pristupti — bioterapii,
celularni terapii, monoklonélni protilatky, vakciny, atd.
Potencialni vyuziti maji imunotoxiny vdzané na mono-
klonalni protilatky smérované proti cytokinim a jejich
receptorim v 1é¢bé lymfomti, myelomu, leukemii,
nékterych solidnich nddort a komplikaci po transplanta-
cich (35). Ziskana primarni data mohou rovnéz vstupo-
vat do spole¢nych analyz srovnanim kontrolni a patolo-
gické skupiny.

Podeékovdni
Tato prdce byla podporena grantem Interni grantové agentury minis-
terstva zdravotnictvi Ceské republiky NR8003-3/2004.

Literatura

1. Thomson AW, Lotze MT (editors). The cytokine handbook. 4.
vyd. London, Academic Press 2003; 1396.

2. Klener P, et al. Cytokiny ve vnitinim lékafstvi. 1. vyd. Praha,
Grada Publishing s.r.o. 1997; 264.

3. Krejsek J, Kopecky O. Klinickd imunologie. 1. vyd. Hradec
Kralové, Nucleus HK 2004; 968.

4. Klabusay M, Sukova V, Koristek Z, Mayer J, Vorlicek J.
Analyza fenotypu a kinetiky subpopulaci CD34+ buné¢k a lym-
focyti darca perifernich hematopoetickych kmenovych bunék
pro alogenni transplantace. Cas Lék Ces 2003; 142(7):
410-416.

5. Klamova H, Vitek A, Michalova K, et al. Interferon alfa — 1ék
volby pro nemocné s chronickou myeloidni leukemii. Cas Lék
Ces 1998; 137: 552-556.

6. Bewtra M, Lichtenstein GR. Infliximab use in Crohn’s disea-
se. Expert Opin Biol Ther 2005; 5(4): 589-599.

7. Fojtik Z, Beranek M, Klabusay M, Koristek Z, Bulikova A.
Vyskyt antifosfolipidovych protilatek u nemocnych se systé-
movym lupus erythematodes. Ces Revmatol 2003; 11(4):
174-180.

8. Hajek R, Koristek Z, Vinklarkova J, Janovska E, Klabusay
M, et al. Aktivace autologniho transplantatu hematopoetickych
kmenovych bunék interleukinem-2. Cas Lék Ces 2001;
140(14): 430-435.

9. Hajek R, Koristek Z, Vinklarkova J, Janovska E, Klabusay

M, et al. Interleukin-2 activation of haematopoietic stem cells.

Acta Medica Austriaca 2002; 29(2): 61-67.

Meloni G, Vignetti M, Pogliani E, Invernizzi R, Allione B, et

al. Interleukin-2 for the treatment of advanced acute myeloge-

nous leukemia patients with limited disease: updated experien-

ce with 20 cases. Leuk Lymphoma 1996; 21(5-6): 429-435.

11. Krenger W, Ferrara JLM. Dysregulation of cytokines during

graft-versus-host-disease. J] Hematother 1996; 5: 3—14.

Garret JK, Jameson SC, Thomson B, Collins MH, Wagoner

LE, et al. Anti-interleukin-5 (mepolizumab) therapy for hype-

reosinophilic syndromes. J Allergy Clin Immunol 2004; 113(1):

115-119.

Jordan W], Brookes PA, Szydlo RM, Goldman JM, Lechler

RI, Ritter MA. IL-13 production by donor T cells is prognos-

tic of acute graft versus host disease following unrelated donor

10.

12.

13.

,,45 -

14.

16.

19.

20.
21.

22.

24.

25.

26.
217.

28.

29.

31.

32.

stem cell transplantation. Blood 2004; 103(2): 717-724.
Thomas X, Hirschauer C, Troncy J, Assouline D, Joly M, et
al. Serum interleukin-6 levels in adult acute myelogenous leu-
kemia: relationship with disease characteristics and outcome.
Leuk Lymphoma 1997; 24: 291-300.

. Yamamura M, Yamada Y, Momita S, Kamihira S, Tomonaga

M. Circulating interleukin-6 levels are elevated in adult T-cell leu-
kaemia/lymphoma patients and correlate with adverse clinical
features and survival. Br J Haematol 1998; 100: 129-134.
Wierzbowska A, Urbanska-Rys H, Robak T. Circulating IL-
6-type cytokines and sIL-6R in patients with multiple myelo-
ma. Br J Haematol 1999; 105: 412-419.

. Klabusay M, Doubek M, Adam Z, Hajek R, Kfivanova A.

Detekce myelomovych bunék v periferni krvi vicerozmérnou
prittokovou cytometrii: monitorovani zbytkové nemoci. Cas
Lék Ces 2000; 139(14): 432-436.

. Gause A, Spickermann D, Klein S, Diehl V, Pfreundschuh

M. Elevation of circulating IL-6 in patients with acute non-
lymphocytic leukemia. Eur J Haematol 1994; 53: 178-180.
Herold M, Schmalzl F, Zwierzina H. Increased serum interle-
ukin 6 levels in patients with myelodysplastic syndromes. Leuk
Res 1992; 16(6/7): 585-588.

Srivastava MD, Srivastava R, Srivastava BIS. Constitutive
production of interlekuin-8 (IL-8) by normal and malignant
human B-cells and other cell types. Leuk Res 1993; 12(17):
1063-1069.

Watanabe T, Kawano Y, Kanamaru S, Onishi T, Kaneko S,
et al. Endogenous interleukin-8 (IL-8) surge in granulocyte
colony-stimulating factor-induced peripheral blood stem cell
mobilization. Blood 1999; 93(4): 1157-1163.

Vinante F, Rigo A, Tecchio C, Patuzzo C, Ricetti MM, et al.
Preferential release of high amounts of interleukin-8 by myelo-
id blasts showing monocytic differentiation. Haematologica
1996; 81: 195-200.

. Lu ZY, Zhang XG, Rodriguez C, Wijdenes J, Gu Z, et al.

Interleukin-10 is a proliferation factor but not a differentiation
factor for human myeloma cells. Blood 1995; 85(9):
2521-2527.

Kamper EF, Papaphilis AD, Angelopoulou MK, Kopeikina
LT, Siakantaris MP, et al. Serum levels of tetranectin, inter-
cellular adhesion molecule-1 and interleukin-10 in B-chronic
lymphocytic leukemia. Clin Biochem 1999; 32(8): 639-645.
Wynn TA. IL-13 effector functions. Annu Rev Immunol 2003;
21: 425-456.

Foa R, Massaia M, Cardona S, Tos AG, Bianchi A, et al.
Production of tumor necrosis factor-alpha by B-cell chronic
lymphocytic leukemia cells: a possible regulatory role of TNF
in the progression of the disease. Blood 1990; 76(2): 393-400.
Koike M, Ishiyama T, Tomoyasu S, Tsuruoka N.
Spontaneous cytokine overproduction by peripheral blood
mononuclear cells from patients with myelodysplastic syndro-
mes and aplastic anemia. Leuk Res 1995; 19(9): 639-644.
Fuhrmann-Benzakein E, Ma MN, Rubbia-Brandt L, Mentha
G, Ruefenacht D, et al. Elevated levels of angiogenic cytokines
in the plasma of cancer patients. Int J Cancer 2000; 85: 40-45.
Sarmiento MA, Palacios MF, Scolnik MP, Ramirez FR,
Stanganelli C, et al. Evolution of chronic lymphocytic leuke-
mia: predictive value of immunophenotype, soluble CD23 and
morphology. Medicina (B Aires) 2002; 62(4): 305-312.

. Schwarzmeier JD, Shehata M, Hilgarth M, Marschitz I,

Louda N, et al. The role of soluble CD23 in distinguishing
stable and progressive forms of B-chronic lymphocytic leuke-
mia. Leuk Lymphoma 2002; 43(3): 549-554.

Clodi K, Asgary Z, Zhao S, Kliche K, Cabanillas F, et al.
Coexpression of CD40 and CD40 ligand in B-cell lymphoma
cells. Br J Haematol 1998; 103(1): 270-275.

Aldinucci D, Poletto D, Nanni P, Degan M, Rupolo M, Pinto
A, Gattei V. CD40L induces proliferation, self-renewal, rescue
from apoptosis, and production of cytokines by CD40-expres-
sing AML blasts. Exp Hematol 2002; 30(11): 1283-1292.

172



Trans zlom 3

30.10.2006 9:44 Strénka 173

33. Klabusay M, Dvorak P, Mayer J. Kmenové butiky: novy pfi-
slib v medicing. Vnitini 1ékafstvi 2005; 51(2): 206-215.
Toren A, Novick D, Ackerstein A, Or R, Slavin S, et al.
Soluble IL-6 receptors (sIL-6R) in hematological patients reci-
eving immunotherapy with IL-2/IFN-a or donor lymphocytes
following bone marrow transplantation. Bone Marrow
Transplant 1996; 18: 721-724.

Thrush GR, Lark LR, Clinchy BC, Vitetta ES. Immunotoxins:
an update. Annu Rev Immunol 1996; 14: 49-71.

Likes J, Machek J. Matematickd statistika. SNTL 1983; kap.
8, 77-18.

34.

35.

36.

,,45 -

Mgr. Viera Kohiitovd

Laborator flow cytometrie a celuldrni terapie
Interni hematoonkologickd klinika

Fakultni nemocnice Brno

Cernopolni 9

625 00 Brno

e-mail: sunea@centrum.cz

Doslo do redakce: 23. 2. 2006
Prijato: 29. 5. 2006

Diagnosis and management of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
Charles Parker, Mitsuhiro Omine, et al. for the International PNH Interest Group
Blood, 1 December 2005, Volume 106, Number 12, p. 3699-3709

Mezinarodni zajmova skupina pro paroxyzmélni no¢ni hemoglobinu-
rii (PNH) definuje toto onemocnéni jako dusledek maligniho klonalniho
rustu jednoho nebo né€kolika druhti hematopoetickych kmenovych
bunék, které ziskaly somatickou mutaci genu pro fosfatidylinositolgly-
kan tfidy A (PIGA). Progenitory postizenych kmenovych bun€k maji
defekt v expresi proteinii vazanych na glykosylfosfatidylinositol (GPI-
APs). Deficience komplementdrnich regula¢nich proteind vazanych na
GPI (CD55 a CD59) je zodpovédnd za intravaskularni hemolyzu, ktera je
primarni klinickou manifestaci choroby. PNH casto vznika ve spojeni
s chorobami dfefiového selhdni, zvlasté s aplastickou anémii.
Trombofilie je hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u PNH. Zatim se
uziva pracovni klasifikace do 3 subkategorii: A —klasickd PNH, B — PNH
v ramci jiného specifikovaného onemocnéni kostni diené, C — subklinic-
ka PNH (PNH-sc). Pokracujici vyzkum vSak vyZaduje modifikaci téchto
3 subkategorii. Minimalni zakladni kritéria pozadovand pro diagnézu
a kategorizaci zahrnuji: A — priikaz populace bunék periferni krve (eryt-
rocyti, granulocyti nebo radéji obou), které maji deficienci v GPI-APs.
Metodou prikazu ¢astecného nebo tplného deficitu je pritokova cyto-
metrie s uZitim primdrnich protilatek proti GPI-APs nebo metoda
FLAER (fluoresceinem znacenym aerolysinem). Aerolysin je bakterialni
protein, ktery se selektivné vaze na GPI-APs. MozZnosti obou metodic-
kych pfistupl jsou blize osvétleny. B — kompletni krevni obraz, pocet
retikulocyttll, sérova koncentrace LDH, frakce bilirubinu a haptoglobin.
C — aspirdt kostni dfené, biopsie a cytogenetika. Doporuceny jsou dalsi
podptirné studie (podrobna anamnéza, pritokova cytometrie zaméfend
na podil erytrocytli a granulocytt deficientnich v GPI-AP, vysetieni séra
na Zelezo, celkovou vazebnou kapacitu, koncentraci ferritinu, déle vySet-

feni séra na kreatinin a ureu, koncentraci erytropoetinu, hemosiderin
v moci a HLA typizace). Prace demonstruje obrazové analyzu erytrocy-
ti a granulocytl pomoci prutokové cytometrie pomoci specifickych iden-
tifikacnich postupii. Léceni anémie pifi PNH je komplexni, vyZaduje
spravné posouzenti, jak mnoho je anémie disledkem hemolyzy a nakolik
je zptisobena porusenou erytropoézou. Jednotlivé moznosti terapie a pfi-
slusné indikace jsou podrobné komentovany. Samostatna kapitola je
vénovana transplantaci kmenovych bunék. Jsou uvedena data nejvétsi
transplantované skupiny (220 pacientl) z registru Francouzské hemato-
logické spolecnosti. Prace klade nékteré dosud oteviené otazky. Tykaji se
mozZnosti spontdnnich remisi, optimalniho ¢asu pro transplantaci, uZiti
kmenovych bunék od nepiibuzného darce, ptipravného rezimu a dalSich
moznosti, napf. humanizované monoklondlni protilatky proti komple-
mentu C5 (eculizumab). Podrobné je probrdna tromboembolickd nemoc
jak z hlediska profylaxe tromboembolickych pithod tak jejich 1écby,
véetné disproporcionalné pfichdzejicich mist trombézy. Zeny s PNH
mohou mit zdvaZnou morbiditu a zvySenou mortalitu béhem t€hotenstvi.
PNH komplikujici t€hotenstvi prindsi rizika jak pro matku, tak vyvijeji-
ci se plod. Samostatny odstavec je vénovén pediatrické PNH, problema-
tice dysfagie, muZské impotenci a abdominalni kolikovité bolesti, zv14st-
nostem geografickych a etnickych rozdila. Mezindrodni PNH skupina
podporuje celosvetovy registr pacienti s PNH a vytycuje budouci sméry
klinickych a laboratornich studii.
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