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Pozn.

Obchodni nazev testovaného pripravku je BioBran, Bi-oBran nebo ImunoBran.

Prijato 17. zaFi, 2008

BioBran enzymaticky modifikovany arabinoxylan z ryzovych otrub, se testoval kviili jeho moznym G¢inkim na in-vitro
dozravani (maturaci) lidskych dendritickych bunék (DC). Nezralé DC (iDC) ziskané z plastickych adherovanych perifernich
monocytu (Mo) osetienych pomoci IL-4 a GM-CSF byli déle kultivované s cytokinovou matura¢ni smési 1 (CMM1; TNF-c,
IL-1§ a IL-6) nebo CMM2 (LPS a IFN-y), aby se vyvolalo jejich dozravani na zralé DC (matDCI resp. matDC2).
V pritomnosti nebo nepiitomnosti prislusné CMM byly aplikovany rozdilné koncentrace BioBranu (10, 100, 400 a 1000

pg/ml), aby bylo mozné zhodnotit uc¢inky BioBranu na matura¢ni procesy DC.

BioBran indukoval dozravani iDC, protoZe tyto buiky kultivované s IL-4/GM-CSF/BioBranem signifikantné zvySovali
regulovanymi antigeny CD14 a CDI1 na povrchu bunék expresi matura¢niho markeru CD83. Dale byl pozorovan narust
povrchové hustoty kostimulaénich molekul CD80 a CD86 na iDC v pritomnosti BioBranu. BioBran navic indukoval funkéni
dozravani iDC, coz bylo potvrzené snizenou endocytickou aktivitou iDC. BioBran také podporoval maturacni potencial
cytokinovych smési, nebot’ v porovnani s DC maturovanymi pouze samotnou pfislusnou CMM i matDC1 a matDC2
vystavené BioBranu uplné ztratily CD14 a neregulované CD83, CD80 a CD86 antigeny. BioBran také zvySoval expresi
CD123 antigenu ve viech podmnozinach DC. Velmi zajimava je skute¢nost, ze matDC2 dozravajici v pritomnosti BioBranu
(400ug/ml) vykazovali vy$si hladiny CD123 a nejnizsi hladiny CDI1 1c antigenti na povrchu bunék, fenotyp reprezentovany
CD1ledim CD123bright populaci plasmacytoidnich DC. Tyto Gdaje dokazuji, ze BioBran silné podporuje dozravani DC,

a naznacuji, Ze BioBran by tak mohl byt uZite¢nym Cinitelem pro vytvofeni prostiedi, které podporuje dozravani DC.

Klicova slova: dendritické bunky, dozravani, BioBran, buffy coat (koncentrat leukocytit po odstiredéni)

Dendritické buniky jsou profesiondlnimi  buikami pochazeji z progenitorovych bunék kostni diené. U lidi

piedstavujicimi antigeny (APC), které hraji hlavni roli pfi
spusténi a regulaci imunitnich reakei, protoZe fidi jak
vrozené (NK bunky, NKT bunky, &y T bunky), tak i
ziskané (T a B buiky) ¢ast imunity [1]. DC zahrnuji

podmnoziny bunék sriznymi charakteristikami, které

mohou myeloidni a lymfoidni prekursorové bunky dat
vzniknout myeloidnim dendritickym buiikam
CD1lcbrightCDI123dim (mDC) resp. plasmacytoidnim
dendritickym buikam CD1 ledimCD123bright (pDC )[2].

Antigenem nabité DC periferni tkané migruji aferentnimi



lymfatickymi cévami do drenaznich lymfatickych uzlin,
kde dodavaji zpracované proteinové a lipidové antigeny
T bunkam jak v podobé klasickych molekul (hlavni
histokompatibilni komplex (MHC) tfidy I a tfidy 1), tak
i neklasickych  molekul  pfedstavujicich  antigeny.
Neaktivované iDC dodavaji T buikam antigeny, coZ
v nepfitomnosti vhodné kostimulace vede k toleranci [3,
4]. Pii styku s patogeny nebo jinymi s ,nebezpe¢im®
spojovanymi stimuly, jako jsou cytokiny, produkty
poskozenych tkani nebo vlastni lymfocyty, prochazeji
DC procesem aktivace a zrani, b&hem kterého ztraceji
schopnost zachytavat Ag, ale ziskavaji kapacitu pro
aktivaci imunity. Tento proces maturace (dozravani)
zahrnuje zmény v morfologii a motilité, translokaci MHC
na povrch bunék, zvy3enou expresi kostimula¢nich
molekul (CD80/CD86 a CD40) a produkci cytokint,
které determinuji tfidu imunitni reakce tim, Ze selektivné

polarizuji vyvoj efektorovych T bunék [5].

Diky své schopnosti iniciovat, spojovat a regulovat jak
vrozenou, tak i ziskanou imunitu, piedstavuji DC
potencidlni ndstroj pro imunoterapii rakoviny. Bylo
zjisténo, ze mDC a pDC také dokazou infiltrovat nékolik
typu lidskych nadort, ale vétsina DC infiltrujicich nadory
byly nezralé DC [6]. Také se ukézalo, Ze né&které
sekundarni faktory tumorti vedou k inhibici maturace DC
veéetné 1L-10, VEGF, TGF-p a PGE2 [7]. DC, které se
setkaly s nadorovym  antigenem v nepfitomnosti
promaturaéniho prostiedi, zastavaji v nezralém nebo
nedozralém stavu a muZe se vytvofit tolerogenni reakce
[4]. Proto byla podpora maturace DC navrZzena jako
terapie bojujici proti toleranci fizené nadorem (tumor-

driven tolerance) a pro stimulaci protinadorové imunity.

BioBran je doplnék stravy, ktery se ziskava reakci
hemicelulézy — zryzovych  otrub s vicenasobnymi
karbohydratovymi  hydrolyza¢nimi  enzymy  zhub
Shiitake. Aktivni slozka BioBranu je arabinoxylan.
Predchozi vyzkumy naznaCily, Ze tento produkt
podporuje buné¢nou aktivitu pfirodnich zabijaki (NK =
natural killers) in vitro ain vivo [8, 9]. Cilem tohoto
vyzkumu bylo prozkoumat mozné modulatorni Gcinky

BioBranu na diferenciaci a maturaci lidskych DC in vitro.

Materidly a metody

Reagenty. V tomto vyzkumu byli pouzity nesledujici
monoklonalni protilatky (mAbs): fluorescein
isothiokyanat (FITC) konjugovany s anti-human CD1lc
(IgG1) mysi mAb, fykoerythrin (PE) konjugovany s anti-
human CDI4 (IgG1) mySi mAb, PE anti-human CD45
(IgG1) mysi mAb, PE anti-human CDI123 (IgGl) mysi
mADb, PE anti-human CDS80 (1gG1) mysi mAb, PE anti-
human CD83 (IgG2bl ) my3i mAb, PE anti-human CD86
(IgG2bl ) mysi mAb, PE anti-human CDIla (IgGll ) mysi
mAb a barvivo spojené svyménou energie (ECD =
energy-coupled dye) anti-human HLADR (IgGl) mysi
mAb. Viechny mAbs a izotypové sladéné kontroly byly
zakoupené od spole¢nosti Immunotech Beckman Coulter.
Také jsme pouzili nesledujici cytokiny a ligandy:
rekombina¢ni huménni kolonie granulocyti-makrofagi
stimulujici  faktor  (rhuGM-CSF;  Santa  Cruz
Biotechnology), rekombina¢ni humanni interleukin-4
(rhulL-4; Santa Cruz), rekombina¢ni  humanni
interleukin-13(IL-1 B; Biomol), rekombina¢ni huménni
interleukin-6 (1L-6; Santa Cruz), faktor nadorové nekrozy
(TNFa Santa Cruz), lipopolysacharid (LPS; Sigma-

Aldrich), a interferon y(IFN-y; Bender MedSystem).

BioBran ~ denaturovand  hemiceluléza  ziskana
zryzovych otrub, které se enzymaticky
zpracuji extraktem zhub Shiitake (Lentinus edodes).
Hlavni  chemickd struktura aaktivni slozka je
arabinoxylan s xylézou ve svém hlavnim fetézci as
polymerem arabindzy ve vedlejSim fetézci. BioBran byl
poskytnut spole¢nosti Daiwa Pharmaceuticals Co. Ltd,
Tokio v Japonsku. Roztok BioBranu se pfipravil
rozpusténim 1 davky BioBran 1000 v destilované vodé na

kone¢nou koncentraci 10 mg/ml.

Izolace perifernich krevnich monocytu. Monocyty byly
izolovany z leukocytového koncentratu zdravych donort
(Narodny transfizny  servis, Bratislava) pomoci
centrifugace Pancol gradientem hustoty (1,077 g/ml,
PAN-Biotech, Némecko). Mononuklearni  buriky
zrozhrani byly sesbirdny, dvakrat promyty v PBS
ajednou v AIM-V kompletnim médiu (Gibco-BRL,
Paisley, UK) apotom se nechaly 2 hodiny prilnout
v plastovych 6-pfihrddkovych miskach pii 37 °C, 5%



CO2. Neadherované buriky byly jemné odstranény trojim
promytim v PBS a jednim promytim v AIM-V médiu.

Diferenciace  a dozriaviani dendritickych  bunék.
Monocyty adherované na plast byly kultivované v 6-
piihradkovych miskach po dobu 6 dni v AIM-V
kompletnim médiu obohacenym o GM-CSF (1000 1U/mI)
a IL-4 (1,000 1U/ml), aby se vytvoiily iDC. Cerstvé
médium s cytokiny bylo pfidané do bunéénych kultur
kazdy druhy den. Sedmy den bylo médium vyménéno
a buiiky byly kultivované v kompletnim AIM-V médiu
obsahujicim GM-CSF (1,000 1U/ml) a IL-4 (1,000 1U/ml)
v pritomnosti nebo nepritomnosti maturaénich stimult po
dobu dalSich 2 dni. Jako stimuly pro maturaci DC na
matDC1, resp. matDC2 byla pouzZitda cytokinova
maturaéni smés 1 (CMMI1; TNF-a (10 ng/ml), IL-1 (10
ng/ml) a [L-6 (10 ng/ml)), a cytokinova maturaéni smés 2
(CMM2; LPS (250 ng/ml) a IFN vy (1000 IU/ml))
s pridanim anebo bez pfidani BioBranu (10, 100, 400 a
1000 pg/ml) [10].

Immunofenotypova analyza bunék. Z monocytu
ziskané DC byly sesbirany, promyty aznovu vlozené
do PBS 0,2% BSA (Applichem). Do 96-piihradkové
mikromisky se dnem ve tvaru ,,V* byla nepipetovana
stejnd mnozstvi bunék (50 pl/na prihradku) a bunky
byly inkubovany 2 pl  pfisluiného  fluorochromo-
konjugovaného mAbs po dobu 30 minut pii 37°C ve tmé.
Na konci inkubace byly vzorky preneseny do
cytometrickych zkumavek a byly pridany 2 pl roztoku 7-
amino-actinomycinu D (7-AAD; zasobni roztok | mg/ml
v PBS) ve 300 ul PBS na oznaceni nezivotaschopnych
bunék. Vzorky byly inkubovany na ledu po dobu 10
minut, chranéné pfed svétlem a analyzované za pouZiti

Coulter Epics Altra pratokového cytometru.

Analyza endocytézy s FITC-dextranem. Uginnost
endocytézy byla hodnocena jako bunééné zachycovani
fluoresceinu isothiokyanatu (FITC) konjugovaného s
dextranem monocyty, nezralymi a zralymi DC (matDC1,
matDC2) kultivovanymi v nepfitomnosti a pritomnosti
BioBranu riznych koncentraci (100, 400 a 1000 pg/ml).
Pro analyzu endocytézy bylo 2 x 105 bunék v kazdém
vzorku inkubovano v AIM-V médiu s 1 mg/ml FITC-
dextranu (Mr 40,000; Sigma) po dobu 60 minut bud’ pfi

37°C (pro absorpci) anebo 4°C (negativni kontrola). Po
inkubaci byly bunky tfikrat promyty ledové studenou
PBS. Navic byla pouzita trypanova modra (0,2 %) na
utlumeni  FITC fluorescence vazané na povrch.
FITC-dextranu

kvantifikovana pomoci priatokové  cytometrie.

Akumulace v buikach byla
Nezivotaschopné buiky a kontaminujici lymfocyty byly
vyloucené podle jejich vlastnosti rozptylu a znecisténi 7-
AAD. Hodnoty byly pocitany jako zména v procentu
zelené fluorescencni pozitivity mezi bunénymi vzorky

pii 37 °C resp. 4 °C.

Pratokova cytometrickd analyza. Vzorky byly
analyzované  pomoci  ¢tyrbarevného  pritokového
cytometru Epics Altra (Beckman Coulter) vybaveného
argonovym laserovym (15 mV) zdrojem pracujicim na
488 nm. Emise fluorochroml byla zaznamenana pies
specialni  fluorescenéni  filtry pro urdita  pasma
propustnosti: FITC, 525 nm (FL1); PE, 575 nm (FL2);
ECD, 610 nm (FL3); 7-AAD; 675 nm (FL4). Udaje byly
analyzované pomoci softwaru WinMDI verze 2.7 (J.
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, Kalifornia).
Pro imunofenotypizaci byl vybéru populace bunék
(,,gatovani*) proveden na kolmém rozptylu (,,side scatter*
= SSC; osa Y) oproti stupnici oranzové fluorescence
barviva ECD (HLA-DR pozitivita; osa X), a to za G¢elem
provedeni separace rezidualnich lymfocyti.
Nezivotaschopné  (7-AAD-pozitivni)  bunky  byly
zanalyzy vylou¢eny. Prumérné bylo v jednom vzorku
sesbirano 20 000 bunék.

Vysledky

Fenotypicka charakterizace Mo a z Mo ziskanych DC
v ruznych stidiich maturace in vitro. Fenotypicka
analyza byla provedena za u¢elem potvrzeni diferenciace
a maturaéniho stavu DC. Lidské periferni CD14+ Mo
byly izolovany plastickou adhezi 2z leukocytovych
koncentrata zdravych donort a kultivovany v pritomnosti
GM-CSF all-4 po dobu 6 dni pro navozeni jejich
diferenciace na iDC. Dodate¢né dvoudenni oSetieni iDC
dvéma rozdilnymi matura¢nimi cytokinovymi koktejly
(CMM1, CMM2 bylo pouzito za ucelem ziskani 2
odlidnych populaci zralych DC, nazvanych matDCI
amatDC2. Jak je vidét na obrazku I, Mo prominentné

vykazovaly CDI14 a HLA-DR. Stejné tak wvykazovali
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Obrizek 1: Fenotyp Mo a DC v ruznych stiadiich maturace in vitro. Lidské periferni Mo se analyzovaly pomoci
prutokové cytometrie a byli kultivované s GM-CSF a IL-4 (1000 UI/ml) po dobu 6 dni, aby se ziskaly iDC. iDC byly
kultivovany v pfitomnosti GM-SF a IL-4 po dobu dalSich 2 dni, bud’ s CMM1 nebo CMM2 pro navozeni jejich
maturace na matDC1 a matDC2, v tomto poradi. Na konci se posbiraly podmnoziny iDC, matDC1 a matDC2,
zabarvily se fluorochromem-konjugovanym mAbs proti indikovanym antigenim na buné&éném povrchu a analyzovaly
se pomoci prutokové cytometrie. Tento prezentovany fenotyp Mo a DC je typicky pro vice jak pét bunéénych

Kultivaci.

nizkou pozitivitu CD86, ale téméi uplné jim chybéla
exprese CDla, CD83 a CD80. Naopak ve srovnani s Mo,
iDC regulovaly CD14 smérem doli, ale silné vykazovaly
molekulu CDla predstavujici antigen. Byly pozitivni na
expresi  kostimulaénich  molekul CD80 aCDS86
a vykazovali marginalni expresi CD83. Zralé DC (obé:
matDCl  amatDC2) extenzivné zvySovaly expresi
maturaéniho markeru CDS83 a kostimulacnich molekul

CD80 (B7-1) a CD86 (B7-2).

BioBran upravuje expresi markeru diferenciace
a maturace na DC. Pro zkoumani G¢inku BioBranu na
dozravani DC byly iDC vystavené riiznym koncentracim
(10, 100, 400 a 1000 wml) BioBranu v pfitomnosti nebo
nepiitomnosti  pfislusné maturacni  smési  (Obr. 2).
Povrchova exprese antigeni CD14, CD1 a CDS83 na iDC,
matDCl  amatDC2 byla vySetfovana pritokovou
cytometrii na HLA-DR+ gatované bunky. BioBran
regulovaly expresi monocytovych markera CD14 (Obr.

2A) a molekulu CD1a predstavujici antigen (Obr. 2B) na
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Obrizek 2. Uinek BioBranu na expresi antigenii
diferenciace/maturace vDC podmnoZinich.
Povrchova exprese CD14, CD1a a DC maturaéniho
markeru CD83 byla zkoumsdna priatokovou cytometrii
na HLA-DR pozitivni gatované iDC, matDCI a
matDC2. Je ukdzino procento buné&né pozitivity a
toto procento reprezentuje tri nezavislé experimenty.

positivity [%]
Y
o

BioBran [ug/mL]

—4—iDC —-O-Mo —&—matDC1
80

8

S

0 - - - — — -
neg 0 100 400 1000
control
4°C BioBran [pg/mL]

Obriazek 3. Endocytova aktivita populaci Mo a DC.
Buitkky  byly inkubované s FITC-oznalenym
dextranem (1mg/ml) po dobu 60 minut pfi 37 °C a 4
°C (negativni kontrola). Trypinovd modria byla
pouziti na potlaeni na povrch vizané zelené

fluorescence. Endocytoza byla zhodnocend
prutokovou cytometrii jako procento dextran-
pozitivnich bunék. Prezentované vysledky

reprezentuji t¥i podobné experimenty provedené na
buiikich rozli¢nych donoru.

—¥— matDC2



povrchu iDC smérem dold, ale vysoce zvysil expresi
CD83 (Obr. 2C), markeru zralych DC. Podobné jako u
iDC byla se zvySujicimi se koncentracemi pouzité¢ho
BioBranu pozorovana regulace CD14 a CDla smérem
doli a regulace CD83 smérem nahoru i u zralych

populaci DC (matDC1 a matDC2).

BioBran snizuje endocytovou aktivitu iDC. BioBran
byl testovany na jeho schopnost ovliviiovat endocytovou
aktivitu Mo a z Mo pochazejicich DC. Endocytoza byla
zhodnocena  na  zakladé  zachycovani FITC
konjugovaného s dextranem pii 37 °C, s negativni
kontrolou inkubovanou 4 °C. NeoSetfené iDC a Mo
vykazovali vysokou troven endocytové aktivity (73%
resp. 48% FITC-dextran-pozitivnich bunék), zatimco
matDC1  imatDC2  vykazovali  jasnou  redukci
zachycovani dextran-FITC (14,9% resp. 5,6%: Obr. 3).
Pii porovnani s kontrolnimi iDC byl zjistén vyznamny
pokles endocytové aktivity iDC  kultivovanych
v pfitomnosti BioBranu a tento ¢inek BioBranu zavisel
na davce (27,7% u BioBranu 100 pg/ml, 17,7% u
BioBranu 400 pg/ml a 14,4% dextran-pozitivnich bun¢k
u BioBranu 1000 pg/ml; Obr. 3). Podobné vysledky byly
pozorovany u monocyti, kdy 100 pg/ml BioBran snizilo

procento FITC-dextran-pozitivnich bunék na 12,7%.

BioBran zvySuje povrchovou expresi kostimula¢nich
molekul CD80 a CD86. Aby bylo mozné zhodnotit
G¢inek BioBranu na expresi kostimulaénich molekul
CDB80 a CD86, byly iDC pochazejici z Mo osetieny po
dobu 2 dni BioBranem (10, 100, 400 pg/ml) nebo byly
maturované s CMMInebo CMM2 v piitomnosti
BioBranu. Exprese CD80 a CD86 na bunééném povrchu
iDC, matDC1 a matDC2 byly zkoumany pritokovou
cytometrickou analyzou na HLA-DR  pozitivné
gatovanych bunkach (Obr. 4). Kontrolni matDC2
maturované v pritomnosti LPS a IFN-y vykazovaly v
porovnani s kontrolnimi matDC1 maturovanymi v
pritomnosti  IL-13, IL-6, a TNFa MFI=201) nebo
nezralymi DC (MFI~156) nejvy$si hladiny CDS80
(MF1~296) . Podobné vykazovaly matDC2, v porovnani s
matDC1 (MFI~506) a iDC (MFI~170), nejvyssi hladiny
CD86  (MFI~829). BioBran  zvySoval  pramér
fluorescenéni intenzity kostimula¢nich molekul CD80 a

CD86 v zavislosti na zpusobu davkovani u vsech

podmnozin DC. V piitomnosti BioBranu v koncentraci
400ug /ml se MF1 z CD80 zvysilo na 368 u mDC, na 319
umatDC1 a na 260 u iDC. BioBran (400 pg/ml) dokonce
znatné zvySoval CD86 antigen (MFI~1248 u matDC2,
1027 u matDC1 a 845 u iDC).

BioBran reguluje o fetézce CDI123 receptoru
interleukinu 3  smérem nahoru. V piitomnosti
BioBranu byla pozorovana regulace CDI23 smérem
nahoru u « subjednotky lidského receptoru interleukinu
3, jasné vyjadfena na plasmatoidnich DC a regulace
adhéznich molekul DC na bunéném povrchu mat DC2
bunék smérem doli (Obr. 5). BioBran 400 pg/ml
indukoval 2-nasobné snizeni CDllc pozitivity na
matDC1 v porovnani s kontrolnimi bunkami (z 78,9% na
38,7%). V protikladu k tomu BioBran zvySoval CDI123
pozitivitu na iDC, mDC a matDC1 a to v zavislosti na
davce. Nejveétdi a¢inek BioBranu bylo vidét u iDC, kde
BioBran 400 pg/ml indukoval S5-nasobné zvyseni
pozitivity CD123 v porovnani s kontrolnimi burikami (z
8,1% na 39,9%). V pritomnosti BioBranu vykazovaly
podmnoziny iDC, matDCl a matDC2 vy3si hladinu
CDI23 aniZsi hladinu CDIlc antigeni na bun&tném
povrchu, fenotyp piedstavoval CDIlcdim CDI23
plasmatoidni populaci DC.

Diskuse

BioBran je vyzivovy dopinék ziskany zhemiceluldzy
ryzovych otrub enzymaticky oSetfené vicenasobnymi
hydrolyzaénimi enzymy ziskanymi z Lentinus edodes
mycelia (houby Shiitake). V piedchozich studiich
BioBran vykazoval imunomodula¢ni G¢inky na bunky jak
vrozeného (NK buriky, makrofagy) tak i ziskaného (T a B
lymfocyty) imunitniho systému [11]. BioBran se ukazal
jako silny posilova¢ aktivity NK bunék [8, 9, 12]
provazené zvysenou sekreci TNFa a IFN-y. BioBran také
zvySoval fagocytozu makrofagu indukci tvorby TNF-a,
IL-6 aoxidu dusiku [13, 14]). DC jsou nejac¢inngjSimi
buiikami predstavujicimi antigeny a hraji hlavni roli ve
vytvéieni a regulaci protinadorové imunity. Po zachyceni
antigeni  nadoru  prochazeji  iDC  fenotypovymi
a funkénimi zménami a diferencuji se na matDC. Mezi
DC aNK bunkami existuje uzké pronikani na zacatku

imunitni reakce proti virim a nadorovym bunkam [15].
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Obrizek 4. Uinek BioBranu na povrchovou expresi
kostimula¢nich molekul. Bunééna povrchovi exprese
CD80 aCD86 markeru byla méfena prutokovou
cytometrii na populacich iDC, matDC1 a matDC2
Kultivovanych v pFitomnosti prisluiné cytokinové
kombinaci bez pfidini (kontrolni bunky) nebo
s pFidani BioBranu v indikovanych Koncentracich.
Vysledky jsou vyjadiené jako fluorescencni intenzity
(MFI) a reprezentuji tFi nezivislé experimenty.

Na zakladé vy3e uvedenych u¢ink( BioBranu na aktivitu
NK jsme chtéli vymezit jeho moznou roli pfi maturaci

DC in vitro.

Aplikovali jsme dvé maturaéni procedury, které se

pouzivaji na pripravu DC zperiférmich krevnich

monocyti. Pritokovd cytometrickd analyza exprese
antigenit  bunééného povrchu stejné jako testy
zachycovani kapek dextranu potvrdili G¢innou produkci

Jak nezralych, tak i zralych DC. BioBran dokazal na
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Obrizek 5. Utinek BioBranu na povrchovou expresi
CD11c a CDI123. Fenotyp bunééného povrchu nezralé
DC (iDC) azralé DC (matDCI, matDC2) byl
zkoumany prutokovou cytometrii na gatovanych
HLA-DR pozitivnich buiikiach. Uvedené vysledky jsou
typické pro tfi samostatné experimenty.

koncentraci zavislé snizeni CDI14 a augmentaci CDS83
markert diferenciace u matDC1 resp. iDC bunék. Navic
snizeni  zachycovani dextranu aregulace exprese
kostimula¢nich molekul smérem nahoru podporovaly
pfesun smérem Ke zralejdimu fenotypu DC navozeny
BioBranem.
Cytokinova vzorek uvolnény znadorovych bunék
a nadorové stromy slozené z fibroblasti, endotelidlnich

bunék a infiltrovanych imunitnich bunék kooperativné

BioBran [ug/mL]



ovliviluje aktivaci DC. Nadorova infiltrace CTL nebo T,
NK aNKT bunkami souvisi s pfiznivou prognézou
uriznych neopldzii, jako je melanom, karcinomy
tlustého stfeva a vaje¢niki [16-18]. Na druhé strané
neefektivni aktivace DC u karcinomu pankreatu [19],
indukce T-bunétné anergie zprostiedkované APC
bunkami [20] anebo zménény vzorec infiltrace DC spolu
se sekvenci kolorektalniho adenokarcinomu [21] jsou
piiklady toho, jak se nadory vyhybaji detekci imunitni

systémem.

Léc¢ba BioBranem navodila na koncentraci zivislou
augmentaci exprese antigeni CD123 jak u nezralych, tak
i uzralych DC, zatimco snizeni exprese CDIlc bylo
pozorovano jen u bunék matDC2. Tedy fenotyp CMM2-
maturovanych DC  pfipominda  typickou maturaci
plasmatocytoidnich DC. Nedavno byla popsana produkce
mDC z CD34+ bunék, které piedstavuji markery jak
myeloidnich, tak i plasmacytoidnich DC [22]. Podobné
byla pozorovana koexprese antigeni CD123 a CDI1l¢ na
DC pochizejicich z monocytd, stejné jako sniZené
zachycovani  FITC-znaeného dextranu  zpusobené
maturaci. [23]. Toto je vsouladu snasimi vysledky
ziskanymi kombinaci BioBranu s CMMI1. Na druhé
strané byla popsana zkrve derivovana podmnoZina
CDI23+mDC s vysokou absorpei  FITC-znaceného
dextranu, ktera korelovala s nezralym fenotypem ase

signifikantni nador-inhibujici aktivitou [24].

AZ dodnes zlstava nejasny mechanizmus, v kterém bud’
samotny BioBran anebo v kombinaci s maturaénimi
smésmi  ovliviuje  expresi  kostimulatnich  a
diferenciacnich markerd. Kromé& imunomodulatornich
uc¢inku BioBran zvySuje kvasinkami navozenou apoptézu
MCEF-7 bunék [25] a apoptozu senzitizovanych lidskych
T-bunék leukémie navozenou smrticimi receptory CD9S
[26].

Predpokladame, Zze BioBran jako a&inny modifikator
biologické odpovédi mize stimulovat maturaci DC také
in vivo. DC jsou centralni regulitory imunitniho
propojeni vrozenych a ziskanych imunitnich reakei,
jejich  pritomnost v mikroprostfedi nadort  koreluje
s prezitim [27], i kdyz jejich pocet a funkénost jsou

u pacientu s rakovinou ovlivnény [28, 29].

Mozny prospésny uacinek BioBranu je v budoucim
scénafi, ve kterém odstranéni inhibitornich  signala
v mikroprostfedi  nadoru v kombinaci s dalSimi
terapeutickymi strategiemi muiZze byt uUspéiné pfi

prekonavani imunologické nedostatecnosti.

Autofi dékuji za odbornou technickou pomoc pani
Margité Sulikové a pani Jané Chovancové. Tato prace
byla podpofena komerénim grantem od Daiwa
Pharmaceutical Co. Ltd. Také dékujeme vSem darciim

krve za darovani krevnich vzorku pro tuto studii.
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