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Abstrakt

Osteopordza je onemocnéni kostniho metabolismu charakteristické ubytkem kostni
hmoty. Pfi¢inou tohoto onemocnéni je dysbalance mezi tvorbou nové kostni hmoty
osteoblasty a resorpci kostni tkdné osteoklasty, ve prospéch kostni resorpce. Rizikovou
skupinou pro rozvoj tohoto onemocnéni jsou zeny po menopauze, u kterych v tomto
obdobi pfirozen¢ dochdzi k poklesu hormonu estrogenu. Estrogen ptisobi jako inhibitor
proosteoklastovych faktort, jako je ligand vazici se na receptor aktivujici jaderny faktor
kB (RANKL), interleukin (IL)-1, IL-6, nebo faktor nddorové nekrozy (TNF)-a.
v produkci Prostaglandinu E2 (PGE2) a 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds. Jedna se o silné
mediatory, které mohou stimulovat i inhibovat osteoklastogenezi in vitro v zavislosti na
podminkach kultury/ko-kultury. V této praci byl pfezkoumdn vliv téchto mediatora
(PGE2 v koncentraci 10° M a 10 M; 1a,25-dihydroxyvitamin D3 v koncentraci 10 M
a 10" M) na osteoklastogenezi potkanich mononuklearnich buné&k periferni krve (PBMC)
v pfitomnosti osteoblastil, bez nebo s kombinaci proosteoklastovych faktori stimulujicich
kolonie makrofagti (M-CSF) a RANKL. Osteoklastogeneze byla stimulovana, pokud
byly PGE2 a 10,25-dihydroxyvitamin D3 kombinovany s M-CSF a RANKL s vyjimkou
PGE2 10°% M, ktery vykazoval inhibi¢ni efekt. Piidivani pouze PGE2 nebo
la,25-dihydroxyvitaminu D3, bez kombinace M-CSF a RANKL, nebylo dostate¢né pro
iniciaci osteoklastogeneze. Potencidl osteoklastogeneze byl sledovan 1 u bunék
izolovanych z potkanli s indukovanou osteopor6zou pomoci ovariektomie. PBMC
izolované z té€chto jedincl ukézaly schopnost diferenciace v osteoklasty v pfitomnosti
osteoblastii i bez dalsi pridané suplementace. Dale byl sledovan efekt PGE2 a
la,25-dihydroxyvitaminu D3 na produkci prozanétlivych cytokint IL1-B, IL-6 a TNF-q,
jejichz hladina je v krvi osteoporotickych jedincii zvySena. Nejvyssi hladiny byly
naméfeny 14. den ko-kultivace. TNF-a byl nejvyssi pfi pouziti suplementace M-CSF
a RANKL a IL-6 byl nejvys§i pii kombinaci M-CSF a RANKL
s 1a,25-dihydroxyvitaminem Ds; 10® M. IL-1B nebyl detekovdn ani u jedné ze

sledovanych skupin.

Klic¢ova slova: osteoblasty, PBMC, osteoklastogeneze, osteoklasty, M-CSF, RANKL,
PGE2, 1a,25-dihydroxyvitamin Ds, osteopordza, ovariektomie, cytokiny IL1-p, IL-6 a
TNF-a



Abstract

Osteoporosis is a disease of the bone metabolism which is characterised with a decrease
of bone substance. The cause of this disease is the imbalance between the creation
of'a new bone substance by osteoblasts and the resorption of a bone tissue by osteoclasts,
in favour of the bone resorption. The risk group of the development of this disease are
women after menopause, who naturally register a decline of the estrogen hormone.
Estrogen operates as an inhibitor of proosteoclastic factors such as receptor activator of
NFkB ligand (RANKL), interleukin (IL)-1, IL-6 or TNF-a. The imbalance of the bone
metabolism can also be caused by a disbalance in the production of Prostaglandin E2
(PGE2) and 10,25-dihydroxyvitamin Ds. They are strong mediators which can both
stimulate and inhibit an osteoclastogenesis in vitro in concordance with the conditions
of the culture/co-culture. This thesis focuses on the examination of an influence of those
mediators (PGE2 in the concentration of 10° M and 10 M; 10,25-dihydroxyvitamin D3
in the concentration of 10 M and 10" M) on the osteoclastogenesis from the rat PBMC
at the presence of osteoblasts, with or without the combination of proosteoclastic factors
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and RANKL. Osteoclastogenesis was
stimulated if PGE2 and 10,25-dihydroxyvitamin D3 were combined with M-CSF and
RANKL with the exception of PGE2 10° M, which recorded the inhibitory effect.
The exclusive addition of PGE2 or 1a,25-dihydroxyvitamin D3, without the combination
of M-CSF and RANKL, was not sufficient enough for the initiation of the osteogenesis.
A potential of the osteoclastogenesis was tested within the cells isolated from rats with
osteoporosis induced by ovariectomy. PBMC isolated from these individuals presented
the ability of the differentiation in osteoclasts at the presence of osteoblasts with no other
added supplementation. In addition, the effect of PGE2 and 1a,25-dihydroxyvitamin D3
was observed on the production of inflammatory cytokines IL1-f, IL-6 and TNF-a, which
level is increased in the blood of the osteoporotic individuals. The highest levels were
recorded on 14th day of the co-culture. TNF-a was increased mainly during
the supplementation of M-CSF, RANKL. IL-6 was the highest during the combination of
M-CSF and RANKL with 10,25-dihydroxyvitamin D3 10® M. IL-1p was not detected

at any of the monitored group.

Key words: osteoblasts, PBMCs, osteoclastogenesis, osteoclasts, M-CSF, RANKL,
PGE2, 1a,25-dihydroxyvitamin D3, osteoporosis, ovariectomy, cytokines IL-1f, IL-6,
TNF-a
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IL
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alkaline phosphatase, alkalicka fosfataza

alkaline phosphatase gene, gen pro alkalickou fosfatazu

bone morphogenetic proteins, kostni morfogenetické proteiny

basic multicellular unit, zakladni mnohobuné¢n4 jednotka

carbonic anhydrase II, karbonicka anhydraza II

cyclic adenosine monophosphate, cyklicky adenosin monofosfat
chemokine (C-C motif) ligand 2, ligand chemokinu s C-C motivem 2

receptor for macrophage colony stimulating factor, receptor pro faktor simulujici
kolonie makrofagti

colony forming unit macrophage, jednotky tvortici kolonie makrofagii
cathepsin K, katepsin K
cyklooxygenaza

collagen triple helix repeat containing 1, kolagenové trojité Sroubovice obsahujici
repetice 1

4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

destilovana voda

3,3’-Dihexyloxacarbocyanine iodide

Dulbecco’s modified Eagle’s médium — high glucose (s glutaminem)
Dulbecco’s modified Eagle’s médium — high glucose (bez glutaminu)

double-stranded deoxyribonucleic acid, dvouvldknovd deoxyribonukleova
kyselina

enzyme-linked immuno sorbent assay

Fas ligand

fetal bovine serum, fetalni hovézi sérum

fibroblast growth factors, fibroblastové ristové faktory
hepatocyte growth factors, hepatocytarni ristové faktory
hematopoietic stem cells, hematopoetické kmenové bunky
interferon y

inzulin like growth factor, rustovy faktor podobny inzulinu

interleukin



IL1-RA IL-1 receptor antagonist, antagonista IL-1 receptoru

KOL1 type I collagen, kolagen typu I
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LPS lipopolysacharid

M-CSF macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulujici kolonie makrofagt

MHC major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

MMP matrix metalloproteinases, matricové metaloproteinazy

MSC mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium

NK buiiky natural killer cells, pfirozeni zabijeci

OPG osteoprotegerin

Osx osterix

ovX ovariektomie

P/S antibiotika penicilin/streptomycin

PBMC peripheral blood mononuclear cells, mononuklearni bunky periferni krve

PDGF platelet derived growth factor, rustovy faktor odvozeny od krevnich desti¢ek

PGE2 prostaglandin E2

PK proteinkinaza

PTH parathormon

RANK receptor activator of NF-kB, receptor aktivujici jaderny faktor kB

RANKL receptor activator of NFkB ligand, ligand vazici se na receptor aktivujici jaderny
faktor kB

RF rustové faktory M-CSF a RANKL

RT room temperature, pokojova teplota

Runx2 runt-related transcription factor 2, runt ptibuzny transkripcni faktor 2

S1P sphingosine-1-phosphate, sfingosin-1-fosfat
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TGF-B transforming growth factor B, transformujici rustovy faktor 3
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1. Uvod

Kost je mineralizovana tkan, ktera se po cely zivot neustale remodeluje. Ro¢né je
nahrazeno pfiblizné 10 % celkového obsahu kosti, coz odrdzi dualeZitost tohoto
mechanismu. Remodelace kosti je zalozena piedevs§im na vzdjemné koordinaci mezi
osteoklasty, bunikami resorbujici kost a osteoblasty, které vytvareji a mineralizuji novou
kostni hmotu. Dysbalance tohoto mechanismu se mize projevit onemocnénim jako je
osteoporoza, pii které nadmérna resorpce kosti osteoklasty zpusobuje fidnuti kostni
hmoty, ¢imz se zvySuje riziko zlomenin (Asagiri et Takayanagi, 2007). Mezinarodni
nadace pro osteopordézu udava, ze u 1 ze 3 Zzen a 1 z 5 muzu starSich 50 let, dochazi ke
zlomeniné kosti pravé v dusledku osteopordzy. S prodluzovanim primérného veéku
dochazi ke starnuti populace, coz je i jeden z divodu, proC se prevalence osteopordzy
stale zvySuje. Odhaduje se, ze v soucasnosti trpi osteoporozou vice nez 200 miliont lidi,
a proto je také velkym pfedmétem vyzkumu (Sozen et al., 2017).

Pfi¢inou osteoporozy jsou predev§im endokrinni zmény spojené se starnutim
organismu, které vedou k nadmérné resorpci kosti a inhibici tvorby nové kostni hmoty.
Zeny trpi osteopordzou ¢astéji, vzhledem k poklesu hormonu estrogenu po menopauze,
ktery je silnym reguldtorem kostni remodelace. Estrogen inhibuje expresi ligandu
vaziciho se na receptor aktivujici jaderny faktor kB (NFxB /RANKL), ktery ve spolupraci
s  faktorem  stimulujiciho  kolonie = makrofagh (M-CSF) zprostfedkovava
osteoklastogenezi. Piisobi také jako inhibitor dalSich proosteoklastovych faktori, jako
jsou prozanétlivé cytokiny interleukin (IL)-1, IL-6, faktor nadorové nekrézy a (TNF-a)
(Feng et McDonald, 2011). U pacientii s osteopor6zou je v krvi hladina téchto cytokinti
zvySena (Zheng et al., 1997). Prostaglandin E2 (PGE2) a 10,25-dihydroxyvitamin D3 jsou
také silnymi regulatory kostniho metabolismu. Je zndmo, Ze dlouhodobd nadmérna
produkce PGE2, napftiklad pfi chronickém zanétu, mize ptispivat k rozvoji osteoporozy
(Chen et al., 2019). Stejn¢ tak dysbalance v koncentraci 1a,25-dihydroxyvitaminu Dj je
spojovana s rozvojem tohoto onemocnéni (Lips ef van Schoor, 2011).

Nejbeznéjsi metodou studia osteopordzy a testovani novych 1éCiv je pouziti
zvitecich modela. Ac¢koliv jsou povazovany za zlaty standard pro testovani novych 1éciv
a jsou zasadnim krokem v preklinickém vyvoji, kvili rozdilné fyziologii ¢lovéka a zvitat
nemohou tyto modely zcela nahradit reakci probihajici u lidi. Navic urcit¢é metody
pouzivané k navozeni osteopordzy u zvifat jsou pomérné invazivni, a proto pokud lze

nekteré aspekty modeld in vivo replikovat in vitro, je mozné ¢astecné nahradit testovani



na zvifatech. Osteoblasty a osteoklasty lze ko-kultivovat v in vitro podminkéch.
K stimulaci diferenciace osteoklasti z prekurzorovych bunék, je typicky pouzivana
kombinace rustovych faktori M-CSF a RANKL. Za pouziti vhodnych suplement,
naptiklad PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu D3, je mozné v ko-kultufe navodit obdobné
podminky, jako je tomu praveé u osteopordzy.

V predkladané praci byl sledovan u¢inek PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 na
osteoklastogenezi z mononuklearnich bunék periferni krve (PBMC) ko-kultivovanych
s osteoblasty. Osteoklastogeneze navozena ptisobenim PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu
D3 byla porovnavana s osteoklastogenezi bun€k izolovanych z potkanii s indukovanou

osteopordzou. Dale byl sledovan efekt PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 na produkci
prozanétlivych cytokini IL1-B, IL-6 a TNF-a, jejichz hladina je v krvi osteoporotickych
jedincti zvySena. Navrzeny model by se nésledné mohl vyuzit pro vyvoj anti-resorpcnich
1€k, studium mechanismil uplatiujicich se pfi remodelaci kosti a pti jejich patologickych

stavech.
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2. Cile prace
Navrzeni in vitro modelu osteoporozy:

e optimalizace ko-kultivace osteoblasti a PBMC in vitro (optimalizace média,
poctu a pomértu bunék, ovéieni vlivu poolovani bun€k na osteoklastogenezi)

e stimulace osteoklastogeneze PBMC v ko-kultufe s osteoblasty izolovanych ze
zdravych samic potkanli — urceni uc¢inné koncentrace a kombinace suplementi
(M-CSF, RANKL, PGE2, 1a,25-dihydroxyvitaminu D3)

e sledovani potencialu osteoklastogeneze u bunck izolovanych ze samic potkanti s
indukovanou osteopor6zou pomoci ovariektomie

e urfeni vlivu pouzit¢ suplementace na produkci prozanétlivych cytokinl

IL-1pB, IL-6 a TNF-a
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3. Literarni prehled
3.1 Kost a kostni bunky

Kost je dynamicka mineralizovand tkan, ktera je neustidle remodelovana.
Poskytuje mechanickou podporu a chrani zivotné diilezité organy. Remodelace kosti
pomaha udrzovat rovnovahu klicovych elektrolyti ukladanim vapnikovych a fosfatovych
iontll a chrani organy akumulaci tézkych kova. (Amini et al., 2013). V kostni dfeni
dochdzi k hematopoéze a k diferenciaci mnoha bun€k imunitniho systému. Mezi kostni

bunky patii osteoblasty, osteocyty, kost lemujici buiiky a osteoklasty (Kim et al., 2020).

3.1.1 Osteoblasty

Osteoblasty jsou 20-50 um velké jednojaderné stromalni bunky, jejichz hlavni
funkei je tvorba, ukladani a mineralizace kostni matrix (Capulli et al., 2014). Pro svoji
funkci jsou vybaveny rozsahlym Golgiho aparatem a endoplazmatickym retikulem
(Florencio-Silva et al., 2015). Primérna délka jejich zivota se pohybuje mezi n€kolika az
100 dny a nejcastéji se vyskytuji v klastrech na povrchu kosti (Rosenberg et al., 2012).
Diferencuji se z mezenchymalnich kmenovych bunék (mesenchymal stem cells, MSC)
nachdzejicich se v kostni dfeni, ze kterych mimo jiné vznikaji chondrocyty, adipocyty
nebo myoblasty (Caplan ef Bruder, 2001).

Z MSC vznikaji nejprve osteoprogenitory, které rychle proliferuji a diferencuji v
preosteoblasty. Preosteoblasty maji zpocatku zplostély, vietenovity tvar a jsou piitomny
v endostu a periostu. Béhem remodelace kosti dochdzi k zesileni jejich cytoplazmy
a zvétSeni jader, kterd maji typicky ovalny tvar. Z preosteoblastl se poté diferencuji zralé
osteoblasty, které maji tvar kvadru a jsou schopné tvofit kostni matrix (Phan et al., 2004,
Nahian et Davis, 2021). Osteoblasty mohou byt nésledné (1) zabudovany do nové
vytvorené kostni matrix a diferencovany na osteocyty — terminalné diferencované bunky,
(2) transformovany do kost lemujicich bunék, které chrani neaktivni povrchy kosti, nebo
(3) iniciovat apoptdézu (Manolagas, 2000).

Pro iniciaci diferenciace MSC do osteoblastil je zdsadni exprese genli pro kostni
morfogenetické proteiny (bone morphogenetic proteins, BMP) a aktivace signalni drahy
Wnt (Capulli et al., 2014). Nezbytna je také exprese 2 transkripcnich faktord: Runt
ptibuzny transkripéni faktor 2 (Runx2) a Osterix (Osx) (obrazek ¢.1). Exprese téchto
transkripcnich faktorti vede k expresi dalSich gent typickych jiz pro zral¢ osteoblasty.
Runx2 reguluje expresi genid pro kolagen typu I (KOL I), alkalickou fosfatazu (ALP),

kostni sialoprotein II a osteokalcin (Florencio-Silva et al., 2015, Borciani et al., 2020).
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Dalsimi typickymi markery zralych osteoblasti je exprese genti pro osteopontin
a pfitomnost receptori pro parathormon (PTH), ristovy faktor podobny inzulinu (Inzulin
Like Growth Factor, IGF), glukokortikoidy a také fadu dalSich integrini a cytokinti (Phan
et al.,2004).

_—~ RUNX 2
. Osterix
rd B
A e
Mezenchymalni buiika Preosteoblast Osteoblast Osteocyt
STRO-I ALP++ ALP+++ ALP -
CD105 KOL I+++ KOL I++ KOLTI -
CcD73 RUNX 2++ Osteokalcin +++ Osteokalcin -
CD90 Osterix ++ Osteopontin +++ Osteopontin +++
KOLI Kostni sialoprotein +++ Kostni sialoprotein +++

Obrazek €. 1: Prehled diferenciacnich markerti pro MSC, preosteoblasty, osteoblasty a osteocyty
be&hem diferenciace MSC na osteoblasty a osteocyty (Upraveno dle Miron et Zhang, 2012).

Zralé osteoblasty tvoii novou kostni hmotu produkci organické extracelularni
matrix, ktera tvoifi leSeni pro ukladani krystald hydroxyapatitu. Organickd matrix
obsahuje predevsim kolagenni proteiny (90 %), jako je KOL I a nekolagenni proteiny
vcetné osteokalcinu, osteonektinu, fibronektinu, osteopontinu, kostniho sialoproteinu II,
BMP a rtstové faktory (Florencio-Silva et al., 2015, Borciani et al., 2020). Tato
extracelularni matrix je nejprve vylucovana polarizovanymi osteoblasty jako
nemineralizovany osteoid a nasledné mineralizovana akumulaci fosfore¢nanu vapenatého
ve formé hydroxyapatitu (Blair et al., 2017). Pro tvorbu krystali hydroxyapatitu je
nezbytny anorganicky fosfat, ktery vznikd hydrolyzou anorganického pyrofosfatu pomoci
enzymu ALP (Orimo, 2010). Tento enzym, kodovany ALPL genem, je vyluCovany
osteoblasty a jedna se o ¢asny indikator osteogenni diferenciace. Z tohoto diivodu se jeho
aktivita Casto stanovuje behem in vitro analyz (Hoemann et al., 2009).

Osteoblasty také syntetizuji nékolik mediatord, jako je M-CSF a RANKL, které
iniciuji diferenciaci osteoklastil z prekurzorovych bunék hematopoetické linie (Kim et al.,
2020). M-CSF je exprimovan konstitutivng, zatimco exprese RANKL je upregulovana
nekolika osteotropnimi faktory podporujicich osteoklastogenezi, jako je IL-11, PTH,
la,25-dihydroxyvitamin D3, IL-1, PGE2 nebo LPS (Kobayashi et al., 2005) (Take et al.,
2005). Osteoblasty také produkuji solubilni osteoprotegerin (OPG), ktery vaze
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membranovy RANKL, ¢imz dochazi k inhibici osteoklastogeneze. Osa RANK-RANKL-

OPG ma zésadni vliv na rovnovéahu kostni remodelace (Nelson ef al., 2012).

3.1.2 Osteocyty

Osteocyty jsou terminaln¢ diferencované osteoblasty, které byly zabudovany
v kostni matrix a jedna se o nejhojné;si buniky kostni tkan¢ (90-95 % celkovych kostnich
bunék) (Franz-Odendaal et al., 2006). Osteocyty zustavaji v kostni matrix zabudovany
i n¢kolik let, pot¢ bud’ podstoupi apoptéozu, nebo v piipadé potieby mohou opét
diferencovat ve funk¢ni osteoblasty (Torreggiani et al., 2013). Ackoli maji osteoblasty
a osteocyty stejné prekurzory, vyznamné se 1isi svou morfologii i funkci. Na rozdil od
osteoblastil jsou osteocyty mnohem mensi (5-20 um), ploché buiiky, které tvoii rozséhlou
syncytidlni sit pomoci malych dendritickych a cytoplazmatickych vybézki, jejiz
prostfednictvim komunikuji s okolnim prostfedim (Nahian et AlEssa, 2021). Osteocyty
maji redukovany Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum. Sekretuji tedy 1 méné
kostni matrix a genova exprese ALP, KOL I, osteokalcinu a BMP-2 je sniZena (obrazek
¢.1) (Phan et al., 2004, Miron et Zhang, 2012).

Osteocyty predevsim udrzuji strukturalni integritu kosti a podileji se na udrzovani
kostniho metabolismu. Reaguji na mechanické zatiZzeni uvolnénim signalnich molekul,
jako jsou prostaglandiny, ATP, oxid dusnaty, nebo protein Wntl, které¢ mohou modulovat
diferenciaci a aktivitu kostnich bunék (Lisowska et al., 2018). Mechanické zatizeni
osteocytli vede k produkci faktorti s anabolickym efektem na kost. Zatimco sniZzenim
jejich mechanické zatéze dochéazi naptiklad k produkci sklerostinu, inhibitoru aktivity
osteoblastil, a k faktorim stimulujici lokalni osteoklastogenezi. Apoptdza osteocytli je
dal§im faktorem, ktery ma na osteoklasty chemotakticky Uc¢inek. Kromé toho jsou
osteocyty dulezitym zdrojem RANKL a jsou proto n¢kdy povazovany za hlavni

modulétory kostni remodelace. (Florencio-Silva et al., 2015).

3.1.3 Osteoklasty

Osteoklasty jsou velké specializované bunky, které mohou resorbovat kostni
matrix sekreci kyselych a lytickych enzymi. Vznikaji v mistech kostni resorpce fuzi
mononukledrnich hematopoetickych buné¢k monocyto-makrofagové linie, pochazejicich
z kostni dfené, periferni krve a dalSich hematopoetickych organt (Boyle et al., 2003).
Primér osteoklastu se pohybuje mezi 10-300 um a obvykle ma 3-12 jader. Jejich pocet
se miize pohybovat i okolo 100 jader na butiku, zejména pii ne€kterych patologickych
stavech (Bar-Shavit, 2007, Tiedemann et al., 2017). Bylo prokazano, ze velké osteoklasty
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s velkym poctem jader vznikaji pti zadnétlivych stavech organismu, jelikoz diferenciace
osteoklastil je uzce spjata s imunitnim systémem (Tiedemann et al., 2017). Pro resorpci
kosti jsou osteoklasty pfizpiisobeny velmi vyvinutymi organelami s velkym poctem
mitochondrii a rozsahlym Golgiho aparatem (Phan er al., 2004). Osteoklasty jsou
terminaln¢ diferencované bunky a délka jejich zivota se pohybuje okolo 12 dni. Jakmile
ptestanou resorbovat kost, dostanou signal k apoptoéze (Phan et al., 2004, Rosenberg et
al.,2012).

Diferenciace prekurzorovych bun¢k v osteoklasty je fizena jejich interakcemi
s osteoblasty, ke kterym dochéazi v prostiedi kosti. Prekurzory osteoklastii exprimuji
receptor pro faktor simulujici kolonie makrofagt (c-fms) a receptor aktivujici jaderny
faktor kB (RANK), receptory pro M-CSF a RANKL. V ptitomnosti M-CSF, ktery se vaze
na c-fms na hematopoetickych buiikéch, jsou hematopoetické buniky diferencovany do
jednotek tvofticich kolonie makrofagti (CFU-M), coZ je spolecny prekurzor makrofagt
a osteoklastti. Po navazani RANKL na receptor RANK se CFU-M dale diferencuji na
mononuklearni osteoklasty, které nasledné¢ fhzuji a vytvotri vicejaderny osteoklast
(obrazek ¢&. 2) (Kim et al., 2020). Uplny sled udélosti od stimulace osteoklastogeneze
RANKL k vytvoteni velkych vicejadernych osteoklastii schopnych resorpce kosti vSak
neni zcela zndm. Cytokiny M-CSF a RANKL jsou produkovany ptfedevsim sousednimi
stromalnimi buiikami, osteoblasty, ale také aktivovanymi T lymfocyty (Amarasekara et
al.,, 2018). Diferenciace osteoklasti muize byt inhibovana solubilnim OPG,
exprimovanym osteoblasty, ktery vaze membranovy RANKL s vysokou afinitou a brani
tak jeho ptipojeni k RANK receptoru (Nelson et al., 2012). Pomér exprese RANKL/OPG
urCuje diferenciaci osteoklastti (Hofbauer et al., 2000). RANKL patii do superrodiny
faktori nadorové nekrozy (TNF). TNF-a, pattici do stejné superrodiny, také stimuluje
diferenciaci osteoklastii mechanismem nezavislym na piitomnosti RANKL (Kobayashi
et al., 2005). U zanétlivych onemocnéni TNF-o miZe podporovat osteoklastogenezi
a zpusobovat tak poruchu kostni density (Farmer ef al., 2000). RANKL 1 TNF-a iniciuji
osteoklastogenezi upregulaci RANK receptoru skrze NF-xB signélni drdhu (Luo et al.,
2018) a TNF-a zvysuje expresi RANKL v osteocytech (Marahleh ef al., 2019). Nékolik
dal§ich faktori bylo navrZeno jako stimulanty osteoklastogeze, napt. IL-11, PTH,
la,25-dihydroxyvitamin D3, IL-1, PGE2 nebo LPS (Kobayashi et al., 2005, Take et al.,
2005). Mechanismus uc¢inku poté spociva piedev§im v modulaci osy RANK-RANKL-
OPG. M-CSF ma roli v osteoklastogenezi: a) indukuje expresi RANK receptoru, b) jedna

se o faktor pro diferenciaci a c) stimuluje bunécné pieziti a proliferaci. ZvySeni exprese
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RANK skrze c-fms (receptor pro M-CSF) je vyssi v pfitomnosti IL-3 a M-CSF (Arai et
al., 1999).

Hematopoetické Prekurzorové buiiky Mononuklearni osteoklasty Multinuklearni osteoklasty Aktivované osteoklasty
kmenové bunky osteoklastii (CFU-M)

TRAP- TRAP- TRAP+ TRAP+ TRAP+

RANK- RANK- RANK+ RANK+ RANK+

c-Fms- c-Fms+ c-Fms+ c-Fms+ c-Fms+
NFATcl Katepsin K

NF-kB c-Src
c-Fms c-Fos

TRAFG B3 integrin
BT NFATc1 “@)\ DC-sTAMP r . OSTM1
. MITE I NF-1B 4 Atp6vOd2 I vava I

Proliferace Diferenciace Flze

i i c-Fms
Diferenciace MLEE

Aktivace 3 { :
Resorpce kosti

Osteoblasty

Obrazek ¢. 2: Diferenciace osteoklastli: Hematopoetické kmenové buiky (HSC) diferencuji v
osteoklasty v zavislosti na pritomnosti transkripcnich faktortt PU.1 a MITF, kter¢ jsou aktivovany
signalizaci skrze M-CSF. V pritomnosti M-CSF jsou HSC diferencovany v CFU-M, coz je
spole¢ny prekurzor makrofagli a osteoklastd. Diferenciace na vicejaderné osteoklasty je dale
modulovana signalizaci RANKL-RANK a M-CSF. Pro fuzi osteoklasti je dulezitd tada
molekularnich mediatort, véetné DC-STAMP, Atp6v0d2, B3 integrin, katepsin K a OSTMI.
Atp6v0d2, podjednotka v-ATPazy d2; DC-STAMP, transmembranovy protein specificky pro
dendritické buiiky; MITF, mikroftalmicky transkrip¢ni faktor; OSTM 1, transmembranovy protein
1 spojeny s osteopetrézou (Upraveno dle Amarasekara et al., 2018).

Diferencované osteoklasty 1ze odliSit od makrofdgli kombinaci znaki typickych
pro osteoklasty. Patfi mezi né: intenzivni aktivita tartarat rezistentni kyselé fosfatazy
(TRAP) a karbonické anhydrazy II (CAII) nebo upregulace receptorti pro kalcitonin
a vitronektin (Phan et al., 2004). Pti in vitro kultivaci je exprese TRAP standardnim
méfitkem diferenciace osteoklastii a aktivitu tohoto enzymu je mozné stanovit
1 histochemicky. Jedn4 se o metaloenzym, kodovany genem ACPS5, jehoz exprese je
dramaticky zvySena béhem diferenciace osteoklastli a zejména pak pfi jejich resorpéni
aktivité (Yu et al., 2009). V séru se vyskytuji 2 izoformy: TRAP 5a a TRAP 5b; TRAP
5a je sekretovan makrofagy a dendritickymi bunikami, zatimco TRAP 5b je prevladajici
formou u osteoklastl. V niz§ich hladinach je TRAP také produkovan v kazi, thymu,
slezing, jatrech, plicich a gastrointestindlnim traktu. Tento enzym ma fosfatdzovou
aktivitu a je schopen generovat kyslikové radikaly v pfitomnosti peroxidu vodiku a zabiji
tak bakterie ucinnégji, neZ samotny peroxid vodiku (Hayman, 2008). V resorbujicich
osteoklastech se TRAP vyskytuje v transportnich vezikulech, které se ucastni transportu
endocytované matrix uréené k degradaci (Yu et al, 2009). U makrofagh kyslikové
radikaly produkované TRAP nejspiSe pomahaji zpracovat antigen pied prezentaci

(Hayman, 2008).
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CAIl je také metaloenzym, kodovany genem CA2. Tento enzym se podili na
né&kolika fyziologickych funkcich, véetn& kostni resorpce. Ridi sekreci H, diileZitych pro
udrZeni nizkého pH v resorpénich lakunach a také reguluje koncentraci Ca**. Mimo jiné
také ovliviiuje diferenciaci a pohyb osteoklasti (Griineberg et al., 2002). Kromé TRAP
nebo CAII testu se pro stanoveni diferenciace a funkc¢nosti osteoklastii kultivovanych
in vitro Casto posuzuje i jejich schopnost resorbovat mineralizovanou matrix a vytvaret

tak resorp¢ni dilky. Tato metoda se nazyva pit assay (Rao et al., 2010).

3.1.3.1 Resorpce kosti

Osteoklasty je mozné rozdélit na aktivované osteoklasty, resorbujici kostni
matrix, a neaktivované, neresorbujici. Aktivované osteoklasty jsou vysoce polarizované
a obsahuji samostatné membranové domény. Oproti tomu neaktivované osteoklasty
polarizaci nevykazuji a nemaji Zddné charakteristické membranové domény. Maji také
mensi objem i snizenou pohyblivost (Suda et al., 1996).

Resorpce kosti osteoklasty zac¢ind adhezi osteoklastu na kost. Na bunécném
povrchu osteoklastu se zac¢ind exprimovat nckolik integrinovych receptori, které se
specificky vazou na adhezivni molekuly, usnadiiujici pfipojeni osteoklastu k povrchu
kosti. Jednim z hlavnich integrini exprimovanych osteoklasty je av33 integrin, ktery se
vaze na vitronektin a umoznuje tak piipojeni osteoklastu k povrchu kosti (Rao et al.,
2006). Po pfipojeni osteoklastu k povrchu kosti dojde k jeho polarizaci a tim 1 k jeho
aktivaci. Plazmatickd membrana se reorganizuje a vytvaii dlouhé, prstovité vyb&zky,
které pronikaji do kostni matrix a vytvaii resorpcni lakunu. Aktivovany osteoklast pak
vykazuje Ctyfi rizné membranové domény. Prvni doména se nazyva ,sealing zone*
a upeviiuje osteoklast k povrchu kosti. Na periferii zralych osteoklasti je velké mnoZstvi
vlaknitého aktinu (F-aktin), ktery tvoii prstencovou strukturu (F-aktinovy krouzek) (Phan
et al., 2004). Jedna se o typicky znak osteoklastii, barvitelny Phalloidinem. Po vytvofeni
,sealing zone* dochazi k jeji polarizaci, coz usnadiiuje vytvoteni dalSich membranovych
domén: bazolateralni membréna a zvinény lem. Bazolaterdlni membrana je vystavena
vnéjSimu prostfedi a neni zcela homogenni, mohou v ni byt pfitomny dal$i membrany,
naptiklad sekretorickd membréna, kterd slouzi k exocytdze vacka. Zvinény lem je oblast
osteoklastu, kde dochazi k resorpci kosti (Kim et al., 2020).

Pti degradaci kosti je nejprve rozpusténa anorganicka cast kosti, které je tvofena
pfedevS§im hydroxyapatitem. Dochazi k okyseleni intracelularnich vackt a sekreci

kyselin, jako je kyselina chlorovodikova, kterd udrzuje nizké pH v resorpcnich lakunach.
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Pro udrzeni nizkého pH maji osteoklasty protonovou ATPazovou pumpu, pro kterou
generuje protony CA II (Baron et al., 1985). Diky nizkému pH dochazi k odbouravani
hydroxyapatitu a nasledn¢ k odbouravani organické casti extracelularni matrix.
Organicka ¢ast kosti je tvofena predevsim KOL I a na jeji degradaci se podili fada proteaz
a proteolytickych enzyma produkovanych osteoklasty. Mezi nejvyznamnéjSi patii
matrixové metaloproteindzy (MMP), ptedevsim MMP-1, MMP-9. Dalsi lysozomalni
cysteinové proteinazy, predevsim katepsin K (CK), které mohou $tépit kolagen (Delaissé

et al.,2003).

3.2 Remodelace kosti

Remodelace kosti je velice komplexni proces, ve kterém je zahrnuto Siroké
spektrum bun¢k. Na remodelaci kosti se podileji pfedev§im osteoklasty, osteoblasty,
osteocyty a kost lemujici bunky, které spole¢né tvori do¢asnou anatomickou strukturu
nazyvajici se zdékladni mnohobunécna jednotka (basic multicellular unit, BMU)
(Rosenberg et al., 2012, Florencio-Silva et al., 2015). Obvykle se rozdéluje do Ctyft fazi:
(1) aktivacéni faze, kdy preosteoklasty migruji do mista poskozeni kosti, (2) faze resorpce,
kdy dochézi k resorpci poskozené kosti jiz zralymi osteoklasty, (3) faze reverzni, kdy
osteoklasty odumiraji a do mista resorpce jsou atrahovany progenitory osteoblastl
a (4) faze tvorby kosti, kdy dochdzi k produkci nové kostni matrix zralymi osteoblasty,

osteoidu, kterd je nasledn¢ mineralizovana (obréazek €. 3) (Kim et al., 2020).

Hematopoetické kmenové buiiky

@ Prensteokiasty Mezenchymalni kmenové bunky

©) o
Mononuklearni Preosteoblasty Osteoblasty
- buiiky
Kost | Sici burik steoklasty @ Osteocyty
oSt lemujicl bunky @ E] ralele ... .l >
Aktivace Resorpce Reverze Produkce kostni matrix Mineralizace

Obrazek ¢. 3: Faze remodelace kosti: Po stimulaci bunék osteoblastové linie (napt. hormony,
mechanicky) tyto buiiky produkuji faktory (napt. M-CSF a RANKL), které stimuluji diferenciaci
hematopoetickych bun¢k v osteoklasty. Osteoklasty resorbuji kost a vytvari resorp¢ni lakunu.
Nasledn¢ misto resorpce opoustéji a podstoupi apoptéozu. V mist€¢ resorpéni lakuny
mononuklearni bunky diferencuji na makrofagy a odstranuji zbyvajici debris. Poté makrofagy
uvolnuji resorpéni lakunu a nastdva produkce a mineralizace nové kostni matrix osteoblasty.
Béhem tohoto procesu nékteré osteoblasty diferencuji v osteocyty (Kohli et al., 2018) (Upraveno
dle Kapinas ef Delany, 2011).
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3.2.1.1 Faktory regulujici remodelaci kosti

Béhem kostni remodelace dochazi mezi buitkami k pfimé i nepiimé komunikaci,
ktera ovliviiuje cely tento proces. Jedna se o velice komplexni systém, ve kterém je
zahrnuto Siroké spektrum molekul s odlisnou funkci. Pro predstavu komplexity tohoto
systému jsou dale popsany hlavni molekuly ucastnici se kostni remodelace (tabulka €. 1).
Jako zdroje téchto molekul byly uvadény ptedevsim kostni buiiky, ackoliv je mohou
produkovat i dalsi bunécné typy.

Tvorba, proliferace, diferenciace a aktivita kostnich bun¢k je fizena lokéalnimi a
systétmovymi faktory. Lokélni faktory zahrnuji autokrinni a parakrinni molekuly, jako
jsou rastové faktory, cytokiny a prostaglandiny. Klicovou roli v kostni remodelaci ma osa
RANKL-RANK-OPG a zachovani jeji rovnovahy je nezbytné pro spravnou prestavbu
kosti. Na kostni rovnovdhu maji vliv i solubilni faktory uvolnéné z kostni matrix béhem
resorpce, napt. IGF, TGF-, BMP, FGF PDGF. Osteoklasty také produkuji semaforiny,
které inhibuji diferenciaci a aktivitu osteoblastli, aby mohlo dojit k odstranéni poskozené
nebo staré¢ kosti. Oproti tomu produkuji také tadu faktort, které naopak stimuluji
diferenciaci osteoblastil a tvorbu nové kostni hmoty, napt. Wnt10b, BMP, ¢i sfingolipidy
(Florencio-Silva et al., 2015). Mezi systémové faktory, které jsou dilezité pro udrzeni
kostni homeostazy, patii celd fada hormont, napt. tyroidni hormony, ristovy hormon,
progesteron, estrogen, androgeny, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 nebo PTH. Mechanismus
ucinku téchto hormont je velmi Siroky, mohou hrat roli jak v tvorb& nové kostni tkang,
tak v jeji resorpci, nebo se podilet na regulaci hladin vapniku a fosfatu (Siddiqui et
Partridge, 2016, Wein et Kronenberg, 2018).

Na remodelaci kosti méa velky vliv 1 imunitni systém, jelikoZ rovnovdha mezi
tvorbou a resorpci kosti je také udrZzovdna regulaci cytokinovych siti. Zatimco
fyziologické hladiny cytokinll jsou dilezité pro udrZeni integrity kosti, dysregulované
a patofyziologické hladiny cytokinti jsou kli¢ovymi hraci ve vyvoji kostnich onemocnéni
jako je osteopordza nebo revmatoidni artritida (Farmer ef al., 2000). Cytokiny podporujici
osteoklastogenezi jsou TNF-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, IL-17, IL-23, a [L-34
a cytokiny spojované s inhibici osteoklastogeneze jsou IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-3, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-27, a IL-33 (Amarasekara et al., 2018). Pfi nékterych patologickych
stavech organismu maji 1 nezralé DC potencial diferencovat v osteoklasty po stimulaci
M-CSF a RANKL (Wu et al., 2019). Neutrofily, T a B lymfocyty se také podileji na
remodelaci kosti napf. produkci cytokini modulujicich drdhu RANKL/RANK/OPG
(Lisowska et al., 2018).
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Tabulka ¢. 1: Faktory ovliviiujici remodelaci kosti.

a migraci osteoklasti.

Faktory Zdroje Hlavni funkce p¥i kostni Autor
remodelaci

BMP2 (Kostni Osteoblasty, kostni Osteogeneze — indukuji expresi | (Capulli ef al.,

morfogeneticky matrix, MSC Osx a Runx2 u progenitorovych | 2014)

protein 2) bunék osteoblastil.

CTHRC1 zralé resorbujici Stimulace osteogeneze u (Takeshita et

(kolagenové trojité osteoklasty stromalnich bunék. al.,2013)

Sroubovice

obsahuyjici repetice 1)

Estrogen Folikularni bunky Inhibice resorpce — stimulace (Khosla et al.,
OPG, inhibice RANKL u 2011)
osteoblastli, modulace (Zheng et al.,
signalizace RANK receptoru 1997)

v osteoklastech, indukce
apoptdzy osteoklastli; inhibice
IL-1, IL-6 a TNF-o.

FGF2,9,18 Osteoblasty, MSC, osteoblastogeneze (Charoenlarp et

(Fibroblastové makrofagy al.,2017)

rlstové faktory)

HGF (Hepatocytarni | Osteoklasty, Zvyseni intracelularni (Grano et al.,

rustovy faktor) osteoblasty koncentrace Ca**, ovliviiuje tvar | 1996)

IGF-I (rastovy faktor
podobny inzulinu I)

Stromalni bunky v
misté formovani
osteoklast

Stimulace osteoklastogeneze
vazbou na receptor IGF-I —
exprese c-fms a RANK u
PBMC, produkce M-CSF a
RANKL u stromalnich bunék.

(Rubin et al.,
2002)

s C-C motivem 2)

IL-1 Stromalni butiky a Stimulace osteoklastogeneze — | (Tanabe et al.,
dalsi bunécné typy zvysSuje hladiny M-CSF, PGE2 | 2005).
a snizuje hladiny OPG.
IL-11 Stromalni butiky a Stimulace formovani (Kespohl et al.,
dalsi bunécné typy osteoklastll a kostni remodelace. | 2021)
IL-6 Stromalni bunky a Stimulace formovani (Liu, 2006)
dalsi bunécné typy osteoklastli a kostni remodelace.
Katepsin K Osteoklasty Degradace kolagenu a dalSich (Delaissé et al.,
proteini béhem kostni resorpce. | 2003).
LPA (Kyselina Osteoblasty a n¢kolik | Fuze progenitorovych bunék (McMichael et
lysofosfatidova) dalSich bun¢k osteoklastu. al., 2010)
MCP-1/CCL2 Osteoblasty, typicky Migrace prekurzorti osteoklastd. | (Li ef al.,
(ligand chemokinu pii zanétu 2007)

PDGF (ristovy
faktor odvozeny od
krevnich desticek)

Osteoblasty a dalsi
bunécné typy

Tvorba kosti, mineralizace.

(Davies et al.,
2018)

PGE2

Osteoblasty, MSC a
dalsi bunky

Inhibice OPG v osteoblastech,
stimulaci produkce RANKL v
osteoblastech a zvySeni exprese
RANK receptoru

v osteoklastech, stimulace
produkce 1L-6.

(Liu, 2006)
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PTH Pristitna téliska Regulace kostniho metabolismu | (Wein et
— stimulace formovani nové Kronenberg,
kostni hmoty osteoblasty; 2018)
regulace metabolismu vapniku a
fosfatu.
S1P (sfingosin-1- Osteoklasty a dalsi Migrace prekurzorii osteoblastil, | Pederson ef al.,
fosfat) podpora pteziti zralych 2008)
osteoblastil.
Semaphorin 4D osteoklasty Vazbou na plexin-B1 receptor (Zhang et al.,
na osteoblastech inhibuje tvorbu | 2015)
kostni tkang, inhibuje aktivitu
ALP.
Sklerostin Osteoblasty, osteocyty, | Inhibice tvorby kostni tkang (Pietrzyk et al.,
osteoklasty osteoblasty. 2017)
Slozka C3 Osteoklasty a dalsi Stimulace diferenciace (Matsuoka et
komplementu osteblastl, zvyseni aktivity ALP | al., 2014)
u osteoblasti.
TGF-B Kostni matrix béhem Ovliviyje aktivitu osteoblastli, | (Chen ef al.,
(Transformujici resorpce, stromalni migraci bunék, expresi 2018)
rustovy faktor ) bunky RANKL.
TNF-a Stromalni bunky a Stimulace exprese RANKL a (Marahleh et
dalsi bunécné typy M-CSF osteoblasty, osteocyty a | al., 2019)
dal$imi stromalnimi butikami.
la,25- Keratinocyty, ledviny, | Regulace formovani i resorpce | (Bikle, 2011)
dihydroxyvitamin D3 | osteoblasty kosti. Stimulace RANKL a
inhibice OPG ve stromalnich
buiikach a aktivace receptoru
RANK na prekurzorech
osteoklastil.

3.3 Invitro modely

Pro hlubsi pochopeni bunééné morfologie, procesu diferenciace, ¢i signalnich

drah se bézn€ vyuzivaji monokultury. V téchto systémech ale neni mozné sledovat
bunéénou komunikaci mezi riznymi typy bunék, ktera je pro studium kostni remodelace
klicova. Vyhody vyuZiti in vitro ko-kultur oproti monokulturdm spocivaji ve vétsi
podobnosti in vivo situaci, kdy spolu butiky mohou komunikovat pomoci mezibunéénych
signalti, naptiklad prostfednictvim pfimého spojeni nebo exozomi a rozpustnych
signalnich molekul. Pro spravnou funk¢nost systému je tfeba spravné zvolit parametry
pro koexistenci obou typli bun€k, naptiklad jejich pomér, sdilené kultivacni médium,
dobu kultivace, vhodnou suplementaci a adekvatni metody pro rozliSeni kultivovanych
typt bun¢k. Pfi spravné zvoleném nastaveni nam in vitro ko-kultury mohou poskytnout
rozsifeni znalosti o pfimé 1 nepiimé komunikaci mezi buitkami (Borciani ef al., 2020).
Pro vytvofeni ko-kultury se pouzivaji jak primérni bunky, tak buné¢né linie.
Vyhodou pouziti primarnich bunék je pfibliZzeni se fyziologické situaci a pfipadné jejich
moznost dal$iho vyuZiti v regenerativni mediciné. Nevyhodou oproti liniim, je jejich
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dostupnost a také délka jejich kultivace. Po case totiz dochéazi k ukonceni proliferace
Hayflickovym limitem. Oproti tomu linie je mozné kultivovat neomezen¢ dlouho, ale
mohou mit odli$né vlastnosti (Pastor et al., 2010, Borciani et al., 2020).

Pro studium kostni remodelace se typicky ko-kultivuji osteoblasty a osteoklasty.
Jako zdroj primarnich osteoblastii se casto pouzivaji MSC, které Ize izolovat z kostni
dfené, periferni krve ¢i tukové tkané a nasledné u nich indukovat diferenciaci
v osteoblasty (Borciani et al., 2020). Osteoblasty je také mozné izolovat pomoci
explanta¢ni metody z kosti zvitat, kdy buiiky spontanné migruji z pouzitych explantata
(Czekanska et al., 2012). Primarni prekurzory osteoklasta se typicky ziskavaji z periferni
krve, konkrétn¢ odbérem ,,buffy coatu” po centrifugaci. Izolované bunky je mozné
specifikovat a pro dalsi kultivaci jsou ¢asto pouzivany CD14" (cluster of differentiation,
CD) burnky. Potencidl tvofit osteoklasty in vitro maji také buiiky izolované ze sleziny
(Borciani et al., 2020). Protoze je ale obtizné osteoklasty izolovat, purifikovat a kultivovat
in vitro a také nelze zakladat subkultury, je studium OC naro¢né. Z tohoto diivodu se jako
prekurzory osteoklastii ¢asto pouzivaji bunécéné linie, napt. THP-1, RAW 264.7. Pti
vyuziti linii u osteoblastli se typicky pouzivaji linie Saos-2, MC3T3-E1l, MG-63.
(Schroder et al., 2012, Jeon et al., 2016, Sun et al., 2016, Pagani et al., 2018). Jedna
z nejcastéji pouzivanych bunécnych linii prekurzorii osteoklasti, RAW264.7, byla
zalozena z nadoru indukovaného virem mysi leukémie Abelson. Z tohoto diivodu mohou
existovat biologické nesrovnalosti a vysledky ziskané pomoci této bunééné linie mohou
byt kontroverzni. Buné¢éné linie RAW264.7 mohou diferencovat v osteoklasty po ptidani
TNF-a 1 bez ptitomnosti RANKL (Moreno ef al., 2003).

Bunky Ize néasledné¢ ko-kultivovat n€kolika riznymi zptisoby ve 2D a 3D
systémech. Vyhodou vyuziti 3D systém je ptiblizeni se organizovanému mikroprosttedi
v lidském téle. RozliSovany jsou také pfimé a nepiimé ko-kultury. U neptimych ko-kultur
je sledovan vliv rozpustnych molekul, jelikoz nedochdzi k pfimému kontaktu mezi
buiitkami. Vyvojem novych nosi¢l a zpusobu kultivace se zabyva obor tkanového

InZenyrstvi.

3.3.1 Suplementy pouZivané pro stimulaci osteoklastogeneze in vitro

Cilem nékolika studii bylo navodit osteoklastogenezi v ko-kultute. Autofi studie
Schulze et al., 2018 indukovali tvorbu osteoklastli v pfitomnosti osteoblastli, bez
pfidanych suplementl. Osteoblasty hraji v osteoklastogenezi zasadni roli, napt. produkei

M-CSF a RANKL. Autofi studie Burgess et al, 1999 ukézaly, Ze rozpustny
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rekombinantni RANKL spolu s M-CSF ptimo indukuji tvorbu osteoklastti in vitro, a to
1 v nepfitomnosti osteoblastii. K navozeni osteoklastogeneze v ko-kultute se daji vyuzit
suplementy ovlivitujici osu RANKL-RANK-OPG, kterd mé zasadni vyznam pii
formovani osteoklasti. Mezi tyto suplementy patii napt. 1a,25-dihydroxyvitamin D3

nebo PGE2.

3.3.1.1 PGE2

Prostaglandin E2 je tkanovy hormon patiici mezi prostanoidy. Jedna se o dulezité
mediatory, které maji mnoho funkci v biologickych procesech, jako je bolest, horecka,
regenerace, zanét nebo vaskularni obéh. Maji také zasadni vliv na funkci kostniho
metabolismu. PGE2 vznika z kyseliny arachidonové pomoci cyklooxygenazy 1 (COX1),
kterd exprimovana konstitutivné, a COX2, ktera je exprimovana inducibilné (Sander et
al., 2017). PGE2 je produkovdn mnoha bunkami, vcetné¢ makrofagl, fibroblastl
a stromalnimi bunkami, zejména osteoblasty (Sander et al., 2017). Produkce PGE2 je
stimulovana nékolika prozanétlivymi cytokiny, jako je IL-1, IL-6 a TNF-a, a to zejména
jejich spole¢nym ptsobenim (Park et al., 2004).

PGE2 pisobi skrze receptory spfazenymi s G proteiny — EP1R, EP2R, EP3R,
EP4R. Signalizace skrze EPIR zvySuje hladinu intracelularniho Ca®" aktivaci
proteinkinazy C (Legler ef al., 2010) a potlacuje tak tvorbu kosti. Vazba PGE2 na EP2R
1 EP4R stimuluje adenylatcyklazu, ¢imzZ dochazi ke zvysené tvorbé cyklického adenosin
monofosfatu (cAMP) a expresi BMP-2 a RANKL. Tyto faktory zlepSuji hojeni
a regeneraci kosti (Suzawa et al., 2000). Senzorické nervy snimaji hustotu kosti praveé
prostfednictvim PGE2 a jeho vazba na EP4R reguluje aktivitu sympatického nervu pro
tvorbu kosti osteoblasty skrze centralni nervovy systém (Chen et al., 2019). PGE2 také
prostiednictvim EP2R zvySuje expresi c-Fos, ktery fidi diferenciaci osteoblastli
a osteoklastl. Vazba PGE2 na EP3R vSak poskytuje opacny ucinek inhibici
adenylatcyklazy a omezenou syntézou cAMP (Sander et al., 2017, Lisowska et al., 2018).

Utinek PGE2 na osteoklastogenezi se li§i v zavislosti na koncentraci a naéasovani
podavani. Studie Tian ef al., 2007 ukézala, ze kontinudln€¢ podavany PGE2 vyznamné
stimuloval kostni resorpci, zatimco pieruSované podavani vedlo ke kostni tvorbé.
Mechanismus ucinku PGE2 na kostni metabolismus ale neni doposud zcela objasnén.
V in vitro podminkdch miZze mit PGE2 jak stimula¢ni, tak inhibi¢ni efekt na
osteoklastogenezi v zavislosti na koncentraci a fazi diferenciace osteoklasti, ke kterym

je PGE2 ptidavan (Lutter et al., 2016). Bylo zjisténo, ze exogenni PGE2 stimuluje kostni
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resorpci v organovych kulturach a v kulturach bunék kostni dien€, zatimco inhibice kostni
resorpce byla pozorovana u osteoklasti izolovanych z kosti potkanti (Fuller ez Chambers,
1989, Take et al., 2005). Pritomnost osteoblastli v ko-kultufe ma zasadni modulac¢ni efekt
na tvorbu osteoklastli z bunécnych prekurzorii (Kaji ef al., 2009), jelikoz PGE2 stimuluje
osteoklastogenezi inhibici OPG a stimulaci produkce RANKL v osteoblastech a RANK
receptoru v osteoklastech (Liu, 2006).

PGE2 je také silnym imunomoduldtorem. Inhibuje Thl odpovéd a podporuje
odpovéd’ Th2 a Th17 (Kalinski, 2012). Stimuluje také produkci IL-1 v osteoblastech,
ktery zvySuje expresi RANKL a snizuje expresi OPG, ¢imz PGE2 nepiimo podporuje
formovani osteoklastti (Suda et al., 2004). Stejn¢ tak muize stimulovat produkci IL-6
(Gruber et al., 2000) a TNF, které zvysuji expresi RANKL a podporuji osteoklastogenezi
(Suzawa et al., 2000, Park et al., 2017). Produkce IL-6 také zvySuje produkci PGE2,
COX2 a expresi EPR4/EPR2 v kostnich buiikdch (Liu, 2006). Dalsi in vitro studie
podpotily roli zanétlivych cytokinl pii kostni resorpci. Pfidavani IL-1a do ko-kultury
vedlo ke zvySeni exprese M-CSF, PGE2 a snizeni exprese OPG (Tanabe et al., 2005).

Dlouhodobd a nadmérnd produkce PGE2, napf. pti chronickém zinétu, muze
pfispivat k rozvoji onemocnéni, jako je osteopordza nebo revmatoidni artritida. Nedavno
byla také zjisténa korelace mezi zvySenou hladinou PGE2 béhem poklesu kostni hustoty

u riznych zvitecich modelti, véetné osteoporotickych mysi (Chen ef al., 2019).

3.3.1.2 1a,25-dihydroxyvitamin D3

Vitamin D je nezbytny pro metabolismus vapniku a fosfatu a je ziskavan ze
slune¢niho zatfeni. Znamy jsou dvé formy: vitamin D3 a vitamin D2. Vitamin D se
v jatrech pfeménuje pomoci 25-hydroxylazy na 25-hydroxyvitamin D, ktery je nasledné
pomoci  D-lo-hydroxylazy v  ledvinach  pfeménén na  aktivni  formu
la,25-dihydroxyvitamin D3, neboli kalcitriol (Charoenngam et al., 2019). Jedna se o
steroidni hormon dulezity pro kostni remodelaci 1 funkci imunitniho systému. Exprese
receptoru pro vitamin D (VDR) byla pozorovana u osteoblastii, osteocyti, osteoklastli a
jejich prekurzorG. Tyto bunky mohou lokalné syntetizovat aktivni metabolit
la,25-dihydroxyvitaminu D3, pomoci exprese CYP27BI1, a také maji schopnost lokalné
katabolizovat vitamin D expresi enzymu CYP24Al (St-Arnaud, 2008). Uginek
la,25-dihydroxyvitaminu D3 na osteoklastogenezi je zprostiedkovan skrze stimulaci
osteoblastii a osteocyti k produkci RANKL a inhibici OPG (Zarei et al., 2016).

la,25-dihydroxyvitamin D3 zaroven podporuje formaci a mineralizaci nové kostni tkan¢.
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Analogy Eldecalcitol a Alfacalcidol, byly pouzity jako terapeutickd CcCinidla pro
osteopordzu, protoze zvySuji hustotu minerdll v kosti. V in vivo podminkach se
la,25-dihydroxyvitamin D3 nejspiSe vyskytuje v odlisné koncentraci nez pfi studiich
in vitro a mize snizovat pocet prekurzora osteoklastii (Suda et al., 2012).

V in vitro podminkach 1a,25-dihydroxyvitamin D3 podporuje osteoklastogenezi
v organovych kulturach (Lee et al., 2002) a zvysuje aktivitu zralych osteoklasti
v zévislosti na pouzitém typu bunék a modelovych organismech (Takeda et al., 1999)
(Zarei et al., 2016). Oproti tomu v kultufe bunék kostni dfené pisobil
la,25-dihydroxyvitamin D3 inhibicné¢ na osteoklastogenezi i1 na kostni resorpci
(Wang et al., 2015a). Studie Kogawa et al., 2010 ukézala, ze 1a,25-dihydroxyvitamin D3
podporuje formaci kosti, ale inhibuje resorpéni aktivitu zralych osteoklastti odvozenych
z lidskych PBMC a bunécéné linie RAW 264.7 V mySim modelu, kde byly pouzity
osteoblasty izolované z oblasti kalvarie a hemopoetickych slezinnych buiikdch 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 v kombinaci s IL-1 stimuloval osteoklastogenezi skrze stimulaci
osteoblasti k produkci RANKL a inhibici OPG (Lee et al., 2002).
la,25-dihydroxyvitamin D3 také inhibuje produkci IL-2 v T lymfocytech a stimuluje
produkci IL-1PB v monocytech/makrofazich (Bhalla ef al., 1986). Osteoblasty reaguji na
ptitomnost 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 produkci cytokinti IL-1 a IL-6 (Miao et Scutt,
2002).

Reakce na 1o,25-dihydroxyvitamin D3 mulze byt sniZena u pacientl
s osteopordzou a revmatoidni artritidou. Pfi téchto poruchach je nadmémé produkovéan
TNF-a, ktery pfispiva ke ztraté kostni hmoty stimulaci bunécné rezistence vuci

la,25-dihydroxyvitaminu D3 (Farmer et al., 2000).

3.4 Osteoporoza

Osteopordza je porucha remodelace kosti charakteristicka ibytkem kostni hmoty
a strukturnim poskozenim kosti, coZ snizuje jeji pevnost a vede ke zvySené nachylnosti
ke zlomeninam (Raisz, 2005). Z hlediska pfic¢iny se tradicné klasifikuje na primarni
a sekundarni typ. Mezi primarni typ je fazena postmenopauzalni osteoporoza, zptisobena
nedostatkem estrogenu, ktery u Zen klesa v dlsledku menopauzy. Daéle 1 senilni
osteopordza, ke které dochazi pfirozenym procesem starnuti. Mezi sekundarni typ patii
osteopordza zapfic¢inéna nezaddouci reakci na 1é€bu napt. glukokortikoidy, konkordanci
s jinym onemocnénim nebo snizenim fyzické aktivity v disledku imobilizace (Feng et

McDonald, 2011). Nedostatek vapniku a vitaminu D ve stravé zvySuje kostni obrat, coz
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vede ke ztraté kostni hmoty, a také neptiznivé ovliviiuje mineralizaci kosti, ¢imz se

zvysuje riziko zlomenin.

3.4.1 Postmenopauzalni osteoporoza

Postmenopauzalni osteopordza je zplisobena primarné poklesem hladin estrogenu
v souvislosti s menopauzou. Nedostatek estrogenu pak vede ke zrychleni kostniho obratu,
avSak resorpce kosti pfevySuje kostni tvorbu, coz zpusobuje nerovnovahu kostni
remodelace. Estrogen stimuluje produkci OPG a snizuje produkci RANKL u osteoblasti.
Potlacuje také produkci pro-zanétlivych cytokinti podporujicich resorpci kosti,
napt. IL-1, IL-6 a TNF-a (Feng et McDonald, 2011). Snizenim hladin estrogenu po
menopauze dochazi ke zvySeni produkce téchto pro-zanétlivych cytokint a také M-CSF
a RANKL u monocytt, lymfoidnich a stromalnich bun€k. Zvysené hladiny téchto faktort
stimuluji diferenciaci myeloidnich prekurzorovych bun¢k v osteoklasty (Salamanna et
al., 2015). Nedostatek estrogenu u potkanli s indukovanou osteoporézou pomoci
ovariektomie vedl ke zvySeni poctu osteoklastl a ke zvySené resorpci kosti (Saleh ef al.,
2020). Studie Zheng et al., 1997 ukazala zvySeni hladin cytokini IL-1, IL-6 a TNF-a
v krvi pacientek s postmenopauzalnich osteoporézou, u kterych byla také pozorovana
zrychlend piestavba kosti. Mechanismus plisobeni estrogenu je ale velmi Siroky, estrogen
také moduluje produkci IL1-RA, antagonistického receptoru pro IL-1, ktery mé vyssi
expresi u zdravych postmenopauzéalnich Zen, ale nikoliv u Zen trpicich osteopordzou
(Pacifici et al., 1993). Estrogen mlze také vyvolat apoptozu osteoklastli zvySenim FasL
v osteoblastech, coz vede k apoptdze preosteoklastii/osteoklastti s FasR (Krum et al.,
2008). U mysi s indukovanou osteopordzou pomoci OVX byla exprese FasL u osteoblasti
snizena, ¢imZz dochdzi ke snizené schopnosti indukovat apoptdézu osteoklasti.
Je zajimavé, ze exprese FasR je u prekurzort osteoklastl nizsi, nez u zralych osteoklastt
(Wang et al., 2015b).

Estrogen redukuje osteoklastogenezi skrze osteoblasty a také zfejmé plisobenim
skrze T lymfocyty. U osteoklastl a jejich prekurzorii estrogen také moduluje signalizaci
RANK receptoru a hraje roli v diferenciaci osteoblasti (Khosla ef al., 2011). Estrogen je
dalezity 1 pro udrzeni kostni tvorby, zvySenim poctu osteoblasti v mistech kostni

remodelace nebo zvysenim viability osteoblastli (Khastgir et al., 2001).

3.4.2 Lécba osteoporozy
Soucasna 1écba osteoporozy je fyzikalni, dietni nebo farmakologicka. Pouziva se

napf. 1écba bisfosfonaty, hormony, nebo monoklonalnimi protilatkami. Mezi bisfosfonaty
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patii mimo jiné alendronat, ibandronat, nebo kyselina zolendrova. Bisfosfonaty potlacu;ji
kostni obrat tim, Ze inhibuji enzym farnesylpyrofosfat syntetazu, ktery je nezbytny pro
tvorbu cytoskeletu u osteoklastl, ¢imz dochéazi k potlaceni resorpce kosti (Tella et
Gallagher, 2014). Podavani bisfosfonati ale mize zptisobovat gastrointestinalni potize,
jako je zéanét jicnu nebo zalude¢ni potize (Lanza, 2002). V 1é¢bé osteopordzy se také
vyuziva hormondlni terapie, napf. podavani estrogenu ¢i progesteronu, nebo jejich
kombinace. Tato terapie ale miize mit zavazné vedlejsi i¢inky, jako je rakovina prsu nebo
hyperplazie endometria. Zda se, Ze vedlejsi GcCinky jsou silné zavislé na davce
a nacasovani podavani (Levin et al., 2018). Mezi hormonalni terapii patii také podavani
rekombinantniho lidského parathormonu (PTH; ptipravek Teriparatid/Forteo), ktery byva
podavam pacientim nereagujicim na bisfosfonaty. Nicmén¢ i tato 1é¢ba ma vedlejsi
ucinky a je spojovana s vyskytem osteosarkomu u pacientti 1écenych PTH (Gilsenan et
al., 2018).

V 1é¢bé osteoporozy se vyuzivaji také monoklondlni protilatky. Prvni schvalenou
monoklonalni protilatkou proti RANKL byl Denosumab (pfipravek Prolia). M4 silnou
ucinnost a pomahé ptredchdzet zlomenindm patete a kycle. Podéva se jednou za Sest
mesicl a potlacuje kostni resorpci o 80-90 %. Na rozdil od bisfosfonat anti-resorpéni
ucinek Denosumabu ustupuje za 4-6 mésict, tudiz nedochazi k celkovému potlaceni
kostni remodelace a zajiStuje tak jistou bezpecnost. Na druhou stranu, jelikoz
anti-resorpéni ucinek rychle klesd, hrozi po ukonceni 1écby navrat zvySeného rizika
zlomenin (Cummings et al., 2009, Zebaze et al., 2016). Dalsi pouzivanou monoklondlni
protilatkou proti osteopordze je Romosozumab. Tato monoklonalni protilatka se vazné
na sklerostin a pomaha podporovat kostni novotvorbu a inhibovat resorpci kosti.
Sklerostin je pfirozené sekretovan osteocyty a jednd se o negativni regulator kostni
novotvorby. Inhibuje Wnt signalizaci, nezbytnou pro vyvoj a funkci osteoblastii. Inhibici
sklerostinu je tedy podpoien vyvoj osteoblastil a tvorba nové kostni hmoty. Podavani
Romosozumabu pomahd piedchdzet zlomeninam patefe a zvySuje kostni novotvorbu
a mineralni hustotu kosti 0 13-15 % za jeden rok (Li et al., 2009, Cosman ef al., 2016).

Navzdory pozitivnim G¢inklim pfi podavéani bisfosfonatli, nebo pii hormonalni
terapii nelze pominout vedlejsi ucinky, které jsou s témito zplisoby 1é¢by spojeny. Je proto
zfejmé, ze hlubsi porozuméni mechanismiim onemocnéni i kostni remodelace je nezbytné
pro zlepSeni souCasné 1écby a prevence. Vyzkum pro 1é¢bu osteopordzy se proto

v soucasnosti zaméfuje na mechanismy aktivujici kostni progenitorové bunky, procesy
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fidici apoptozu nebo na osteolytické enzymy, jako novy smér potencialni 1€¢by (Stoch et

Wagner, 2008).

3.4.3 In vivo model osteoporozy

Pro in vivo modely osteoporozy se jako modelova zvitata se pouzivaji mysi, ovce,
primati vyjma clovéka, ale nejrozsifenéjSim modelovym zvifetem je potkan. Potkani
dosahuji pohlavni zralosti ve véku 2,5 meésice, ale jejich kostra je povazovana
za dokoncenou ve véku 10 mésict. Z tohoto divodu se potkani Casto pouzivaji jako
modelova zvitata v tomto ¢asovém rozmezi, kdy skelet neni zcela dokoncen a obsahuje
malo kostni hmoty, coz je rizikovy faktor i pro lidské zlomeniny v disledku osteopordzy.
Jedné se také o velmi dostupné modelové zvife, nendrocné na chov. Osteopordza se
u potkant indukuje n€kolika zplsoby. Jednim z nich je imobilizace, kterd miize byt
provedena chirurgicky (odstranénim nervi, Slach, michy) nebo bandazi koncetin. Dalsi
moznosti, jak indukovat osteopordzu je Upravou stravy. Zvifatim je podavana strava,
kterd neobsahuje téméf Zadné nebo nizké hladiny vépniku, nebo obsahujici alkohol ¢i
glukokortikoidy. Jedna se o faktory, které mohou vyvolavat osteoporézu i u lidi. Pro
vyzkum postmenopauzalni osteopordzy se osteopordza indukuje pomoci ovariektomie
(Lelovas et al., 2008, Komori, 2015).

Ovariektomie u potkanti vyvolava zvySenou kostni resorpci, kterou 1ze pozorovat
pomoci histologického vySetteni, snizenou hladinou vapniku a fosforu v krvi, ¢i zvySenou
hodnotou ALP, ktera indikuje zrychlenou ptestavbu kosti (Saleh et al., 2020). Dalsi
moznosti pro ovéreni osteopordzy pomoci ovariektomie je stanoveni hladin osteokalcinu
(béhem kostni tvorby se jeho hladina zvySuje), B-crosslaps (b¢hem degradace kosti se
jeho hladina zvySuje), estradiolu nebo estrogenu (zenské pohlavni hormony, po
ovariektomii/menopauze jejich hladina klesa) a C-termindlniho telopeptidu kolagenu

typu I (Yoon et al., 2012, Chung et al., 2021).

28



4. Material a metody
4.1 Zvirata

Na pokusy byly pouzity zdravé a ovariektomizované (OVX) samice outbrednich
potkanti typu Wistar. Zdravé samice byly ve véku 3 mésicti. OVX samice podstoupily ve
veéku 6 mésicli ovariektomii a nasledné byly chovany do véku 12 mésict. Zdravé samice
byly chovény za standartnich podminek v chovech na Fyziologickém ustavu Akademie
véd Ceské republiky, v. v. i (FGU AV CR). OVX samice byly chovany v Biomedicinském
centru, Lékarské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy.

4.2 Roztoky, média a chemikalie

Osteoblasty byly kultivovany v médiu Dulbecco’s modified Eagle’s medium —
high glucose with glutamine (DMEM, Sigma-Aldrich, USA) a PBMC/osteoklasty v
médiu Dulbecco’s modified Eagle’s medium — high glucose without glutamine (DMEM-
Q, EuroClone, Italiec) Do média DMEM bylo pifidano 10% tepelné inaktivovaného
fetalniho bovinniho séra (FBS, fetal bovine serum) a antibiotika penicilin (P,100 U/ml)
/streptomycin (S, 100 pg/ml). Do média DMEM-Q bylo pfidano 10% FBS, 2mM L-
glutamin, P/S (100 U/ml). Pro ko-kultivaci osteoblastli a osteoklastti byl vybran pomér
téchto médii 1:1. V tabulce €. 2 je uveden seznam pouzitych chemikalii a v tabulce €. 3
seznam pouzivanych pfistroji.

Tabulka ¢. 2: Abecedni seznam pouZitych chemikalii

Nazev chemikalie Vyrobce Zemé puvodu Katalogové ¢islo

1 — Step PNPP Thermo Scientific USA 37621

la25-dihydroxyvitamin D3 Sigma Aldrich USA 17936 -100UG-F

4 — Nitrophenol, Sigma Aldrich USA 1048-5G

spectrophotometric grade

4-NPO Sigma Aldrich USA 1048-56

Acetat sodny Sigma Aldrich USA S5636-250G

Aceton AppliChem Némecko A1600.1000

Acid Phosphatase, Leukocyte | Sigma Aldrich USA 387A-1KT

(TRAP) kit

Bio-Plex Calibration Kit Bio-Rad USA 171-203060
Laboratories

Bio-Plex Pro™ Bio-Rad USA 12002798

Reagent Kit V Laboratories

rat, TNF-, IL-6, IL-1p

Bio-Plex Validation Kit 4.0 Bio-Rad USA 171-203001
Laboratories

BoneTRAP (TRACcP 5b) Immunodiagnostic USA SB-TR2014A

ELISA Systems
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Carbonic Anhydrase 11 BioVision USA BV-K472-100
Activity Assay kit (distributor Biotech)

CellTiter 96® Aqueous MTS | Promega corp. USA GI112
Reagent Powder

Collagenase Type I 300U/mg | Life Technologies USA 17100-017
Collagenase Type I1 210U/mg | Life Technologies USA 17101-015
DAPI, D9542 — 10MG Sigma Aldrich USA D9542
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich USA D2438-50ML
DiOC6(3) Enzo Némecko D273

DMEM high glucose Sigma Aldrich USA D6429
DMEM high glucose, Euroclone Italie ECB7501L
bez L-glutaminu

EDTA 2% solution Sigma Aldrich USA 2854

Etanol 96% Penta CR 70390-12500
FBS Gibco USA 10270-106
Ficoll® Paque Plus Sigma Aldrich USA GE17-1440-02
Formaldehyd p.a. 36-38% Penta CR 14150-11000
HBSS LifeTechnologies USA 14175095
Hematoxylin solution, gill Sigma Aldrich USA GHS3-50ML
No. 3

Heparin Zentiva CR 16/171/69-C
Hoechst 34580 Life Technologies USA H21486
Human M-CSF Peprotech USA AF-300-25
Human RANKL Peprotech USA AF-310-01
Hydroxid sodny p.a. Penta CR 15760-31000
Chlorid sodny p.a. Penta CR 16610-31000
INF-y PreproTech USA AF-315-05
Kyselina chlorovodikova 35% | Penta CR -
LPS Difco Laboratories USA L2880
Metanol Penta CR 21210-11000
Naphtol AS-BI phosphate Sigma Aldrich USA N2125-500MG
Paraformaldehyd Sigma Aldrich USA 16005

PBS Slozky od Penta CR -
Penicilin/Streptomycin Invitrogen USA 15140-122
Phalloidin-iFluor555 Reagent, | Abcam Velka Britanie AB176756
ab176756

Prostaglandin E2 Sigma Aldrich USA P0409-1MG
Quant-iT™ dsDNA Assay LifeTechnologies USA Q33120
Tartarat dihydrat sodny Sigma Aldrich USA PHR1409-4X1G
Triton X-100 Sigma Aldrich USA T8787-100ML
Trizma hydrochloride (TRIS - | Sigma Aldrich USA 75941-100G
Tris(hydroxymethyl)amino-

methane hydrochloride)

TrypLE™ Express Enzyme Gibco USA 12604013
(1X)

Trypsin EDTA 10x Sigma Aldrich USA 59418C
Tween 20 Sigma Aldrich USA P9416-50ML
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4.3 Technické vybaveni

Tabulka ¢. 3: Abecedni seznam technického vybaveni

Piistroj Vyrobni nazev Vyrobce Zemé puvodu
Analytické vahy T5939 Kern Némecko
Centrifuga NF800R Niive Turecko
Centrifuga Spectrafuge 24D Labnet USA
CO2 inkubator 2424-2 Shel Lab USA
Fluorescencni reader M200 Infinite Pro Tecan Svycarsko
Konfokalni mikroskop | Zeiss LSM 880 Airyscan | Zeiss Némecko
Laboratorni tfepacka Rotamax 120 Heidolph Némecko
Laminarni box Safe flow 1.2 Bioair Italie
Multiplexova analyza | Bio-Plex200 Systems Bio-Rad USA
Ohtivaci lazen NB-301 BioTek USA
Svételny mikroskop TH4-200 Olympus Japonsko
Vortex S0200 Vortex Mixer LabnetInternational | Mexiko

4.4 Pouzity software

e Bio-Plex Manager 6.1 — ovladaci software pro Bio-Plex

e GIMP 2.10.20 — uprava obrazki

e Imagel — uprava obrazka a métitek

e Microsoft Excel — vyhodnoceni dat

e SigmaStat 4.0 - statistickd analyza dat

e Tecan i-control , 1.10.4.0 — ovladaci software spektrofotometru

e ZEN 2.3 SP1 — ovladaci software pro konfokalni mikroskopii

4.5 Izolace a kultivace osteoblasti

Osteoblasty byly izolovany z femuru potkanti pomoci explantacni metody v
kombinaci s enzymatickym oSetfenim. Prace probihala v laminarnich boxu a vSechny
pouzité roztoky byly sterilni. Femury potkana byly oplachnuty v médiu DMEM s 1% P/S
a mechanicky o€istény od mekkych tkani. Nasledné byly odstranény epifyzy a diafyzy
byly proplachnuty PBS pro odstranéni kostni diené. Kosti byly nadrceny klestémi,
pfeneseny do 15 ml falkony (2 femury z jednoho zvifete) a 3x vortexovany s vyménou
DMEM a 1% P/S. Nasledn¢ byl pfidan 1 ml Trypsinu s EDTOU (5x koncentrovany) a
probihala 10 minut inkubace pii 37°C na tfepacce (0,90 g). Po uplynuti této doby byly
kosti proplachnuty v médiu a byla pfidana kolagendza I (300 U/ml), opét 1ml. Kosti byly
inkubovany pfti 37°C na tfepacce, po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byly kosti
proplachnuty v médiu a nasledné byl opét pfidan 1 ml kolagenazy I. Falkony s kostmi

byly opét inkubovany pii 37°C, po dobu 1 hodiny. Nasledn¢ byly kosti proplachnuty a
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pirendany do lahvi se dnem potazenym kolagenem (125-50, Sigma-Aldrich). V téchto
lahvich (75 cm?) byly kosti inkubovény pti 37°C v 15 ml média slozeného z DMEM, 10%
FBS a P/S. Po 48 hodinach kultivace byly odumielé buniky odstranény vyménou média.
Osteoblasty postupné vyrustaly z kosti a proliferovaly az do doby, kdy dosahovaly cca
80% konfluence. Nasledné€ byly bunky oplachnuty v PBS a uvolnény ze dna kultivacni
lahve roztokem TrypLE™ Express Enzyme (1x). Buiiky byly nésledn¢ zamrazeny dle
nize uvedeného postupu.
4.6 Izolace a kultivace mononuklearnich bunék periferni krve

Krev z potkanti byla odebrana do falkon s heparinem. Tato krev byla nasledné
poolovéana ze 4-6 jedincti a smichdna s HBSS (Hank’s Balanced Salt solution,Gibco,
USA) v poméru 1:1. Do 15 ml falkon byly napipetovany 3 ml Ficollu, na ktery se vrstvila
krev s HBSS. Nasledné byly falkony stoceny pii 360 g po dobu 30 minut pii RT. Po
uplynuti této doby byly izolované bunky periferni krve promyty v HBSS a také v HBSS
stoceny pii 402 g po dobu 10 minut pii 16°C. Poté byly bunky opét resuspendovany
v HBSS a sto€eny pii 280 g po dobu 10 minut pii 16°C. Postup se opakoval a buniky byly
sto¢eny pii 120 g po dobu 10 minut pii 16°C. Nasledné¢ byly mononuklearni buiky
spoCitany pomoci Biirkerovy komirky a zamrazeny za pomoci dimethylsulfoxidu
(DMSO) pti -80°C.
4.7 Zmrazeni a rozmrazeni bunék

Pro zmrazeni bunék byla pfipravena 2 média: DMEM nebo DMEM-Q (v
zavislosti na typu bunék) s pfidanym 20% FBS a s/bez 20% DMSO. Obé¢ slozky byly
pfedem vychlazeny v lednici po dobu 60 minut. Osteoblasty byly mrazeny po uvolnéni z
kultiva¢ni lahve v po¢tu do 2 milionti/vialka. PBMC byly mrazeny po izolaci z periferni
krve v po¢tu 5 milionti/vialka. Bunky byly chlazeny v lednici v 0,5 ml média
DMEM/DMEM-Q + 20% FBS po dobu 45 minut. Poté bylo do vialek ptfidano 0,5 ml
média s 20% DMSO a vialky byly pfendany do zmrazovaci nadobky s 250 ml
isopropylalkoholu. Zmrazovaci nddobka byla nasledné uloZena do mrazaku pti — 80°C.

Pro rozmrazeni bunék bylo pfipraveno klasické kultivacni médium DMEM nebo
DMEM-Q (viz vySe). Vialky s buitkami byly vlozeny do vodni lazné pii 37°C. Po
rozmrznuti obsahu bylo médium s butikami pfepipetovano do 15 ml nebo 50 ml falkony
(v zavislosti na poctu bun€k) a po dobu 10 minut bylo postupné ptidavano malé mnoZzstvi
pfipravené¢ho média. Zkumavky byly nésledné stoCeny pii 258 g. Poté bylo médium

odsato a bunky resuspendovany v novém kultivacnim médium.
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Osteoblasty byly nasledné opét nasazeny do kultivacni lahve a proliferovaly do
doby, dokud nedosahly 80% konfluence. Nasledn¢ byly buiiky uvolnény stejnym
zpisobem, jako pii izolaci z kosti (viz vySe) a nasazeny do jamek. PBMC byly po
rozmrazeni nasazeny do jamky s osteoblasty v médiu DMEM-Q. Pro izolaci
monocyti/makrofagti z PBMC se vychazi z predpokladu, ze jsou adherentni k plastu. Po
nasazeni mononuklearnich bun¢k periferni krve do jamek se po 2 hodindch vyménilo
médium, ¢imz doSlo k odstranéni vétSiny ostatnich bunc€k periferni krve, kromé

monocyti/makrofagu.

4.8 Ko-kultivace osteoblastii a monocyti/makrofagi

Pro vytvoteni ko-kultury byly pouzity osteoblasty z femuru potkani a
monocyty/makrofagy z periferni krve potkantd. Osteoblasty byly nasezeny do 24/48 nebo
96-jamkovych desti¢ek v médiu DMEM s 10% FBS a P/S a kultivovany po dobu 24 hodin
v inkubatoru pii 37°C. Po uplynuti této doby byly k osteoblastiim pfidany rozmrazené
mononukledrni buiiky periferni krve ve zvoleném poméru 1:10. Pro nasazeni téchto
bun¢k bylo pouzito medium DMEM-Q. Po 2h inkubace bylo vyménéno médium
slozeného z DMEM a DMEM-Q ve zvoleném poméru 1:1. Vyména média byla
opakovana kazdy 3. den ko-kultivace. Pokud byly do jamek pfidavany suplementy, byly
pfidany spolu s vyménou média. Pro stimulaci monocytii/makrofagi k diferenciaci do
osteoklastil v ko-kultufe s osteoblasty, byl pouzit néktery z nasledujicich suplementi,
nebo jejich kombinace, v téchto koncentracich: M-CSF (v koncentraci 25 ng/ml),
RANKL (v koncentraci 30 ng/ml), PGE2 (v koncentraci 10° M a 10® M), 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 (v koncentraci 10® M a 10 M). Sledovéna byla také tvorba
osteoklasti u bun€k izolovanych z OVX samic potkanti. Postup nasazeni a kultivace byl
stejny, pouze nebyla do ko-kultury pfidavéana Zadna suplementace. Ko-kultury byly
kultivovany 14 dni. V pribéhu této doby byla sledovana tvorba osteoklasti

z monocytli/makrofagl za pomoci niZe uvedenych metod.
4.9 Test metabolické aktivity

Pomoci MTS testu (CellTiter 96® Aqueous MTS Reagent Powder, Promega corp.
USA) byla stanovena metabolickd aktivita osteoblastt a PBMC/osteoklastl. Princip
metody spociva v metabolizaci MTS substratu pomoci mitochondridlni dehydrogenazy
na rozpustny barevny produkt formazan. V ptislusny den bylo do jamek ptidano 100 pl
bazdlntho média a 20 pl MTS substratu (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Poté probihala 2 hodiny
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inkubace bun¢k s MTS substratem v inkubatoru pti 37°C. Po uplynuti této doby bylo
ptepipetovano 100 pl media do 96-jamkové desticky a vznikly formazan byl
spektrofotometricky métfen pomoci spektrofotometru M200 Infinite Pro, Tecan pfi
vlnovych délkach 490 nm a referencni hodnota byla métena pii 690 nm. Od naméfenych
hodnot byla odecitana referen¢ni hodnota namétena pii 690 nm a absorbance MTS
substratu bez bunck.
4.10 Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy

Enzymaticka aktivita ALP byla stanovena pomoci substratu 1-Step PNPP. Princip
metody spociva v hydrolyze bezbarvého p-nitrofenylfosfatu, kterou katalyzuje ALP na
barevny produkt p-nitrofenol. Detekce nitrofenolu probiha pii vlnové délce 405 nm.
Kazdy 1., 7., 14. den bylo do jamek pfidano 100 pl 1-Step PNPP. Poté probihala inkubace
bunck 30 min pii pokojové teploté, ve tmé. Po inkubaci se celkovy obsah jamek
prepipetoval do 96-jamkové mikrotitracni destiCky s 2M roztokem NaOH 50 pl/jamka,
ktery zastavil reakci. Vznikly p-nitrofenol byl detekovan pomoci spektrofotometru M200
Infinite Pro, Tecan pifi vlnové délce 405 nm. Od vyslednych hodnot byla odectena
absorbance ALP substratu bez bunék.
4.11 Stanoveni aktivity tartarat rezistentni kyselé fosfatazy

Kazdy 7. a 14. den bylo od vzorkl odséto kultivacni médium a ptidan roztok 1%
Triton X-100 v PBS pro vytvoteni bunécného lyzatu. Vzorky byly 50 minut chlazeny
v lednici a nasledné zmrazeny pii -20°C. Pfed métenim byly vzorky rozmrazeny na
ttepacce po dobu 10 minut. Vznikly bunéény lyzat byl nasledné pouZit i pro stanoveni
aktivity CA II. Do ¢erné 96-jamkové desticky bylo napipetovano 10 pl bunééného lyzatu
a 10 pl standardii. Standardy byly pouZzity z komeréniho Bone TRAP kitu (TRAcP5b)
ELISA (ref. SB-TR201A, IDS, UK) v koncentracich (0-10.4 U/l). Nasledné¢ bylo ke
vzorkl 1 standardim piidano 50 pl reakéniho pufru slozen¢ho z 2,5 mM naftolu AS-BI
fosfatu rozpusténého v DMSO, 100 mM acetat sodny a 50 mM tartrat dihydrat sodny
rozpusténé v dH,O, pH= 6.1. Desticka byla nasledné 30 minut inkubovana pii 37°C na
ttepacce (0,4 g). Po uplynuti této doby byla reakce zastavena ptidanim 150 pl 0,1 M
NaOH. Fluorescence byla spektrofotometricky méfena pomoci spektrofotometru M200
Infinite Pro, Tecan pfti vlnové délce Ex/En=405/520 nm.
4.12 Stanoveni aktivity karbonické anhydrazy I1

Princip metody spocivd v pfeméné 4-nitrophenylacetitu (4-NPA) na 4-

nitrophenol (4-NPO) enzymem CA II. Koncentrace vzniklého 4-NPO je
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spektrofotometricky méfena pti 405 nm. 7. a 14. den ko-kultivace bylo do 96-jamkové
desticky pridano 50 pl bunééného lyzatu (viz vyse) a 50 ul standardii v koncentracich 0,5,
0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0 mM 4-NPO. Nasledné bylo ke vS§em vzorkiim a standardim ptidano
50 ul reakéniho pufru slozeného z 12,5 mM Trizma hydrochloridu (TRIS), pH 7,5 a 75
mM NaCl rozpusténé v dH>O a 2mM 4-NPA rozpusténého v metanolu. Nasledn¢ byly
vzorky 1 hodinu inkubovany pifi 37°C. Absorbance vzniklého 4-NPO byla
spektrofotometricky métena pomoci spektrofotometru M200 Infinite Pro, Tecan, pii
vlnové délce 405 nm po 1 hodiné.
4.13 Vizualizace aktivity tartarat rezistentni kyselé fosfatazy a jader
Osteoklasty maji vysoce aktivni TRAP, jejiz aktivitu lze vizualizovat za pouziti
Leukocyte Acid Phosphatase (TRAP) kitu (387A-1KT, SigmaAldrich). Kazdy 7. a 14.
den byly vzorky oplachnuty v PBS a 30 sekund fixovany roztokem slozeného
z formaldehydu (82 ul 37% roztok), citratového pufru (255 ul, soucast kitu) a acetonu
(663 ul) po dobu 30 sekund. Vzorky byly nasledné oplachnuty deionizovanou vodou
a barveny za pomoci Leukocyte Acid Phosphatase (TRAP) kitu. Pfed barvenim byl
pfipraven roztok obsahujici diazotizovany rychly granat GBC a nitrid sodny, ke kterym
byla uplynuti 2 minut pfiddna deionizovand voda, naftol AS-BI kyseliny fosforecné,
acetat a roztok vinanu. Naftol AS-BI uvolnény enzymatickou hydrolyzou se poté spojuje
s rychlym granidtem GBC a tvofi nerozpustné kaStanové zbarvené usazeniny v mistech
aktivity enzymu. Jadra byla vizualizovdna za pomoci hematoxilinu, jeho oxidacnim
produktem — hemateinem. Desticky byly inkubovany 1 hodinu pti 37°C. Po uplynuti této
doby byly vzorky oplachnuty deionizovanou vodou a barveny 2 minuty hematoxylinem.
Poté byly vzorky oplachnuty vodou a vizualizovany pomoci svételné mikroskopie
(mikroskop TH4-200, Olympus).
4.14 Kvantifikace obsahu bunééné DNA

Proliferace bun¢k byla stanovena pomoci kitu Quant-iT™ dsDNA Assay, kterym
1ze kvantifikovat DNA. Princip metody spociva ve vazbé fluoroforu Quant-iT™ dsDNA
Assay Reagent (Q33120, Life Technologies Corporation, USA) na dvouvlaknovou
dsDNA anasledné emitaci fluorescen¢niho signélu, ktery je fluorescenéné méten. Vzorky
z 1., 3., 7., a 14. dne byly inkubovany v 96-jamkovych destickach s 200 ul lyza¢niho
pufru (10mM tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris), ImM EDTA, 0,2% Triton-X-100).
Nésledné byly desticky zmrazeny pii — 20°C. Tyto desticky byly poté rozmrazeny a opét

zmrazeny pi1 — 80°C. Zmrazeni bylo celkem 3% opakovéno. Pfi kazdém rozmrazeni byly
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vzorky michany pomoci vortexu S0200 Vortex Mixer, Labnet International, Inc. Do ¢erné
96-jamkové desticky bylo napipetovano 200 pl roztoku Quant-iT™ dsDNA Assay
Reagent a 10 ul bunééného lyzatu. Soucasti eseje jsou i DNA standardy bakteriofagu
lambda, které byly v danych koncentracich (0—10 ng/ ul) ptidavany po 10 ul k reagentu.
Fluorescence reagentu byla méfena pomoci fluorescencniho spektrofotometru Infinite
M200 Pro, Tecan pii hodnotach excitace 485 nm a emise 528 nm. Hodnoty mnozstvi
dsDNA byly vypocitany z kalibra¢ni kfivky standardi.
4.15 Vizualizace bunék
Pro vizualizace bun¢k bylo vyuzito fluorescencni barveni za pomoci:
e Phalloidin-iFluor 555 Reagent (AB176756, Abcam), ktery se vaze na aktinova
vlakna (F-aktin), maximum Ey (excitace)/E™ (emise) = 556/574 nm,
e Hoechst 34580 (H21486, Life Technologies) po navazani na DNA v buiikach
emituje modrou fluorescenci, maximum Ex/Emn = 357/490 nm,
e 4'6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride (DAPI, D9542, Sigma Aldrich),
emituje modrou fluorescenci po navazani na AT oblasti DNA, maximum
Ex/Em =358461 nm,
e 3.3’-Dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3), D273, Life Technologies) je
zelené fluorescenéni membranové barvivo, které se pouzivda k detekcei
membranového mitochondrialniho potencidlu v Zivych builkkdch, maximum

Ex/Em = 482/504nm.

Jednotlivé vzorky na 96-jamkovych desti¢kach byly 7., a/nebo 14. den fixovany
ve 100 pul 2% paraformaldehydu fedéném v PBS. Vzorky byly fixovany po dobu 15 min
pii RT a nasledné oplachnuty v PBS. Poté byly jednotlivé jamky barveny za pomoci
1x Phalloidin-iFluor 555 Reagent (fedéno 1:1000), Hoechst 34580 v koncentraci 2 pg/ml
nebo DAPI v koncentraci 0,1 pg/ml, DiIOC6(3) v koncentraci 10 pg/ml. Pokud bylo
pouzito DiOC6(3) barveni, predchazela barveni permeabilizace membran za pomoci
120 pl 0,1% Triton™ X-100 (Sigma Aldrich, USA) v PBS. Nasledné probihala inkubace
20 minut pfi RT a poté byl roztok vyménén za 120 ul 1% Tween (Sigma Aldrich, USA)
v PBS — inkubace 20 minut pii RT. Po uplynuti této doby byly vzorky 2 x oplachnuty v
PBS.

Protilatky byly fedény v PBS ve vyS$e uvedenych koncentracich a do kazdé jamky
bylo ptidano 50 pl roztoku. Nasledné byly desticky inkubovany pti RT po dobu 45 minut,
za tmy. Po uplynuti této doby byly vzorky proplachnuty v PBS. Nabarvené buiiky byly
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pozorovany fluorescencnim mikroskopem TH4-200, Olympus anebo konfokdlnim
mikroskopem Zeiss LSM 880 Airyscan. Pti konfokdlni mikroskopii byla vyuzivava
funkce Z-stack. Osteoklasty byly detekovany dle typickych morfologickych znak, jako
je vicejadernost zptsobena fuzi prekurzorovych bunék (modra barva — DAPI, Hoechst),
seskupenim aktinu na periferii bun¢k a vytvorenim aktinového krouzku (¢ervena barva —

Phalloidin). Membrana je pti pouziti DiIOC6(3) je vizualizovéana zelen¢ (obrazek €. 4).

Aktinovy krouzek
(Cervene)

oteoklasty byly povazovany buiiky majici 3 a vice jader.

4.16 Bio-Plex

Pomoci multiplexové analyzy Bio-Plex byla detekovdna produkce cytokinl
IL-1B, IL-6, TNF-a osteoblasty a PBMC/osteoklasty. Buiiky byly stimulovany pomoci
suplementi M-CSF a RANKL, PGE2, la,25-dihydroxyvitamin D3 v rtznych
kombinacich (viz kapitola 4.8) nebo snizenim estrogenu v disledku ovariektomie u samic
potkani.

Pomoci metody Bio-Plex je mozné soucasné detekovat vice analytii v jednom
vzorku. Princip metody spocivd v tvorbé komplexli mezi kulickami s kovalentné
vazanymi protilaitkami a proteiny, které jsou pfitomny ve vzorku. Pfed samotnym
méfenim byl pfistroj kalibrovdn a validovan pomoci kalibra¢niho kitu (Bio-Plex
Calibration Kit) a validac¢niho kitu (Bio-Plex Validation Kit 4.0). Ptistroj byl n€kolikrat
promyt promyvacim roztokem (soucast kitu) a destilovanou vodou (dH20). Nasledné
bylo do destiek ptidano 50 pl smichanych kuli¢ek pro detekci cytokint IL-1p, IL-6 a
TNF-o. Poté byla desticka 2x promyta 100 pl promyvaciho roztoku a bylo ptfidano
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50 ul standardti, vzorkl a pozitivni kontroly. Hladina uvedenych cytokinl byla méfena
ze supernatantu odebraného od kultivovanych bunck 3., 7. a 14. den ko-kultivace.
Vzhledem k detekénimu limitu metody Bio-Plex byly bunky vtomto experimentu
ko-kultivovany v 24-jamkové desti¢ce a pouze v 0,5 ml média, pti¢emz pocet bun¢k byl
imérné navysen. Osteoblasty byly nasazeny v hustot¢ 7 000 bungk/cm? a PBMC
v hustoté 70 000 bunék/cm?. Jako pozitivni kontrola byl pouzit supernatant odebrany z
kultury PBMC stimulovanych 5 pl/ml LPS a 10 ng/ml INF-y. Pro kontrolni monokulturu
byly PBMC nasazeny do 24-jamkové desticky v hustoté 530 000 bunék/cm?
a kultivovany 0,5 ml média DMEM-Q s M-CSF (v koncentraci 25 ng/ml). Supernatant
byl odebran po 48h kultivace. LPS se sklada z lipidi a polysacharidi spojenych
kovalentni vazbou a je hlavni slozkou vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii.
Desticka byla inkubovana pfi 850 rpm za pokojové teploty. Nasledn¢ byla
desticka opé€t 3x promyta 100 pl promyvaciho roztoku a ptidano 25 pl detekeni protilatky
a probihala inkubace 30 min pii 850 rpm za pokojové teploty. Poté se opét opakoval
promyvaci krok a bylo pfidano 50 pl streptavidinu-PE (soucast kitu). Desticka byla
inkubovéna pfi RT po dobu 10 min a pfi 850 rpm. Po dalSim promyti byla desticka
resuspendovana v 125 pl pufru (assay buffer, soucést kitu) pti 850 rpm po dobu
30 sekund. Néasledné byla meéfena absorbance pomoci Bio-Plex systému. Vysledné
hodnoty koncentrace cytokini byly vypocteny softwarem Bio-Plex Manager 6.1
z linearnich rovnic standardii. Vzorky byly v rdmci skupin poolovany a vysledné hodnoty

jsou primeérem 2 jamek.

4.17 Statisticka analyza

Statistické hodnoty uvadéné u MTS testu, dsDNA testu, méfeni aktivity ALP,
CA 11a TRAP byly pocitany v programu SigmaStat4, byla hodnocena normalita. Hodnoty
uvedené v grafu jsou prumérem 4-5 paralelnich jamek/skupina. Hodnoty byly hodnoceny
pomoci testu One Way ANOVA nebo ANOVA on Ranks v zavislosti od rozlozeni dat.
Zvolena troven signifikance byla 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s trovni signifikace
0,001. Statisticka signifikance byla stanovena pomoci Dunn’s testu. Pokud nebylo mozné
méfit normalitu, byl pouzit Tukey test. Vysledna data jsou aritmetickym primérem

se smérodatnou odchylkou (SD, standard deviation).
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5. Vysledky

Cilem prace bylo navodit osteoklastogenezi PBMC v ko-kultuie s osteoblasty.
K tomuto ucelu byla pouzita suplementace M-CSF, RANKL, PGE2 a 1la,25-
dihydroxyvitaminu D3 v riznych koncentracich a kombinacich, viz tabulka ¢.4. Pro tyto
experimenty byly pouzity buniky izolované ze zdravych samic potkant typu Wistar (veék
3 mésice). Ziskané vysledky byly porovnany s ko-kulturami bun€k izolovanych ze samic
potkanii s indikovanou osteopor6zou pomoci ovariektomie (vék 12 mésici). Tyto bunky
byly ko-kultivovany bez pfidané suplementace.

Tabulka ¢. 4: Koncentrace pouZzitych suplementu

Suplementace Koncentrace
M-CSF 25 ng/ml
RANKL 30 ng/ml
PGE2 10°M, 10® M
la,25-dihydroxyvitamin Ds 108 M, 10° M

5.1 Optimalizace kultiva¢niho média

Pted ko-kultivaci bun€k byly nejprve optimalizovany kultivaéni podminky v
monokulturdch osteoblastt a PBMC. Optimalni kultivacni médium bylo nejprve
testovano v 5 riznych pomérech médii (tabulka €. 5). Osteoblasty byly nasazeny v
koncentraci 16 000 bunék/cm? a PBMC v koncentraci 330 000 bunék/cm?. Buiiky byly
nasazeny v kultivaénim médiu béZné uréeném pro jejich kultivaci, osteoblasty v DMEM
a osteoklasty v DMEM-Q, do 96-jamkovych desticek. Nasledné byly buniky inkubovany
po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby bylo médium vymeénéno za rtizné pomery
kultiva¢niho média, viz tabulka €. 5. Buiiky byly kultivovany po dobu 14 dni. PBMC byly
stimulovany ristovymi faktory M-CSF v koncentraci 25 ng/ml a RANKL v koncentraci
30 ng/ml, nezbytnych pro pteziti PBMC a indukci osteoklastogeneze.

Proliferace a aktivita bun€k v riznych pomérech média byla stanovena méfenim
metabolické aktivity a kvantifikaci bunééné DNA. Metabolicka aktivita bunc¢k byla
meétena pomoci MTS testu a proliferace bunck byla stanovena kvantifikaci bunééné DNA
pomoci QuanT-iT dsDNA Assay Kitu. Naméfené hodnoty u potkanich osteoblastt (rat-

rOB) a mononukledrnich bunék periferni krve (rPBMC) jsou uvedeny v grafech ¢. 1-4.
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Tabulka €. 5: Poméry pouzitych médii

DMEM DMEM-Q
DMEM high glucose DMEM high glucose,

(Sigma-Aldrich), bez L-glutaminu (EuroClone),
10% FBS, 1% P/S 2mM L-glutamine, 10% FBS, 1% P/S

1 0

3 1

1 1

1 3

0 1
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Graf ¢. 1: Metabolickd aktivita: Naméfené hodnoty metabolické aktivity osteoblastl
kultivovanych v riznych pomérech kultivacniho média DMEM a DMEM-Q, viz tabulka ¢. 5.
Metabolicka aktivita osteoblasti byla stavena v 1.,3., 7. a 14 den kultivace pomoci MTS testu.
Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance 0,05.
Hodnoty oznacené * jsou s Grovni statistické vyznamnosti 0,001.

Béhem 14denni kultivace nebyly pozorovany vyrazné rozdily v metabolické
aktivit¢ bunék kultivovanych v rtiznych pomérech média. Z grafu ¢. 1 vyplyva, ze
metabolicka aktivita osteoblastti byla po celou dobu kultivace obdobna. Metabolicka
aktivita PBMC uvedend v grafu €. 2 byla stejnéd na zacatku kultivace buné€k. 7. kultivace
byly hodnoty vyssi v pomérech kultivaéniho média 3:1 nez v poméru 1:3 a 0:1 - DMEM
(EuroClone). V poméru 1:1 byla také namétena vyS$si metabolické aktivita, nezZ v poméru
odpovidajicimu ¢isté kultivaénimu médiu DMEM-Q (EuroClone). Podobné 1 14. den

kultivace byly nejvyssi hodnoty naméfeny v pomérech média 3:1 a 1:1.
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Metabolicka aktivita rPBMC
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Graf ¢ 2: Metabolicka aktivita: Naméfené hodnoty metabolické aktivity PBMC kultivovanych
v riznych pomérech kultiva¢nich médii DMEM a DMEM-Q, viz tabulka ¢. 5. Metabolicka
aktivita osteoblastli byla stanovena 1.,3., 7. a 14. den kultivace pomoci MTS testu. Oznaceni nad
sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou Uroven signifikance 0,05. Hodnoty
oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.
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Graf ¢. 3: Kvantifikace obsahu bunécné DNA: Naméfené hodnoty kvantifikace bunééné DNA u
osteoblasti kultivovanych v riznych pomérech kultivacnich médii DMEM a DMEM-Q, které
jsou bézné pouzivané pro kultivaci osteoblastii a PBMC, viz tabulka €. 5. Proliferace osteoblasti
byla stanovena 1.,3., 7. a 14. den kultivace kvantifikaci bunééné DNA pomoci dsDNA kitu.
Oznaceni nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance 0,05.
Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

1.a 3. den kultivace nebyly zfetelné Zadné signifikantni rozdily v proliferaci obou
typt bun¢k (grafy €. 3 a4). 7. den kultivace byla proliferace osteoblastll vyssi v samotném
médiu DMEM a v poméru médii a 1:1 nez pouze v médiu DMEM-Q. 14. den kultivace

byly u osteoblastli vSechny testované poméry signifikantné zvySeny oproti skupiné
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s kultivaénim médiem DMEM-Q. Proliferace PBMC v poméru kultiva¢niho média
neprokazala zadné signifikantni rozdily v 1.,3. ani 7. den kultivace. 14. den kultivace byly
skupiny v pomérech 3:1, 1:1, 1:3 signifikantné zvySeny oproti skupiné s kultivacnim

médiem DMEM-Q. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme se rozhodli pouzit pomér 1: 1 pro

spolecné kultury.
Kvantifikace DNA rPBMC

14 : q_l
n |
oo : 0:1
i 10 0:1
< :
2
o 8 i i
i1 6 ' - Al
2
= 4 f I .

0

Den 1 Den 3 Den 7 Den 14

m1:0 m3:1 o 1:3 m0:1
Graf €. 4: Kvantifikace obsahu bunécné DNA: Naméiené hodnoty kvantifikace bunééné DNA u
PBMC kultivovanych v riiznych pomeérech kultivaéniho média bézné pouzivaného pro kultivaci
osteoblast a PBMC, viz tabulka ¢. 5. Proliferace PBMC byla stanovena 1.,3., 7. a 14. den
kultivace kvantifikaci bunééné DNA pomoci dsDNA kitu. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni
statistické vyznamnosti 0,001.

5.2 Optimalizace poméri bunék

Pro ziskani vyvaZzené ko-kultury je nutné buiiky nasadit ve spradvném mnoZstvi
a poméru. Z toho divodu byly testovany rizné poméry nasazenych bunék - 1:100, 1:33
a 1:10. Osteoblasty byly nasazeny v hustoté 7 000 bunék/cm?. Po 24 hodinach byly
k osteoblastiim nasazeny PBMC v hustoté 700 000 bunék/cm?, 220 000 bun&k/cm?* a 70
000 bun&k/cm?. Osteoklastogeneze byla nasledné sledovdna ve 2 skupinach: bez
suplementace a s pfidanymi rastovymi faktory M-CSF a RANKL pro podpotfeni
osteoklastogeneze. Builky byly nasledné¢ ko-kultivovany po dobu 14 dni.
U suplementovanych skupin byla suplementace ptidavana pii vyméné média kazdy 3. den
ko-kultivace.

Pro stanoveni optimalni ko-kultury byla sledovana aktivita ALP u osteoblastii v 1.
a 14. den ko-kultivace, jak je mozné vidét v grafu €. 5. Na zacatku ko-kultivace byla

aktivita ALP stejna pro vSechny 3 bunéné pomeéry. 14. den byla aktivita ALP vyssi
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v ko-kulturach s bunéénym pomérem 1:10 nez 1:100, bez ohledu na ptidani ristovych
faktori. Kontrolni monokultura osteoblasti vykazovala vys§i aktivitu ALP nez
ko-kultury v poméru 1:100 ve skupinach bez i s pfidanymi ristovymi faktory M-CSF
a RANKL.
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Graf ¢. 5: Aktivita ALP u osteoblastd v ko-kulturach s riznymi poméry bunék v 1. a 14. den
ko-kultivace. Buniky byly ko-kultivovany bez nebo s pfidanymi rdstovymi faktory M-CSF a
RANKL. Jako kontrola byla pouzita monokultura osteoblasti. Oznaceni nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou
s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

Nasledné byla pomoci TRAP barveni a barvenim jader hematoxylinem sledovéna
schopnost diferenciace PBMC v osteoklasty v danych pomérech média. Z TRAP barveni
a barveni hematoxylinem je vidét, Ze PBMC diferencovaly v osteoklasty ve vSech
pomeérech bun¢k bez ohledu na pfidanou suplementaci, viz obrazek ¢. 5. Z mikroskopie
byl ale zfetelny trend zvySené osteoklastogeneze v poméru 1:10.

Osteoklastogeneze PBMC byla také sledovana pomoci fluorescen¢ni
mikroskopie. Cerné diry ve vrstvach bun&k jsou tvofeny osteoklasty. Mezi ko-kulturami
s rtiznymi bunéénymi pomeéry bez nebo s pridanymi M-CSF a RANKL nejsou zadné
vyrazné rozdily, viz obrazek €. 6. Pro dalsi ko-kultivaci osteoblastii a PBMC byl zvolen
bunéény pomeér 1:10, protoze TRAP a fluorescencni barveni neodhalilo zddné zasadni

rozdily mezi bunéénymi poméry a aktivita ALP byla nejvyssi v bunééném poméru 1:10.
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Obrazek ¢. 5: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC
v bunééném poméru 1:100, 1:33 a 1:10. Ko-kultury byly kultivovany bez a s ptidanou
suplementaci M-CSF a RANKL. Snimky byly pofizeny v 14. den ko-kultivace za pomoci svételné

v

mikroskopie. Méfitko je 100 pm.

1:100 1:33 1:10

bez suplementace
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Obrazek ¢. 6: Snimky z fluorescen¢ni mikroskopie ko-kultury v bunéénych pomérech 1:100, 1:33
a 1:10. Ko-kultury byly kultivovany bez nebo s piidanim rustovych faktord M-CSF a RANKL.
Snimky byly potizeny 14. den ko-kultivace. Aktinovy cytoskelet byl barven Phalloidin-iFluor555
(Cervena barva), jadra byla barvena pomoci Hoechst 34580 (modra barva). M¢étitko je 100 pm.
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5.3 Ovéreni vlivu poolovani bunék na osteoklastogenezi PBMC

v ko-kulture s osteoblasty

V ramci optimalizace in vitro modelu bylo sledovano, zda ma poolovéani krve
potkantl pfi izolaci vliv na osteoklastogenezi bun¢k z PBMC. K experimentu byly
izolovany bunky ze tfi samic potkanti. Ve skupin¢ ¢. 1 (potkan 1-P 1, potkan 2—P 2,
potkan 3—P 3) nebyla krev pii izolaci poolovana a taktéz osteoblasty (rOB) byly izolovany
separatné z jednotlivych samic potkanti. K osteoblastim byly nasledné nasazeny PBMC
tak, aby spolu byly kultivovany vzdy buiiky ze stejného jedince. Ve skuping €. 2 byla krev
ze stejnych tii samic potkanii pii izolaci poolovana, a to vzdy v poméru 1:1 mezi
jednotlivymi jedinci. Rozdé€leni do skupin je uvedeno v tabulce €. 6. Nasledné byly buiiky
izolovany standardnim zptisobem, jak je popsano v metodach. Osteoblasty byly nasazeny
v hustot¢ 7 000 bungk/cm?. Po 24 hodinich byly k osteoblastim nasazeny PBMC
v hustoté 70 000 bun&k/cm?. Buiiky byly ko-kultivovdny bez pfidané suplementace.
Kontrolni monokultury PBMC byly nasazeny v hustoté 300 000 bun&k/cm’ a
stimulovany M-CSF a RANKL, nezbytnych pro jejich pteziti. Ke stanoveni, zda ma
potencialni alogenni reakce vliv na osteoklastogenezi z PBMC byly pouzity standardni
metody pro detekci osteoklastii: stanoveni aktivity CAIl a TRAP. Sledovan byl i1 vliv na
proliferaci osteoblastii pomoci ALP testu. Dale byla méfena metabolickd aktivita obou

typt bunék v ko-kulture.

Tabulka ¢. 6: Rozdéleni do skupin dle zpisobu izolace bunék

Skupiny Nasazeni bunék

Skupina ¢.1 — izolace
PBMC bez poolovani

krve potkanti

jedinec ¢.1 (P 1) —
PBMC byly nasazeny
k rOB pochéazejicich se
stejného jedince

(tOB 1)

jedinec ¢.2 (P 2) —
PBMC byly nasazeny
k rOB pochazejicich se
stejného jedince

(tOB 2)

jedinec ¢.3 (P 3) —
PBMC byly nasazeny
k rOB pochéazejicich se
stejného jedince

(tOB 3)

Skupina ¢. 2 —
izolace PBMC
s poolovanim krve

potkanii

krev jedince €. 1 byla
poolovana s krvi jedince
¢. 2 vpoméru 1:1
(oznaceno P 1:2), PBMC
byly nasazeny k rOB 1

krev jedince €. 2 byla
poolovana s krvi jedince
¢. 3 vpoméru 1:1
(oznaceno P 2:3), PBMC
byly nasazeny k rOB 2

krev jedince €. 1 byla
poolovana s krvi jedince
¢. 3 vpoméru 1:1
(oznacéeno P 1:3), PBMC
byly nasazeny k rOB 3
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Pro stanoveni optimalni ko-kultury byla sledovéana aktivita ALP u osteoblastt 1.,
7. a 14. den ko-kultivace, viz graf ¢. 6. 1. den ko-kultivace nebyl v ramci sledovanych ko-
kultur zaznamenan zadny signifikantni rozdil. Naméfené hodnoty u skupiny P 1, P 1:2 a
P 2:3 byly vyssi nez monokultura osteoblastti rOB 3. 7. den ko-kultivace byly hodnoty u
skupin P 1, P 2 a P 2:3 vyss§i nez u skupin P 3 a P 1:3. Skupina P 2 pfevySovala také
kontrolu rOB 3. Béhem 14. dne ko-kultivace nebyly zaznamenany zadné vyrazné rozdily.
Skupina P 2 byla vykazovala vyssi hodnoty nez skupiny P 3 a P 1:3. Aktivita ALP u
sledovanych ko-kultur vykazovala obdobny trend bez vyraznych rozdili. Kontrola rOB
3 se oproti 7. dni ko-kultivace zvysila a naméiena aktivita byla vys$si nez ve skupinach P

3aP1:3.
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Graf €. 6: Aktivita ALP u osteoblasti v ko-kulturach 1., 7. a 14. den ko-kultivace. Buiiky byly
ko-kultivovany bez ptidanych suplementl. Aktivita ALP byla sledovana u skupiny ze separatn¢
izolované krve (P 1, P 2, P 3) a u skupiny, kde byla krev pii izolaci poolovana v ramci téchto ti
jedinct (P 1:2, P 2:3, P 1:3). Jako kontrola byla pouZzita monokultura osteoblastii izolovanych ze
vsech tif jedincd (rOB P1, rOB P2, rOB P3). Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny
rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s trovni statistické
vyznamnosti 0,001.

Pro stanoveni vlivu poolovani krve samic potkani na osteoklastogenezi byla
sledovana aktivita CA II u PBMC/osteoklastli v 7. a 14. den ko-kultivace, jak je moZné
vidét v grafu €. 7. 7. ani 14. den nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi ko-
kulturami. Aktivita CAIl byla obdobna u vSech sledovanych ko-kultur. Signifikantni
rozdil byl pozorovan pouze ve vztahu ke kontrolam, a to ve skupiné P 3, kterd vykazovala
vy$$i hodnoty neZ kontroly PBMC 1 a PBMC 1:2 a skupina P 1:3, ktera byla signifikantné
vyssi nez PBMC 1. 14. den ko-kultivace byly u ko-kultur opét zietelné signifikantni
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rozdily pouze ve vztahu ke kontrole PBMC 1, a to ve skupindch P 3, P 1:2 a P 1:3.
Kontrola PBMC 1:2 byla signifikantné vyssi nez kontrola PBMC 1 a také vyssi nez ko-
kultury P 3 a P 2:3.
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Graf €. 7: Stanoveni aktivity CAIl u PBMC/osteoklastl v ko-kulturach. Aktivita CAII byla
stanovena 7. a 14. den ko-kultivace. Buiiky byly ko-kultivovany bez pfidané suplementace.
Schopnost tvorit osteoklasty byla sledovana u skupiny bunék ze separatné izolované krve (P1, P2,
P3) a u skupiny, kde byla krev poolovana v ramci téchto tfi jedincii (P 1:2, P 2:3, P 1:3). Jako
kontroly byly pouzity dvé monokultury PBMC. Monokultura PBMC 1 byla izolovana separatné
a u monokultury PBMC 1:2 byla krev poolovana ze dvou jedincii v poméru 1:1. K monokulturam
PBMCI1 a PBMC 1:2 byl ptiddvan M-CSF a RANKL. Uvedené vysledky jsou primérem dvou
opakovani. Oznaceni nad sloupci znali statisticky vyznamny rozdil se zvolenou uroven
signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

Pro ovéteni vysledkli z ptedchoziho méteni byla osteoklastogeneze z PBMC
stanovena pomoci méfeni aktivity TRAP. Vysledky méfeni jsou zaznamenany v grafu
¢. 8. 7. a 14. den nebyly pozorovany Zadné signifikantni rozdily mezi ko-kulturami ani
kontrolnimi monokulturami. Aktivita TRAP vykazovala obdobny trend u vSech
sledovanych ko-kultur. Oproti métfeni aktivity CAIl nebyl zaznamenam Zadny

signifikantni rozdil vzhledem ke kontrolnim monokulturam.
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Graf ¢. 8: Stanoveni aktivity TRAP u PBMC/osteoklast v ko-kulturach. Aktivita TRAP byla
stanovena 7. a 14. den ko-kultivace. Buiiky byly ko-kultivovany bez pfidané suplementace.
Schopnost tvorit osteoklasty byla sledovana u skupiny bunék ze separatn¢ izolované krve (P1, P2,
P3) a u skupiny, kde byla krev poolovana v ramci téchto tfi jedinct (P 1:2, P 2:3, P 1:3). Jako
kontroly byly pouzity dvé monokultury PBMC. Monokultura PBMC 1 byla izolovana separatné
a u monokultury PBMC 1:2 byla krev poolovana ze dvou jedincti v poméru 1:1. K monokulturam
PBMC1 a PBMC 1:2 byl ptidavan M-CSF a RANKL. Uvedené vysledky jsou primérem dvou
opakovani. OznaCeni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven
signifikance 0,05. Hodnoty ozna¢ené * jsou s trovni statistické vyznamnosti 0,001.

Nésledné bylo pomoci MTS testu stanoveno, zda ma poolovani bunék vliv na
metabolickou aktivitu buné€k v ko-kulturach. Vysledky tohoto méteni jsou zaznamenany
v grafu €. 9. 1. den ko-kultivace byly u skupiny P 3 zaznamenany signifikantni rozdily
oproti skupinam P 2, P 1:2 a P 2:3. Naméfené hodnoty u skupiny P 1:3 byly signifikantné
vyss$i nez ve skupinach P 1, P 2, P 1:2 a P 2:3. 7. den ko-kultivace byl zaznamenan
obdobny trend jako 1. den ko-kultivace. Skupina P 3 byla signifikantn€ nejvyssi oproti
vSem ostatnim sledovanym skupindm. Podobn€ 1 hodnoty u skupiny P 1:3 byly
signifikantné zvySeny oproti ostatnim skupinam, vyjma skupiny P 3. Metabolicka aktivita
u skupin P 2 a P 2:3 byla vysSsi nez ve skupindch P 1 a P 1:2. 14. den ko-kultivace
vykazovaly nejvys$s$i hodnoty skupiny P 3 a P 1:3, které byly signifikantn¢ vyS$si nez
skupiny P 1 aP 1:2.

Pro ovéfeni vysledku z ptedchozich méfeni byla pomoci TRAP barveni a
barvenim jader hematoxylinem sledovana schopnost diferenciace PBMC v osteoklasty
v danych skupinéch, viz obrazek ¢. 7. Néasledné byla osteoklastogeneze sledovana pomoci
konfokalni mikroskopie, viz obrazek ¢. 8. TRAP ani fluorescen¢ni barveni neprokazalo
tvorbu osteoklastti u obou skupin. Poolovani bunék tedy v tomto nastaveni experimentu

nemélo na tvorbu osteoklastl zietelny vliv.
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Metabolicka aktivita
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Graf ¢ 9: Metabolicka aktivita: Namétené hodnoty metabolické aktivity v ko-kulture PBMC a
osteoblastti. Metabolicka aktivita byla sledovana v ramci skupiny nepoolovanych a poolovanych
bun¢k. Méfeni probihalo 1., 7. a 14. den ko-kultivace pomoci MTS testu. Oznaceni nad sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil se zvolenou Groven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou
s urovni statistické vyznamnosti 0,001.
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Obrazek ¢. 7: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC
Sledovana byla tvorba osteoklastli u nepoolovanych a poolovanych bunék. Ko-kultury byly
kultivovany bez pridané suplementace. Snimky byly pofizeny v 14. den ko-kultivace za pomoci
svételné mikroskopie. Na obrazku jsou vybéry snimkt zameéfené na okraj jamek, kde se typicky
tvoti osteoklasty. Objektiv 10x. Méfitko je 100 pm.
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Obrazek ¢. 8: Snimky z fluorescencni konfokalni mikroskopie ko-kultury osteoblasti a PBMC.
Sledovana byla tvorba osteoklastii u nepoolovanych a poolovanych bunék. Ko-kultury byly ko-
kultivovany bez pfidanych suplementd. Snimky byly pofizeny 14. den ko-kultivace. Aktinovy
cytoskelet byl barven Phalloidin-iFluor555 (Cervena barva), jadra byla barvena pomoci DAPI
(modra barva) a membrany pomoci DiOC6(3) (zelena barva). Snimano bylo vzdy celé dno jamky
za pomoci funkce tile scan. Objektiv 10x
5.4 Stimulace osteoklastogeneze pomoci PGE2

Do in vitro ko-kultury osteoblasti a PBMC byl ptidavan PGE2 a nasledné byl
sledovén vliv toho suplementu na schopnost PBMC diferencovat v osteoklasty v prib¢hu
l4denni ko-kultivace. Pro stanoveni idedlni koncentrace PGE2 byly sledovany dvé
koncentrace tohoto suplementu: PGE2 10°M a PGE2 10® M s/bez kombinace rlistovych
faktort M-CSF+RANKL. Potencial indukovat osteoklastogenezi byl v ramci tohoto
experimentu sledovan také v ko-kulturdch bez ptidané suplementace a ko-kulturach
stimulovanych pouze M-CSF+RANKL. Ke stanoveni vlivu uvedenych suplementl na
osteoklastogenezi byly pouzity standardni metody pro detekci osteoklastli: stanoveni
aktivity CAIL, TRAP. Sledovan byl i vliv na aktivitu osteoblast pomoci ALP testu.

Pro stanoveni vlivu osteoklastogeneze a pouZité suplementace na aktivitu
osteoblastil byla sledovana aktivita ALP v 1., 7. a 14. den ko-kultivace, viz graf ¢. 10.
V ramci 14denni ko-kultivace nebyly v aktivit¢ ALP zaznamenany vyrazné rozdily.

1. den ko-kultivace byla aktivita ALP signifikantné vyssi u ko-kultur s pfidanym PGE2
106 M a 10® M a PGE2 10°® M+M-CSF+RANKL oproti kontrolni monokultufe
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osteoblastti (K) a ko-kultufe bez suplementti (BS). Ko-kultura s pfidanym PGE2 10 M
vykazovala také vyssi hodnoty oproti skupiné se suplementy M-CSF a RANKL. 7. den
ko-kultivace byl zaznamenam signifikantni rozdil v ko-kultufe s ptidanym PGE2 10 M
v kombinaci s M-CSF+RANKL oproti ko-kulturam pouze s M-CSF+RANKL a PGE2
10° M. 14. den ko-kultivace byla aktivita ALP vys§i v piipadé pouziti suplementace
PGE2 10 oproti ko-kultuie s M-CSF+RANKL a PGE2 10 M+M-CSF + RANKL.
Ko-kultury se suplementaci PGE2 10® M, PGE2 10° M+M-CSF+RANKL, bez
suplementace a kontrolni monokultura osteoblastii vykazovaly vyssi aktivitu ALP oproti

ko-kultufe s piidanymi rastovymi faktory M-CSF+RANKL.
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Graf ¢. 10: Aktivita ALP u osteoblastll v ko-kulturach 1., 7. a 14. den ko-kultivace. Buniky byly
ko-kultivovany bez pfidanych suplementli a s pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL,
PGE2 10°M, PGE2 10®¥M, PGE2 10°® M+M-CSF+RANKL, PGE2 10 M+M-CSF+RANKL.
Jako kontrola byla pouzita monokultura rOB. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny
rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s trovni statistické
vyznamnosti 0,001.

Pro stanoveni vlivu pouZitych suplementli na osteoklastogenezi byla sledovana
aktivita CAIl u PBMC/osteoklastti v 7. a 14. den ko-kultivace, jak je mozné vidét v grafu
¢. 11. 7. den ko-kultivace byla aktivita CAIIl nejvyssi v ko-kultufe se suplementaci
PGE2 10® M+M-CSF+RANKL oproti skupindm bez suplementace, pouze s riistovymi
faktory M-CSF+RANKL, PGE2 10° M, PGE2 10" M a monokultufe PBMC (K). 14. den
ko-kultivace byla aktivita CAII vyssi u skupin s pfidanymi suplementy M-CSF+RANKL
a PGE2 10® M+M-CSF+RANKL oproti ko-kulturam bez pfidané suplementace (BS), se
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suplementaci PGE2 10 M a monokultufe PBMC. Vyssi hodnoty byly také zaznamenany
v ko-kultufe se suplementaci PGE2 10"® M+M-CSF+RANKL oproti monokultufe PBMC.
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Graf €. 11: Stanoveni aktivity CAIl u PBMC/osteoklastii v ko-kulturach 7. a 14. den ko-kultivace.
Bunky byly ko-kultivovany bez pfidanych suplementd a s pfidanymi suplementy:
M-CSF+RANKL, PGE2 10° M, PGE2 10® M, PGE2 10 M+M-CSF+RANKL, PGE2 10*
M+M-CSF+RANKL. Jako kontrola byla pouzita monokultura PBMC s ptidanymi rdstovymi
faktory M-CSF a RANKL. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou
urovei signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

Pro ovéfeni vysledkii z predchoziho méfeni byla osteoklastogeneze PBMC
stanovena pomoci méfeni aktivity TRAP. Vysledky méfeni jsou zaznamenany v grafu
¢. 12. 7. den ko-kultivace nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi ko-
kulturami ani kontrolni monokulturou. Aktivita TRAP vykazovala obdobny trend u vSech
sledovanych ko-kultur. 14. den ko-kultivace byla aktivita TRAP vyssi v ko-kulturach
s M-CSF+RANKL a PGE2 10®* M+M-CSF+RANKL oproti ko-kultute bez piidané

suplementace.
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Graf €. 12: Stanoveni aktivity TRAP u PBMC/osteoklastl v ko-kulturach. Aktivita TRAP byla
stanovena 7. a 14. den ko-kultivace. Bunky byly ko-kultivovany bez pfidanych suplementl a
s pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL, PGE2 10° M, PGE2 10® M, PGE2 10°® M+M-
CSF+RANKL, PGE2 10* M+M-CSF+RANKL. Jako kontrola byla pouZita monokultura PBMC
s pridanymi rastovymi faktory M-CSF a RANKL. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky
vyznamny rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni
statistické vyznamnosti 0,001.

Naésledné byla pomoci TRAP barveni a barvenim jader hematoxylinem sledovana
schopnost diferenciace PBMC v osteoklasty 14. den ko-kultivace, viz obrazek ¢. 9.
Pomoci mikroskopie byla tvorba osteoklasti zaznamendna ve skupinidch s
M-CSF+RANKL s 1 bez pfidaného PGE2. Ve skupiné s M-CSF+RANKL dochazelo ke
tvorbé vyssiho poctu osteoklastli mensiho objemu, zatimco ve skupiné se suplementaci
PGE2 10*+M-CSF+RANKL bylo osteoklastii méné, ale s v&tsim objemem. Osteoklasty
byly vmalé mife zaznamendny i ve skupiné se suplementaci PGE2 10° M
+M-CSF+RANKL. Pro ovéfeni téchto zjisténi byla osteoklastogeneze sledovana pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie a snimdno bylo celé dno jamky, viz obrazek ¢. 10. Tvorba
osteoklastii korelovala s vysledky z pfedchozich méfeni. Nejvyssi pocet osteoklastli byl
zaznamenan v ko-kultufe s pfidanymi ristovymi faktory M-CSF+RANKL, kde se
potvrdil trend tvorby nékolika menSich osteoklasti. Ve skupin€é s ptfidanym

PGE2 10 M+M-CSF+RANKL byl zietelny trend tvofit osteoklasty s vétsim objemem.
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Obrazek ¢. 9: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC
v poméru 1:10. Buniky byly ko-kultivovany bez ptidanych suplementt, a s pfidanymi suplementy:
M-CSF+RANKL, PGE2 10° M, PGE2 10®* M, PGE2 10 M+M-CSF+RANKL, PGE2 10*
M+M-CSF+RANKL. Snimky byly pofizeny v 14. den ko-kultivace za pomoci svételné
mikroskopie. Méfitko je 100 pm, objektiv 10x.

bez suplementace PGE2 10° M PGE2 108 M
M-CSF + RANKL PGE2 10° M + M-CSF + RANKL ~ PGE2 108 M + M-CSF + RANKL

Obrazek €. 10: Snimky z fluorescencni konfokalni mikroskopie ko-kultury. Bunky byly ko-
kultivovany bez pfidanych suplementil a s pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL, PGE2 10
M, PGE2 10°* M, PGE2 10* M+M-CSF+RANKL, PGE2 10 M+M-CSF+RANKL. Snimky byly
porizeny 14. den ko-kultivace. Aktinovy cytoskelet byl barven Phalloidin-iFluor555 (Cervena
barva), jadra byla barvena pomoci Hoechst 34580 (modra barva). Snimano bylo vzdy celé dno
jamky za pomoci funkce tile scan. Objektiv 10x.
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5.5 Stimulace osteoklastogeneze 1a,25-dihydroxyvitaminem D3

V dalSim experimentu byl do ko-kultur pfidavan 1a,25-dihydroxyvitamin D3
v koncentraci 10® M a 10 M s nebo bez piidanych ristovych faktori M-CSF a RANKL.
Stejné jako v predchozim experimentu byla sledovana aktivita ALP u osteoblasti, viz
graf ¢. 13. Mezi jednotlivymi ko-kulturami nebyl zaznamendn signifikantni rozdil

v aktivit¢ ALP, pouze kontrolni monokultura vykazovala 14. den vyss$i aktivitu oproti

skupiné s ptidanym 10,25-dihydroxyvitaminem D3 10 M+M-CSF+RANKL.
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Graf ¢. 13: Aktivita ALP u osteoblastll v ko-kulturach 1., 7. a 14. den ko-kultivace. Buniky byly
ko-kultivovany bez ptidanych suplementl a s pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL, 1a,25-
dihydroxyvitamin Ds; 10% M (vit.D3), la,25-dihydroxyvitamin D; 10° M, 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 10*+M-CSF+RANKL, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10°°+M-CSF+RANKL.
Jako kontrola byla pouzita monokultura rOB. Oznaceni nad sloupci zna¢i statisticky vyznamny
rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s trovni statistické
vyznamnosti 0,001

Pro stanoveni vlivu pfidanych suplement na osteoklastogenezi byla sledovana
aktivita CAII, viz graf ¢. 14. Mezi sledovanymi ko-kulturami nebyl zaznamenan Zadny
signifikantni rozdil 7. ani 14. den ko-kultivace. Rozdily byly pouze u kontrolni
monokultury PBMC, kterd vykazovala vyssi hodnoty nez bylo dosazeno ve skupinéch s
la,25-dihydroxyvitaminem D3 10® M+M-CSF+RANKL a 1a,25-dihydroxyvitaminem

D3 10° M +M-CSF+RANKL.
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Graf'¢. 14: Stanoveni aktivity CAIl u PBMC/osteoklastti v ko-kulturach 7. a 14. den ko-kultivace.
Bunky byly ko-kultivovany bez pfidanych suplementi a s pfidanymi suplementy:
M-CSF+RANKL, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10®* M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M,
la,25-dihydroxyvitamin D3 10® M+M-CSF+RANKL, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M
+M-CSF+RANKL. Jako kontrola byla pouzita monokultura PBMC s ptfidanymi rastovymi
faktory M-CSF a RANKL. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou
uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

Nasledné byla osteoklastogeneze sledovana pomoci méteni aktivity TRAP, viz
graf ¢. 15. Vys3i aktivita TRAP byla zaznamenéana 14. den v ko-kultufe s pfidanymi
rustovymi faktory M-CSF+RANKL a v obou sledovanych koncentracich s 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 v kombinaci s M-CSF+RANKL oproti skupin¢€ bez suplementace.
Vyssi  aktivity TRAP bylo také dosazeno ve skupiné se suplementaci
10,25-dihydroxyvitaminem D3 10 M+M-CSF+RANKL, oproti ko-kulturdm, kde byl
pfidan pouze 1a,25-dihydroxyvitamin Ds.

Vysledky byly opét ovéfeny pomoci mikroskopie. TRAP barveni a barveni jader
hematoxylinem odhalilo tvorbu osteoklastli ve vSech skupinach s ptidanou suplementaci
M-CSF+RANKL a taktéZ u la,25-dihydroxyvitaminu D3;+M-CSF+RANKL v obou
testovanych koncentracich. Ve skupinach pouze s 1a,25-dihydroxyvitaminem D3 nebyla
tvorba osteoklastii zaznamenana, viz obrdzek ¢. 11. Stejnéd zjiSténi byla pozorovana i

pomoci fluorescencni mikroskopie, viz obrazek €. 12.
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Graf ¢. 15: Stanoveni aktivity TRAP u PBMC/osteoklastti v ko-kulturach 7. a 14. den ko-
kultivace. Buiiky byly ko-kultivovany bez pfidanych suplementii a s pfidanymi suplementy:
M-CSF+RANKL, 10,25-dihydroxyvitamin D3 10®* M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M, 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 10*+M-CSF+RANKL, 10,25-dihydroxyvitamin Ds; 10° +M-
CSF+RANKL. Jako kontrola byla pouzita monokultura PBMC s pfidanymi ristovymi faktory M-
CSF a RANKL. Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven
signifikance 0,05. Hodnoty ozna¢ené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,001.
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¢. 11: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC.
Bunky byly ko-kultivovany bez a s pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL, 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 108 M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10°
8+M-CSF+RANKL, 10,25-dihydroxyvitamin D3 10 +MCSF+RANKL. Snimky byly pofizeny v
14. den ko-kultivace za pomoci svételné mikroskopie. Méfitko je 100 um, objektiv 10x.

57



bez suplementace

1a25-dihydroxyvitamin D; 10° M

1a25-dihydroxyvitamin D; 108 M

1a25-dihydroxyvitamin Dy 10° M
+ M-CSF + RANKL

1a25-dihydroxyvitamin D; 108 M
+ M-CSF + RANKL

~ i

Obrazek ¢. 12: Snimky z fluorescencni konfokélni mikroskopie ko-kultury. Buiiky byly ko-
kultivovany bez ptfidanych suplementii a pfidanymi suplementy: M-CSF+RANKL, 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 10 M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10 M, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10°
SM+M-CSF+RANKL, 1a,25-dihydroxyvitamin D; 10° M +M-CSF+RANKL. Snimky byly
potizeny 14. den ko-kultivace. Osteoklasty jsou na obrdzku vyznacené Sipkami. Aktinovy
cytoskelet byl barven Phalloidin-iFluor555 (Cervena barva), jadra byla barvena pomoci DAPI
(modra barva) a membrany pomoci DiOC6(3) (zelena barva). Snimano bylo vzdy celé dno jamky
za pomoci funkce tile scan. Objektiv 10x.

5.6 Stimulace osteoklastogeneze u OVX bunék

V nésledujicim experimentu byl sledovan potencidl PBMC diferencovat
v osteoklasty u bunék vyizolovanych z potkanii s indukovanou osteoporézou v ko-kultute
s osteoblasty. Osteopordza byla u téchto zvifat indukovdna pomoci ovariektomie. Ko-
kultury tvofené osteoblasty a PBMC izolované z ovariektomizovanych jedincti (OVX ko-
kultury) byly srovnévany s ko-kulturami bunék izolovanych ze zdravych zvitat (Z ko-
kultury). Jako kontrolni monokultury byly pouzity bunky ze zdravych i OVX jedinci.
Sledovéana byla aktivita osteoblastl 1., 7. a 14. den ko-kultivace pomoci méfeni aktivity
ALP, viz graf €. 16. 7. den ko-kultivace byla zaznamenana vys$si aktivita ALP u
osteoblastil izolovanych z OVX jedincd, jak v ko-kultute, tak v kontrolni monokultufte.
14. den ko-kultivace naopak aktivita ALP statisticky vyznamné vzrostla u z ko-kultury

oproti vSem ostatnim skupinam.
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Graf ¢. 16: Aktivita ALP u osteoblastti v ko-kulturach 1., 7. a 14. den ko-kultivace. Srovnavana
byla aktivita ALP osteoblasti v ko-kultuie s PBMC. Bunky byly izolovany bud’ ze zdravych (Z)
nebo ovariektomizovanych potkanti (OVX). Jako kontrola byly pouzity monokultury rOB ze
zdravych (Rob Z) a ovariektomizovanych (rOB OVX) potkanti. Oznaceni nad sloupci znaci
statisticky vyznamny rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou
s urovni statistické vyznamnosti 0,001.

Osteoklastogeneze byla sledovana pomoci méfeni aktivity CAIL. 7. ani 14. den
ko-kultivace (graf ¢. 17) nebyly zaznamenany signifikantni rozdily mezi sledovanymi ko-
kulturami. 7. 1 14. den byla aktivita CAII vy$si u OVX ko-kultury a OVX monokultury
PBMC oproti monokulture PBMC Z. 14. den navic OVX monokultura vykazovala vyssi
aktivitu CAIl nez Z ko-kultura.

Pomoci méteni aktivity TRAP nebyly mezi Z a OVX ko-kulturami zaznamenany
zadné signifikantni rozdily, viz graf ¢. 18. 7. den OVX ko-kultura vykazovala vys$si
aktivitu TRAP oproti monokulture PBMC Z. 14. den byla aktivita TRAP vyssi v ko-
kulturach s buitkami zdravych 1 OVX zvitat oproti monokulture PBMC Z. Vyssi aktivita
byla také zaznamenana v kontrolni OVX monokultute PBMC, oproti Z ko-kultuie i oproti

kontrolni monokultufe PBMC Z
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Graf ¢. 17: Aktivita CAIl u PBMC/osteoklastii v ko-kulturdch 7. a 14. den ko-kultivace.
Srovnavana byla aktivita CAIl u bunék izolovanych ze zdravych a ovariektomizovanych potkant.
Jako kontrola byly pouzity monokultury PBMC ze zdravych (rPBMC Z) a ovariektomizovanych
(rPBMC OVX) potkant s pfidanymi ristovymi faktory M-CSF a RANKL. Oznaceni nad sloupci
znadi statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance 0,05. Hodnoty oznacené * jsou
s urovni statistické vyznamnosti 0,001.
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Graf ¢. 18: Aktivita TRAP u PBMC/osteoklast v ko-kulturach 7. a 14. den ko-kultivace.
Srovnavana byla aktivita TRAP u bunék izolovanych ze zdravych a ovariektomizovanych
potkanti. Jako kontrola byly pouzity monokultury PBMC ze zdravych (rfPBMC Z) a
ovariektomizovanych (rPBMC OVX) potkant s pfidanymi ristovymi faktory M-CSF a RANKL.
Oznaceni nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance 0,05.
Hodnoty oznacené * jsou s Grovni statistické vyznamnosti 0,001.
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Tvorba osteoklastl byla detekovana také pomoci mikroskopie. TRAP barveni a
barvenim jader hematoxylinem odhalilo zvySenou tvorbu osteoklasti u OVX ko-kultur
oproti Z ko-kultute s butikami ze zdravych zvitat, viz obrazek ¢. 13. Podobné vysledky
byly zaznamenéany také pomoci fluorescencni mikroskopie, viz obrazek ¢. 14. Zde byl
potencidl tvorby osteoklastli zaznamenan 1 u ko-kultur se zdravymi buitkami. Pfi bliz§im
zkoumani byl ale zfetelny trend zvysené osteoklastogeneze v ko-kulturach s buitkami

OVX jedincti.

zdravi

OVvX

100 um e = £ i

Obrazek ¢. 13: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC.
Srovnavana byla tvorba osteoklastti u ko-kultur s buitkkami ze zdravych zvirat (2 snimky v horni
fad€) s ko-kulturami bun€k z ovariektomizovanych jedinct (OVX — 2 snimky v dolni fad¢). Ko-
kultury byly kultivovény bez ptfidané suplementace. Snimky byly pofizeny v 14. den ko-kultivace
za pomoci svételné mikroskopie. Méfitko je 100 um, objektiv 10x.
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zdravi

Obrazek ¢. 14: Snimky z fluorescencni konfokalni mikroskopie ko-kultur osteoblastti a PBMC.
Srovnavana byla tvorba osteoklastti u ko-kultur s butikami ze zdravych zvifat (2 snimky v horni
fad€) s ko-kulturami bunék z ovariektomizovanych jedinci (OVX — 2 snimky v dolni tad¢).
Ko-kultury byly kultivovany bez pfidané suplementace. Snimky byly pofizeny 14. den ko-
kultivace. Osteoklasty jsou na obrazku vyznacené Sipkami. Aktinovy cytoskelet byl barven
Phalloidin-iFluor555 (Cervend barva), jadra byla barvena pomoci DAPI (modra barva) a
membrany pomoci DiOC6(3) (zelena barva). Snimano bylo vzdy celé dno jamky za pomoci
funkce tile scan. Objektiv 10x.

5.7 Porovnani osteoklastogeneze u ko-kultur stimulovanych PGE2

nebo 1a25-dihydroxyvitaminem D3 s OVX ko-kulturou
V nasledujicim experimentu byly sledovan potencial tvorby osteoklastii u bunék
ze zdravych jedincti stimulovanych suplementy a u bunék pochézejicich z OVX potkanti.
Rozd¢€leni do skupin je uvedeno v tabulce ¢.7. Bunky byly v tomto pokusu nasazeny ve
stejném Case, aby bylo mozné porovnat tvorbu osteoklastii mezi testovanymi skupinami.
Bunky byly ko-kultivovany po dobu 14 dni. Osteoklastogeneze byla detekovana pomoci
standardnich metod pro detekci osteoklastii: stanoveni aktivity CAIl, TRAP.
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Sledovana byla také aktivita ALP u osteoblasti. Pro kontrolu byly pii méteni aktivity
ALP sledovany také monokultury osteoblasti ze zdravych (rOB Z) a
ovariektomizovanych potkant (rOB OVX). U metod zamétenych na markery typické pro
osteoklastogenezi, tedy aktivita TRAP a CAII, byly sledovany monokultury PBMC taktéz
ze zdravych (rPBMC Z) a OVX potkant (rPBMC OVX).

Tabulka €. 7: Sledované ko-kultury

Skupina

bez suplementti

rustové faktory (RF): M-CSF + RANKL
PGE2 10°M

PGE2 10 M

PGE2 10° M + RF (M-CSF + RANKL)
PGE2 10° M + RF (M-CSF + RANKL)
la25-dihydroxyvitamin D3 10° M zdravé samice potkant
la25-dihydroxyvitamin D3 10° M
la25-dihydroxyvitamin D3 10 M
+ RF (M-CSF + RANKL)
la25-dihydroxyvitamin D3 10° M
+ RF (M-CSF + RANKL)

ovXx samice potkantl s indukovanou
osteoporozou pomoci ovariektomie

Pro vytvofeni optimalniho in vitro modelu byla sledovdna aktivita ALP u
osteoblasti 1., 7., a 14. den ko-kultivace. Pro pfehlednost jsou jednotlivé dny rozdéleny
do samostatnych graft. Aktivita ALP se 1.,7. ani 14. den vyrazn€ neliSila. 1. den byly
zaznamenany signifikantné¢ vys$i hodnoty ve skupiné s ptfidanymi ristovymi faktory
M-CSF+RANKL (RF) a rOB OVX oproti skupiné s pfidanym PGE2 10 M a kontrolni
monokulturou rOB Z. Aktivita ALP u OVX ko-kultury byla vyssi, nez ve skupinach: bez
suplementd, PGE2 10° M, PGE2® M, PGE2® M+RF, PGE2® M+RF, 1lo25-
dihydroxyvitamin D3 10® M, 1025-dihydroxyvitamin D3 10 M, 10,25-dihydroxyvitamin
D; 10®® M+RF, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M+RF, rOB Z, viz graf ¢. 19. Vyssi
aktivita ALP byla také zaznamenana u skupin s pfidanym 1a25-dihydroxyvitaminem D3
10® M, lo25-dihydroxyvitaminem D3 10®%+RF, 1a25-dihydroxyvitaminem Dz 107
M+RF oproti kontrolni monokulture rOB Z.
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Graf €. 19: Aktivita ALP u osteoblastli v ko-kulturdch 1. den ko-kultivace. Srovndvéana byla
aktivita ALP osteoblastti u bunék izolovanych ze zdravych a OVX potkantl. Sledované skupiny
jsou uvedeny v tabulce €. 7. Jako kontrola byly pouzity monokultury rOB ze zdravych/OVX
potkant. Oznaceni nad sloupci zna¢i statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance
0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni signifikace 0,001.

7. den ko-kultivace (graf ¢. 20) byla zaznamenana vyssi aktivita ALP u skupiny
s pfidanym 1025-dihydroxyvitaminem D3 10 M s a bez kombinace RF oproti skupindm
suplementovanych pouze RF, PGE2 108 M a kontrolni monokultufe rOB OVX. Aktivita
ALP byla také vyssi v OVX ko-kultufe oproti skupindm s s pfidanym PGE2 10® M a
kontrolni monokultufe rOB OVX. 14. den ko-kultivace doslo k vzrlstu aktivity ALP u
skupin bez suplementtl, s pfidanym PGE2 10°® M s a bez kombinace RF a u kontrolni
monokultury rOB Z oproti ko-kulturam s pfidanym 1a25-dihydroxyvitaminem D3
v koncentracich 10® M i 10 M v kombinaci s riistovymi faktory M-CSF+RANKL (vit.
D3-8+RF, vit. D3-9+RF) i oproti ko-kultuie s buitkami z OVX potkanti a kontrolni

monokultute rtOB OVX. Vyssi aktivita ALP byla také u skupin s pfidanym 1a25-

dihydroxyvitaminem D3 10" M oproti skupiné s ptidanym 1a25 dihydroxyvitaminem Dj

10 M+M-CSF+RANKL (vit. D3-8+RF), viz graf ¢. 21.
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Graf €. 20: Aktivita ALP u osteoblastli v ko-kulturdch 7. den ko-kultivace. Srovndvéana byla
aktivita ALP osteoblastti u bunék izolovanych ze zdravych a OVX potkantl. Sledované skupiny
jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Jako kontrola byly pouzity monokultury rOB ze zdravych/OVX
potkant. Oznaceni nad sloupci zna¢i statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance
0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni signifikace 0,001.
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Graf ¢. 21: Aktivita ALP u osteoblasti v ko-kulturach 14. den ko-kultivace. Srovnavana byla
aktivita ALP osteoblastti u bunék izolovanych ze zdravych a OVX potkanti. Sledované skupiny
jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Jako kontrola byly pouzity monokultury rOB ze zdravych/OVX
potkantl. Oznaceni nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance
0,05. Hodnoty oznacené * jsou s urovni signifikace 0,001.
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Osteoklastogeneze byla sledovana pomoci méfeni aktivity CAIl 14. den ko-
kultivace, viz graf ¢. 22. Pomoci této metody nebyly zaznamendny zadné signifikantni
rozdily mezi sledovanymi ko-kulturami. Aktivita CAIl byla vys§si u skupin se
suplementaci: M-CSF+RANKL, 1a,25-dihydroxyvitamin D3 10° M, la,25-
dihydroxyvitamin D3 10® M+RF oproti kontrolni monokultufe PBMC ze zdravého
potkana (PBMC Z).
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Graf ¢. 22: Stanoveni aktivity CAIl u PBMC/osteoklasti v ko-kulturach 14. den ko-kultivace.
Srovnavana byla aktivita CAIl PBMC/osteoklasti u bun¢k izolovanych ze zdravych a OVX
potkant. Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Jako kontrola byla pouzita monokultura
rPBMC s ptidanymi rastovymi faktory M-CSF a RANKL ze zdravych i OVX potkanii. Oznaceni
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou troven signifikance 0,05. Hodnoty
oznacené * jsou s urovni signifikace 0,001.

Nasledné byla osteoklastogeneze sledovana pomoci stanoveni aktivity TRAP, jak
je mozné vidét na grafu €. 23. 14. den ko-kultivace bylo nejvyssi aktivity TRAP dosaZeno
pomoci pfidavani suplementace: RF, 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds 10® M+RF,
la,25-dihydroxyvitaminu D3 10°+RF. Naméiené hodnoty u téchto skupin byly vy3si nez
u skupin: bez suplementti, PGE2 10 M, PGE2 10® M, PGE2 10 M+RF, PGE2 108
M+RF, 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 10 M, 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 10° M, OVX
ko-kultury a zdravé a OVX monokultury.
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Aktivita TRAP
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Graf ¢. 23: Stanoveni aktivity TRAP u PBMC/osteoklasti v ko-kulturach 14. den ko-kultivace.

Srovnavana byla aktivita TRAP PBMC/osteoklastii u bun€k izolovanych ze zdravych a OVX
potkand. Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Jako kontrola byla pouzita monokultura
rPBMC s ptidanymi rastovymi faktory M-CSF a RANKL ze zdravych i OVX potkantd. Oznaceni
nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil se zvolenou uroven signifikance 0,05. Hodnoty
oznadené ¥* jsou s Grovni signifikace 0,001 a znamenaji rozdil vii¢i BS, PGE2° M, PGE2® M,
PGE2® M+RF, PGE2® M+RF, vit. D3 M, vit. D3 M, OVX, PBMC Z, PBMC OVX.

Pro ovéreni vysledkidl z enzymatickych eseji byla tvorba osteoklastii detekovana
také pomoci mikroskopie. TRAP barveni a barvenim jader hematoxylinem odhalilo
zvysenou tvorbu osteoklastd u ko-kultur s pfidanymi RF, PGE2 10® M+RF,
l025-dihydroxyvitaminem D3 10® M+RF a l1a25-dihydroxyvitaminem D3 10" M+RF.
Samotné pfidavani PGE2 a 1a25-dihydroxyvitaminu D3 v obou koncentracich nevedlo
k tvorbé osteoklastd, viz obrazek ¢. 15. Obdobna zjisténi byla pozorovéana i pomoci
fluorescenéniho barveni, viz obrazek €. 16. Snimano bylo vZdy celé dno jamky. Tvorba
osteoklastil byla pomoci této metody zaznamenana kromé& vySe uvedenych skupin i u

OVX ko-kultury.
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Obrézek €. 15: TRAP barveni a barveni jader hematoxylinem u ko-kultur osteoblasti a PBMC.
Srovnavana byla tvorba osteoklastii u ko-kultur s bunkami ze zdravych zvirat (Z) s ko-kulturami
bunék z OVX jedinct. Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Snimky byly pofizeny
v 14. den ko-kultivace za pomoci svételné mikroskopie. M¢étitko je 100 pm, objektiv 10x.
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bez suplementace M-CSF+RANKL PGE210° M
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Obrazek ¢. 16: Snimky z fluorescenéni konfokalni mikroskopie ko-kultury osteoblastii a PBMC.
Srovnavana byla tvorba osteoklastii u ko-kultur s buitkami ze zdravych zvitat (Z) s ko-kulturami
bun¢k z OVX jedinct. Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Snimky byly pofizeny 14.
den ko-kultivace. Osteoklasty jsou na obrazku vyznaceny Sipkami. Aktinovy cytoskelet byl
barven Phalloidin-iFluor555 (Cervena barva), jadra byla barvena pomoci DAPI (modra barva) a
membrany pomoci DiOC6(3) (zelena barva). Snimano bylo vzdy celé dno jamky za pomoci
funkce tile scan. VyuZzivana byla také funkce Z-stack. Objektiv 10x.
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5.8 Stanoveni produkce cytokinii IL-6 a TNF-0 metodou Bio-Plex

V nasledujicim experimentu byla pomoci multiplexové analyzy sledovana
produkce IL-1pB, IL-6 a TNF-a v ko-kulturach osteoblastd a PBMC. Pouzity byly bunky
izolované ze zdravych samic potkand, stimulované k osteoklastogenezi pomoci
suplementace M-CSF, RANKL, PGE2 a la,25-dihydroxyvitaminu D3 v rtiznych
kombinacich a koncentracich. Koncentrace cytokini IL-1B, IL-6 a TNF-a byla také
sledovana u bunék pochézejicich ze samic potkant po ovariektomii. Sledované skupiny
byly stejné, jako v kapitole 5.7, viz tabulka ¢. 7. Vzhledem k detek¢nimu limitu metody
Bio-Plex byly bunky vtomto experimentu ko-kultivovany v 24-jamkové desticce,
pricemz pocet bun¢k byl umérné navysen. Dalsi postup byl stejny jako u predchozich
experimentll a bunky byly ko-kultivovany po dobu 14 dni. Produkce cytokinii v ko-
kultufe byla métena 3., 7. a 14. den ko-kultivace. Jako kontrolni skupina byly pouzity
PBMC stimulované LPS a INF-y. Supernatant kontroly byl odebiran po 48h kultivace.

V grafu ¢. 24 jsou zaznamenany vysledky z métfeni produkce IL-6. 3. den
ko-kultivace nebyly zaznamenany znatelné rozdily mezi sledovanymi skupinami a
hladina produkce IL-6 byla velmi nizkd. 7. i 14. den ko-kultivace doslo k prudkému
nardstu produkce IL-6 ve skuping s pfidanym la25-dihydroxyvitaminem D3 10° M
v kombinaci s M-CSF+RANKL oproti ostatnim sledovanych skupindm. PBMC
stimulované LPS a IFN-y produkovaly pouze nizké hladiny IL-6.
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Graf ¢. 24: Stanoveni produkce IL-6 v ko-kultufe osteoblasti a PBMC 3., 7. a 14. den ko-
kultivace. Srovnavana byla produkce 1L-6 u bunék izolovanych ze zdravych a OVX potkand.
Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Jako pozitivni kontrola byly pouzity PBMC

pg/ml

stimulované LPS a IFN-y.
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Produkce TNF-a je zaznamenana v grafu ¢. 25. V grafu je zfetelny trend
zvySovani produkce tohoto cytokinu u skupiny s pfidanym rastovymi faktory
M-CSF+RANKL, kde se hladina tohoto cytokinu v ¢ase zvySovala. Kontrolni PBMC
stimulované LPS a IFN-y produkovaly vysoké hladiny TNF-a.
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Graf €. 25: Stanoveni produkce TNF-a v ko-kultuie osteoblasti a PBMC 3., 7. a 14. den ko-
kultivace. Srovnavéana byla produkce TNF-o u bun¢k izolovanych ze zdravych a OVX potkand.
Sledované skupiny jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Pokud v grafu sloupec chybi, byly namétené
hodnoty pod detekénim limitem. Jako pozitivni kontrola byly pouzity PBMC stimulované LPS a
IFN-y.

Produkci IL-1B se pouzitou metodou nepodafilo detekovat ve vzorcich ani
u pozitivni kontroly. Jelikoz ktivka standardll vysla dle ocekavani a nejednalo se tedy o

chybu v metodice, byla zfejm¢ hladina tohoto cytokinu pod detekénim limitem metody.
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6. Diskuze

Ko-kultivaéni systémy se bézn¢ pouzivaji pro studium bunécné komunikace mezi
riznymi typy bunék, nebo pro jejich vyuziti v tkdfiovém inzenyrstvi za i¢elem regenerace
tkani (Goers et al., 2014). Pro studium kostni remodelace, ¢i jejich patologickych stavi,
jsou ko-kultivacni systémy vhodnou volbou, jelikoz je znamo, Ze pravé komunikace mezi
osteoblasty a osteoklasty je v tomto procesu klicova (Phan et al., 2004). Nedavno byly
modely ko-kultivace osteoblastli a osteoklastli pfezkoumany s cilem 1épe porozumét
patologickym zménam pfi metabolickém onemocnéni kosti a navrhnout vhodnou 1écbu.
Stanoveni standardniho modelu ko-kultivace kostnich bun€k je ale naro¢ny problém,
vzhledem k riznym typii buné€k, které mohou byt vybrany a parametriim ko-kultury, které
mohou byt v rdmci vyzkumu odlisné nastaveny v zavislosti na hlavnim cili dané studie
(Zhu et al., 2018). Typicky jsou pouzivany jak bunécné linie, tak primarni bunky, které
vykazuji vysokou heterogenitu s ohledem na zplsob izolace a manipulaci s bunikami.
Vysledky se také mohou liSit v zavislosti na nastaveni ko-kultiva¢niho systému, napt. na
poc¢tu nasazenych bunék, ¢asovém rozestupu nasazeni, vybérem kultivacniho média,
pridané suplementace ¢i materialu, na kterém jsou buiky ko-kultivovany.

V ptedkléddané praci bylo cilem navodit osteoklastogenezi z PBMC v pfitomnosti
osteoblasti. K tomuto tcelu byla do ko-kultury pfidavana kombinace cytokinlt M-CSF a
RANKL, u nichz je jiz dlouho znamo, Ze stimuluji tvorbu osteoklasti (Burgess et al.,
1999). Sledovéana byla 1 G¢innd koncentrace PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds.
Sledovan byl také potencidl osteoklastogeneze u bunék pochazejicich z OVX potkant.
Pied ko-kultivaci bun¢k byly nejprve optimalizovany kultivaéni podminky
v monokulturach osteoblasti a PBMC. Kultivaéni médium bylo nejprve testovano
v 5 riznych pomérech média, viz tabulka ¢.5. Nasledné¢ byla sledovana metabolicka
aktivita a bunééna proliferace u monokultur osteoblasti a PBMC. Metabolick4 aktivita
byla stanovena MTS testem a proliferace bun€k byla stanovena pomoci kitu Quant-iT™
dsDNA Assay 1.,3.,7. a 14. den kultivace. Jelikoz u osteoblastli byla metabolické aktivita
(graf €. 1) 1 proliferace bunék (graf ¢. 3) obdobnd a u PBMC bylo nejvyssich hodnot
dosaZeno v poméru médii 1:1 (graf €. 2 a 4), byl pro nasledujici experimenty zvolen tento
pomeér medii.

Pro ziskani vyvazené ko-kultury je nutné buiiky nasadit ve spravném mnoZzstvi a
poméru. Z toho diivodu byly testovany rtizné pomery nasazenych bunék - 1:100, 1:33 a

1:10. Osteoblasty byly nasazeny v hustot& 7 000 bun&k/cm? a PBMC v hustot& 700 000
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bunék/cm?, 220 000 bunék/cm? a 70 000 bun&k/cm?. Osteoklastogeneze byla nasledné
sledovéana ve 2 skupinach: bez suplementace a s pfidanymi ristovymi faktory M-CSF a
RANKL pro podpoteni osteoklastogeneze. Pro dalsi ko-kultivaci osteoblasti a PBMC byl
zvolen bunécny pomér 1:10, jelikoz barveni TRAP a fluorescencni barveni (obrazky ¢. 5
a 6) neodhalilo zadné zasadni rozdily mezi bunéénymi poméry a aktivita ALP (graf ¢.5)
byla nejvyssi v bunééném pomeéru 1:10. Navic v poméru 1:33 dochézelo k agregaci
TRAP pozitivnich bun€k, coz miize vést k jejich nasledné destrukci (Jolly et al., 2018).
Experimenty v ramci této prace vyzaduji pouziti pomérn¢ velkého mnozstvi
bunék, které by nebylo mozné izolovat pouze z jednoho zvifete. Vzhledem k tomu byly
buniky béhem izolace poolovany, coz také umoznuje ptedejit rozdilnym vysledkim
zpusobenych interindividualni variabilitou mezi jednotlivymi jedinci. Pfed izolaci PBMC
je periferni krev mezi jedinci poolovana a pii nasazeni bunck do desticky mohou byt,
krom¢é monocytl a makrofagl, pfitomny dalSi bunécné typy. V populaci izolovanych
buné¢k jsou mimo jiné typicky pifitomny také T a B lymfocyty a NK buiiky. Pfitomnost
téchto imunitnich bunék by tedy mohla zptisobit alogenni reakci vii¢i cizorodym bunikam.
Ackoliv tedy poolovani bun€k ptfinési jisté vyhody, je zde riziko, Ze dojde ke stimulaci
lymfocytl a tim k ovlivnéni vysledki ko-kultury, jelikoz produkované zanétlivé faktory
by mohly podporovat osteoklastogenezi (Amarasekara et al., 2018). Z tohoto divodu
bylo nasledn¢ zjistovano, zda mé poolovani buné€k pii izolaci vliv na tvorbu osteoklasta.
Za timto UCelem byly vytvofeny dvé skupiny ko-kultur, kdy v ramci skupiny ¢. 1
nedochézelo k poolovani bun€k a skupiny €. 2, kde byly buniky poolovany. Ve skupiné
¢. 1 byly porovnavani 3 jedinci a ve skupiné €. 2 jejich kombinace. Sledovana byla aktivita
ALP u osteoblastt a aktivita CAIl a TRAP v piipadé PBMC/osteoklastd. Aktivita ALP
byla vramci sledovanych skupin obdobnd (graf ¢. 6). Nizs$i aktivita ALP byla
zaznamenana ve skupiné €. 1. u jedince €. 3 a ve skupiné €. 2, kde byly PBMC poolovany
mezi jedincem €. 1 a ¢. 3 (oznaceno 1:3) a pro osteoblasty byly taktéZ pouZity buinky
jedince €. 3. Tento vysledek lze piisoudit interindividudlnim rozdilim. Je zajimavé, ze
praveé u téchto stejnych skupin byla vyrazné zvySena metabolicka aktivita bunck (graf €.
9), coz by mohlo byt zplisobeno tim, Ze osteoblasty byly v odli$né fazi diferenciace a
vyrazné proliferovaly. NejvysSich hladin ALP je dosahovano, pokud maji osteoblasty jiz
tvar kvadru a produkce tohoto enzymu je spojena s tvorbou krystalti hydroxyapatitu
v kostni matrix (Orimo, 2010). Tuto hypotézu by ale bylo tieba ovéfit stanovenim
specifickych markert osteogenni diferenciace, jako je naptiklad Runx2, Osterix pro

preosteoblasty a osteokalcin, osteopontin a kostni sialoprotein II u zralych osteoblastli
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(Miron et Zhang, 2012). Kontrolni monokultura osteoblastli izolovanych z jedince ¢. 3
vykazovala zpocatku kultivace obdobné hodnoty, jako osteoblasty jedince ¢. 3
v nepoolované i1 poolované ko-kultufe, ale 14.den dosahovala vysSich hodnot,
srovnatelnych se ostatnimi jedinci. Je tedy mozné, Ze zminéné skupiny osteoblasti byly
ovlivnhény PBMC, které k nim byly pfidany, jelikoz je znamo, ze i PBMC/osteoklasty
ovliviiuji diferenciaci osteoblastli, jak pfimym kontaktem, tak produkci solubilnich
signalnich molekul. V obou skupinach byly pouzity PBMC ze stejného jedince, tedy ve
skupiné €.1 z jedince ¢.3 a ve skupiné ¢.2 byly PBMC jedince €. 3 poolovany s bunkami
jedince ¢.1. I vpiipadé PBMC se miize jednat pouze o interindividudlni rozdily.
Osteoklastogeneze byla sledovana méfenim aktivity CAIl a TRAP. Nicméné aktivita
CAII a TRAP nebyla sledovana v monokultufe vSech pouzitych PBMC. Proto nebylo
mozné posoudit, zda méli PBMC izolované z odliSnych zvifat rizny diferenciacni
potencidl a vysvétlit tak zvySené hladiny MTS a snizenou aktivitu ALP u vy$e zminénych
skupin osteoblasti. CAIl a TRAP aktivita byla srovnatelna jak u nepoolovanych, tak
poolovanych ko-kultur. Oproti tomu kontrolni monokultury PBMC ukazaly zvySenou
aktivitu CAII, pokud byly PBMC poolovany (graf ¢. 7). Vysledky méfeni aktivity TRAP
ale tento rozdil nepotvrdily, coZz mohlo byt ovlivnhéno i1 velkymi smérodatnymi
odchylkami mezi v§emi zkoumanymi skupinami (graf ¢. 8). Pro ovéteni téchto vysledki
byly buiiky nésledné barveny pomoci TRAP barveni v kombinaci s hematoxylinem a
pomoci fluorescencniho barveni (obrazky ¢. 7 a 8). Mikroskopie neodhalila potencial
tvorby osteoklastli ani u jedné ze sledovanych skupin, tudiZ jsme dosli k zavéru, ze
poolovani bun¢k v naSem nastaveni neovlivituje naslednou osteoklastogenezi a1 v dalSich
pokusech byly buiiky nadale poolovany. Poolovani bunék lze nalézt i v literatufe. Pti
testovani vlivu poolovani MSC bunék bylo zjisténo, ze nedochazi k negativnimu
ovlivnéni proliferace a osteogenni diferenciace lidskych MSC za podminek in vitro a
naopak podporuje kompenzaci variability specifické pro darce, ¢imZ se zlepSuje kvalita
dat (Widholz et al., 2019). V ramci zminéné studie byly zaznamendny mirné zmény
v chronologii diferenciacnich vzorcli, nicméné osteogenni potencial diferenciace byl
srovnatelny. K ovéfeni téchto vysledkii by bylo vhodné pouzit i dalsi metody, jako je
analyza genové exprese, které by pomohly 1épe porozumét rozdilim v chronologii
v ramci osteogenni diferenciace.

V nasledujicich experimentech bylo cilem stimulovat osteoklastogenezi PBMC
v ko-kultufe s osteoblasty pomoci suplementi PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds.

Nejprve byl sledovan vliv prozanétlivého medidtoru PGE2. PGE2 stimuluje
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osteoklastogenezi inhibici OPG, stimulaci RANKL a IGF-I v osteoblastech a stimulaci
produkce RANK receptoru v osteoklastech (Mccarthy et al., 1991, Liu, 2006). Sledovany
byly dvé& koncentrace PGE2, 10 M a 10 M, bez nebo s ptidanymi M-CSF a RANKL.
PGE2 byl pfiddn po 24 hodinach ko-kultivace a nasledn¢ kazdy 3. den kultivace pfi
vymeéné média bez nebo v kombinaci s M-CSF a RANKL. Aktivita CAIl i TRAP (graf
¢.11 a 12) byla vyrazné snizena, pokud byly bunky oSetfeny pouze PGE2 v obou
testovanych koncentracich. Tyto hodnoty byly srovnatelné s kontrolni ko-kulturou, kde
nebyly piidavany suplementy. Pokud byly k PGE2 v koncentraci 10® M pftiddvany
suplementy M-CSF a RANKL, doslo v této skupin¢ ke zvyseni aktivity CAIl i TRAP.
Tato zjisténi koreluji i s vysledky ze svételné a konfokalni mikroskopie (obrazky €. 9 a
10), které v této skupin¢ prokazaly tvorbu velkych osteoklastti s nékolika jadry. Velky
pocet mensich osteoklasti se tvofil ve skupiné, kde byly ptidavany pouze faktory M-CSF
a RANKL. Komplexni opakovani experimenti (kapitola 5.7) ukdzalo podobné vysledky.
Rozdily v aktivit¢ CAIl a TRAP (grafy ¢. 22 a 23) nebyly signifikantné prokazany, avsak
mikroskopie (obrazky ¢. 15 a 16) prokazala tvorbu osteoklastli ve skupindch se
suplementaci M-CSF a RANKL a PGE2 108 v kombinaci s M-CSF a RANKL. Na rozdil
od ptedchoziho pokusu nebyl ale zfetelny rozdil ve velikosti osteoklasti a jejich pocet
byl také obdobny. Pokud byl M-CSF a RANKL kombinovan s PGE2 v koncentraci
10 M, nedochazelo ke zvyseni aktivity CAIl a TRAP. Mikroskopie (obrazky ¢&. 9 a 10)
ukézala tvorbu mensiho poctu mensich osteoklastli nez ve skupinach s ptidanymi M-CSF
a RANKL a PGE2 10® v kombinaci s M-CSF a RANKL. Ve srovnani se skupinou
suplementace pouze M-CSF a RANKL mél PGE2 v koncentraci 10°® M v tomto piipadé
inhibi¢ni efekt na tvorbu osteoklastll. Ve skupiné s pfidanym PGE2 10® M v kombinaci
s M-CSF a RANKL byla zaznamenéana pouze vyssi aktivita CAIl (graf ¢. 11) oproti
kontrolni monokultute PBMC. Dal$i metody ovSem tato zjisténi nepotvrdily, a to ani pii
opakovani pokusti v kapitole 5.7. V porovnani ziskanych vysledkd s aktivitou ALP
osteoblastii (grafy ¢. 10, 19-21) je zajimavé, Ze tato aktivita ma tendenci oproti ostatnim
skupindm klesat v case ve skupinidch, kde byla naopak zjiSténa zvySena
osteoklastogeneze. To muze mit souvislost s cyklem kostni remodelace, pii kterém je
béhem kostni resorpce potlacena aktivita osteoblastll a tim i tvorba nové kostni tkang.
Zralé osteoklasty totiz produkuji n¢kolik faktort, které inhibuji osteogenezi, ptimym i
nepiimym bunéénym kontaktem (Kim et al., 2020). Samotny PGE2 tedy nestimuloval
tvorbu osteoklastfi, ale v koncentraci 10® M v kombinaci s M-CSF a RANKL byla

zaznamenana osteoklastogeneze. Neni jasné, jakou roli v tomto procesu hralo pfidani
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PGE?2, jelikoz hodnoty CAIl a TRAP nepievySovaly skupinu s M-CSF a RANKL. Ve
studii Kobayashi et al., 2005 s pouzitim mysi linie RAW264.7 a mySich makrofaga kostni
dfené PGE2 10° M v kombinaci s M-CSF a RANKL inicioval osteoklastogenezi, a na
rozdil od nasich vysledkt byl pocet osteoklasti vyssi, nez ve skupiné pouze s M-CSF a
RANKL. Skupina se samotnym PGE2 nevedla k tvorb¢ osteoklastii, stejn¢ jako v nasich
vysledcich. Mechanismus efektu se ale mtze lisit, jelikoz se jednalo o monokultury bez
pridanych osteoblasti a PGE2 stimuluje osteoklastogenezi predev§im plsobenim skrze
osteoblasty. V dalsi praci Kaji et al., 2009 vedlo piidavani PGE2 v koncentracich 10° M
a 10® M k tvorb& TRAP pozitivnich multinuklearnich bunék (MNC, majici 3 a vice
jader). Zde byly pouzity nefrakcionované kostni bunky izolované ze stehenni a holenni
kosti 10-15dennich ICR mysi. Pfitomné osteoklasty byly piedem degradovany, aby byly
pozorovany osteoklasty vytvorené pouze diky plisobeni PGE2. Oproti tomu pfi pouZziti
hemopoetickych bunék odvozenych z mysich bunék sleziny bez ptidanych osteoblastl
stejné koncentrace PGE2 v kombinaci s GM-CSF nevedly k tvorbé osteoklast. Autofi
této studie dale zjistili, ze kultivatni médium odebrané od kultury linii osteoblastii
UMR-106 oSetitenych PGE2, stimulovalo tvorbu TRAP pozitivnich bunék u
hemopoetickych bunék mysiho pivodu i bez pfitomnosti osteoblastd. Tato zjisténi
potvrzuji fakt, ze PGE2 siln€ plsobi na osteoblasty k tvorbé proosteoklastovych faktort,
jako je RANKL (Liu, 2006) nebo IGF-I (Mccarthy et al., 1991). V porovnani s vysledky
uvedenych studii je mozné, Ze mnozstvi osteoblastil v nasi ko-kultufe nebylo dostate¢né
a produkovand hladina RANKL byla pfili§ nizkd pro indukeci osteoklastogeneze.
K potvrzeni téchto vysledkl by bylo vhodné stanovit koncentraci RANKL v ko-kultufe,
coz nebude snadné vzhledem k nizké koncentraci RANKL, kterd bude u fady metod pod
detekénim limitem. Potencial PGE2 stimulovat osteoklastogenezi miZe byt také ovlivnén
nacasovanim pfiddvani tohoto mediatoru. Autofi studie Lutter et al., 2016 sledovali vliv
PGE2 (v koncentracich 1, 5 a 10 uM) na lidské PBMC a linii RAW264.7 ab initio a
4 dny po nasazeni, tedy pied a po indukci osteoklastogeze. Osteoklastogeneze byla
indukovéana pomoci M-CSF a RANKL a buiiky byly kultivovany na extracelularni matrix
odvozené od osteoblastll, ale bez pfitomnosti osteoblastll. Diferenciace prekurzorovych
bun¢k v osteoklasty byla inhibovéna se zvySujici se davkou PGE2, pokud byly buiky
oSetteny PGE2 ab initio. Pokud byl PGE2 podavan az 4. den kultivace, neinhibovaly
osteoklastogenezi ani nejvys$i koncentrace. Pfi mechanickém poranéni/zlomeniné
dochdzi k zanétlivé reakci spojené se zvySenou tvorbou prostaglandini (Ricciotti et

FitzGerald, 2011), poté se aktivni osteoklasty rekrutuji do mista poranéni, kde za¢nou
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resorbovat poranénou kost, aby vy¢istily kostni dutinu a piipravily oblast na novou tvorbu
kosti. Tento krok vyzaduje funk¢ni aktivni osteoklasty, coz miize byt diivodem, pro¢
nejsou tyto buriky inhibovany prozanétlivymi medidtory jako jsou prostaglandiny. PGE2
také brani apoptoze osteoklastli a tim prodluzuje jejich zivotnost. Jednim z divodi, proc¢
je diferenciace prekurzort osteoklastli na osteoklasty blokovana PGE2, mize byt omezeni
poctu aktivnich osteoklastii a kontrola oblasti resorpce kosti v reakci na zanét. Autofi této
studie také zjistovali expresi receptorii pro PGE2: EPR2 a EPR4, kterd byla sniZzena u
zralych osteoklasti na rozdil od prekurzorovych bunck osteoklastii. Regulace téchto
receptorti by mohla pomoci zralym osteoklastiim udrzet jejich funkci béhem akutniho
nebo chronického zanétu (Lutter ef al., 2016). V obrazku ¢. 10 je vidét, Ze kombinace
PGE2 10 M a M-CSF a RANKL vedla k tvorbé vétsich osteoklastll, neZ pouze u skupiny
s ptidanym M-CSF a RANKL. Je tedy mozné, ze podavani M-CSF a RANKL ptimo
stimulovalo tvorbu osteoklastii a PGE2 zde ptisobil protiapoptoticky na osteoklasty, které
tak mohly dosahovat vétsi velikosti. Opakovani experimentu (obrazek ¢. 16) ale
nepfiineslo stejné vysledky.

Autofi studie Take et al., 2005 také detekovali inhibi¢ni ucinek PGE2, a to pfi
pouziti lidskych CD14" prekurzorovych bunék osteoklastt izolovanych z periferni krve.
Utinek PGE2 byl sledovan v koncentracich 10°-10° M a osteoklastogeneze byla
stimulovana pomoci M-CSF a RANKL. Oproti vysledkim pti pouZziti mySich makrofagi
kostni diené byla osteoklastogeneze stimulovdna umérné se zvySujici se koncentraci
PGE2. Vysledky studii se tedy pomérné li§i v zavislosti na pouzitém typu bunék,
modelovém organismu, jeho véku, nebo zdroji a zplsobu izolace bunck. Jak vyplyva
z uvedenych studii, u¢inek PGE2 se mimo jiné 1i8i 1 v zavislosti na frekvenci podavani
nebo jeho koncentraci. Je tedy mozné, Ze v naSem nastaveni ko-kultury nebylo dostatecné
mnozstvi osteoblastd. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo vhodné pokus zopakovat
s vy$8§im mnozstvim bunck. Dale by bylo zajimavé nastavit rGzna €asovd okna pro
pridavani PGE2.

Nasledné¢ byl sledovan také ucinek 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 v koncentracich
10® M a 10° M bez nebo v kombinaci s M-CSF a RANKL. 1a,25-dihydroxyvitamin D3
pusobi na osteoblasty i prekurzorové buiiky osteoklastli/osteoklasty skrze osu RANKL-
RANK-OPG (You et al., 2008). Stejn¢ jako PGE2, byl 1a,25-dihydroxyvitamin D3
pfidavan po 24 hodinach ko-kultivace a nasledné kazdy 3. den kultivace pii vyméné
média. 14. den kultivace byla aktivita CAII v ko-kultufe vyrazné zvySena oproti kontrolni

monokultute PBMC, pokud byly builky oSetieny 1a,25-dihydroxyvitaminem D3
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v kombinaci s M-CSF a RANKL. Zvysena aktivita CAII se projevila u obou testovanych
koncentraci 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 (graf ¢. 14). Hodnoty CAII namétené u ko-
kultur s pfidanym 1a,25-dihydroxyvitaminem D3 bez M-CSF a RANKL byly obdobné,
jako u ko-kulturv bez suplementace nebo u monokultury PBMC. Pii opakovani
experimentu (graf ¢.22) byla aktivita CAIl vyssi u ko-kultury s pfidanym M-CSF a
RANKL, u ko-kultury s piidanym 10,25-dihydroxyvitaminem D3 10° M bez M-CSF a
RANKL a u ko-kultury s 10,25-dihydroxyvitaminem D3 10 M v kombinaci s M-CSF a
RANKL, nez u kontrolni monokultury PBMC (PBMC Z). Aktivita TRAP (graf ¢. 15)
dosahovala vyssich hodnot, pokud byl 1a,25-dihydroxyvitamin D3 kombinovan s M-CSF
a RANKL, a to v obou koncentracich. Samotné podavani 1a,25-dihydroxyvitaminu Dj3
nezvysSovalo aktivitu TRAP a naméfené hodnoty byly obdobné, jako ve skupiné bez
pfidanych suplementt (graf ¢. 15). Obdobna zjisténi pfineslo i opakovani experimentu
(graf ¢. 23). Ackoliv méfeni aktivity CAIl a TRAP pfineslo z obou experimentl
nejednoznacné vysledky, naslednd mikroskopie potvrdila tvorbu osteoklasti ve
skupinach suplementovanych 1a,25-dihydroxyvitaminem Ds; v obou koncentracich,
pokud byly kombinovéany s ristovymi faktory M-CSF a RANKL. TRAP barveni
v kombinaci s hematoxylinem prokézalo tvorbu osteoklasti pouze ve skupinidch s M-CSF
a RANKL a ve skupinach s 1a,25-dihydroxyvitaminem D3 10® M a 10° M s pfidanym
M-CSF a RANKL (obrazek €. 11 a 15). Ve stejnych skupinach byla prokdzana tvorba
osteoklastil i pomoci konfokalni mikroskopie (obrazek ¢. 12 a 16). Pti podavani 1a,25-
dihydroxyvitaminu D3 bez M-CSF a RANKL nebyla osteoklastogeneze prokazana ani
v jednom z probéhlych experimentl (kapitola 5.5 1 5.7). 1a,25-dihydroxyvitamin D3 ma
vliv 1 na osteoblasty, a to pfedevS§im na regulaci mineralizace (Orimo, 2010)
Z namétenych hodnot ale nebyly zaznamenany zasadni rozdily v aktivit¢ ALP. Pro urceni
vlivu 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 na osteoblasty by bylo vhodné sledovat dalsi markery
specifické pro osteoblasty, které se ti€astni mineralizace extracelularni matrix, a jejichz
exprese muze byt ovlivnéna. Je ovSem zajimaveé, Ze stejn¢ jako v piipadé PGE2 byly
zaznamenany niz$i hodnoty ALP 14. den ko-kultivace ve skupinach, kde dochézelo
k osteoklastogenezi (grafy ¢. 13, 21).

Pti porovnani ziskanych vysledkl s publikovanymi daty byly stejné jako u PGE2
zaznamenany stimulaéni 1 inhibiéni G€inky 1a,25-dihydroxyvitaminu D3. V ko-kultuie
mysSich primarnich slezinnych bunck ptfevazné hemopoetického plivodu a osteoblastil
odvozenych od MSC stimuloval 10,25-dihydroxyvitamin D3 osteoklastogenezi i bez M-
CSF a RANKL (Lee et al, 2002). Autoii studie sledovali stejné koncentrace
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1a,25-dihydroxyvitaminu D3, tedy 10® M a 10 M, a dale koncentrace 10'° M a 107! M.
Pocet TRAP pozitivnich bunék byl vyrazné vyssi pfi pouziti koncentrace 10° M a
zvy$ena hladina TRAP byla zaznamenana i v koncentraci 10° M. Naopak pii pouziti
koncentrace 1071 M a 10'"' M nebyla neprokdzana tvorba TRAP pozitivnich bunék.
Uginek 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 byl zavisly na zménach exprese RANKL a OPG,
protoze zvySeni tvorby osteoklastli korelovalo se zvySenou hladinou mRNA RANKL a
se snizenou hladinou mRNA OPG. Zda se, ze pokud je 1a,25-dihydroxyvitamin Ds
pridavam spolu s IL-1, ma aditivni synergicky ucinek na produkci RANKL a IL-1 a
zaroven inhibi¢ni u¢inek na produkci OPG v osteoblastech. Samotné podavani 1a,25-
dihydroxyvitaminu D3 nemélo na produkci IL-1 vliv. Autofi studie pouzivali pomér
bun¢k 1:100 a ve vysSim poctu. Jelikoz 1a,25-dihydroxyvitamin D3 zprostfedkuje
osteoklastogenezi skrze indukci exprese RANKL v osteoblastech, je mozné, ze ndmi
pouzity pocet bunck byl pfili§ maly a koncentrace produkovaného RANKL tudiz
nedostatecna.

Studie Wang et al., 2015a naopak poukazala na inhibi¢ni vlastnosti tohoto
hormonu, pokud byl pfidavan pouze do monokultury. K mononukledrnim bunikam
izolovanych z kostni difené 3tydennich potkand typu Wistar byly ptfidavany rtzné
koncentrace 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 (v rozmezi 10 do 10”7 M) spolu s riistovymi
faktory M-CSF a RANKL. Skupiny s pfidanym 1a,25-dihydroxyvitaminem D3
vykazovaly snizenou schopnost osteoklastogeneze oproti kontrolni skupin€ pouze s
M-CSF a RANKL a taktéZ byla zjiSténa snizend exprese CAIl, CK a MMP-9, markerti
kostni resorpce. Tyto vysledky ukazaly, ze 1a,25-dihydroxyvitamin D3 muze ptimo
regulovat metabolismus kosti inhibici tvorby a zrani osteoklastl. Inhibi¢ni ucinky
la,25-dihydroxyvitaminu D3 nebyly v naSem nastaveni potvrzeny, coz muze byt
pridavéany derivaty vitaminu D, 500 nmol-L™! 25-hydroxyvitamin D3 a 0,1 — 0,5 nmol-L
la,25-dihydroxyvitamin D3, k CD14" lidskym monocytim izolovanych z buffy coatu.
Tvorba osteoklastli byla zaznamenéna ve vSech sledovanych monokulturach. Pokud byly
pfidavany i M-CSF a RANKL, byl pocet vytvorenych osteoklasti vyssi, ale jejich
velikost a pocet jader byly snizeny. ZvySena byla také resorp¢ni aktivita diferencovanych
osteoklastti, pravdépodobné v disledku jejich zvyseného poctu. qRT-PCR ukézala, ze
osteoklastogeneze byla derivaty vitaminu D stimulovana zvySenou expresi CYP27B1 a
CYP24A1, ale markery fuze osteoklasti NFATC1 a TM7SF4, byly snizeny a dochazelo

tak k tvorbé vyssiho poctu malych osteoklastii. Je zajimavé, Ze podobné i v naSich
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vysledcich (obrazek ¢. 12), byla zaznamendna tendence tvofit vétSi pocet menSich
osteoklastil, pokud byly oSetfeny 1a,25-dihydroxyvitaminem D3 v kombinaci s M-CSF a
RANKL, oproti skupiné s M-CSF a RANKL. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo vhodné
taktéz posoudit resorpcni aktivitu vzniklych osteoklastd. Podavani 1a,25-
dihydroxyvitaminu D3 nevedlo v nasem nastaveni k inhibici, ani k vyrazné stimulaci
osteoklastogeneze, jelikoz aktivita TRAP i CAIl nepfevySovala hodnoty ziskané z ko-
kultury s M-CSF a RANKL.

Pomoci ovariektomie je mozné v modelovych organismech sledovat nékteré
mechanismy onemocnéni, jako je postmenopauzalni osteopordza. Zajimalo nas, zda jsou
nékteré projevy osteopordzy, jako je zvysena osteoklastogeneze, pienositelné i do
podminek in vitro a zda ma ovariektomie samic potkani vliv na potencial prekurzort
osteoklastil diferencovat v osteoklasty bez ptidané suplementace. K tomuto Ucelu byly
pouzity buniky izolované z 12mési¢nich samic potkant typu Wistar, kterym byla v 6.
meésici véku indukovdna osteoporéza pomoci ovaricktomie (OVX). Navozeni
osteopordzy bylo ovéfovano stanovenim hladin osteokalcinu, B-crosslapsu a estradiolu
(viz ptiloha, graf P ¢.1). Hodnoty byly méfeny z krevni plazmy zdravych a OVX potkani.
Rozdily mezi namétenymi hodnotami ale pfinesly nejednoznacné vysledky a osteopordza
byla u zvifat ovéfovana pomoci mikroCT (data neprezentované). Nasledné¢ byly
sledovany markery osteoklastogeneze in vitro stanovenim aktivity CAIl, TRAP a pomoci
mikroskopie. Jako kontrola byly pouZity buniky pochézejici ze zdravych 3mési¢nich
samic potkanli. Aktivita CAIIl byla mirné¢ zvySena u OVX skupiny oproti zdravym
buiikkdm, a to pfedev§im u kontrolnich monokultur (grafy ¢. 17 a 18). Pti opakovani
experimentu (kapitola 5.7) tato zjiSténi ale nebyla potvrzena a hodnoty ziskané u zdravych
jedinct (BS, PBMC Z) byly srovnatelné s OVX skupinou (OVX ko-kultura, PBMC
OVX), viz grafy ¢. 22 a 23. Pomoci TRAP barveni v kombinaci s hematoxylinem byla
odhalena tvorba osteoklastli u OVX skupiny (obrazek ¢. 13), zatimco u ko-kultury sloZzené
ze zdravych bunék bylo zaznamenano pouze ojedinélé mnozstvi osteoklastl. Tato zjisténi
potvrdila i konfokalni mikroskopie (obrazek €. 14). Podobné ve studii Schulze et al., 2018
bylo zjisténo, Ze osteoklastogenezi je mozné bez pridanych suplementt iniciovat i v ko-
kultufe bun¢k zdravych jedincii. Podobnych vysledk bylo dosazeno i pfi opakovani
experimentu. Pomoci konfokalni mikroskopie byla detekovana tvorba osteoklastii v OVX
skuping, ale zdravé buiiky bez pfidanych suplementi osteoklasty netvotily (obrazek ¢.
16). TRAP barveni neodhalilo tvorbu osteoklastli ani v jedné zuvedenych skupin

(obrazek €. 15). Z uvedenych vysledkii vyplynulo, Ze buiiky izolované z OVX potkanti
80



maji potencial tvofit osteoklasty, nicméné¢ v namétenych hodnotach CAIl a TRAP, a v
poctu osteoklasti u zdravych a OVX potkanli nebyly pozorovany zasadni rozdily.
Porovnani ke zdravym jedinciim je ale sporné, z divodu rozdilného véku zviftat, jelikoz
na tvorbu osteoklastli ma mimo jiné vliv 1 vék zvitete (Lelovas et al., 2008). Ve studii
Salamanna et al., 2015 byla sledovana osteoklastogeneze mononuklearnich prekurzora
izolovanych ze zdravych a OVX samic potkand. Buiiky byly kultivovany s nebo bez
faktori stimulujicich osteoklastogenezi (M-CSF, RANKL, PTH). Ve srovnani
s kontrolnimi monocyty izolovanych ze zdravych potkant, monocyty izolované z OVX
potkanti diferencovaly v osteoklasty 1 v nepfitomnosti diferenciacnich faktort.
Osteoklasty OVX potkantl vykazovaly vyssi produkci markert osteoklasti, katepsinu K,
MMP-7 i MMP-9, nez zdrava kontrola. Z mikroskopie byla patrna byla také fuze bunck
u OVX skupin, na rozdil od zdravé skupiny bez suplementl. Podobné i v naSich
vysledcich byl u OVX skupiny zaznamenan zvySeny vyskyt agregovanych bunék nez u
zdravych kontrol (obrazky ¢.13 a 15). Rozdily v osteoklastogenezi ale nebyly vyrazné,
jako ve zminéné studii. Dlivodem rozdilnych vysledkd miize byt, ze autofi studie pouzili
buiiky pochazejici z mladsich zvifat (cca 5 mésicit) a ve vys$Sim poctu. DalsSim diivodem
muze byt nedostate¢né indukovana osteopordza u OVX potkand, jelikoz méfeni markeri
z krevni plazmy pfineslo nejednoznac¢né vysledky (viz graf P €. 1). Autofi studie navrhuji,
aby kultivace PBMC byla zahrnuta mezi detekéni metody pro osteopordzu.

Sledovana byla také produkce pro-zanétlivych cytokinli v osteoklastogenezi.
Studie (Caetano-Lopes et al., 2011) potvrdila, ze IL-1B, IL-6 a TNF-a pfipivaji
k remodelaci kosti, a to zejména v ¢asném stadiu hojeni zlomenin. Stejné tak jsou tyto
cytokiny spojovany s postmenopauzalni osteoporozou, jelikoZ estrogen ptlisobi jako
inhibitor produkce téchto cytokinti. Snizeni hladin estrogenu v disledku menopauzy, a
tim 1 zvySeni produkce téchto zanétlivych cytokinili vede k zrychlenému kostnimu obratu
pfi postmenopauzédlni osteopordze. IL-6 stimuluje produkci RANKL v osteoblastech
(O’Brien et al., 1999) a dalsi cytokiny a hormony, které nasledn¢ vedou ke zvySené

resorpci kosti. Produkce IL-6 je stimulovana PGE2 a stejné tak IL-6 zvySuje produkci
PGE2 v kostnich bunikach (Liu, 2006). Ptidavani IL-1ae do ko-kultury vedlo ke zvySeni

M-CSF, PGE2 a snizeni hladin OPG (Tanabe ef al., 2005). PGE2 u mySich makrofaga
odvozenych od bunck kostni dfené¢ a lidskych monocyti odvozenych od PBMC
stimuloval produkci IL-1p, zatimco inhiboval produkci TNF-a (Kumolosasi et al., 2014,

Zastona et al., 2017). TNFa indukuje expresi RANK receptoru v osteoklastech, coz vede
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k vyssi vazbé RANKL a také stimuluje produkci RANKL v osteocytech (Marahleh et al.,
2019). Studie Pfeilschifter et al., 1989 uvadi, ze TNF spolu s 10,25-dihydroxyvitaminem
D3 a osteoblasty zprosttedkuji osteoklastogenezi. Autofi studie Lee et al., 2002 zjistili, ze
la,25-dihydroxyvitamin D3 v kombinaci s IL-1 ma také aditivni a synergické uinky na
produkci RANKL a IL-1 v osteoblastech, nicméné samotny 1a,25-dihydroxyvitamin Ds
nemél v této studii na produkei IL-1 vliv. V nasledujicim experimentu byla sledovana
hladina cytokinti IL-1f, IL-6 a TNF-a po stimulaci M-CSF, RANKL, PGE2 a 1a,25-
dihydroxyvitaminu D3 v ko-kultufe osteoblastti a PBMC/osteoklastt. Jelikoz je produkce
téchto cytokinli spojena s postmenopauzalni osteopordzou, byla hladina téchto cytokina
také sledovana v ko-kultufe kostnich bunék pochazejicich zOVX samic potkand.
Sledované skupiny jsou uvedeny v kapitole 5.7, viz tabulka ¢. 7. S ohledem na detek¢ni
limit metody Bio-Plex byly buiiky nasazeny ve vys$$im poctu a kultivovany v menSim
mnozstvi média nez v piedchozich experimentech. Supernatant byl odebiran 3., 7. a 14.
den ko-kultivace. Jako kontrolni skupina byla pouzita monokultura PBMC stimulovana
LPS a IFN-y, jelikoz v monocytech a makrofazich je mozné stimulovat produkci IL1-f,
IL-6 a TNFa pomoci LPS (Zastona et al., 2017). Jak je mozné vidét v grafu €. 24, hladina
IL-6 byla vyrazn& zvySena, pokud byly buiniky stimulovany 1a,25-dihydroxyvitaminem
D3 10 M v kombinaci s M-CSF a RANKL, a to 7. a predev§im 14. den ko-kultivace.
Mirn¢ zvySené hodnoty oproti kontrole byly zaznamenany 1 ve skupinach s pfidanym
la,25-dihydroxyvitaminem D3 v obou pouzitych koncentracich a také ve skupiné s 1a,25-
dihydroxyvitaminem D3 10® M v kombinaci s M-CSF a RANKL. Zvy3ené hodnoty byly
také zaznamendny u skupin suplementovanych PGE2 v koncentracich 10 M a 10 M s i
bez kombinace M-CSF a RANKL. Hladina IL-6 u kontrolni monokultury PBMC byla
ve studii Liu, 2006, vedlo piidiavani PGE2 10° M ke zvySeni produkce IL-6
v osteoblastech a zejména poté v osteoklastech. Hladina TNF-a dosahovala nejvyssich
hodnot ve skupindch s pfidanym M-CSF a RANKL a ve skupiné bez ptidanych
suplementi (graf €. 25). Mirné zvySené hodnoty byly zaznamenany 1 po stimulaci PGE2
10°M i 10® M s i bez kombinace M-CSF a RANKL, a to zejména 7. den ko-kultivace.
Stejné tak po stimulaci 10,25-dihydroxyvitaminem D3 10® M i 10° M snebo bez
kombinace M-CSF a RANKL doslo ke zvySeni hladin TNF-a. Hladiny cytokint IL-6
1 TNF-a byly u OVX ko-kutlury oproti ko-kultufe zdravych bun¢k vyrazné niz$i, coz

wrwe

prevlada spise modelace kosti, zatimco ve véku 12 mésicii dochézi spise k remodelaci,
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coz mize byt jeden z davodi rozporuplnych vysledkt (Lelovas et al., 2008). Je ale
zajimavé, ze v OVX ko-kutlufe dochdzelo oproti ko-kultuie zdravych bunck k vyssi
tvorbé osteoklastt, ackoliv hladina prozanétlivych cytokinti byla niz$i. Nizké hladiny IL-
1B, IL-6 a TNF jsou osteoblasty produkovany konstitutivné i bez stimulace, jak bylo
zjisténo u mysich osteoblastl z oblasti kalvarie (Garcia-Lopez et al., 2013). To miize byt
divodem, pro¢ byly nizké hladiny TNF-a i IL-6 produkovany v ko-kulturach i bez
pfidané suplementace. Hladinu cytokinu IL-1B se nepodafilo detekovat ani v jedné
z testovanych skupin a kontrolni skupiné PBMC. Ve studii Lee et al., 2002 byla méfena
intracelularni hladina mRNA cytokint IL-1a a IL-1p. IL-1p oproti IL-1a dosahoval velice
nizkych hodnot. Je tedy mozné, ze v ptipadé detekce tohoto cytokinu nebyla vhodné
zvolena metoda a detekce cytokind probihala ze supernatantu. Na rozdil od IL-1a, je
prekurzor IL-1fB v builkkdch syntetizovdn az po stimulaci alarminy, coz muize byt
dal$im divodem, pro¢ se IL-1B nepodafilo detekovat. Osteoklastogeneze a produkce
cytokini mohla byt v této préci také ovlivnéna mrazenim buné¢k, které snizuje jejich

funkeci a viabilitu (Hunt, 2019).
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7. Zavér

Prvni Cast prace byla zaméfena na optimalizaci podminek ko-kultury osteoblasti
a PBMC, aby bylo nasledné mozné sledovat ¢inky PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitaminu D3
na osteoklastogenezi. Byl ur€en vhodny pomér médii, pocet a pomér bunék. V ramci
optimalizace bylo také zjiSténo, ze poolovani bunék nemélo na osteoklastogenezi vliv.
PGE2 a 1a,25-dihydroxyvitamin D3 jsou silnymi modulatory kostniho metabolismu
a mohou ovliviiovat produkci prozanétlivych cytokinl. V této praci bylo zjisténo,
7e ptidavani PGE2 v koncentraci 10° M a 10® M nevedlo ke stimulaci osteoklastli
a podavani PGE2 10°® M v kombinaci s M-CSF a RANKL meélo inhibi¢ni efekt na
osteoklastogenezi. Pfi pouziti PGE2 10® M v kombinaci M-CSF a RANKL byla
zaznamenana tvorba osteoklastl, avSak bez vyraznych rozdili od skupin
suplementovanych pouze M-CSF a RANKL. PGE2 ve vSech sledovanych koncentracich
a kombinacich stimuloval produkci IL-6 v ko-kultufe a mirné¢ zvySené hladiny byly
zjistény 1 u cytokinu TNF-a. Podévani pouze 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 v koncentraci
10® M a 10° M nestimulovalo osteoklastogenezi z potkanich PBMC. V kombinaci
s M-CSF a RANKL byla zaznamenana osteoklastogeneze u obou testovanych
koncentraci. 1a,25-dihydroxyvitamin D3 v kombinaci s M-CSF a RANKL také vyrazné
stimuloval produkci IL-6, a to zejména pokud byl podavan v koncentraci 10% M.
Osteoklastogeneze byla zaznamenana 1 u OVX skupin, nicméné stimulace zdravych
bunék pomoci zminéné suplementace vedla k vyssi tvorbé osteoklasti.

Prace nabizi moznosti dal§iho rozsifeni. Pro ovéfeni u¢inné koncentrace PGE2
a la,25-dihydroxyvitaminu D3 bez kombinace M-CSF a RANKL by bylo vhodné navysit
pocet bunék v ko-kultufe, a to zeyména osteoblastll, jelikoZ je zndmo, Ze tyto mediatory
pusobi predevsim skrze tyto butiky. Dale by bylo vhodné ovéfit funkénost osteoklastli
pomoci testll resorpce, napt. pit assay. Vznikly model je mozné vyuzit v tkdnovém

inZenyrstvi, nebo pro testovani anti-resorpcnich 1éciv.
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9. Priloha

Osteopordza indukovana u samic potkanii pomoci ovariektomie byla ovéfovana
stanovenim hodnot B-crosslapsu, estradiolu, osteokalcinu. Hladina uvedenych markerti

byla stanovena z plazmy potkanii na zakazku u spolecnosti Synlab Czech s.r.0.
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Graf P ¢.1: Ovéfeni osteoporozy u samic potkanti: A — Osteokalcin, B — -crosslaps, C — Estradiol;
OVX — ovariektomizované samice potkant, Z — zdravé samice potkanti.



