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Vyvoj in vitro modelu kosti umozni detailnéjsi testovani kostnich nahrad in vitro a omezi pocet in vivo pokusu. In
vitro model kosti je tvofen bunkami produkujicimi kostni hmotu, osteoblasty a burikami degradujicimi kostni hmotu,
osteoklasty. DosaZeni osteoklastogeneze in vitro neni snadné a proto byly testovany rizné koncentrace suplementd
podporujicich tvorbu osteoklastl, prostaglandin E2 (PGE2), dihydroxyvitamin D3 (vit.D3) a rastové faktory makrofag-
kolonie stimulujici faktor (M-CSF) a receptor activator of NF-kappa B ligand (RANKL). Bylo zjisténo, Ze pfidani M-CSF a
RANKL je nezbytné pro tvorbu osteoklastti a Zze 10® M vit.D3 v kombinaci s M-CSF a RANKL nejlépe podporuje

osteoklastogenezi.
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Testovani kostnich ndhrad zahrnuje in vitro testy na
bunécné monokultufe a nasledné in vivo testy na
modelovych organizmech. Pro sniZzeni po¢tu pouzitych
modelovych organizm( je zapotrfebi detailngjsi
testovani v in vitro podminkach, které bude co nejvice
simulovat podminky v Zivé kostni tkani. Z toho diivodu
je soucasny vyzkum zaméren na vyvoj in vitro model(
tkani, které obsahuji vice bunécnych typu. In vitro
model kosti zpravidla obsahuje osteoblasty, burky
produkujici kostni hmotu a osteoklasty, bunky
degradujici kostni hmotu [1], [2]. Osteoblasty mohou
byt pfimo izolovdny z kosti, nebo diferencovany ze
stromalnich kmenovych bunék izolovanych z kostni
drené [3], [4]. I1zolace osteoklastl z kosti neni efektivni
a proto se nejCastéji diferencuji z monocytl a
makrofagu, které se izoluji z periferni krve, kostni dfené
nebo sleziny [5]-[7]. Pro osteoklastogenezi jsou
nezbytné ristové faktory M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) a RANKL (receptor activator of
nuclear factor-kappa B ligand), které jsou produkovany
osteoblasty, osteocyty nebo stromalnimi kmenovymi
bunkami a vaii se na receptory na membrané
monocytl a makrofagl [8]. Rovnovaha mezi degradaci
a produkci kostni hmoty  je zajisténa
osteoprotegerinem, ktery se vaze na RANKL a tim
kompetuje s RANK (receptor activator of nuclear
factor-kappa B) receptorem monocytt/makrofagud [9].
Exprese RANKL osteoblasty muZe byt stimulovana
prostaglandinem E2 ¢i 1a,25 dihydroxyvitaminem D3.

Bunky byly izolovany z 3-mésicnich samic potkand
Wistar. Osteoblasty byly izolovany explantacni
metodou s enzymatickym pred-oSetfenim. Osteoklasty
byly izolovany jako monocyty/makrofagy z periferni
krve centrifugaci v hustotnim gradientu.

Nejprve byly nasazeny osteoblasty a druhy den byly
pridany monocyty/makrofagy v poméru 1:10. 2 hodiny
po adhezi monocytl/makrofagi byly odsaty
neadherentni bunky a u pfislusnych skupin byl pfidan
M-CSF (25 ng/ml). Dalsi den byl u pfislusnych skupin
pridan RANKL (30 ng/ml), PGE2 a vit.D3 (Tab. 1).

Tab. 1: Skupiny testovanych suplement.

Bez M-CSF, RANKL S M-CSF, RANKL
Bez PGE2 a vit.D3 Bez PGE2 a vit.D3
PGE2 10° M PGE2 10 M
PGE2 108 M PGE2 108 M
Vit.D3 108 M Vit.D3 108 M
Vit.D3 10° M Vit.D3 10° M
PGE2 108 M PGE2 108 M
+vit.D3 108 M +vit.D3 108 M

7.a14. den po nasazeni monocytl/makrofagud byla

sledovana tvorba osteoklastl histologickym barvenim
jader hematoxylinem a tartarat-rezistentni kyselé
fosfatdzy specifické pro osteoklasty. Dale byla
kvantifikovdna aktivita karbonické anhydrazy I
specifické pro osteoklasty.
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Svételna  mikroskopie  ko-kultur  barvenych
hematoxylinem a TRAP barvenim ukazala, Ze pro
tvorbu osteoklastll nestadi pfitomnost osteoblastd, ale
je nezbytné pridani M-CSF a RANKL (Obr. 1). PGE2 ani
vit.D3 nevyvolaly dostatecnou expresi RANKL pro
indukci osteoklastogeneze bez pfidaného M-CSF a
RANKL. Kvantifikace karbonické anhydrazy Il ukazala,
7e PGE2 10® M i v pfitomnosti M-CSF a RANKL
neindukuje osteoklastogenezi, ale koncentrace 10 M
indukuje osteoklastogenezi |épe, nez pouze M-CSF a
RANKL. Obé koncentrace dihydroxyvitaminu D3
indukovaly osteoklastogenezi Iépe, nez pouze M-CSF a
RANKL. 10® M dihydroxyvitamin D3 v kombinaci s M-
CSF a RANKL byl pro dosaZzeni osteoklastogeneze
nejucinné;jsi. Koncentrace 10® M PGE2 a 10® M vit.D3
byly testovany vkombinaci, ale prekvapivé
samotny 108 M vit.D3 dosahoval lepsich vysledkd.
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Obr. 1: Tvorba osteoklastl v ko-kulture osteoblast(
a monocytt/makrofagl pouze po pfidani rlstovych
faktord M-CSF a RANKL.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze pro tvorbu in
vitro modelu kosti z osteoblastU a
monocytl/makrofaglh  izolovanych  z 3-mésicnich
potkand je nutna suplementace ristovymi faktory M-
CSF a RANKL a je vhodné dodat i vit.D3 v koncentraci
10® M. Pro testovani kostnich ndhrad je viak potfeba
kromé degradace zajistit i produkci nové mezibunécné
hmoty, kolagenu a jeho mineralizaci. Pro tvorbu
kolagenu je nezbytné pridani kyseliny askorbové a pro
Uspésnou mineralizaci B-glycerofosfat. Vliv téchto
dalsich suplementll na osteoklastogenezi a vybér
vhodnych koncentraci musi byt dale zkouman.
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grantové soutéZe (SGS) na Technické univerzité
v Liberci v roce 2021.

SKFM 2021

Podékovani ddle patfi Skoliteli prof. RNDr. Davidovi
Lukasovi, CSc. a dale Mgr. Michale Rampichové, PhD.,
RNDr. Vére Hedvicakové, PhD. a Mgr. Evé Filové, PhD.

[1] R. Owen a G. C. Reilly, ,In vitro Models of Bone
Remodelling and Associated Disorders", Front.
Bioeng. Biotechnol., ro¢. 6, 2018, doi:
10.3389/fbioe.2018.00134.

[2] A. Sieberath, E. Della Bella, A. M. Ferreira, P.
Gentile, D. Eglin, a K. Dalgarno, ,,A Comparison of
Osteoblast and Osteoclast In Vitro Co-Culture
Models and Their Translation for Preclinical Drug
Testing Applications", Int. J. Mol. Sci., ro€. 21, €. 3,
s.912, led. 2020, doi: 10.3390/ijms21030912.

[3] H. Hanna, L. M. Mir, a F. M. Andre, ,In vitro
osteoblastic differentiation of mesenchymal stem
cells generates cell layers with distinct properties”,
Stem Cell Res. Ther., ro€. 9, s. 203, ¢vc. 2018, doi:
10.1186/513287-018-0942-x.

[4] P. G. Robey, ,Collagenase-Treated Trabecular
Bone Fragments: A Reproducible Source of Cells in
the Osteoblastic Lineage", Calcif. Tissue Int., roc.
56, ¢ 1, s. S11-S12, led. 1995, doi:
10.1007/BF03354641.

[5] S. Greiner, A. Kadow-Romacker, G. Schmidmaier, a
B. Wildemann, ,Cocultures of osteoblasts and
osteoclasts are influenced by local application of
zoledronic acid incorporated in a poly(D,L-lactide)
implant coating", J. Biomed. Mater. Res. A, roc.
91A, ¢ 1, s. 288-295, 2009, doi:
https://doi.org/10.1002/jbm.a.32245.

[6] S.-K. Lee, J. Kalinowski, S. Jastrzebski, a J. A.
Lorenzo, ,1,25 (OH)2 Vitamin D3-Stimulated
Osteoclast Formation in  Spleen-Osteoblast
Cocultures Is Mediated in Part by Enhanced IL-1a
and Receptor Activator of NF-kB Ligand Production
in Osteoblasts", J. Immunol., ro€. 169, €. 5, s. 2374—
2380, zZar. 2002, doi:
10.4049/jimmunol.169.5.2374.

[7] K. Nakagawa, H. Abukawa, M. Y. Shin, H. Terai, M.
J. Troulis, a J. P. Vacanti, ,,Osteoclastogenesis on
Tissue-Engineered Bone", Tissue Eng., ro€. 10, ¢. 1—
2, s. 93-100, led. 2004, doi:
10.1089/107632704322791736.

[8] N. Udagawa et al., ,Osteoclast differentiation by
RANKL and OPG signaling pathways", J. Bone
Miner. Metab., ro€. 39, ¢. 1, s. 19-26, led. 2021,
doi: 10.1007/s00774-020-01162-6.

[9] H. Yasuda, ,Discovery of the RANKL/RANK/OPG
system", J. Bone Miner. Metab., roc. 39, ¢. 1, s. 2—
11, led. 2021, doi: 10.1007/s00774-020-01175-1.



