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Vyvoj in vitro modelu kosti pro testovani kostnich nahrad
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Uvod
Vyvoj in vitro modelu kosti umozni detailnéjsi testovani kostnich nahrad in vitro a omezi pocet in vivo pokusu. In vitro model kosti je tvoren
bunkami produkujicimi kostni hmotu, osteoblasty a bunkami degradujicimi kostni hmotu, osteoklasty. Pro tvorbu osteoklastl jsou nezbytné
rustové faktory produkované osteoblasty, makrofag-kolonie stimulujici faktor (M-CSF) a receptor activator of NF-kappa B ligand (RANKL). Tvorba

osteoklastu in vitro neni snadna a proto byly testovany riizné koncentrace stimulacnich suplementu, prostaglandin E2 (PGE2), dihydroxyvitamin
D3 (vit.D3), M-CSF a RANKL.

Metody

1 Izolace primarnich osteoblastl z femuru 3-mésicni samice potkana explantacni metodou

s enzymatickym pred-osetrenim Bez PGE2, bez vit.D3 Bez PGE2, bez vit.D3
(d Nasazeno 2000 bunék na jamku 96-jamkové desticky PGE2 10¢ M PGE2 10° M
J Po 24 hodinach priddany monocyty/makrofagy izolované z periferni krve centrifugaci v PGE2 108 M PGE2 108 M

hustotnim gradientu — 20000 bunék na jamku Vit.D3 10°% M Vit.D3 10°% M
(d Po 2 hodinach adheze monocyti/makrofagl odmyti neadherentnich bunék, pripadné pfidan Vit.D3 10° M Vit.D3 10° M

M-CSF PGE2 108 M PGE2 108 M

+vit.D3 108 M +vit.D3 108 M

d Po 24 hodindch odmyti neadherentnich bunék, prfipadné pfiddan M-CSF (25 ng/ml), RANKL
(30 ng/ml), prostaglandin E2 (PGE2), 1a,25-dihydroxyvitaminu D3 (Vit.D3)

d 7. a 14. den po nasazeni monocytl/makrofagli sledovana tvorba osteoklastl histologickym barvenim jader hematoxylinem a tartarat-
rezistentni kyselé fosfatazy specifické pro osteoklasty. Dale kvantifikace aktivity karbonické anhydrazy Il specifické pro osteoklasty.

Vysledky
Vliv suplementace PGE2 a vit.D3 na indukci osteoklastogeneze. Barveni tartrat-rezistentni kyselé fosfatazy (fialovo-hnéda)
Osteoklastogeneze hodnocena meérenim aktivity karbonické specifické pro osteoklasty. Jadra barvena hematoxylinem (modra).
anhydrazy Il produkované osteoklasty. Vliv suplementl PGE2 a Méritko 100 pum.

vit.D3 sledovan bez i s pfidanym M-CSF, RANKL.

Aktivita karbonické anhydrazy I
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Zaver

Bylo zjisténo, Zze pro tvorbu osteoklastl je nezbytné pridani M-CSF a RANKL, pridani PGE2 a vit.D3 neni dostatecné. Optimalni koncentrace vit.D3
a PGE2 je 10 M. Pritomnost pouze vit.D3 nebo pouze PGE2 stimuluje osteoklastogenezi |épe neZ jejich kombinace, ale nejlepsich vysledk( dosahl
vit.D3 10 M. PGE2 10° M neindukuje osteoklastogenezi ani s pridanym M-CSF, RANKL.

Tato prace byla podporena z projektu Studentské grantové soutéze (SGS) na Technické univerzité v Liberci v roce 2021.



