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Abstrakt

Uvod: Kost je vprobshu Zivota znatné aktivni tkani, kterda podléha konstantnim
remodelacim. Na stfidavé resorpci a novotvorbé maji hlavni podil osteoklasty, osteoblasty a
osteocyty. Osteoklasty jsou jediné znamé bunky se schopnosti odbouravat kostni tkan. Tyto
bunky vznikaji fizi prekurzori v kostni difeni nebo monocytl v periferni krvi v procesu
zvaném osteoklastogeneze. Vznik osteoklastil z perifernich prekurzorti mize hrat vyznamnou
roli v souvislosti s chronickymi zanétlivymi chorobami, u nichz je znamé zvySené riziko
rozvoje osteopordzy v priabéhu zivota. Jednou ztéchto chorob je celiakie, pfi niz u
postizenych jedinct po pifijmu lepku v potravé dochazi k rozpadu stfevni sliznice a rozvoji
chronického zanétu. V této praci jsme se zaméfili na potencidlni roli osteoklastogeneze pii
rozvoji osteopordzy u pacientil s celiakii a ovéfili jsme obecné vlivy vybranych zanétlivych
agens (TNF-o, IL-6, IFN-y a c¢fDNA) s pfedpokladanymi nebo hypotetizovanymi ucinky

v osteoklastogenezi.

Material a metody: V plazmé a séru nové diagnostikovanych pacienti s celiakii, pacientli na
dieté¢ a zdravych kontrol jsme analyzovali koncentrace cfDNA a cytokind TNF-a, IL-6, IFN-
v. Séra téchto pacientl a kontrol jsme spolu s rekombinantnimi cytokiny uzivali v kultivacich.
Pro ovéfeni vlivu cfDNA jsme séra oSetfovali DNazou. Diferenciaci osteoklastil v pfitomnosti
raznych faktorii jsme provadéli pii 14dennich kultivacich monocytl izolovanych z krve od
zdravych darcii. Vyhodnoceni osteoklastogeneze probihalo mikroskopicky a na zaklade
meéteni genovych expresi, kde jsme sledovali exprese charakteristickych gent ACPS5, CTSK a

CALCR.

Vysledky: Mezi skupinami pacienti a zdravymi kontrolami jsme nenaméfili odliSné
koncentrace zadného ze sledovanych zanétlivych faktor. V pfitomnosti séra nové
diagnostikovanych pacienti vznikalo v priméru o vice nez 50 % vy$$i mnozstvi osteoklastt,
nez v pritomnosti séra zdravych jedinc. Cytokin IL-6 v naSich experimentech piimo
inhiboval osteoklastogenezi, u TNF-o jsme pozorovali trend zvySeni osteoklastogeneze.
V ptipad€ IFN-y jsme pozorovali stimulacni 1 inhibicni efekty, které byly odlisné pro bunky
riznych darci. V pilotnich vysledcich zovéfeni role cfDNA jsme pozorovali trend

nekolikanasobné niZsi osteoklastogeneze po osetieni séra DNazou.



Zavér: NaSe vysledky naznacluji, ze v séru nov¢ diagnostikovanych pacientl s celiakii
existuje faktor ¢i vice faktort, které nemusi souviset se zdnétem a které vyrazné zvysuji
osteoklastogenezi z perifernich prekurzort. Tento efekt se zd4 byt velmi vyznamny a mohl by
byt jednou z pfi¢in zvySeného rizika osteoporodzy v celiakii. V piipadé vlivu jednotlivych
cytokinl se zda, ze by IFN-y mohl hrat dilezitou roli v modulaci efektti ostatnich cytokini a
ze jeho plsobeni na diferenciaci osteoklastli je u monocytii riznych jedinct odlisné. Vysledky
z oveteni vlivu ¢fDNA ukazuji na jeji moznou vyznamnou roli v osteoklastogenezi a mély by

byt dale zkoumany na jinych modelech s uzitim raznych metod.

Kli¢ova slova: osteoklast, osteoklastogeneze, osteopordza, zanét, zanctliva onemocnéni,

celiakie, TNF-a, IL-6, IFN-y, cfDNA



Abstract

Introduction: Bone is a highly active tissue throughout life and is a subject to constant
remodelling. Main cells responsible for continuous resorption and de novo synthesis of bone
matrix are osteoclast, osteoblasts and osteocytes. Osteoclasts are the only known type of cells
able to resorb bone. These cells are formed by fusion of precursor cells in bone marrow or
peripheral blood in a process called osteoclastogenesis. Formation of osteoclasts may be of
importance concerning chronic inflammatory diseases that are linked with higher risk of
developing osteoporosis during lifespan. Celiac disease is one of those diseases, which is
characterized by destruction of intestinal mucosa after ingestion of gluten by susceptible
individuals followed by induction of chronic inflammation. In this work, we focused on the
potential role of osteoclastogenesis in the development of osteoporosis in patients with celiac
disease and we studied roles of selected inflammatory agents (TNF-a, IL-6, [IFN-y a cfDNA)

with supposed or hypothesised effects on osteoclastogenesis.

Material & Methods: We obtained plasma and serum samples from newly diagnosed
patients with celiac disease, patients on gluten free diet and healthy controls and analysed
concentrations of cfDNA and inflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IFN-y in those
samples. Sera of these patients and controls were then used for subsequent in vitro
cultivations. To verify effects of cfDNA, same sera were also used after DNase treatment. To
verify effects of celiac sera and inflammatory factors on osteoclastogenesis, two-week
cultivations of monocytes separated from peripheral blood of healthy donors were performed
in presence of these factors. Osteoclastogenesis was then evaluated by count of osteoclasts
using optical microscope and by qPCR quantitation of gene expression of typical osteoclast

markers ACP5, CTSK and CALCR.

Results: No differences in concentrations of all studied inflammatory factors were found
between groups of celiac patients and healthy donors. In presence of serum of newly
diagnosed patients, about 50 % more osteoclasts in comparison to healthy serum have formed
on average. IL-6 directly inhibited osteoclastogenesis in our experiments, while TNF-a
showed a trend towards positive stimulation of osteoclastogenesis. In case of [FN-y, we found

both stimulatory and inhibitory effects that seem to vary depending on an individual healthy



donor of monocytes. In our pilot experiments with ¢cfDNA, we observed trend towards a

several fold decrease of osteoclastogenesis in presence of serum treated with DNase.

Conclusion: Our results suggest there are one or more factors in sera of newly diagnosed
patients with celiac disease that may not be directly linked to inflammation, but are
responsible for significant increase of osteoclastogenesis in peripheral precursors. This effect
may play an important role in higher risk of osteoporosis in celiac disease patients. Regarding
inflammatory cytokines, [FN-y might play an important role in modulation of effects of other
cytokines in osteoclastogenesis and its effects seem to be specific for monocytes from each
particular healthy donor. The results from cfDNA experiments suggest its potentially
significant role in osteoclastogenesis and should be further evaluated using other models and

different methods in the future.

Key words: osteoclast, osteoclastogenesis, osteoporosis, inflammation, inflammatory

diseases, celiac disease, TNF-a, IL-6, IFN-y, cfDNA
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1. Uvod

1.1. Kostni tkan, jeji metabolismus a remodelace

Kost je znacné heterogenni tkan sklddajici se z anorganické, organické a bunécné
slozky. Hlavni anorganickou slozku a zaroven hlavni stavebni materidl kosti piedstavuje
hydroxyapatit (Ca;o(PO4)s(OH),)). Pomér minerali na celkové hmotnosti kosti se u vétSiny
kosti pohybuje mezi 60 % — 70 %. Organickou slozku ptedstavuje predevsim kolagen typu I
s obsahem kolem 90 %, ktery je zaroven hlavnim strukturnim proteinem. Ostatni nekolagenni
minoritné zastoupené proteiny maji vyznam v organizaci matrix, bunécné signalizaci,
mineralizaci a metabolismu kosti. Nékolika procenty jsou zastoupeny lipidy a voda, jejichz
role je mnohem méné prozkoumana, ale pravdépodobné se také podileji na metabolismu kosti
— lipidy ovlivnénim bunécné signalizace a funkce, voda skrze interakci s kolagenovymi

vlakny a krystalky minerald (Boskey, 2013).

Bunécna slozka se piimo podili na struktuie kosti a predstavuji ji zejména osteoblasty,
osteocyty a osteoklasty. DileZitou tlohu souvisejici s tvorbou a funkei téchto tii typli bunék
hraji dale 1 jiné buiky s kosti pfimo nebo nepfimo spojené, napiiklad kmenové buiky kostni

dren¢, tzv. bone-lining cells (BLC) nebo lymfocyty.

Mimo to, Ze je kost nezbytnou soucasti pohybového a opérného aparatu, zastava v téle
dalsi vyznamné ulohy tykajici se krvetvorby, imunitniho systému a metabolismu. Je
zasobarnou vapniku a fosforu, které mohou byt v ptipadé¢ potieby uvolnény do krevniho
ob¢hu, slouzi jako tlozisté nékterych rustovych faktort a cytokinti, ulozisté tukt, podili se na
detoxifikaci organismu a udrZovani stdlého pH krve a produkuje také endokrinni hormony
osteokalcin a fibroblastovy ristovy faktor. Samotnd kost pak podléha vlastnimu kostnimu
metabolismu regulovanému kostnimi bunkami, jejich progenitory a jinymi, napiiklad vyse
zminénymi, typy bunék. Kostni metabolismus je déle ovliviiovan mnohymi regula¢nimi
faktory, mezi néz patii hormony (napf. kalcitonin a parathyroidni hormon), riistové faktory,

vitamin D a cytokiny (Kini & Nandeesh, 2012).

Vlastni metabolismus kosti, pfi némz dochazi ke sttidavé resorpci tkdné a jeji nasledné

novotvorb¢, probiha po cely zivot a je oznaCovan jako remodelace kosti. Tyka se jak hutné,
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tak houbovité kostni tkan¢, ale vyraznéji je remodelovéana pravé substantia spongiosa. Ta sice
predstavuje pouze kolem 20 % celkové kostni hmoty, ale ma vys$i pomér povrchu viaci
objemu a je tedy pfistupnéjsi k ptisobeni remodelujicich bun¢k (Hadjidakis & Androulakis,
2006). Odhaduje se, Zze béhem jednoho roku dojde u dospé€lych k remodelaci az 10 % kostni

tkang, z ¢ehoz asi 4 % piedstavuje s. compacta a 6% s. spongiosa (Manolagas, 2000).

Remodelace kosti zahrnuje n€kolik fazi (obr. 1). V klidovém obdobi neprobiha
resorpce ani novotvorba kosti. V resorp¢ni fazi dochdzi k aktivaci osteoklastli a rozruseni
anorganické 1 organické slozky kosti. V mistech, kde doslo k resorpci, je ndsledné osteoblasty

dotvofena nova kostni tkan a cely proces opét prechazi do klidového obdobi.

Obr. 1: Jednotlivé faze remodelace kosti. Upraveno podle Kini & Nandeesh (2012)

A: Klidova faze, v niz je povrch kosti lemovan BLC. B: Misto resorpce se uvoliiuje pro ptisobeni osteoklasti. C:
Osteoklasty resorbuji kostni tkan. D: Osteoklasty jsou nahrazeny osteoblasty, které tvofi novou kostni matrix. E:
Osteoblasty hluboko v resorpcnim dilku jsou zavzaty do matrix a zdroven pokracuje tvorba matrix vyse
polozenymi bunkami. F: Nové vytvofend kostni matrix se mineralizuje, osteoblasty uvnitf matrix se stavaji

osteocyty, povrchové osteoblasty se méni na BLC.
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Trvalad schopnost remodelace je zcela nezbytnou vlastnosti kostni tkdné. V prubéhu
zivota se uplatiiuje pii samotném rustu kosti, at uz u zmén v tlouStce spojenych
s periostalnim apozi¢nim ristem a soucasnou endostalni resorpci, nebo u zmén celkovych
rozméru a tvaru, kde je kooperace apozice a resorpce velmi dobie prozkoumana naptiklad u
mandibuly. Remodela¢ni proces je dale nenahraditelny v zavérecné fazi opravy poskozené
kostni tkan¢ pii zlomeninach (Schindeler et al., 2008). Nakonec nelze opomenout ani zasadni
vyznam remodelace spongiozni tkdn¢ jakozto adaptivni reakce na mechanickou zatéz kosti,
kde vsak doposud neni pfesné znamo, jakym zplsobem funguji mechanické stimuly na

bunécné trovni (Sasal et al., 2017).

Velké pozornost je v I€karském vyzkumu vénovana souvislosti remodelaci s ubytkem
kostni tkan¢ a naslednym rizikem rozvoje osteopordzy. V prubéhu ristu kosti dochazi ke
zvySené novotvorbé kosti az do ukonceni rastu a dosazeni vrcholu kostni hmoty (PBM), ktery
podle riznych autort nastava v ¢asné dospélosti, nejpozdéji vsak ke konci tieti dekady zivota
(Recker et al., 1992; Berger et al., 2010; Baxter-Jones et al., 2011). Podle Hernandeze et al.
(2003) zpisobi 10% zvySeni maxima PBM oddaleni rozvoje osteopordzy az o 13 let.
V prubéhu dospélosti dochazi obzvlast ve spongidzni tkani k tbytku, ktery zac¢ind uz na
ptelomu treti a ctvrté dekady zivota (Riggs et al., 2008). Tento ubytek nesouvisejici
s hormonalni deficienci se tyka obou pohlavi a nebyl doposud zcela objasnén. Kolem 50. roku
zivota je pak tento ubytek vyrazné podpotfen obzvlast' u zen vlivem menopauzy, protoze

estrogen riznymi mechanismy brani nadbytec¢né resorpci tkdné (Demontiero et al., 2012).

S ohledem na veékové zmény v kostni remodelaci je nezbytné zaméfit pozornost na
vykyvy v procesech novotvorby a resorpce oproti pfirozenému stavu. Zmény vV mife
osteoklastogeneze, neboli tvorby osteoklastli, mohou byt pfi¢inou nadmérného ubytku kostni
tkan¢ a nasledného ¢asného rozvoje osteopordzy (Teitelbaum, 2000). Ta je na zaklade kritérii
Svétové zdravotnické organizace definovana jako hodnota hustoty kostni tkané¢ (BMD) lezici
pod —2,5 SD ve srovnani s primérem mladych dospélych (WHO, 1994). Jeji soucasna
prevalence se ve vyspélych zemich 1i§i mezi jednotlivymi zemémi a déale také dle analyzy
konkrétnich kosti. V maximech je pro pateini obratle, kde lezi v rozpéti 16 % (USA) — 38 %
(Japonsko) u Zen a 3 % (Kanada) — 8 % (Francie, Némecko, Spanélsko, Italie) u muzi (Wade

et al., 2014).
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1.1.1. Patologické zmény v remodelacich

Neptirozené zmény oproti béznému poméru v remodelacnich procesech mohou mit
vazné dusledky spocivajici v asném rozvoji osteopordzy, a to jak v souvislosti s dosazenim
niz§tho PBM pii vyskytu patologie v détstvi (napf. Kavak et al., 2003), tak pfi rozvoji
patologie béhem dospélosti, kterd nasledné vede k vyraznéjsSimu Ubytku kostni tkdné oproti
normalu. Zpisoby, jakymi mohou nerovnovahy mezi remodela¢nimi procesy vést k ¢asnému

rozvoji osteopordzy, jsou shrnuty na obr. 2.

OSTEOPOROZA

Dosaieni PBM Hormonalni =
deficience VEK
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Obr. 2: Pfirozené a patologické zmény v kostnich remodelacich. Autor

A: Po dosazeni PBM nejpozdéji ve tieti dekadé zivota dochazi k pozvolnému hormonalné nezavislému tbytku
kostni tkan¢€, ktery obzvlasté u zen vyrazné zrychluje v souvislosti s menopauzou. B: V pfipadé vyskytu
patologie v détstvi, pti niz nedochazi k dostatecné tvorb¢ kosti nebo je zvysena resorpce, dosdhne jedinec nizsiho
PBM a pfi zohlednéni vékové zavislych zmén pak Casnéji rozvine osteoporézu. C: Pii vyskytu patologie
souvisejici s nadmeérnou resorpci v dospélosti je hormonalné nezavisly vékovy ubytek vyraznéjsi a u postizeného

jedince miize vést k Casnému rozvoji osteoporozy.
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K naruseni rovnovahy ve prospéch resorpcénich procesi muze dojit pii raznych
infekénich onemocnénich. Tento jev se tykd ptredevSim bakteridlnich onemocnéni, protoze
bakterialni lipopolysacharidy (LPS) mohou stimulovat tvorbu osteoklasti (Mdrmann et al.,
2008). Modelovym piikladem je periodontitida, zanétlivé onemocnéni ozubice, pii némz
navic dochézi k aktivaci hostitelského imunitniho systému a vzniku zanétu doprovazeného

odbouravanim alveolarni kostni tkané (Cochran, 2008).

Velmi intenzivné je zkoumana zvysena resorpce kostni tkané v dospélosti pti vyskytu
zanétu. Vysoka koincidence osteoporozy je pozorovana u mnoha chorob spjatych se zanétem,
at’ uz jsou jednotlivé aspekty jejich etiopatogeneze vice ¢i méné odliSné. Pozornost se tak
upiréd na fadu systémovych zanétlivych onemocnéni, z nichZ lze zminit naptiklad revmatoidni
artritidu (RA), ankylozujici spondylitidu, systémovy lupus erythematodes (SLE), Crohnovu
chorobu nebo celiakii, ale také na neautoimunitni onemocnéni, u nichz se vyskytuje chronicky
zanét, naptiklad cystickou fibrézu nebo chronickou obstrukéni plicni nemoc (Lacativa &

Farias, 2010; Amarasekara et al., 2015).

Tato diplomova prace je zaméfena na pusobeni zanétlivych latek predevSim
v souvislosti s celiakii, jednim z autoimunitnich onemocnéni s vysokym rizikem rozvoje
osteopordzy. Bliz§i pojednani o celiakii a jeji vysoké koincidenci s osteoporézou jsou

predmétem zavérecné kapitoly teoretického tivodu.

1.2. Bunky ucCastnici se remodelace

1.2.1. Osteoklasty

Osteoklasty jsou jediné bunky zndmé pro schopnost resorbovat kostni tkan. Jsou to
mnohojaderné buniky vznikajici z monocyto-makrofagoveé linie pobliz povrchu kosti (Boyle et
al., 2003). Prekurzory osteoklastli se nachazeji mezi monocyty cirkulujicimi v periferni krvi,

mezi peritonealnimi makrofagy a kmenovymi buitkami kostni dfené (Quinn et al., 1998).

V kostni dfeni vznikaji osteoklasty pod vlivem makrofagového kolonie stimulujiciho
faktoru (M-CSF) mnohonasobnym délenim hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC)

v preosteoklasty s povrchovym markerem F4/80. Ty nasledné splyvaji za Gcasti cytokini M-
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CSF a ligandu receptor-aktivatoru jaderného faktoru kappa B (RANKL) v mnohojaderné
buiiky charakterizované vysokou expresi gent ACP5, CALCR a CTSK. Po kontaktu s kostni
tkani dochazi k aktivaci polykaryonti v maturované resorbujici osteoklasty, které se vyznacuji
stejnymi markery (obr. 3; Robling et al., 2006). Produkty vySe zminénych genl jsou piimo
odpovédné za funkci osteoklasth. ACP5 a CTSK produkuji lysozomdlni enzymy tartrat
rezistentni kyselou fosfatazu (TRAP) a kathepsin K (CTSK) zodpovédné za rozruseni kostni
tkan¢ v misté resorpce, produktem genu CALCR je receptor pro kalcitonin, ktery se uplatiiuje

v inhibici aktivity osteoklastl skrze interakci s kalcitoninem (Boyle et al., 2003).

. |ACP5
KOSTNI Maturovany|.; cx
Ilﬁ[ﬂ osteoklast |cTs« KoST

HSC Preosteoklast|ra/so Filzovany |Ac<Ps

CALCR
polykaryon ke

Obr. 3: Vznik osteoklasti z jejich prekurzort. Upraveno podle Robling et al. (2006)

Aktivace osteoklastli do znacné miry souvisi s polarizaci a celkovou morfologii téchto
bun¢k. Enzym CTSK je fuzovanymi polykaryony produkovan uz b&éhem jejich vyskytu
v cirkulaci, ale nachéazi se v nich ve své neaktivni prekurzorové form&. Vyrazna pievaha
aktivni formy CTSK je az v bunikach, které se nachazi na misté resorpce. Zde dochazi také
k funkéni polarizaci osteoklastu, pfi niZ je enzym selektivné lokalizovan smérem k té ¢asti

bunécné membrany, jez je v kontaktu s kosti (Dodds et al., 2001).

Ke své funkci vyvinuly osteoklasty unikatni morfologii spocivajici v rozdéleni
bunétné membrany na tii hlavni okrsky — sklddanou membranu, tésnici zoénu a bazolateralni
membranu (obr. 4). Sklddand membrana je Cast, ktera zajiSt'uje resorpci a ndsledné odstranéni

resorbované tkané, dochazi pod ni k tvorbé resorpénich dilkii. Sama se jesté déli na dvé
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subdomény — periferni a centralni ¢ast. Periferni cast sekretuje lysozomalni enzymy, centralni
cast zajiStuje endocytéozu degradované matrix, kterd je buiikou nakonec vyloucena do
mezibunééného prostoru (Mulari et al., 2003). Tésnici zéna obklopuje oblast skladané
membrany a oddéluje resorpcni dilky od vnéjSiho prostiedi. Na jeji formaci se podili
komplexni aparat podozomi, aktinovych filament a proteini asociovanych s aktinem
(Luxenburg et al., 2007). Nejméné studovanou Casti ze tii domén je bazolaterdlni membrana.
Tato cast bunky obsahuje mnozstvi iontovych kanalii a receptor, coz ukazuje na jeji

schopnost udrzovani iontové homeostaze a bunécné komunikace (Bethel et al., 2012).

lontové
kanaly Receptory

Bazolateralni

membrana Tésnici zona

Skladana membrana  gy|idana membrana

periferni cast centralni éast

Obr. 4: Morfologie osteoklastu. Autor

Podobné jako osteoklasty uzptisobily svou membranu k efektivnimu odbouravani
kostni matrix, tak i mnohojadernost pravdépodobné tzce souvisi s touto funkci. Ackoliv jsou
mozné zavéry stile pfedmétem debat, zdd se, Ze pocet jader osteoklastu vysoce koreluje
s plochou, kterou dokaze resorbovat (Boissy et al., 2002). Rozporuplné jsou vysledky studii
zaméiujicich se na aktivitu jednotlivych jader v ramci osteoklastu. Podle nékterych jsou
v ramci jednoho osteoklastu vSechna jadra stejné transkripéné aktivni (Boissy et al., 2002),

jini popsali selektivni aktivitu jader (Youn et al., 2010).
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Je ziejmé, Ze osteoklastogeneze sensu lato, zahrnujici vznik neaktivovanych
mnohojadernych osteoklastl a jejich aktivaci, resorpéni aktivitu, respektive inhibici, mtize byt
ovlivnéna na mnoha rGznych urovnich. Osteoklastogeneze sensu stricto, kdy hovotime
piedevSim o samotné diferenciaci mnohojadernych osteoklasti, poskytuje tedy pouze
castecny obrazek, protoze vysledny efekt osteoklastii na resorpci tkané je dan kombinaci
jejich vzniku, aktivace a funkce. AZ na nékteré vyjimky, mezi néz patii naptiklad
osteopetrdza s vysokym poctem vznikajicich nefunkcnich osteoklasti (Thudium et al., 2014),
je ale obecné chapan vyssi pocet vznikajicich osteoklastl jako jedna z hlavnich pfi¢in rozvoje

osteoporozy (Henriksen et al., 2007).

1.2.1.1 Osteoklastogeneze z perifernich prekurzort

Obzvlast velka pozornost se v poslednich desetiletich upira na schopnost monocytii
v periferni krvi diferencovat v osteoklasty, coz je dalsi cesta, jakou mohou funk¢ni, kost

resorbujici osteoklasty vznikat.

Monocyty jsou jednim z typi cirkulujicich krevnich leukocytl s vyznamnou tlohou ve
vrozené imunitni odpovédi. V zavislosti na konkrétnim jedinci mohou ptedstavovat az 10 %
vSech leukocytl. Vyvijeji se v kostni dieni a jejich nejznaméjsi ulohou je diferenciace
v tkanove specifické makrofagy a dendritické bunky (Auffray et al, 2009). Na zakladé
exprese povrchovych markerit CD14 a CD16 lze dale rozlisit subpopulace monocytt, z nichZ
nejvice zastoupend populace CD16 je schopna diferencovat v osteoklasty (Komano et al.,
2006). Role CD14 a CD16 markert vSak doposud neni pln¢ objasnéna, protoze bylo ukazano,

7e osteoklastogenni potencial se miize tykat i snizené exprese CD14 (Kindlund et al., 2012).

Diferenciace probihd stejné¢ jako u HSC po stimulaci cytokiny M-CSF a RANKL
(Komano et al., 2006). Cytokin M-CSF je dilezity ve vSech fazich procesu osteoklastogeneze,
protoze se podili na proliferaci, diferenciaci i fuzi prekurzori a néasledn¢ pak i na ustaveni
resorpCni aktivity (Hodge et al., 2007). RANKL se uplatiuje vice v pozdgsich fazich
osteoklastogeneze. Jeho signalni draha je spusténa interakci s receptor-aktivatorem jaderného
faktoru kappa B (RANK). Tato draha zahrnuje kaskddu déja, které vedou az k amplifikaci

transkripéniho faktoru NFATcl (obr. 5), ¢asto povazovaného za hlavni osteoklastogenni
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signalni protein, ktery cili na charakteristické geny souvisejici s fuzi a aktivaci osteoklastl

(Park et al., 2017).

V in vitro kultivacich je pro spravnou diferenciaci kli¢ova prestimulace prekurzora
s M-CSF bez soucasné stimulace cytokinem RANKL (Arai et al., 1999) a zaroven volba
optimalni koncentrace M-CSF, protoZze koncentrace vys$i nez 25 ng/ml mohou pisobit

inhibi¢né na diferenciacni i resorpcni schopnost osteoklast (Hodge et al., 2007).

CYToSoL

Obr. 5: RANKL-RANK signalizace. Upraveno podle Park et al. (2017)

Po interakci ligandu RANKL s receptorem RANK dojde intracelularné k vazbé adaptorového proteinu TRAF6.
Ten aktivuje jaderny faktor NF-kB interakci s molekulami p62 a aPKC nebo foforylaci TAK1. Zaroven vznikem
TAK]1 komplexti TRAF6 aktivuje nékteré MAP kinazy, napt. p38, JNK a ERK, coz vede az k translokaci
transkripcniho faktoru AP1 do jadra. Aktivace NF-kB mize byt navic TRAF6 nezavisla zpisobena vazbou Gab2
a PLCy2 pfimo na RANK. Transkripéni faktory AP1 a NF-xB dale spousti transkripci dilezitych

osteoklastogennich faktort c-FOS a NFATcl1 a nakonec expresi typickych gen osteoklasttl.
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1.2.2 Osteoblasty

Osteoblasty jsou jednojaderné bunky, které vznikaji v kostni dfeni z mezenchymalnich
kmenovych bunék (MSC). Ty diferencuji mimo jiné pravé v preosteoblasty, které po maturaci
produkuji de novo kostni matrix. Osteoblasty obklopené kostni matrix néasledné dale méni
svlyj fenotyp a stavaji se osteocyty. Jednotlivd stiddia Ize rozlisit na zaklad¢ typickych

povrchovych markerd (Robling et al., 2006).

Kultiva¢éni experimenty s osteoklasty byly po dlouhou dobu zavislé na ptitomnosti
osteoblasti a MSC v ko-kulturach, coz ukazovalo na jejich zdsadni vyznam pro formaci
osteoklastii. Zvrat nastal s pochopenim, Ze nezbytnymi faktory pro osteoklastogenezi jsou
pravé cytokiny M-CSF a RANKL, které jsou, ne vSak vyhradné, témito buitkami
produkovany (Udagawa et al., 1999). Zatimco M-CSF patii mezi sekre¢ni cytokiny (Stanley
et al., 1997), RANKL je osteoblasty a MSC exprimovan jako membranové vazany protein a
ke stimulaci osteoklastogeneze v kostni dfeni s jejich pomoci se tedy vin vivo systému
predpoklada vzajemny kontakt s osteoklasty, respektive jejich prekurzory (obr. 6; Horwood et

al., 1998; Singh et al., 2012).

Osteoblasty dale hraji klicovou tlohu v fizeni osteoklastogeneze skrze aktivacné-
inhibicni osu RANKL-RANK-OPG a endokrinni hormonélni systém. Osteoprotegerin (OPQG)
patii spolu s RANKLem do TNF cytokinové skupiny. In vitro blokuje osteoklastogenezi a in
vivo byla prokazana jeho schopnost zvySovat BMD (Simonet et al., 1997). Inhibice probiha
skrze interakci s RANKLem, na n¢jZ se OPG vaZe a zabranuje tak interakci RANKL-RANK a
spusténi signalizacni drdhy osteoklastogeneze (Yasuda et al., 1998). OPG je produkovan
mnoha bunéénymi typy, vetné osteoblastli, kde jeho produkce podléhd regulaci cytokiny,
ristovymi faktory, hormony a na Grovni signdlnich drah Wnt/B-katenin a Jagged1/Notchl
(Boyce & Xing, 2008). Naruseni bézného poméru RANKLu viéi OPG je pozorovano u
mnoha patologii charakterizovanych ztratou kostni tkané (napt. Grimaud et al., 2003;

Bostanci et al., 2007; Pilichou et al., 2008).
Hormonalni fizeni osteoklastogeneze mtize probihat ptes jiz diive zminény kalcitonin
inhibujici aktivitu osteoklasti vazbou na CALCR nebo pies estrogen zplsobujici ¢asnou

apoptézu osteoklastii drahou Fas/FasL (Nakamura et al., 2007). Estrogen vSak mlze pusobit

také pfes osteoblasty posunem RANKL-OPG produkce ve prospéch OPG (Hofbauer et al.,

21



1999). Klic¢ove prostfedniky nakonec predstavuji osteoblasty naptiklad v ptisobeni kalcitriolu
a parathyroidniho hormonu, jejichz vlivy jsou pozorovatelné predevsim in vivo, v kultivacich
osteoklastli pak pouze pii souCasné pfitomnosti osteoblastll, ale ne u samotnych osteoklastli
(Suda et al, 1999). Nov¢jsi zjisténi ukazuji na dalsi dodatecné role osteoblastl
v osteoklastogenezi mimo drdhu RANKL-OPG, v nichz se uplatiuji IL-34, Wnt5A a

semaforin 3A produkované osteoblasty (Yamashita et al., 2012).

>
8, &

Obr. 6: RANKL-RANK-OPG fizeni osteoklastogeneze osteoblasty. Autor

Osteoblasty produkuji sekre¢ni M-CSF, ktery se vaze na CSF1R receptor na prekurzorech osteoklastii. Soucasné
exprimuji membranové vazany RANKL, ktery po kontaktu bunék interaguje s receptorem RANK na povrchu
prekurzor a spousti diferenciaci. Po signalu (napf. hormonalnim) produkuji osteoblasty OPG, ktery funguje
jako antagonista RANKLu a po navazani na RANK brani interakci receptoru s ligandem. Tim je zablokovana

osteoklastogeneze u pfislusnych bunécnych prekurzora.
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1.2.3 Osteocyty

Osteocyty, jednojaderné builky vzniklé z osteoblastii, byly relativné donedavna
povazovany za ,hrace v pozadi* v procesu kostni remodelace, tedy spiSe za pasivni buiiky.
Ukazuje se vsak, ze je jejich role dlouhodobé podcenovana a ze se na remodelacich in vivo
pravdépodobné podili vyznamnou mérou riznymi procesy — od regulace metabolismu
minerdll, pfes mechanosenzorickou schopnost az po chemotaxi osteoklasti a podporu

osteoklastogeneze (Bonewald, 2011).

Nakashima et al. (2011) provedli experimenty s populacemi osteocytli a osteoblastil,
z nichZ vyplynulo, Ze exprese TNFSF11, genu kodujiciho RANKL, je u osteocyti desetkrat
vy$$i, nez u osteoblastl. /n vitro ko-kultury prekurzorii osteoklastti nasledné vyprodukovaly
vice nez dvojnasobek osteoklastd, nez podobné kultury s osteoblasty. V naslednych in vivo
mysich modelech ukazali, Ze specificky knock-out genu TNFSF11 u osteocytll vede k silnému

potlaceni osteoklastogeneze a osteopetrotickému fenotypu mysi.

Osteocyty jsou, stejné jako osteoblasty, schopné produkce M-CSF (Harris et al., 2012)
a OPG (Kramer et al., 2010). V mistech zvySené apoptdzy osteocytd, tedy v mistech
mikrodefektii kostni tkan¢ (mikrotrhlin, mikroprasklin) a v oblastech nedostate¢ného
mechanického stimulu dochézi k vy$si mobilizaci osteoklasti. Pfesné molekularni stimuly
nejsou znamy, ale mezi mozné kandidaty se fadi naptiklad chromatinovy protein high-
mobility group box 1 (HMGBI; Plotkin, 2014). Mechanicky nestimulované osteocyty
produkuji vice RANKLu neZ stimulované a v jejich blizkosti dochéazi k vy$§i mobilizaci

osteoklastii (Middleton et al., 2017).

Soucasné poznani o roli osteocytl v remodelacich naznacuje minimélné zésadni ulohu
v souvislosti s opravou mikrodefektl kosti a adaptaci na mechanické stimuly. Budouci
vyzkum nepochybné piinese dal§i zajimavéd zjiSténi, kterd mohou vést aZz ke zboteni

paradigmatu ,,vS§emocné* interakce mezi osteoblasty a osteoklasty.
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1.2.4. DalSi typy bunék

Kromé osteoklastii, osteoblastli a osteocytli se na remodelaci mohou podilet i dalsi

typy buné€k vice ¢i méné souvisejici piimo s kostni tkani.

Osteoblasty, které se ucastnily de novo syntézy kostni matrix, se mohou preménit
v osteocyty, podstoupit apoptdézu nebo zustat na povrchu jako BLC, nezavzaté do kostni
matrix. Tyto oplostélé bunky s odliSnymi markery oproti osteoblastim a osteocytim se
nachazi na vét§in€ povrchu spongiozni tkané. Soucasny vyzkum naznacuje jejich vyznamnou
ulohu naptiklad v souvislosti s mobilizaci osteoklastii na misto resorpce, aktivaci osteoblast,

nebo diferenciaci v osteoblasty béhem dospélosti (Wein, 2017).

Kostni homeostdze muze byt dale vyrazné¢ ovlivnéna aktivaci B a T-lymfocytd a
produkci zanétlivych faktort. Tento vliv pak neptekvapivé nabyva na vyznamu u zanétlivych
autoimunitnich a infekénich onemocnéni, kde mohou imunitni procesy zasadné ovlivnit

podobu kosti a jedna se tak o vyznamnou a pozornosti hodnou interakci.

Aktivované T-lymfocyty podporuji in vitro osteoklastogenezi (Horwood et al., 1999) a
spolu s aktivovanymi B-lymfocyty produkuji sekrecni sSRANKL. Vylu€ovani sekre¢ni formy
RANKLu je u lymfocyti umoznéno aktivaci metaloproteindz, které S$tépi membranovy
RANKL (Lum et al., 1999). B-lymfocyty navic produkuji OPG a ukazuje se, Ze jejich vyznam

v tomto sméru mize byt minimalné stejné dilezity, jako u osteoblastd (Li et al., 2007).

Mén¢é nez 20 % neaktivovanych lymfocytii vytvaiti sRANKL oproti 50 % T-
lymfocytim a 90 % B-lymfocytim aktivovanym pii periodontitidé. Lymfocyty ziskané
z gingivalnich biopsii navic podporuji in vitro osteoklastogenezi, zatimco podobny efekt neni
pfitomen u neaktivovanych lymfocytl izolovanych z periferni krve zdravych darcii (Kawai et
al., 2006). Podobné T-lymfocyty izolované z periferni krve pacientl s RA podporuji oproti
lymfocytim od zdravych jedincli osteoklastogenezi z monocyti a tento jejich efekt se vytraci
po zaléceni a klinickém zlepSeni nemoci (Miranda-Carus et al., 2006). Jednim z vysvétleni
role lymfocytli v osteoklastogenezi mlze byt jejich produkce zanétlivych cytokin, které

mohou piisobit synergisticky spolu s RANKLem (Gillespie, 2007).

Ovlivnéni osteoklastogeneze aktivaci imunitniho systému a vznikem zanétu muze
predstavovat znacny problém piedevSim s ohledem na chronickd autoimunitni onemocnéni

charakteristickd dlouhodobym systémovym zanétem.
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1.3. Zanétlivé faktory v osteoklastogenezi

Monocyty schopné diferencovat v osteoklasty jsou v cirkulaci ovliviiovany fadou
zanétlivych faktorti, které rozpoznavaji svymi receptory. Tyto zanétlivé faktory, naptiklad
cytokiny, molekuly asociované s neinfekénim zénétem (DAMP) a molekuly asociované
s infekénim zanétem (PAMP), mohou nasledné vstupovat do procesu osteoklastogeneze (obr.

7).

MONOCYT

Lymiocyty

Obr. 7: Pasobeni zanétlivych faktort na cirkulujici monocyty. Autor

Naruseni kostni homeostaze u infekénich onemocnéni je mimo jiné zptsobeno LPS,
jednim z hlavnich PAMP, ktery je slozkou stény gram-negativnich bakterii. Po indukci
prekurzorit LPS dochézi k tvorbé vyssiho poctu osteoklasti (Mormann et al., 2008; Hou et al.,

2013).

DAMP jsou Sirokd skupina molekul endogenniho ptvodu, jejichz zvySeny obsah

v krvi je odrazem zanétu, respektive poskozeni organismu. Od tohoto funkéniho vyznamu se
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odviji také jejich nejzndméjsi nazvy ,,damage-associated” ¢i ,,danger-associated®, tedy
spojené s poskozenim a nebezpecim. Patfi mezi né naptiklad volné nukleové kyseliny,
komplexy proteini a nukleovych kyselin, HMGB1 a heat-shock proteiny. Spolu s PAMP jsou
rozpoznavany skrze toll-like receptory (TLR) a hraji za normalnich okolnosti dalezitou ulohu
v hostitelské odpovédi na poskozeni souvisejici s patogeny. K chronicky zvySené aktivaci
TLR pifes DAMP vsSak dochazi u mnoha systémovych zanétlivych onemocnéni, ktera jsou

spojena s vysokym rizikem rozvoje osteoporozy (Piccinini & Midwood, 2010).

Signalni draha spusténa aktivaci TLR je bud’ nezéavisla na MyD88, vedouci k produkci
interferon regulujicich faktort a interferonti, nebo na MyD88 zévisla, kterd se spousti u vSech
TLR s vyjimkou TLR3 a vede az k aktivaci transkripcniho faktoru NF-«kB (obr. 8; Piccinini &
Midwood, 2010). Aktivace této drahy naznacuje moznou spojitost pro diferenciaci osteoklastii

z jejich prekurzor v krvi, protoze se jednd o vyznamnou drdhu osteoklastogeneze, bézné

aktivovanou RANKLem.
@~ v @

CYTosoL

Obr. 8: MyD88 zavisla signalizace ptes toll-like receptory. Upraveno podle Li et al. (2012)

Interakce PAMP nebo DAMP s piislusnym toll-like receptorem vede k vazbé adaptorového proteinu MyDS88,
ktery signalizuje skrze kinazu IRAK a nasledné probiha dalsi signalizace podobné jako u RANKL-RANK
interakce. Za béznych okolnosti je hlavnim ukolem aktivace NF-«B skrze toll-like receptory produkce

zanétlivych cytokinl u kompetentnich bunék.
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U systémovych zanétlivych onemocnéni dale dochazi k dlouhodobé nadprodukci
zanétlivych cytokind, napt. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-17 a IFN-y, jejichz vyznam pro riziko
osteoporozy s ohledem na prekurzory osteoklasti je obecné piijiman u onemocnéni jako RA,

SLE, ankylozujici spondylitida a Crohnova choroba (Amarasekara et al., 2015).

1.3.1. Role cirkulujici DNA

Imunitni buiiky v krevnim obéhu piichdzi do styku s volnymi (mimobunécnymi)
cirkulujicimi nukleovymi kyselinami Sirokého ptivodu, exogenniho i endogenniho. Pievaznou
cast volné cirkulujici DNA (cfDNA) predstavuje télu vlastni ,,self-DNA*“ pochazejici
z mrtvych 1 zivych bunck organismu. Historicky byl za hlavni zdroj cfDNA povazovén zanik
bun¢k a s nim souvisejici uvolnéni nukleovych kyselin. V soucasnosti je vSak ¢im dal vice
bran na védomi také mechanismus aktivniho uvoliiovani DNA =z bunck, pfedevsim
v souvislosti s netozou. O roli a funkci cfDNA podle jejiho plivodu a zdroje probihd nadale
intenzivni debata a mozna zjiSténi a zavéry v tomto odvétvi vyzkumu jsou piredmétem a
zaroven vyzvou nasledujicich let, ktera bude vyZadovat zlepSeni a sjednoceni metodiky

(Aucamp et al., 2018).

Receptorem pro cfDNA je TLRY9, ktery je vysoce aktivovan napiiklad
nemethylovanou DNA nebo CpG oligodeoxynukleotidy. Tento proces je vyznamnou soucasti
obrany pfed infekénimi onemocnénimi, protoze vede k produkci prozanétlivych cytokint,
spusténi Th1l imunitni odpovédi a proliferaci B-lymfocytii (Kumagai et al., 2008). Aktivace
TLR9 vsak pravdépodobné zaujima vyznamnou tlohu i u mnoha autoimunitnich onemocnéni.
Blokace TLRY nebo jeho aktivacni drahy vede ke zlepSeni symptoma u mysich modeli napf.
pro SLE (Barrat et al., 2007), RA (Herman et al., 2011) a roztrousenou skler6zu (Prinz et al.,
2006). Objevuji se 1 poznatky o protektivnich ucincich stimulace TLR9 (Fallarino et al.,
2009).

Bylo prokazano, Ze u pacientll s autoimunitnimi zanétlivymi chorobami dochazi ke

kvantitativnim a kvalitativnim zméndm cfDNA. Vys$$i hladiny cfDNA oproti zdravym

27



kontrolam byly zchorob charakterizovanych zvySenym rizikem rozvoje osteopordzy
naméteny napi. u SLE (Tug et al., 2014) a RA (Rykova et al., 2017). Navic se u této cfDNA
zvySuje zastoupeni sekvenci bohatych na GC pary (Veiko et al., 2006). U bunéck
stimulovanych cfDNA od pacientl s RA, ktera obsahuje vysoky pocet GC paru, se nasledné
také vyrazn¢ zvysSuje exprese TLRY a faktortit NF-kB drahy (Kostjuk et al., 2012).

Neni doposud znamo, zda mlze u autoimunitnich onemocnéni byt jednou z pficin
nadmérné tvorby osteoklastli zvySené aktivace NF-kB skrze interakci TLRO se ,,zanétlivou*
cfDNA, nebo pljde o jiny mechanismus tykajici se cfDNA. Toto zjiSténi by mohlo piispét
k objasnéni nékterych principt vzniku a etiologie osteopordzy a také ptidat nové poznatky

k diskuzi o funkcich ¢cfDNA v organismu.

1.3.2. Role hlavnich prozanétlivych cytokinu

1.3.2.1. TNF-a

Faktor nadorové nekrézy alfa (TNF-a) je cytokin patfici, stejn¢ jako RANKL, do
cytokinové TNF superrodiny. Je to silny zanétlivy faktor produkovany pifedevs§im makrofagy,
monocyty, natural killer (NK) buiikami a aktivovanymi lymfocyty. Je exprimovan na
membranach a uvoliiovan v rozpustné formé po Stépeni prisluSnymi metaloproteindzami.
K rozpoznavani na cilovych bunkéch slouzi receptor faktoru nadorové nekrézy 1 (TNFR1) a
receptor faktoru nadorové nekrozy 2 (TNFR2). Signalizace pfes tyto receptory spousti drahy
vedouci k proliferaci, migraci, apoptdze a zanétlivé odpovédi. VéEtSina signalizaci €asto konci
pravé zanétlivou odpovédi, jejimz zprostiedkovatelem je NF-xB (Sedger & Mcdermott,

2014).

Vyznam TNF-a v osteoklastogenezi podporuji mnohé modelové piipady TNFR
deficientnich my$i nebo uziti inhibitord TNF-a, kdy dochazi k potlaceni pozorovanych efekt

tohoto cytokinu (Roggia et al., 2001; Zhang et al., 2001; Redlich et al., 2004).

Pisobeni TNF-a v osteoklastogenezi mtize byt dvojiho druhu, pfimé i1 nepiimé. U
chronickych zanétd a estrogenové deficience dochdzi vlivem TNF-a ke zvySené aktivaci a
produkci lymfocytti (Takemura et al., 2001; Roggia et al., 2001), které jsou vyznamnym
zdrojem RANKULu v cirkulaci. TNF-a navic také pifimo podporuje produkci RANKLu u MSC
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(Abu-Amer et al., 2004). Pfim4 interakce se tyka plsobeni na prekurzory osteoklastli, kde
signdlni drdha spusténa vazbou TNF-o a TNFR1 putsobi synergisticky s drahou spusténou
interakci RANKL-RANK (Zhang et al., 2001). Rozpor panuje v otazce, zda je tato synergie
zéavisla nebo nezavisla na RANKLu. Podle Azumy et al. (2000) jsou nékteré prekurzory
osteoklastti schopné diferenciace v pfitomnosti M-CSF a TNF-a bez soucasné piitomnosti
RANKLu, pficemz tato schopnost je asi polovicni oproti té zprostiedkované RANKLem.
Podobné popsali RANKL nezavislou schopnost diferenciace osteoklastli napt. Kobayashi et
al. (2000), v jejichz studii efekt TNF-o dokonce mirn¢ predcil efekt RANKLu. Naopak podle
Redlicha et al. (2002) zcela vymizi t¢inek TNF-a na osteoklastogenezi pii deficienci faktort

RANKL-RANK drahy.

1.3.2.2. IL-6

Interleukin 6 (IL-6) je Clenem relativné uzké cytokinové interleukinové skupiny 6,
jehoz vyskyt je pro zanéty velmi specificky. Je mimo imunitni buniky uvoliiovan v mnoha
dalsich typech bunék v mistech poskozeni nebo infekce od prvotnich fazi zanétu a jeho vyskyt
v cirkulaci spousti produkci nékterych faktord akutni faze, jako naptiklad C-reaktivniho
proteinu. Nasledné podporuje rozvoj chronického zanétu diferenciaci naivnich T-lymfocytt
v cytotoxické T-lymfocyty a Th17 lymfocyty. Rozpoznavan je IL-6 receptorem (IL6R), jehoz
aktivace zplsobi homodimerizaci proteinu gpl130 a spusténi signalni drahy JAK/STAT3 a
MAP kindzové drahy (Tanaka et al., 2014).

Zvysené hladiny IL-6 nebo zvySend exprese ILO6R jsou nalézany v séru pacientll
s chronickymi zanétlivymi chorobami (napi. Cohick et al., 1994; Mitsuyama et al., 1995;
Ripley et al., 2005). Vliv na naruseni kostni homeostdze mize probihat opét piimo i nepiimo.
Do nepiimého ptisobeni se, podobné¢ jako u TNF-a, fadi aktivace lymfocyti. Jinym
mechanismem muiZze byt plisobeni na osteoblasty, kde stimuluje produkci RANKLu (O’Brien

et al., 1999), ale také brani v maturaci osteoblastii (Peruzzi et al., 2012).

Piimé plsobeni na diferenciaci samotnych osteoklasti je u IL-6 predmétem
kontroverze. Podle Kudy et al. (2003) podporuje IL-6 osteoklastogenezi RANKL nezévislym
mechanismem, protoZe pozitivni efekt v jejich experimentu zlstal zachovan 1 po pfidani OPG

do kultur, ale vytratil se po pfidani antagonisty gp130. Osteoklasty ziskané kultivaci s IL-6
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bez RANKLu byly nicméné mensi, obsahovaly mén¢ jader a mély mensi resorpcni schopnost.
Podle Yoshitakeho et al. (2008) naopak IL-6 piimo snizuje osteoklastogenezi u prekurzori
osteoklastil inhibici faktort NF-kB drahy. K podobnému zavéru dospéli soubézné Duplomb et
al. (2008), kteti dodavaji, ze stimulace prekurzorii cytokinem IL-6 podporuje k diferenciaci

spisSe smérem k makrofagovému fenotypu nez osteoklastiim.

1.3.2.3. IFN-y

Interferon gama (IFN-y) se fadi do interferonové skupiny cytokini, kde je vSak
jedinym zastupcem druhé tiidy interferont a od ostatnich se liSi svou konformaci, receptorem
1 chromozémovym lokusem. Je vyznamnym spouStéCem imunitni odpovédi a obrany proti
patogenim, ovliviiuje bunéénou proliferaci, migraci a apoptézu. Produkuji jej lymfocyty, NK
buiiky i antigen prezentujici (APC) buiiky. K rozpoznavani slouzi receptor pro interferon
gama (IFNGR), jehoz stavba je druhové specificka. U Cloveka je pro jeho aktivitu nezbytny
vznik heterodimerické struktury zfetézci IFNGR1 a IFNGR2, pficemZ druhy zminény je
vytvafen v deficitu a slouzi jako regulaéni faktor aktivace. Po navézdni IFN-y na aktivni
receptor se spousti JAK/STAT draha a exprese interferonem indukovanych genti (Schroder et

al., 2004).

w1

7 w1

(Miihl & Pfeilschifter, 2003).

Role IFN-y v kostnich remodelacich se zd4 byt rovnéz dvoji a neni doposud dotfeSena.
Osteoklasty na své bunééné membrané exprimuji IFNGR a v reakci na vazbu IFN-y se u nich
zvySuje produkce superoxidil, coz by mohlo napomahat ¢asné apoptdze (Yang et al., 2002). U
HSC stimulovanych IFN-y dochazi kinhibici NF-xB drdhy skrze regulaci exprese
adaptorového proteinu TRAF6. Deficience IFNGR je u mys$i navic spojena se zvySenou
osteoklastogenezi a resorpci kostni tkan¢ (Takayanagi et al., 2000). Inhibi¢ni schopnost
vykazuje IFN-y také u TNF-a indukované osteoklastogeneze (Kohara et al., 2011). Na druhou
stranu ale bylo v jiné studii zjiSténo, ze IFN-y podporuje fuzi preosteoklastli v mnohojaderné

osteoklasty a zvySuje jejich resorpéni schopnost indukci faktord NFATcl a c-Fos a faktoru
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DC-STAMP souvisejiciho pravé s fuzi (Kim et al., 2012). Podpora osteoklastogeneze
interferonem gama miize navic probihat nepiimo aktivaci lymfocyti a sni souvisejici

produkeci osteoklastogennich faktorti (Gao et al., 2007).

1.4. Celiakie, zanét a osteoporoza

Celiakie je autoimunitni enteropatické onemocnéni charakterizované ztratou tolerance
k lepku (glutenu), jehoz piijem v potravé vede u postizenych jedinct k rozpadu strevni
sliznice a vzniku zanétu aktivaci bun€¢k imunitniho systému. Jedinym ucinnym zndmym
zpusobem 1é¢by celiakie je striktni celozivotni dodrzovani bezlepkové diety. Jakozto lepek je
oznacovana S§iroka skupina proteinli, souhrnné gliadiny a gluteniny, které jsou soucasti
zasobnich proteint v endospermu zrn nékterych obilovin (v bézné potrave je hlavnim zdrojem
pSenice) a vyznacuji se vysokym obsahem aminokyselin prolinu a glutaminu. Diky nim neni
pfijimany lepek zcela nastépen a ve formé vétSich fragmentli miize para-bunécnou i trans-
bunécnou cestou pronikat skrze epitelidlni sttevni bariéru do lamina propria mucosae. Zde je
tkanovou transglutaminazou (tTG) deaminovan a ziskava zaporny ndboj, coz souvisi s dalsi
patogenezi. Hlavni riziko vzniku celiakie se totiz tykd nositeld HLA-DQ2 a HLA-DQS alel
genil hlavniho histokompatibilniho systému, ktefi maji na povrchu svych antigen
prezentujicich bun€k v lamina propria mucosae receptory HLA-DQ2 nebo HLA-DQS, jez
jsou vysoce afinitni pravé pro zaporné nabité deaminované glutenové peptidy. Ty jsou takto
navéazané nasledné prezentovany CD4" T-lymfocytiim, které se aktivuji a spousti autoimunitni
reakci zahrnujici produkci zanétlivych cytokini a s ni souvisejici apoptozu bunék stievni

sliznice (obr. 9; Ciccocioppo et al., 2005; Kagnoff, 2007).
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STREWNI TUNICA LAMINA PROPRIA ZANETLIVE CYTOKINY
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Obr. 9: Vznik zanétu u celiakie. Upraveno podle Kagnoff (2007)

Az 95 % lidi s diagnostikovanou celiakii jsou nositelé alely HLA-DQ2. Zaroven ale
jen 3 % nositelt této alely rozvinou v prubéhu zivota celiakii, ackoliv celkové zastoupeni
HLA-DQ?2 v populaci je vyssi nez 30% (Wolters & Wijmenga, 2008). Primérna prevalence
v Evropé zaloZend na kompletni diagnéze se uvadi kolem 1 % (Mustalahti et al., 2010). Vznik
onemocnéni je mimo HLA-DQ systém pod vlivem dalSich genetickych a environmentélnich
faktorti. S ohledem na genetické predispozice jsou vytipovany dalsi lokusy a geny, naptiklad
lokus 2q33 zahrnujici T-lymfocytarni regulacni geny a dale kandidatni geny jako MYO9B a
CTLA4 (Wolters & Wijmenga, 2008). Environmentalni vlivy jsou chapany jako dodatecné
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spoustéce patogeneze a jsou jimi napiiklad prodélané gastrointestindlni infekce (Stene et al.,

2006) nebo doba prvniho podani lepku v potraveé u novorozence (Notris et al., 2005).

Diagnostika celiakie je v soucasné dob€ zalozena na kritériich stanovenych Evropskou
spolecnosti pro détskou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) a
Severoamerickou spolecnosti pro détskou gastroenterologii, hepatologii a vyZivu
(NASPGHAN) a zahrnuje primarni diagnézu na zdkladé klasickych klinickych symptomu
(napt. chronicky prijem, nadymavost, celkova slabost, u déti navic poruchy rastu a pozdni
nastup puberty) a protilatek v séru, a u dospélych dale potvrzujici diagnoézu dle stfevni
biopsie. Potvrzena celiakie je stanovena az na zéklad¢ zlepSeni symptoml po zavedeni
bezlepkové diety (obr. 10; Briani et al., 2008). Pozitivni diagndza stfevni biopsii spociva
v histologickém vySetfeni miry atrofie klk stfevni sliznice od normalniho stavu az po Gplnou
atrofii (Marsh, 1992). Primarni diagnéza ze séra se zakladd na méfeni zvySenych IgA a IgG

protilatek proti tTG a vykazuje vysokou senzitivitu a specifitu (Troncone et al., 1999).

Podezieni na celiakii
- klinické pfiznaky

J

Sérologické testy
- protilatky proti tTG

Pozitivni

Negativni

Nizka pravdépodobnost
celiakie

Ve vyjmeénych pfipadech déle biopsie

Nepotvrzena celiakie
resp. latentni celiakie
MiiZe ndsledovat HLA genotypizace a
opakovdni biopsie

Stievni biopsie
- - histologické vysetieni

Negativni
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Obr. 10: Soucasna diagnostika celiakie. Upraveno podle Briani et al. (2008)

I pies zlepSovani zachytu pacientl s celiakii zGstava v soucasnosti velké mnozstvi piipadi
celiakie nezachycené. Pozornost je tfeba vénovat i latentni celiakii, kterd je charakterizovana
pozitivnim sérologickym ndlezem bez soucasného aktudlniho histologického nalezu (Choung

etal., 2017).

Jednim z castych doprovodnych onemocnéni plné diagnostikované i latentni celiakie
je osteopordza, jejiz nalez Casto piedchdzi pravé nasledné diagndze celiakie. U lidi trpicich
osteopordzou je celiakie diagnostikovana az 17x castéji nez u zdravych kontrol bez
osteoporozy (Stenson et al., 2005). Az 75 % pacientt s celiakii vykazuje snizené hodnoty
BMD (Meyer et al., 2001) a ¢etnost zlomenin je u nich oproti zdravym lidem az dvakrat vyssi
(Heikkild et al., 2015). Stale vice se tedy ukazuje, Ze je nutné osteopordzu pokladat za jeden

z typickych projevi celiakie a pomyslet na jeji prevenci.

Historicky je za hlavni pfi¢inu zvySeného rizika osteopordzy v celiakii povazovana
malabsorpce zplsobena rozpadem stfevni sliznice a néslednéd deficience vapniku, piipadné
dalSich nutri¢nich faktor jako naptiklad vitaminu D (Scott et al., 2000). V periferni krvi
pacientl s celiakii vSak zdrovenl dochazi k vyraznému zvyseni hladin zénétlivych cytokint
(napt. Cataldo et al., 2003; Taranta et al., 2004; Manavalan et al., 2010). Rozpad stfevni
sliznice naznacuje také moZznost, Ze by v cirkulaci mohlo dochdzet rovnéz ke zménam
v obsahu cfDNA. Navic se ukazuje, Ze ani po zavedeni bezlepkové diety nedochédzi u pacientt
s celiakii k aplné normalizaci BMD, a je tedy pravdépodobné, Ze existuji pfi¢iny zvySeného

rizika osteopordzy v celiakii, které¢ nesouvisi pfimo s malabsorpci (Fouda et al., 2012).

Prikopnickd prace Taranty et al. (2004) ukazala, Ze v pfitomnosti séra pacientd
s celiakii se mnohondsobné zvySuje osteoklastogeneze oproti kultivaci v séru zdravych
jedinct. Role diferenciace osteoklastii z perifernich prekurzorti v rozvoji osteoporézy u
celiakie vSak neni dodnes plné¢ pochopena a doplnéni chybéjicich informaci by mohlo
v budoucnu vyrazné roz$ifit moznosti prevence a vést i k lepSimu pochopeni etiopatogeneze

samotné osteoporozy.
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2. Cile prace

V tomto vyzkumu jsme se zam¢tili na to, jak zénétlivé prostiedi ovliviiuje diferenciaci
osteoklastli vznikajicich z jejich cirkulujicich perifernich prekurzorti. Objasnéni efektli zanétu
v tomto procesu by mohlo vést k lepSimu pochopeni zvySeného rizika osteoporézy u nadmi
studovaného modelu celiakie, ale 1 u ostatnich zanétlivych chorob. S ohledem na soucasné

znalosti jsme vytyc¢ili nasledujici cile:

e Potvrdit stimulacni efekt séra pacientii s celiakii na diferenciaci monocyti
v osteoklasty a prispét k objasnéni, do jaké miry jsou v ramci séra za tento efekt
zodpovédné prozanétlivé cytokiny TNF-a, IL-6 a IFN-y.

e Ov¢rit obecné doposud nedofesené ucinky cytokini TNF-a, IL-6 a IFN-y na
diferenciaci monocytl v osteoklasty.

e Ov¢rit moznost, ze cfDNA ovliviiuje diferenciaci monocytii v osteoklasty.

Dle informaci z dostupné literatury jsme piedpokléadali:

e Ze hladiny prozanétlivych cytokin TNF-a, IL-6 a IFN-y jsou v séru pacientd
s celiakii zvySené.
e Ze tyto cytokiny jsou hlavnim faktorem séra zodpovédnym za vyssi diferenciaci

monocytll v osteoklasty.

Déle jsme formulovali tyto hypotézy:

e U pacientl s celiakii jsou zvySené hladiny cfDNA v krvi.

e cfDNA ovliviiuje diferenciaci monocytil v osteoklasty.
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3. Material a metody

3.1. Darci biologickeho materialu

V ramci této studie byla ziskdvana krev pro zpracovani séra a/nebo plasmy od nové
diagnostikovanych pacientii s celiakii (CS/CP), pacienti s celiakii na bezlepkové dieté
(GFS/GFP) a zdravych kontrol (HS/HP). Mononuklearni bunky pro kultivace a diferenciace
osteoklastli byly izolovany z krve zdravych darci (FM).

Zatazovani nov¢ diagnostikovanych pacientli s celiakii probihalo ve spolupraci
s Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady a VSeobecnou fakultni nemocnici v Praze (VFN).
V dobé odbéru byli pacienti diagnostikovani na zakladé zvySenych protilatek v séru nebo
stfevni biopsie. Pro jejich kone¢né zatazeni do studie bylo vyzadovano findlni potvrzeni

diagnozy celiakie a zaroven vylouceni pfitomnosti jinych zavaznych chorob.

Pacienti s celiakii na bezlepkové dieté byli vybirani ve spolupraci s VEN tak, aby
odpovidali nové diagnostikovanym pacientim pohlavim a vékem. Maximalni rozdil mezi
odpovidajicimi si darci byl Etyfi roky, a to pouze v jednom piipade. V dobé odbéru dodrzovali

pacienti striktni bezlepkovou dietu po dobu nejmén¢ jednoho roku.

Podobn¢ probihal i1 vybér zdravych kontrol, které¢ odpovidaly skupiné novée
diagnostikovanych pacientll pohlavim a vékem. V jednom ptipad¢ ¢inil vékovy rozdil 3 roky,
u vSech ostatnich 0 nebo 1 rok. Za zdravého darce byl jedinec povaZovan, pokud splioval
nasledujici kritéria:

e Bez autoimunitniho onemocnéni

e Bez infekéniho onemocnéni po dobu nejméné 14 dni

e Bez obezity (dle indexu télesné hmotnosti)

VSichni dérci (zdravé kontroly 1 pacienti) byli pfed odbérem seznameni se studii, pozaddani
o podepsani informované¢ho souhlasu se zafazenim do studie a zaroven také o vyplnéni

dotazniku, jehoz cilem bylo vylou¢it mozny subklinicky zanét.
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Po odfiltrovani pacientti a zdravych kontrol nespliiujicich kritéria bylo do studie nakonec
zatazeno 12 nové diagnostikovanych pacientl s celiakii, 13 odpovidajicich zdravych kontrol a

7 odpovidajicich pacientt s celiakii na bezlepkové dieté (tab. 1).

Nekteré ze vzorkl byly soucasti banky vzorkl nasi laboratofe jiz pfed zapocetim této
studie, ale jednalo se pouze o plazmu. Do analyzy cytokini, kterd byla provadéna ze séra,
tedy nebyli zahrnuti vSichni nové diagnostikovani pacienti s celiakii a zdravé kontroly. Jeden
znove¢ diagnostikovanych pacientli s celiakii mél dvé odpovidajici zdravé kontroly (druhé

byla dodatecné¢ ziskana kviili séru).

Tab. 1: Celkové pocty darct séra/plazmy zatazenych do studie

Darci Pocet Vékovy primér (v | Rozptyl (v letech)
letech)
CS/CP 12 36,1 19-53
GFS/GFP 7 38 23 -54
HS/HP 13 36,6 20— 56

Do cytokinové analyzy bylo findlné¢ zahrnuto 7 nové diagnostikovanych pacienti, 7
pacientll na bezlepkové diet€ a 7 zdravych kontrol odpovidajicich si pohlavim a vékem (tab.
2). Sérum téchto jedinct bylo pouzivano pfi kultivacich (studované sérum). Analyza cfDNA
byla provedena z plazmy 10 nové diagnostikovanych pacienti a 10 zdravych kontrol

odpovidajicich si pohlavim a vékem (tab. 3). Oba soubory se ¢astecné prekryvaly.
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Tab. 2: Soubor darcti séra pro cytokinovou analyzu a kultivace

Darci Pocet Vékovy prumér (v | Rozptyl (v letech)
letech)
CS 7 37,7 19-53
GFS 7 38 23 -54
HS 7 38,6 20-56
Tab. 3: Soubor darci plazmy pro analyzu cfDNA
Darci Pocet Vékovy primér (v | Rozptyl (v letech)
letech)
Cp 10 36,6 21-53
HP 10 36,9 21-56

Zdravi darci mononukledrnich bunck byli, stejné jako darci plazmy a séra, pied odbérem
pozadani o vyplnéni dotazniku a podepsani informovaného souhlasu. PoZadavky pro vybér
jedinci do skupiny FM byly rozsifeny s cilem vyloucit moZné probihajici dysbalance
v remodelacnich procesech s ohledem na ptirozené (nedosazeni PBM a s tim souvisejici vySsi

novotvorba kosti nebo dysbalance vlivem menopauzy) i nepfirozené zmény (osteopordza a

vy$$i resorpee). Kritéria tedy byla nésledujici:

e Bez autoimunitniho onemocnéni

e Bez infekéniho onemocnéni po dobu nejméné 14 dni

e Bez obezity (dle indexu télesné hmotnosti)

e Bez diagnézy nebo podezieni na osteopordzu

e V¢kové rozmezi 27 — 50 let (zeny nezatfazeny v piipadé pfitomnosti menopauzy)
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Celkovy pocet jedinci v souboru FM byl 25 (tab. 4), pfiCemz probéhlo celkem 29
kultivaci a diferenciaci monocyti v osteoklasty. Nékteti z darct byli zatazeni opakované,
vzdy ale pro odlisny typ experimentu. Hlavni vysledky studie byly ziskdny z 15 kultiva¢nich
experimentl, 14 experimenti mélo charakter optimalizaci, z nichZ n¢které jsou popsany dale

v metodach.

Tab. 4: Celkovy pocet darcii mononuklearnich bun€k zatfazenych do studie

Darci Pocet Vékovy primér (v | Rozptyl (v letech)
letech)
FM 25 32,7 27 -47

3.2. Separace plazmy a séra z plné krve

Krev pro zpracovéani plazmy a séra byla odebirana do VACUETTE® Blood Collection
Tubes: Pro odbér séra byly pouzivany 9 ml zkumavky VACUETTE® Z Serum Sep Clot
Activator Tubes a pro odbér plazmy 9 ml zkumavky VACUETTE® EDTA Tubes s

protisrazlivym c¢inidlem K3EDTA. Separacni postup byl nasledujici:

1. Zkumavky se sérem byly pied sta€enim ponechany odstat po dobu nejméné 30 minut.
Krev z odebranych zkumavek jsme stocili na 1800 rpm pii 4 °C po dobu 10 minut.

2. Sérum nebo plazmu jsme odebrali do 1,7 ml mikrozkumavek a sto€ili na 14000 rpm
pii pokojové teplot¢ (RT) po dobu 5 minut pro odstranéni veSkerych bunécénych
zbytk.

3. Stocené sérum nebo plasmu jsme odebrali do Cistych 1,7 ml mikrozkumavek. Alikvoty
odebirané po 500 pl nebo 1 ml jsme ihned zamrazili a pro dalsi uziti uchovavali pti

—80 °C.

39



3.3. Analyza obsahu cytokinu ve vzorcich

Obsah cytokiniit TNF-a, IL-6 a IFN-y v séru jsme zméfili multiplexovou cytokinovou
analyzou na pfistroji Bio-Plex® 200 System (Bio-Rad). Pouzity byly reagencie Bio-Plex
Pro™ Reagent Kit III with Flat Bottom Plate, Bio-Plex Pro™ Human Chemokine IL-6 Set,
Bio-Plex Pro™ Human Chemokine TNF-a Set, Bio-Plex Pro™ Human Chemokine IFN-y Set

a Bio-Plex Pro™ Human Chemokines Standard (vSe Bio-Rad).

Analyza vSech vzorkil probihala v dupletech a vzorky nebyly fedény. Byla pfipravena
fada 10 standardt a blank (taktéz v dupletech). U jednoho ze vzorki byly analyzovany Ctyti
rizné alikvoty pro vylouceni moznosti, Ze jsou piipadné rozdily mezi vzorky zpiisobené

rozdily mezi jednotlivymi alikvéotami.
Postup:
Piiprava standardu:

1. Standard jsme 3 X nafedili s pomoci standard diluent, jemn¢ vortexovali a inkubovali
na ledu po dobu 30 minut.

2. Piipravili jsme pfislusny pocet zkumavek pro standardy (S1 — S10) a blank. Do S1
jsme pridali 200 pl standardu, do S2 — S10 a blanku 150 pl standard diluent.

3. ZSl1 jsme piepipetovali 50 ul do S2, dale z S2 do S3 a stejnym postupem az do S10.
KaZzdou ze smési jsme pred odebranim 50 pl kratce vortexovali.

Priprava vzorkii:

4. Vzorky studovaného séra jsme centrifugovali na 14000 rpm pii 8 °C po dobu 10 minut
a prepipetovali do Cistych 1,7 ml mikrozkumavek.

Priprava magnetickych kulic¢ek:

5. Magnetické kulicky jsme vortexovali na stfedni rychlost (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries) po dobu 30 vtefin.

6. Do 15 ml zkumavky jsme odebrali 575 pl kuli¢ek pro kazdy z cytokind a doplnili do
objemu 5750 pl pomoci assay buffer (vysledné fedéni kulicek bylo 1:10).

Priprava desticky:
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7. Naredéné magnetické kulicky jsme vortexovali na stfedni rychlost po dobu 30 vtefin.
Nasledné jsme do kazdé jamky na 96-jamkové desticce pro Bio-Plex napipetovali 50
ul zvortexované smési kulicek.

8. Desticku jsme polozili na magnet, piidali 100 ul wash buffer do kazdé jamky a po
oplachu jsme jej odstranili. Tento krok jsme znova zopakovali.

9. Standardy, blank a vzorky jsme jemné vortexovali a rozpipetovali po 50 ul do
ptislusnych jamek na desticce.

10. Desticku jsme piekryli folii a alobalem a inkubovali na tfepacce pii 850 rpm po dobu
30 minut pii RT.

11. Béhem inkubace vzorki jsme si pfipravili protilatky. Kazdou z protilatek jsme kratce
vortexovali na stfedni rychlost. Do 15 ml zkumavky jsme odebrali 300 ul protilatky
pro kazdy z cytokinii a pomoci antibody diluent doplnili na objem 3000 pl (vysledné
fedéni protilatky bylo 1:10).

12. Po inkubaci vzorkl jsme odstranili kryci folii a desti¢ku 3 x promyli (podobné jako
v kroku 8).

13. Natedéné protilatky jsme jemné vortexovali a do kazdé jamky ptidali 25 pl.

14. Desticku jsme ptekryli novou f6lii a alobalem a inkubovali na tfepacce pti 850 rpm po
dobu 30 minut.

15. Béhem inkubace jsme pfipravili smés Streptavidinu-fykoerytrinu (PE). V 15 ml
zkumavce jsme smichali 5940 pl assay buffer s 60 ul PE (vysledné fedéni PE bylo
1:100).

16. Z desticky jsme po inkubaci opét odstranili folii a 3 x promyli.

17. Nafedény PE jsme jemné vortexovali a do kazdé jamky ptidali 50 pl.

18. Destic¢ku jsme piekryli novou folii a alobalem a inkubovali na tfepacce pii 850 rpm po
dobu 10 minut.

19. Opét jsme odstranili folii a 3 x promyli.

20. Na zavér jsme do kazdé jamky piidali 125 pl assay buffer, obsah jsme resuspendovali
protfepanim na 30 vtefin a pfipravenou desticku vlozili do pfistroje Bio-Plex® 200
System.

V ptistroji jsme pouzili nastaveni low PMT, které je obecné doporucovano pro

ocekavané nizké koncentrace. Ziskana data jsme nésledné vyhodnotili.
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3.4. Analyza obsahu cfDNA ve vzorcich

Izolace a analyza cfDNA z plazmy byla provedena na spolupracujicim pracovisti na

Ustavu biologie a lékai'ské genetiky 1. LF UK dle protokolu popsaného v Zinkova et al.

(2017).

3.5. Separace monocytu zplné krve a diferenciace

osteoklastu

Krev pro separaci mononuklearnich bun¢k byla odebirdna do 9 ml VACUETTE®

CTAD Tubes s 3,2 % protisrazlivého citratu sodného. Separaci bun€k jsme provadéli takto:

1.

Krev z kazdé odebrané¢ zkumavky jsme pielili do 50 ml zkumavky typu Falcon a
odbérovou zkumavku jest¢ dvakrat vyplachli 4 ml HBSS (EuroClone) a pfilili do 50
ml zkumavky, takZe vysledny pomér plné krve s HBSS byl cca 1:1.

Smés jsme pomalu navrstvili po 4 ml do pfipravenych 15 ml zkumavek s 3 ml Ficoll-
Paque™ PLUS (GE Healthcare). Ficoll jsme pted vrstvenim ponechali pii RT.
Zkumavky s Ficollem pfevrstvenym nafedénou krvi jsme centrifugovali na 360 rcf pfi
RT po dobu 30 minut.

V pribéhu centrifugace doSlo na zaklad€ hustotniho gradientu k vytvofeni vrstev.
Pipetou jsme opatrné odebrali mononuklearni buiiky do pfedem piipravené 50 ml
zkumavky s cca 5 ml HBSS a nésledné doplnili HBSS do celkového objemu 25 ml.
Zkumavku s odebranymi bunikami jsme centrifugovali na 1500 rpm pii RT po dobu 10
minut.

Po stoceni jsme odlili tekutinu, usazené bunky resuspendovali jemnym vortexovanim
a prilili 25 ml ¢istétho HBSS. Nasledné jsme centrifugovali na 1250 rpm pii RT po
dobu 10 minut.

Médium jsme po stoceni odlili, usazené buniky resuspendovali a pfidali 700 ul PBS

HyClone™ (GE Healthcare) pokojové teploty. Odebrali jsme 10 pl bunééné suspenze
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10.

11.

12.

13.

14.

pro spocitani bun¢k v Biirkerové komirce, do zkumavky pfilili 25 ml ¢istého HBSS a
centrifugovali na 800 rpm pfi RT po dobu 10 minut.

Na zavér jsme opét odlili médium a bunky resuspendovali.

K bunééné suspenzi jsme doplnili potiebné mnozstvi kompletniho média DMEM
(EuroClone; postup michani popsan niZe) a nasadili 8 x 10° mononuklearnich bun&k
ve 100 pl média do 96-jamkovych jamkovych kultivacnich desticek Microwell™ 96-
Well Microplates (Nunc™) nebo Tissue culture multi-well plate with cover 96 Flat
bottom wells (Linbro). Druhy zminény typ desticek byl pouzit pro experimenty
s DNéazou, prvni pro vSechny ostatni experimenty.

Buiiky jsme nechali usadit po 2 — 3 hodiny v inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO..
Naslednym oplachem byly ziskdny adherujici monocyty.

Do kazdé jamky jsme k adherentnim monocytiim ptidali nové médium DMEM s M-
CSF (Peprotech) v koncentraci 25 ng/ml a kultivovali po dobu 24 hodin.

Nasledujici den jsme opét vymeénili médium, které tentokrat obsahovalo cytokiny M-
CSF v koncentraci 25 ng/ml a RANKL (Peprotech) v koncentraci 30 ng/ml nebo 0,5
ng/ml (pouziti riznych koncentraci je vysvétleno dale v optimalizacich). Od této
vymeény byly do zvolenych jamek ptidavany také dalsi faktory, napt. studované sérum
pacientl a kontrol nebo rekombinantni cytokiny TNF-a, IL-6 a IFN-y (Peprotech).
Stejné médium bylo Cerstvé pripraveno pred kazdou dalsi vyménou, kterd probihala
vzdy po tfech dnech.

Celkova délka kultivace byla 14 dni, po kterych byly ziskany mnohojaderné
osteoklasty, znichZz jsme Cast vizualizovali barvenim TRAP (pro mikroskopické
vyhodnoceni) a u casti analyzovali genovou expresi pomoci kvantitativni real-time

PCR (qPCR).
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Obr. 11: Priklad 14denni kultivace a diferenciace osteoklasti. Zeiss Primovert, zvétSeni 200
x. Autor

Po 24hodinové stimulaci cytokinem M-CSF dochazelo k vytvofeni shlukti monocytd. Pfi nésledujicich
vyménach jsme pozorovali ubytek neshluklych bun¢k. Velké bunky s morfologii osteoklasti byly v kultivacich

obvykle pozorovatelné kolem 10. dne kultivace (nejdiive vSak 7. den). Zkratky: D — den nasazeni, d — dny, h —
hodiny.
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U monocyti od jednoho darce bylo provadéno nékolik podexperimentii, v ramci
kazdého z nich bylo vzdy nasazeno nejméné 5 jamek. Mikroskopicky byly vyhodnocovany
vzdy 3 jamky, genova exprese byla hodnocena vzdy nejméné ze 2 jamek. Modelovy piiklad

nasazeni destiCky je zobrazen na obr. 12.
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Obr. 12: Priklad nasazeni desti¢ky a vyhodnoceni. Upraveno podle URL1

3.5.1. Priprava kompletniho média DMEM pro kultivace

1. FBS (ultra low endotoxin; Biotech) alikvotované po 5 ml a uchovavané pti  —20 °C
jsme rozmrazili pti 4 °C.

2. Alikvoty Penicilinu-Streptomycinu (PS; Sigma-Aldrich) a L-glutaminu (LG; Sigma-
Aldrich) jsme rozmrazili pii RT.

3. Do 50 ml zkumavky jsme namichali 44 ml média DMEM, 5 ml FBS, 1 ml 200 mM
LG a 0,5 ml PS (vysledny obsah FBS 10 %).

4. Médium jsme prefiltrovali ptes 0,22 um filtr (TPP) a uchovavali pfi 4 °C. Takto

namichané kompletni médium jsme pouzivali po dobu nejdéle 3 tydna.
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3.6. Barveni TRAP a obrazové vyhodnoceni

Pti vizualizaci osteoklastli po 14denni kultivaci jsme postupovali takto:

Odstranili jsme médium z jamek s buitkami a buiiky oplachli PBS o pokojové teplot¢.
Ptidali jsme roztok 4% paraformaldehydu (PFA) v PBS na 10 minut.
Roztok PFA jsme odebrali a zafixované buiky oplachli ¢istym PBS.

b=

Ptipravili jsme barvici smés z Leukocyte Acid Phosphatase (TRAP) kitu (Sigma-
Aldrich). Separatné¢ jsme nejdiive piipravili dvé zkumavky (v pfipadé vétsiho
mnozstvi jamek byly pfipravovany nasobky uvedenych objemil):
1. zkumavka: 40 ul Fast Garnet GBC Base Solution

40 ul Sodium Nitrite Solution
2. zkumavka: 40 pl Naphtol AS-BI Phosphoric Acid Solution

160 pl Acetate Solution

160 pl Tartrate Solution

3560 ul Millipore vody

(Millipore Milli-Q Gradient Water Purification System;  Millipore)

5. Roztoky ze zkumavek jsme promichali a ihned nanaSeli do jamek se zafixovanymi
buiikami. Inkubace s barvici smési probihala pti 37 °C a 5 % CO, po dobu 1 hodiny.

6. Nasledn¢ jsme smés odstranili a nabarvené buiiky oplachli Millipore H,O.

Orientacni pozorovani vzorki, pfedevs§im v souvislosti s optimalizaénimi experimenty,
jsme provadéli na svételném mikroskopu Zeiss Primovert (Zeiss). K presnému pocitani
osteoklastii slouzil invertovany fluorescenéni mikroskop I1X71 (Olympus) s mozZnosti
pfesného posuvu v osach x a y. Za osteoklasty jsme povaZzovali TRAP pozitivni buiiky se 3 a

vice jadry.
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Obr. 13: Vizualizace osteoklastt barvenim TRAP. IX71, zvétSeni 320 x. Autor

Kvili objektivizaci mikroskopického vyhodnocovani jsme zavedli metodu spocivajici
v porovnavani relativnich poc¢ti osteoklastii. Ve vSech jamkach jsme spocitali osteoklasty
lezici v celém zorném poli pfi posuvu skrze jamku po ose x pti 320 x zvétSeni. Poloha osy x
vzhledem k vertikdlnimu priméru jamky se odvijela od znacky vytvofené na ose y 3 mm od
nejspodnéjsiho okraje jamky. U vSech jamek byla tedy vyhodnocovéna stejna plocha ptiblizné

ve stiedni (nejSirsi) ¢asti jamky (obr. 14).
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y Vyhodnocovana oblast
v jamce

Obr. 14: Zplsob mikroskopického vyhodnocovani. Autor

V optimaliza¢nich experimentech jsme v jamkach nejdiive hodnotili vice ploch
uréenych vice osami x vrizné vysce, ale poméry mezi jednotlivymi jamkami zistaly
zachovany 1 pfi zapocitani pouze jedné (stfedni) plochy. NaSe metoda tedy umoziiuje
obrazové porovnavani miry osteoklastogeneze mezi jamkami bez nutnosti pocitat absolutni

pocty osteoklasti ve vSech jamkach.

V ramci kazdého podexperimentu jsme spocitali osteoklasty ve tfech jamkach a

vyradili vysledek z té jamky, ktera byla nejvice odchylena od zbylych dvou.

3.7. Hodnoceni genové exprese

3.7.1. lzolace RNA

Pro izolaci RNA z buné€k jsme pouZzivali GenElute Mammalian Total RNA Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich).
1. Zjamek s buitkami po 14 dnech kultivace jsme odebrali médium a bunky oplachli
PBS pokojové teploty.
2. Do kazdé jamky s buitkami jsme pfidali 250 pl lyza¢niho roztoku, ktery jsme nechali

po dobu 1 minuty plsobit. Bunéény lyzat jsme odebrali do 1,7 ml mikrozkumavky,
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10.

11

1.

pridali 5 pl 2-merkaptoethanolu a vortexovali. Takto ptfipraveny lyzat jsme bud’ ithned
zpracovavali nebo zamrazili na —80 °C a pozdé&ji pokracovali tfetim krokem.

Bunéény lyzat jsme napipetovali do filtracni kolonky a centrifugovali na 14 000 rpm
po dobu 2 minut.

Kolonku jsme vyhodili a do filtratu ptidali 500 pl 70% ethanolu zchlazeného na 4 °C.
Nasledn¢ jsme zvortexovali.

Ve dvou opakujicich se krocich jsme do RNA binding kolonky v Cisté sbérné
zkumavce napipetovali vzdy 500 pl vzniklého roztoku, centrifugovali na 14000 rpm
po dobu 15 vtefin a filtrat vylili.

Do kolonky jsme poté napipetovali 500 pl promyvaciho roztoku 1 a centrifugovali na
14000 rpm 15 vtefin.

Filtrat jsme vylili a napipetovali 500 pl promyvaciho roztoku 2. Centrifugovali jsme
na 14000 rpm 15 vtefin

Po vyliti filtratu jsme opét piidali 500 pl promyvaciho roztoku 2 a centrifugovali na
14000 rpm po dobu 2 minut.

Nakonec jsme po odstranéni filtratu jeste jednou centrifugovali na 14000 rpm po dobu
1 minuty, abychom kolonku zcela zbavili zbyvajiciho roztoku.

Kolonku jsme pienesli do Cisté sbérné zkumavky, pridali 40 pl Millipore vody a

inkubovali pfi RT po dobu 1 minuty.

. Centrifugovali jsme na 14000 rpm po 1 minutu, ve filtratu byla obsaZzena RNA, jejiZ

koncentraci a Cistotu jsme zméfili na pfistroji NanoPhotometer Pearl (Implen). RNA

jsme uchovéavali pii —80 °C.

3.7.2. Reverzné transkriptazova polymerazova rfetézova reakce
(RT PCR)

Pro reverzni transkripci jsme uZzivali High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems). U findlnich experimenti s DNazou byl pouZzit 2x HyperSriptRT™
master mix (Bohemia Genetics). V ptipad€ High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu
byl postup nésledujici:

Vsechny komponenty kitu, kromé reverzni transkriptazy, jsme nechali roztat na ledu.
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7.

Podle poctu reakci jsme si pfipravili pozadované mnozstvi reakéni smési. Uvedené

mnozstvi je na jednu reakei:

10 xRT pufr.......covvvinnnnn. 2 ul
25 X ANTP mix................... 0,8 ul
10 x RT nédhodné primery...... 2 ul
Reverzni transkriptaza............ Il
Millipore HyO.........c.oovenitl 4,2 ul

Po namichéni jsme reak¢ni smés vortexovali a udrzovali na ledu.

Do 200 pl mikrozkumavek jsme napipetovali po 10 ul reakéni smési.

Smés jsme doplnili vodou a pfislusnou RNA tak, aby vysledny objem reakce byl 20 pul
a obsah RNA 20 ng.

Mikrozkumavky jsme kratce centrifugovali a vlozili do C1000™ Thermal Cycleru

(BioRad), v némz jsme nastavili nasledujici program:

1. krok (hybridizace s primery)........ 10 minut pii 25 °C
2. krok (extenze)............c...oeennnnn. 120 minut pti 37 °C
3. krok (denaturace enzymu)............ 5 vtefin pti 85 °C

Ziskané vzorky cDNA jsme uchovéavali pti —20 °C pro dal$i zpracovani.

Postup pro 2x HyperSriptRT™ master mix:

1.

Mastermix jsme nechali roztat na ledu.

2. Do 200 pl mikrozkumavek jsme napipetovali po 10 pul mastermixu.
3.
4

Ptidali jsme 20 ng RNA a doplnili vodou do vysledného objemu 20 pl

. Mikrozkumavky jsme kratce centrifugovali a vlozili do C1000™ Thermal Cycleru

(BioRad), v némz jsme nastavili nasledujici program:

1. krok (hybridizace s primery)........ 5 minut pfi 25 °C
2. krok (extenze).................ouennn.. 45 minut pti 55 °C
3. krok (denaturace enzymu)............ 5 minut pii 95 °C

Ziskané vzorky cDNA jsme uchovéavali pti —20 °C pro dalsi zpracovani.
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3.7.3. Kvantitativni real-time polymerazova rfetézova reakce

Pii qPCR analyze jsme vyuzivali gPCRBIO Probe Mix Hi-ROX (PCR Biosystems) a
smés sondy s primery TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Vlastni
analyza probihala na pfistroji LightCycler® 480 Instrument II (Roche).

1. Do cDNA ziskané¢ v RT PCR jsme ptidali 60 pl Millipore H,O a celkovy objem tim
doplnili na 80 pl.

2. Komponenty qPCR mixu a sondy s primery pro sledované geny jsme nechali roztat pti

RT zakryté alobalem.
3. Podle pozadovaného poctu reakci jsme pfipravili reakéni smés (mnozstvi na jednu
reakci):
qPCRBIO Probe Mix Hi-ROX.......... 7 ul
ptislusna sonda s primery................ 0,7 ul
Millipore HyO........ooooiiiiiiiiii, 2,3 ul

4. Smes jsme po 10 ul napipetovali do jamek v 384-jamkové desti¢ce LightCycler® 480
Multiwell Plate 384 white (Roche) a do kazdé jamky ptidali 4 pl piislusné cDNA.
5. Desticku jsme prelepili optickou folii, centrifugovali na 2500 rpm po dobu 2 a ptl

minuty a nasledné vlozili do pfistroje LightCycler 480, kde jsme nastavili protokol:

1. krok (hot start)................... 10 minut pii 95 °C
2. krok (denaturace)................ 15 vtefin pii 95 °C
3. krok (annealing, extenze)...... 1 minuta pti 60 °C
4. krok (chlazeni)................... 30 vtefin pii 40 °C

Kroky 2 a 3 se opakovaly 50 x
6. Po dokonceni reakce jsme metodou Abs Quant/2nd Derivative Maximum ziskali
hodnoty Ct (prahové hodnoty fluorescence), které jsme dale zpracovali.
VSechny vzorky byly analyzovéany v tripletech. Z priméru Ct hodnot tfi jamek jsme
vypocitali mean Ct (primér prahovych hodnot fluorescence). Pokud byla smérodatna
odchylka Ct hodnot mezi jamkami vyssi nez 0,16, nebyla zapocitana nejvice odchylena jamka

a mean Ct hodnota byla ziskdna z priiméru zbyvajicich dvou jamek.

Sledovali jsme expresi gentt ACP5, CTSK a CALCR, jako endogenni kontroly jsme
pouzili geny B2M a HPRTI, které patii mezi nejstabilnéjSi kontroly pro genové exprese u

osteoklastli (Stephens et al., 2011).
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3.8. Zpracovani vysledk

Pfi srovnani miry osteoklastogeneze z mikroskopickych dat (relativnim poctu
osteoklasti mezi vzorky) jsme vramci kazdého experimentu z bunc¢k jednoho zdravého
jedince vztahli napocitané mnozstvi osteoklastli ve vSech jamkéach k primérnému mnozstvi
napocitanych osteoklastl v kontrolnich jamkéch (tzn. kultivaci se sérem zdravého jedince bez
piidavku cytokinii nebo kultivaci se sérem neoSettenym DNazou). Procentualni (relativni)
porovnavani bylo nezbytné pro souhrnné srovnani ve vysledcich, protoze monocyty riznych
jedinci vykazovaly znaéné odliSny osteoklastogenni potencial, nezavisle na ptidavanych

faktorech.

Naptiklad pokud v ramci bunék jednoho jedince byly po vyfazeni odchylené jamky
v kontrolnich jamkach (HS) pocty osteoklastii Ny = 100 a N, = 150, tedy primér N, = 125, a
v jamkach s pfidavkem TNF-o (HS + TNF-a) pocty N; = 150 a N, = 200, do souhrnnych
vysledkd jsme pro HS zapocitali procentualni hodnoty P; = 80 % a P, = 120 % a pro HS +
TNF-a P; = 120 % a P, = 160 %. Ve statistickém zpracovani jsme s témito procentudlnimi
hodnotami nakladali déale jako s nezavislymi v piipadé neparovych testl, nebo jsme obé
hodnoty zprimérovali do jedné a srovnavali parovymi testy (tzn. u kontroly byla vzdy

hodnota 100 %). Pouziti dvou druhti statistickych testli je vysvétleno u ptislusnych vysledk.

Pro srovnani vysledki genovych expresi jsme nejdiive vztahli mean Ct hodnoty
sledovanych genii ke geometrickému priméru mean Ct hodnot endogennich kontrol (ACt).
Nasledn& jsme vyjadfili hodnoty 272", které jsme pro kazdy ze vzork v rameci jednoho
experimentu vztahli ke kontrole a vyjadfili zménu (zvySeni €i snizeni) exprese vzhledem ke

kontrole.

3.9. Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému zpracovani vysledki jsme pouzili program GraphPad Prism 6

(GraphPad Software Inc.). Normalitu dat jsme ovéfovali D'Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk a
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Kolmogorov-Smirnov testem. Pokud bylo nutno vytadit extrémni hodnoty, pouzili jsme
Grubbstv test s alfa hodnotou 0,05. Pfi porovnavani tii skupin souhrnnych hodnot jsme
v piipadé Gaussova rozdéleni hodnot vyuzili jednocestnou ANOVu, v ptipadé¢ nenormalniho
rozlozeni hodnot Kruskal-Wallis test. Pfi porovnavani dvou skupin neparovych hodnot jsme u
normalniho rozloZeni hodnot pouzili t-test s Welchovou korekci, pfi nenormalnim rozlozeni
hodnot Mann-Whitney test. V ptfipad¢ parovych dat jsme pouzili Wilcoxoniiv parovy test.
Hladiny statistické vyznamnosti byly stanoveny takto: * = P < 0,05 — signifikantni vysledek,
¥k =P < 0,01 — vysoce signifikantni vysledek, *** = P < 0,001 nebo **** =P < 0,0001 —

velmi vysoce signifikantni vysledek.

3.10. Optimalizace postupu

3.10.1. Pouziti plazmy a séra v kultivacich

Pro ovétovani vlivu cfDNA v cirkulaci u nové diagnostikovanych pacientt a zdravych

kontrol jsme planovali pfidavani plazmy do kultiva¢niho média.

Pilotni kultiva¢ni experimenty s plazmou ukdzaly, Ze v jeji pfitomnosti dochazi mezi
jednotlivymi vyménami ke srazeni média a naslednému ,,odmyti*“ bunék. K tomuto efektu
dochazelo 1 po nahrazeni média DMEM kultiva¢nimi médii a-MEM a RPMI 1640 odlisné¢ho
sloZeni. Ke srazeni doSlo pfi pomalém rozmraZeni plazmy pfi 4 °C 1 pfi rychlejsich
rozmrazenich v RT nebo vodni 1dzni vyhtaté na 37 °C. Pti vyménach jsme se také netispésné
pokouseli srazené médium roziedit Cistym médiem doplnénym do jamky pied vyménou.
Z téchto technickych divodii jsme tedy pro ovéfeni vlivu cfDNA nakonec vyuZzivali sérum

misto plazmy, podobné& jako u cytokin.

Studované sérum celiakalnich pacienti nebo zdravych jedinct bylo do kultivaci
piidavéano spolu s ostatnimi faktory 2. den (po 24 hodinové prestimulaci s M-CSF) a bylo
vzdy Cerstvé rozmraZzeno a dopliilovano do namichané¢ho kompletniho média DMEM (s FBS,
PS a LG). Vysledné médium piidavané do kultivaci tedy obsahovalo 10 % FBS a 10 %
lidského séra. Pouziti celkovych 20 % séra bylo zalozeno na pozorovani, Ze samotné zvysSeni
mnozstvi séra z 10 % na 20 % vyrazné podporuje vznik osteoklasti v naSich in vitro
kultivacich.

53



3.10.2. Osetreni séra DNazou

Za ucelem ovéteni vlivu cfDNA v podminkach, které co nejvice napodobuji in vivo

prostiedi, jsme studované sérum piidavané do kultivaci oSetfili DNazou, ktera z néj odstranila

cfDNA. Efekt takto upraveného séra jsme vztahovali k efektu neoSetieného studovaného séra

obsahujiciho cfDNA.

V pilotnich experimentech jsme k oSetfeni pouzili TURBO DNA-free™ Kit

(Invitrogen) nebo DNase I Amplification Grade kit (Sigma-Aldrich) dle nasledujicich

protokolt:

A S

Pro TURBO DNA-free™ Kit:

K 250 pl séra jsme ptidali 5 ul Turbo DNazy, 30 ul DNase Buffer a 15 ul H,O (PCR-
grade)

Smés jsme zvortexovali a stocili.

Inkubovali jsme po dobu 20 minut v termobloku pii 37 °C

Do smési jsme ptidali 30 ul DNase Inactivation Reagent

Za obcasné¢ho vortexovani jsme inkubovali pfi RT po dobu 5 minut a poté jsme
centrifugovali na 14000 rpm po dobu 2 minut.

Po centrifugaci jsme opatrné bez poruseni pelety odebirali oSetfené sérum, které jsme

aplikovali do média.

Pro DNase I Amplification Grade:

. K250 pl séra jsme ptidali 25 pl DNazy I a 25 ul Reaction Buffer.

Smés jsme pomalu propipetovali a inkubovali po dobu 20 minut v termobloku pii 37
°C.
Ptidali jsme 25 pl Stop Solution, smés jsme propipetovali a oSetfené sérum piidavali

do ptislusného média.

Provedli jsme celkem 6 experimentl, v nichz bylo sérum oSetfovano pro kazdy

z experimentll vzdy jednim z kitd. Pribézné vysledky z téchto experimentli naznacovaly, Ze
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pritomnost ¢cfDNA (resp. neoSetfeni séra DNazou) ma znacny pozitivni vliv na vznik

osteoklastii (graf 1).
Vliv oSetreni séra DNazou
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Graf 1: Vliv oSetfeni séra DN4zou na osteoklastogenezi.

HS — kultivace se sérem zdravych kontrol. CS — Kultivace se sérem nové diagnostikovanych pacientt s celiakii.
Znéazornény jsou median, 25. a 75. percentil, minimum a maximum. Poéty byly vztahovany k priméru kontroly

HS = 100 %. Tyto kultivace probihaly v pfitomnosti 30 ng/ml RANKL.

Bylo vSak nutné vylou€it mozny vliv samotného DNazového kitu na tvorbu
osteoklastii. Toto ovéfeni jsme provedli tak, Ze jsme vSechny komponenty DNase I kitu
namichali dle vySe popsanych protokold, ale bez pfitomnosti oSetfovaného séra. Tuto smés
jsme nasledné pti kultivaci ptidali do kompletniho média DMEM. Pfidany objem reakéni
smeési odpovidal obsahu, ktery byl bézné piidavan do kompletniho média spolu s oSetfenym

sérem (2,4 %). Z vysledkl vyplynulo, Ze pti vySe popsanych zplsobech oSetfeni séra mohl
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byt pozorovany efekt do znacné miry zpusoben spiSe samotnym DNazovym kitem, nez

ptitomnosti ¢i neptitomnosti cfDNA (obr. 15).

C D

Obr. 15: Vliv DNéazového kitu na osteoklastogenezi pred upravou protokolu. Zeiss
Primovert, zvétSeni 400 X. Autor
Obrazky pochézi ze dvou nezavislych experimentii. A, B: Kontrolni kultivace bez DNazového kitu. C, D:

Kultivace s DNazovym kitem. V pfitomnosti kitu nevznikly zadné osteoklasty a ve vzorku byl po nabarveni také

velmi vyrazné nizsi pocet vSech bunék.

Dalsi optimalizace osetfeni séra jsme provadéli pouze na DNase I Amplification Grade
kitu. V néslednych experimentech jsme se zaméfili nejdiive na vliv mnoZzstvi kitu. Pfidavané
objemy jsme snizili az na 2 ul DNazy, 2 ul Reaction Buffer a 2 pl Stop Solution pro 1 ml
média DMEM (tedy celkovy obsah 0,6 % oproti ptivodnim 2,4 %). Negativni efekt na

osteoklastogenezi setrvaval i pii tomto nizkém objemu.
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Zaméfili jsme se také na vliv jednotlivych komponent kitu. Negativni efekt na
osteoklastogenezi se potvrdil i tehdy, pokud byla pfitomna pouze DNaza I bez Reaction
Buffer a Stop Solution nebo DNéza namichana se Stop Solution bez ptfitomnosti Reaction

Buffer.

Z téchto vysledkli jsme jako mozZnou pfiCinu vytipovali nedostatenou inaktivaci
DNazy. S ohledem na protokol od vyrobce, dle kterého je DN4za z DNase I Amplification
Grade kitu citlivd na mechanickou denaturaci, jsme do naseho protokolu doplnili krok, kdy je
oSetfené sérum po piidani Stop Solution ditkladné vortexovano. Kontrolni experimenty pouze
s kitem bez pfitomnosti oSetfeného séra naznacuji, Ze se negativni UCinek kitu pfi tomto

postupu vytraci (obr. 16).

Obr. 16: Vliv DNé4zového kitu po uprave protokolu. Zeiss Primovert, zvétSeni 200 x. Autor
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Obrazky ze dvou nezavislych experimentl. A, B: Kontrolni kultivace bez DNazového kitu. C, D: Kultivace
s DNazovym kitem. V pfitomnosti kitu vznikly velké mnohojaderné osteoklasty a jamky svym vzhledem

odpovidaly kontrolnim jamkam.

Vysledny nami pouzivany protokol oSetfeni séra, v némz jsme navic snizili objem

komponent kitu a prodlouzili inkubaci, byl nasledujici:

1. 14 ul DNazy I a 14 ul Reaction Buffer jsme smichali s 308 pl séra.

2. Smés jsme jemné propipetovali a inkubovali po dobu 30 minut v termobloku pii 37
°C.

3. K oSetfenému séru jsme pridali 14 pl Stop Solution a objem tim doplnili na 350 pl.

4. Osetiené sérum jsme dikladné vortexovali po dobu 15 sekund, poté stocili a znovu

siln¢ vortexovali po dobu 15 sekund. Nasledn¢ jsme jej pfidali do kultivacniho média.

OSetfen¢ho séra byl piidan vzdy takovy objem, aby Ccisté podily lidského séra

v porovnani oSetfovaného i kontrolniho vzorku byly odpovidajici, tj. 10 % (tab. 5).

Tab. 5: Porovnani vysledného sloZeni média s oSetfenym a neoSetfenym sérem

DMEM (10
Studované Komponenty M-
% FBS, PS, RANKL
sérum DNaz. kitu CSF
LG)
Médium s oSetienym 25 0,5
88,7 % 10 % 1,3 %
sérem (S + DNase) ng/ml | ng/ml
Médium
25 0,5
s neoSetifenym sérem 90 % 10 % —
©) ng/ml | ng/ml
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3.10.3. Koncentrace cytokinu

Pouziti objemt 25 ng/ml M-CSF a 30 ng/ml RANKL bylo v nasi laboratoii zavedeno
na zéklad¢ predchozi spoluprace s Bone Biopathology Laboratory, Department of
Biotechnological and Applied Clinical Sciences, University of L’Aquila v Italii. Idealni
koncentrace do 25 ng/ml u M-CSF je navic experimentalné¢ podlozena (Hodge et al., 2007).

Zavedeni koncentrace RANKLu 0,5 ng/ml vychazi z prace Taranty et al. (2004), kde
se pozorované efekty studovaného séra projevily pouze pii této nizké koncentraci, ktera vSak

vice odpovida fyziologickym podminkam.

Ve srovnani efekti kultivace se sérem nové diagnostikovanych pacientl s celiakii a
zdravych kontrol pifi koncentraci 30 ng/ml RANKLu jsme, podobné jako Taranta et al.,
(2004), nepozorovali vyznamny rozdil v poctu osteoklastii (graf 1). Optimalizaéni experiment
s TNF-a v pfitomnosti 30 ng/ml RANKL a 0,5 ng/ml RANKL navic naznacil vyssi vliv
tohoto cytokinu pfi niz§i koncentraci RANKLu. Na zéklad¢ téchto pozorovani a znamych
informaci jsme vsechny kultivace, z nichz vychazi vysledky prace, provadéli v pritomnosti

0,5 ng/ml RANKL.

Rekombinantni cytokiny TNF-a, IL-6 a IFN-y jsme pfidavali do média ve vysledné
koncentraci 20 ng/ml. Koncentrace 20 ng/ml TNF-a je bézné pouzivéana dle odborné literatury
(napt. Kobayashi et al., 2000; Kim et al., 2005; Kyung et al., 2008). Ve dvou nezavislych
experimentech jsme také vyzkouseli koncentrace IL-6 4 ng/ml, 20 ng/ml a 80 ng/ml, z nichz
koncentrace 20 ng/ml vedla k nejstabilngjSim vytézkim osteoklastii. Piehled pfidavanych

faktort pii ovéfovani vlivu cytokinli a studovaného séra je zobrazen v tab. 6.
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Tab. 6: Slozeni média pro ovéfeni vlivu séra a cytokinil

Studované | Studované R
DMEM
sérum sérum A
(10 % _ M- TNF-
KULTIVACE pacienta zdravé N IL-6 | IFN-y
FBS, PS, - CSF a
s celiakii kontroly K
LG)
(CS) (HS) L
25 0,5
CS 90 % 10 % - - - -
ng/ml | ng/ml
25 0,5
HS 90 % - 10 % - - -
ng/ml | ng/ml
HS + TNF- 25 1 05 1 20
90 % - 10 % - -
o ng/ml | ng/ml | ng/ml
25 0,5 20
HS +IL-6 90 % - 10 % - -
ng/ml | ng/ml ng/ml
25 0,5 20
HS +IFN-y | 90 % - 10 % - -
ng/ml | ng/ml ng/ml
HS + Mix 25 105 | 20 | 20 | 20
UL I 20 % - 10% ng/ml | ng/ml | ng/ml
IFN-y) ng/ml | ng/ml | N& g g
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4. Vysledky

4.1. Srovnani koncentraci cytokinU mezi pacienty

s celiakii a kontrolami

Pro potvrzeni ptedpokladu, Ze u nové diagnostikovanych pacientl s celiakii 1 pacient
s celiakii na diet¢ dochazi k vyznamnému zvyseni hladin zanétlivych cytokini TNF-a, IL-6 a
IFN-y oproti zdravym kontroldm, jsme porovnali naméfené hodnoty u téchto cytokinli mezi

vSemi tfemi skupinami.

4.1.1. Koncentrace TNF-a

Koncentrace TNF-a v sérech jsme srovnali Kruskal-Wallis testem. Mezi jednotlivymi

skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v hladinach TNF-q.
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Graf 2: Koncentrace TNF-a v sérech.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodti znaci jeden méteny vzorek séra. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS —

sérum noveé diagnostikovanych pacientt s celiakii, GFS — sérum pacientt s celiakii na dieté.

Hodnoty sloupcii: HS: median 0,07, rozptyl 0 — 1,69; CS: median 0,32, rozptyl 0 — 1,84; GFS: median 0,83,
rozptyl 0 — 3,5. VSechny hodnoty jsou v pg/ml.

4.1.2. Koncentrace IL-6

Koncentrace IL-6 v sérech jsme srovnali Kruskal-Wallis testem. Mezi jednotlivymi
skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v hladindch IL-6. VétSina z naméfenych hodnot

u skupiny zdravych kontrol a pacientt s celiakii na dieté¢ byla pod detekénim limitem.
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Graf 3: Koncentrace IL-6 v sérech.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu pfedstavuje median, hranice boxu znazoriuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodl znac¢i jeden méteny vzorek séra. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS —

sérum nove diagnostikovanych pacientt s celiakii, GFS — sérum pacientl s celiakii na dieté.
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Hodnoty sloupcti: HS: median 0, rozptyl 0 — 0,11; CS: median 0,01, rozptyl 0 — 0,15; GFS: median 0, rozptyl 0
—0,12. VSechny hodnoty jsou v pg/ml.

4.1.3. Koncentrace IFN-y

Koncentrace IFN-y v sérech jsme srovnali Kruskal-Wallis testem. Mezi jednotlivymi
skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v hladinach IFN-y. VétSina z naméfenych

hodnot u vSech skupin byla pod detek¢nim limitem.
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Graf 4: Koncentrace IFN-y v sérech.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu pfedstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodu znaci jeden méfeny vzorek séra. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS —

sérum nove diagnostikovanych pacientt s celiakii, GFS — sérum pacientt s celiakii na dieté.

Hodnoty sloupcti: HS: median 0, rozptyl 0 — 0,09; CS: median 0, rozptyl 0 — 0,03; GFS: median 0, rozptyl 0 —
0,02. Vsechny hodnoty jsou v pg/ml.
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4.2. Srovnani koncentraci cfDNA mezi pacienty s celiakii

a kontrolami

Pro ovéieni hypotézy, ze u nové diagnostikovanych pacientl s celiakii dochazi
v souvislosti s rozpadem stfevni sliznice ke zvySeni hladin cfDNA, jsme porovnali namétené
hodnoty cfDNA v plazmé nové diagnostikovanych pacienti a zdravych kontrol. Mann-

Whitney test neodhalil statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami.
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Graf 5: Koncentrace cfDNA v plazméach.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodu znaci jeden méteny vzorek plazmy. Zkratky: HP — plazma zdravych kontrol,

CP — plazma nové diagnostikovanych pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupcti: HP: median 11,32, rozptyl 5,4 — 28,64; CP: median 11,02, rozptyl 3,35 — 29,91. VSechny

hodnoty jsou v ng/ml.
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4.3. Analyza vlivu sér pacientu s celiakii a zdravych

kontrol na osteoklastogenezi

Séra nové diagnostikovanych pacient a zdravych kontrol, u nichz byla analyzovana
koncentrace TNF-a, IL-6 a IFN-y, jsme déle vyuzili pro kultivace a diferenciace monocytii
v osteoklasty, abychom ovéfili, zda v pfitomnosti séra pacientli dochazi ke zméné v poctu

vznikajicich osteoklastil.

Monocyty od kazdého jednotlivého zdravého dérce (skupina FM) jsme kultivovali
v pritomnosti séra nové diagnostikovanych pacientti (CS) i zdravych kontrol (HS). Konecny
vysledek byl ziskan tak, ze ze tfi mikroskopicky vyhodnocenych jamek byla vyfazena jamka
s nejvice odchylenou hodnotou poctu osteoklasti a ze zbylych dvou jamek byl vypocten
pramér hodnot. Tento primér pii kultivaci s CS byl nasledn€ srovnan s primérnym poctem
pfi kultivaci s HS a vyjadien jako procentualni (relativni) zvySeni ¢i snizeni.

Pti kultivacich se séry CS vzniklo v priméru piiblizné o 53 % vice osteoklastl nez pfi

kultivaci s HS. Tento vysledek byl dle Wilcoxonova parového testu statisticky vyznamny (P <

0,05).
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Graf 6: Vliv sér na osteoklastogenezi.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazoriuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodt u kultivace s CS znaci vysledny primér z jamek jedné kultivace vztazeny
k odpovidajici kultivaci s HS. Pro nazornost grafu jsou vyznaCeny také rozptyly v ramci samotné kontroly,
ackoliv pro vypocet rozdilu CS a HS byl pouzit u kontroly vzdy primér 100 %. Hvézdicka a linka nad grafy
znali statistickou signifikanci. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS — sérum nové¢ diagnostikovanych

pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupct: Kultivace se séry HS: median 100, rozptyl 74,07 — 125,93, pramér 100; Kultivace se séry
CS: median 149, rozptyl 66,67 — 318,3, prumér 152,8. VSechny hodnoty jsou v %.

4.4. Vliv cytokinu na osteoklastogenezi

Jako dal§i ¢ast prace jsme ovéfili vliv samotnych cytokin TNF-o, IL-6 a IFN-y a
jejich kombinace na osteoklastogenezi. Rekombinantni cytokiny jsme pfidavali k séru
zdravych kontrol soubézné pii ovérovani vlivu séra CS. Statisticky vyznamného vysledku (P
< 0,05) jsme na zakladé Wilcoxonova parového testu dosahli pouze u kultivace s pfidanym
IL-6, v jehoz piitomnosti vzniklo v priméru o 27 % méné osteoklastli oproti kontrolni
kultivaci se samotnym sérem HS. U cytokini TNF-o, IFN-y a kombinace vSech tii
testovanych cytokinl jsme pozorovali trend ke zvySeni primérného poctu osteoklastd (34 %,

49 % a 28 %, dle potadi), tento vysledek vSak nebyl signifikantni.
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Graf 7: Vliv cytokini na osteoklastogenezi.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu pfedstavuje median, hranice boxu znazoriuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Hvézdicka znaci signifikanci. Kazdy z bodt u kultivace s cytokiny znaci vysledny prameér

z jamek jedné kultivace vztazeny k odpovidajici kultivaci s HS. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol.

Hodnoty sloupci: HS + IL-6: median 60,89, rozptyl 16,67 — 126, prumér 71,18; HS + IFN-y: median 131,7,
rozptyl 5,45 — 295, pramér 149,4; HS + TNF-a: median 118,8, rozptyl 94,79 — 211,2, pramér 133,5; HS + IL-6,
IFN-y, TNF-a: median 117,6, rozptyl 6,44 — 287,6, pramér 127,9. Vechny hodnoty jsou v %.

4.5. Vliv cytokinU a sér na osteoklastogenezi pfi

zohlednéni neparovosti dat

Wilcoxontiv test jsme pro vyjadieni vlivu cytokinil a séra pacientil zvolili na zakladé
toho, Ze vramci jednoho experimentu byly pouzity na vSechny jamky totozné buniky od
jednoho jedince a predpokladame tedy vzajemnou zavislost ziskanych dat. V bunéénych a
tkanovych kultivacich je ale také relativné béznou praxi, ze se vysledek z kazdé jednotlivé
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jamky (resp. oddé€leného kultiva¢niho prostiedi) povazuje za samostatny nezavisly vysledek, a

to 1 v ptipadé, Ze jsou buiiky stejného piivodu.

Data z mikroskopického hodnoceni jsme tedy porovnali i s ohledem na moznost
nepovazovat vysledky za parové. Zbylé dve jamky po vyfazeni tieti odchylené nebyly v tomto
piipadé primérovany. Po ovéfeni normality jsme vysledky porovnali t-testem s Welchovou
korekci nebo Mann-Whitney testem. Procentudlni zvySeni ¢i snizeni bylo stejné jako u
ptechozich dvou grafii (stejnd vstupni data, ale nepriméerovand). Zvyseni relativnich pocta
osteoklastti v piipad¢ kultivace s CS a snizeni pfi kultivaci s IL-6 bylo pii pouziti neparovych
testt statisticky vyznamnéjsi (P < 0,01) a zvySeni pfi kultivaci s TNF-a bylo signifikantni (P
< 0,05). Body predstavujici vysledky jednotlivych jamek nejsou pro piehlednost grafu

vyznaceny.
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Graf 8: Vliv cytokint a sér na osteoklastogenezi pii zohlednéni neparovosti dat.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu pfedstavuje median, hranice boxu znazorfiuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Linky nad grafy a hvézdi¢ky znazoriuji signifikance. Zkratky: HS — sérum zdravych

kontrol, CS — sérum nov¢ diagnostikovanych pacientd s celiakii.
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Hodnoty sloupcii: HS: median 100, rozptyl 74,07 — 125,93, pramér 100; CS: medidn 150,3, rozptyl 60,61 —
338,6, pramér 152.8; HS + IL-6: median 67,46, rozptyl 12,12 — 129,2, pramér 71,18; HS + IFN-y: median
121,2, rozptyl 0 — 303,8, prumér 149.4; HS + TNF-a: median 133,8, rozptyl 64,36 —213,7, pramér 133,5; HS +
IL-6, IFN-y, TNF-a: median 134,2, rozptyl 5,94 —296,9, praimér 127,9. VSechny hodnoty jsou v %.

4.6. Vliv cytokinl a sér na genové exprese markeru

osteoklastu

U kultivaci v pfitomnosti cytokinli a sér jsme soub&ézné analyzovali expresi
charakteristickych osteoklastovych markerdt ACP5, CTSK a CALCR. Piedpokladali jsme, Ze
mira exprese téchto markert ukaze na celkovou aktivitu bungk. Hodnoty 2% jsme porovnali
v ramci kazdého experimentu a vyjadfili procentudlni (relativni) zvySeni ¢i snizeni oproti
kontrolni kultivaci s primérem 100 %. Exprese jsme porovnavali pouze na zakladé parovych
testd, protoze k primérovani jamek dochéazelo jiz na zdkladé metodiky (smichani bunéénych

lyzati ze dvou jamek).

4.6.1. Exprese ACP5

Na zédkladé¢ Wilcoxonova parového testu jsme srovnali rozdily exprese ACPS5 u
kultivaci s CS a cytokiny oproti kontrolnim kultivacim s HS. Pozorovali jsme signifikantni (P
< 0,05) snizeni exprese u kultivaci s IL-6, kde byla exprese ACP5 sniZzena v priméru o 32 %
vici kontrole, a vysoce signifikantni (P < 0,01) sniZeni u kultivaci s IFN-y, pfi nichZ se
exprese ACP5 snizila viici kontrole v priméru o 24 %. Celkovym trendem vsak bylo snizeni

exprese ACP5 v ptitomnosti vSech testovanych faktort.

69



{ Vliv cytokinu a sér na expresi ACP5 }
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Graf 9: Vliv cytokint a sér na expresi ACPS5.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodl znaci relativni zvySeni ¢i sniZeni exprese vic¢i kontrole v ramci jednoho
experimentu. Hvézdi¢ky nad grafy znazoriuji signifikance. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS — sérum

nove diagnostikovanych pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupcti: CS: median 0,94, rozptyl 0,56 — 1,35, pramér 0,92; HS + IL-6: median 0,56, rozptyl 0,26 —
1,15, pramér 0,68; HS + IFN-y: median 0,72, rozptyl 0,54 — 0,97, pramér 0,76; HS + TNF-a: median 0,45,
rozptyl 0,28 — 1,16, pramér 0,64; HS + IL-6, IFN-y, TNF-0: median 0,42, rozptyl 0,16 — 1,09, pramér 0,49.
Vsechny hodnoty vyjadiuji fold-change.

4.6.2. Exprese CTSK

Pro porovnani expresi CTSK jsme nejdiive Grubbsovym testem (a = 0,05) odstranili
extrémni hodnoty. Wilcoxonovym péarovym testem jsme nasledné srovnali rozdily exprese
CTSK u kultivaci s CS a cytokiny oproti kontrolnim kultivacim s HS. Pozorovali jsme vysoce

signifikantni snizeni exprese (P < 0,01) u kultivaci s IL-6, kde byla exprese CTSK sniZena
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v priméru o 44 % vici kontrole, a u kultivaci s IFN-y, pfi nichZ se exprese CTSK snizila
v priméru o 52 % vuci kontrole. Celkovym trendem bylo opét snizeni exprese CTSK

v pfitomnosti vSech testovanych faktora.
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Graf 10: Vliv cytokinll a sér na expresi CTSK.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu piedstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodl znaci relativni zvySeni ¢i sniZeni exprese vici kontrole v ramci jednoho
experimentu. Hvézdi¢ky nad grafy znazoriuji signifikance. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS — sérum

nove diagnostikovanych pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupcti: CS: median 0,93, rozptyl 0,35 — 1,35, pramér 0,85; HS + IL-6: median 0,56, rozptyl 0,30 —
0,82, pramér 0,56; HS + IFN-y: median 0,41, rozptyl 0,05 — 0,83, pramér 0,48; HS + TNF-a: median 0,76,
rozptyl 0,24 — 2,91, pramér 1,13; HS + IL-6, IFN-y, TNF-0: median 0,22, rozptyl 0,13 — 0,39, pramér 0,24.
Vsechny hodnoty vyjadiuji fold-change.
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4.6.2.1. Exprese CTSK prepoctena na osteoklast

CTSK je v literatuie vétSinové povazovan za charakteristicky 1 specificky protein
vznikajicich mnohojadernych polykaryonti (resp. osteoklastll). Srovnani miry exprese genu
CTSK na pocet osteoklastii by tedy mohlo pfimo poukézat na aktivitu pfipadajici na jeden

osteoklast.

Pro toto porovnani jsme v ramci kazdého experimentu spojili data z mikroskopického
hodnoceni a analyzy expresi tak, Ze jsme nejprve vyjadiili expresi na osteoklast u kontrolni
kultivace s HS jako hodnotu 2 “"/priimérny pocet osteoklasti a naslednd stejnym zptsobem i
pro kultivace s cytokiny a CS. Vypoctené hodnoty pro kultivace s cytokiny a CS jsme v ramci
kazdého experimentu vztahli k vypoctenym hodnotdm u kontroly a vyjadiili procentudlni

(relativni) zvySeni ¢i snizeni oproti kontrolni kultivaci.

Stejné¢ jako u celkové exprese CTSK jsme nejprve odstranili extrémni hodnoty
Grubbsovym testem (o = 0,05) a souhrnné vysledky srovnali Wilcoxonovym parovym testem.
Snizeni primérné exprese na osteoklast bylo vysoce signifikantni (P < 0,01) u kultivaci s CS,
kde byla primérna exprese CTSK na osteoklast snizend o 47 % a signifikantni (P < 0,05) u
kultivaci s IFN-y, pfi nichz se primérna exprese CTSK na osteoklast snizila o 58 % vuci
kontrole. Kultivace se vSemi ostatnimi cytokiny a jejich kombinaci také vykazovaly trend

sniZeni primérné exprese na osteoklast.
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Graf 11: Exprese CTSK ptepoctend na osteoklast.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazornuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodl znaci relativni zvyseni ¢i snizeni exprese na osteoklast vici kontrole v ramci
jednoho experimentu. Hvézdicky nad grafy znazornwuji signifikance. Zkratky: HS — sérum zdravych kontrol, CS

— sérum nov¢ diagnostikovanych pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupcti: CS: median 0,52, rozptyl 0,25 — 0,86, pramér 0,53; HS + IL-6: median 0,88, rozptyl 0,24 —
1,14, pramér 0,82; HS + IFN-y: median 0,33, rozptyl 0,17 — 1,01, praimér 0,42; HS + TNF-a: median 0,64,
rozptyl 0,21 — 1,03, pramér 0,57; HS + IL-6, IFN-y, TNF-a: median 0,15, rozptyl 0,09 — 0,96, pramér 0,35.
Vsechny hodnoty vyjadiuji fold-change.

4.6.3. Exprese CALCR

Primérna prahova hodnota fluorescence mean Ct naméfend pro CALCR byla ve vSech
meétenich vysSi nez 35. Zachycené signdly nad Ct > 35 nejsou obecné povazovany za

vérohodné z diivodli nespecifickych reakci pti qPCR analyze. U vétSiny vzorkd byla
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smerodatna odchylka vyssi nez 0,16 a u nékterych vzorkli nebyl signal vlibec zachycen.

Z tohoto diivodu jsme expresi CALCR dale statisticky nezpracovavali.

4.7. Vliv cfDNA na osteoklastogenezi

Pro zjisténi, zda cfDNA ovlinuje proces osteoklastogeneze, jsme po provedeni
ptislusnych optimalizaci (viz kap. 3.10.2.) pfistoupili ke kultivacim se séry CS, ve kterych
jsme oSetienim DNazou znicili cfDNA. Pro kontrolni kultivaci byla pouzita stejna neoSetfena

séra.

Bylo provedeno 5 nezavislych experimentii, pii nichz v neptitomnosti cfDNA (po
osetfeni séra DNéazou) vzniklo v priméru o 65 % méné osteoklastti, jinak feceno pritomnost
cfDNA zpouzitych vzorkt séra vedla v kultivacich ke vzniku pfiblizné trojnasobku
osteoklastli oproti tomu, kdy cfDNA nebyla pfitomna. Tento vysledek byl na zakladé¢
Wilcoxonova parového testu tésné nad hranici statistické signifikance (P = 0,0625), cozZ je
dano charakterem tohoto testu, ktery k oznaceni rozdilii za statisticky vyznamné pozaduje

nejméné 6 nezavislych hodnot.
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Graf 12: Vliv ¢cfDNA na osteoklastogenezi.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazoriiuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodii u kultivace s cfDNA znaci vysledny pramér z jamek jedné kultivace vztazeny
k odpovidajici kultivaci s HS. Pro nazornost grafu jsou vyznaéeny také rozptyly v ramci samotné kontroly (CS),
ackoliv pro vypocet rozdilu CS a osetiené CS byl pouzit u kontroly vzdy primér 100 %. Zkratky: CS — sérum

nove diagnostikovanych pacientt s celiakii.

Hodnoty sloupct: CS: median 100, rozptyl 74,74 — 125,26, pramér 100; CS oSetiené DNazou: median 32,64,
rozptyl 8,57 — 65,02, primér 35,1. VSechny hodnoty jsou v %.

4.71. Vliv cfDNA na osteoklastogenezi pfi zohlednéni

neparovosti dat

Stejné jako pfi srovnani vlivu cytokind a sér na osteoklastogenezi jsme 1 vysledky
z cfDNA porovnali s ohledem na moZnost, ze je lze srovnavat jako neparova data. Podobné

jako v prvnim popsaném piipadé nebyly zbylé dvé jamky po vyfazeni teti odchylené v tomto
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piipad¢ primérovany a po vztazeni ke kontrole v ramci experimentu s nimi bylo v souhrnném

grafu dale nakladano jako s nezavislymi vysledky.

Pro celkové srovndni jsme nejprve ovéfili normalitu dat a na jejim zaklad€ jsme
souhrnnd data porovnali t-testem s Welchovou korekci. Timto testem byl pramérné
trojnasobny pocet osteoklasti v ptfitomnosti c¢fDNA vyhodnocen jako velmi vysoce

signifikantni (P < 0,0001).
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Graf 13: Vliv ¢fDNA na osteoklastogenezi pii zohlednéni nepéarovosti dat.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu predstavuje median, hranice boxu znazoriwuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Linky nad grafy a hvézdicky znazoriuji signifikance. Body v tomto pfipad€ znaci jednotlivé
neprimérované jamky. Zkratky: CS — sérum nov¢ diagnostikovanych pacientd s celiakii.

Hodnoty sloupcti: CS: median 100, rozptyl 74,74 — 125,26, primér 100; CS oSetiené DNazou: median 26,82,
rozptyl 5,71 — 84,21, pramér 35,1. VSechny hodnoty jsou v %.
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4.8. Vliv cfDNA na genové exprese markeru osteoklastu

U kultivaci v ptitomnosti ¢i nepiitomnosti cfDNA (resp. oSetfeného a neosetfeného
séra) jsme také soubézné analyzovali expresi charakteristickych osteoklastovych markeri
ACP5, CTSK a CALCR. Ptedpokladali jsme, ze mira exprese téchto markerti ukdze na

—-ACt - . , . v 17 .
274 jsme porovnali vramci kazdého experimentu a

celkovou aktivitu bunék. Hodnoty
vyjadiili procentudlni (relativni) zvySeni ¢i sniZzeni oproti kontrolni kultivaci s praimérem 100

%.

Pti qPCR analyze nebyla u jednoho ze vzorki detekovéana exprese endogenni kontroly
HPRTI a velmi Spatné¢ detekovana exprese ostatnich sledovanych genti. Z tohoto diivodu byly
dany vzorek i jemu odpovidajici kontrola vyfazeny. Vzhledem k malému poctu konecnych
vysledki pro srovnani nebyla provedena statistickd analyza a nésledujici graf tedy slouzi

pouze pro ilustraci trendd.

U ACPS5 i CTSK jsme pozorovali vyrazny trend zvySeni celkové exprese v kultivacich
bez cfDNA (se séry oSetfenymi DNazou). Expresi CTSK na osteoklast jsme z diivodu nizkého

poctu dat nevyjadrovali.
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Graf 14: Vliv cfDNA na expresi ACP5 a CTSK.

Vertikalni ¢ara uvniti boxu pfedstavuje median, hranice boxu znazoriuji 25. a 75. percentil, vousy maximalni a
minimalni hodnotu. Kazdy z bodd znaci relativni zvySeni ¢i sniZeni exprese vici kontrole v ramci jednoho

experimentu.

Hodnoty sloupcti: ACP5: median 1,98, rozptyl 1,59 — 2,89, pramér 2,11; CTSK: median 2,14, rozptyl 0,89 —
2,88, prumér 2,01. VSechny hodnoty vyjadiuji fold-change.

4.8.1. Exprese CALCR

Stejné jako v pripadé¢ studia efektu cytokinti byla u vétSiny vzorkd detekovéana nizka

exprese CALCR a z tohoto diivodu jsme vysledky exprese CALCR déle nezpracovavali.
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5. Diskuze

V nasi praci jsme se zamértili na zanétlivé prostiedi jakozto moznou piiCinu zvysené
osteoklastogeneze a sni souvisejiciho vyssiho rizika rozvoje osteopordzy u zanétlivych
chorob. Tento mechanismus jsme ovetovali na modelu celiakie, a dale obecné v souvislosti se
zanétlivymi faktory (TNF-a, IL-6 a IFN-y, cfDNA) charakteristickymi pro mnoha zénétliva

onemocnéni.

Séra nami ziskanych skupin nové diagnostikovanych pacientt s celiakii a vékové a
pohlavim odpovidajicich pacienti na diet¢ a zdravych kontrol se vyznamné neliSila
v koncentraci zddného ze sledovanych zanétlivych cytokinit TNF-a, IL-6 a IFN-y, jejichz
zvySené hladiny jsme pfedpokladali u obou skupin pacientli, zejména pak u skupiny nové
diagnostikovanych pacienti s probihajicim stievnim zanétem. Toto zjisténi je v rozporu
s nasim predpokladem i s dosavadnim vyzkumem, v némz byly popsany vyznamné zvySené
hladiny téchto cytokini u pacientl s celiakii (Cataldo et al., 2003; Taranta et al., 2004;
Manavalan et al., 2010)

V ptipad¢ IL-6 a IFN-y byla vétS§ina nami namétenych koncentraci pod detekénim
limitem. Z prace Manavalan et al. (2010) vSak vyplyva, ze nizké koncentrace cytokinti v séru,
vcetné TNF-a, nejsou u jednotlivych skupin vyjimecné a velké ¢ast vysledkil se ¢asto nachazi
pod hladinou detekce. Skupiny pacientl se pak ve srovnani se zdravymi kontrolami zdaji byt
charakterizované vét§im poctem jedinct s detekovatelnymi hladinami, z nichZ nékteré jsou
zarovenl velmi vyrazné zvySené. Medidn koncentraci pod hladinou detekce je pro nékteré
cytokiny charakteristicky také pii uziti nami zvolené Bio-Plexové analyzy (Chapman et al.,

2010).

Nejpravdépodobnéjsi pticinou nenalezeni rozdilu mezi skupinami je v nasem piipadé
maly pocet srovnavanych vzorkl.. Pokud uvazujeme, ze jsou rozdily spiSe nez celkovym
zvySenim koncentraci cytokinli u vétSiny pacientd zplsobeny zvySenim poctu jedincii
s detekovatelnou koncentraci pfisluSnych cytokint v séru a vyraznym zvySenim koncentraci u
nekolika malo jedincl, pak by zachyt tohoto rozdilu dost moznd vyzadoval skupiny tvofené

nejméné nékolika desitkami jedinct.

Fakt, Zze se u nékterych pacienti projevi zvySené hladiny zanétlivych cytokind,

zatimco jini se od vzorku zdravych jedinci v tomto ohledu neodliSuji, je tfeba zvazit i
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v souvislosti s osteoklastogenezi a zvySenym rizikem rozvoje osteoporodzy. Znamenalo by to
totiz, ze pokud lze hlavni roli zvySené diferenciace monocytii v osteoklasty pii zanétu
ptisoudit pravé zanétlivym cytokinlim, pak by se toto riziko tykalo jen urcité vyhranéné
skupiny pacienti s celiakii, u nichz z dosud neznamého divodu oproti ostatnim dojde
k zanétlivym projeviim na periferii. Otazka, zda se zanét ve stievé bézné projevi v periferni
krvi, je ostatné jednou z nejvétsich kontroverzi obestirajicich celiakii. Na jednu stranu se zda,
ze u lymfocytl v periferni krvi pacientt s celiakii dochazi ke zvySené aktivaci (Millimaggi et
al., 2001). Z jiné studie ale plyne, ze Th lymfocytarni odpoveéd’ v periferni krvi pacienta témér

nereflektuje tu nalézanou ve sttevé (Lahdenperd et al., 2011).

Podobné jako u cytokinii jsme ani v koncentracich ¢cfDNA nezjistili rozdil mezi
skupinou nové diagnostikovanych pacientli a jim odpovidajicich kontrol. Je mozné, Ze pfti
apoptoze stievni sliznice nedochazi k uvolnéni DNA do extracelularniho prostoru v takové
form¢, aby se nasledné¢ mohla dostavat do krve jako cfDNA. Jinou moZnosti je, Ze se tato
DNA do krve dostava, ale jeji ptitomnost by se mohla projevit kvalitativnimi zménami
cfDNA, naptiklad zastoupenim GC part. V této studii jsme potencialni kvalitativni zmény
cfDNA u pacientil oproti kontroldm nezjiStovali, a proto nemlzeme moznost takovych

odli$nosti vyloucit.

I presto, ze jsme mezi skupinami nepozorovali zvySeni koncentrace Zzadného
z predpokladanych ani hypotetizovanych hlavnich zanétlivych faktori v osteoklastogenezi,
pii kultivacich se séry nové diagnostikovanych pacientd vzniklo v priméru o 53 % vice
osteoklastii, neZ v kontrolnich kultivacich se séry zdravych kontrol. Tento efekt je sice
mnohonésobné niz§i nez ten, ktery pozorovali Taranta et al. (2004), ale pii zohlednéni toho,
ze dysbalance v osteoklastogenezi mohou probihat v fadu let az né€kolika desitek let, se

rozhodné stale jedna o potencialni efekt biologicky velmi vyznamny.

Je také mozné, Ze rozdil v efektech mezi studiemi je zpiisoben rozdily metodiky, a to
jak samotného kultivaéniho postupu, tak ptredevSim pouziti rizného mnozstvi séra. V nasi
praci jsme zvolili pouziti 20 % séra (10 % FBS a 10 % studované lidské sérum) na zakladé
pozorovani, Zze samotné zvySeni objemu séra z 10 % na 20 % vede k vyrazné podpoie
diferenciace monocytli v osteoklasty. Je vSak mozné, Ze se pfi tomto experimentdlnim
postupu zaroveil proporéné snizi velikost pozorovatelnych efektii. Otdzkou zlstava, ktery
z modeli je schopen 1épe napodobit in vivo podminky. Pouziti riznych objemil séra bude

tfeba s ohledem na tuto otazku revidovat.
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Ptes diskutovany nesoulad v proporcionalité efektl je 53% zvySeni osteoklastogeneze
pfi kultivaci se sérem pacientdl velmi vyznamné napiiklad i po zohlednéni efektt
rekombinantnich cytokinli na osteoklastogenezi, které v priméru podporovaly ¢i inhibovaly
osteoklastogenezi v fadech desitek procent zvysSeni €i snizeni. To by ukazovalo na moznost,
ze v séru noveé diagnostikovanych pacientti existuje dal§i faktor ¢i faktory, které pifimo
podporuji diferenciaci monocytli v osteoklasty a ze jejich vliv by mohl byt podobné
vyznamny, jako vliv sledovanych cytokini. K jeho ¢i jejich projevu by zéaroven mohlo
dochazet 1 u pacientli bez nalezu charakteristického zanétu v periferni krvi, coz by do rizika
osteoporozy potencialné stavélo Sirsi skupinu pacientt s celiakii. Co konkrétné tento faktor ¢i
faktory jsou, nedokazeme v tuto chvili fici, ale pravdépodobné nebude ¢i nebudou ptfimo
souviset s aktivaci perifernich lymfocyti (napt. produkce jinych prozanétlivych cytokinti ¢i
posun poméru RANKL/OPG), ke které, soudé podle koncentraci charakteristickych
zénétlivych cytokind, v naSich skupindch nedoslo. Paradoxné by se zde mohly projevovat
naptiklad efekty malabsorpce pfimo na in vitro diferenciaci osteoklastli, coz by mohlo

v budoucnu potvrdit ovéfeni vlivu séra pacientii na diet¢.

Proti pozorovanému vysledku z mikroskopického hodnoceni osteoklastogeneze
v pfitomnosti séra pacientll s celiakii ¢astecné stoji vysledek z méfeni genovych expresi,
z néhoz vyplyva, ze pii této kultivaci dochazi ke snizeni exprese CTSK na osteoklast o 47 %.
Celkova zména exprese ACP5 a CTSK nebyla oproti kontrolni kultivaci vyznamna. Z tohoto
vysledku by mohlo vyplynout, Ze pfi kultivaci se sérem pacientl s celiakii vzniklo o 53 %
vice osteoklastli, které¢ byly ale zaroven méné aktivni. MozZnost, ze byly v tomto ptipadé
vznikajici osteoklasty skutecné¢ méné aktivni nez u kontroly, nelze vyloucit. Na vysledky

méteni genovych expresi je vSak z nékolika diivodil tfeba nahliZet s velkou obezietnosti.

Trend sniZeni celkové exprese ACP5 1 CTSK jsme pozorovali téméf u vSech kultivaci
se vSemi druhy faktorl. Zarovenn zméfeni RNA v ur¢itém bodu kultivace nemusi vypovidat o
tom, jak velkd cast ztéto RNA je skutecné€ translatovana, kolik proteinu je nasledné
sekretovano z bunky, nebo jak velkou aktivitu jiz bunika vyvinula po dobu pfed méfenim.
Toto plati obzvlast u slozit&jSich kultivaci, za kterou 14denni diferenciaci osteoklasti
nepochybné lze povazovat. Do tfetice bylo v naSem piipad¢ u vSech faktord velmi patrné
snizeni celkové exprese i1 exprese na osteoklast v souvislosti s mnozstvim osteoklasti,
zejména pak pii oSetfovani séra DNazou, kde byl pozorovatelny trend az dvojnasobného
snizeni expresi ACP5 a CTSK pii souc¢asném trojnasobné vét§im poctu osteoklastli. I z tohoto
diivodu usuzujeme na to, Zze mohou byt pozorované rozdily v expresich do znané miry
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zpusobeny aktuadlnimi kultivaénimi podminkami v dobé izolace RNA z bunék. Tuto tezi
nepiimo podporuje napiiklad vyzkum Bernhardta et al. (2017), ktefi zjistili odlisnou aktivitu a

expresi ACP5 a CTSK v zavislosti na pH kultiva¢niho prostiedi.

U vsech kultivaci jsme navic velmi Spatné¢ nebo vubec nedetekovali expresi CACLR,
coz mohlo byt zpiisobeno specifitou reakci, kdy danda mRNA byla v buiikach ptfitomna, ale
nasi metodikou jsme nebyli schopni jeji expresi zachytit, nebo naopak mohlo byt ptitomno
velmi malé nebo zddné mnozstvi CALCR mRNA. Druhé moznosti do urcité miry nahrava
pouziti dvou ruznych kit pro qPCR, kdy v obou piipadech byla detekovana nizka exprese

tohoto genu.

Charakteristicka exprese CALCR je tradi¢n¢ pricitana osteoklastim vznikajicim z HSC
v kostni dfeni. Dle naseho védomi neni znamo, zda se osteoklasty vznikajici z prekurzort
v periferni krvi mohou v expresi tohoto markeru néjakym zplsobem lisit. Tato odliSnost,
pokud existuje, by mohla mit zasadni disledky pro chapani osteoklastogeneze pii zanétlivych
stavech, protoze by mohla znamenat, Ze jsou osteoklasty vznikajici z perifernich prekurzort
méng pristupné systémové hormondlni regulaci. Na druhou stranu by zménéna exprese mohla
byt dana také in vitro kultivaénimi podminkami. Ukazuje se totiz, Ze osteoklasty kultivované
ex vivo na kostnim podkladu se od osteoklastii na polystyrenovém povrchu 1i§i mimo jiné
v mife maturace, kdy u osteoklasti na kostnim podkladu na rozdil od plastu dochazi
k vyrazné tvorbé tésnici zony (Kleinhans et al., 2015), coz by mohlo souviset praveé 1 s expresi

CALCR.

Co se tykd vlivu cytokinli na osteoklastogenezi, v pfipadé TNF-a naSe vysledky
podporuji pfimou stimulacni roli na diferenciaci monocytd, ktera je ve vyzkumu jiz relativné
dlouho a dobfe rozpozndna. Zhruba 34% zvySeni poctu osteoklastli vSak neni dle parovych
testli statisticky dobfe podloZzené a potvrzeni tohoto efektu by Zadalo rozSifeni poctu

experimentl.

Pti kultivacich s IL-6 naopak doSlo k vyznamnému snizeni primérného poctu
osteoklastii 0 27 %, coZ ukazuje na to, Ze v naSem modelu mél IL-6 pfimy inhibic¢ni efekt na
osteoklastogenezi. Z genovych expresi osteoklastovych markert pfi stimulaci IL-6 je patrné,
ze pii soucasném vyrazném snizeni celkové exprese ACP5 1 CTSK doslo pouze k mirnému a
ze vSech faktorti nejméné vyraznému snizeni exprese C7SK na osteoklast. I kdyZ je nutné 1

vtomto piipadé¢ zaujmout k vysledkim expresi rezervovany postoj, tento nesoulad
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v expresich unikatni pouze pro IL-6 by mohl naznacovat efekt, kdy IL-6 brani fuzi prekurzora

v mnohojaderné osteoklasty, ale neovlivituje expresi funkénich gent.

At uz je vyklad tohoto pozorovaného efektu jakykoliv, zjisténa inhibi¢ni role IL-6
v osteoklastogenezi stoji proti vSeobecné pfijimanému stimula¢nimu vlivu zanétlivého
prostiedi na diferenciaci osteoklastli. Znamenalo by to totiz, Ze na prekurzory osteoklastii
pusobi v tomto prostiedi IL-6 protichtidné oproti ostatnim faktoriim. Klicem pro vysvétleni
tohoto nesouladu by mohly byt nepfimé efekty, znichz né&které byly zminény jiz
v teoretickém uvodu. Mimo tyto zminéné efekty, mezi néz patii napiiklad aktivace lymfocytt
a produkce dalSich zanétlivych faktorti, stimulace produkce RANKLu u osteoblastii nebo
zabranéni maturace osteoblastli a nasledna sniZzend novotvorba, byl nové zjistén také dalsi
potencidlné¢ velmi vyznamny efekt v souvislosti s osteocyty, které po stimulaci IL-6 vyrazné
podporuji osteoklastogenezi (Wu et al., 2017). Zda se tedy, Ze ptimy inhibi¢ni vliv IL-6 na
osteoklastogenezi miiZze byt v in vivo systému vice nez vynahrazen jeho nepfimou podporou

osteoklastogeneze.

Velmi zajimavé vysledky plynou z kultivaci s IFN-y, a to jak samostatné, tak
v kombinaci s ostatnimi cytokiny. Vyzkum poslednich dvou desetileti je siln€¢ zaméfen na
zjisténi roli jednotlivych zanétlivych faktori v osteoklastogenezi, jejichz role byly nejdiive
oveéfovany in vitro a nasledn¢ v knock-out mySich modelech a klinickych testech latek
pusobicich antagonisticky vici témto faktorim. Velmi mald pozornost se vSak doposud
soustiedi na to, jak tyto faktory ptsobi, pokud jsou pfitomny vSechny spolecné a jakou roli

tato komplexita zanétlivého prostiedi tedy skutecné hraje v in vivo systému.

Pfi kultivacich s IFN-y a kombinaci cytokini TNF-a, IL-6 a IFN-y jsme pozorovali
trend zvySeni primérného poctu osteoklasti. Ten vSak nebyl ani v jednom piipad¢ statisticky
vyznamny, coZ je zpusobeno zejména vysokym rozptylem vyslednych hodnot, dobie
pozorovatelnym predev§im u IFN-y. Pfi kultivaci s timto cytokinem do$lo u monocytid od
dvou jedinci k téméf uplné inhibici osteoklastogeneze, u tfi jedinct k vyrazné témér
trojnasobné stimulaci osteoklastogeneze, u monocytli od ¢tyf jedinch byly pozorovany
mirnéjsi stimulaéni ¢i inhibi¢ni efekty. Tyto vysledky nasvédcuji tomu, Ze IFN-y mé rizné
pfimé vlivy na osteoklastogenezi, v naSem piipad€ v zdvislosti na konkrétnim jedinci (resp.
bunikach tohoto jedince). Takové zjisténi se zda byt i v souladu se znamym prozanétlivym i

protizanétlivym charakterem IFN-y v imunitnich reakcich (Miihl & Pfeilschifter, 2003) a také
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s rozdilnymi vysledky studii na vliv IFN-y na osteoklastogenezi (Yang et al., 2002; Kohara et
al., 2011; Kim et al., 2012).

V jednom ze dvou experimentli, pfi némz doslo v pfitomnosti samotného IFN-y
k t¢émét Uplné inhibici osteoklastogeneze, jsme soucasné¢ provadéli 1 kultivaci se vSemi
ostatnimi cytokiny, v¢etné jejich kombinace. V tomto experimentu doslo soucasné k témér
kompletni inhibici osteoklastogeneze v pfitomnosti kombinace cytokind, a to piesto, ze TNF-
a a IL-6 samostatné kazdy vykazovaly sviij bézny efekt. U druhého z experimentt, kde doslo
k inhibici cytokinem IFN-y, bohuzel soucasné nebyla z divodu nedostatku bun¢k provedena
paralelni kultivace s kombinaci cytokinii. Toto pozorovani bude tedy do budoucna vhodné

zopakovat.

S ohledem na podobné rozptyly v poc¢tu osteoklasti u stimulaci se samotnym IFN-y i
jeho kombinaci s ostatnimi cytokiny, celkové velmi odlisné efekty IFN-y v zavislosti na
buitkdch od konkrétnich jedincii a vySe popsany piipad inhibi¢niho efektu, se nabizi
k prozkoumani moznost, ze by IFN-y mohl fungovat jako hlavni regulator osteoklastogeneze
v komplexnim zéanétlivém prostiedi a ze jeho efekt na osteoklastogenezi by mohl byt u

kazdého cloveka specificky.

Zasadni role IFN-y a jeho dominantni efekt v ,,cytokinové hierarchii* byly popsany
naptiklad u diferenciace odontoblasti z MSC, kde inhibi¢ni efekt IFN-y branil spusSténi
diferenciace i v pfitomnosti jejich silnych aktivatort (Zha et al., 2017). U pacienti s RA
dochazi ke zméndm v expresich IFNGR1 a [IFNGR2 u bunék v periferni krvi, pfi¢emz zvySena
exprese druhého zminéného genu je souCasné spjata se zavaznosti choroby (Tang et al.,
2015). V ptfipadé¢ SLE jsou popsany polymorfismy IFNGRI a IFNGR2, které¢ se mohou
podilet na riziku rozvoje patologie a souvisi nejspiSe se snizenim funk¢nosti receptoru IFN-y
(Nakashima et al., 1999). Zjisténi z téchto vyzkumt tedy také poukazuji na vyznamné role

IFN-y, které by mély byt v souvislosti s osteoklastogenezi dale zkoumany.

Posledni ze zanétlivych agens, na které jsme se v nasi studii zaméfili, byla cfDNA. Pro
ovéfeni jejiho G€inku jsme vyuzivali DNazu, s jejiz pomoci jsme v pfislusnych vzorcich
zni¢ili pfitomnou cfDNA. Tento postup nam soucasné umoznil zachovat vSechny zbylé
faktory séra. Pouziti DNazy si vyzadalo casové narocné optimalizace, a proto byla provedena
pouze pilotni studie na péti nezavislych experimentech. Pro tuto studii jsme pouzili sérum
nov¢ diagnostikovanych pacientd, u kterych jsme 1 pfes nezjisténi kvantitativni odliSnosti

oproti zdravym kontroldm ocekavali nejvyssi pravdépodobnost pozorovani efektu cfDNA
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(napft. kvili jejim moznym kvalitativnim odlisSnostem, které byly jiz popsany u RA (Veiko et

al., 2006)).

Experimenty s touto cfDNA skutecné naznacuji jeji ulohu v diferenciaci monocyti
v osteoklasty, protoze v jeji pfitomnosti byl pozorovatelny trend az trojnasobné vyssi tvorby
osteoklasti oproti tomu, kdy byla ze séra odstranéna. Do budoucna bude vSak nutné tento
efekt potvrdit ¢i vyvratit na vétsi skupiné jedinci a zaroven revidovat pouziti DNazy, jejiz
samotny vliv jsme sice po optimalizacich a Gpravé protokolu nepotvrdili, ale pro jistotu tohoto
tvrzeni bude tieba provést vice nezavislych kontrolnich experimenti. Pokud by se potvrdilo,
ze je pozorovany efekt skutecné zpusoben cfDNA, pak by bylo vhodné uc¢inky cfDNA
otestovat také u zdravych kontrol a vysledky porovnat pro ptipadné odliSnosti. Zaroven je pro
tento pfipad nutné zvazit i pouziti materialu od pacientii, kde jsou kvalitativni i kvantitativni

zmény na rozdil od celiakie dobfe popsany, napt. u RA nebo SLE.
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6. Zaver

Vramci této prace jsme se na modelu celiakie zaméfili na potencidlni vyznam
osteoklastogeneze pfi rozvoji osteopordzy u zanétlivych onemocnéni. Srovnali jsme
koncentrace cfDNA a zanétlivych cytokini TNF-a, IL-6 a IFN-y u pacientii s celiakii a
zdravych kontrol. Séra téchto pacientt a kontrol jsme vyuzili v kultivacich pro zjisténi efektu
piedpokladaného zanétlivého prostfedi na schopnost monocyti diferencovat v osteoklasty.
V ramci kultivaci jsme déle sledovali vlivy pfidanych rekombinantnich cytokini a nase
zjisténi konfrontovali se sou¢asnymi znalostmi i s aplikovanym modelem. Provedli jsme také
pilotni experimenty pro ovéfeni nami hypotetizovaného vlivu cfDNA na osteoklastogenezi.

Na zakladé¢ zpracovanych vysledki jsme dospéli k témto hlavnim zavéram:

e Skupiny nov¢ diagnostikovanych pacientil s celiakii, pacientli s celiakii na dieté a
zdravych kontrol se vyznamné neodliSovaly v koncentraci TNF-o, IL-6, IFN-y a
cfDNA v plazmé nebo séru.

e Sérum nov¢ diagnostikovanych pacienti s celiakii 1 pfes neodliSnost hladin
charakteristickych zanétlivych faktorti v krvi vyrazné podporovalo osteoklastogenezi,
kdyz v jeho pfitomnosti vzniklo v priméru o 53 % vice osteoklasti nez u séra
zdravych kontrol.

e Efekty cytokinli na osteoklastogenezi neptfesahly nebo byly niz$i nez pozorovany efekt
séra, coZ by naznacovalo, Ze faktor ¢i faktory v séru pacientll zodpovédné za zvySenou
osteoklastogenezi mohou byt v ramci celiakie velmi vyznamné. Tento vyznam by se
vSak nemusel tykat jinych zanétlivych chorob.

e V ptfipadé¢ IL-6 jsme pozorovali pfimy inhibi¢ni efekt na osteoklastogenezi. Trendem u
TNF-a byla stimulace osteoklastogeneze, jejiz potvrzeni by vSak vyzadovalo rozsiteni
souboru experimentil.

e U IFN-y jsme pozorovali vyrazné stimulacni 1 inhibi¢ni efekty na osteoklastogenezi,
které se zdaji byt zavislé na bunikach konkrétnich darcti. Zda se také, Zze by IFN-y mohl
hrat vyznamnou roli v modulaci efektu ostatnich cytokinti na osteoklastogenezi.

e Vpilotnich experimentech méla c¢fDNA vyrazné pozitivni ucinky na
osteoklastogenezi. Tento efekt je tfeba dale provefit na vétSim vzorku a zaroven

revidovat spravnost nami uZzité metody.
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Z nasi prace zaroven plynou tato zjiSténi ohledné metodiky:

Je tieba dukladné zvazit a provétit pouziti riznych objemu séra pfi in vitro kultivacich
osteoklasti.

Zda se, ze méteni expresi mRNA po 14denni kultivaci osteoklasti nevypovida presné
o jejich celkové aktivit¢ a do budoucna by se jako vhodnéj$i mohly ukézat jiné
metody, jako napfiklad kvantitativni méfeni proteinii sekretovanych do média, i

sledovani resorp¢ni aktivity osteoklastt.

Mozné budouci sméry vyzkumu pii ovéfovani role zanétu v osteoklastogenezi,

plynouci z naSich zjisténi, jsou nésledujici:

Pfi hledani faktoru ¢i faktorti zodpovédnych za zvySenou osteoklastogenezi v séru
noveé diagnostikovanych pacienti s celiakii ovéfit také schopnost séra pacientli na
diet¢ modulovat osteoklastogenezi, coz by mohlo byt voditkem k nalezeni téchto
faktord.

Detailnéji prozkoumat roli IFN-y v osteoklastogenezi jak samostatné, tak
v komplexnim zanétlivém prostfedi s pfitomnosti dalSich zanétlivych cytokint se
znamym vlivem na diferenciaci osteoklastt.

Zam¢fit se na roli IFN-y pfi diferenciaci v souvislosti s polymorfismy geni kodujicich
jeho receptor a dale expresi téchto genl v prekurzorech osteoklastu.

Roli cfDNA prozkoumat na modelech, kde jsou potvrzeny jeji kvantitativni a
kvalitativni zmény, a pro ovéfeni eventualn€ pouzit i jinou piiméjsi metodu,

nezakladajici se na pouZiti DNazy.
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Seznam zkratek

1. LF UK

a-MEM

ACPS5
AP1
APC
aPKC
B2M
BLC
BMD
CALCR
CALCR
CD (napt. CD16)
cDNA
cfDNA
c-Fos

CS/CP

CSFIR
Ct
CTLA4
CTSK
CTSK

DAMP

1. Iékarska fakulta Univerzity Karlovy

Minimum essential medium Eagle

— alpha modification

Gen kodujici tartrat rezistentni kyselou fosfatazu
Aktivacni protein 1

Antigen prezentujici buniky
Atypicka protein kinaza C

Gen kodujici beta 2 mikroglobulin
Bone-lining cells

Hustota kostni tkané

Gen kodujici receptor pro kalcitonin
Receptor pro kalcitonin

Marker diferenciacni skupiny
Komplementarni DNA

Volna cirkulujici DNA

c-Fos protein

Sérum/plazma nové diagnostikovanych pacientt s

celiakii

Receptor kolonie stimulujiciho faktoru
Prahové hodnota fluorescence

Gen kodujici s T-lymfocyty asociovany antigen
Kathepsin K

Gen kodujici kathepsin K

Molekuly asociované s neinfekénim zanétem
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DCSTAMP

DC-STAMP
DMEM
DNA

ERK

ESPGHAN

Fas

FasL

FBS

FM

Gab2

GC

GFS/GFP

gp130

HBSS

HLA-DQ (napt. HLA-DQ2)

HLA-DQ (napt. HLA-DQ?2)

HMGBI1

HPRTI

HS/HP
HSC
IFNGR (napt. IFNGR1)

IFNGR (napt. IFNGRI)

Gen kodujici Dendrocyte expressed seven

transmembrane protein

Dendrocyte expressed seven transmembrane protein
Dulbecco's modified Eagle medium
Deoxyribonukleova kyselina

Extracellular signal-regulated kinase

Evropska spole¢nost pro détskou gastroenterologii,

hepatologii a vyzivu

Fas receptor

Fas ligand

Fetal bovine serum

Fyziologicky material
GRB2-associated-binding protein 2
Guanino-cytosinoveé pary

Sérum/plazma pacienti s celiakii na dieté
Glykoprotein 130

Hank's balanced salt solution

Receptory hlavniho histokompatibilniho systému

Geny kodujici receptory hlavniho

histokompatibilniho systému
High-mobility group box 1 protein

Gen kodujici hypoxantin-guanin

fosforibosyltransferazu
Sérum/plazma zdravych kontrol
Hematopoetické kmenové bunky
Receptor interferonu gama

Gen kodujici receptor interferonu gama
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IFN-y

Ig (napt. IgA)
IKK

IL (napt. IL-6)
IL6R

IRAK1

JAK

JINK

LG

LPS

MAP

M-CSF
MKK6
mRNA

MSC

MyD88
MYO9B

NASPGHAN

NFAT (napt. NFATcI)
NF-xB

NK

OPG

p38

p62

PAMP

Interferon gama
Imunoglobulin

I kappa B kinaza
Interleukin

Receptor interleukinu 6

S interleukinovym receptorem asociovana kinaza 1

Janusova kinaza

c-Jun N-terminal kinase

L-glutamin

Lipopolysacharidy

Mitogen activated protein kinase
Makrofagovy kolonie stimulujici faktor
Mitogen activated protein kinase
Messenger ribonukleova kyselina
Mezenchymalni kmenové buiky
MyD88 protein

Gen kodujici nekonvencéni myosin 9B

Severoamericka spolec¢nost pro détskou

gastroenterologii, hepatologii a vyZivu
Jaderny faktor aktivovanych T-bun&k
Jaderny faktor kappa B

Natural killer buniky

Osteoprotegerin

Proteinové kindza p38

Protein 62

Molekuly asociované s infekénim zanétem
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PBM

PBS

PE

PFA

pH

PLCy2

PMT (napt. low PMT)
PS

qPCR

RACKI
RANK

RANKL

RNA

rpm

RPMI 1640

RT

RT PCR

SLE

sRANKL

STAT (napt. STAT3)
TABI1

TAB2

TAK1

Vrchol kostni hmoty
Phosphate buffered saline
Streptavidin-fykoeritrin
Paraformaldehyd
Vodikovy exponent
Fosfolipaza Cy2
Photomultiplier tube
Penicilin-Streptomycin

Kvantitativni real-time polymerazova fetézova

reakce

Revmatoidni artritida

Receptor aktivované kinazy C 1
Receptor-aktivator jaderného faktoru kappa B

Ligand receptor-aktivatoru jaderného faktoru

kappa B

Ribonukleova kyselina

Otacky za minutu

Roswell Park Memorial Institute medium

Pokojova teplota

Reverzné transkriptazova polymerazova fetézova

Systémovy lupus erythematodes
Sekre¢ni RANKL

Signal transducers and activators of transcription
TAKI1 binding protein 1
TAKI1 binding protein 2

TGF- aktivovana kinaza 1
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TLR (napt. TLR9)
TNF

TNFR (napt. TNFR1)
TNFSF11

TNF-a

TRAF6

TRAP

tTG

VFN

Wnt5A

Toll-like receptory

Rodina faktorti nddorové nekrozy
Receptor faktoru nadorové nekrozy
Gen kodujici RANKL

Faktor nadorové nekrdzy alfa

S TNF receptorem asociovany faktor 6
Tartrat rezistentni kysela fosfataza
Tkanova transglutaminaza

Vseobecna fakultni nemocnice

Wnt5A protein
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