Abstrakt

Uvod: Extracelularna DNA (ecDNA) je beznou sucast'ou krvnej plazmy. Zvy$ena hladina
ecDNA sa v krvi vyskytuje u pacientov s niektorymi autoimunitnymi ochoreniami
spojenymi so zapalom, ako s napriklad systematicky lupus erythematosus, reumatoidna
artritida alebo celiakia. Tieto choroby su tiez spojené s vySSim rizikom vzniku
osteoporozy. Kost’ je dynamicka Struktura, ktora prechadza neustalymi remodeléciami, za
ktoré su zodpovedné osteoblasty, osteocyty a osteoklasty. Vychylenie ich rovnovahy moze
viest’ k patologiam, ako je napriklad osteopordza. V tejto diplomovej praci sme sa zamerali
na skimanie ecDNA (zapalovy faktor s preukdazanymi imunoregula¢nymi Gc¢inkami) a jej
schopnost’ menit diferenciaény potencidl monocytov na osteoklasty a alternativne tak

spust’at’ osteoklastogenézu.

Material and metédy: Monocyty sme izolovali z periférnej krvi zdravych darcov a
kultivovali v pritomnosti Styroch typov ODN, kontrolné (CO), stimula¢né (ST), inhibi¢né
(INH), telomerick¢ (TLM), s fosfodiesterovymi (-pO) alebo fosforotiodtovymi (-pS)
kostrami pocas dvoch tyzdnov, aby sme overili ich efekt na Tudské monocyty.
Osteoklastogenézu sme vyhodnotili poftom osteoklastov spocitanych na svetelnom
mikroskope, aich aktivitu pomocou qPCR analyzy, kde sme analyzovali gény ACPS,
CTSK, TLR9 a NFATcl.

Vysledky: Pri testovani -pO ODN a ich porovnani so vzorkou bez pridanych ODN sme
nenasli Ziadne vyznamné rozdiely. Z troch kontrolnych ODN sa ako neutrdlne potvrdilo
len CO-ODN-2395, ktor¢ je ako kontrola vhodné pre d’alSiu aplikéciu. ST-ODN-2006 (0.1
nM) vyznamne stimulovalo osteoklastogenézu. INH-ODN-4347 ani TLM-ODN
(TTAGGG)4 neinhibovali osteoklastogenézu, ked’ boli k bunkdm pridané samostatne.
INH-ODN (100 nM) + ST-ODN (0.1 nM) signifikantne inhibovali vznik osteoklastov
v porovnani s ST-ODN (0,1 nM). TLM-ODN (10 nM) + ST-ODN (0.1 nM) vznik
osteoklastov vyznamne neihnibovali. Nepreukazali sme vyznamné zmeny v expresii pri
Ziadnom z testovanych génov, ich kombindcii ani pri analyze, kde boli vzorky odobraté

v roznych ¢asoch pocas kultivacie.



Zaver: NaSe vysledky naznacuji, Ze -pS ODN su vhodné na pouzitie v dlhodobych
kultivacidch. Taktiez naznacuju, ze CO-ODN-2395 (10 nM) je vhodna kontrola pre
kultivacie s monocytmi. ST-ODN-2006 (0,1 nM) vyznamne stimuluje osteoklastogenézu.
Samotné INH-ODN a TLM-ODN neinhibuju osteoclastogenézu. Signifikatna inhibicia
osteoklastogenézy nastane az pri kombinécii ST-ODN (0,1 nM) a INH-ODN (100 nM). Pri
spolo¢nej kultivacii TLM-ODN (10 nM) a ST-ODN (0,1 nM) nedochadza k signifikatne;j
inhibicii osteoklastogenézy. Na overenie tohto efektu je vSak potrebné vykonat d’alSie
experimenty. Napriek tomu, ze ST-ODN vedie k zvySenej produkcii osteoklastov, ich
aktivita sa nezvysuje. Podl'a nasich doterajs$ich vysledkov sa javi, ze TLR9 nie je zapojené
do aktivacie osteoklastogenézy pomocu ODN. Dalsie experimenty su ale potrebné na

ozrejmenie vysledkov pochadzajucich z qPCR.
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