Expresni profil gen u CCL5, MIF, RANKL a DC-STAMP

v periprotetickych tkanich pacient  u reoperovanych pro selhani um élé kloubni nahrady — pilotni data
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(totalni endoprotéza, TEP) K izolaci celkové RNA ze vzorku tkani (0,1 — 0,2 g, uchovano v RNAlateru) byl pouzit kit mirVana miRNA kit
(Ambion).
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- Kvantita a kvalita izolované celkové RNA byla hodnocena pomoci systému 2100 Bioanalyzer a vyuzitim RNA
- nejCastéjSi pricinou selhani totalni endoprotézy (TEP) 6000 Nano assays (Agilent Technologies).
kyCle a kolena je periproteticka osteolyza (OL) a - Kreverzni transkripci byl pouZit Verso™ cDNA kit s anchored dT primery (Thermo Fisher Scientific).
asepticke uvolnéni (AU) - Kvantitativni RT-PCR (RotorGene 3000 system, Corbett Research) s fluorescenéné znacenymi sondami
(Roche, Universal Probe Library) byla pouzita ke sledovani relativni mRNA exprese vybranych molekul
- pfi vzniku a rozvoji OL a AU hraji dulezitou roli otérove (Tab. 1).

Castice, uvolfiovane z povrchu kloubni nahrady, ktere Relativni genova exprese byla vyhodnocena metodou druhé derivace (RotorGene Software 6.1.71, Corbett
vyvolavaji zanétlivou odpoved Research) s vyuzitim cDNA z lidské univerzalni referenéni RNA (Stratagene) jako kalibratoru a PSMB2 jako
referenéniho genu.

- bunécné a molekularni mechanismy vedouci k rozvoiji -
OL a AU nejsou dosud zcela objasnény Vysledky

, . _ i ) _ Obr.1: Analyza kvality a kvantity izolovaneé RNA
Cile VSechny izolovane vzorky RNA byly dobre kvality pomoci Agilent systemu-reprezentativni vysledek

(RIN RNA Integrity Number: 6,6 — 9,0) (Obr. 1).
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Gen Primery LNA RANKL ~ RANTES MIF  DC-STAVP 250 < oo
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(Roche) o0 £ o20] —
CCL5 5 -CCTCATTGCTACTGCCCTCT-3 #16 o o 1 2 3 o« 1 2 3
5 -GGTGTGGTGTCCGAGGAATA-3
MIF 5 -ACCGCTCCTACAGCAAGC-3’ #40 —
5-CGCGTTCATGTCGTAATAGTTG-3 Zaver
RANKL 5 -TGATTCATGTAGGAGAATTAAACAGG-3" |#17 ] s o _ N . o
5 _ GATGTGCTGTGATCCAACGA-3" NasSe data ukazuji, ze kvantitativni RT-PCR je pro svou citlivost a presnost vhodnou metodou pro sledovani
DC-STAMP |5 -TGCATGCAAAGCTGCTTAAA-3 H#7 genove exprese kandidatnich molekul v periprotetickych tkanich pacientu se selhanim TEP.
5 -AGGACTGGAAGCCAGAAATG-3
PSMB2 5"-AGAGGGCAGTGGAACTCCTT-3' #50 NasSe pilotni experimenty naznacuji dulezitost volby a standardizace mista odbéru tkané pro ziskani
5 -AGGTTGGCAGATTCAGGTG-3' relevantnich vysledka.




