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ABSTRAKT

Bakal&ska prace podava vSeobecriglged anatomie a fyziologie ntl&é Zlazy
skotu a jejich obrannych mechanisree zaniienim na makrofagy, jejich charakter,
aktivaci a funkce. Druhéast popisuje apoptézu makrotéga konci jejich Zivotniho
cyklu, jejich greménu z monocyit a pisobeni na jejich okoli ve tkani ndlge zlazy.
Prace také podavé&ghled metod detekce apoptickych makréfagpopisuje vyhody a

nevyhody jednotlivych metod.

Kli¢ova slova: mléna Zlaza, makrofag, apopt6za, nekr6za, dojnice

ABSTRACT

This bachelor's thesis provides a general overvieivthe anatomy and
physiology of bovine mammary gland and its defemmehanisms with the focus on
macrophages, their characteristic features, aativadand functions. The second part
describes apoptosis of macrophages at the endceofltie cycle, their transformation
from monocytes and their influence on the surromgdnammary gland tissue. The
thesis also summarises methods of detection oftapognacrophages and depicts the

advantages and disadvantages of each method.
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1 UvoD

Mlé¢néa Zlaza je vybavena obrannymi mechanismy, kterdpemzuji snizenou
obranyschopnost vidledku Slechini na vysSi miénost. ZvySena produkce mléka je
poZadovana iedevsim kiuli zvySené spdiebs konzumenty, i kdyZz miéko je primarn
uréeno jako vyziva pro mtéata. | gesto je mléko posiné bézna polozka v lidské
straw, & uz jako mléko samotné nebo & myrabiné ml€né vyrobky. ZvySené naroky
na produkci vedou ke snizené imgnifTo miZze usnadnit gimik patogef a toxini
do organismu, coz vedecstému vyskytu mastitidnich onemeénn

Mastitidy gredstavuji zavazny problém nejen z hlediska zdrakotstavu skotu.
Maji i zavazné ekonomickéidledky, nebo se jedna o jedno z nejdrazSich onendntn
Z hlediska néklatlna veterinarni g& Rovnéz dochazi k vyraznym ztratam v produkci
mléka, které v satiu mohou ovlivnit ekonomickou séstatnost a rentabilitu chovu.

Obranné mechanismy ndlé¢ Zlazy pracuji na zakladpodreta specifického
a nespecifického imunitniho systému. Meziiky nespecifického imunitniho systému
pafti lymfocyty, neutrofilni granulocyty a makrofagy.adrofagy jsou znamé&edevsim
pro svou schopnost fagocytdézy neboli pohlcovaniichiz€les vyskytujicich se
ve tkanich. Makrofagy v mé@é Zzlaze fagocytuji, krotnpatogefi a jejich toxini,

i kaseinové micely a tukové globuly. Mimo fagocyiézsou makrofagy wezité
pii regulaci zasta mlé&né zlazy, musi zasahnoufwk, nez za#t piejde do chronického
pribéhu a tim prodlouzi onemoéni ml&né Zlazy a viazeni zviete z produkce.

V praci se budu zabyvat obrannymi systémy se ¢ramim na makrofagy
a jejich dlohou v miéné zlaze u skotu. Budou popsanycasgji pouzivané metody
detekce apoptickych makrofiigv ml&né Zzlaze skotu. NefSi diraz bude kladen
na programovanou b&&ou smrt makrofay ktera ma mimtadny vyznam

u zargtlivych onemocsini skotu.



2 LITERARNI P REHLED

Problematiku mléné Zlazy obech upravuji gedpisy definujici zdravotni stav
produlkénich zvfat a produki, které nasledhzpracovavaji pro humanni speibu. Tyto
procesy upravuje zejména vyhlaSka ze dne&@&@na 2003 o veterinarnich pozadavcich
na mléko a mléné vyrobky, kterou stanovuje Ministerstvo zefistvi podle § 78
zékona¢. 166/1999 Sh., o veterinarnigaékrome této vyhlasky vydané Ministerstvem
zenedeélstvi, jsou v souvislosti s o§evanim ho¥ziho dobytka a zachazenim s mlékem
vydany i dalSi srrnice, ndizeni a pedpisy. V &chto dikich pokynech jsou
specifikovany pozadavky na syrové mléko, konzurepel® oSetené mléko a mléko
urcené k vyrob mlénych vyrobKi, a dale podminky jeho uv&ud do olkhu,
pozadavky na kvalitu a senzorické vlastnosti amjeh vyrobki urcenych k lidské
spoteke a podminky jejich uvashi do okghu.

Tato prace se zatfuje na mlénou Zlazu skotu, zejména na to, jakou v ni maji
funkci buiky nespecifické imunity, tzv. makrofagy, a jakyjg@ich cyklus od jejich
vzniku z monocylt az po emigraci do mt@é zlazy, jak zdeisobi a jakym zfisobem

je jejich zivotni cyklus zakafen.

2.1 MIé&na zlaza

Vemeno skotu se sklada ze dvou polovittya ¢tvrti, kazda zdchto ¢tvrti ma
jednu vlastni mlénou Zlazu a dutinovou soustavu, ve které se viytwéko (Marvan et
al., 1992). Rozdil v mnozstvi vyprodukovaného mlékavisi s typem plemene, zda je
mléiné ¢i masné, zavisi na fazi laktace, velikostifeté a na jeho&ku a zdravotnim
stavu. PIny rozvoj miné Zlazy zéina u samic azdmem prvni bezosti, u skotu je to

zhruba Bhem sedmého &sice liezosti.
2.1.1 Anatomie mi€né zlazy

Z anatomického hlediska se jedna o modifikovanamipdazu. MI€na Zlaza je
charakteristicka pro samice séya kterych po porodu dochézi k sekreci mleziva.
Mlezivo se prvota tvoii jako vyZiva pro sajici mtbata (Marvan et al., 1992). Miga
Zlaza vznika ve ventralnim ektodermu v embryongériod a k jejimu rozvoji dochazi
v obdobi pohlavni dogjosti (Miholova et al., 1976; Cowie et al., 198R)nejvétSimu
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rozvoji ml&né Zzlazy dochéazi v obdobirdzosti, z dvodu pisobeni luteinizéniho
hormonu a progesteronu (Miholova et al., 1976). &in@ zistavd mléna Zlaza

nerozvinuta.

2.1.1.1 Zlazovy parenchym a tuboalveoly

Zlazovy parenchym je slozen z drobnychadkli - tubuli, které jsou pld
rozvinuty v dold laktace. Kazdy ldkek Zlaznatého parenchymu je itgn rekolika
primarnimi laficky. Primarni lal¢ky jsou propojeny vmezenym vazivem mezi sebou
navzajem nitrolalckovymi vyvody, do kterych asti mnoho seknéch alveol,
ve kterych z&ina tvorba sekretu - mléka (anonym, 2013).

Mlécné alveoly maji réchyikovity tvar a pechéazeji do kratSich sekrdch
tubula. Alveoly i tubuly jsou vystlany jednovrstevnym seinim epitelem. Z vgSi
strany tuboalvedl se vyskytuji koskové buiky, které maji schopnost snicvat
se (Marvan et al., 1992)riRaktivni kontrakci myoepitelidlnich bk, které obklopuji
alveoly, dochazi k vytkeni mléka z alveéldo vyvodnych cest (Husvésth, 2011).

2.1.1.2 Vyvodné cesty

MIéko z tubuti a alveol se odvadi tenkastnymi vyvody z primarnich lakka.
Tyto vyvody se spojuji v siiiSi mezilaiickové vyvody, které se slévaji do mlékoviod
Mlékovody se vzajemnpropojuji a spoléné vedou mléko do mlékojein Mlekojem
neboli ml&na cisterna je dutina, kde see@ vydojeniméi vysatim nahromadi 0,5 az
2,5 | mléka.

Ze Zlaznat&asti mlékojemu mléko iechazi do strukovéasti (Marvan et al.,
1992). Rechod mezi strukovou a zZlaznatéasti mlékojemu je nazden sliznéni
fasou, tzv. Furstenberovou rozetotevirajici se zvenku strukovym kanalkem, ktery je
zakorteny kruhovym s#ratem z hladké svaloviny po celém obvodu strukového
kanalku (Marvan et al., 1992; Koning et al., 2002).



2.1.1.3 Krveni a inervace vemene

Intenzivni prokrveni miéné Zlazy je dlezité kwli jeji spravné funknosti.
Jedna se o mohutny organ s&tozvinutym okthovym systémem. Hlavnim tepennym
kmenem jearteria pudenda externgzevni stydkéepna), ktera vede oky&tinou krev
(Marvan et al., 1992). U dojnych krav tato tepn@&emdosahovat tlotiky az 7-12 mm.
Arteria pudenda(stydka tepna) se po vystupuiselného kanalu dalesld na arteria
mammaria cranialisa arteria mammaria caudalifpfedni a zadni vemennou tepnu),
které se postugdéli aZz na tenkoghné viasenice (Najbrt et al., 1982).

Odvod odkyskiené krve méa na starostepazié vena pudenda extern@evni
stydka Zila), do které se slévaji povrchové i hkébav. mammaragzily vemene).
(Najbrt et al., 1982). Hluboké Zily uvhitlaznatéhodesa doprovazi tepny, povrchové
Zily tento tepenny doprovod nemaji. Druhou vyznammaltokovou Zilou jevena
epigastica caudalis superficialenlé&cna zila), ktera je Siroka a klikati s&impo pod
kazi. Mohutny vyvin této Zily chovatelé hodnoti jajexlen ze znak vysoké mléné
uzitkovosti. (Marvan et al., 1992).

Na inervaci se podili nervy z bederni plétenstydky nerv zizZové pletes.
Hlavnim nervem jenervus genitofemoralisktery se roz#tvuje v parenchymu a Miki
vemene Cerny, 2002). Nadvemenidsu inervujen. pudendalisa inervaci parenchymu
mléné Zlazy a hladké svaloviny veést mlékovodi i ve st&né struki provadi

autonomni plexus sotbny s arteripupedae externa@ajbrt et al., 1982).

2.1.1.4 Lymfaticky systém

Pres lymfatické tkaa je filtrovana lymfa, ktera koluje v cévach a v meih
filtrace se tvei uzliky — mizni uzliny. Mizni tki& tvori retikularni vazivo, ve kterém
jsou gitomny makrofagy a lymfocyty. Funkce miznich uzknv €le nezastupitelna,
protoze funguji jako biologické filtry, které zbgvueélo Skodlivych latek, maji
vyznamnou roli v imunitnich procesech &které uzliny se podileji na metabolizaci
tuka (Svobodova, 2014). Mezi organy #&epazujici lymfatickou tkani pat brzlik,
mandle, mizni uzliny a slezina.

Mizni feCiSt€ vemene ma s krevnim systémem jistou obdobu a jeatho

vyvinuto. D¢li se na hluboky a povrchovy mizni systém. V pangnw mi€né zlazy
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jsou roztrouseny mnokietné hluboké mizni uzliny, které vedou lymfu z efdni
miznice do miznich uzlin (Toman et al., 2009). Bbwvé miznice mizniho systému

vedou z KiZe, podkoZi a &h struki lymfu do miznich uzlin (Najbrt et al., 1982).

2.1.1.5 Involuce

Involuce je proces zmenseni parenchymu v obdobzapahnuti do dalSiho
porodu. Dochazi ke snizovani aktivity @€ zlazy z dvoda jeji regenerace, ktera
muze byt spojena s uplnym zanikermdkterych sekrénich burk a se ztuzenim vSech
vyvodnych cest, coz vede k celkovému zmensenicmélélazy. Ubytek Zlazového
parenchymu dosahuje az 30 % celkového objemu, ktewgak nahrazen zmnoZenim
fidkého vaziva a tukové tkdrfMarvan et al., 1992).

Zpravidla se jedna o obdobi dvoustui v praibéhu krezosti, kdy ustava sekrece
mléka, avSak imunitni aktivita neustava, naopakyeazrejSi nez ped porodem, aby
byla zajiSéna gedanim imunoglobulihdo mleziva kolostralni vyzivou miaat (Toman
et al., 2009). ZvySeni imunitdinnosti je pro toto obdobi typické.

2.1.2 Fyziologické procesy mi&eé zlazy

Fyziologickym procesem v migé Zlaze se rozumi laktace neboli obdobi
produkce mléka. Produkce mléka probiha vech postupnych fazich, jedna se
o sekreci, nahroma&di a spu&ni mléka. Produkce mléka trva od porodu disia
po zasuSeni. Divoka zaita maji obdobi laktace upravené podle toho, jakitdd koji
mladata, podob# jako je tomu u &kterych domacich ziat. U hospodi&kych zvtat
bylo pomoci selekce chovnych jedine grislusnymi gedpoklady dosazeno prodlouzeni
doby laktace a zvySeni mnozstvi vyprodukovanehdanl® kravy trva produkce mléka
priblizn¢ 300 drii (Jelinek et al., 2009).

Pro spravnou fyziologickou funkci je nutna regecermlé&né zlazy skotu, ktera
nastava Ehem stani na sucho péegchozi laktaci. Stani na sucho je nutné pro nasled
kojeni mla’at a pro dalSi dojivost (Hoedemaker et al., 2015).

Na sekreci mléka neboli laktaci se podili cely rhetsmus. Ziviny se vytuji
v jatrech a krvi jsouigpravovany do mitié Zlazy, kde seipmeénuji na slozky miéka.

NejvyznamigjSimi slozkami mléka jsou voda, nil& bilkoviny, mlény tuk, mi€&ny
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cukr a mineralni latky (Marvan et al., 1992). Natabolismu dchto latek se podili i
nervovy a endokrinni systém, ktefjdi pomoci hormoin tvorbu miléka. Jiz dhem
biezosti je mléna Zlaza morfologickyifpravena k tvorb mléka, ale spoudti mléka je
pozdrzeno az do obdobi po porodu (Jelinek et @9

Tésre po porodu mldat produkuje samice nejele mlezivo. Mlezivo ma vysSi
obsah bilkovin, tuk, mineralnich latek a kolostralnicBlisek. Kolostralni dliska jsou
bilé krvinky produkujici imunoglobuliny, které tggkenéseji pasivni imunitu od matky
mladéti. SGnim mleziva jsou imunoglobulinfgnaseny imo do krve bez degradace
v travicim traktu a tak chrani ml&ged Skodlivymi @inky riznych choroboplodnych
zérodki (Marvan et al., 1992).

Po ukorteni produkce mleziva zahdji miféd Zlaza sekreci mléka. MIéko je
vodny roztok bilkovin, sacharig tuki a mineralnich latek vys$ovany btikami
s merokrinni a apokrinni sekreci (Najbrt et al.829 Na produkci jednoho litru mléka
je poteba, aby pes ml€nou Zlazu proteklo az 500 litkrve (Jelinek et al., 2009).

U produkénich dojnic jsou vysoké naroky na mnozstvi vyprazkdného mléka,
které se mohou odrdzZet na chovanfete, na jeho zhorSeném zdravotnim stavu a vyssi
nachylnosti k infekcim. U proddkich dojnic je snaha prodluzovat a zvySovat
uzitkovost az nad fyziologickou hranici pomoci &eke aby byla co nejvysSi
vyuzitelnost. ZvySenim uzitkovosti s&sto zvySuje i nachylnost k infekcim. Mi&
Zlaza je vSak vybavena obrannymi mechanismy, ldaiéaiuji priniku patogen.

2.2  Obranné mechanismy

Obranné mechanismy ndlge Zzlazy jsou neftinn¢jSi, pokud jsou bakterie
rozpoznany ¥as. Pokud je pateini zarétliva odpovd adekvatni, tak aby imunitni
buiky urychlerd odstranily infekci. Pak se funkce nwé& Zlazy rychle vréti
do normalniho stavu a to bez jakychkoliv klinickygitiznaki. Neoptimalni ¢i
nefunkni obrana miléné Zlazy nize pispét krozvoji akutniho z&htu nebo
k chronickym mastitidam, které maji rgmivy vliv na mnozstvi a kvalitu mléka
(Aitken et al., 2011). Hlavni funkci obrannych rhanisnii ml&né Zlazy je tedy
ochrana proti pmiku mikroorganism, likvidace patogei a nakonec obnova vlastni

mlé&cné zlazy.
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2.2.1 Mechanicka obrana

Za mechanickou obranu se da povazovat vSe, corsagi viEéjSim a vnitnim
prostedim. Zejména se jedna diZ a sliznice, které zabfiaji pfimému stetu se
Skodlivinami z vijSiho prostedi s tkasmi téla, za obranu krothkiZze samotné Ize
muzeme povazovat vSechny kozni derivaty, dale potnaaové zlazy. Naopak sliznice
Kryji vnitini povrch &la, kde produkuji sekrety nebo enzymy. Existujitiidad sliznice
travicich, dychacich a miovych cest, kutanni sliznice, ktera je v mistectssvy
mechanické namahy, jako jsou Hi&tad Usta, a endometrium, které vystyla sliznici
délohy.

KuZze je tak vlasth typ bariéry, ktery se chranfast&né¢ sam, vlastnim
ochlupenim a vyléovanim potu. Obranné mechanismyz& zaji$uji prirozenou
neimunitni obranyschopnost organismu protiingku infekce a mikroorganisim
UdrZzovani integrity povrchu e a sliznic je tedy nezbytné (kg5i a Barinkova,
2009).

Strojové dojeni mize vyvolat mechanické zmy tkare struki, naruSit mistni
obranné systémy a zvysit riziko infek&nfolenskiet al., 2015). Strojni i tni dojeni
muze zvysit ndchylnost k infekci Zidodu opakovaného otevirani strukového kanalku
a strukoveého sirate. Je tedy nezbytné @izvé¢ monitorovat podtlak ve strukovych

nasadcich a nasleglpo vydojeni struky osét vhodnou dezinfekci.

2.2.2 Buiky imunitniho systému

Bunky imunitniho systému jsou zodpminé za imunologickou reakci
organismu. Mezi biky imunitniho systemu mé@é Zlazy pai polymorfonuklearni

neutrofily, eozinofily, NK buiky, monocyty, dendritické kitky a makrofagy.

2.2.2.1 Polymorfonuklearni neutrofily (PMN)

Neutrofily jsou spolu s makrofagy primarni fagogidiu buiky mlé&né Zzlazy
skotu. Tvdi prvni obrannou linii i napadeni patogeny. Fagocytujicinky musi
postupovat rychle, aby minimalizovaly Skodyigpbené bakterialnimi toxiny a jejich
produkty. Jakmile jsou patogeny detekovany makmgfaglojde k uvolgni

chemoatraktaritz epitelidlnich bugék mléiné Zlazy a nasleduje migrace PMN do této
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oblasti. Ochrana mé@é zlazy je tinna pouze tehdy, pokud dojde k rychléniispnu
PMN z krevniho othu a nasledné fagocytdéze a ¢ami bakterii. Neutrofily maji
kratkou zivotnost, feZivaji Fiblizné 24 hodin a poté zanikaji nekr6zou nebo apopt6zou
(Toman et al., 2009).

Druha linie obrany proti infekci se sklada zeé spanmetovych burk
a imunoglobulifi, které interaguji s prvni linii obrany. Aby bylamgkozeni miéné
Zldzy bakteriemi, toxiny a produkty uveéimymi z PMN minimalizovano, musi
eliminace napadajicich bé&én postupovat rychle. Ztohoto tdodu je nutno

odpovidajicim zfisobem regulovat zétlivou odpovd’ (Paape et al., 2002).
2.2.2.2 Eozinofilni granulocyty

Eosinofily spolu s basofily a neutrofily patdo skupiny bilych krvinek
granulocyii. Jejich funkce je obdobna jako u ostatnich granio podileji se na
fagocytdze patogéinpii zarstlivych procesech.

Eosinofily se vyskytuji v malém mnozstvi a tvonéré nez 1 % z celkového
poctu bilych krvinek vyskytujicich se ¥le. Granulocyty tohoto typu byly pozorovany
piedevSim § boji proti bakteriim a parafii, u alergickych onemoéni nebo pi

chronickych za#ech (Toman et al., 2009).

2.2.2.3 NK bukky

Podle klonalni teorie se v organismu pro kazdygent vyskytuje klon bugk
s vysoce specializovanymi receptory, které majiebag misto pro tento konkrétni
antigen. Klondlni receptory se vytefi bkchem zrani lymfocyt (Toman et al., 2009).
NK bunky maji vyvojow blize spiS k T - lymfocyim nez k B-lymfocyim (Horejsi,

a Bartinkova, 2009).

NK bunky pati k bunkkdm nespecifické imunity, které umi rozpoznat poimoc
klonalnich receptdr cilové buiky. Jsou tedyiirozerg cytotoxické neboli ,firozeni
zabij&i“. NK bunky jsou aktivovany bikami napadenymi virem nebo ikami
premenénymi na nadorové. NK liky selektivi¢ rozpoznavaji napadenéiiy a znti
ty z nich, které jsou infikovany, na zaktakceptod na povrchu (Sanchez-Correa et al.,
2011).
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Patty NK bungk u skotu se ve vzorcich mléka vapghu dojeni lisi. Ze zgtku
dojeni je poet burgk vyssi, poté sedmem dojeni snizi afipdodojovani znovu mnozstvi
NK burgk vzroste. NejutSi rozdil z hlediska gou NK burek zpisobuje zadtlivy
proces, pi kterém se mnozstvi bak zvysi (RySanek, 2007). M#vrtovém vzorku za
limitni hodnotu povazujeme 100.36I™ NK bunsk (Hamann, 2003; Ry3anek, 2007).

2.2.2.4 Monocyty

Monocyty jsou spolu s makrofagyilezité buiky predstavujici antigen pro T-
lymfocyty. Z tohoto dvodu jsou zakladni s@asti specifického imunitniho systému
(HotejSi a Barinkova; 2009).

Monocyty mohou vycestovat do tkfrve které probiha zén kde se diferencuji
v makrofagy. Zranim monoaytv makrofagy se zvySuje pet lyzozonii, receptoit pro
IgG a slozky C3, dale se zvySuje i schopnost fatfagya opsonizace (Toman et al.,
2009). V gipac, Ze monocyty nevycestuji do tkarma Zistavaji v krvi, zngni
se na rezidentni monocyty. Tyto monocyysem vycestuji doaznych tkani, kde je
jejich funkci vykonavat imunitni dozor v dané tkdifbman et al., 2009). Z celkového
poctu leukocyfi jsou monocyty zastoupeny v krvi skotu 5 % (Re@&88).

2.2.2.5 Makrofagy

Makrofagy jsou biiky vznikajici gemenou z monocyt po jejich vstupu
do tkani. Pat sem nafiklad Kufferovy buiky jater, aleveolarni a perivaskularni plicni
makrofagy, histiocyty pojiva, mikroglie CNS, mezé&igi buiky, peritonetalni
a pleuralni makrofagy, makrofagy nmig/ch splaw a makrofagy miné zlazy.

Makrofagy migruji do ohnisek zéu nagiklad mi&€né zlazy, kde vydrzi 6 - 12
hodin aridi jeho ptibéh. Tk&iové makrofagy jsou makrofagy, které se neuplatpily
zéaretlivych reakcich. Tyto makrofagy ségmig’uji do tkarg, kde vykonavaji imunitni
dozor a stavaji se ,rezidentnimi* makrofagy (Tonedal., 2009).

Protoze makrofagy hraji nejvyznaspéi ulohu i regulaci zagtu ml&né zlazy,

budou podrobgji rozebrany v nasledujici kapitole.
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2.3 Makrofagy mlé&né zlazy

Jak jiz bylo nazngno v gedchozi kapitole, makrofagy hraji édivou roli
Vv iniciaci zargtlive obranné reakce, regulaci ragsii zastlivych proces a i rezoluci
zaretu. (Fujiwara et al., 2005).

Obranné funkce makrofégse projevuji iznymi zpisoby. Mezi tyto formy
fadime nespecifickou ochranu, ochranu geabiictvim fagocytézy a ochranu pomoci
intracelularniho traveni (anonym, 2011). Kronfunkci v nespecifické obr&n
makrofagy také hraji kibvou roli ve specifickém imunitnim systému, tiafad

pii zpracovani antigenu a prezentaci 8upro T - buiky (Verschoor et al., 2012).

2.3.1 Obecna charakteristika makrofag

Ve zdraveé laktujici miéné Zlaze jsou makrofagyrgvladajicim typem buk.
Béhem casné faze za@tu spojeného s bakteridlni invazi do Zlazyrwa pronikat
neutrofily, které vyvolaji zattlivé mediatory v infikovanych Zlazach. V tomtoipad
aktivované makrofagy provedou fagocytdzu baktekdjodpo¥d’ na bakterialni toxiny
¢i metabolity (Riollet et al., 2002).

Nasledujici tabulka podavarghled o jednotlivych typech bék a jejich

procentualnim zastoupenghiem vSechit obdobi opakujicich se u chovného skotu.

Tab. 1 Zastoupeni somatickych Blkiib¢hem funkiniho obdobi miéné zlazy
(RySanek, 2007)

Obdobi Celkovy poet | Makrofagy Neutrofily (%) | Lymfocyty (%)
(10*/ mlY) (%)

Laktace 200 60 12 28

Kolostralni 280 37 37 26

Aktivni involuce 1800 43 19 38
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Z tabulky je Zejmé, Ze biikky vykazuji odliSnou aktivitu dle obdobi. Makrofagy
jsou nejvyrazdji zastoupeny ve vSeclhiech obdobich, ale nejvyssi podil maghbm
faze laktace. Neutrofily se nejvyraginzvySily béhem kolostralni faze a lymfocyty

béhem involuce.
2.3.2 Struktura makrofagu

Makrofagy miéné Zlazy se rozliSuji na zakkadvé bugcné struktury na dva
typy, a to nevakuolizovany a vakuolizovany typ. Kkonevakuolizovanych makrofég
a vakuolizovanych tyiplze pozorovat i jejichigchodné formy.

Nevakuolizovany makrofag je monocytarni typ s oydin jadrem,
naplrenym chromatinem, a ma nejasnviditelnou basofilii a nevakuolizovanou
cytoplazmu (Wardley et al. 1976). Z nevakuolizovenymakrofag se stavaji
vakuolizované poté, co pohlti tukové kaseinové tgiagukové globuly nebo apoptické
neutrofily.

Vakuolizované makrofagy se struktartisi tim, Ze uvnit obsahuji ovalné jadro
ledvinového typu. Tyto makrofagy jsou bohaté nagdm komplex a mitochondrie.
Obsahuji velké mnoZstvi lysozana vakuol v cytoplazg Vakuolizace je mimo jiné
zpisobena fagocytozou korpuskularniciktastic plazmat aberantniho miéka
(Sladek, RySanek; 1999).

Jednotlivé typy makrofagjsou znazorény na nasledujicich fotografiich pod
swtelnym a transmisnim mikroskopem, které bytgyzaty z publikaci autérSladek
a RySanek (2010), ktiese podrobgi zabyvaji obrannym systémem raie zlazy. Na
obrazcich je ietelr viditelny rozdil ve strukturach obou typmakrofad, posledni

obrazek demonstruje pohlceni apoptickych neutrofil
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Obr.1 Nevakuolizovany makrofag nitéé zlazy skotu ve gtelném mikroskopu

Obr. 2 Vakuolizovany makrofag niléé zlazy skotu ve stelném mikroskopu
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Obr. 3 Nevakuolizovany makrofag nité zlazy skotu v elektronovém mikroskopu

7z 7~

Obr. 4 Vakuolizovany makrofag ndiéé zlazy u skotu v elektronovém mikroskopu

se znazorénim fagocytovanych apoptickych neutrofiF)
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Béhem pdcateni faze zastu ml&né Zzlazy byly pozorovany makrofagy
s fagocytovanymi apoptickymi neutrofily v cytoplasnedy vakuolizované makrofagy.
Tyto makrofagy dosahly nejvyssiho vyskytu 48 - d@in po indukci zagtlivé reakce a
podilely se na jeji rezoluci (Sladek, et al.; 2006)

2.3.3 Rivod makrofagi

Krvetvorba se odehravéa téimvyhradre v kostni deni, kde adhezivni molekuly
umoziuji, aby kmenové hiky mohly vyzravat pod vlivem cytokin interleukini
a mnoha dalSich transképich faktofi. Z kmenovych buk tak vznikaji imunitni
a krevni biiky (Doubek, 2003; Toman et al., 2009).

Monocyty, ze kterych néaslednvznikaji @i vycestovani do tkani z krevniho
reCisSte makrofagy, se tvd z myeloidni linie hemopoetickych kmenovych Bkirpod
vlivem cytokini proliferaci a diferenciaci na monoblasty a pronoyty (Toman et al.,
2009). Myeloidni biiky davaji zaklad pro nespecifick@ast imunitniho systému, kam
lze za&adit fagocyt6zu, produkci cytokina jinych nerozpustnych mediatorObrazek
¢.5 shrnuje vyvojové cesty kmenovénly podle Gznych linii (Hd'ejSi a Barinkova,
2009).

gy, kmenowd burika
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i [ymifoldni

D
wog @
ﬂjll

trombiocyty f
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Obr. 5 Diferenciacetiznych drulii leukocyti z kmenové biky
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Bunka kostni dené se pod vlivem stimulmich faktofi, zejména CFU-GM,
zhruba za 6 dindiferencuje na monoblast, ktery se nastepiemsiiuje v promonocyt.
Promonocyty jsou pdase vyplavovany do krevniiecisté, do krevniho oéhu vstoupi
jako monocyty, coz jsou velké tky s ledvinovym jadrem (Broide, 1987). Krevni
monocyty jsou schopny vycestovat do tkani, ve kiemgrobiha za#, a mohou se dale
diferencovat na ,zaftlivé" makrofagy. Ri dozravani monocwtv makrofagy se zvysuje
pocet lysozond, receptolt pro IgG a pro C3 slozku. Zaravese navySuje schopnost
fagocytdzy a opsonizace. Rozdily ve strukturach oogth a makrofad Ize pozorovat

na nasledujicim obrazku.

MONOCYT MAKROFAG

= a

-
- '.',- @aﬂ“fd
* -

: T,
*;/—\j fagozom

“~mitochondrie
lyzozom-;

Golgiho komplax

Obr. 6 Srovnani struktur monocytu a makrofagu

Z obrazki je zejmeé, Ze Bhem vycestovani monocytu z krevnit@iste¢ do tkani
probéhly zmeény v jeho struktie a makrofag ma oproti monoégt navic lyzozomy,

fagozomy pro usnadni natraveni butk a pseudopodie pro zjednoduseni pohybu.
2.3.4 Funkce makrofad

Hlavni funkci makrofag je schopnost fagocytovat bakterie, &tmy detritus
a komponenty mléka. Wezité jsou i baktericidni vlastnosti makrotagzvyseni
produkce cytokif T-lymfocyti (IFN-y" a GM-CSF) a opsonizace korpuskularnich
antigerii. Dale makrofagy vyvolavaji produkci protizdlivych cytokind TGF{, IL-10
(Toman et al., 2009).

Makrofagy se di dle funkci na rezidentni, na zilivé a na alternativh
aktivované (Sladek, RySanek; 2010), kterym se kpmilrobrji vénovat v nasleduijici
césti.
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2.3.4.1 Rezidentni makrofagy

Monocyty, které nevycestovaly z krve do tkani, sstpp pomoci exprese
povrchovych molekul rRni na rezidentni monocyty. P&ase rezidentni monocyty
vycestuji do tkad& ml&né Zlazy, kde fsobi jako rezidentni makrofagy (Toman et al.,
2009). V ml€éné Zlaze jsou rezidentni makrofageywazujicimi bitikami, pisobi jako
»Strazci* pri mastitidach, které jsou apobovany patogeny a jejich toxiny. Bakterie
zpasobuijici infekci v tuboalveolach, fiphazeji do kontaktu s makrofagy, které je
rozpoznaji a zmou spoust protizargtlivou reakci (Paape et al., 2000).

V pripac, Ze na produkci toxin (chemotaktickych latek) bakterii &sou
makrofagy reagovat, za pomoci interleukiflL-8, 1-10, IL-6, IL-12) poté ,fivolaji*
dalSi makrofagy. Kazdy interleukin reaguje na jirtmakterii za pomoci rozpoznavaci
funkce a na zaklad typu patogenu hladina interleukinkolisa. Interleukiny se
po uvolréni ,rozprostou” po okoli, kde zénou prostupovat do tkani a kapilar. Rrav
v kapildrach neutrofily reaguji na prostupujicieiéukiny a pak migruji do tké&n
mlé&cné Zlazy, kde fagocytuji bakterie.

U mil&né Zlazy maji velky vyznam interleukin IL-6, kteigaguje na bakterie.
coli a S. aureusdale interleukin IL-8 a IL-10, které se z&miji na bakterieE. coli, M.
bovis, S. aureus, S. uberus, K. pneumoniae, S.ave@Ets, P. aeruginosainterleukin
IL-12, inny proti patogeim E. coli, S. aureus, P.aurudinosa, S. marcescens
aS. uberigBannerman, 2008).

Nasledujici dva interleukiny maji n€pgi vliv na makrofagy ve tkanich ntlée
Zlazy, ostatni maji pouze paidpou funkci.

0 Interleukin 6 (IL-6) je produkovan aktivovanymiqTbunkami, makrofagy,

monocyty a fibroblasty. U nadorovych kiknfunguje autokriné a stimuluje
burgé¢nou proliferaci. Stimuluje sekreci imunoglobulinplazmatickymi
bunkami.

o Interleukin 8 (IL-8) je primar& sekretovdn monocyty a mézné &inky
na neutrofily. Za jehoifitomnosti nafiklad neutrofily adheruji k endoteliim
cév a migruji z krve do tkani proti koncermanu spadu IL-8 (aktivni jsou
jiz nanogramové koncentrace) (Kopecky, 2007).

Na rezidentni makrofadgy maji velky vliv interleuiginkteré upravuji svoiji

hladinu podle typu patogénkteré napadaji organismus. Dojde-li v organismu
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k zaretlivym procesim, rezidentni makrofagy se aktivuji na gthiné, aby byly schopny

pohltit patogeny.

2.3.4.2 Zawtlivé makrofagy (klasicky aktivované a alternatigraktivovane)

Pri zargtu jsou krevni monocyty schopné putovat do tkarde kse mni
na ,zargtlive* makrofagy (Toman et al., 2009)fiRozpoznani patog@nzpisobujicich
zaret makrofagy uvolni chemoreaktanty, které fungugojgahemicky ,posel” a zjsobi
migraci PMN do tkani mk&né zlazy (Paape et al., 2000).

Neutrofily a makrofagy nefagocytuji jen bakterieqk kterym migrovaly, ale
i vlastni buiky, které jsou poSkozené, staré nebo nefunkPaape et al., 2002). Pokud
neni dale pdeba fagocyt6za provada neutrofily, jsou neutrofily naprogramovany
k apoptdze (Savill, 1997) a ,zélivé” makrofagy, oznéované jako M1, se &émi
na alternativa aktivované makrofagy M2 (Yin et al., 2016).

Alternativre aktivované makrofagy maji za Ukol fagocytovat djuie
neutrofily, které se proé,zviditelni* expresi tzv. ,find me* signél Jako eferocyt6za
se pak oznauje schopnost alternatig¥raktivovanych makrofagfagocytovat apoptické
bunky (Savill, 1997). Aby mohly makrofagy spravifiagocytovat a tim wystit okoli
od apoptickych neutrofil musi byt aktivované alternativni cestou (SladekSanek;
2000). Po dokateni vyisteni okoli mohou zét cinnosti pro obnovu tk&hmléné
Zlazy, ktera byla napadena patogeny (Savill, 1997).

Cely proces prchodu makrofafy a neutrofiti pres sény cév do napadené tkén

je ilustrovan na nésledujicim obrazku.
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Obr. 7 Kroky extravazace zéttivych bunsk

Na obrazku je znazoéno schéma toho, jak funguje biochemickd stopa a
~cestovani“ bugk pri napadeni patogeny, které podrazdi jidgmné buiky. Ty zanou

vyplavovat chemoreaktanty, kteréywlaji na pomoc dalSi makrofagy a neutrofily.

2.3.5 Osud makrofag

V pripact, Ze makrofagy mkné Zzlazy naplni svou funkci a nejsou iedia
v systému, nastan€as, aby naplnily sy ,osud“. Tento proces nastava du
fyziologickou cestou prosdnictvim emigrace makrofagnebo apoptdézy, nebo

patologickou cestou formou nekr6zy makrafag
2.3.5.1 Fyziologicky zanik makrofag

Nejsou-li makrofagy zapwtgbi vtkani mléné Zlazy, dojde zde ki@meng
antigenu prezentujici kiey. Makrofagy pak opougjii danou lokalizaci, kde nejsou
zapotebi, a putuji do sekundarnich lymfatickych uzlirrdjsek, 2014). Tento jev se
nazyva emigrace makrofaga je alternativou k jejich zaniku, tzv. apoptokegra je
hlavnim tématem této prace.

Apoptéza se vyskytuje také jako obranny mechanisnktexy je pgitomen

v imunitnich reakcich organismu, pokud jsoutkytkans napadeny patogery jinymi
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Skodlivymi latkami bez ovlivéni celkové funkce tkan(Norbury a Hickson, 2001).
Béhem apoptdézy hiky podstoupi aktivni a spontanni ,sebevrazdu“. kemestatovat,
Ze &tSina fyziologickych umrti butk je ve skut&nosti realizovana formou apoptozy
(Kataoka et al., 1996).

2.3.5.1.1 Apopt6za makrofég

Apoptéza makrofay vlastre predstavuje fyziologickou smrt bek, ktera je
geneticky naprogramovéana. Proces programovanécbérsmrti se obeeénvyznauje
zvlastnimi morfologickymi charakteristikami, kteggdu energeticky zavislé naanych
biochemickych mechanismech (Elmore, 2007).

Spouskcim mechanismem apoptézy jsodegevsim jeji induktory. Naopak
inhibitory ji potlatuji a brani tak vzniku apoptdzy. Rovnovahu pro-ajpggch a anti-
apoptickych faktal je proto nutné regulovat.

Apoptoza nize byt indukovana Sirokou Skala pétin které se vyskytujidhem
normalnich nebo patofyziologickych proées Induktory pro apoptézu jsou
charakteristické zgmami v organismu, kil genetickymi, nebo zémami vlivem vyvoje
organismu. Induktory apoptdzy se rékgi na vrejSi faktory jako je naiiklad stres,
a na vnitni faktory, mezi které p#t poSkozeni DNA, extracelularni a intracelularni
explotace butk nebo fstové faktory, jako jsou cytokiny (TNé&- IL-1P)

a glukokortikoidy. Fyziologicky proces starnuti fpataké mezi proapoptické faktory
(Chaloupka, 1996).

Bunky neustéle ,sleduji* své Zivotni prosti a trvale se ,rozhoduji* o tom, zda
by mely zit dal, aby se zabranilargiasnému spudhi apoptozy, ktera neni nezbytna,
pii konfrontaci inhibitoru s potenciélni apoptotick@ignaliz&ni buikou. Po celou
dobu butka potebuje, aby byla apopt6za vyvolana jeniippd, Ze je signal velmi
intenzivni. Toho je dosazeno rovnovahou pro- aapbiptotickych faktar (Fulda,
2009; Busca et al., 2009).

Anti-apoptické faktory blokuji podty, které jsou schopny indukovat apopt6zu
v buikach. Tyto biiky maji snizenou Uroveexprese &kolika geri kddujicich anti-
apoptické proteiny, jako jsou nidklad galektinu 3, MCL-1 a BCL-XL, které gatdo
rodiny proteinu BCL-2, nebo enzymy, jako je sfingokinaza-1 (Portt et al., 2011).
Dale byly popsanyti detailré charakterizované anti-apoptotické proteinové rpgiko
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jsou FLICE-inhibéni proteiny, BCL-2 a inhibitory apoptozy prot&iilAP) (Busca et
al., 2009).
Pokud je apopt6za inhibovana, projevuje sdolika zakladnimi zpsoby:

zmeénou struktury buék, zmenou biochemickych procés genetickymi z@gnami.

2.3.5.1.1.1 Morfologické zeémy p# apoptoze

Morfologické zmény pii apoptéze fpedstavuji sekvenci strukturalnich &m
vedoucich k programované smrtiithy. Casovy sled &t béhem apoptdzy zahrnuje
chromatinovou agregaci, jadernou a cytoplazmatickdeondenzaci, Ppadré
fragmentaci rozpadajici seiiky do shluku segmedt které casto tvéi morfologicky
neporusen&tliska. Tyto apoptickaétiska jsou rychle rozpoznana a fagocytovand bu
jinymi makrofagy nebo sousednimiikami epitelu (Denmeade et al., 2001).

Prvni fazi apoptdzy je karyopyknosigj které dochazi ke zémdm ve struktie
bunky. Tyto znEny struktury se daji pozorovat najagdkde dochazi k jeho svra¥ani,

a na chromatinu, ktery séasré kondenzuje a shlukuje se do cha@hkavitych Gtvai
burg¢ného objemu a o 10 %ipméru buiky (Beauvais et al., 1995).

Pii téchto zngnach v bice dochazi kfragmentaci DNA na mnoZstvi
pravidelnych Usek které jsou ficinou preruSenim dvousSroubovice, kterou jiz neni
mozno za pomoci transkripce opravit (Masopust,|et2803). Buiky také gichazeji
o povrchoveé struktury, pseudopodia, a tim ziskdvajlky povrch (Wyllie et al., 1980).

Jadro biiky a jeho sodasti Zistanou ucelené, ale cisterny endoplazmatického
retikula se mohou dal rozévat (dilatovat). Dilatované cisterny endoplazmiaioo
retikula mohou splynout navzajem mezi sebéimz vytvai vakuoly v cytoplazra
Vakuoly se vyskytuji malé neborstini, ale vyjimkou nejsou ani megavakuoly, které je
moznécastji pozorovat @i in vitro (Payne et al., 1994). Cisterny endoplazmatického
retikula mohou také splynout s cytoplazmatickou remou a tak vytva efekt
»Zpénéni“. Ten je typicky pro druhou fazi apoptozy (Saet al., 1989).

Druha faze apoptickych zm, zeiosis, je doprovazena zmenSenim apoptotické
bunky v dasledku Ubytku vody spolu s elektrolyty. Druhd fgzeéneni cytoplazmy
muze probihat saiasreé se znénami @i prvni fazi apoptozy. V ikledku tbytku vody
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se membrana lily scvrkava a tim na svém povrchu iveybézky - vesikuly. Povrch
buiky pasobi ,najezenym“ dojmem, jeji vzhled je mozno papako ,bublinky”.

V téchto fazich apoptozy kika zesili membranu, aby jeji okoli nebylo ohrozeno
lyzou aktivnich enzyrn, tzv. crosslinking enzymeskteré by jinak katalyzovaly
chemické zrany ve svém okoli. Zesilenim membrany dojde ke&rdm v cytoskeletu,

k dilataci cisteren endoplazmatickéko retikula, Keat schopnosti syntézy DNA
a proteinu a tim k jeji degradaci (Masopust et 2003). Pi degradaci dojde &Sinou
k rozcEleni jadra, které tvd oddlenécasti. Ri prvnim pozorovani zeiotické bly by
tak mohla vypadat pro laika jako mnohojaderny el@ni@avill et al., 1989). Rozteni
jadra je dlezité pro naslednou tvorbu apoptickyatidek, které pedstavuji posledni
fazi apoptozy.

V této posledni fazi dojde krozpadu jadra zeiatidkiiky a jeji nasledné
fragmentaci do apoptickyckilisek (Masopust, et al.; 2003). Velikoslisek je giblizné
3 um a jsou postugnodstraovany fagocytozou (Walker et al.; 1999). &&ggji jsou
apoptotickd dliska odstraovany fagocytézou makrofagy anebo jsou ,pojidany*
sousednimi hikami. Pohlceni apoptickych bé&hn neni doprovazeno nezadoucimi

projevy, jako je tomu u nekrotickych bt

2.3.5.1.1.2 Biochemické zmy p apoptdze

Fagocyty rozpoznaji, Zze ma byt itka odstratina, pomoci lektinuo- ap-
integrini nebo za pomoci fosfatidylserinu (Masopust, et2003). Ri téchto zménach
dochazi napiklad k SEpeni proteifi nebo ke zritnam v DNA. Buiky pii apoptdze
vykazujitadu biochemickych z#ém, pri kterych maji vliv kaspéza a fosfatidylserin.

Fosfatidylserin je nezbytny pro vyvoj a diferenciatznych orgaf v pribéhu
embryonalniho vyvoje, ale nikolivifmo pro odstréaovani apoptotickych buk. Je
zodpovdny za detekci hiky urcené k likvidaci a zaifwolani fagocytujicich busk.

Fosfatidylserin, ktery je obvykle umést na vnitni strag plazmatické
membrany, je { apoptéze vystaven na &8im povrchu a poskytuje rozpoznavaci
signal pro pohlceni fagocyty. Vysledkem apoptozyp@k rychlé a &inné odstraéni
nadbyténych nebo posSkozenych hbitkn(Wickremasinghe, 1999).

Fosfatidylserin mZe mit novou, nekavanou vyvojovou funkci jakoutezity

gen pro diferenciaci. Fosfatidylserin neni zdgbt pro spravnou funkci makrofé&gale
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na zaklad pozorovani se zda, Ze je nutny pro regulaci produkytokiri. Tyto
vysledky jsou po#kud v rozporu s aktualnimi nazory, né&beceptor fosfatidylserin
primarre funguje u apoptotickych bgh (Bose et al., 2004).

Pri apoptoze hraje uisdni roli aktivace kaspazy, protoZze kaspazyipaezi
klicové komponenty biochemickych drah.®wejvice prostudované drahy aktivace
kaspdaz jsou drahy pro receptory ,smrti“ na povrbmik a mitochondriemi iniciované
drahy.

Na draze receptoru ,smrti“ na povrchu Bknprobiha aktivace kaspazy-8.
Po aktivaci kaspaza vyvolava signatima komplex, coz je kriticka udalost vysilajici
signaly smrti. Tato udalost je regulovana n&katika riznych darovnich dznymi
virovymi a sa¥imi proteiny. Aktivované kaspézy-8 mohou aktivovetsleds ostatni
kaspazy pimym ¢i negimym S€penim nebo indukci cytochronowivoliovanym
Z mitochondrii.

U mitochondrialni iniciované drahy je aktivace kazsp spusina vytvaenim
multimerniho komplexu cytochroruy ktery je plrg funkéni v rekrutovani a aktivovani
prokaspazy-9. Tato drdha je upravena ¥&kofika krocich, ¥etne uvolovani
cytochromuc z mitochondrii, vyvazani a hydrolyzy ATP a inhib@ktivace kaspaz
u proteirii, které pat k inhibitori apoptézy (Budihardjo et al., 1999).

Tyto zmeny postupd vedou k fragmentaci DNA apopticke ithy, kterd je
jednim z charakteristickych znalapopt6zy. Vyskytuje se v reakci na&né apoptické
stimuly v Siroké Skale typ burik. Molekularni charakterizace tohoto procesu
identifikovala specifickou DNazu (CAD, kaspaza-alfici DNase), ktera &pi

chromozomalni DNA zifisobem, ktery je zavisly na kaspazach (Nagata, 2000)

2.3.5.1.1.3 Genetické zZmy p# apoptoze

Genetické zrmny pii apoptéze jsou Afsobeny zejména geny ced-3, ced-4,
a ced-9, které koduji proteiny pebné v apoptickém programu. Jejich uUloh& p
apoptéze byla nefée identifikovana fi zkoumani hlisticCaenorhabditis elegans.
Genetickou analyzou u nich byla prokadzana pozitivmegativni reakce (Hengartber et
al., 1994).

Gen ced-3 kdduje cysteinové proteazy, které jsamdbagni scleny proteéz,

které patti do rodiny kaspaz, které jsou zapojeny v apoptickgogramu v sasich
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buinkach. Pro aktivaci genu ced-3 je feiiny genovy produkt ced-4. Tento krok
k aktivaci je vSak blokovan proteinem ced-9, ktggyhomologni k proteinu BCL-2
u savd.

Pozorovanim u hlistic bylo zji&to, Ze BCL-2 mze v blokovani apoptozy
nahradit gen ced-9 (Vaux et al., 1992, Hengartheal.e 1994). BCL-2 proteiny se
aktivuji prostednictvim aktivovani cytochromu c¢, wvsledku toho se \jSi
mitochondrialni membrany stava propustnou (Desaghet., 2000). NiZze proto dojit
k prichodu enzym pres bugénou membranu a k jejimu oztemi pro fagocytdzu

makrofagy.

2.3.5.2 Patologicky zanik makrofag

Pokud nedojde k apoptdze nebo kemigraci makipfagastava jejich
patologicky zanik, nekréza. Nekréza je alternatikoapoptické bugné smrti, je ale
povazovana za toxicky proces, kdynka je pasivni ofti a nasleduje energeticky
nezavisly zjisob smrti.

Hlavnimi morfologickymi zm¢nami u nekrozy makrofdgjsou otok bugk,
tvorba cytoplazmatickych vakuol, nafouklé endopladnoké retikulum, tvorba
cytoplazmatickych w&ui, kondenzované, oteklé nebo prasklé mitochondtieneni
a odtrzeni polyribozoiy naruSeni membrany organel, oteklé a prasklé dysgs
a v neposledriadk naruseni buitné membrany (Kerr et al., 1972; Trump et al., 1997)

Priciny vedouci k posSkozeni b&k mohou byt #zné. Pafi mezi r¢ faktory
fyzik&lniho a mechanickéhaipodu, vliv chemickych Skodlivin a ¢, infekéni agens,
imunologické reakce, genetické poruch nebo nasledkscni nerovnovahy (Masopust,
et al.; 2003). Najklad pi studiu vlivu ATB na makrofagy byly v mi@é Zlaze
zaznamenany degenerativni a nekrotické formy magidiLintner a Eberhart, 1990).

| kdyZ se apoptéza od nekrdzy liSi, existujéityrprekryv mezi Emito dwma
procesy. Apopticky proces ke za witych okolnosti pejit do nekrotického
v dasledku sniZeni dostupnosti kaspaz a intracelularAifP. Zda se jedna o apoptézu
¢i nekrozu zalezi na povaze signalu &mé smrti, typu tk& vyvojové fazi tkas a
fyziologickém prostedi (Elmore, 2007).
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2.3.5.3 Osud apoptotickych makrofay ml&né Zlaze

Obecrg je hlavni roli makrofafy likvidace starych a nep@tnych busk,
kterych se fyzicky zbavuji fagocytézou. Déle udizsjalou homeostazu bélg
zabraiuji produkci enzymatickych a Skodlivych latek. V&mé Zlaze makrofagy
mohou zanikat apoptdzou, kterd se podili na regjéfch Zivotnosti. AvSak doposud
nejsou zakladni biologické funkce makroiagmi&né Zlaze stale pénprostudovany
(Sladek, RySanek; 2010).

Fyziologicky normalni makrofagy jsou tky, které getrvavaji v mléné zlaze
az po wrkolik tydna (Bellingan et al., 1996). Vtomto obdobi emigrygostupr
do supramammarnich lymfatickych uzlin, kdeje fipba makrofagy udrzet
Zivotaschopné a pinfunkéni (Lee et al.,, 1980). &které makrofagy rivou zgtné
reemigrovat, al€ast z nich odute nekrézou ve tkani miéé zlazy (Sladek, Rysanek;
1999). Bylo zaznamenéano, Ze krdmekrdézy mohou makrofagy podstoupit i lokalni
apoptozu.

Apoptéza byla pozorovana u alveolarnich, peritamieél a pleuralnich
makrofag: v reakci na patogenni i nepatogenni pigiiGonzalez-Mejia et al., 2009).
Apoptické makrofagy jsou fagocytovany dalSimi md&gy a tim dojde k jejich fyzické
eliminaci z miéné Zlazy (Sladek, RySanek; 2010).

Zminéni autdi rovnéz popsali diference apoptdzy u jednotlivych — mimdicky
rozdilnych makrofaly Nevakuolizované formy makrofagpodstupovaly apoptdézu
v daleko mensi mé, nez vakuolizované makrofagy. Dale bylo vyznamrgji$tenim
to, Ze rezidentni makrofagy podstupuji apoptdézwalekb &tSi mie, nez makrofagy
zaretlivé. V posledni fack je nutno zminit, Ze apoptdéza makraiagykazovala
dynamiku v souvislosti s pb¢hem zasitlivé reakce mléné zlazy. Bhem iniciace byl
zaznamendn velmi nizky podil apoptdzy, ktery s&avgl v rezoluci (Sladek, Rysanek;
2010)

2.4 Metody detekce apoptdézy u makrofad

Apoptoza makrofal je proces, ktery Ize pozorovat s pouzitim Siroképektra
metod. Jedné se o jednoduché metody, kamikiag pati mikroskopické pozorovani.

Zname jsou i sofistikovasi metody, mezi které sadi kugikladu piatokova
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cytometrie nebo exprese genKompletni vy¢et metod detekce apoptdzy vyrazn

viv s

2.4.1 Mikroskopické metody

Mikroskopie jako metoda pozorovani je pouzivanaétéma vSech stupnich
vzklavaciho systemu. Zejménagg®ina mikroskopie takipdstavuje oblibenou metodu
pozorovani mensichtastic, protoZe tento typ mikroskibpje standardni s@asti
vybaveni ¥tSiny odbornych pracows

Pomoci s¥telné a elektronové mikroskopie byly identifikovangizné
morfologické zmdny, které nastavaji dhem apoptozy (Hacker, 2000). Jedna se
0 nefastji pouzivanou metodu, protoZe jsou nejrla@@rané na vybaveni a relativn
ceno¥ dostupné. SMelnou mikroskopii jako metodu pro zjgvani apoptickych
makrofag: vyuZili pti svych vyzkumech ndfklad Ponnusamy et al. (2012) a Nogueira
et al. (2014), pozorovéani pod elektronovym mikrqeko dali pednost Monack (1997),
Watanabe et al. (1985), a Park (2006). Makrofagglé&né Zlaze skotu byly row
prednttem studia za pomoci &elné mikroskopie (Sladek a RySanek, 2010).

Béhem ¢asné faze procesu apoptdzyiky se smréuji a objevuje se pyknosis
viditelné pod sw¥telnym mikroskopem (Kerr et al., 1972). Smirgtburek vede k tomu,
Ze buiky jsou menSi velikosti, dale je moznost pomocineskopu pozorovat zény
na cytoplazmy a organelach. Pyknosis je vysledkem kondenzacenwitinu, coz je
nejvice charakteristicky znak apopt6zy. Podobn&rgmbyly zaznamenany pomoci
swtelné mikroskopie také u makrofagilé&né Zlazy skotu (Sladek a RySanek, 2010).

Histologické vySeaeni s pouzitim hematoxylinu a eozinofilniho barvivaozni
pozorovat apoptozu jednotlivych biky které na toto barvivo reaguji jinak nez okolni
buiky. Apoptické buky se jevi jako kruhovy nebo ovalny Gtvar s tmawmzinofilni
cytoplazmou a s hustym fialovym jadernym fragmentémomatinu (Elmore, 2007).

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie Ize |&gdinovat subcelularni
zmeny. V rané kondenzai fazi chromatinu, kdy je jaderny material elekio@& husty,
jsou pozorovatelné charakteristické agregaty umésperiferg v jaderné membrén
i kdyZ tam niize byt také rovnoging husté jadro (Elmore, 2007).

30



2.4.2 Biochemické metody

Biochemické metody vyuZivajiizna ¢inidla pro detekci apoptickych bék
které jsou nasle@nozna&eny na svém povrchu. Posléze tak mohou byt detekova
za pouZiti piitokové cytometrie nebo pomoci metody TUNEL.

Mezi biochemické reakce pgatexprese markér burg¢ného povrchu, které
umoziuji rozpoznavani apoptotickych bikn sousednimi hikami. Umozuji tak
rychlou fagocytézu s minimalnim kompromisem na akdkare. Toho je dosazeno
presunem dovnitsmetujiciho fosfatidylserinu z lipidové dvojvrstvy Bky na vrgjsi
vrstvu plasmatické membrany (Bratton et al., 199Kdyz fosfatidylserin je znamy
ligand pro rozpoznavani fagodytna povrchu apoptotické Bbky, nedavné studie
ukazaly, Ze i jiné proteiny jsoufipodstrarni apoptotickych butk také vystaveny na
jejich povrchu.

Mezi proteiny viditelné na povrchu bgk také pati annexin | a kalretikulin.
Annexin V je rekombinantni fosfatidylserin, kteryaze protein. Sikh a specificky
interaguje se zbytky fosfatidylserinu aibe byt UspSné pouzit pro detekci apoptozy
(Arur et al, 2003). Kalretikulin je protein, ktege vadZze na protein s LDL-receptoru a
spolupracuje s fosfatidylserinem jako signal ptmjeozpoznavani (Gardai et al., 2005).

Pro naslednou detekci apoptézy makrdfagnaenych Annexinem V lze vyuzit
fluorescekini mikroskopii nebo pitokovou cytometrii (Sladek a Rysanek, 2010;
Balvan et al., 2014). Riokova cytometrie je metoda zaloZena na analyzikdyrch
charakteristik, na vyS&ivani ¢astic unaSenych nosnou kapalinou a jejich interakci
swtelnym zd&enim. Analyzovanymi valinami jsou velikostastic, granularita, neboli
denzita jejich vniniho obalu, aintenzita fluorescence.éi¥hi probihaji v réici
komare, kde dochazi k interakci bélns laserovym paprskem. Poiphodu komorou
jsou namdtené hodnoty fifazeny k danym hikdm a ulozeny pro dalSi zpracovani
(Balvan et al., 2014). Zgani burgk Annexinem V bylo spolu s ptokovou cytometrii
pouzito k detekci apoptdzy makrotamléiné Zlazy skotu (Sladek a RySanek, 2010).

Dalsi z metod detekce apoptickych Bkije metoda TUNEL (Terminal dUTP
Nick End-Labeling). PouZiva se k testu enzymatickékpeni u butk se sniZzenou
Zivotnosti zndenim DNA zlomi (Kressel a Groscurth, 1994). Terminalni transferse
pouziva k ozn&ni na 3'-konec DNA fragmantPomoci dUTP pak mohou byt
fragmenty DNA ozn&ny iiznymi sondami pro umo#Zni detekce pomoci stelné
mikroskopie, fluorescami mikroskopie nebo gtokové cytometrie (Elmore. 2007).
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2.4.3 Genetické metody detekce

Za pomoci genetickych metod Ize odhalit geny, ktg@u pro uskui@néni
apoptézy nezbytné, jako jsou riglad ced-3,ced-4 a ced-9 (Huang et al., 2013).
Umoziu;ji tak gresrji pochopit principy genetickych z&n béhem apoptickych procés

Nejcastji pouzivanou metodou genetické detekce je metod@R P
(polymerazovarettzova reakce), kterou lze detekovat geny podilejicina spushi
apoptézy. PCR je jednoduchy enzymaticky test, ktemnoziuje amplifikaci
specifického fragmentu DNA. Pro zmnozeni je zéglutdodat primery, které chemicky
ozn&i vyhledavany Usek a ten se bude dale amplifiko@&i stopové mnozstvi
pozadované DNA, aby bylo moZno vyrobit dostatek ikgmo analyzu pomoci
laboratornich metod (Garibyan et al., 2013). Ta&tada je naréna na pipravu, ale jeji

vysledky jsou velmi fesné.

Zakrem lze konstatovat, Ze ®ep€ji vyuzZivanou metodou pozorovani
apoptickych bugk je metoda mikroskopicka, protoZze pro @®né oko je porrné
jednoduché pozorovat zmy v buice a tim odhalit jejich apoptézu. U biochemické
vybaveni je menSi riziko lidské chyby, protoZze sgfistroj si buiky pii pratokové
cytometrii vy¥idi a oznai. Genetické metody jsou nejmg€ryuzivané, protoze jsou
nakladné a komplikované. Nicme&rejich uloha pro detekci génkteré se podileji na
apoptéze biky, je nezastupitelna. Idealni stav je takovy, Waydou pouzity 2-3
metody detekce k objektivizovani dosazenych vysledk
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3 ZAVER

Onemocsni, kterd mohou vzniknouttpinfekcich nebo neSetrném zachézeni se
zviretem, maji vliv na produkci mléka a tim i na ekoftampodniku, #€mto nezadoucim
vlivam je poteba pedchazet. Z tohotoustodu se v mléce pravideirsleduje zvySeny
podil burgk imunitniho systému, jako jsou neutrofily, eozihgfNK bunky, monocyty
a makrofagy, které upozwuji chovatele na zvySenou moznost vyskytu éadnve
tkanich a tim moznost vzniku mastitidnich onengoén

Tato prace se zabyvarqaevSim reakcemi nespecifické imunitni odfzbv
organismu na invazi patogén prostedi ml&né Zlazy skotu. Za tuto reakci odpovidaji
predevsim makrofagy, ale také lymfocyty a polymorkiearni neutrofily. Detail&ji se
prace zar¥uje na makrofagy a jejich cyklem ve tkani &ié Zlazy, protoze
v nespecifické imunitni odpeédi hraji nejdilezitéjSi roli.

Aby bylo mozZzno pochopit funkci makrofagv tkani ml&€né Zzlazy, je ieba
zminit i jeji anatomii a fyziologické procesy, kéev ni probihaji. Pak teprve je mozno
studovat obranné mechanismy, které se sppudti napadeni patogeny. \fipad
mlé&cné Zlazy skotu je strukovy kanal t&$tjSim mistem mozného vstupu pato@ien
protozZe pi dojeni dochazi k jeho opakovanému otevirani.

Pri vstupu patogein do ml€&né Zlazy jsou aktivovany makrofagy, které se
premeénuji z krevnich monocytna tkdoveé makrofagy fechodem z krevnihiecisté do
okolnich tkani. Makrofagy jsou znaméegevsim svou schopnosti pohlcovat cida
vyskytujici se v tkanich. V mé@é Zlaze proto fagocytuji, krampatogei a jejich
toxing, i kaseinové micely a tukové globuly. Mimo fagaizt jsou makrofagyidezité
pii regulaci zasta mlé&né Zlazy, musi zasahnoutvk, nez pejde zagt do chronického
priabéhu, a tim prodlouzi onemo&mi ml&né zlazy.

Na konci svého Zzivotniho cyklu makrofagy podstiipapoptdzu, neboli
programovanou bunou smrt. V apoptéze podébpak mohou byt fagocytovany
jingmi makrofagy a tim odstr&ny z okthu, aby nevypustily do okolniho présdi
toxické latky, které by mohly poskodit tkAMezi nefastji pouzivané metody, které
jsou pouzivany pro detekci apoptdéze u makrbfagati swtelna a elektronova

mikroskopie, piitokova cytometrie a metody jako je PCR.
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