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Abstrakt

MIlécna zlaza je vyznamnym produkénim organem v chovu dojného skotu. Vlivem
Slechtitelskych a hybridiza¢nich programi dosahla pozice vysoce funk¢éné
exploatovaného organu, coz ohrozuje jeji integritu a homeostazu. NejcastéjSim
zdravotnim problémem dojnych krav jsou zanéty mlééné zlazy. Proto béhem evoluce
doslo k vytvofeni jednoho z nejvyznamnéjSich obrannych mechanismi, zanétlivé
odpovédi. Ta se rozd€luje na dveé stddia — stadium iniciace a rezoluce. V obou téchto
stadiich hraji dilezitou roli polymorfonukledrni leukocyty (PMN). Ty migruji
z krevniho tecisté, adheruji na sténu kapilar, diapedezi se dostavaji skrze né a cestuji
do mista zanétu. Zde nastava eliminace patogenti skrze fagocytdzu. Nasledné dochazi
K reparaci poSkozené tkan¢. PMN podstupuji apoptozu a jsou fagocytovany makrofagy.
Proto cilem této bakalatrské prace bylo prostudovat a zpracovat doporucenou literaturu
do podoby reserse, ktera by sumarizovala poznatky v oblasti role PMN béhem zanétlivé
odpovédi mlécéné zlazy skotu.
Kli¢ova slova: mlécna zldza, polymorfonuklearni leukocyty, zanétlivd odpovéd,

migrace

Abstract

The mammary gland is an important production body in dairy cattle breeding. Due
to breeding and hybridization programs it reached a position of highly functional
exploitation body, which threatens its integrity and homeostasis. The most common
health problem of dairy cows is mastitis. As a result, during the evolution, one of the
most important defence mechanisms was created — an inflammatory response. It is
divided into two stages - stage of initiation and resolution. In both of these stages,
polymorphonuclear leukocytes (PMN) play very important role. They migrate from the
bloodstream, adhere to the capillary walls, they get through them by diapedesis,
and travel to the site of inflammation. There the elimination of pathogens through
phagocytosis takes place. Then the damaged tissue is repaired. PMNs undergo apoptosis
and they are phagocytosed by macrophages. Therefore, the aim of this work was
to study recommended literature and to compile it into the literary research, which
would summarize all findings about PMN's role during the inflammatory response
of bovine mammary gland.
Keywords: mammary gland, polymorphonuclear leukocytes, inflammatory response,

migration
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1 UVOD

MIléko je nejen vyznamnou potravinou ve vyzivé cClovéka a zvifat, ale
1 nezastupitelnym zdrojem zivin pro mladé. U takto cenné suroviny hraji dilezitou roli
faktory, které by mohly jeho mnozstvi a kvalitu ovlivnit. Téchto faktort je cela fada,
s welfare (pohodou), ale i s ekonomikou chovu.

Vlivem $lechtitelskych a hybridiza¢nich programti dosihla mlééna Zlaza (MZ)
pozice vysoce funkéné exploatovaného organu, nebot na =zafatku laktace je
u vysokoprodukénich zvitrat produkce mléka i né€kolik desitek litri denné. Je zfejmé, ze
takto vytiZzené organy jsou ve vyssi mife nachylnéjsi k onemocnénim, poruchdm funkci
a fyzickému poranéni, proto muize snadno dojit k naruSeni homeostazy. Z tohoto
divodu je nutné, aby byly vyvinuty obranné mechanismy, které maji za kol vytvofit
ucinny $tit proti invaznim bakteriim, dale pak schopnost eliminace zdrojii onemocnéni
a reparace poSkozené tkang. V piipad¢ obrany mlécné zlazy to jsou rezidentni obranné
mechanismy obsahujici nespecifickou obranu, do které patii kiize a sliznice, strukovy
kanalek, ale 1 samotny proces dojeni. OvSem tato obrana je mnohdy nedostate¢na
a v takovém pripad¢ nastupuje bunécnd imunita zprostiedkovand leukocyty, predevsim
makrofagy, lymfocyty, NK bunikami a neutrofilnimi granulocyty, které hraji dileZitou
roli vjednom z nejvyznamnéj$ich mechanismt obrany, zanétlivé odpovédi. Ta je
z hlediska pribehu rozliSovana na akutni a chronickou, pfi¢emz chronickou se stava pii
perzistenci infekce a pokud je fyziologicky proces hojeni narusen.

Pti akutni zanétlivé odpovédi dochazi k rychlé obranné reakci organismu s cilem
destrukce a odstranéni poskozujicich agens a nasledné reparace tkané MZ. Cely proces
zaCind influxem polymorfonuklearnich leukocytd (PMN) do mista zanétu, ktery
predstavuje obrovskou zatéz v naruseni vlastnich struktur v podob¢ riiznych enzymd,
rozkladem vaziva. Aby akutni z&dnét probehl co nejrychleji, musi se PMN vypotadat
s patogeny pomoci fagocytézy, coz je pohlceni a digesce. Nasledné je nutné tyto
patogeny eliminovat. V p¥ipadé Gisp&né eliminace se MZ vraci do ptivodniho stavu tak,
ze dochazi k reparaci. Prvnim krokem je odstranéni PMN z mista poskozeni, aby akutni
zanét nepreSel do chronického stavu a doslo k opétovné tvorbé nezadvadného mléka.

Proto je tato prace zaméfena na popis prubéhu zanétlivé odpovédi mlécné zlazy

skotu, se zietelem na roli PMN v tomto procesu.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Anatomie a fyziologie mlééné zlazy

MIlécna zlaza, u hospodarskych zvifat nazyvana také vemeno, se nachazi ve stydké
krajin¢ na spodiné¢ bficha. U mléénych plemen mulze tento organ dosahovat
hmotnosti 20-25 kg. Diky této vysoké hmotnosti je mlééna zlaza upevnéna pomoci
zavésného ustroji skladajici se ze dvou medialnich, dvou lateralnich listi a od nich
odstupujicich 7-8 sekundarnich listt (Marvan et al., 1992).

Mezivemenna brazda rozdéluje v medialni roviné vemeno na pravou a levou
polovinu. Tyto poloviny jsou dale pomoci pfi¢nych brazd déleny na pfedni a zadni
¢tvrté (Najbrt etal., 1982). Vrchol kazdé étvrté je protazen ve struk, kterym vede
strukovy kanalek. Tento kanalek ptechazi dal v mlécnou cisternu, coz je dutina, ktera
vypliiuje struk v jeho podélné délce a zasahuje az do Zlaznatého télesa (Holub et al.,
Je slozeno z lalickt (lobulil) spojenych intersticidlnim vazivem a tyto lalicky jsou
tvofeny jesté¢ mensSimi primarnimi lalicky. Primarnim lalickem prochazi nitrolalickovy
(intralobularni) vyvod, jimz zacinaji vyvodné cesty vemene. Mléko je tvofeno
sekre¢nimi alveoly, které se pomoci sekrecnich tubuld oteviraji do jiz zminénych
nitrolali¢kovych vyvodi. Tyto vyvody se po vystupu z primdrnich lalickd spojuji
v mezilali¢kové vyvody, prechazejici v mlékovod, ktery dale pokracuje do mlécné
cisterny, zvané mlékojem (Marvan et al., 1992).

Mlécné alveoly jsou obklopeny myoepitelovymi (koSickovymi) burkami.
Pii kontrakci bun€k vlivem oxytocinu dochazi ke stlateni alveol a vyvodi, jehoZz
disledkem je uvolnovani mléka (ejekce mléka) (Reece, 1998).

Obdobi tvorby mléka se nazyva laktace. Je to obdobi od porodu do zaprahnuti, kdy
diky blizicimu se porodu ustava sekrece mléka. Laktace zahrnuje proces sekrece,
shromazd'ovani a spousténi mléka (Jelinek et al., 2003).

Syntézu mléka a jeho vylouc€eni do alveolil uskuteciiuje sekrece. Podle toho, kde se
mléko shromazd'uje, je rozliSovano mléko alveolarni (v alveolech a pocatecnich
oddilech vyvodnych cest) a mléko cisternové (mlékovody a mlé¢na cisterna). Pravé
délka intervali mezi dojenim urcCuje schopnost vemene mléko shromazd’ovat. Ejekci
mléka, tedy jeho aktivni vypuzovani z alveol, spole¢né¢ s pasivhim uvoliovanim

cisternového mléka zahrnuje proces spousténi mléka (Jelinek et al., 2003).



Kazda polovina vemene je krvena zevni stydkou tepnou, prochazejici tfiselnym
kanalem. Zasobeni krvi jednotlivych ¢tvrti dané poloviny obstarava kranialni a kaudalni
vemenna tepna. Sbér krve z kranialnich a kaudalnich Ctvrti pfislusné poloviny obstarava
zevni stydka zila, ktera vraci krev tiiselnym kanalem do zadni duté zily (Reece, 1998).

Dalsi vyznamnou cévou, odvadéjici krev kranidlnim smérem, je mlécna zila.
Nachazi se na ventralni strané téla bezprostiedné pod kizi, kterou vyklenuje (Najbrt
et al., 1982). Je Siroka s klikatym charakterem pribéhu. Na urovni chrupavky 8. Zebra
vstupuje do hrudni dutiny v misté tzv. ventralni mlécné studanky. VétSina krve
z vemene je u stojiciho zvifete odvadéna mlécnou zilou. U zvifete, které lezi, je tato
moznost omezena diky stladeni zily panevni koncetinou a zabranéni odtoku. V tomto

ptipadé krev odchazi zevni stydkou zilou (Marvan et al., 1992).

2.2 Charakteristika obranného systému mlécné zlazy

Diky genetickému vybéru a technologickému pokroku je mlécna zlaza skotu
schopna produkovat o mnoho vice mléka, nez je potieba k vyzivé novorozeného jedince
(Sordillo a Streicher, 2002). U takto funkéné vytizeného organu dochazi k velkému
pfedpokladu naruSeni homeostazy, proto je u mlé¢né Zlazy vyvinuta fada obrannych
mechanismd.

Z hlediska fylogenetického vyvoje to jsou rezidentni obranné mechanismy
a indukovand obrana. Rezidentni obranné mechanismy obsahuji nespecifické obranné
prosttedky ktze a sliznic a bunéfnou ochranu uskute¢iiovanou neutrofilnimi
granulocyty, makrofagy, lymfocyty, NK-buikami, dendritickymi a epitelovymi
bunikami. Mechanizmy rozpoznavani, aktivace, diapedeze a migrace bunc¢k zanétu

zahrnuje obrana indukovana (Toman et al., 2009).

2.2.1 Obranna funkce kiiZe a sliznic

Kuze tvofi bariéru mezi vnitinim a vné&j$im prostfedim. Mikroby zachyceny v kuzi
asliznici jsou odstraiovany neustdlou deskvamaci a obménou epitelidlnich bunék
(Hejlicek et al., 1987). Rada studii ukazala, Ze epitelialni buiiky jsou pfipraveny rychle
reagovat na proniknuti bakterii prostfednictvim aktivace nékolika rozpoznévacich
receptord. Tyto procesy jsou velmi dilezité, protoze mohou vést k u¢innym

antibakterialnim reakcim (Gilbert et al., 2013).



2.2.2 Drenaz mlécné zlazy

Pti odsavani mléka teletem ¢i dojenim dochézi k obnovovani a migraci rezidentnich
bunék. Tento proces napomahd udrzet mlécnou zlazu v pohotovosti vii€i potencialni
bakterialni noxe. Svlij vyznam ma odsavani i v procesu vyplavovani bakterii, které¢ je
uskuteciiovano sekretem mlécéné zlazy a posilovano sIgA na povrchu tukovych kulicek.
Z vyse popsanych skutecnosti vyplyva, ze riziko vzniku infekce se zvySuje v obdobi

zaprahovani, kdy neni mléko pravidelné vydojovano (Toman et al., 2009).

2.2.3 Uzaviratelnost strukového kanalku

Strukovy kanalek zacina strukovou casti mlékojemu a kon¢i vnéjSim otvorem.
Okolo kanalku, ve sténé struku, se nachazi svérac¢ z hladké svaloviny, ktery je normalné
uzavien. Rozbrazdéna sliznice strukového kanalku, ktera vede od vnitfniho vyvodu
a radialn¢ se rozbiha, vytvari jeho ruzici tzv. Fiirstenbergovu rozetu. Ta je tvofena
ptekryvajicimi se fasami sliznice, které udrzuji mléko ve vemeni. Tlakem se zdhyby
zvedaji a umoznuji odtok mléka (Reece, 1998).

Strukovy kanalek je prvni linii obrany, protoze bakterie musi proniknout skrz, aby
zpusobily intramamadrni infekci. Funkci strukového svérace je udrZet otvor uzavieny,
a tim izolovat vnitini prostiedi mlééné zlazy. Z toho vyplyva, ze jakékoli naruSeni
téchto struktur zasahuje do homeostazy a zpusobuje predispozici k zanétu (Oviedo-
Boyso et al., 2007).

2.2.4 Keratin

Keratin fyzicky blokuje strukovy kanalek, a tim zabrafiuje pruniku bakterii
(Paulrud, 2005). Vznikd odlupovanim kozniho epitelu a ochraniuje mléénou Zlazu nejen
mechanicky, ale i chemicky (Rainard a Riollet, 2006). Je spojen s esterifikovanymi
a neesterifikovanymi mastnymi kyselinami, jako je kyselina myristova, palmitoolejova
a linolova, které funguji jako bakteriostatika. Kromé toho se nékteré kationové proteiny
spojené s keratinem mohou vazat na patogenni mikroorganismy, coz zvySuje jejich

nachylnosti k osmolarité (Oviedo-Boyso et al., 2007).

2.2.5 Laktoferin

Jedna se o glykoprotein aktivné vazajici ionty zeleza. Vznikd v neutrofilnich
granulocytech a epitelidlnich bunkéach. Schopnosti vazat volné Zelezo inhibuje rist
bakterii, pro které je zelezo rustovym faktorem. Koncentrace laktoferinu se zvySuje pii

infekci. V ptipadé zdravé mlécné zlazy je jeho koncentrace nizka. Podobné funkénim
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proteinem je transferin, u kterého je ovSem schopnost vazat zelezo dvakrat nizsi nez
u laktoferinu, kterému transferin muze slouzit jako donor Zelezitych iontt (Adlerova

et al., 2008).

2.2.6 Laktoperoxidaza-thiokyanat-hydrogen-peroxidovy systém

Tento mechanismus je vyznamny piedevsim v obdobi laktace. V mléce je piitomen
zakladni komponent, jimz je laktoperoxidaza. Obsah thiokyanatu zavisi na rezimu
krmeni, nebot’ V ném je tato latka obsazena. Ttretim komponentem je peroxid vodiku,
ktery je produktem nékterych bakterii, napiiklad streptokokti. Uroveii oxidace
thiokyanatovych iontd urcuje aktivitu celého systému. Ten bud’ bakterie usmrcuje, nebo

inhibuje jejich mnozeni (Hejlicek et al., 1987).

2.2.7 Komplementovy systém

Tento systém hraje diilezitou roli Vv pfirozené imunité proti mikroorganismim diky
své baktericidni, opsonizacni a zanétlivé funkci (Rainard, 2003). Predstavuje ptiblizné
30 rozpustnych a membranovych proteind, které jsou v neaktivni formé obsazeny
v plazmé a télnich tekutinach (Jelinek et al., 2003). Mnozstvi komplementu v mléce
produkovaném zdravou mlécnou zlazou neni vysoké. Kromé toho, ani klasicka cesta
aktivace neni mozna, vzhledem k nedostatku frakce Clq. Naproti tomu alternativni
cesta je aktivni a vytvaii mnoZstvi C5a, kterd je u riznych plemen variabilni (Rainard,
2003). Migrace neutrofilt je indukovana fragmentem C5a a tento fragment je i€innym

stimulatorem fagocytarni funkce neutrofilti (Toman et al., 2009).

2.2.8 Makrofagy

Makrofagy ptedstavuji dominantni typ bunék, ktery se vyskytuje v mléce a zdravé
tkani laktujici mlécné zlazy. Slouzi k usnadnéni bud’ vrozené, nebo ziskané imunitni
reakce. Jejich nespecifickou funkci je fagocytéza. Mira fagocytdozy mize byt vyrazné
zvySena opsonizaci korpuskularnich antigenli. MnozZstvi makrofagu, které se nachazeji
v mlécné zlaze pii zanétu, ma tendenci byt nizs$i, S menSim poctem Fc receptort.
To v porovnani s neutrofily vede ke snizeni rychlosti fagocytozy. Proto je schopnosti
makrofagl sekretovat latky, které usnadnuji migraci a baktericidni aktivity neutrofild,

ptikladan vétsi vyznam nez samotny proces fagocytozy (Sordillo a Streicher, 2002).
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2.2.9 Neutrofily (Polymorfonuklearni leukocyty)

Jedna se o nejvyznamnéjsi Cinitele pfi akutnich zanétech. Chemotaxi, diapedezi,
fagocytozou a piipadnou mikrobicidni aktivitou zajistuji prvni linii obrany mlécné
zlazy. Jakykoli stav, ktery potlacuje funkci PMN, neptiznivé ovliviiuje odolnost mlécné

Zlazy k invazivnim infekcim (Mehrzad et al., 2010).

2.2.10 Lymfocyty

Tento typ imunitnich bun¢k rozpozndva pomoci membranovych receptori celou
fadu antigennich struktur. Receptory definuji jejich specificnost, rozmanitost
a pamét'ové vlastnosti. Rozdé€luji se na T-lymfocyty, B-lymfocyty a NK-bunky (Ezzat
Alnakip et al., 2014).

Mezi T-lymfocyty jsou zatfazovany lymfocyty cytotoxické, pomocné a supresorové,
(Jelinek et al., 2003) znichz dominantnimi jsou cytotoxické CD8+ lymfocyty.
Obstaravaji odstranéni starych a poSkozenych sekrecnich bunék, jejichZ pfitomnost
muze vést k vy$$i vnimavosti mlécné zlazy k zdnétim. Bylo prokazano, ze stddium

laktace vyrazné ovliviiuje zastoupeni subpopulaci lymfocyt (Toman et al., 2009).

2.2.11 Imunoglobuliny

Existuji Ctyf1 rGzné tfidy imunoglobulini (IgGl, 1gG2, IgM, IgA), které hraji
dominantni roli v obran¢ mlécné zlazy pied patogeny. IgG1, IgG2 a IGM piisobi jako
opsoniny a usnadnuji fagocytozu PMN a makrofagl. Bakterialni kolonizaci, aglutinaci

a neutralizaci bakterialnich toxind zajist'uje IgA (Ezzat Alnakip et al., 2014).

2.3 Zanétliva odpovéd’

Zanétliva  odpovéd (reakce) je nedilnou soucasti vrozeného imunitniho
mechanismu, ktery se aktivuje v zavislosti na skute¢ném, ¢i vnimaném ohrozZeni
homeostdzy téla. Primarnim cilem je neutralizovat infekéni latky a iniciovat opravu
poskozené tkané (Maskrey et al., 2011).

Klinické projevy zanétu jsou na trovni lokalni (bolest, zarudnuti, otok, zteplani,
porucha funkce) a celkové (zvysena teplota téla, tachypnoe, tachykardie). Oba ptiznaky
jsou doprovézeny bunécnou odpoveédi v krevnim obrazu, humoralni odpovédi a zménou

koncentrace reaktantti (Rozsypal et al., 2013).
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Zanétliva odpovéd mize mit hned nékolik pficin. Tyto pfiCiny se déli na biologické
(bakterie, viry, parazité¢), chemické, fyzikalni (mechanické poranéni, trauma),
metabolické (poruchy) nebo imunologické (choroby) (Vokurka et al., 2012).

Dalsim rozdélenim pfi¢in zanétu, které je podobné piedchozimu, je na vlivy
infekéni a neinfekEni. Mezi vlivy infekéni patii primérni ptivodci zanéti mlécné zlazy
a infekce jinych organt, predev§im délohy a koncetin. Vlivy neinfekéni zahrnuji riizna
traumata mlécné Zlazy, ktera jsou zpusobena napiiklad Spatnym sefizenim dojiciho
zatizeni, mykotoxiny v krmivu, popiipadé stresem zpusobenym teplotou (Zelinkova,
b.r.).

Z90 % jsou zanéty mlécéné Zzlazy zpusobeny bakteridlni infekci. NejcastéjSimi
grampozitivnimi bakteriemi jsou streptokoky (S. uberis, S. dysgalactiae, S. agalactiae),
stafylokoky (S. aureus), enterokoky (A. pyogenes, C. bovis). K zastupcim
gramnegativnich bakterii patii napiiklad E. coli ¢i K. pneumoniae. Se zanéty
gramnegativnimi bakteriemi se imunitni systém kravy dokaze do n¢kolika dni
vypofddat sam, proto neni tfeba nasazovat lé€bu. Pravym opakem jsou zanéty
zplisobené grampozitivnimi zarodky, kde 1é€ba nastat musi. Zbylych 10 % je zptisobeno
zanéty vzniklymi riznymi traumaty (Bec¢var, 2012; Ruegg, 2012).

Velkou pozornost zaujimaji 1 ptipady, kdy pii kultivaci v mléce nebyl prokazan
Klasicky bakterialni puvodce. Mnohé dikazy svéd¢i o tom, ze na viné jsou nékteré
druhy mykoplazmat. Mykoplazmata jsou plné zavisla na hostiteli. Je ziejmé, Ze jejich
infekéni charakter je zcela typicky a k infekci mlééné zlazy dochazi kontaktem (Smola
a Haas, 2003).

Kvasinky jsou mikroorganismy, které jsou také cCasto opomijenou skupinou
puvodct zanétu mlécné zlazy. Jedna se predevsim o zastupce rodu Candida. Vyuzivani
Sirokospektralnich antibiotik, nebo riznych kombinaci antibiotik, vede ke zvySeni
vyskytu kvasinek, coz je typické pro dlouhodobé netspésné 1éc¢ené infekce (Smola
a Haas, 2003).

Podle riiznych hledisek mlZzeme klasifikovat zdnéty na klinické ¢i subklinické
(Cervinkova et al., 2013). Zménou t&lesné teploty, konzistenci samotné mlééné zlazy
nebo sekreci abnormalniho mléka je charakterizovana klinicka mastitida. Zanét mlécné
zZlazy bez klinickych piiznaki je pak mastitida subklinicka (Baumgartner, 2011).

Klinicka mastitida mtize mit pribéh perakutni, akutni, subakutni nebo chronicky

(Hofirek a Haas, 2003).
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U akutnich mastitid jsou na mlécné zlaze pozorovany viditelné zmény. Vznika
zarudnuti doprovazené bolestivym zdufenim, zvétSenim poskozené casti a rizné
zietelnymi  poruchami celkového stavu organismu. Dochazi k makroskopické
I mikroskopické zméné mléka. Vyslednym procesem nebo stavem akutni formy jsou
mastitidy chronické, tedy vleklé. Dle délky trvani a charakteru zanétu, mizeme sledovat
rizné zmény mlééné zlazy. Postizené misto je vét§inou zvétSené a dochazi k atrofii
(Hejlicek et al., 1987).

Prib¢h akutniho zanétu méa dvé stadia. Prvnim je faze iniciace, kterda je
Charakterizovana masivnim influxem neutrofili z krve do mista zanétu (Paape et al.,
2003) a jejich naslednym hromadénim v dutinovém systému mlécné zlazy. Tento
obranny mechanismus vyuzivd neutrofilni fagocytdézy k odstranéni patogennich
organismit (Hurley, 1983). Druhym je faze rezoluce, tedy odeznéni. Ta nastdva
po ukonceni fagocytézy neutrofili a zahajuje fyziologickou, programovanou smrt
bunék neboli apoptozu. Nasledné dochazi k fagocytéoze apoptickych neutrofilt
makrofagy (Sladek a RySanek, 2001). Smrt neutrofilnich granulocytd miZze byt
1 patologickd, kdy se jednd 0 neprogramovanou bunécnou smrt, nekréozu. Bunky
podléhajici nekroze ztriceji membranovou integritu a uvoliuji své intracelularni
komponenty, které stimuluji zanétlivou reakci hostitele (Rock a Kono, 2008). Cely
proces rezoluce vede k navraceni do stavu pied vypuknutim infekce, tedy k obnoveni
poskozené tkané¢ a spravné funkci mlécné Zlazy (Hurley, 1983).

V obou téchto fazich hraji diilezitou roli polymorfonuklearni leukocyty, které jsou

hlavnim tématem této prace, a proto jim bude vénovana nasledujici kapitola.
2.4 Polymorfonuklearni leukocyty (PMN)

2.4.1 Vyvoj

VétSina krevnich bun€k ma kratkou Zivotnost, proto musi byt béhem Zivota
kontinudln€ nahrazovéna. Proces vzniku krevnich elementil je nazyvan hematopoézou.
Tyto elementy se béhem nitrodélozniho vyvoje zacinaji tvofit ve Zloutkovém vacku,
jatrech, slezin€ a kostni dieni. Narozenim se stavd hlavnim mistem krvetvorby kostni
dren (Moreira da Silva et al., 1994).

Vychozi kmenovou buiikou, kterd slouzi pro formaci vSech vyvojovych linii
(erytrocytové, granulocytové, monocytové, megakaryocytové a lymfocytové) krevnich

elementt, je hemocytoblast. Diferenciaci této bunky vznikaji progenitorové kmenové
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bunky, které jsou schopny dalsi diferenciace v prekurzorové kmenové bunky (Doubek
et al., 2003).

Prekurzorovou kmenovou buiikkou granulocytovych fad, kam patii PMN, je
myeloblast (Doubek et al., 2003). Myeloblastem za¢ina vlastni vyvoj PMN, ktery je
rozdélen do tii fazi: faze proliferace (mnozeni), maturace (zrani) a faze funkcni
(Moreira da Silva et al., 1994).

V prvni fazi maji buriky schopnost se mitoticky délit (Moreira da Silva et al., 1994).
Do této faze spadaji myeloblasty, nasledné¢ vétsi promyelocyty a myelocyty (Paape
et al., 2003). Jiz ve stadiu myeloblastti se za¢inaji tvofit primarni granule (Doubek et al.,
2003). Myeloblast charakterizuje velké kulovité euchromatické jadro stii az péti
jadérky. Velikost bunky je 14-20 pm. (Ross et al., 1989). K formovani vétsich hustsich
azurofilnich granul dochazi ve stadiu promyelocytu. Jde o lysozomy s velikosti
0,3-0,8 pum, obsahujici substance stadou antibakteridlnich sloucenin, z nichz
nejvyznamnéj$i je myeloperoxidaza hydrogen peroxihalogenoid (Paape a Wergin,
1977). Velikost promyelocytu je srovnatelna s myeloblastem a jsou v ném piitomna
jadérka (Ross et al., 1989). Béhem stadia myelocytu jsou formovany malé a husté
sekundarni granule, které tvoii Ctyfnasobné vétsi podil nez granule primarni (Sladek
a Rysanek, 2014). Velikost bunky se pohybuje od 16-24 pum a jadérka chybi (Ross
etal., 1989.)

Druhym stupném vyvoje je maturace neboli zrani. Jednd se o postmitotickou fazi,
do které spadaji metamyelocyty, které se diferencovaly z myelocytu (Moreira da Silva
et al, 1994). Vtomto stadiu lze jasné identifikovat PMN od eozinofilt
a bazofil, diky ptitomnosti velkého mnozstvi granul. Velikost metamyelocytu je
12-18 pum a jadro je ledvinovitého tvaru (Ross et al., 1989). Nasledn¢ dochazi
k dozravani metamyelocyti v granulocyty s nesegmentovanym jadrem a pozdéji
S jadrem segmentovanym. Po dokonceni déleni zacCina vyzravani. 1 tento proces se
uskutecniuje v kostni dieni. Trva n€kolik dnti a po tuto dobu tvofii tzv. zasobni hotovost.
Dale vstupuji do periferni krve, kde vytvareji hotovost cirkulujicich a marginujicich
(adherovanych) bunék (Doubek et al., 2003). Denni produkce PMN je 1.10' (Ross
et al., 1989). Cely vyvoj granulocytd je nazyvan granulopoézou (Van Merris et al.,
2002).

Posledni faze, tj. faze funk¢ni, spociva v zapojeni vzniklych polymorfonukledrnich

leukocytti v boji proti infekcim (Moreira da Silva et al., 1994).
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2.4.2 Struktura v periferni krvi

Polymorfonuklearni leukocyty nachéazejici se v krvi jsou bunky o velikosti
9-10 um, jejichz tvar je elipticky, ovalny ¢i nepravidelny (Doubek et al., 2003).

V periferni Krvi se tyto buiiky nachazeji v rizném stadiu vyvoje, které Ize posoudit
dle tvaru jadra. Vyvojové mlady, nesegmentovany PMN, ma jadro tyCovitého tvaru,
chromatin je hruby a shlukuje se. Vyvojové starsi, segmentovany PMN, se vyznacuje
¢lenénym jadrem na useky (segmenty), které jsou mezi sebou oddéleny tzkymi mustky.
Chromatin je opét hruby a fadi se do blokti (Doubek et al., 2003).

Vyznamnym strukturalnim prvkem PMN je jejich multilobularni jadro, které je

schopné zarovnani jadernych

lalokt do jedné roviny, coz
umoziuje rychly ptechod pies
spoje  endotelovych  bunék
(Paape et al., 2003).

Jak jiz bylo uvedeno,

PMN  obsahuji  primérni,
sekundarni a navic
i terciarni granule (Prin-
Mathieu et al, 2002).
Terciarni granule byly
identifikovany u skotu, koz
a ovci. Tento tieti typ je
zastoupen vySSim mnoZzstvim

granuli nez u predchozich

typti, ale vSechny obsahuji

stejné  aktivni slozky kromé opr. & 1 Ultrastruktura PMN v periferni krvi. Transmisni
laktoferinu. Granule jsou veétsi elektronova mikroskopie, zvétseni 22000x (Paape et al.,

2002)
a hustsi (Paape et al., 2003).

Granula obsahuji antibakteridlni peptidy a enzymy, jako elastdzu, kolagenazu,
katepsiny, fosfatdzy, lysozymy a jiné. Ty se podileji na eliminaci bakterii a jsou
schopny narusit extracelularni matrix (Prin-Mathieu et al., 2002).

Existuje homogenni populace PMN, které maji na svém povrchu velké mnoZzstvi

pseudopodii (piiblizn¢ 95 %). Pifitomnost téchto vybézkli zna¢né navySuje plochu
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cytoplazmatické membrany. Jelikoz PMN postradaji schopnost tuto membranu
obnovovat, je navySeni plochy zasadni pro fagocytézu, ktera cytoplazmatickou
membranu vyuziva pro tvorbu fagozomu (Paape et al., 2003).

Zivotnost PMN je pomémé kratka. V krvi prezivaji jen nékolik hodin (Doubek

et al., 2003), proto musi vycestovat do tkani, kde plni své specifické funkce.

2.4.3 Migrace PMN z krevniho fecisté do mista zanétu
V SirSim slova smyslu ptedstavuje migrace PMN slozity proces slozeny z nékolika

krokd, jako je chemotaxe, adheze, diapedeze a je zakoncen digesci patogent.

2.4.3.1 Chemotaxe

Proces chemotaxe je charakterizovan cilenou migraci PMN do mist priniku bakterii
nebo poskozené tkané (Cicchetti et al., 2002). VyZzaduje ¢asovou a prostorovou regulaci
intracelularnich signalnich drah. Ty umoziuji PMN detekci atraktantového gradientu,
polarizaci a rychlou migraci smérem k nejvy$si koncentraci chemoatraktantu (Nuzzi
etal., 2007).

Chemotaxe kombinuje dva elementy. Buné¢nou migraci a tzv. snimani gradientu.
Migrace je proces mechanicky. Polarizace aktinu pfedniho okraje buiiky poskytuje silu
potiebnou k posunu builkky smérem vpied, z cehoz vyplyva, Ze smérovym prvkem je
zminénd polarizace a schopnost rozeznat mélky, extracelularni gradient
chemoatraktantu. PMN jsou schopné vysoké rychlosti migrace ve srovnani s ostatnimi
typy bunék. Tato rychlost je na ukor stability adheze na substrat, kde adherentni buniky
(napt. fibroblasty) vykazuji vyssi stabilitu. PMN také netvofi strukturované fokalni
kontakty, jak je tomu pozorovano u jinych typti bunék schopnych adheze (Gambardella
a Vermeren, 2013).

Dulezitou roli v procesu chemotaxe hraji makrofagy. Po fagocytdze bakterii jsou
makrofagy schopny vylucovat faktory, které jsou chemotaktické pro PMN. Neni zndmo,
zda tyto faktory mohou prochdzet celistvym (nedotéenym) epitelem nebo je pristup
podminén naruSenim epitelové bariéry. Pfedpoklada se, Ze makrofagy mohou fidit
aktivaci epitelialnich bunék za podminek, kdy tyto burniky vykazuji na svém apikalnim
polu receptory pro jejich mediatory. Makrofdgy maji schopnost vylucovat celou fadu
zanétlivych mediator, cytokini nebo komponentd odvozenych od kyseliny
arachidonové, coz z nich ¢ini vyznamné buniky v procesu obrany mlécné zlazy (Rainard

a Riollet, 2003).
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Mezi dalsi chemoatraktanty, které zahrnuji bakteridlni produkty, patii napiiklad
formylované peptidy, C5a (produkt kaskddy komplementu), produkty metabolismu
fosfolipidu (leukotrien B4) (Cicchetti et al., 2002), interleukiny-1 (IL-1), IL-2 a IL-8
(Paape et al., 2002).

Chemotakticky ptsobi i degenerativni produkty poSkozené tkdné¢ a produkty
patogent. Dochazi ke zvyseni permeability epitelu cév a tim se ulehcuje prostup pro
neutrofilni granulocyty (Reece, 1998).

K aktivaci PMN dochazi po vazbé chemoatraktanti. Nasleduje adheze na sténu
kapilar, prostup cévni st€nou a migrace do posSkozené tkan¢ (Toman et al., 2009).

Chemotaxe zahajuje 1 proces fagocytdzy, ktera zprosttedkovava pohlceni
a zpracovani cizorodého materialu, jako jsou napt. nefunkéni mrtvé buiiky a jiny

korpuskularni material (Toman et al., 2009).

2.4.3.2 Adheze

Dulezitym krokem v migraci PMN do mista zanétu je adheze na endotelialni bunky
vystelky cév. Klicovou roli v tomto procesu hraji adhezni molekuly, jako jsou selektiny,
B2-integriny a kadheriny (Diez-Fraile et al., 2002; Mena et al., 2013).

Selektiny jsou adheziny slektinovou doménou, rozpoznavajici cukerné slozky.
Na bunéénych membranach se objevuji jako prvni a zajistuji vazbu k endotelu
zastavenim cirkulujicich leukocytii (Toman et al., 2009).

Skupina selektini se sklada ze tii typi proteinl, které urCuji jejich piedpony.
E-selektin (CD62E), jenz je exprimovan endotelialnimi bunikami, P-selektin (CD62P)
trombocyty i endotelialnimi bunikami a L-selektin (CD62L) leukocyty (Carlos a Harlan,
1994).

Nastup aktivace jednotlivych typl je rtizny. NejrychlejSim, ktery je uvolilovan
do nékolika minut, je P-selektin. Ptiblizn¢ do 3 hodin se aktivuje E-selektin, umoziujici
valivy pohyb PMN. Posledni, L-selektin, umoziuje vazbu k endotelu (Toman et al.,
2009).

Pii fyziologickych podminkach je pohyb PMN veden v lumen cévy, uprostied
krevniho proudu. Pii zachyceni chemotaktickych (prozénétovych) stimulli dochazi
k vychyleni PMN ze stfedu lumen cévy smérem k endotelu cév (Ferencik et al., 2005).
Prvni kontakt mezi PMN a endotelialnimi bunikami postkapilarnich venul je znamy jako
tethering a je zprostiedkovan zminénymi selektiny a jejich counter-receptory (Zarbock
a Ley, 2008). Nasleduje tzv. rolling pohyb (kutaleni) po endotelovych bunkach.
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Na povrchu PMN se objevuji dalsi typy adheznich molekul — integriny (Ferencik et al.,
2005).

Mezi B,-integriny patii LFA-1 (CD11a/ CD18), Mac-1 (CD11b / CD18) a p150,95
(CD11c / CD18) (Nagahata, 2004). Zatimco skupina selektinli je tvofena monomery,
[B2-integriny jsou tvoieny heterodimernimi a,b komplexy, jejichz exprese je omezena
na leukocyty (Diez-Fraile et al., 2002).

Dojde-li v prostiedi k rozpoznani prozanétlivych cytokint (IL-8, TNF nebo IL-1),
nastupuje jedna z klicovych funkci Bo-integrint, coz je rychly prechod z ne-adhezivniho
nizko afinitniho stavu Kk vysoce adhezivnimu stavu s vysokou afinitou. Tato Gprava
umoziuje pevnou piilnavost kligandim na bunkach vaskularniho endotelu,
tj. K intracelularni adhezni molekule a vaskularni celularni adhezni molekule (ICAM-1,
VCAM-1). Tyto molekuly mezibunééné adheze patii do proteinové superrodiny
imunoglobulind (Diez-Fraile et al., 2002; Bartankova et al., 2007). Uvedeny typ prilnuti
je pevngjsi nez selektinova adheze a vysledkem je jiz vySe zminény valivy pohyb PMN
po endotelovych bunikach (Ferencik et al., 2005).

Nasledné, prosttednictvim molekul ICAM a VCAM, dochazi ke spusténi
komplexniho dé&je, diky némuz dojde k rozsiteni port mezi endotelovymi bunkami
a protazeni PMN (Bartinkova et al., 2007).

Syntéza L-selektinu a B,-integrini byla popsana jiz v prub&éhu zrani PMN v kostni
dfeni a dosahuje svého maxima pii ukonceni proliferace. Po uvolnéni PMN z kostni
diené a po jejich aktivaci, exprese L-seletinu prudce klesa dle proteolytické aktivity

na bunécné membrané (Diez-Fraile et al., 2002).

2.4.3.3 Diapedeze

V reakci na chemotaktické stimuly PMN migruji z krve ptes endotel, subepitelialni
matrix, bazalni membranu a epitel mlécéné zlazy do mista zanétu (Smits et al., 1999).

PMN obsahuji protedzy, které jsou schopny S$tépit kolagen, laminin a dalsi
extracelularni slozky pifitomné v cévni sténé, pies Pi-integriny. Divody pro uvolnéni
proteaz a digesci slozek extracelularni matrix pii adhezi a migraci nejsou zcela jasné
(Wagner a Roth, 2000).

Piestoze mechanismus extravazace neni zcela pochopen, je ziejmé, Ze v tomto
procesu dochazi ke snizeni funkce selektini a dilezitou molekulou pro skutecny prostup
je adhezni molekula, strukturné podobna imunoglobulinim, PECAM-1 (CD31).
Nachazi se na PMN, krevnich destickdch a endotelovych bunkach. V disledku mista
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spoje se predpoklada, ze PECAM-1 je navadéci receptor pro vyhledavani
transendotelialniho portalu pro migrujici PMN (Wagner a Roth, 2000). K vycestovani
z krevniho fecisté je nutna reakce, ktera umozni zménu tvaru PMN, kdy dojde
k sefazeni laloki multilobularniho jadra do jedné roviny, coz umozni rychlejsi pristup
endotelem (Mehrzad et al., 2010). Aby k této reakci doslo, musi dojit k expresi molekul
ICAM-1 a VCAM-1 na endotelu, se kterymi reaguji LFA-1 (CD11a /CD18) a VLA-4
nachazejici se na povrchu PMN (Toman et al., 2009).

Samotné mechanismy transendotelialni migrace nejsou zcela znamé.
K akademickym sporim dochédzi i v zakladni premise, zda PMN migruji mezi
endotelialnimi bunikami (paraceluldrni drahy) nebo piimo pies builkky endotelu
(transcelularni drahy, transcytoza) (Kvietys a Sandig, 2001).

Pievazujici konsensus tvrdi, ze cirkulujici PMN Kk migraci z intravaskularniho
prostoru do intersticia vyuzivaji paracelularni drahy. Védci vychazeji ze studie téchto
migracnich tras, kdy 90 % pozorovanych PMN piednostné vyuzivalo paracelularni
drahy oproti transcelularnim draham (Kroon et al., 2014). Aby bylo mozné pouzit
paracelularni drahy, musi byt adhezni spojeni mezi sousedicimi endotelidlnimi bunikami
naruSeno a musi nastat jejich dostatené¢ oddé€leni pro prichod PMN, které je
zajisStovano PMN uvoliiovanou elastazou. Elastdza neni vyluovédna piimo
do extracelularniho prosttedi, spiSe dochdzi k jeji mobilizaci na membranu a lokalizaci
na migrujici stranu, napf. pronikajicimi pseudopodiemi (Kvietys a Sandig, 2001).

Navzdory vSeobecnému piesvédceni, ze PMN vyuZivaji spiSe paracelularni migraci,
jsou i dikazy o tom, ze migrace muze probihat i transcelularni cestou. Zde zistava
nejasné, pro¢ PMN prostupuji pfes endotelidlni buiiky, nez aby vyuzily preruseni
bunéénych spoju (Muller, 2011).

Zda migrace PMN probiha paracelularni nebo transcelularni cestou, mize zaviset
na relativni té€snosti endotelidlnich spoji a schopnosti PMN K jejich poruseni. Byly
vysloveny spekulace, ze PMN pronikaji cestou nejmensiho odporu. Pokud jsou spoje
velmi té€sné, je jednodussi migrace pres bunky v tenkém misté. Nicméné tento poznatek
nemuze byt jedinym vysvétlenim, protoze postkapilarni venuly, coz jsou mista, ktera
slouzi k migraci, maji velmi mnoho netésnych spoji (Muller, 2011).

Diapedeza rovnéz spotiebovava energetické rezervy z PMN, které jsou potiebné pro
efektivni fagocytézu a usmrceni patogent. Po extravazaci PMN pomoci améboidniho

pohybu migruji do mista infekce pies parenchym mlécné zlazy az do mléka. Nedostatek
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snadno dostupnych zdrojt energie v mléce zhorsuje jejich fagocytarni ucinnost. Snizena
ucinnost PMN v mléce je také pfisuzovana pozitim globuli mlécného tuku
a kaseinovych micel. Ztohoto divodu je Kk zabranéni infekce potiebny velky pocet
PMN. Nicméné pocet PMN ve zdravé mlééné zlaze je nizky (Smits et al., 1999; Lou
et al., 2007).

2.4.3.4 Fagocytoza

Pfi migraci z cévniho systému do lumenu alveol se PMN setkavaji hned s nékolika
strukturdlnimi pfekdzkami. Pii této migraci dochazi po celé alveolarni epitelidlni
vystelce k velkému poskozeni. To je jak mechanické (vzhledem k prichodu velkého
mnozstvi téchto buné€k), tak i chemické (dochazi k poskozeni sekre¢nich bunék, stejné
jako duktalniho epitelu) (Akers a Nickerson, 2011).

Aby se minimalizovalo poskozeni mlééné Zlazy zpisobené bakterialnimi toxiny,
k eliminaci invazivnich bakterii musi dojit rychle (Paape et al., 2002). Proces, ktery tuto
ochranu zajistuje, se oznacuje jako fagocytoza (Voyich et al., 2003). Patogeny jsou
nejprve pohlceny plazmatickou membranou do vakuoly, ktera se nazyva fagozom (Lee
et al.,, 2003), a nasledné zni¢eny oxida¢nim vzplanutim a mikrobialnimi produkty
obsazenymi v granulich PMN (Voyich et al., 2003). Fagocytéza je usnadiovana
opsonizaci, kterd ulehcuje rozpoznavani cilového objektu, a tim zrychluje cely d&j. Déje
se tak prostfednictvim opsonintl, z nichz jsou nejdilezitéjsi imunoglobuliny (IgG, 1gM)
a slozky komplementového systému C3 (C3b, C3bi), vytvofené na povrchu bakterii.
Cely systém by nemohl fungovat bez receptorii pro tyto ¢asti, predev§sim FCR a C3R,
které jsou na povrchu PMN (Paape et al., 2002; Barrio et al., 2003).

Zatimco pohlceni Castice je v obou pfipadech konecny vysledek, procesy souvisejici
s internalizaci nejsou totozné. V piipadé komplementem opsonizovanych c¢astic dochazi
k jemnému zanofeni do bunky, kdezto Fc receptor iniciuje intenzivni prodlouzeni
pseudopodii, které obklopuji, a nakonec zachycuji ¢astice. Podobné jako makrofagy,
mohou PMN internalizovat jak opsonizované, tak neopsonizované Castice. (Lee et al.,
2003). PMN jsou extrémné efektivni fagocyty, kde internalizace IgG opsonizovanych
bakterii maze trvat i mén¢ nez 20 vtefin (Nordenfelt a Tapper, 2011).

Nésledné vznikly fagozom nema schopnost usmrcovat patogeny a degradovat
pohlcené castice. Tyto vlastnosti jsou ziskany az v prabéhu zrani fagozomu.
To zahrnuje komplexni sled reakci, které vedou k ,drastickym® remodelacim
fagozomalni membrany a obsahu. Na konci procesu dochazi ke vzniku hybridni
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organely, fagolysozomu, (Vieira et al., 2002) splynutim fagozomu a lysozomu, které
jsou v barvenych bunkach patrné jako granula (Jilek, 2014). Traveni ve fagolysozomu
probiha diky fadé dopliitkovych degrada¢nich vlastnosti (Franc et al., 1999) K nim patii
nizké pH, hydrolytické enzymy, defensiny a jiné baktericidni peptidy se schopnosti
vytvaret oxidacni slouCeniny (Vieira et al., 2002). Za nejucinngjsi typ jsou povazovana
azurofilni granula, diky vysokému obsahu antimikrobidlnich latek a moznosti dosahovat

vysokych koncentraci ve fagozomech (Nordenfelt a Tapper, 2011).

Usmrceni  bakterii
probihd pomoci dvou
mechanisméi,  kysliku ?h

zavislych a nezavislych
(Van Oostveldt et al.,
2002). K faktorim, které
kysliku

jsou na

P

nezavislé, patii mnoho

latek s riznymi |4 —2pm_

Obr. & 2 PMN v procesu pohlceni Staphylococcus aureus
(oznafen Sipkou). Kok je pozorovan ve fagozomu (Ph),

mechanismy ucinku, jako

je  naptiklad  enzym

do kterého jsou uvoliiovany travici enzymy z lysozomt (L)

lysozym, ktery napoméahd a celek tvoii fagolysozom. PMN na povrchu vykazuje Getné

rozkladem bunécnych

stén grampozitivnich

pseudopodia (PS), polymorfni jadro (N) a zna¢né mnoZzstvi
lysozomil v cytoplasmé. Transmisni elektronova mikroskopie,
zvétseni 7800x (Nickerson et al., 1986)

bakterii, nebo laktoferin (Jilek, 2014).

Béhem fagocytdzy se zvySuje spotieba nemitochondridlniho kysliku, dochézi
K tzv. respira¢nimu (oxidativnimu) vzplanuti s tvorbou riiznych reaktivnich kyslikatych
sloucenin (ROS) (Van Oostveldt et al.,, 2002), které bunka tvoii az po aktivaci
pohlcenym materialem (Jilek, 2014). Mezi ROS patii superoxid a peroxid vodiku. Ty se
tvofi na bunééném povrchu, fagozomdlni membrané a interaguji za vzniku
hydroxylovych radikald a jednoduchého Kkysliku (Paape et al., 2002). To jsou
slouceniny s vyraznymi oxidacnimi U€inky, které poskozuji zivotné dilezité pochody
bakterii. Dalsim mikrobicidnim faktorem je pfeména aminokyselin na chloramidy,
kterou zpusobuji metabolity kysliku Vv pfitomnosti enzymu myeloperoxidazy
a chloridovych iontl (Jilek, 2014). Tento systém usmrcovani, ktery je na kysliku

zavisly, patii k efektivni obran¢ proti gramnegativnim bakteriim (Paape et al., 2002).
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Utinné oxidanty neni¢i jen bakterie, ale i nékteré epitelialni buiiky lemujici kanalky
a alveoly mlécné zlazy. Tim zpisobuji posSkozeni jemné vystelky alveold mlécéné Zlazy,
které ma za nasledek trvalé ,,zjizveni* a sniZzeni poctu sekre¢nich bun¢k (Paape et al.,
2000).

Na konci celého procesu fagocytozy PMN prochazeji procesem programované
bunécné smrti, znamym jako apoptdza. Nasledné dojde k pohlceni apoptickych PMN
makrofagy, ¢imz se minimalizuje uvolnovani obsahu neutrofilnich granuli, které
poskozuji tkan (Paape et al., 2003). Nastup apoptozy je limitovdn mnoZstvim energie,
kterou ma PMN k dispozici. Jestlize je mnozstvi energie nedostate¢né, nastupuje druha

moznost bunééné smrti, nekroza (Van Oostveldt et al., 2002).

2.4.3.5 Apoptoza

Jakmile dojde k odstranéni patogennich mikroorganismi fagocytézou, piechazi
akutni zanét z faze iniciace do faze rezoluce ¢ili odeznéni (Hurley, 1983).

Rezoluce zanétu je aktivni a dynamicky proces, ktery vede k obnoveni homeostazy
a je charakterizovan né¢kolika odliSnymi fazemi. Za prvé, ukoncuje se produkce
prozanétlivych cytokinti a dochazi k zastaveni influxu zanétlivych PMN. Za druhé,
PMN piitomné v misté zanétu podstupuji apoptozu a za tieti, makrofagy provedou
»fenotypovy presmyk* a zahdji eferocytozu apoptickych bunék (Croasdell et al., 2015).

Jestlize nedojde keliminaci PMN z mista zanétu, piechazi akutni zanét
do chronického stavu, ktery mize trvat tydny, mésice, nebo dokonce roky (Dunster
et al., 2014). Proto je odstranéni PMN z mista zanétu nezbytnym krokem k rychlé
reparaci poskozené tkané. Jedinym moznym mechanismem rychlého a bezpecného
odstranéni bunék je apoptoza (Savill, 1997).

Apoptdza je vyznamny biologicky a geneticky determinovany proces (Cummings
et al, 1997), ktery hraje dualezitou roli v pribéhu vyvoje. Slouzi k odstranéni
nadbytecnych bunék a tkani, napfiklad pfi tvarovani organli v pribéhu metamorfozy,
nadpocetnych bunck béhem vyvoje nervového systému a srdecni morfogeneze (Suzanne
a Steller; 2013).

PMN podstupuji spontanni apoptézu v nepiitomnosti cytokinli nebo jinych
prozanétlivych agens jesté pied jejich pohlcenim makrofagy. Fagocyt6za neporuSenych,
apoptickych PMN, zabraiiuje uvolnéni jejich cytotoxického obsahu do extracelularniho

prostiedi, které by nastalo v piipadé, Ze buriky zanikly nekrozou (Akgul et al., 2001).
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Mechanismy apoptozy jsou velmi slozité a sofistikované, zahrnujici energeticky
zavislou kaskadu molekularnich déju, pii kterych nastavaji riizné morfologické zmény.
Bunky jsou smrstovany, dochazi ke kondenzaci chromatinu jadra a cytoplazmy,
zpénéni cytoplazmatické membrany a oddéleni bunécnych fragmenti do apoptickych
télisek (Elmore, 2007).

Morfologické zmény probihaji ve tfech fazich. V prvni fazi (karyopyknosis)
dochazi ke kondenzaci chromatinu do prstencitych nebo do plalmésicitych cepicek
na jaderném obvodu, nuklearni desintegraci a snizeni velikosti jadra. Také je
pozorovano smrstovani bunék, zvyseni jejich hustoty a dilatace endoplazmatického
retikula. Ve druhé fazi (zeiosis), kterd se mize prekryvat s prvni fazi, nastava zpénéni
cytoplazmatické membrany a oddéleni fragmentd jader a cytoplasmy do nékolika
malych membranové vazanych apoptickych télisek, jez jsou soucdsti tieti faze. Ve tieti
fazi nastava progresivni degenerace rezidudlnich jadernych a cytoplasmatickych
struktur (Arends et al., 1990). Apopticka téliska neuvoliuji své slozky do okolni tkan¢

a jsou rychle fagocytovana makrofagy, coz brani jejich sekundarni nekréze (Elmore,

2007). Proces eliminace

apoptickych neutrofili - ¥
makrofagy je znamy :

jako eferocytéza. Ta je :

vyznamna nejen skrze

AN,
odstranéni zanikajicich I_“\ =
PMN dfive, nez by
doslo k poskozeni tkani, :
ale také pisobi jako
silny protizanétlivy

= ¢

stimul pro dals$i bunky

is A e

Obr. €. 3 Apopticky PMN ve stadiu karyopyknosis (oznacen
Sipkou). Transmisni elektronovad mikroskopie, zvétseni 5000x
zanétu (Martin et al., (Sladek etal., 2005)

zapojené do prub¢hu

2015). Jak z vyse uvedeného textu plyne, je apoptéza PMN a eferocytdoza nezbytnym
krokem k uskute¢néni rezoluce akutniho zanétu mlééné zlazy.
Apoptoza muze byt oddalena, indukovana nebo ovliviiovana mikroorganismy

Vv zéavislosti na jejich imunitni strategii Uniku a zdravi hostitele, se kterym se setkdvaji
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(Fox et al., 2010) a inhibovana pusobenim bunék specifickych hormond, ristovych

faktord a mitogenti (Haanen a Vermes, 1995).

2.4.3.6 Nekroza

Alternativou apoptické smrti bunék je nekrdza, kterd je charakterizovana jako
pasivni, nekontrolovana a nahodna forma bunétné smrti (Fink a Cookson, 2005).
Jako takova postrada zakladni signalizacni déje (Alvarez et al.,, 2010). Jedna se
o bunéfnou smrt turbulentni a nasledkem neocekdvanych udalosti dochézi
k neregulovatelnému uvoliiovani toxickych slozek, véetné proteolytickych a oxida¢nich
enzymui (Iba et al., 2013). Nekréza ovliviiuje tkdn nebo okolni buiiky a vyvoldva
zanétlivou odpovéd’ v reakci na uvolnény bunéény obsah (Haanen a Vermes, 1995).

Nekréza buiky je zprostfedkovana dvéma hlavnimi mechanismy. Piimym
poskozenim bunéénych membran, nebo zisahem do energie, kterd je pro bunku
k dispozici (EImore, 2007). Jak uz bylo vyse nastinéno, energie je urcujicim faktorem,
zda bunka zanikne apoptézou nebo nekrozou, pricemz nekrdza nastane v dasledku
jejiho vycerpani (Alvarez et al., 2010).

Zakladnim rysem, ktery odliSuje vétSinu forem nekrozy pied apoptdzou, je rychla
ztrata  bunécnych membranovych potencial. Neschopnost udrzovat tyto
elektrochemické potencidly ma za nasledek bobtnani cytoplazmy, protrZeni plazmatické
membrany a cytolyzu. Tato ztrata membranovych potencidld mize byt disledkem
vycerpani bunécné energie, poskozeni membranovych lipidi nebo poruseni homeostazy
(Zong a Thompson, 2006).

Morfologické zmény, ke kterym v procesu nekrézy dochdzi, mohou probihat
ve tfech na sebe navazujicich stadiich.

Prvnim je faze reverzibilnich zmén, ktera se vyznacuje bobtnanim bunky, jadra
a cytoplazmy, doprovéazené kondenzaci chromatinu (Van Cruchten a Van Den Broeck,
2002). U PMN dochazi ke ztraté¢ pseudopodii, coz vede k poruchdm fagocytdzy (Paape
etal., 1991).

Ve druhé fazi jiz ireverzibilnich zmén neustava bobtnani organel, jako jsou
napf. mitochondrie a nasleduje jejich prasknuti. Pokracuje bobtnéni cytoplazmy, buiika
se neumérné¢ zvétSuje (Nikoletopoulou et al., 2013). Nastdva pykndza jadra, ztrata
kondenzace chromatinu a nasledn¢ jejich rozpad na fragmenty (Arends a Wyllie, 1991).

Ttetim stadiem je lyza bunky. V této fazi je pozorovéana ztrata barvitelnosti jadra
a jeho vyliti do cytoplazmy nebo mimo buniku (Haanen a Vermes, 1995). Dochazi také
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K cytolyze, tedy ruptufe cytoplazmatické membrany, a naslednému vyliti obsahu

do extracelularniho prostoru (Haanen a Vermes, 1995; Nikoletopoulou et al., 2013).

V mlééné zlaze skotu védci
nékteré

PMN,

pozorovali formy

nekrozy které  se
od sebe odlisuji specifickymi
morfologickymi rysy. Diky nim
lze proces nekrézy PMN
roz¢lenit na tfi typy: alterované,
edématozni a lyzované PMN.
Alterované PMN jsou kulaté,
maji meéne pseudopodii.
Segmenty jadra se mirn¢ zvétsuji
a tvar cytoplazmatickych granuli

je kulaty. Edématézni PMN

vykazuji bobtnani cytoplazmy
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Obr. ¢ 4 Lyzovany PMN vykazujici silné nabobtnalé

a ve vetSiné pfipadi 1 uplnou jadro a degeneraci cytoplazmatické membrany.
ztratu pseudopodii. U lyzovanych Transmisni elektronova mikroskopie, zvétSeni 8100x

PMN lze pozorovat degeneraci

(Nickerson et al., 1986)

cytoplazmy, ¢aste¢nou ztratu plazmatické membrany s naslednym vylitim chromatinu

do cytoplazmy a bunécného okoli (Nickerson et al., 1986).

Muze dojit k situaci, kdy apoptické PMN nemuseji byt rozpoznany makrofagy.

V takovém ptipadé podstupuji sekundarni nekrozu. Tento jev se zda byt zvlastni,

protoze apoptdza a nekrdza jsou Casto povazovany za dvé protilehlé formy bunécné

smrti. Nicméné, dle nekterych védcl, nekréza neni forma bunécné smrti, ale konecné

stadium kazdého procesu bunééné smrti (Van Cruchten a Van Den Broeck, 2002).
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3 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo prostudovat a zpracovat literaturu do podoby
reSerSe, ktera sumarizuje poznatky o prubéhu zanétlivé reakce a funkci, kterou PMN
Vv pribéhu akutniho zanétu hraji.

Zanét, ktery se fadi k jednomu z nejstarSich obrannych mechanismu, je odpovédi
organismu na poSkozeni tkané. Nastavd z mnoha divoda, at uz jsou biologické,
chemické, fyziologické, metabolické nebo imunologické a mezi jeho projevy patii
bolest, otok, zarudnuti, zvySena teplota.

Zanétlivou odpovédi dochazi k rychlé reakci imunitnich bun¢k na poruseni integrity
vnitiniho prostredi. V piipadé mlécné zlazy, kterd je velmi exploatovanym organem, je
naruSeni homeostazy snadné, nebot’ vytizené organy jsou ve vyss§i mife nachylngjsi
k fyzickému poranéni, porucham funkce a onemocnéni. Proto doslo béhem evoluce
Kk vytvofeni obrannych mechanismu, jako je akutni zanétliva odpovéd’ zprosttedkovana
buitkami obranného systému mlécné zldzy. Ta se rozd€luje na dvé stadia: stddium
iniciace a rezoluce.

V prvnim stadiu migruji leukocyty do poSkozené tkané a akumuluji se v mlécné
zlaze. V této fazi jsou nejvyznamnéjSimi buikami PMN a béhem tohoto procesu
ptfedstavuji hlavni bunéénou populaci. Vznikaji granulopoézou, vyviji se a zraji v buiiky
se segmentovanym jadrem. Na zadkladé chemotaktickych signali migruji z krevniho
feCiste, pricemz cilem je misto s nejvyssi koncentraci chemoatraktantu. Diky adheznim
molekulam, jako jsou selektiny a P2-integriny, PMN adheruji na sténu Kkapilar,
diapedezi pfes ni prostupuji a pomoci ameéboidniho pohybu cestuji tkani
do mista zanétu. K eliminaci bakteridlnich toxinii musi dojit rychle, aby se
minimalizovalo pfipadné poskozeni tkané. Tuto ochranu zajiStuje primarni funkce
PMN — fagocytéza. Patogeny jsou pohlceny do fagozomu a zni¢eny mikrobidlnimi
produkty granuli PMN a oxida¢nim vzplanutim. Timto krokem kon¢i fdze iniciace
a akutni zanét ptechazi do faze rezoluce.

Rezoluce vede k obnoveni homeostazy. Zastavuje se influx PMN a ty, co jsou
pfitomné v misté zdnétu, podstupuji apoptodzu, programovanou fyziologickou bunécnou
smrt, s naslednou fagocytézou makrofagy. B&hem apoptézy nedochédzi k uniku
toxického obsahu do extraceluldrniho prostoru, coz z ni déla Setrny zpiisob eliminace
apoptickych PMN. To se neda fict o nekréze, ktera je patologickym typem bunécné

smrti. Nekréza nastavd v disledku pifimého posSkozeni bunéénych membran nebo
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vyCerpanim energie. Z tohoto divodu je apoptéza a nésledna eferocytéza jedinym
moznym zpusobem bezpecného odstranéni PMN z mlécné zlazy a dilezitym krokem
k uskute¢néni rezoluce akutniho zanétu. Pokud by k odstranéni PMN z mista zanétu
nedoslo, piechazi akutni zdnét do chronického stavu, ktery miize trvat podstatné delsi
dobu. V tomto ptipad¢ je prodlouzena doba, kdy nelze povazovat mlécny sekret
za nezavadny, a proto jej nelze uplatiiovat na trhu, coz je spojeno s ekonomickymi

ztratami.
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