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ABSTRAKT

Cilem prace bylo zjistit, zda intramamarni aplikace bakteridlniho toxinu
lipopolysacharidu a muramyl dipeptidu jako strukturni jednotky peptidoglykanu
ovlivituji apoptozu lymfocytli, expresi receptoru CD44 na lymfocytech a produkci
zénétlivych cytokinti (TNF-a, IL-4, IL-10 a TGFB1) v pribé¢hu zadnétu mlécné zlazy.
V experimentech byl pouZit lipopolysacharid bakterie E. coli o koncentraci 5 pg a
synteticky analog muramyl dipeptidu o koncentraci 500 pug. Zanétlivda odpovéd byla
analyzovana ve 4 Casovych bodech (24, 48, 72 a 168 hodin) po stimulaci mlécné zlazy na
8 klinicky zdravych jalovicich, kiiZzenkéach holStynského a ceského strakatého plemene.
Jako kontrola byl pouzit pufrovany fyziologicky roztok. Lavaze mlécnych Zlaz byly
analyzovany prutokovym cytometrem, kde byla stanovena apoptéza lymfocytl a
pozitivita lymfocytl na CD44. Dale byly zjistény koncentrace vyse uvedenych cytokini
metodou ELISA, a to ve stanovenych ¢asovych bodech. Po vyhodnoceni vysledkii bylo
zjisténo, ze lipopolysacharid a muramyl dipeptid pravdépodobné vyvolavaji apoptdzu
lymfocytli s maximem 48 hodin po stimulaci mlécné zlazy. Vysoka pozitivni korelace
mezi apoptozou lymfocytl a expresi receptoru CD44 naznacuje Ucast tohoto receptoru
v pribehu apoptoézy lymfocytd. Naméeiené koncentrace cytokinli nasvédcuji o jejich
ucasti pti ovlivnéni apoptdzy v prubchu zanétu mlécné Zlazy.

Kli¢ova slova: zanét, mastitida, dojeny skot, apoptdéza, CD44, cytokiny, pratokova
cytometrie, ELISA



ABSTRACT

The objective of this study was to get a better knowledge of lymphocyte apoptosis, surface
expression of CD44 on lymphocytes and infammatory cytokine production (TNF-a, IL-
4, 1L-10, and TGFB1) throughout inflammatory response of bovine mammary gland
caused by bacterial toxin lipopolysacharide (LPS) and muramyl dipeptide as a structural
unit of peptidoglycan (MDP). In the experiments, there were used LPS and MDP at the
specified concentrations (5 pg and 500 pg, respectively). The inflammatory response was
analysed at selected time points (24, 48, 72, and 168 h) following stimulation of the
mammmary gland. As a control, the same volumes of physiological saline solution was
used. The lymphocyte apoptosis and the surface expression of the CD44 on the
lymphocytes were detected in the mammary gland lavages collected from the 8 clinically
healthy virgin Holstein x Czech Pied heifers by flow cytometry. Further, it was analysed
the concentrations of the cytokines at the same selected time points by an ELISA method.
The itramammary instillation using LPS and MDP resulted in the highest lymphocyte
apoptosis 48 hours after the inductor challenge. The receptor CD44 was highly correlated
with the lymphocyte apoptosis occurrence. It is likely that CD44 receptor is present
throughout lymphocyte apoptosis process. The cytokine concentrations obtained indicate

that the cytokines may play a role in apoptosis during mammary gland infammation.

Key words: inflammation, mastitis, dairy cattle, apoptosis, CD44 cytokines, flow
cytometry, ELISA
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1 UVOD

e 24

produkénich chorob dojeného skotu, jelikoz mohou mit vyznamny ekonomicky dopad na
cely chov. V pfipad¢ vyskytu mastitid ve stadé dochéazi nejen k samotnému poklesu
produkce mléka, ale 1 kvality a moznosti jeho zpenézeni. Dale jsou s mastitidami spojeny
zvySené naklady spojené s veterinarni péci a uzitymi 1éCivy. V neposledni fadé pak

dochdzi k predcasné selekcei laktujicich dojnic ze stada.

V pribehu zanétu mlécné zlazy hraji dilezitou roli leukocyty, které béhem zanétu putuji
z krve do mlécné Zlazy. Jejich zivotnost se odrdzi ve spravném prubéhu mastitid, nebot’

pouze zivotaschopné buiikky mohou vykonavat své funkce.

Programovana bunécnd smrt leukocyti zastava dualezitou funkci pii zanétlivé odpoveédi
mlécné zlazy. V soucasné dobé je dostupnych mnoho informaci o apoptoéze neutrofild,
popi. makrofagl v priitbéhu zanétu mlécné zlazy, ale jen minimum téchto informaci o

apoptoze lymfocyti, ktera je zajisté v procesu zanétu velmi vyznamna.

Receptory na leukocytech se podileji na spousté procest véetné samotného zanétu. Role
receptoru CD44 u neutrofildl je jiz zmapovana, ale CD44 pozitivni lymfocyty v ramci

mastitid zatim popsany nebyly. Je mozné, Ze se mohou podilet na apoptoze u lymfocyti.

Cytokiny jsou proteiny slouzici ke komunikaci mezi leukocyty. Cytokinova sit’ v rdmci
mastitid je velmi spletitd. Cytokiny mohou ovliviiovat apoptdzu lymfocytt a také expresi
receptortt na téchto bunkach. Z uvedenych divodi se predkladand disertani prace
zaméfuje na apoptozu lymfocytl, expresi CD44 na lymfocytech a analyzu zanétlivych

cytokind, v jejichz prostiedi uvedené procesy probihaji.



2 CiL PRACE

V této disertacni praci byl pouzit lipopolysacharid (LPS) a muramyl dipeptid (MDP) pro
vyvolani zanétlivé odpovédi mlécné Zlazy jalovic. LPS byl vybran jako endotoxin
produkovany Gram-negativnimi bakteriemi a MDP jako zakladni strukturalni jednotka
peptidoglykanu Gram-pozitivnich bakterii. Zanétliva odpoveéd mlécné zlazy byla dale
studovana s ohledem na apoptdzu lymfocytt, expresi CD44 receptort na lymfocytech a

produkci zanétlivych cytokind.
Cile prace byly nasledujici:

1. Zjistit, zda jsou LPS a MDP schopné modulovat apoptézu lymfocytt v pribéhu

zanétlivé odpovedi mlécné zlazy.
2. Zjistit, zda LPS a MDP vyvolavaji expresi receptoru CD44 na lymfocytech.

3. Zjistit, zda LPS a MDP vyvolavaji produkci TNF-a, IL-4, 1L-10 a TGFB1

leukocyty mlécné zlazy béhem zanétlivé odpoveédi.

4. Posoudit vztahy mezi apoptdézou lymfocytl a expresi receptoru CD44 na

lymfocytech.

5. Posoudit vztahy mezi produkci cytokinli a apoptdzou lymfocyti.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Mlécna zlaza

Mlécna zl4za je pozménéna kozni zlaza vytvarejici se jiz v raném embryondlnim obdobi.
Fylogenezi doslo u dojnic k vyvinu ¢tyf funkéné samostatnych mléénych zlaz. Ty jsou
sdruzeny ve vemeni. Leva polovina je od pravé poloviny odd€lena zavésnym vazem
vemene, ktery predstavuje pevnou stiedni piepazku nazyvanou podélnd mezivemenni
ryha. Vazivova membrana, nachazejici se mezi predni a zadni ¢tvrti vemene, pak ¢leni
ob¢ ctvrti. Jedna se tak o samostatné oddily, kdy dasledkem je, ze vytvofeny mlécny
sekret jedné ctvrti nemtize prejit do prostoru ¢tvrti druhé. Z této skutecnosti vyplyva, ze
rovnéz piipadné onemocnéni se vyskytuje v kazdé Ctvrti nezavisle na Ctvrti jiné (Kopecky

etal., 1981).

Mlécna zlaza je urCena predevSim k zabezpeceni vyzivy mladat. Jedna se o organ
zajisSt'ujici u saveil plnohodnotnou vyzivu a zaroven také ochranu mlad’at pfed pfipadnou
infekci (Toman et al., 2000). Nckteré antibakteridlni enzymy, jako je xantin
oxidoreduktaza, nebo lysozym, se pifimo evolucné podilely na vyzivové hodnoté mi¢ka
(Vorbach et al., 2006). Je-li potteba, vyziva i ochrana mladéte probiha dokonce 1 na ukor
matky. Z biologického hlediska je obrana samotné matky pied infekci az funkci
sekundarni. Obranné mechanismy mlécné Zlazy nejsou povazovany za dostate¢né. Tato
nedostateCnost ochrany je navic dale prohlubovana nejen ve spojeni s neustale se
zvysujici Slechtitelsky podminénou produkci mléka u dojen¢ho skotu (Toman et al.,
2000), ale také stechnologickymi pokroky pii ziskdvani mléka pro lidskou vyzivu
(Sordillo et al., 1997). Imunita mlé¢né zlazy neni po celou dobu Zivota konstantni, ale
méni se v ¢ase. Nejméné odolnd je mlécna zlaza behem své aktivni involuce a v obdobi

puerperia (Toman et al., 2000).

Aktivni involuce mlécné zladzy je vyvolana zaprahnutim dojnice vedouci k rychlym
zménam v sekreci mlécné zlazy. Dochazi k rozsahlym zménam nejen v uspotradani
samotné tkan¢ mlécné zlazy, ale také ke zménam jejiho sloZeni, které se objevuje
v obdobi pfechodu z obdobi laktace do obdobi zaprahnuti (Shamay et al., 2003). Nastava
pokles aktivity sekrecnich bunék, zmensuje se jejich pocet a mnohé z nich Gplné€ zanikaji.
Stejné tak mléEné alveoly a tubuly ztraci svou velikost, lumen a z ¢asti ubyvaji. Nasleduje

zuzeni vyvodnych cest a redukce zldznatého parenchymu na témét dvé tietiny jeho
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puvodniho objemu. Zmnozi se vSak fidké vazivo a predevsim tukova tkan. Mlécna zlaza
se tak dostava do nefunk¢niho stavu (Marvan et al., 2007). Béhem tohoto obdobi, které
trva okolo 30 dntli po zacatku zaprahnuti, se sekret mlécné zlazy stavd malo objemny,
vodnaty, kalny a bohaty na obsah leukocyttl, jejichZ podet je vétsi nez 5x10%ml. Tyto
zmeény sekretu jsou dale doprovéazeny vyraznym poklesem obsahu mlééného cukru a tuku.
Paraleln¢ dochazi ke zvySené koncentraci antibakteridlni bilkoviny laktoferinu a

imunoglobulint G jako soucésti pfirozené imunity (Shamay et al., 2003).

V obdobi puerperia pocet T bunék a produkce interferonu gama (IFN-y)
v mononuklearnich buiikdch periferni krve (PBMC) klesa (Ishikawa et al., 1994).
Ptestoze presny mechanismus a faktory tohoto fenoménu nebyly zatim objasnény, pokles
v populaci a funkci T bunék je povazovan jako pfi¢ina zvySené vnimavosti mlééného

skotu k infekcim béhem puerperia (Ohtsuka et al., 2010).

3.2 Specifika imunitniho systému u skotu

Hlavni buné€nou populaci v thymu jsou T lymfocyty, a to asi z97 %. Zbylé 3 %
predstavuji dendritické buniky. Vnéjsi kortex thymu obsahuje dvojité negativni CD4 CD8"
buiky. V samotném kortexu se nachazeji z 50 az 60 % z celkové populace bunck dvojité
pozitivni CD4"CD8" buriky. Diefi disponuje dozravajicimi CD4" nebo CD8" a gama delta
lymfocyty. Vysoky podil yd T lymfocytl je také v Cervené pulpé€ sleziny. Tyto buiiky u

skotu ve slezin¢ neexprimuji znak WC1 (Toman et al., 2000).

U telat se lymfatickou tkani v ileu formuje tzv. kontinualni Peyertv plak. Vytvaii se zde
primarni imunoglobulinovy repertoar. Béhem pohlavniho dospivani involuje (Toman et

al., 2000).

Skot méa vysoky pocet perivaskularnich makrofagi v plicich. Krev skotu je tzv.
lymfocytarni, kdy lymfocyty v ni pocetné pievazuji nad neutrofilnimi granulocyty a
ostatnimi leukocyty. Granule neutrofilti maji velmi nizkou hladinu lysozymu ve srovnani
s ostatnimi savci. Zirné buiiky skotu, které se hojné vyskytuji v respiraénim traktu, maji
vysoky obsah dopaminu a jiné kontrolni mechanizmy uvoliiovani mediatorti ve srovnani

s ostatnimi savci (Toman et al., 2000).

U skotu byly nalezeny subpopulace lymfocyti Thl a Th2 produkujici cytokiny.
Specifickym cytokinem skotu je interferon typu I oznacovany IFN-t. Plsobi

v endometriu jako signal k rozpoznani gravidity (Toman et al., 2000). Jedna se o cytokin
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disponujici antivirovymi, antiproliferativnimi a imunomodula¢nimi aktivitami
podobnymi aktivitam typu I IFN (Pontzer et al., 1991). Diive byl povazovan za produkt
pouze CD4" Ty typu I (Thl) lymfocyti, CD8" cytotoxickych lymfocytt a NK bunék
(Bach et al., 1997). Bylo prokézéano, ze ho mohou produkovat také B buiiky, NKT bunky

a profesionalni antigen-prezentujici buniky (Carnaud et al., 1999).

Izotypové tfidy imunoglobulinii objevené u skotu jsou nasledujici: IgM, IgG, IgA a IgE.
IgG ma ti1 podtridy: IgGl, IgG2 a IgG3. Imunoglobulin IgD zatim u skotu prokazan
nebyl. Clenéni do podtiid je pro skot exkluzivni, &ili neznadi stejné funkce u stejné
znaCenych podtiid jinych zvifat. IgM a IgG2 jsou primarnimi izotypy se schopnosti

opsonizace, zatimco u ostatnich druht to je IgG1 (Toman et al., 2000).

Dal8im specifikem je pfevaha IgG1 molekul oproti IgA (Toman et al., 2000). Bovinni
IgA je souhlasny s huméannim IgA. Tento imunoglobulin je minoritné zastoupeny
v kolostru. Majoritné se vyskytuje ve vétsSin¢ exkretl jako jsou sliny, sperma, slzy a v
nosnich a gastrointestinalnich sekretech. V séru byly objeveny 2 formy IgA; v mléce 3
formy. Laktujici dojnice denné€ vyprodukuje asi 1,2 g IgA (Mach a Pahud, 1971). IgG1 je
v kolostru a prekolostralnim sekretu zastoupen asi z 80 % z celkového mnozstvi proteinti
(Park a Haenlein, 2006). Hlavnim imunoglobulinem v humannim mléce je IgA,

v bovinnim IgG (Hurley a Theil, 2011).

Béhem zanétlivych procest se zvySuje hladina haptoglobinu, sérového amyloidu A,
ceruloplasminu, alfal-antichymotrypsinu, alfa2-makroglobulinu, fetuinu, nebo
séromukoidu, zatimco u jinych zivocichii je detekovana vyssi hladina C-kreativniho

proteinu (Toman et al., 2000).

Jednou ze specifik je také vysoka hladina konglutininu. Nizka hladina konglutininu

drahy komplementu (Toman et al., 2000).

3.2.1 Obranné mechanismy mlécné zlazy
3.2.1.1 Specificka imunita (ziskana, adaptivni)
Organismus je dennég, at’ uz dotykem, travenim, nebo inhalaci, vystavovan milionim
potencialnich patogent. Jeho schopnost branit se infekci z Casti zavisi na adaptivni
imunité, kterd je vybavena paméti. Setka-li se organismus s urcitym patogenem opétovné,

je schopen ho znovu eliminovat. Odpovéd’ specifické imunity vici patogenu je vSak pfi
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prvnim setkanim se s danym patogenem velmi pomald. Je tomu tak proto, Ze nejprve musi
dojit k aktivaci a expanzi specifickych klont B a T bun¢k. Efektivni odpoveéd’ ze strany
specifické imunity vii¢i patogenu tak miize trvat nékolik dnti. Na druhé strané€, bakterie,
jejiz doba zdvojenti je jedna hodina, mtize vyprodukovat téméi 20 milioni zralych bakterii
béhem jediného dne. Vzhledem k vyse uvedenému faktu, béhem prvnich hodin az dnti po
stfetu organismu s patogenem, ochrana organismu pied infekci zavisi na pfirozené

imunité (Alberts et al., 2002).

T lymfocyty

T lymfocyty predstavuji efektorové bunky bunééné imunity. Pomoci rozlicné exprese
povrchovych molekul lze rozliSit dvé majoritni frakce T lymfocyti: pomocné T
lymfocyty (Tu) a cytotoxické T lymfocyty (T¢). Prvni skupina lymfocyti disponuje
schopnosti produkovat cytokiny, jejichz prostfednictvim ovliviiuje procesy ziskané i
vrozené¢ imunity. Jsou charakteristické molekulou CD4. T. dokdzi usmrtit buiky
s povrchovymi antigeny vypovidajici o virové nebo nddorové transformaci. Tato
subpopulace T lymfocyt nese molekulu CD8. Posledni subpopulaci T lymfocyta jsou
tzv. regulacni T lymfocyty (Trg). Jejich pocetni zastoupeni mezi T lymfocyty je
minoritni. Vyznacuji se modulovanim a tlumenim aktivit ostatnich buné¢k imunitniho

systému (Liillmann-Rauch, 2012).

B lymfocyty

B lymfocyty se nejprve aktivuji v primarnich lymfatickych organech, déli se a poté se
diferencuji  (Liillmann-Rauch, 2012) pomoci Tubunék, konktrétné podtypu
oznacovaného jako Tu2. Stimulace probihd pomoci interleukint IL-4, IL-5, IL-13 a IL-
10 a membranové molekuly CD40L (Panczak a Otova, 2014). Pomahaji pii tom i bunky
prezentujici antigen (Ferencik et al., 2005). Z B bunck se tak stdvaji plasmatické buiky
produkujici protilatky a ty zajiStuji humoralni imunitu organismu (Liillmann-Rauch,

2012).

3.2.1.2 Nespecificka imunita (vrozend, neadaptivni)

Odpovéd vrozené imunity nesmétuje specificky ke konkrétnimu patogenu, jako tomu je
u imunity specifické. Zavisi na skupiné proteinti a fagocytarnich bunikach, které rozeznaji
patogen, poté rychle dochazi k jejich aktivaci a naslednému zniceni patogenu. Zatimco

specificka imunita vznikla u obratlovct pfed méné€ nez 500 miliony let, pfirozena imunita
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se vyskytuje také u bezobratlych a rostlin. Dulezity je také fakt, Ze k aktivaci adaptivni
imunity u obratlovcii je nejprve zapotiebi odpovédi praveé imunity vrozené (Alberts et al.,

2002).
Nespecifickd imunita mize mit nasledujici formy:

e rezistence hostitele vii¢i patogenu (druhova a individuélni rezistence),
e anatomické bariéry,

e tkanové baktericidy, véetn¢ komplementu,

¢ mikrobialni mezidruhova konkurence,

e schopnost vyvolat zanét,

e fagocytoza.

Z ¢ehoz prvni Ctyfi formy jsou povazovany za nebunécnou ochranu. Naopak, zanét

a fagocytoza, se fadi mezi bunééné formy obrany (Todar, 2012).

Bariéra strukového kanalku

Strukovy kandlek pfedstavuje viibec prvni obranny mechanismus mlééné zlazy pied
vniknutim patogenu (Paduch a Kromker, 2011). V dobé mezi dojenimi a v dobé
zaprahnuti je kanalek uzavien keratinovou zatkou slouzici jako fyzicka bariéra chranici
pfed bakteridlni invazi mlééné zlazy (Huxley et al.,, 2002). Keratin ma schopnost
imobilizovat vétSinu kmenl nezapouzdienych bakterii vyvolavajici mastitidu. Navic,
nekteré komponenty keratinu mohou disponovat mikrobidlni aktivitou sméfujici vici
bakteriim zpisobujicim mastitidu. AvSak tato antibakteridlni funkce keratinu je

limitovana (Craven a Williams, 1985).

Kuze a sliznice

Fyzickou a chemickou ochranu pfed infekei zajist'uje kiiZe se sliznici. BéZzna fyziologicka
mikroflora na povrchu téla zabrailuje pomnozeni cizich druht nezadoucich
mikroorganismi. VSechny wvnitfni tkdn€¢ bez vyjimky obsahuji baktericidni latky.
Nejpozoruhodngjsi substanci je enzym lysozym obsazeny ve slizni¢énim hlenu, vSech
télesnych tkanich a sekretech. Pokud nezadouci organismy proniknou pies tuto ochranu,
télo je dale vybaveno buiikami, které vytvoii vii€i invazi nezadoucich mikroorganismu

rychlou odpoveéd’. Mezi tyto bunky patii neutrofily a makrofagy (Todar, 2012).
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Neutrofily

Neutrofily jsou bunky imunitniho systému, které jako prvni ptisobi pii infekci a zanétu
organismu. V prib&hu obrany organismu hraji majoritni roli (Yoshio et al., 2004). Radi
se mezi fagocytarni bilé krvinky, konkrétné mezi granulocyty (Savill et al., 1989).
Neutrofily maji sviij ptivod v pluripotentnich kmenovych bunikéch kostni dien€. V kostni
dreni se diferencuji a jsou vyplavovany jako zral¢ buniky do krevniho fecisté. Neutrofily
disponuji baktericidnimi defensiny. Zivotnost neutrofildi je kratka, aviak jejich zastoupeni
mezi leukocyty je od 30 do 70 %. Plazmaticka granula, formovana z Golgiho aparatu,
obsahuji mnoho baktericidnich a lytickych enzym, diky kterym jsou pohlcené bakterie
zneSkodnény. Lysozomadlni granula obsahuji napiiklad lysozym, kationtové proteiny,
proteazy, peroxidazu a laktoferin. Neutrofily obsahuji také velkou zésobu glykogenu. Po
vycerpani energie z glykolyzy mohou fungovat v anaerobnim prostiedi (Todar, 2012).
Krom¢ participace neutrofild v primdrni odpovédi vuéi infekci, a to predevSim
fagocytozou, produkci toxickych molekul, uvoliiovanim enzymt a formaci
extracelularnich pasti, se stavaji velice dulezité také pro jejich funkci pii koordinaci
vzniku zanétu a imunitnich odpovédi organismu. Tyto dal$i funkce neutrofild se objevuji
castecné skrze jejich de novo produkci a uvoliovani Siroké Skaly cytokint, zahrnujici

chemotaktické cytokiny, tzv. chemokiny (Tecchio et al., 2014).

Makrofagy

Jedna se o heterogenni populaci buné€k, které Ize diferencovat na makrofagy normalni a
zanétlivé. Normalni makrofagy jsou reprezentovany histiocyty, Kupfferovymi buiikami,
alveolarnimi makrofadgy, makrofagy kostni dfen¢ atd. Zanétlivé makrofagy pochazeji
z krevnich monocytii a objevuji se v zanétlivych exsudatech, kde zastavaji vyznamné
vykonné a regulacni aktivity. Nez se stane makrofag plné¢ funkénim, je zapotiebi jeho
piedeslé aktivace pomoci cytokintl (Rovensky et al., 2006). Zivotnost makrofagii je oproti
neutrofilim pomémé dlouhd, mize se pohybovat v rozmezi n¢kolika mésict az let. Po
aktivaci mohou makrofagy disponovat riznymi specializovanymi funkcemi. Hlavni
funkce vSech makrofagl jsou vsak spolecné. Jsou jimi pfedevsim schopnost fagocytozy,
nebot’ makrofagy jsou povazovany za velmi vykonné profesionalni fagocyty. Dovednost
biochemického ataku, prezentace antigenu a sekrece biologicky aktivnich latek jsou pak

dalsi spole¢né funkce vSech makrofagh. Makrofagy zastavaji funkci tzv. akcesornich
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buné¢k, kdy predkladaji jiz zpracovany antigen lymfocytim jako imunokompetentnim

bunkam (Trojan et al., 2003).

Dendritické bunky (DB)

DB jsou mononukleary (Toman et al., 2000). Patfi mezi bilé krvinky a formuji se v kostni
dfeni z pluripotentnich kmenovych bunck (Gordon et al., 2013). Samy o sobé
nefagocytuji ani neadheruji (Toman et al., 2000). Dokazi reagovat na signal poskozeni
bunky, kdy rozpoznaji tzv. Sokové bilkoviny, ATP, nebo n¢které mikrobialni struktury
bézné se nachézejici vné bunky. DB tak mohou stejné jako fagocyty predkladat antigen
napt. lymfocytim (Jilek, 2014). DB pfedstavuji nejucinnéjsi buniky pro prezentaci
antigenu a pfeménu naivnich T lymfocyti na efektorové bunky. Aktivace T bunék je

hlavnim bodem tvorby specifické imunitni odpovédi organismu (Toman et al., 2000).

Vlivem riiznych cytokinii a mezibunéénych interakci se z pluripotentnich kmenovych
bunék mohou formovat dvé riizné vyvojové linie (Galy et al., 1995). Prvni linie se
oznacuje jako lymfoidni. Vznikaji z ni buiiky specifické imunity - T bunky, B buiiky. Z
druhé, myeloidni linie, vznikaji megakaryocyty a buiiky vrozené imunity zahrnujici
makrofagy/monocyty a polymorfonuklearni leukocyty. NK bunky vznikaji z lymfoidni
linie, ale pracuji jako soucast nespecifické nebo ptirozené imunitni odpovédi (Nelms et

al., 2007).

NK bunky

NK buniky jsou neadherentni lymfocyty s trvale toxickymi granuly na cytoplazmé. Hlavni
funkci NK bunék je znicit intraceluldrni patogeny a nadorové bunky, zachovat biezost

a regulovat krvetvorbu a rust jater (Toman et al., 2000).

K jejich aktivaci dochazi pomoci interleukint IL-2, IL-12 a interferont typu 1 (IFN-a,
IFN-B). Samy NK bunky produkuji cytokiny slouzici ke komunikaci s neurohumoralnim
systétmem (Toman et al., 2000). Jsou hlavnimi bunéénymi efektory ptirozené imunity.
Funguji samy nebo synchronné s ostatnimi buiikami imunitniho systému (Malhotra
a Shanker, 2011). Dokdzi rozeznat tumorové buiiky a bunky infikované, atakovat je

1 pfesto, ze nemaji antigenné specifické receptory (Terunuma et al., 2008).
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Komplement

Komplement tvoii zhruba 40 vykonnych a regulacnich glykoproteint. Na povrchu bun¢k
nebo v krevném séru formuji rtizné receptory. Pro svou slozZitost se tato soustava muze

oznacovat jako komplementovy systém (Ferencik et al., 2005).

Po dlouho dobu byl komplementovy systém povazovan za jednoduchou lytickou kaskadu
vytvofenou za Gcelem usmrceni bakterii atakujicich hostitelsky organismus (Merle et al.,
2015). Za poslednich nékolik let se s vyvojem genovych technologii pohled na
komplement zménil (Barrington et al., 2001). Dnes je chapan jako dohliZzejici komplex
prirozené imunity hrajici kliCovou roli pii udrZzeni homeostazy, vyvolani zanétlivé reakce
a obran¢ proti patogenim. Patogeny mohou dostat komplement do podruci, regulovat
jeho aktivity a uniknout tak imunitnimu systému (Merle et al.,, 2015). Mezi
komplementové ¢innosti patii napi. opsonizace — pokryti cizorodych ¢astic protilatkami.
Fagocytujici neutrofily a makrofagy snadno antigen rozpoznaji a mohou byt, pii
tzv. chemotaxi, pfitahovany produkty komplementového systému do mista vyskytu
antigenll. Komplement déle miize svymi produkty zptisobovat lyzu, aglutinaci, zanét i

aktivaci zirnych buné¢k a bazofild (Reece, 2011).

Proteiny akutni faze

Proteiny akutni faze, napi. ESR (erythrocyte sedimentation rate) a C-reaktivni protein,
jsou bézn¢ detekovany ze séra jako markery zanétu a zranéni organismu. Jednd se o
heterogenni skupinu plazmatickych proteinti, jejichz hladina se v séru zvySuje nebo
snizuje jako odpovéd na zanétlivy stimul, napf. infekci, trauma, systematické
autoimunitni onemocnéni apod. (Dowton a Colten, 1988). Odpovéd je pfimérena
zévaznosti zanétlivého stimulu a je fizena prozanétlivymi cytokiny jako je IL-6, IL-1,
TNF-a a IFN-y. Tyto cytokiny pak stimuluji produkci proteini akutni faze v jatrech.
Kromé¢ jater mohou byt tyto proteiny v mens$i mife produkovany makrofagy,

endotelovymi buitkami, fibroblasty a adipocyty (Gabay a Kushner, 1999).

3.3 Lymfocyty

Lymfocyty vznikaji zlymofoidnich kmenovych bunék v lymfatickych organech
a tkanich. V téchto specializovanych tkanich se builkam dostdva vhodného
mikroprostiedi k jejich proliferaci, diferenciaci a k ziskdni imunokompetence, cili

dovednosti specificky reagovat s antigenem. RozliSuji se centralni a periferni lymfatické
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organy. Thymus a kostni dfefl jsou centrdlnimi organy. Mizni uzliny, slezina a
neorganizované shluky lymfatické tkdn¢ vazané na sliznice patii do perifernich
lymfatickych organti (Trojan et al., 2003). Vzniklé lymfocyty jsou zakladnimi bunkami
lymfatické tkan¢ kulatého tvaru s velkym jadrem lemovanym cytoplazmou (Rovensky et
al., 2006). Ptedstavuji funkéné€ heterogenni skupinu imunitnich bunék obratlovct (Toman
et al., 2000). Na zéklad¢ své funkce, povrchovych znakl a ultrastruktury se déli do ti
hlavnich populaci na B lymfocyty, T lymfocyty a NK bunky (Rovensky et al., 2006).
Prekurzory B 1 T lymfocyti se vyvijeji v kostni dfeni. Prekurzory B lymfocytt sviij vyvoj
dale prodélavaji u ptakt ve Fabriciové burse. Ziskali proto oznaceni B (Panczak a Otova,
2014). U dospélych savci B lymfocyty dozravaji v morfologicky nepiesné
vymezitelnych kompartmentech kostni diené (Liillmann-Rauch, 2012). T lymfocyty zase

v thymu, proto se znaci pismenem T (Panczak a Otova, 2014).

3.3.1 Receptory lymfocyti

Transmembranové proteiny, nachazejici se na povrchu bun¢k, zvané receptory, zajist'uji
specifickou vazbu antigenti. Dochazi tak k dalSim bunéénym pochodim (Liillmann-
Rauch, 2012). Receptory jsou ve spojeni s aktivacnim systémem, napf.
s proteinkindzami. Skrze tzv. sekundarni posly, které tvoii cytoplazmatické molekuly,
aktivuji transkripéni faktory. Dochézi k pfepisu genti (Toman et al., 2000). Misto
sousedici sreceptorem se nazyva koreceptor. Koreceptory lymfocyti reaguji
s molekulami na povrchu sousednich bunék, coz vede k aktivaci lymfocytu (Liillmann-

Rauch, 2012).

Buniky maji na svém povrchu rizny pocet receptort. Receptory slouzi k pfedani signalu.
Ve vétsing ptipadl se jedna o pozitivni signaly zvané také aktivacni. Na tyto signaly sama
buiika reaguje specifickou ¢innosti nebo mize vyslat vlastni signal jiné bunce (Ferenc¢ik

et al., 2005).

Monoklonalni protilatky CD (cluster of differentiation) antigenti se pouzivaji k popisu
membranovych proteinti leukocytii. CD antigeny jsou o&islovany. Cisla jsou fazena
¢asovou posloupnosti jejich popisu (Toman et al., 2000). Jednim z dilezitych antigenti u
lymfocytt je CD44. Exprimuji ho aktivované pamétové a efektorové lymfocyty (Nouza,

1999).
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3.3.1.1 Antigen CD44

CD44 je vsudypritomnd multistrukturni a multifunkéni molekula slouzici k adhezi
lymfocytii v interakcich bunka-buika a bunka-matrix, k prezentaci chemokinli a
rustovych faktord, k pienosu ristovych signala atd. Tento povrchovy glykoprotein mtze
mit n¢kolik forem a oznaceni. Napf. nejmensi molekuly CD44 jsou standardni antigeny
CD44, oznacované jako CD44s. Produkuji je pievazné lymfo-hematopoetické buiky.
MiiZzou byt proto oznacovany také jako CD44H (Naor et al., 1997). Detekovan byl zatim
pouze u vysSich zivoCichli (Goodison et al., 1999). Primarn¢ se vaze na kyselinu
hyaluronovou. Déle se miiZze vazat na kolagen, laminin, chondroitin sulfat atd. CD44
participuje pii absorpci a intracelularni degradaci kyseliny hyaluronové, stejné jako pii
pienosu signalil zprostiedkovavajici hematopoézu a apoptozu. Velké mnozstvi antigenu
CD44 je produkovano mnoha rakovinnymi bunkami a jejich metastazemi. CD44 lze
vyuzit jako diagnosticky ¢i prognosticky marker nékterych huménnich zhoubnych

onemocnéni (Naor et al., 1997).

Jeho hlavni fyziologicka tloha je udrzovat orgdnovou a tkanovou strukturu skrze burka-
buiika a bunka-matrix adhezi. AvSak urCité variantni izoformy mohou také
zprostfedkovavat aktivaci lymfocytli, prezentaci chemickych faktori a hormonti
a ,,homing* (Goodison et al., 1999), Cili navrat lymfocyti do té periferni tkané¢ béhem
recirkulace, kterou jiz jednou prosly (Trojan et al., 2003). Receptor CD44 se nenachazi
pouze na lymfocytech. Vycestovani monocytli a neutrofili z krevniho fecisté do mista
zénétu je rovnéz zavisly na CD44 (Alstergren et al., 2004). CD44 vykonné
zprostiedkovava rozpoznani a fagocytdézu neutrofila (Hart et al., 1997) a také je

kompetentni receptor pro fagocytdozu makrofagy (Vachon et al., 2006).

CD44 se nachazi na spousté tkani zahrnujici centralni nervovy systém, plice, pokozku,
jatra, slinivku bfisni. Znadmou funkci CD44 je bunécnd adheze (agregace a migrace),
degradace kyseliny hyaluronové, aktivace lymfocytli, myelopoéza a lymfopoéza,
angiogeneze a produkce cytokinl. Funkce CD44 jsou zavislé na bunécné adhezi (Sneath

a Mangham, 1998).
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3.4 Mastitidy
3.4.1 Zanét

Zanét je obranny mechanizmus, kdy organismus reaguje vii¢i poskozeni vlastnich bunék

a tkani. Faktory vyvoléavajici poskozeni se déli na:

e mechanické — napt. odfeniny,

o fyzikalni — napf. popalent,

e chemické — napf. poleptani ziravinou,
e Dbiologické — napt. invaze bakterii

e anutri¢ni problémy — napft. hypoxie (Ferencik et al., 2005).

Zanétliva odpoveéd organismu se zaklada na bunéné a humoralni slozce imunity s cilem
dosahnout stavu organismu, jaky byl pfed poskozenim (Serhan et al., 2010). Zanétliva
reakce vyzaduje ucast bunék imunitniho systému. PfedevSim neutrofilti, makrofagh, T
lymfocytti, endotelovych bun¢k cév, eozinofild, zirnych bunck, trombocytl. Zasahuji
rovné€z mnohoenzymové systémy krevni plazmy a dalsi vykonné a regulacni molekuly.
Probihajici zanét je v organismu usmérnovan pomoci zanétovych mediatort. Jedna se o
rizné cytokiny, chemokiny, prostaglandiny, proteiny akutni faze aj. (Ferencik et al.,
2005). Zanétliva reakce zahrnuje fagocytézu pomoci makrofagi, vazodilataci a zvySeni
propustnosti kapilar a presun bilych krvinek do mista zanétu (Kittnar et al., 2011).
Organismus miize na zanét reagovat lokdlné nebo celkove. U lokalniho projevu jsou
patrné otoky, bolestivost, zCervenani apod. Celkovy zanét se projevuje horeckou.

V nékterych ptipadech dochdzi az ke zhrouceni organismu a smrti (Ferencik et al, 2005).
Akutni zanét

Objevuje se béhem nékolika mélo hodin po zranéni. Pti akutni zanétlivé odpovédi probiha
komplex déjti zahrnujici prosakovani vody, soli a proteint z vaskuldrniho kompartmentu.
Organismus se snazi vyrovnat se se zranénim. Aktivuje endotelové buiiky, probihd
adhezivni interakce mezi leukocyty a vaskularnim endotelem. Bézny je také pfriliv
leukocytt, aktivace tkanovych makrofagi, aktivace krevnich desti¢ek a jejich agregati,
aktivace komplementu, srazeni a fibrinolytické systémy a uvoliiovani proteaz a oxidanti
z fagocytujicich bunék. Aktivované endotelové buiiky ¢asto produkuji na povrch svého

lumen tkanové faktory (TF, faktor III). TF je silny prokoagulant (Serhan et al., 2010).
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At uz se jedna o fyzicky ¢i chemicky faktor, infekéni organismy, nebo o jiné divody
vedouci k poSkozeni tkdné, primarnim, charakteristickym znakem akutniho zanétu je
adheze neutrofilli (polymorfonukledrnich leukocytti, PMN) na cévni endotel (Serhan et
al.,, 2010). Neutrofily reguluji vyvoj akutniho zanétu. Jsou prvnimi buiikami, které

pficestuji do mista vzniku akutniho zanétu (Ferencik et al., 2005).

Chronicky zanét

Akutni zanét je ukonceny odstranénim leukocytli bud’ skrze lymfaticky systém, nebo
apoptézou (Serhan et al., 2010). Neni-li ptivodce akutniho zanétu eliminovan, nastava
dlouhodoby proces, chronicky zanét (Kontsekova a Kontsek, 2004). Tento typ zanétu je
fizen piredevsim pomoci makrofagti a T lymfocyta (Ferencik et al., 2005). Neni definovan
délkou svého trvani. Zprvu je vyvolan cévni odpovédi zahrnujici adhezi molekul na
povrchu endotelovych bunék, pfedevsim adhezi lymfocytlh a monocytl. Nasleduje jejich
piesun do extravaskularniho kompartmentu. Co se lymfocytt tyce, vétSinu z nich tvoii T
lymfocyty. Rovnéz pfi akutnim zanétu, lymfocyty a monocyty, stejné jako endotelové

bunky, podstupuji aktivacni proces (Serhan et al., 2010).

3.4.2 Bovinni mastitidy

Mastitida je zanét mlécné zlazy zplsobeny vniknutim a zmnoZzenim patogennich
organismil uvnitt zlazy (Harmon, 1994). Na jejim vzniku a vyvoji participuje vice
faktorti. Oznacuje se proto jako polyfaktoridlni onemocnéni. Vyznamnou roli pfi jejim
vzniku hraje geneticka dispozice, vysoka uzitkovost, uroven vyzivy, technologie ustdjeni
a dojeni, hygiena mlé¢né zlazy apod. (Lamka a Duchacek, 2014). Pfi samotné mastitidé
jde o sled udalosti vedouci k poklesu dojivosti, zménam slozek mléka a zvySeni obsahu
somatickych bun¢k jako odpovédi organismu viaci invazi na mlécnou zlazu. Tato
odpovéd’ je fizena zanctlivymi medidtory. Pocet somatickych bunék je ovlivnén
predevsim vaznosti infekce (Harmon, 1994). Mastitida se povazuje za jedno z nejdrazsich
onemocnéni u dojeného skotu prave kvili jiz zminénému poklesu dojivosti (DeGraves a

Fetrow, 1993).

Klinické mastitida

Zanét je viditelny. Miize se objevit zarudnuti, zvySena teplota, otok vemene. Dochazi k

poklesu nadoje a zmén¢ charakteru mléka (Lamka a Duchacek, 2014). Tato forma

21



mastitidy se zacina stavat v chovech dojen¢ho skotu znaénym problémem (Barkema et

al., 1998).

Subklinicka mastitida

Subklinicka mastitida je nejcastéjsi formou zanétu mlécné zlazy. Zanét nelze vizualné
detekovat. Pfiznacné je zvyseni poctu somatickych bunék v mléce a invaze bakterialnich

patogent ve vemeni (Lamka a Duchacek, 2014).

3.4.3 Pavodci mastitid

Mastitidu mohou vyvoléavat neinfekéni vlivy, jako jsou mechanické, fyzikalni, chemické
vlivy, nebo trauma. V chovech dojnic je nejvice zastoupena infekéni mastitida. Je
ovlivnéna makroorganismem dojnice, infekénim Ccinitelem a vné&j$im prostiedim.
Infek¢éni Cinitel ovlivituje vznik a pribéh mastitidy nejen svou pocetnosti, ale také
patogenitou, virulenci a antigenicitou (Slanina et al., 1991). Schopnost bakterii invadovat
muze byt hodnocena in vitro méfenim jejich zpusobilosti napadnout izolované bunky

z epitelu mlécné zlazy (Anaya-Lopez et al., 2006).

Rod bakterii Staphyvlococcus

Bakterie rodu Staphylococcus produkuji velké mnozstvi substanci schopnych vyvolat
chorobny stav. Tyto virulentni substance jsou bakteriemi vylucované toxiny a také
povrchové proteiny, které mohou hrat v patogenezi vice roli. AvSak nemusi byt piimo
toxické k hostitelské tkani. I pfes jejich schopnost vyvolat onemocnéni u lidi a zviftat,
nejsou nezbytné patogennimi organismy. Jejich virulence neni primarné urcena k
vyvolani onemocnéni u hostitele. Pravy ucel této jejich schopnosti spo¢ivd ve zvyseni
jejich Zivotaschopnosti v nepiiznivych podminkach prostiedi. Dillezity je také fakt, ze u
zadného z jednotlivych faktord produkovanych bakteriemi tohoto rodu nebyla prokazana
ani jeho nezbytnost, ani dostatecnost zpusobit infekci. Tento fakt byl prokézan
nescetnékrat, kdy v rtiznych pokusech byly pouzity kmeny bakterii, které dokéazaly
vyvolat onemocnéni i v ptipadech, kdy jiz ztratili schopnost produkce specifickych toxina

(Honeyman et al., 2006).

Rod bakterii Streptococcus

Nékteré druhy bakterii rodu Steptococcus jsou primarné patogenni. Existuji vSak také

druhy nepatogenni a podminéné patogenni (Mad’ar et al., 2006). Cely rod bakterii je
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rozdélen do tii skupin na zdklad¢ hemolyzy na krevnim agaru. Beta hemolyza je
specificka Uplnym rozpadem cervenych krvinek (Patterson, 1996). Bakterie beta
hemolyzy jsou pozdéji toxické také vici bilym krvinkédch (Vasanthakumari, 2007). U alfa
hemolyzy dochazi k netplnému rozpadu a pti gama hemolyze naopak k Zadnému rozpadu
krvinek nedochazi. Beta hemolytické bakterie rodu Streptococcus se déli dle vyskytu
skupinové specifického polysacharidu C (Patterson, 1996). Tento antigen obsazeny
v bunécné stén¢ bakterii je specificky pro kazdou skupinu zvlast’. Rozlisuje se 20 skupin

oznacenych A az Z dle Lancefieldové (Vasanthakumari, 1996).

Koliformni bakterie

Tyto bakterie obvykle nejsou patogenni. Ve vétSing ptipada jsou vSak pfitomny tam, kde
patogeny. Koliformni bakterie jsou rozSifeny oproti patogenim hojnéji a mnohdy
zustavaji po dlouhou dobu Zivotaschopné ve vodnim prostiedi (Chin, 2012). Je pro né
typicka aktivita beta galaktosidazy (Gleeson a Gray, 2002). Nejznamé;jsi zastupce téchto
bakterii, E. coli, vykazuje jesté navic aktivitu beta glukuronidazy (Easter, 2003).

3.5 Bakterie jako ptivodci mastitid

I pfes vSeobecnou variabilitu ve slozeni a struktufe mikrobidlni bunécné stény,
exoskeletonova struktura je spolend téméf vsem. Chybi pouze n€kolika mélo skupindm.
U bakterii se ve vétSiné piipadi nazyva peptidoglykan. MiiZze se také oznacovat jako
murein, méné Casto jako mukopeptid, glykopeptid nebo bazalni struktura. Podle druhu
bakterie predstavuje peptidoglykan 5 az 90 % obsahu bunétné stény. Podle sloZeni
bakterialni stény se bakterie délni na Gram-pozitivni a Gram-negativni bakterie. Gram-
negativni bakterie obsahuji mén¢ peptidoglykanu. U Gram-pozitivnich je to az mezi

40 a 60 % (Seltmann a Holst, 2013).

3.5.1 Gram-pozitivni bakterie

Peptidoglykanové vrstvy Gram-pozitivnich bakterii jsou vyrazné tenci oproti vrstvam
Gram-negativnich bakterii. Jejich neporuSena sténa muze celit tlaku az 50 atmosfér,
zatimco sténa Gram-negativnich bakterii, ackoliv je v porovnani se sténou Gram-
pozitivnich bakterii silnéj$i, dokaze odoldvat tlaku pouze 5 atmosfér. Kromé
peptidoglykanu, bunééné stény Gram-pozitivnich bakterii obsahuji predev§im proteiny a

polysacharidy. Obsah lipidii je nizky. Postradaji vnéj$i membranu. Lipoteichoova
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kyselina neni soucasti bunécéné stény, ale cytoplazmatické membrany (Seltmann et al.,

2013).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je fakultativné anaerobni kokovitd bakterie nalezici do celedi
Streptococcaceae (Honeyman et al., 2006). Produkuje Sirokou Skalu exoproteinti. Jejich
prostiednictvim kolonizuje svého hostitele a vyvolava onemocnéni. Téméf vSechny
kmeny produkuji enzymy a cytotoxiny, které obsahuji ¢tyii druhy hemolyzy (alfa, beta,
gama a delta), nucleazy proteazy, lipazy, hyaluronidazy a kolagendzy. Primarni funkci
téchto proteint je konvertovat lokalni tkan hostitele na ziviny nezbytné pro bakterialni
rust. Nékteré kmeny produkuji exoproteiny jako je toxin syndromu toxického Soku
(TSST-1), stafylokokové enterotoxiny, exfoliatinové toxiny a leukocidin. Tyto toxiny
jsou vSechny znamy pro sviij mozny vliv na buniky imunitniho systému. Primarné se snazi
inhibovat imunitni odpovéd’ hostitelského organismu vi¢i napadeni bakterii

Staphylococcus aureus. VEtSina z nich ma 1 jiné biologické vlivy (Dinges et al., 2000).

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je fakultativné anaerobni kokovita bakterie z Celedi
Streptococcaceae (Elder et al., 2004). Zpisobuje infekéni onemocnéni pfedevSim u
novorozencl (Sims a Barton, 2006). Tato bakterie produkuje pyrogenni toxiny
zpusobujici v hostitelském organismu syndrom toxického Soku (Akharass et al., 2013).
Dale produkuje slabou beta-hemolyzu (Engelkirk a Duben-Engelkirk, 2008) a spoustu

enzymt, coz pravdépodobné zplsobuje destrukci mlécné zlazy (Markey et al., 2013).

Streptococcus uberis

Jedna se o fakultativné anaerobni kokovitou bakterii z ¢eledi Streptococcaceae (Blowey
a Edmondson, 2010). Produkuje exoenzymy zahrnujici také aktivator plazminogenu,
ktery preménuje plazminogen na plazmin. Plazmin pfedstavuje protedzu, kterda dokdze
hydrolyzovat kasein na peptidy, které pouzije ke svému rastu. Diky pouzdru bakterie

dochdzi k rezistenci vici fagocytdze (Markey et al., 2013).

3.5.2 Gram-negativni bakterie
Sténa Gram-negativnich bakterii je komplexnéj$i v porovnani se sténou Gram-

pozitivnich bakterii. AvSak peptidoglykan zde tvoii 10 a mén¢ procent z celkového
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obsahu bunécné stény. V misté vyskytu teichoové kyseliny je peptidoglykan navéazan
lipoproteiny. Dalsi vrstvy lipopolysacharidi, fosfolipidll a proteinli jsou obsazeny mimo
peptidoglykan. Tato vicevrstva struktura ptedstavuje plast stény Gram-negativnich

bakterii (Srivastava, 2013).

Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativné anaerobni nesporulujici ty¢inkovitd bakterie z celedi
Enterobacteriaceae (Lawrence, 2005). Muze produkovat tepelné labilni (heat-labile, LT)
enterotoxin, ktery se molekularni velikosti, sekvenci, antigenicitou, funkci a
enzymatickou aktivitou shoduje s toxinem cholerou (Ctx). Tepelné stabilni toxin (heat-
stable, ST) E. coli dokaze vzdorovat varu az 30 min. V hostitelském organismu zptsobuje
sekreci tekutin a elektrolytti vedouci k prijmu (Todar, 2012). Po lyze bakterie dochézi
k uvolnéni endotoxinu z bunééné stény. Nahlé vyliti do organismu miize zplsobit

zévaznou toxémii (Markey et al., 2013).

3.6 Apoptoza

Apoptdza, programovana bunécéna smrt, predstavuje aktivni formu zaniku bunék. Jde o
fyziologicky dé&j vedouci ke tkanové homeostaze (Cibula et al., 2009). Programy bunécné
aktivity fidi cely mechanismus. Buniky mohou zanikat také patologickym procesem,
pomoci nekrozy. Nekréza zptisobuje naruseni iontové intracelularni homeostazy (Kittnar
et al.,, 2011). Zatimco béhem apoptdzy se postupné vytraci mezibunécné kontakty,
dochazi ke zménam bunécného jadra, cytoplazmatickd membrana méchyikovati (Cibula
et al., 2009). Bunka se rozpadne na jednotlivd, membranou izolovana, apoptoticka téliska
uréend k fagocytéze. Enzymy buiky se tak nedostanou mezi okolni buiiky a neprobiha
zadna zanétliva reakce v misté apoptotického procesu (Kittnar et al., 2011). Cely proces
apoptozy zacina induktivnim signalem nebo ztratou supresivniho signdlu. Membranovy
protein Fas nebo cytokin TNF-a se navaze na membranovy receptor TNFR1, coz zplisobi
aktivaci kaspaz (Toman et al., 2000). Kaspazami se rozumi vykonné apoptotické
proteolytické enzymy. Doba jejich aktivace se oznaCuje jako exekutivni faze.
Z biochemického hlediska existuji dva hlavni sméry apoptozy, které piedchazeji
exekutivni fazi. Prvni, vnéj$i (extrinzickd) cesta vede k bunécéné destrukci pomoci
efektorovych bun¢k imunitniho systému. Témito buiikami jsou cytotoxické T lymfocyty
a NK bunky, které na svlij povrch exprimuji membranovée vazané ligandy (death ligands).

Receptory smrti ndlezi do skupiny receptorii pro tumor nekrotizujici faktor (TNFR).
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Druhd cesta, vnitini (intrinzickd), je typickd vznikem apoptotickych aktivacnich
komplexii na povrchu zevni membrany mitochondrii. Na tomto vzniku se podili proteiny

rodiny Bcl-2. Obé cesty se slucuji do spolecné exekutivni faze (Cibula et al., 2009).

Apoptozu fidi geny spousténé pomoci signalli vné, nebo uvnitt buiikky. Enzymy uvniti
bunky se zacnou aktivovat, popifipadé se mohou také generovat nové enzymy potiebné
k fragmentaci jaderné DNA a reakci cytoskeletu (Kittnar et al., 2011). Apoptotické buiiky
produkuji na sviij povrch latky jako je adenosintrifosfat, uridintrifosfat, fraklakin apod.
za Ucelem vytvofit signal a naldkat fagocyty. Tyto signaly se oznacuji jako find-me
signals. Fagocytujici buiikky vyuziji svych receptort, aby zachytili dalsi signal apoptotické
bunky, eat-me signals, vysilany pomoci fosfatidylserinu. Jakmile receptory fagocyta
zachyti fosfatidylserin, dojde k produkeci protizanétlivych cytokina jako je TGF-B, IL-10
a prostaglandin E2 (Ravichandran, 2010).

3.6.1 Apoptdza lymfocytt

Po mitotickém mnozeni v mikroprosttedi centralnich miznich organii lymfocyty putuji
do perifernich miznich organti. V této fazi jsou lymfocyty schopny reagovat na specificky
imunokompetentni antigen. Jsou oznacovany jako lymfocyty naivni, jelikoZ u nich zatim
nedoslo ke konfrontaci s antigenem. Diferenciace a zrani je plné dokoncena jen u velmi

malé ¢asti lymfocytl. Okolo 95 % jich zanika apoptézou (Liillmann-Rauch, 2012).

Bakteridlni infekce hraje dilezitou roli pro vyvolani apoptozy lymfocyti. Dokaze ji
vyvolat velka spousta patogennich bakterii (Lancellotti et al., 2006). Miize se jednat jak
o Gram-pozitivni, tak Gram-negativni patogenni bakterie. Mezi stézejni
ptredstavitele Gram-pozitivnich bakterii zpiisobujici apoptézu lymfocyti patii predevSim
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis a dalsi. E. coli,
Borrelia burgdorferi, Mannheimia haemolytica a Yersinia pseudotuberculosis nélezi
mezi hlavni zéastupce Gram-negativnich bakterii vyvolavajici apoptozu lymfocyta

(Carrero a Unanue, 2006).

Vsechny bakteridlni patogeny produkuji lipoproteiny (Aliprantis et al., 1999), proteiny
syntetizujici inhibitory, pdrotvorné proteiny, molekuly odpovédné za aktivaci vnitinich
pochodil zptisobujici smrt infikovanych bunék a superantigeny (Lancellotti et al., 2006),
které usti v odpovéd’ ptirozené imunity organismu. Tyto lipoproteiny zplisobuji apoptoézu

monocytl (Aliprantis et al., 2006). Superantigenem mitize byt napiiklad stafylokokovy
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enterotoxin C secernovany bovinnim kmenem Staphylococcus aureus béhem infekce
mlécné zlazy (Kenny et al., 1993). Zanétlivd odpovéd’ organismu vyvoland bakterii
Staphylococcus aureus mnebo Streptococcus uberis spéje k postupnému zvySeni
apoptotickych lymfocyta (Sldma et al., 2009a). Interakce stafylokokovych superantigenti
s T buitkami vedou k jejich aktivaci (Webb a Gascoigne, 1994) a apoptoze (Damle et al.,
1993). Staphylococcus aureus dale secernuje napt. enterotoxin B (Goodyear a Silverman,
2003) a o-toxin zpusobujici apoptézu T bunck in vitro skrze wvnitini cestu vedouci
k apoptoze (Jonas et al., 1994). Avsak role apoptdzy T bunék pii odpovédi organismu
viuci infekci zptisobené bakterii Staphylococcus aureus neni zcela jasna (Carrero
a Unanue, 2006). Enterotoxin B zpisobuje bunéénou smrt T bun¢k pomoci vazby na
receptory T bunck (Sabapathy et al., 1994). Vazba na receptor antigenu u B bunck
zpusobuje rozpad mitochondridlni membrany a aktivuje kaspazy (Goodyear a Silverman,

2003).

Listeria monocytogenes indukuje apoptozu lyzou fagozomalni membrany a vniknutim do
cytosolu, kde vyvold infekci toxinem, listeriolysinem O (LIyO), ktery sama produkuje
(Merrick et al., 1997). Apoptdza lymfocytl zplisobena timto toxinem probihd cestou
zévislou i nezavislou na kaspaze. LlyO zplsobuje apoptéozu lymfocytl spojenou
s aktivaci kaspazy-9 a kaspazy-3 a se ztratou membranového potencialu (Carrero et al.,

2004).

Muramyl dipeptid (MDP) je nejmens$i strukturni jednotka peptidoglykanii
u Gram-pozitivnich bakterii. Po aplikaci do mlécné zlazy dochazi k zanétlivé odpoveédi
organismu (Duarte et al., 1997). Pti jeho in vitro inkubaci s bovinnimi oddaluje jejich
apotozu. Cili MDP reguluje apoptézu bovinnich lymfocyti (Slama et al., 2009a). E.coli,
stejn¢ jako jiné Gram-negativni bakterie, produkuje ze své bunééné stény toxin
lipopolysacharid (LPS). Intramamarni aplikace LPS z E. coli vyvolava zanét mlécné
zlazy stejn¢ jako aplikace MDP. LPS ovliviiuje zivotnost neutrofilii v mlécné Zlaze
(Langrova et al., 2008). V podminkéach in vitro LPS oddaluje apoptézu bovinnich
lymfocytt (Slama et al., 2009b).

Borrelia burgdorferi zptsobuje smrt humannich lymfocyti (Dorward et al., 1997).
Apoptdza lymfocyti zplisobena Borrelia burgdorferi je doprovazena nadmérnou expresi
CD95. Je-li Fas receptor blokovany anti-CD95, pak dochazi k poklesu apoptdzy
(Perticarari et al., 2003).
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Mannheimia haemolytica produkuje RTX proteiny (repeat-in toxin) vyvolavajici
apoptdzu bunék jiz pii nizké koncentraci (Tatum et al., 1998). Pti vysokych koncentracich

ma RTX cytolyticky vliv na bovinni lymfocyty (Stevens a Czuprynski, 1996).

3.7 Cytokiny

Cytokiny ptedstavuji celistvy komplex signalnich proteinli mezi riznymi buitkami, které
jsou esencialni pro rozvoj a regulaci procest ptirozené a ziskané imunity (Feldmann,
2008). Tyto molekuly, diive nazyvany interleukiny, interferony, ristové faktory a faktory
zpusobujici nekrozu nadora (TNF), jsou intenzivné studovany poslednich 30 let (Vilcek
a Feldmann, 2004). Predstavuji velkou skupinu zahrnujici vice nez 100 malych proteint,
které jsou produkovany jak imunitnimi tak neimunitnimi buiikami a které ptisobi lokaln¢
mezi sousedicimi bunikami, aby fidili dilezité biologické procesy jako je zadné€t, imunita,

naprava a novotvorba krevnich kapilar (angiogeneze) (Feldmann, 2008).

Jelikoz cytokiny a jejich receptory predavaji klicové signaly k dilezitym biologickym
procestim v organismu, jakakoliv abnormalita u cytokint, jejich receptorti, nebo odchylka
v signalizanim procesu vytvari Siroky prostor pro rizné varianty onemocnéni.
Anticytokinova 1écba je rychle se rozvijejici obor s vyraznym farmaceutickym dopadem
(Feldmann, 2008). Principem této 1éCby je geneticky vytvofeny protein zaméfeny proti

konkrétnimu cytokinu (Martinkova et al., 2005).

Cytokiny maji diverzni a pleiotropni G¢inky, jelikoz jeden cytokin mize plsobit pfi

imunologickych, hematopoetickych i1 pro-zanétlivych aktivitach (Bukowski et al., 1994).

3.7.1 Rozdéleni cytokinli
Cytokiny lze délit podle vice kritérii. At uz podle historického vyvoje, jak byly postupné

objevovany, jejich struktury nebo funkce. Funkcni rozdé€leni cytokinil je nasledujici:

e Prozanétlivé cytokiny: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, TNF, IFN-y.

e Protizanétlivé cytokiny: IL-1 Ra, IL-4, IL-10, TGF-p.

e Ristové faktory hemopoetickych bunék: I1L-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-11,
IL-14, IL-15, C-CSF, M-CSF, GM-CSF, SCF, LIF, EPO.

e (Cytokiny protilatkové imunity: 1L-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13.

e Cytokiny bunééné zprostredkované imunity: IL-2,IL-12, IFN-a, GM-CSF, LT.

e Cytokiny antivirového u¢inku: IFN-a, IFN-f, IFN-y (Koudelkova et al., 2010).
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3.7.1.1 Prozanétlive cytokiny

Prozéanétlivé cytokiny zplsobuji propuknuti a naslednou stimulaci zanétlivé odpovédi
organismu (Zivna a Zivny, 2004). Jsou Gi¢astny na zanétlivé reakci (Zhang a An, 2007).
Stav nemocného organismu zhorsuji (Dinarello, 2000). Secernuji se od pocatku zanétu
Sirokym spektrem bunék (Zivna a Zivny, 2004), pievazné aktivovanymi makrofagy
(Zhang a An, 2007). V misté¢ zanétu stimuluji antigen prezentujici buiiky (APC)
a endotelie k expresi adheznich molekul. Dochazi k aktivaci, diferenciaci a proliferaci
zanétlivych bunék (Zivna a Zivny, 2004). V dobé zanétu vstupuji do krevniho fedisté
a v jatrech vyvolavaji syntézu proteini akutni faze (Toman et al., 2000). Vyvolavaji
hore¢ku (Zivna a Zivny, 2004). Né&které prozanétlivé cytokiny (IL-1B, IL-6 a TNF-a)
zpusobuji stav patologické bolesti (Zhang a An, 2007).

Tumor nekrotizujici faktor (TNF-a)

TNF-a je klicovy cytokin v patogenezi mnoha chronickych zanétlivych onemocnéni. Jeho
zvysSena hladina je typicka napf. pro Crohnovu nemoc, svrab, revmatoidni artritidu.
Ackoliv TNF-a je nepostradatelny pro aktivaci vrozené a ziskané imunitni odpovédi,
doba trvani imunitni odpovédi a nepfiméfena produkce tohoto cytokinu mize vyvolat
patologické zmény tstici pravé z chronického zanétu a poskozeni tkang. Radi se mezi
primarni cytokiny, €ili je soucasti pfirozené imunity a muze nezavisle vyvolat kaskady
zanéth v tkdnich. Sekundarni cytokiny jsou v kaskad¢ produkovany pozdéji a rozsah
jejich aktivit je oproti primdrnim cytokintim limitovany. TNF-a dale ovliviiuje bunéény
metabolismus, antivirové aktivity, koagulaéni procesy, regulaci rdstu bunék

a insulinovou odpovéd’ (Weinberg a Buchholz, 2006).

3.7.1.2 Protizanétlivé cytokiny

Skupina téchto cytokini je souborem imunoregula¢nich molekul kontrolujicich odpoveéd’
prozanétlivych cytokini (Opal a DePalo, 2000). Jejich snahou je redukovat zanét
a podpofit 1écbu organismu (Dinarello, 2000). Spolupracuji se specifickymi
cytokinovymi inhibitory a rozpustnymi cytokinovymi receptory na regulaci imunitni
odpovédi. Jejich fyziologicka role pfi zanctu a patologicka role pfi systémovém zanétu je

stale vice studovéana (Opal a DePalo, 2000).

Interleukin 4 (IL-4)

IL-4 usmériuje fadu biologickych funkci v organismu. Ridi naptiklad rast, diferenciaci
a apoptozu nékolika typi bunék hematopoetického a nehematopoetického ptvodu.
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Dulezita je jeho uloha pii bézné imunitni odpovédi, kdy IL-4 reguluje ThO bunécnou
diferenciaci. RovnéZz participuje pii pfimé odpovédi Th2 bunék vici parazitické infekcei
(Zamorano et al., 2003). Vyznamny je pii rozvoji alergického zanétu (Steinke a Borish,
2001). Produkuji ho predevsim zirné buiiky, Th2 bunky, eosinofily a bazofily. Tento
interleukin je velmi rozsdhle studovén v souvislosti s imunitnim systémem. AvSak
soucasné poznatky vedou k presvédceni, ze I1L-4 zastdva dilezitou roli také v mozku,

a to pii procesech uceni a paméti (Gadani et al., 2012).

Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 spada do cytokinové rodiny celkem Sesti imunitnich mediatort, kterymi jsou
IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 a IL-26. Tato cytokinovéa rodina, nazvana IL-10
cytokinova rodina, vznikla na zédklad¢ podobnosti ve struktufe a umisténi kodujicich genti
jednotlivych cytokint, jejich primérni a sekundarni bilkovinné struktute a také komplexa
receptort, které jednotlivé cytokiny pouzivaji (Sabat, 2010). IL-10 je spole¢n¢ s TGF-3
a T buiiky (Sabat et al., 2010). Muaze vSak byt produkovan riznymi druhy myeloidnich
1 lymfoidnich bun¢k (Couper et al., 2008). Pusobi skrze transmembranovy receptorovy
komplex a reguluje tim funkce ostatnich imunitnich buné€k. Oslabuje produkci

zanétlivych mediatort a inhibuje antigenovou prezentaci (Sabat et al., 2010).

Transformujici rastovy faktor (TGF-B1)

TGF-B1 dozird na diferenciaci, proliferaci i aktivaci velké spousty bunck (Peralta-
Zaragoza et al., 2001) a na expresi mnoha genti (Ohba et al., 1994). Obecné¢ je ¢inny ve
vice oblastech imunitni odpovédi béhem vzniku infekéniho onemocnéni a rakoviny.
Produkuji ho lymfocyty, makrofagy a dendritické bunky (Peralta-Zaragoza et al., 2001).
Slouzi ke snizeni produkce zanétlivych cytokinti (Fadok et al., 1998). Jedna se o takovy
cytokin, ktery in vitro pisobi predev§im na hematopoetické kmeny bunék a vyvoj
lymfocytl. In vivo je TGF-B1 stézejnim regulatorem pro homeostazu hematopoetického
kmenu bunék, a to diky schopnosti migrace bunék do mista jejich usidleni (homing)

(Capron et al., 2010).
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3.7.2 Cytokiny produkované lymfocyty
Cytokiny produkované lymfocyty se nazyvaji lymfokiny. Pisobi-li tyto latky na jiné typy
bilych krvinek, pouziva se pro n¢€ nazev interleukiny (Kozéak, 2015). Jedna se predevsim

o nasledujici cytokiny.

Interleukin 2 (IL-2)

IL-2 ma Siroké spektrum funkci v imunitnim systému. Majoritni tlohou je regulace
imunitni aktivace a homeostazy. U bunék typu CD4" indukuje expanzi antigen-
specifickych klont skrze proliferaci a anti-apoptoticky mechanismus. ZvétSuje produkce
ostatnich cytokini. Je nezbytny pro vznik subtypti Th1 a Th2 lymfocyt. Pro butiky CD8"
je dulezity ve zvétSeni sekrece cytokinli a pro proliferaci paméti CD8" bunégk.
B-lymfocytim koriguje sekreci protilatek a zajiSt'uje proliferaci, stejné jako NK buitkdm
(Gaffen a Liu, 2004).

Interferon alfa (IFN-a)

IFN-a aktivuje NK buiiky a zvySuje jejich cytotoxickou aktivitu (Jewett a Bonavida,
1995). Jiz tadu let je znamy jako antivirové a protinadorové 1é¢ivo. Regulaci riiznych
cytokinll a jejich receptorii je IFN-a schopen vyvolat imunitni odpovéd’ a poskytnout
efektivni protinddorovou a protivirovou imunitni odpovéd’. Stimuluje vrozenou bunéénou
imunitni odpoveéd’ a poté participuje na jejim pievodu z pocateni vrozené imunitni

odpovédi na efektivni adaptivni imunitni odpovéd’ (Brassard, 2002).

Interferon gama (IFN-y)

IFN-y koordinuje rtiznorodé seskupeni bunécnych programu skrze transkripcni regulace
imunologicky relevantnich gent (Schroder et al., 2004). DokéZze posilit vrozenou imunitu
indukci antimikrobidlnich faktori nebo degradac¢nich drah v ostatnich imunitnich
bunkach (napt. v makrofazich). Pfimo inhibuje replikaci virt a aktivuje imunitni odpovéd’
k jejich eliminaci. Chrani tak organismus pted viry zptisobenou patogenitou a piipadnou

smrti (Bao et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pokusna zvitata a design experimentu

Experimenty byly provedeny na 8 klinicky zdravych jalovicich. Jednalo se o kiizenky
holstynského a ceského strakatého plemene ve véku okolo 18 mésici. Ustajeni bylo
realizovano v certifikované pokusné stdji. VSem jalovicim byla zkrmovéna stejna
standardni krmnd davka po celou dobu experimentu. Mlééné zlazy jalovic byly pied

kazdym dil¢im experimentem bakteriologicky vySetieny.

Zanétliva odpoveéd mlééné zldzy byla vyvolana pomoci muramyl dipeptidu (MDP)
a lipopolysacharidu (LPS). Jednalo se o synteticky derivat MDP (MurNAc-L-Abu-D-
IsoGln, Institut Organické chemie a biochemie Ceské akademie véd, Praha, Ceska
republika), pouzita koncentrace 500 pug ve 20 ml PBS (fyziologicky roztok, phosphate
buffered saline, 0,01 M, pH 7,4, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) na jednu mlé¢nou
zlazu a LPS E. coli, serotyp 0128:B12 (Sigma, Missouri, USA) o koncentraci 5 ug ve
20 ml PBS na jednu mlécnou zlazu. Jako kontrola byl pouzit PBS, a to opét 20 ml na

jednu mlé¢nou Zlazu.

Vsechny mlécné zlazy byly pred vyplachnutim dezinfikovany 70% ethanolem.
Desinfekce byla zamétena piedevsim na okoli zevniho Usti strukového kanalku. Nésledné
byla provedena lavaz pomoci upravenych uretralnich katetri (AC5306CHO06, Porges
S. A., Francie). Po vyvolani zanétlivé odpovédi byly mlééné zlazy vyplachnuty podle
nasledujiciho schématu: prava ptedni — 24 hodin, prava zadni — 48 hodin, leva ptedni —

72 hodin a leva zadni 168 hodin po pouziti piislusného induktoru (PBS/LPS/MDP).

Ziskana suspenze bun¢k byla bakteriologicky vysetiena. Toto vySetfeni bylo provedeno
kultivaci na krevnim agaru s 5 % propranych beranich erytrocytii a aerobni kultivaci pii
37 °C po dobu 24 hodin. Byl stanoven celkovy pocet bun¢k hemocytometrem a vitalita
bunck trypanovou modii. Vitalita bun¢k byla vzdy vyssi jak 97 %. Bunécna suspenze
byla dale odstfedéna po dobu 10 minut pfi 200 g a 4 °C. Bunécna peleta byla nasledné
resusupendovana v 1 ml supernatantu. Buiiky byly adjustovany v mediu RPMI 1640 na

2x10°% v 1 ml.
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4.2 Detekce apoptdzy lymfocytl

Apoptéza byla analyzovdna pouzitim Annexinu V (znacenym FITC — fluorescein
isothiocyanate) a propidium jodidu (PI) (Vermes et al, 1995). Byl pouzit Annexin-V-
FLUOS Staining Kit (Boehringer Mannheim, GmbH, Mannheim, Némecko), kdy bylo
500 pl inkubaéniho pufru smichano s 10 pl Annexinu V a 10 pl PI. Do 400 pl suspenze
bunék bylo pfimichdno 100 pl pracovniho roztoku Annexinu V a PI. Po 15 minutach

inkubace, kterd probihala pti laboratorni teploté, bylo analyzovano 20.000 bun¢k.

K analyze bunék byl pouzit pritokovy cytometr FACS Calibur Apparatus (Becton
Dickinson, Mountain View, California, USA) napojeny na fidici pocita¢ Macintosh
Quadra 650 (Apple Computer Inc., California, USA) vybaveny softwarem
CELLQuest(TM) (Becton Dickinson, Mountain View, California, USA), kterym byly
pofizeny tzv. dot ploty. Tyto dot ploty byly nasledné vyhodnoceny za pouziti softwaru
WinMDI 2.8 (Trotter, 2000).

Ziskana data byla zobrazena na dot plotu s tzv. ,,light scatter parameters*. Tyto parametry

jsou tvoteny:

1. zastinénim ¢idla — parametr ptimo umérny velikosti buiikky — tzv. ,,forward scatter

parameter* (FSC) determinovany na ose x,

2. rozptylem excita¢niho svétla pod thlem 90° — parametr pfimo umérny stupni granulace
cytoplazmy a polymorfii jadra buiky — tzv. ,side scatter parameter (SSC)

determinovany na ose y.

Vznikly dot plot byl generovan pomoci excitaéniho laseru o vilnové délce 488 nm a
vizualizoval regiony jednotlivych typi leukocyta podle jejich parametrii v méfici komote
pratokového cytometru. Zakladni dot plot a dot plot s popisem regiont leukocytii jsou

znazornény na Obr. 1 a 2.
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Obr. 1 Zakladni dot plot ziskany priitokovym cytometrem s parametry FSC a SSC.
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Obr. 2 Dot plot ziskany pritokovym cytometrem s parametry FSC a SSC se znazornenim

regionti jednotlivych leukocytii.
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Podle vySe zminénych parametrii byly nejprve identifikovany jednotlivé typy bunck
metodou dle Van Oostveldt et al. (1999). Poté byl diskriminovan pouze region lymfocyta
a po softwarové zméné os FSC a SSC na osy FL1 a FL3 byla detekovéna pozitivita na
Annexin V a PL. Na téchto dot plotech tak byly pomoci dvojbarevného znaceni
vizualizovany Zzivé, apoptotick¢é a nekrotické neutrofily generované diskriminaci
populace téchto bunék podle pozitivity na Annexin V (FITC+ determinované zelenou
fluorescenci na ose x — FL1 s filtrem o prostupnosti 515 nm) a podle pozitivity na PI (PI+
determinované Cervenou fluorescenci na ose y — FL3 s filtrem o prostupnosti 600 nm)

metodou dle Vermes et al. (1995) (Obr. 3).
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Obr. 3 Dot plot znazornujici Zivé (Annexin V-/PI-), apoptotické (Annexin V+/PI-) a

nekroticke lymfocyty (Annexin V+/PI+).
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V experimentu byly pouzity ndsledujici primarni a sekundarni protilatky pro detekci

receptoru CD44:

CD44 (BAG40A, mouse anti-ovine, VMRD inc. Pullman, Washington, USA) nafedény

1:50 a FITC znaceny IgG3 (SouthernBiotech, Birmingham, USA) natedény 1:100.

Konjugace protilatek pro analyzu v prutokovém cytometru byla provedena nasledovné:

napipetovani protilatek — 50 pl antiCD44,

napipetovani 200 pl bunééné suspenze 2x10°/ml,

piidani koziho séra — 20 pl,

15 minut inkubace pfi laboratorni teploté,

promyti hemolytickym ¢inidlem (3 ml),

odstfedéni — 5 minut, 200 g,
sliti supernatantu,
napipetovani konjugatu — IgG1-R-PE, IgG3 FITC,

inkubace 20 minut v lednici,
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- resuspendace ve 3 ml cellwash roztoku,
- odstfedéni — 5 minut, 200 g,

- sliti supernatantu,

- ptidani 100 pl cellwash roztoku

- aanalyza v pritokovém cytometru.

Nejprve byly identifikovany jednotlivé typy bunék metodou dle Van Oostveldt et al.
(1999). Nésledné byl diskriminovan pouze region lymfocytl a po softwarové zméné osy
FSC na FL2 byly vizualizovany CD44+ lymfocyty generované diskriminaci populace
téchto bunck podle pozitivity na ptislusSny CD determinant (Obr. 4).

Obr. 4 Dot plot znazornujici CD44 pozitivni a CD44 negativni [ymfocyty.
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4.4 Detekce cytokini
Experimenty byly zaméfeny na analyzu téchto cytokinti: TNF-a, IL-4, IL-10 a TGFp1.

Suspenze bunck byly odstfedény a supernatanty jednotlivych vzorkl byly zamrazeny a
uchovavany az do analyz pii —80 °C. Pred analyzou byly vzorky rozmrazeny pfi
laboratorni teploté a koncentrace vyse uvedenych cytokinli byla zjisStovana sendvi¢ovou
metodou ELISA. Pro stanoveni koncentrace cytokinii bylo pouzito nésledujicich

komer¢né dostupnych kiti:

1. Bovine TNF-alpha DuoSet ELISA (R & D SYSTEMS),

2. IL-4 ELISA Reagent Kit, Bovine (Thermo Fisher Scientific),

3. Bovine interleukin 10 ELISA Kit (MyBioSource),

4. Human/Mouse TGF beta 1 ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience).

4.4.1 Postup analyzy TNF-a

1. Nafedéni vazaci protilatky v PBS na pracovni koncentraci. Napipetovani 100 pl
nafedéné protilatky do jamek kultiva¢ni 96 jamkové desticky. Zakryti desti¢ky a inkubace

pfes noc pii laboratorni teploté.

2. Odsati vSech jamek a promyti 3x promyvacim roztokem (400 pl do kazdé jamky).
Kompletni odstranéni tekutiny z kazdé jamky pfi kazdém kroku uvedeného postupu je
nezbytné pro dosazeni spravného vysledku. Po poslednim promyti odstranéni zbyvajiciho
promyvaciho roztoku rychlym tderem plotny jamkami sméfujicimi k filtraénimu papiru

a odsati filtracnim papirem.

3. Pfidani 300 pl fediciho ¢inidla do kazdé jamky plotny. Inkubace pfi laboratorni teploté

minimalné 1 hodinu.

4. Opakovani odsati a promyti podle bodu €. 2. Poté jsou jamky mikrotitracnich desti¢ek

pfipraveny pro piidani vzorkl a standarda.

5. Pfidani 100 pl standardt a vzorkt (dle potieby nafedéné v fedicim ¢inidle) do jamek.

Zakryti jamek plotny a inkubace 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
6. Opakovani odsati a promyvani podle bodu ¢. 2.

7. Ptidani 100 pl detekéni protilatky (nafedéné v fedicim Cinidle) do kazdé jamky. Zakryti
a inkubace 2 hodiny.

38



8. Opakovani odsati a promyvani podle bodu ¢. 2.

9. Pfidani 100 pl pracovniho roztoku Streptavidinu-HRP do kazdé jamky a inkubace

20 minut pii laboratorni teploté v temnu.
10. Opakovani odsati a promyvani podle bodu €. 2.

11. Pfidani 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky. Inkubace 20 minut pfi laboratorni

teploté v temnu.

12. Piidani 50 pl roztoku, ktery ukoncuje reakci predchozich sloucenin, do kazdé jamky.

Jemné poklepéni plotnou pro zajisténi dokonalého promichani.

13. Urceni optické hustoty ihned po pfedchozim kroku, a to pomoci ELISA readru,

pii vinové délce 450 nm.

4.4.2 Postup analyzy IL-4

1. Rozpusténi véazaci protilatky 1:100 v karbonat-bikarbonat pufru pfidanim 110 pl
protilatky do 10,89 ml pufru.

2. Pfidani 100 pl rozpusténé protilatky do kazdé jamky plotny. Zakryti plotny a inkubace

pies noc pii laboratorni teploté.

3. Odsati a ptidani 300 ul blokujiciho pufru do kazdé jamky. Zakryti jamek plotny

a inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

4. Odsati obsahu jamek a pokracovani ve vlastni metodé¢ ELISA.

5. Piiprava standardu nafedénim v fedicim ¢inidle — koncentrace 2000 pg/ml.

6. Nafedéni standardu 1:2 v fedicim CcCinidle, ptfiprava série standardi o riiznych
koncentracich (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml). Pfidani 100 pl standardt a vzorkt do jamek desticky. Zakryti

jamek desticky a inkubace 1,5 hodiny pii laboratorni teploté.

7. Odsati a promyti 3x promyvacim roztokem pouzitim 300 pl tohoto roztoku na kazdou

jamku desticky.
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8. Naredéni detekcni protilatky 1:100 v fedicim cCinidle ptfiddnim 110 pl detekéni

protilatky do 10,89 ml fediciho ¢inidla.

9. Ptidani 100 ul nafedéné detekeni protilatky do kazdé jamky. Zakryti jamek desticky a

inkubace 1 hodinu pii laboratorni teploté.

10. Odsati a promyti jamek, a to 3x, pouZzitim 300 pl promyvaciho roztoku na jamku.

11. Nafedéni Streptavidinu-HRP 1:400 v fedicim ¢inidle pfidanim 30 pl Streptavidinu-

HRP do 12ml fediciho ¢inidla.

12. Pfidani 100 pl nafedéného Streptavidinu-HRP do kazdé jamky. Zakryti jamek

desticky a inkubace 30 minut pii laboratorni teploté.

13. Odsati a promyti jamek, a to 3x, pouzitim 300 pl promyvaciho roztoku na jamku.

14. Piidani 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky. Zakryti jamek a inkubace 20 minut

pii laboratorni teploté v temnu.

15. Zastaveni reakce ptidanim 100 pl ptislusného roztoku do kazdé jamky.

16. Zméteni absorbance pti vinové délce 450 nm.

4.4.3 Postup analyzy IL-10
1. Ptidani 50 pl standardti a vzorkd do kazdé jamky desticky jiz pokrytych protilatkou.

2. Ptidéni 50 pl HRP do kazdé jamky, poté 50ul protilatky do kazdé jamky. Dikladné

zamichani a inkubace 1 hodinu pfi teploté 37 °C.

3. Odsati kazdé jamky a 3x promyti pfidanim 200pl promyvaciho roztoku do kazdé¢ jamky
(po dobu 10 sekund ponechéni promyvaciho roztoku v jamkéch a poté kompletni

odstranéni tekutiny z jamek).

4. Pfidani 50pul substratu A a 50ul substratu B do kazdé jamky a dokonalé promichani.

Inkubace po dobu 15 minut pii teploté 37 °C v temnu.
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5. Pfidani 50pl roztoku do kazdé zjamek. Pfidany roztok zastavi probihajici reakci.

Jemné promichani.
6. Méfeni absorbance, a to do 10 minut, pti vinové délce 450 nm.

4.4.4 Postup analyzy TGFp1

1. Pokryti jamek mikrotitracni desticky (Corning Costar 9018) 100 pl protilatky nafedéné
v pufru (Coating Buffer). Zakryti jamek desticky a inkubace pies noc pii teploté 2 — 8 °C.

2. Odsati jamek a 3x promyti 250 pl promyvaciho roztoku na jamku. Pisobeni
promyvaciho roztoku po dobu 1 minuty pro vyssi u€inek promyvani. Odstranéni veskeré

tekutiny z jamek uderem desticky o filtra¢ni papir.

3. Pouziti blokujiciho roztoku (ELISA/ELISPOT Diluent) nafedéného v deionizované
vodé. Pridani 200 pl do kazdé jamky. Inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teplot¢.

4. Odsati a promyti alesponi 1x promyvacim roztokem.

5. Aktivace vzorkl kyselinou: ptidani 100 pl vzorku k 20 pl 1N HCI. Inkubace po dobu
10 minut pfi laboratorni teploté, poté neutralizovani 20 pul 1N NaOH. Pfi zavérecné

kalkulaci koncentrace vzorkt pouziti fediciho faktoru 1,4.

6. Natedéni standardi v roztoku ELISA/ELISPOT Diluent. Pfidani 100 pl standarda
do pfislusnych jamek. Pfidani 100 pl vzorkd do pfisluSnych jamek. Zakryti jamek

desticky a inkubace po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté.

7. Odsati jamek a 3x — 5x promyti 250 pl promyvaciho roztoku na jamku. Psobeni
promyvaciho roztoku po dobu 1 minuty pro vyssi t¢inek promyvani. Odstranéni veskeré

tekutiny z jamek iderem desticky o filtracni papir.

8. Pfidani 100 pl detekéni protilatky do kazdé jamky. Zakryti jamek desti¢ky a inkubace
po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.

9. Odsati jamek a 3x — 5x promyti 250 pl promyvaciho roztoku na jamku. Psobeni
promyvaciho roztoku po dobu 1 minuty pro vyssi G¢inek promyvani. Odstranéni veskeré

tekutiny z jamek uderem desticky o filtra¢ni papir.

10. Ptidani 100 pl Avidinu-HRP do kazdé jamky. Zakryti jamek desticky a inkubace

po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.
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11. Odsati jamek a 5x — 7x promyti 250 pl promyvaciho roztoku na jamku. Pisobeni
promyvaciho roztoku po dobu 1 minuty pro vyssi t¢inek promyvani. Odstranéni veskeré

tekutiny z jamek uderem desticky o filtra¢ni papir.

12. Pfidani 100 pl roztoku TMB do kazdé jamky. Inkubace po dobu 15 minut

pii laboratorni teploté.
13. Ptidani 50 pl roztoku do kazdé jamky pro ukonceni reakce.

14. M¢teni absorbance pfi vinové délce 450 nm.

Vlastni meéfeni koncentrace cytokini probéhlo na mikrotitracnich destickach
ve spektrofotometru Sunrise (Tecan, Rakousko) a nasledné byla zjisténa koncentrace

cytokinid v programu Kim32 verze 5.15 (Kittrich, 2001).

4.5 Statistika

Absolutni pocty leukocytt, procentické zastoupeni leukocytl, procento apoptotickych
a CD44 pozitivnich lymfocytl a koncentrace cytokint byly prezentovany aritmetickym
primérem a smérodatnou odchylkou. Korelace mezi procentem apoptotickych lymfocyti
a CD44 pozitivnimi lymfocyty je prezentovana korelaénim koeficientem (1?). Statistické
rozdily byly testovany parovym t-testem. Data byla zpracovana programem

STATISTICA 8.0 (StatSoft, 2007).

42



5 VYSLEDKY

5.1 Zéanétliva odpoved’ mlécné zlazy

Intramamarni aplikace PBS, LPS a MDP vyvolala odpovéd mlécné zlazy. Ta byla
charakteristicka zménou celkového poctu bun¢k a diferencidlniho poctu bunék (Tab.
1 a 2). Byl zaznamendn statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) v celkovém poctu
leukocyti mezi PBS a LPS a mezi PBS a MDP po 24 a 48 hodinach po stimulaci mlécné
zlazy. Po 72 a 168 hodinach byl rozdil statisticky nevyznamny.

Tab. 1 Celkovy pocet leukocytii.

Doba po stimulaci Pramér Smérodatna
Pouzity Cinitel mlééné zlazy (105/ml) odchylka
(hodiny)

24 12,6 1,8
PBS (kontrola) 48 4,1 1,7
72 3,1 1,5
168 0,9 0,3
24 47,2 9,8
LPS 48 14,3 6,2
72 5,8 1,7
168 1,4 0,4
24 30,7 6,3
MDP 48 11,1 53
72 4,0 1,8
168 1,5 0,7

V pocatecni fazi zanétlivé odpovédi, tj. 24 hodin po stimulaci mlééné Zlazy, prevazovaly
v bunééné populaci neutrofily nad makrofagy a lymfocyty. Béhem dal§iho prib¢hu
zanétlivé odpovédi se zastoupeni neutrofilll postupné snizovalo. Naopak nartstal podil
makrofagii v bunécné populaci. Statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01)
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v zastoupeni lymfocytli byl zaznamendn mezi kontrolou a pii pouziti LPS, a to 48 a 168
hodin po stimulaci mlécné Zlazy. Procento lymfocytd nartstalo s poklesem podilu
neutrofilti v pribéhu zanétlivé odpovédi. Statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01)
v zastoupeni lymfocytl byl zaznamenan také mezi kontrolou a pii pouziti MDP, ale pouze

168 hodin od stimulace mlé¢né zlazy.

Tab. 2 Diferencidalni pocet leukocytit mlécné zlazy.

Pouzity €initel Leukocyty 24 h 48 h 72 h 168 h

(%+SD) | (%+£SD) | (%+SD) | (%+SD)
Neutrofily 62,5+7,2 | 40,7+15,1 | 22,64+5,8 | 12,3+4,7
PBS (kontrola) Makrofagy 31,7¢9,8 | 37,0£8,9 | 59,8+10,1 | 80,4+13,7

Lymfocyty 58432 | 22,346,9 | 17,6559 | 7.3+1.2

Neutrofily 85,7£8,9 | 80,3+9,1 | 50,7+11,8 | 31,2+8,7

LPS Makrofagy 12,1£1,8 | 14,1£3,4 | 37,4£9,5 | 49,1+£9,5

Lymfocyty 2240,8 | 5.6+1,1 | 11,942,3 | 19,7433
Neutrofily | 80,2+8,5 | 55,145,9 | 30,5+8,9 | 15,9+4,1
MDP Makrofagy | 10,6+3,2 | 26,7+5,6 | 45,7103 | 63,6484
Lymfocyty 9,243,0 | 18,2+4,8 | 23,8+5,8 | 20,5+5,6

5.2 Apoptdza lymfocytil v pribéhu zanétlivé odpovedi

Apoptdza lymfocytii byla zaznamenana béhem zanétlivé odpovédi vyvolané LPS a MDP.
Pti pouziti PBS vSak byla apoptoza lymfocyth rovnéz detekovana. Podil apoptotickych
lymfocytli (Annexin V+/PI+) dosdhl maxima 48 hodin po indukci zanétlivé odpovédi,
a to pii pouziti LPS i MDP. Mezi témito induktory nebyl zaznamenan statisticky rozdil
v procentu apoptotickych lymfocytii. Statisticky vysoce vyznamny rozdil (P<0,01) mezi
PBS a LPS a mezi PBS a MDP byl zaznamenan pravé 48 hodin po stimulaci zanétlivé

odpovédi (Obr. 5).
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Obr. 5 Zastoupeni apoptotickych lymfocytii — porovnani PBS s LPS a MDP.
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5.3 Podil CD44+ lymfocyta v pribéhu zanétlivé odpovédi

Jak je zObr. 6 patrné, doSlo k vyznamnému nariistu (P<0,01) CD44 pozitivnich
lymfocytl jiz v prvnich fazich zanétlivé odpovédi (24 a 48 hodin po stimulaci mlécné
zlazy), a to pfi porovnani kontroly (PBS) s obéma pokusnymi zasahy (LPS a MDP).
Za 72 hodin po stimulaci byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) mezi
kontrolou a pokusnymi zésahy. Rozdil mezi LPS a MDP 48 a 72 hodin po stimulaci
mlécné zlazy byl signifikantni (P<0,05). Pti pouziti LPS byl zaznamenan pozvolnéjsi

pokles procenta CD44+ lymfocytd.
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Obr. 6 Zastoupeni CD44+ lymfocytii — porovnani PBS s LPS a MDP. Kontrola (PBS)

byla stanovena jako 100 %. U pokusnych zasahii (LPS a MDP) je vyjadren procenticky

narust CD44 pozitivnich lymfocyti.
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Pfi experimentech byla zaznamenana stfedni korelace mezi podilem apoptotickych

lymfocyti a CD44+ lymfocyty, a to 24 hodin od stimulace pti pouziti LPS i MDP.

Za 48 hodin po stimulaci zanétlivé odpovédi byla zaznamenana velmi silné korelace mezi

vyse uvedenymi parametry (Tab. 3).
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Tab. 3 Korelace mezi podilem apoptotickych lymfocytic a CD44+ lymfocytu.

Pouzity Cinitel Doba po stimulaci Korelace Statisticka
mlééné zZlazy (r?) vyznamnost
(hodiny)
24 0,591 P<0,05
LPS 48 0,904 P<0,01
72 0,341 -
168 0,301 -
24 0,617 P<0,05
MDP 48 0,920 P<0,01
72 0,418 -
168 0,364 -
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5.4 Produkce cytokinti v pritbéhu zanétlivé odpoveédi mlééné Zlazy

5.4.1 Produkce TNF-a

V experimentech byl zaznamenan nartst (P<0,01) produkce TNF-a pfi pouziti LPS
a MDP v porovnani s kontrolou. Byl zjistén také signifikantni rozdil (P<0,01) mezi LPS
a MDP, kdy LPS stimulovalo produkci tohoto cytokinu vyraznégji (Tab. 4).

Tab. 4 Koncentrace TNF-o. po stimulaci mlécné zlazy pomoci PBS, LPS a MDP.
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5.4.2 Produkce IL-4

Pti analyze cytokinu IL-4 byl zjiStén nartist jeho koncentrace pii pokusnych zasazich
(LPS a MDP) do 48 hodin od stimulace zanétlivé odpovédi. Byl zaznamenan vysoce
signifikantni rozdil (P<0,01) ve prospéch induktoru LPS. Od 72 hodin byl zaznamenéan
pokles koncentrace IL-4. Pii pouziti MDP jiz nebyla 168 hodin po stimulaci koncentrace

IL-4 namétena (koncentrace byla pod detekéni limit metody) (Tab. 5).

Tab. 5 Koncentrace IL-4 po stimulaci mlécné Zlazy pomoci PBS, LPS a MDP.
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5.4.3 Produkce I1L-10

Pti kontrole, ¢ili pti pouziti PBS, nebyl detekovan IL-10 v prib¢hu celého experimentu.
U LPS byl zaznamenan nartist koncentrace IL-10
do 72 hodin od stimulace, stejn¢ jako u MDP. U MDP vsak nebyl detekovan v poslednim
casovém bod¢ (168 hodin). Byl zjistén signifikantni rozdil v koncentraci IL-10 (P<0,05)
ve prospéch induktoru LPS (Tab 6).

Tab. 6 Koncentrace IL-10 po stimulaci mlécné Zlazy pomoci PBS, LPS a MDP.
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5.4.4 Produkce TGF-1

Nejvyssi koncentrace TGF-1 byly naméteny pfi pouziti induktoru LPS. Pfi porovnani
s kontrolou i MDP byl zaznamenan vysoce signifikantni rozdil (P<0,01) s tim,
ze u kontroly a MDP nebyl zjistén tento cytokin 168 hodin po stimulaci zanétlivé
odpovédi. U kontroly, ale i pokusnych zasahi, doslo k nariistu koncentrace do 48 hodin,

poté doslo k jejimu sniZeni (Tab. 7).

Tab. 7 Koncentrace TGF-f1 po stimulaci mlécné zZlazy pomoci PBS, LPS a MDP.
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6 DISKUSE

Experimenty disertace byly zaméfeny na detekci apoptotickych lymfocytt, CD44+
lymfocytii a zéanétlivych cytokinti (TNF-a, IL-4, IL-10, TGFB1), a to po vyvolani

zanétlivé odpoveédi mlécné zlazy pomoci LPS a MDP.

Apoptdza lymfocytlh mize byt ovlivnéna fadou patogennich bakterii (Lancellotti et al.,
2006). Bakterialni infekci zptisobuji jak Gram-pozitivni, tak i Gram-negativni bakterie
(Carrero a Unanue, 2006). Slama et al. (2009¢) uskutecnili experiment na 40 mlécnych
zlazach 10 klinicky zdravych jalovic. Nejprve do vSech mlécnych Zlaz aplikovali
fyziologicky roztok. Po 24 hodindch provedli vyplach prvnich ¢tvrti mléénych Zlaz.
Druhé ctvrté vypléachli za 48 hodin, tieti po 72 hodinach a posledni ¢tvrté vyplachli po
168 hodinach po aplikaci fyziologického roztoku. Takto ziskané vyplachy slouzily jako
kontrolni vzorky. V experimentalni ¢éasti bylo 5 jalovic infikovano Gram-pozitivni
bakterii Staphylococcus aureus. Zbylych 5 zvitat infikovali Gram-pozitivni bakterii
Streptococcus uberis. U vSech jalovic timto byla vyvoldna subklinicka mastitida. Vzorky
byly odebrany po 24 az 168 hodinach. Pomoci priitokového cytometru zjistili, Ze 24 hodin

po intramamarni aplikaci fyziologického roztoku, bakterie Staphylococcus aureus a

v

cvwr

PBS, LPS a MDP. Nejvétsi zastoupeni lymfocytti pak nastalo 72 hodin po stimulaci
pomoci MDP a 168 hodin po stimulaci pomoci LPS.

Apoptdza lymfocytl byla autory detekovana po aplikaci fyziologického roztoku a stejné
tak byla zjiSténa béhem 24 — 168 hodin po stimulaci mléénych Zlaz vySe zminénymi
Gram-pozitivnimi bakteriemi. Vzhledem k tomu, Ze pii pouziti PBS (kontrola) bylo
procento apoptozy prokazateln€ vyssi, autoti usuzuji, ze uvedené Gram-pozitivni bakterie
mohou oddalovat proces apoptozy lymfocyti (Slama et al., 2009c). Tyto vysledky
nekoreluji s vysledky v predkladané praci, kde byl klinicky zdravym jalovicim
intramamarné aplikovan MDP, ktery je soucasti bunétné stény Gram-pozitivnich
bakterii. Vysledkem aplikace byl signifikantni nartst procenta apoptotickych lymfocyta

po 48 hodinach od stimulace mlécné zlazy.
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Escherichia coli je Gram-negativni bakterie, ktera pfi lyze uvoliiuje ze své bunécné stény
do téla hostitele endotoxin LPS (Markey et al., 2013). Tento bakterialni endotoxin dokaze
pozmeénit zivotnost leukocytl mlécné zlazy. Ve své studii se Slama et al. (2009b) zaméftili
na apoptozu bovinnich lymfocytt v in vitro prostiedi vyvolanou pravé pomoci LPS, a to
ve tfech rtiznych koncentracich (0,2; 2,0 a 20ug/ml) za pouziti bunék ziskanych
vyplachem mlécnych Zzlaz jalovic. Zavérem jejich prace je potvrzeni hypotézy, zZe
apoptoza lymfocytl je oddalena piisobenim endotoxinu LPS v in vitro podminkach a dale
také fakt, ze nebyly objeveny zadné signifikantni rozdily mezi pouzitymi koncentracemi
LPS. Ackoli prezentovand prace byla provedena v in vivo podminkéach, po aplikaci
endotoxinu LPS doslo k signifikantnimu néartstu procenta apoptotickych lymfocytt az po
48 hodinach od stimulace mlé¢né Zlazy jalovic. Je tedy mozné, ze endotoxin LPS dokéze
apoptozu lymfocyth oddalit jak v podminkéch prostiedi in vitro, tak v in vivo. Pokud vSak
porovname kontrolu, kde byl pouzit fyziologického roztok, se stimulaci mlécné zlazy
pomoci LPS, je patrné, ze LPS vyvolal zménu v procesu apoptoézy u lymfocytd a doslo
k nartistu podilu apoptotickych lymfocyti, 1 kdyz signifikantni rozdil byl zaznamenan az
po 48 hodinach od stimulace mlécné Zlazy. Zistava tedy otazkou, zda na LPS reaguji
lymfocyty jinak v in vitro podminkach nez v in vivo podminkdch. Musime mit v§ak na
pameéti, Ze in vitro pokusy mohou byt zavadéjici a jedna se pouze o stimulaci bunék s tim
vysledkem, Ze se bunky mohou chovat nebo mohou reagovat néjakym zplsobem.
V mikroenvironmentu tkané je vSak obrovské mnozstvi faktort, které mohou vysledny
efekt bakterii, jejich komponent, nebo toxinl zcela zménit. V mlécné Zlaze je napt. jisté
mnohem komplexngjsi kombinace cytokint, které mohou vyznamné ovliviiovat apoptoézu

riznych bunék, nejenom lymfocyta.

Sladek a RySanek (2009) provedli pokus, kdy na 40 mléénych zlazach 10 bakteriologicky
vySetfenych a zdravych jalovic, zjistovali vliv MDP a LPS na procentické zastoupeni
lymfocytl, neutrofilti a makrofagl. VSechna zvitrata byla nejprve oSetiena fyziologickym
roztokem pro ziskéni kontrolnich vzorkli. O mésic pozdéji bylo 5 jalovicim aplikovano
500 pg MDP a zbylym 5 pak 5 pg LPS. Pocet bunék byl pfi pouziti MDP nebo LPS vyssi
oproti poctu bun¢k ziskanych z mlécné Zlazy, kterd byla oSetiena pouze fyziologickym
roztokem. Cili bun&ena zanétliva odpovéd’ byla signifikantné vyssi pii podani MDP a
LPS oproti aplikaci fyziologického roztoku. Tento fakt byl potvrzen také predkladanou

disertacni praci.
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Zanétliva odpoveéd’ mlécné Zlazy v préaci Sladka a RySanka (2009) byla charakteristicka
také zvySenim procenta neutrofilii. Neutrofily tvofily pfevazujici typ bunék v populaci
bunck ziskanych 24 hodin po aplikaci MDP nebo LPS. Neutrofil bylo o vice nez 80 %
vice za 24 hodin po aplikaci MDP nebo LPS pfi porovnani s vysledkem ziskanym po
pouziti fyziologického roztoku. Béhem 24 az 168 hodin po vyvolani zanétlivé odpovédi
procento neutrofili postupné klesalo, zejména pak v mlééné Zlaze oSetiené
fyziologickym roztokem. Po 168 hodinach po aplikaci doSlo ke zvySeni procenta
makrofagi. Pokles po¢tu bun¢k a zastoupeni neutrofili a zaroven zvySeni procenta
makrofagl vyjadtovali rezolucni fazi zanétu mlécéné zlazy. Procento neutrofilli vyraznéji
a rychleji klesalo po oSetteni fyziologickym roztokem, oproti oSetieni mlécné zlazy
pomoci MDP nebo LPS. Neosetfend mlé¢na zlaza vykazovala vyssi procento makrofagt

nez lymfocyti a neutrofilt.

Zmény v diferencidlnim poctu leukocytli v uvedené praci jsou v souladu s vysledky
predkladané disertacni prace, kdy pii zvySeni procentického zastoupeni neutrofilti

v pozdéjsich fazich zanétu dochazi k nartstu procentického zastoupeni lymfocytt.

V prezentované praci bylo ze ziskanych vysledkl patrné, ze doslo k vyznamnému nariistu
CD44+ lymfocytii po intramamarni aplikaci MDP nebo LPS. CD44 se bézné vyuziva
jako diagnosticky ¢i prognosticky marker nékterych huméannich zhoubnych onemocnéni
(Naor et al., 1997). Receptor CD44 se vyskytuje na mnoha typech bun¢k, které se ti€astni
zanétu. Jedna se naptiklad o neutrofily a makrofagy. VétSina funkci CD44 zavisi pravé
na jeho schopnosti vazat kyselinu hyaluronovou (Ponta et al.,, 1994). Kyselina
hyaluronova reguluje zanét a hojeni tkan¢. Pfi zanétu nebo zranéni tkané je kyselina
hyaluronova signifikantné vice polydisperzni a obsahuje variaci polymert, jejichz funkce
se mohou piekryvat. Pfilnavost molekul CD44 k matrixu kyseliny hyaluronové je zavisla
na kompozici proteina tvorici kyselinu. Endotelidlni buiiky s nedostatkem CD44 jsou
stale schopné vézat kyselinu hyaluronovou a bézné¢ migrovat, a to diky kompenzaci
receptorem RHAMM (receptor for HA-mediated mobility) (Petrey a de la Motte, 2014).
Sladek a RySanek (2009) konstatovali signifikantni nartist procenta CD44+
nevakuoalizovanych makrofagi 24 hodin po aplikaci MDP nebo LPS oproti kontrolni
skupiné za pouziti fyziologického roztoku. Béhem faze rezoluce zanétu autoti pozorovali

pozvolny pokles v celkovém procentickém zastoupeni CD44+ nevakuoalizovanych
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makrofagl. Pokles byl statisticky vyznamny po 48 a 72 hodinach po aplikaci LPS nebo
MDP. Procento CD44+ vakuolizovanych makrofagi bylo po 24 hodinach po podani LPS
nebo MDP niz$i ve srovnani s kontrolni skupinou. B€hem rezolu¢ni faze zanétu mlécné
zlazy doslo ke zvyseni celkového poctu CD44+ vakuolizovanych makrofagh. Langrova
et al. (2008) demonstrovali obdobny trend, avSak jejich experiment byl zamétfen na
neurofily. Pouzili celkem 8 klinicky zdravych jalovic, jejichz mlécné zlazy byly
bakteriologicky vySetieny pfed zapocetim experimentu. Schéma experimentu bylo
obdobné jako u Sladka a RySanka (2009). Intramamarni podani MDP a LPS vyvolalo

zanétlivou odpovéd’ zménami v celkovém poctu a diferencidlnim poctu bunék. Zanétliva

------------

v

fyziologického roztoku. Statistiky prikazné (P<0,01) byly rozdily mezi LPS a MDP
oproti PBS. Poté autofi zaznamenali pozvolny pokles celkového poctu neutrofild u vSech
neutrofily nad lymfocyty a makrofagy. Rezolu¢ni faze zanctu probchla rychleji u
kontrolni skupiny, nez tomu bylo u skupin s pouzitim induktortt LPS a MDP. Apoptozu
neutrofilii zminény kolektiv autori zaznamenal u vSech pouzitych induktord.
Maximalnich hodnot bylo dosaZeno po 72 hodinach, kdy k nejvétsimu nartstu doslo u

kontrolni skupiny.

.....

neutrofilti. Zatimco podstatné nizsi pocet (P<0,01) jich zaznamenali po 24 hodinéch, 48
hodinach (P<0,05) a 72 hodinach (P<0,01) po aplikaci LPS a MDP. V porovnani s LPS
a MDP, Langrova et al. (2008) zjistili statisticky pritkazné (P<0,01) niz8i pocet CD44+
neutrofili 168 hodin po aplikaci PBS. Béhem vsech pokusnych period za pouziti MDP,
signifikantn¢ koreloval pocet CD14+ neturofili s poctem CD44+ neutrofild. U LPS
k zavéru, ze pocet CD44+ neutrofild je béhem iniciacni faze zanétu nizky a nejevi se jako
marker pro aktivaci neutrofilli. Z vysledkii prezentované prace takovyto trend u

lymfocytli nevyplynul. Nejvétsiho poctu CD44+ lymfocyti bylo dosazeno prave

.......
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Cytokiny jsou malé signalni bilkoviny, které mohou byt produkované riznymi typy
bun¢k. V organismu plni funkci signdlli intracelularni komunikace. Takovato
komunikace probiha napt. pravé béhem zanétu (Belardelli a Ferrantini, 2002). Klicovym
prozanétlivym cytokinem, aktivujicim vrozenou i ziskanou imunitni odpovéd’, je TNF-a
(Weinberg a Buchholz, 2006). Jedna se o vyznamny cytokin pii koliformnich mastitidach,
jelikoz indukuje syntézu haptoglobinu a zaroven vyvolava vyplaveni neutrofilii
z krevniho teCiste¢ do tkani a aktivuje neutrofily (Blum et al., 2000). Pii pfirozené se
vyskytujici koliformni mastitidé, experimentadlné vyvolané mastitidé pomoci bakterie
E. coli a pti intramamarnim podani LPS dochézi ke zvySené hladiné tohoto cytokinu
v mléce a v séru (Hisaeda et al., 2001). V predkladané praci doslo k maximalni produkci
TNF-a 24 hodin po aplikaci LPS. Po 48 hodinach hladina zna¢né klesla, avSak stale byla

vysS§i v porovnani s kontrolou.

Pfi mastitidé vyvolané Gram-pozitivni bakterii Staphylococcus aureus, produkce TNF-a.
neni kontinualni. Hladina tohoto cytokinu se v tomto piipad¢ zvedne pouze na kratkou
dobu po bakteridlni infekci a poté prudce klesa (Yokomizo et al., 1995). Yokomizo et al.
(1995) provedli experiment, kde aplikovali rizné exoproteiny produkované bakterii
Staphylococcus aureus na mononuklearni buniky z periferni krve. Periferni krev ziskali
celkem od 3 zdravych telat ve véku 4 az 7 dni. Vyizolovali zni neadherujici
mononukledrni buiiky, které stimulovali pomoci riznych stafylokokovych toxint.
Vyhodnoceni bun¢k probéhlo pomoci prutokové cytometrie. Hodnoty TNF-a a IFN-y
byly detekovany pomoci sendvicové ELISA metody. Nejvetsi nartist mononukledrnich
bunék nastal po 72 hodinach stimulace pti koncentraci 100 ng/ml u vSech pouzitych
toxini. Rzné toxiny vyjadfovali optimalni reakci pifi riznych koncentracich.
Mononukledrni bunky stimulované stafylokokovymi toxiny o koncentraci 100 ng/ml
vykazovali zvySenou produkci IL-2 a TNF-a a nizsi produkei INF-y. Nejvyssi produkce
cytokini IL-2 a TNF-a bylo dosazeno 48 hodin po stimulaci. Poté nastalo pozvolné
klesani az do 96. hodiny po stimulaci. Naopak, zvySujici se hladina cytokinu INF-y byla
zaznamenana pii prodlouzeni stimula¢ni doby nad 96 hodin. Pfi stimulaci bunék
odstupniovanymi koncentracemi toxinli po dobu 48 hodin autofi zjistili, Ze produkce
jmenovanych cytokinii mize byt vyvoldna jiz pii koncentracich od 10 do 100 pg/ml.
Nejvyssi produkce IL-2, TNF-a a INF-y bylo dosazeno pii koncentraci 100 ng/ml.

Vysledky dosazené autorskym kolektivem Yokomizo (1995) se shoduji s vysledky

v predkladané préci. K nejvyssi produkci TNF-a doslo 24 hodin po stimulaci pomoci

56



MDP. Po 48 hodinéach nastal pokles. Koncentrace TNF-a dosazené po 72 a 168 hodinach

byly nizké natolik, Ze nebylo mozné detekovat jejich hodnoty.

IL-4 je prozanétlivy cytokin, ktery se podili na pfimé odpovédi Th2 bunck viici
parazitické infekci (Zamorano et al., 2003). Je stézejni také pii bakteridlni infekci, kdy
udrzuje rovnovazny stav organismu béhem jeho zanétu a imunitni odpovedi (Schook
a Tumbleson, 1997). Je zndmo, ze 1L-4 tidi také apoptdzu nekterych bunék (Zamorano et
al., 2003). Vzhledem k dosazenym vysledkim v této disertani praci, lze usuzovat,
ze IL-4 se podili na regulaci apoptdzy lymfocyta v pribéhu zanétu mlécné Zlazy, jelikoz
nejvyssi produkce tohoto cytokinu nastala 48 hodin po stimulaci, coz odpovida

maximalni apoptdze lymfocytl v prib&hu zancétu vyvolaného pomoci LPS a MDP.

IL-10 je rovnéz prozanctlivym cytokinem. Jeho produkce makrofagy miize byt
stimulovana nékterymi bakteridlnimi patogeny (Sing et al., 2002). Delogu et al. (2001)
vyslovili hypotézu, ze zvySend produkce cytokinu IL-10 je spojena s apoptdzou

lymfocytl. IL-6 naopak apoptdézu T bun€k inhibuje (Atreya et al., 2000).

Sipka et al. (2013) zkoumali produkci cytokini v mléce a v séru, a to na 6 holstynko-
friskych dojnicich. Levou pfedni a ob€ zadni ¢tvrté kazdé dojnice infikovali bakterii E.
coli. Prava predni ctvrt’ pak slouzila jako kontrola. Po 4 hodinach od aplikace E. coli byly
ob¢ zadni Ctvrté kazdé dojnice 1é€Ceny antibiotiky. Vzorky mléka a krve byly odebrany
jesté pred samotnou bakteridlni aplikaci kazdych 48 hodin a po aplikaci kazdych 6 hodin.
Po zacatku 1écby pak kazdé 4 hodiny. Koncentrace cytokint byly zjistovany metodou
ELISA. Zavérem bylo, ze pouze mlé¢ko ze Ctvrti, které byly infikovany a neléceny,
vykazovalo zvySeny obsah cytokint IFN-y, IL-1f a IL-10. IFN-y zacal nabyvat na
hodnotéach 24 hodin po stimulaci a maxima doséhl za 36 hodin. IL-10 byl méfitelny 18
hodin po aplikaci a zlistaval ve stejné koncentraci az do 36 hodin po stimulaci. Poté jeho
hladina klesla, ale byla stale métitelna. V 1é€enych Ctvrtich nebo Ctvrtich, které nebyly
infikovany, byly hodnoty cytokinti IFN-y, IL-1f a IL-10 velmi nizké, nebo nesly
detekovat viibec. Pouze IL-4 byl méfitelny v mléce ze ¢tvrti, kterd byla 1é€ena. Infikované
byla naméfena po 36 hodinach od aplikace.

V piedkladané praci bylo po stimulaci pomoci LPS dosazeno maximalnich hodnot 1L-4

48 hodin po aplikaci. S ¢asem jeho hladina klesala. Zatimco IL-10 nabyval na hodnotach,
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kulminoval 72 hodin po aplikaci, poté prudce klesal. Luan et al. (2012) vSak uvadi,
ze LPS mize tlumit produkci IL-4.

Po stimulaci pomoci MDP dosahl IL-4 v prezentované praci svého maxima rovnéz
48 hodin po aplikaci, stejn¢ jako tomu bylo u induktoru LPS. IL-10 maxima dosahl také
az po 72 hodinach po aplikaci. Hodnoty obou cytokint byly vyssi ve srovnani s kontrolou,

avsak jejich hodnoty byly pomérmné nizké.

Hessle et al. (2000) stimulovali monocyty 9 darct 7 Gram-negativnimi
a 7 Gram-pozitivnimi bakteriemi. Ve své praci se zaméfili na koncentrace IL-10 a IL-12
v séru mononukledrnich bunék periferni krve. Stanoveni bylo provedeno sendvicovou
metodou ELISA. Po 24 hodinéch od stimulace byly hladiny IL-10 a IL-12 nejvyssi.
Bez ohledu na pouzitou koncentraci bakterii, Gram-pozitivni bakterie vyvolaly vyssi
produkci IL-12 v porovnani s Gram-negativnimi bakteriemi. Naopak, Gram-negativni
bakterie vice stimulovali produkci IL-10 v porovnani s Gram-pozitivnimi bakteriemi.
Ke stejnému zavéru autofi dosli pii vSech pozitych koncentracich. V predkladané
disertacni praci byla produkce IL-10 také vyssi pii pouziti LPS Gram-negativni bakterie

E.coli oproti MDP.

w1

infekéniho onemocnéni (Peralta-Zaragoza et al., 2001). Po stimulaci LPS zacala jeho
koncentrace v piedkladané praci stoupat. Maxima doséhla po 48 hodinach. Nasledoval
pozvolny pokles. Po stimulaci MDP bylo maxima rovnéz dosazeno po 48 hodinach, avsak
hodnoty TGF-B1 byly prokazatelné nizsi ve srovnani s LPS. Stejné tak Cross et al. (2004)
zaznamenali, Ze dochazi k rozdilné produkci, nejen TGF-B1, po stimulaci Gram-
pozitivnimi nebo Gram-negativnimi kmeny bakterii. Autoii k tomuto zavéru dosli tim
zpusobem, ze infikovali myS$i monocyty a makrofagy Gram-pozitivnimi
a Gram-negativnimi kmeny bakterii. Koncentrace cytokinti 1L-10, IL-12, IL-18, IFN-a,
TNF-a a TGF-B stanovili metodou capture ELISA. VSechny jimi méfené cytokiny
s casem zvySovaly svou koncentraci kromé IL-18. Po 16 hodinach byly hladiny cytokint
vy$§i v porovnani s hladinami dosazenymi po 8 hodinach. Po aplikaci Gram-pozitivnich
bakterii doSlo k sekreci IL-12 a TNFa, ale ne IL-10, zatimco u Gram-negativnich bakterii
se zvysila sekrece IL-12, TNFa a IL-10. Hodnoty IL-12 a TNFa vyvolané¢ Gram-
negativnimi bakteriemi byly v priméru 3x — 5x vyss§i nez hladiny téchto cytokinl po

stimulaci Gram-pozitivnimi kmeny bakterii.
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Apoptoza leukocytil je pomérne hojné€ studovana, a to nejen u mlééné zlazy. V literatuie
je mozné najit mnoho informaci tykajicich se apoptdzy neutrofilli, zatimco o apoptodze
lymfocytt je toho zndmo vyrazné méné. Nékteré procesy vsak mohou probihat obdobné
u riznych bunék, a proto pfi studiu apoptdzy lymfocytii mizeme vychazet i z poznatkii o

neutrofilech, pfipadn€ i o jinych bunikach.

Apoptdza neutrofili miize byt oddalena pomoci riznych cytokini. Nejvyznamnéji
programované bunécné smrti téchto bun€k zabranuje predevsim IL-2, IL-6, IL-8, IL-1p
a IFN-y (Colotta et al., 1992). Dokézi ji brzdit také nckteré rastové faktory jako je
GM-CSF (Branch et al., 1992), G-CSF (Cox et al., 1992) a NGF (Kanan et al., 1992).
V in vitro (Colotta et al., 1992), ale také v in vivo podminkach byla prokazana inhibice
apoptozy neutrofili za pouziti LPS (Yamamoto et al., 1993). Naopak, cytokin TNF-a
(Colotta et al., 1992) a IL-10 apoptozu téchto bunc¢k dokazi vyvolat (Cox, 1996). Jednim
z biochemickych projevii apoptdzy je translokace fosfatidylserinu z vnitini na vnéjsi
stranu cytoplazmatické membrany. Tento tzv. eat-me signal zachyti receptory fagocyti,
2010). V prezentované praci doslo ke zvySeni produkce téchto cytokinti 48 a 72 hodin po
stimulaci mlé¢né Zlazy, coZz navazuje na projevy apoptozy u lymfocyti, které byly
zaznamenany nejvice pravé 48 hodin po stimulaci s tim, ze apoptéza byla detekovana
Annexinem V, ktery prokazuje translokaci fosfatidylserinu. S apoptdézou lymfocyta
pravdépodobné souvisi také exprese receptoru CD44, ktery byl v maximu zaznamenan
do 48 hodin po stimulaci mlééné Zlazy. Byla zjiSténa pozitivni korelace mezi apoptézou

a expresi CD44 na lymfocytech u obou induktord (LPS 1 MDP).

Je znamo, Ze 1 nékteré bakterie vyvolavaji apoptézu neutrofild, a to i nepfimo tak,
ze stimuluji neutrofily k produkci IL-8 a TNF-a (Oliveira et al., 1999). Z dosazenych
vysledkil v predkladané praci je patrné, ze po 24 a 48 hodinach po aplikaci LPS i MPD
byly pocty neutrofilii nejvyssi a s Casem jejich pocet postupné klesal. U lymfocyti byl
pii pouziti LPS trend opacny, €ili jejich pocet postupné s asem nariistal. Induktor MDP
zpocatku také vyvolal postupné zvySovani poctu lymfocyti, ale jen do 72 hodinach
po aplikaci. Po 168 hodinach doslo k poklesu po¢tu lymfocytt. V dobé nejvyssiho poctu
neutrofilt (tj. 24 a 48 hodin po aplikaci obou induktoril), byla také zaznamendna nejvyssi
produkce cytokinu TNF-a. Mizeme se tak domnivat, ze v dobé 24 a 48 hodin po stimulaci

mlécné zlazy induktory, kdy pocet neutrofilii byl nejvyssi a tim padem také produkce
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TNF-0, byla apoptoza lymfocytii vyvolana praveé cytokinem TNF-a, stejné, jako je tomu
u neutrofill. Skutec¢nost, ze jsou neutrofily mlécné zlazy schopné produkovat TNF-a po
stimulaci bakteridlnimi toxiny (konkrétné¢ LPS) popsali Sohn et al. (2007). Lim et al.
(2011) se na zaklad¢ vysledka své studie, kterou provedli na 17 pacientech s chronickou
obstrukéni plicni nemoci, domnivaji, Ze zvySena produkce cytokinu TNF-a ma
za nasledek apoptdézu lymfocyti. Jini autofi popsali, ze TNF-a vyvolava apoptdzu
u lymfocytii jak u novorozenych déti, tak u starych lidi (Aggarwal et al., 1999; Aggarwal
et al., 2000; Gupta, 2002). I kdyz Katsikis et al. (1995) ve své¢ studii tvrdi, ze TNF zadné

zvySeni apoptozy T bunck nevyvolava.

Apoptdza, stejné jako rist a diferenciace bun€k, je majoritné fizena cytokiny (Naka et al.,
1998). Lenardo et al. (1999) hovoii o dvou hlavnich formach apoptézy T bunék, a to
fizenou antigeny nebo zplisobenou absenci lymfokinti. Obé tyto formy fizené bunécné
smrti fidi IL-2 a jeho antigen. Je-1i apoptoza fizena antigeny, dochazi zaroven k expresi
cytokini FasL a TNF. TGF-B zvySuje produkci TNF-a pomoci CD4+ a CD8+ bunéck
(Gray et al., 2001) a zaroven zrychluje aktivaci vyvolanou bunécnou smrt nékterych T
bun¢k. TGF-B1 po aktivaci pomoci anti-CD3 inhibuje apoptézu T bunék (Genestier et al.,
1999). Zheng et al. (2002) tvrdi, ze zvySena produkce TGF- ma spojitost se snizenou
produkci IFN-a a IL-10.

Aleksza et al. (2002) zjistili, Ze u pacientl s kozni dermatitidou CD4+ a CD8+ T bunky
produkuji, v porovnani s CD4+ a CD8+ T buiitkami zdravych jedinct, vice IL-13 a IL-10,
nikoliv vSak IL-4, coz muze vyvolat snizenou produkci IFN-y. Na tomto piikladu
muzeme vidét, jak slozita je cytokinova sit’ v pribehu riiznych onemocnéni. V prabehu
zanétu mlécné zlazy bude jisté¢ fungovat spousta podobnych zakonitosti a vztahii mezi

jednotlivymi buitkami a jimi produkovanymi cytokiny.

Naka et al. (1998) dosli k zavéru, ze IL-2 nebo IL-4 dokaze nejen redukovat apoptozu
thymocytt, ale i samotny pocet zivych thymocytil zvysit. Rovnéz Veenstra et al. (2008)
potrdili spojitost produkce IL-4 s apoptéozou T lymfocytd. IL-4, IFN-a a IL-10 reguluji
expresi Bcl-2 bilkovin v B buiikach chronické lymfocytarni leukémie. Je tak usuzovano,
ze IL-4 zabranuje spontanni a hydrokortikoidy vyvolané bunécné smrti u B bunck
chronické lymfocytarni leukémie tim, Ze zvySuje hladinu Bcl-2 proteinu (Danescu et al.,
1992) nebo také svym blokovanim ukonceni produkce Bcl-2 proteinu (Panayiotidis et al.,

1993). IFN-a chrani B buiiky chronické lymfocytarni leukémie pied apoptozou. Jewell et
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al. (1994) objevili, ze IFN-a fidi Bcl-2 expresi v B buiikdch chronické lymfocytarni
leukémie a tim je chrani ptfed apoptézou vyvolanou kortikoidy nebo gama zafenim.
Chaouchi et al. (1994) zase tvrdi, ze IFN-a chrani pied spontanni apoptdzou tyto bunky
v in vivo prostiedi skrze Bcl-2 bilkoviny. Mechanismus Bcl-2 bilkovin zastava klicovou
roli také pfi vyvolani apoptozy, kdy IL-10 zvySuje spontdnni apoptdézu u B bunék
chronické lymfocytarni leukémie, a to tim, Ze snizuje obsah Bcl-2 bilkoviny (Fluckiger
et al., 1994). Co se tyce T bunék, jejich apoptéozu dokaze vyvolat napt. mnoho HIV-1
bilkovin (Ahr et al., 2004). Ahr et al. (2004) se ve své praci zaméfili na bilkovinou Env
(envelope glykoproteins), kdy potvrdili, ze tato bilkovina indukuje programovanou
bunécénou smrt u lymfocytl v in vitro prostiedi. Aktivace Fas (CD95) vede k produkci
cytokinl nebo také i k indukci apoptozy T bunck. CD4+ a CD8+ T lymfocyty HIV
pozitivnich pacienti v in vitro prostiedi podléhaji apoptéze vice nez tyto builkky u

kontrolni skupiny (Katsikis et al., 1995).

Do procesu apoptdzy konkrétnich subtypl lymfocytii zasahuji také Treg lymfocyty. Tyto
bunky reguluji imunitni reakce tak, aby probihali adekvatnim zplisobem. Napt. pfi
sttevnim zanétu u mysi Tree lymfocyty indukuji apoptézu CD4+ efektorovych T bunék, a

to v in vitro i in vivo prostiedi (Pandiyan et al., 2007).

Gram-pozitivni bakterie Listeria monocytogenes zpusobuje apoptozu lymfocytlh pomoci
listeriolysinu O (LLO). Aktivované lymfocyty jsou vi¢i nému vysoce vnimavé (Carrero
et al., 2004). Carrero et al. (2004) zjistili, ze mysi, u kterych byl deficient L. typu IFN
receptoru, byly rezistentnéjsi vici infekci zptisobené bakterii Listeria monocytogenes a
méli méné apoptotickych 1€zi v porovnani s divokymi mySmi. Daéle zjistili, ze
rekombinantni IFN-a zlepSuje odolnost lymfocytli pfed apoptézou vyvolanou prave
pomoci LLO. Autofi usuzuji, Ze typ I IFN je pro bakterie Skodlivy a mize zvySovat
citlivost lymfocyt viici apoptdze jako odpovedi na bakterialni toxiny. Argumentuji tim,
ze IFN typ I je, pti bakterialni infekci vyvolané vySe zminénou bakterii, secernovan velmi

brzy a dochazi tak ke zvysené citlivosti lymfocyt viici apoptdze.

61



7 ZAVER

Disertacni prace byla zaméfena na studium pribéhu zanétlivé odpovédi mlécné zlazy
jalovic, a to konkrétné apoptdzy lymfocyti, expresi receptoru CD44 na lymfocytech a na

analyzu zanétlivych cytokinit TNF-a, IL-4, IL-10 a TGFB1.

Zanétliva odpovéd’ byla v mlécné zlaze klinicky zdravych jalovic vyvoldana pomoci
lipopolisacharidu E. coli a syntetického derivatu muramyl dipeptidu. Po vyvolani
zanétlivé odpovédi byly mlécné zlazy vyplachnuty za 24, 48, 72 a 168 hodin po aplikaci
uvedenych induktorii. Apoptéza lymfocyti a exprese CD44 byla zjiStovana pomoci
pritokového cytometru; produkce jmenovanych zanétlivych cytokini byla analyzovana

metodou ELISA.

Z celkového poctu bunék ziskanych z lavazi bylo patrné, Zze v mlééné Zlaze probéhla
zanétliva odpoveéd’. U diferencidlniho poc¢tu bunck byl nejprve zvysen podil neutrofilii a
v pozd¢jsi fazi nastal narast podilu lymfocytl. K nejvétsimu vyskytu apoptdzy doslo 48
hodin po stimulaci mlé¢né Zlazy. Receptor CD44 byl u lymfocyti detekovan v nejvetSim
mnozstvi za 24 a 48 hodin po aplikaci induktort, poté s Casem exprese tohoto receptoru
na lymfocytech klesala. Koncentrace cytokinu TNF-a byla nejvyssi 24 hodin po stimulaci
skupiny. Pfi analyze cytokinu IL-4 byl zjistén nartst jeho koncentrace pii obou
pokusnych zasazich (LPS a MDP) do 48 hodin od stimulace zanétlivé odpovédi. Nartst
koncentrace IL-10 byl zaznamendn do 72 hodin od stimulace, a to obéma induktory.
Nejvyssi koncentrace TGF-B1 byly naméteny pii pouziti induktoru LPS. U kontroly, ale

1 pokusnych zasahti, doslo k nartistu koncentrace do 48 hodin, poté doslo k jejimu sniZeni.

Zaverem je, ze receptor CD44 ma pravdépodobné spojitost s apoptézou lymfocyti, kterou

mohou vyvolévat cytokiny pouzité v této praci.

Z vysledki predkladané prace vyplyva, ze je nutny dalsi vyzkum v této oblasti, ktery by
mohl byt zaméfen na analyzu apoptdzy a receptoru CD44 u jednotlivych podskupin
lymfocytt (napt. T buné¢k, B bunék, yo T lymfocytl); na badani v oblasti cytokinové sité
a Ucinkl cytokinll na prib¢h Zivota a smrti bunek mlécné zlazy, popt. na dalsi receptory

na lymfocytech a na jejich souvislost se zdnétlivou odpovédi mlécné Zlazy.
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