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ABSTRAKT:

Tato bakalarska praca je zamerana na apoptézu mononuklearnych buniek a makrofagov
mlie¢nej zlazy hovéddzieho dobytka. V prvej Casti st opisane mononukledrne bunky.
Monocyty sa rychlo dostavaju z krvi do tkaniv a diferencujii sa na makrofagy.
Makrofagy st profesionalne fagocyty. Ich vyznam spociva v imunitnej odpovedi
organizmu. Reaguju na antigény a svojou Cinnostou sa snazia odstranit’ zdroj tohto
antigénu. Taktiez odstrafiuji staré anepotrebné bunky. DalSia ast je zamerana
na apoptozu. Opisuje mechanizmus jej biochemickych, morfologickych a genetickych
procesov. Apoptéza je prirodzena anevyhnutnd, bez nej nemdze zivot existovat.
Mlie¢na zlaza hovddzieho dobytka je casto infikovana baktériami, o spOsobuje
zapalové ochorenie zndme ako mastitida. Mastitida je zdvazny klinicky a subklinicky
stav, ktorym mozu kravy trpiet, taktiez spdsobuje nemalé¢ ekonomické straty. Tato
bakalarska praca popisuje procesy apoptéozy mononuklearnych buniek a makrofagov,
ktoré prebiehaju v mliecnej zl'aze hovddzieho dobytka za Ucelom lepSieho pochopenia

priebehu choroby a jej tspesného lie¢enia.
KEUCOVE SLOVA:

apoptéza, mononuklearne bunky, monocyt, makrofdg, mlie¢na Zl'aza hovéddzieho

dobytku



ABSTRACT:

This bachelor thesis is aimed on apoptosis of mononuclear cells and macrophages
in bovine mammary gland. The first part is about mononuclear cells. Monocytes can
quickly migrate from blood to tissue and differentiate to macrophages. Macrophages are
professional phagocytes. They have significant role in immunity respond. These cells
react on every antigen and they remove source of this antigen and also remove old and
unuseful cells. Next part is about apoptosis. Apoptosis as known as programed cell
death. In this part is described morphology, biochemistry and genetics of programed
cell death. Apoptosis is completely natural way of dying, without it live cannot exist.
Bovine mammary gland is often attacked by staphylococcus and other bacteria. Result
of these attacks is in most cases mastitis, inflammatory disease. Mastitis causes serious
health danger for cows also causes economical and finance lost in dairy farms. Thesis
describes understanding of these processes in order to improve knowledge and battle

against inflammatory diseases.
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1 UVOD

Apoptodza (z gréc. apoptosis — padanie) alebo prirodzena bunkova smrt), je dolezity
a nevyhnutny proces, pri ktorom dochadza k odstraneniu nepotrebnych ¢i starych
buniek. lde o zanik buniek bez negativneho efektu na okolité prostredie. Je to prisne
regulovany mechanizmus, pri  ktorom prebiehaja charakteristické biochemické

a morfologické procesy. Apoptdza hra vyznamnu rolu v imunitnej reakcii organizmu.

Mononuklearne bunky st doélezitou stcastou nespecifickej imunity. Monocyty
maju schopnost’ prestipit’ z krvi do tkaniv a diferencovat’ sa na makrofagy. Makrofagy
maji schopnost’ fagocytézy. Fagocytovany materidl na jednej strane modze byt
uzitoénym zdrojom stavebnych komponentov, na druhej strane v mnohych pripadoch
predstavuje hrozbu, ktort je nutné zabezpecit' tak, aby neohrozovala organizmus. Preto
tieto bunky, casto podliehaji apoptéze, kde na rozdiel od nekrézy nedochadza
k vyla€eniu bunkového obsahu do okolia. VSetok bunkovy obsah je bezpecne

“zabaleny* do apoptotickych teliesok.

Zapal mlienej Zlazy alebo mastitida, je vaznou zdravotnou zat'azou. Preto sa
na nu zameriavaju vedecké a odborné stadie. V chovoch posobi nemalé ekonomické
straty rozsahu 5 az 24 % Tak ako v kazdom ochoreni aj tu hra imunitna odpoved

dolezita tilohu a s nou spojené aj mononuklearne bunky a ich osud v organizme.

Vzhladom k vysSie popisanym faktom vyznamnosti tejto témy je cielom mojej
bakalarskej prace spracovanej na tému “apoptéza mononukledrnych buniek
a makrofagov mliecnej Zl'azy hovédzieho dobytka* podrobne preStudovat’ dostupné
literarne zdroje a zoskupit’ najnovsie poznatky v tejto oblasti. Bakalarska praca tak bude
moct’ poskytnut’ ucelené informacie v oblasti apoptéozy mononuklearnych buniek

a makrofagov mlie¢nej zI'azy hovddzieho dobytka.



2 LITERARNY PREHIAD

2.1 Mononuklearne bunky

Mononuklearne bunky taktiez zname ako lymfocyty, monocyty a makrofagy su
funk¢ne heterogénnou populaciou imunitnych buniek (Toman a kol., 2000). Krvné
monocyty maju povod v kostnej dreni. Potom z nej vstupia do cirkulacie v krvi. Tieto
bunky d’alej cirkulujua v Krvi, neskor prestipia do tkaniv a stant sa z nich rezidentné
tkanivové makrofagy. Tieto bunky mdzeme nazvat’ mononuklearne fagocyty (MF).
MF zdiel'aju niekol’ko vlastnosti, napriklad: morfologiu a ultraStruktiru sledovatel'nti
pomocou svetelnej a elektronovej mikroskopie, expresiu enzymov (neSpecificka
esteraza, lyzozomalne hydrolazy a ektoenzymi), nespecificky prijem castic
a Specifické endocytické receptory. Spolu tieto bunky tvoria mononukledrny

fagocytovy systém (Hume a kol., 2002).

2.1.1 Krvné monocyty

Monocyty su sucastou nesSpecifickej imunitnej reakcie. Jadro je oblickového
tvaru. Ich vyskyt v periférnej krvi hoviadzieho dobytka sa pohybuje od 2 do 10 %.
V organizme zastavaju niekol’ko uloh: dopliiuji makrofagy, reaguji na zépalové signaly

(Takacikova, 2014).

Monocyty reaguji rychlo na zdpalové signdly. Do miesta z4palu sa dostanu
priblizne za 8 az 12 hodin, kde sa d’alej diferencuji na makrofagy alebo denritické

bunky ktoré vyvolavaju imunitna reakciu (Swirski a kol., 2009).

Monocyty reprezentuji doleziti Cast’ hostitel'ovej imunitnej obrany. AvsSak ich
nadmerna koncentracia moze byt Skodliva a zhorSovat’ niektoré choroby ako napriklad:

arteriosklerdza, artritida, a skler6za multiplex (Parihar a kol., 2009).
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Subpopulédcie monocytov mozeme delit’ na zéklade diferenciacnej skupiny (CD).
Doteraz boli popisane Styri subpopulacie monocytov periférnej Krvi prasiat. Prasacie
monocyty maju vysoku expresiu CD172a. Na zdklade CD14, CD163, a SLA — DR
(monoclonal antibody) expresie moézeme rozdelit prasacie monocyty dalSie
subpopulacie (Chamorro a kol., 2005; Ondrackova a kol., 2010). Molekula CD14,
vyskytujica sa na monocytoch vykazuje schopnost’ vazby LPS (lipopolysacharid) (Sanz
a kol., 2013). Tieto subpopulacie sa vyvijaji behom iniciacnej fazy diferenciacie
v kostnej dreni (Ezquerra akol., 2009; Ondrackova a kol., 2010). Monocyty aich
subpopulace su dolezité v imunitnej obrane proti Sirokej Skale mikrobialnych infekcii
(Serbina a kol., 2008).

2.1.1.1  Diferencidcia monocytov a ich maturdcia

P6vod monocytov je v kostnej dreni. Monocytopéza je koordinovana cez sériu
uzko spolupracujtcich proliferacnych a diferenciaénych signalov. Signali umoziiujl
maturaciu pluripotentej kmenovej bunky na monocyt (Santangelo a kol., 2001).
Monocyty sa vyvijaju cez spoloény CFU-GEMM (prekurzor nelymfatickych buniek),
CF-GM (spolo¢ny prekurzor granulocytov a makrofagov) a CF-M (prekurzor
makrofagov), pod vplyvom cytokinov IL- 3 (interleukin), GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) a M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor). Dalej proliferuji na monoblasty a promocyty (Toman akol, 2009).
Monoblasty sa pod vplyvom rastovych faktorov CSF (faktor stimulujuci kolonie)
diferencuju na promonocyty atieto pocas Siestich dni sa diferencuju dalej
na monocyty, ktoré sa usidl'uji v tkanivach a d’alej tu diferencujti na makrofagy.
V zavislosti od pritomnosti ¢i nepritomnosti chemotaktivneho receptora CCR2 sa
monocyty do tkaniv dostavaju rozdielne. Monocyty CCR2" ida preferencne
do zépalovych lozisk a ziji kratko, monocyty CCR2™ zas do normalnych zapalovo
neovplyvnenych tkaniv a st prekurzormi tkanivovych makrofagov a dendritovych

buniek (Buc a kol., 2009).
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Behom zrenia monocytov na makrofagy sa zvdcSuje pocet lyzozoémov,
receptorov pre Fc fragment IgG a receptorov pre C3 zlozku komplementu, zvySuje sa
schopnost’ fagocytozy a opsonizacie (Takacikova, 2014). V pripade zapalového
ochorenia sa monocyty z krvi do tkaniv dostavaju tak, ze sa zachytavaju na povrchu
endotelii zapalovych tkaniv za pomoci adhezinych molekul 1 integrinov a VCAM — 1
(vascular cell adhesion molecule). Do miesta zapalu smeruju rézne chemotaktické
faktory. Tie riadia pohyb buniek v smere chemotaktivneho gradientu. Hlavnymi
chemotaktickymi latkami su MIP - 1o a p a RANTES. Dal§imi dolezitymi latkami st
komplementové fragmenty C3a a Cba, leukotrein Bs, faktor aktivujici dosticky
a chemotaktické peptidy pochadzajice z bakterialnych proteinov fMLP ( formyl —
metionylleucinphenylalanin), pre vsetky tieto latky maji monocyty prislusné receptory
(Bartuiikova 2014). Niektoré makrofdgy moézu sa aj delit, lokdlne proliferovat.
Napriklad len asi 30 % alveolovych makrofagov pochadza z monocytov. Naproti
tomu az 90 % makrofagocv pecene pochddza z monocytov a len zvySnych 10 % sa
tvori na mieste. Makrofagy st dlho zijuce bunky a pokial' ich neaktivuje zapalovy
proces, niektoré makrofagy navzajom splyvaju a vytvaraju obrovské bunky. Niektoré
pohltené Castice su pre makrofagy toxické a zabijaju ich. Ked’ sa po zniceni bunky
dostanu opit’ Castice do prostredia a bunky ich znova pohltia a proces sa opakuje.
Pri poskodeni makrofagov sa ich obsah dostiva do mikroprostredia a proteolytické

enzymy tak poskodzuju vlastné tkanivo (Buc a kol., 2009).

Obr. ¢. 1 —Monocyt ( Wikipedia)
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2.1.2 Makrofagy

Makrofagy st bunky prirodzenej imunity. Maji jadro oblickového tvaru,
V cytoplazme maju pocetné lyzozomy, S pritomnostou mnohych proteolytickych
enzymov. Pritomné st aj pocetné cisterny hladkého a granulovaného
endoplazmatického retikula (Polak, 2013). Dokazu produkovat’ traviace enzymy a ich
inhibitory, zlozkyklasickej a alternativnej drahy komplementu a ich regula¢né proteiny,
reaktivne metabolity kysliku a dusiku a ich ihibitory (interleukin — 10), cytokiny zapalu,
chemokiny, diferenciatné faktory, transferin a dalSie transportné proteiny,

angiogenetické faktory a ucinné latky (Takacikova 2014).

Ich funkcia je riadenie hemopoézy, hemostazy a hojenie rdn, deStrukcia
mikroorganizmov a reguldcia zapalu, odstrdnenie mftvych buniek, regenerécia tkaniv,
cytotoxické reakcie, prezentdcia antigénov T lymfocytom, reguldcia dvoch typov
odpovedi a regulacia tolerancie napriklad na materskom-fetalom rozhrani. Podl'a miesta
ich vyskytu vykazuju zna¢nu heterogenitu. Patria k nim Kupfferove bunky pecene,
alveoldrne a perivaskularne plicne makrofagy, histiocyty spojiva, osteoklasty
Vv kostiach, synovidlne A bunky, mikrogilie CNS, mezanigalne bunky, makrofagy
marginalnej zony sleziny a germidlnych centier, peritonealne a pleurdlne makrofagy,
bunky mliecnych Skvin omenta, makrofagy Zilnych splavov, Cervenej pulpy sleziny
a tymu. Su aktivované najmi bakteridlnym LPS
a interferonom-y (INF-y) (Toman a kol., 2000).

Makrofagy patria medzi profesionalne fagocyty, migruji do ohnisk zapalu po 6 az
12 hodinéach, vydrzia tam dlhSie neZ granulocyty a riadia jeho priebeh (Takéacikova,
2014). Procesom efferocydzy dokazu fagocytovat’ apoptotické bunky, ale na rozdiel od
denritickych buniek nedokazu dalej prezentovat’ epitopy pohltenych buniek
cytotoxickym lymfocytom (Toman a kol., 2009).
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21.2.1  Efferocytoza

Efferocytdza je proces odstraiiovania umierajucich buniek profesionalnymi

fagocytmi (deCathelineau a kol., 2003).

Proces efferocytozy zahriuje niekol’ko krokov, vysledkom ktorych je uspesné
odstranenie apoptotickych buniek. Bunka v procese apoptozy vysiela takzvany “najdi
ma“ (find me) signal, ktory moze byt detekovany makrofagmi a prilédka ich k miestu
umierajucich buniek. “Najdi ma“ zahrniuje nukleotidy ATP (adenozintrifosfat) a UTP
(uridintrifosfat), chemokiny (CXsCL1) a lipid lyzofosfytidlycholin (LPC) (Martin
a kol., 2015).

Apopticka bunka d’alej vykazuje signdl “zjedz ma* (eat me), na povrchu
umierajicej bunky, pomocou receptorov ktoré signalizuji makrofagu aby pohltil
bunku. Tento signal je charakterizovany odhalenim fosfatidylserinu na povrch bunky
(Ravichandran, 2011). Ako nahle je apototickd bunka pohltena, je spracovana
fagolyzozomdlnou cestou, ktord degraduje a znovu vyuzije material apoptickej
bunky. Ked” makrofag pohlti bunku, uvoliiuje  mediatory, ktoré
su schopné potlacit’ zéapalové ochorenie. Stadie
in vivo dokazali ze makrofagy pri procese efferocytézy uvolnuji vel'ké mnozstvo
IL — 10, TGF- B (transforming growth factor beta) a PGE2 (prostaglandin E2). Dalej
sekréty VEGF (vascular endothelial growth factor), ktoré su zapojené do opravy
tkaniv (Martin a kol., 2015).
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2.2 Apoptoza

Apoptoza je programovanid bunkova smrt. Je prisne regulovanym zlozito
riadenym procesom, kde dochadza k rozpadu kritickych molekularnych Struktur.
Ucastni sa mnohych fyziologickych dejov a je prirodzenou su¢astou mechanizmov
imunitného systému. Prikladom apoptdzy v organizme su: organova involucia, atrofia,
odstrdnenie neaktivnych a autoreaktivnych lymfocytov. Apoptdéza je dolezitym
regulatorom krvotvorby, v ramci diferenciacie krvnych buniek odstrafiuje nefunkéné
astarnice bunky. Dalej sa uplatiiuje pri cytotoxickom zabijani infikovanych
a nadorovych buniek. (Toman a kol., 2000).

Ziy

Obr. ¢. 2 - Apoptoza (Ueda a Kol., 2007)
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2.2.1 Biochemické procesy bunke pocas apoptozy

Bunky v procese apoptézy podstupuju charakteristické biochemické zmeny,
najmd zmeny cytoplazmatickej membrany — fosfolipidova orientacia, zmeny
vnutrobunkovej idnovej homeostazy, pricom vo svojom cieli mieri k degradacii DNA
(Alberts a kol., 2008).

Zaciatok bunkovej apoptodzy je prisne regulovany, konkrétne ¢lenmi skupiny
Bcl-2 proteinov. Tieto integralne proteiny membran st umiestnené prevazne
na jadrovej membrane, endoplazmatickom retikulu ana vonkajSich membranach
mitochondrii. Proteiny moézu byt proapoptické a antiapoptické, avsak pro alebo anti
apopticka funkcia tychto proteinov zavisi na type bunky, funkcie bunky a bunkovom
prostredi. Rozne proteiny zo skupiny Bcl-2 reguluji seba navzajom a to tak, ze tvoria
homo alebo hetero diméry (Gross a kol., 2006). Fosfatildyserin je v zdravych bunkach
prevazne umiestneny na vnutornej strane plazmatickej membrany, avSak
Vv pociatocnych fazach apoptézy je premiestneny na vonkajsiu stranu. Molekuly
fosfatidylserinu sa presuni do vonkajSej casti bunkovej membrany a spolu
s vitronektinom su signalom pre odstranenie apoptickej bunky fagocytéozou. Vizba
znacené¢ho proteinu annexinu V na membranovy fosfatidylserin sa pouziva

k stanoveniu apoptickych buniek (Vermes a kol., 1995).

Proces je zahajeny induktivnym signalom alebo stratou supresivného signalu.
Indukciu vyvolava védzba membranového proteinu Fas na svoj ligand alebo vizba
cytokinu TNF-a (tumor necrosis factor a) na membranovy receptor TNFR1. Vizba
vedie K aktivacii kaspaz. Kstrate supresivneho signalu dojde pri nedostatku
antiapotického cytokinu k vdzbe faktoru TRAIL na svoj ligand, nasledne dojde
k inhibicii proteinu Bcl aporuche funkcii membranovych kanalov mitochondrii

a k aktivacii kaspaz (Halouzka a kol., 2009).

ZvysSovanie neviazaného vapnika adraslika aznizovanie pH je dalSim
mechanizmom prispievajicim k apoptoze. Dalsim induktorom je ionizujuce Ziarenie,

ktoré vedie k tvorbe proteinu p53 a indukcii kaspaz. Kaspazy aktivuju enzym DNazu,
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ktory Stiepi chromatin az na rad nukleotidov. Kaspazové kaskady podmienuja

mechanizmus veduci k Strukturdlnym zmenam bunky (Reed, 2004).

DNA sa spociatku rozpadne na mensie fragmenty okolo 50 000 az 300 000 bp,
nasleduje d’alsie intranukleozomalne Stiepenie na eSte menSie fragmenty vel’ké okolo

180 az 200 bp (EImore, 2007).

2.2.2 Signaliza¢na draha apoptozy

2221 Vonkajsia signalizacna draha

VonkajSia signaliza¢nd drdha ktord sptsta proces apoptdzy zahriiuje interakcie
sprostredkované cez transmembranové receptory. Tieto receptory smrti su ¢lenmi
skupiny génov rodiny TNF — (tumor nekrotizujiceho faktoru) (Locksley a kol.,
2001). Tato skupina zdiela podobné na cystein bohatej extracelularnej domény.
V cytoplazme sa nachadza takmer 80 aminokyselin ktoré, oznacujeme ako
“domény smrti“. Tieto domény maju klucova ulohu pri prenaSani smrtelnych
signalov z povrchu bunky do jadra. Najviac opisané ligandy aich odpovedajice
receptory st Fasl/FasR, TNFaw/TNFR1, Apo3l/DR3, Apo2l/DR4 a Apo2l/DR5.
Kaskada jednotlivych krokov vystihujucich vonkaj$iu signalizacnt drahu je
znazornena na modeloch Fasl/FasR a TNFo/TNFR1 domény smrti (Rubio-Moscardo
a kol., 2005).

V prvom pripade sa viaze Fas lingand na Fas receptor. Vysledok tejto vizby ma
za nasledok trimerizaciu receptoru. Trimerizovany receptor naverbuje védzobny

protein FADD na doménu smrti (EImore, 2007).

Viazuci sa TNF na svoj TNF receptor vznikne vézobny protein TRADD.
Viazanie FADD na smrte'na doménu aktivuje prokazpazu 8 ako vysledok signalu
smrti. V tomto bode sa vytvori DISC (death-including signaling complex). Ako

- 16 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R93
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R93
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R128

nahle je aktivovana kazpaza 8, draha apoptozy je spustend. Tieto signalizacné drahy
mozu byt inhibované proteinom c-FLIP, ktory sa naviaze na FADD a kazpazu 8
asposobi ich nefunkénost. DalSia regulacia apoptozy moze byt spdsobend
proteinom Toso ktory blokuje Fas — drahu apoptézy v T bunkach cez inhibiciu
kazpazy 8 (Elmore, 2007).

2.2.2.2 Vnutorna signalizacna draha

Vnatornd  signalizatna draha zahajuje apoptéozu rozmanitou Skalou
nereceptorovo sprostredkovanych signalov, st ur¢ené pre vnatorne prostredie bunky,
predovsetkym pre mitochondrie. Tieto stimuly produkujice signaly mézu na bunku
poOsobit’ negativne alebo pozitivne. Negativne signaly zahriiuju absenciu rastovych
faktorov, horménov, cytokinov a mézu viest’ k potlaeniu programov smrti, takze
nedochadza k spusteniu apoptdézy. Medzi pozitivne podsobiace  stimuly patria
napriklad radiacia, toxiny, hypoxia, hypertermia, infekcie a volné radikaly. VSetky
tieto stimuly sposobuju zmeny na vnitornej mitochondridlnej membrane a zvysuju
tak permeabilitu mitochondridlnych poérov (Saelens a kol., 2004). Prva skupina
proapoptickych proteinov pozostava z cytochromu ¢/DIABLO a sérinovej proteazy
HtrA2/Omi. Tieto proteiny spustaji kaskdadu mitochondridlnej signaliza¢nej dréhy.
Cytochrom c naviaze a aktivuje Apaf-1 protein a tiez prokazpazu 9. Spoloc¢ne
vytvoria tzv. apoptozoém. Zhlukovanie prokazpay 9 vedie k aktivacii kazpazy 9.
Smac/Diablo a HtrA2/Omi podporuju apoptéozu tak, ze inhibujt aktivitu AP
(inibitori apoptickych proteinov) (EImore, 2007).
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2.2.2.3  Exekucna signalizacnd draha

Na vnutorni a vonkajsiu signalizacni drdhu nadvizuje exeku¢na drdha. Je
pokladana za kone¢nu fazu apoptdzy. Zacina aktivaciou exekuénych kaspaz, ktoré
spustaju fazu apoptozy. Aktivuji cytoplazmaticki endonukledzu, ktord degraduje
jadrovy obsah. Dalej aktivuji  protedzy, sposobujucu degradaciu jadrovych
a cytoskeletovych proteinov. Kazpaza-3, kazpaza-6 a kazpaza-7 Stiepia rdzne
Substraty vratane cytokeratinu, PARP, protein skeletu plazmatickej membrany - aplfa
fordin, jadrovy protein NuMa a ostatné, ¢o nakoniec spdsobi biochemické

a morfologické zmeny pozorované v bunkach podliehajucich apoptoze (Slee a kol.,
2001).
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Obr. ¢. 3 -Vonkajsia signalizacnd drdaha apoptozy (Blake a kol., 1997)
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2.2.3 Morfologické zmeny bunkovych organel pocas apoptozy

Bunka pocas apoptdzy podstupuje charakteristické a zretelné zmeny. Bunka sa
zmr$t'uje, vplyvom zmensovania sa cytoplazma stava hustej$ia a organely su tesnejsie
usporiadané. Cytoplazmatickd membrana sa stdva stoCend a na povrchu sa vyskytuju
utvary, pripominajice pluzgiere. Tato faza za nazyva blebbing alebo zeiosa (Jantova,
2011). Membrana si vSak uchovava svoju integritu. Tato faza je dobre pozorovatel'na
v svetelnom mikroskope. Je to jeden z najskorsich znakov nevyhnutnej smrti bunky.
Bunka pocas apoptézy reorganizuje Strukturu cytoskeletu (Alberts akol., 2008).
Fragmentacie mikrofilamentovych zviazkov vedie k celkovej plasticite bunky
a podporuje znizovanie objemu a zmrstovanie bunky. Imunochemicka detekcia aktinu
atubulinu odhalila, Ze apopticky signal ovplyviiuje ich Strukturu ameni jeho
priestorové usporiadanie do kortikdlného kruhu. Tubulinovy cytoskelet sa zmeni
do pevnych zvizkov, aktinové mikrofilamenty taktiez vytvaraju spoje, ktoré sa stavaji
pevnejsie, zvlast’ pri perifériach. Endoplazmatické retikulum je zlozené z dynamicky sa
pohybujucich trubi¢iek. Endoplazmatické retikulum sa zvacsuje a obsahuje viac vody.
Napriklad v HeLa bunkach, podliehajucich apoptoze, sa trubicky endoplazmatického
retikula rozsirili vol'ne v cytoplazme, so zvySenou hustotou v perinuklearnom priestore
(Jantova, 2011). Mitochondrie v priebehu apoptézy su fragmentované na mensSie Casti.
V jadre nastava takzvana karyopyknoza. lde o nevratnu kondenzaciu chromatinu.
Po karyopyknoze nasleduje karyohexia, destruktivna fragmentacia jadra.
Tieto fragmenty obsahuju kondenzovany chromatin, nerovnomerne rozmiestneny
v cytoplazme bunky. Nakoniec sa bunka rozpada na apoptické telieska (Jacobson,
2002).

2.2.4 Gény zapojené do apoptozy

Za posledné roky vyskum genetiky viedol Kk identifikacii niekolko génov
zapojenych do apoptozy. Boli detekované u hlistice C. elegans. Konkrétne sa jedna
0 gény ced-3 aced-4 odpovedajuce za aktivaciu apoptoézy a gény ced-2 aced-9

zodpovedné za jej inhibiciu. U cicavcov boli objavené homologické gény. Pochadzaju
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z rodiny Bcl-2. Produkt génu Bcl-2 chrani bunky pred apoptickymi signalmi. Tento gén
je exprimovany Vv dlhozijicich bunkach (hepatocyty, neurony) (Hay et al. 2004).

Antagonista génu Bcl-2 je gén BAX. Nadmerna produkcia proteinu BAX vedie
K tvorbe homodimérov (BAX-BAX), ktoré maju pro apopticku funkciu. Pri nizkej
produkcii proteinu sa vytvaraju diméry Bcl-2-BAX, ktoré naopak chrania bunku pred
smrtou (Jacobson et. al 2002). Dalsi gén zapojeny do procesu apoptozy je gén p53,
zodpovedny za aktivaciu génu BAX. V pripade poSkodenia DNA tento gén najprv
vyvola zastavenie bunkového cyklu, aby sa DNA mohla opravit. Ak je poskodenie

neanosné, aktivacia tohto génu vyvola smrt’ bunky (Jacobson et. al 2002).
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2.3 Apoptéza makrofagov a monocytov

Spustanie apoptéozy u makrofagov zalezi na pro alebo anti - apoptotickej
regulacii. Makrofagy si vyvinuli mechanizmus, ktory dokaze ovplyvnit pro apoptick
regulaciu a aktivovat’ drahy na prezite, aby si zaistili dlh$i Zivotny cyklus (Sanz a kol.,

2013)

Dolezité regulatory apoptozy makrofagov su sérin/threonin kindzy, ktoré patria
do rodiny proteinovych kinaz C (PKC) (Reynald a kol., 2007). PKC rodina pozostava
z 11 isoforiem, ktoré su rozdelené na typické (a, B a y), zvlastne (3, 1, € a 0) a atypické
(A, {a 1) (Sanz a kol., 2014). Typické a atypické maju anti — apoptické vlastnosti. AvSak
d, M, € a B maju pro — apoptické vlastnosti (Reynald a kol., 2007).

Apoptoza makrofagov je pre jej velky vyznam Casto Studovanym predmetom

Vv procese zapalu. Dokazuju to nasledujuce citacie z mnohych vedeckych publikacii.

Makrofagy maju vyznamnu rolu V aterosklerdze. Ateroskleroza je ochorenie
tepien. Nahromadenie medzibunkového cholesterolu vyvolava apoptézu makrofagov.
Volny cholesterol sa nahromadi na membrane endoplazmatického retikula, ktora
za normalnych podmienok neobsahuje velké koncentracie volného cholesterolu.
Spdsobi to zmenu integralnych proteinov a vyvola stres ktory neskor spusta apoptozu

(Tabas a kol., 2005).

Interakcia medzi mikrobmi a makrofagmi hra klI'acova rolu v patogenéze
mnohych infekcii. Niekol'’ko bakteridlnych patogénov spdsobuje apoptézu makrofagov,
ale mechanizmus posobiaci pro — apopticky ma rozny priebeh. Apoptéza makrofagov
je sposobena baktériami Shigella flexneri pomocou pro — zapalovych cytokinov.
Naopak Yersinia spp. indukuje apoptézu potlacenim signalizaénych drah, ¢o vedie
k produkcii TNF-a a cytokinov, ktoré st esencialne pre kontrolu infekcie (Navarre a
kol., 2000).
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Existuje mnozstvo dovodov, preCo st makrofagy citlivé na patogény,
ktoré vyvolavaji apoptoézu. Jednym z dévodov je expresia povrchovych receptorov,
ktoré rozoznavaju bakterialne komponenty LPS a lipoproteiny. Tieto receptory neskor

aktivuju pro — apoptotickt signaliza¢nu drahu (Navarre a kol., 2000).

Apoptéza makrofagov bola preukazana aj po vyvolani infekcii Salmonellou.
Salmonella spoésobuje apoptézu infikovanych makrofagov tak, Ze protein SipB
vylu¢ovany salmonelou sa naviaze na proapoptickl kazpazu — 1, a spusti tak aktivaciu

kaspaz a kaspazova kaskada moéze prebehnut’ (Hernandez a kol., 2003).

Niektoré¢ s$tudie dalej poukazuji na fakt ze samotna fagocytdoza baktérii
Staphylococci, Streptococci a Escherichia coli vedie k programovanej bunkovej smrti
(Frankenberg a kol., 2008).

Pietres (2008) dokazuje, ze makrofagy s fagocytovanymi Mycobacterium bovis
podliehaji apoptoze, ¢o zabrani v d’alSiemu rozmnozovaniu mykobaktérii a bezpecne ju

odstrani z tela.

Oproti tymto poznatkom Valledor (2004) poskytuje dokazy ze makrofagy
vystavené infekcii mozu byt proti apoptoze chranené. Konkrétne makrofagy peCene
vykazovali receptor X (liver X receptors - LXRs) a retinoid X receptors (RXRs) ktoré
inhibuju apoptotickii odpoved” makrofagov na M-CSF. Kombinacia LXRs a RXRs
ochranila makrofagy pred apoptozou, ktoré sposobuju infekcie baktérii Bacillus

anthracis, Escherichia coli a Salmonella typhimurium.

2.3.1 Pro-apoptoticka regulacia

Typicky ¢lenovia rodiny kindz, ako napriklad PKCa a PKCB zvySuji svoju
koncentraciu po¢as PMA — stimulacie (Phrobol myristerovej kyseliny) (Lin a kol.,
2007). Diferenciacia myelomonocytov za pomoci TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-

acetat) vykazuje zvySenu koncentraciu PKCa a znizenie koncentracie PKCd. PKCe je
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aktivovana behom tumorogenézy a taktiez méze byt aktivovana aj pri LPS stimulacie

(Sanz a kol., 2013).

Inhibicia FasR/Fasl v kultirach monocytov docieli inhibiciu spontannej
apoptozy. Funk¢éna uloha Fas bola in vivo zhodnotena na s blokovanym FasR (Ipr/lpr) a
FasL (Ipr/gid). Obi dve mysi vykazovali zapalové a rezidentné monocyty. Vysledkom
boli rozne klinické stavy lymfadenopatia, splenomegalia d’alej akumulacia makrofagov
Vv tkanivach pluc, pecene a v slezine (Brown a kol., 2004). Vsetky tieto zistenia
potvrdzuji dolezitost Fas — sprostredkovanej drdhy pri apoptdéze makrofagov (Sanz

a kol., 2013).

Dalej Sanz akol., (2013) popisuje homozygotné embryid mysi s vyradenou
kaspazov — 8 a kazpdzov — 9 neboli Zivotaschopné a vykazovali pocetné defekty
V neurdlnej trubici. Heterozygotné embrya prezili Styri az péat tyzdnov. Mysi
s blokovanou kaspazov — 3 neboli zivotaschopné a trpeli tazkymi defektmi so skorym

nastupom smrti. To dokazuje ze kazpaza — 3 zohrava dolezita rolu pre apoptozu.

Dasmahaptra a kol., (2006) dokazuje ze v leukemickych myelomonocytickych
bunkach, pritomnost’ proteinov Bel — 2, Bel — xl, a Mcl — 1 prispievalo k prezitiu bunky.
Nadmerna koncentracia proteinov Bcl — 2 a Bcl — xI v monocytoch zvySovali odolnost’
voci apoptotickym stimulom. Ochranna tloha proteinu Bcl — 2 je sprostredkovana cez
fosforylaciu AKT (protein kindza B). Pritomnost’ proteinov Bik, Bak, Bax, Bad a Bid
bola dokéazana v linii monocytickych buniek. Zmena lokalizacie tychto proteinov
z cytoplazmy na mitochondrialnu membranu ma za nasledok spustenie apoptozy

(Berthier a kol., 2004).

Dimerizacia Bel — 2 skupiny proteinov je dolezity regulacny mechanizmus.
Priama interakcia medzi homo a hetero dimérmi ma za nasledok vo formovani porov
na mitochondriach a uvol'neni apoptotickych faktorov do cytoplazmy (Antignani a kol.,
2006). Na vonkajsej cytoplazmatickej membrane, ulah¢uju tvorbu pérov (Baines a kol.,
2007; Paquet a kol., 2004). Bid protein je jediny zo skupiny proteinov ktorého aktivita

je regulovana stiepenim. Monocytické bunky osetrené proteinom TRAIL vykazovali
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aktivaciu kazpaz — 8, Co viedlo kstiepeniu Bid (tBid). tBid translokacia na
mitochondriu spusta oligomerizaciu Bax/Bak a prispieva tak k vyvolaniu bunkovej
smrti (Sanz a kol., 2013).

Koncentracia Mcl — 1 proteinu v bunkéch sa znizuje pri bunkach podavanim
flavopiridolu zvysSuje tak apoptézu myelomonocytickych buniek (Rosato a kol., 2007).
V tkanivovych makrofagoch odobranych pacientom trpiacimi reumatickou artritidou
bol Mcl — 1 protein vo vysokej koncentracii. Odstranenie proteinu sposobovalo

apoptozu makrofagov ( Liu a kol., 2006).

Modulécia apoptozy makrofagov pocas infekcie spdsobenej mykobaktériami,
je zlozity proces zahrnujuci niekol’ko faktorov. KI'iCovia rolu potom hra TNF-a (Spira
a kol., 2003). TNF-a je pleiotropicky cytokin, posobiaci cez dva odlisné receptory
TNFR1 a TNFR2. Tieto receptory sa vyskytuju u réznych bunkach. TNRF1 méze
prijimat’ signaly na prezitie aj signaly smrti, zatial' o TNRF2 mdze prijat’ len signaly
na prezitie (Henglans 2005). TNF-a sa zcastiuje niekolkych krokov v imunitnej
odpovedi proti mykobatériam. Je zapojeny do aktivacie makrofagov. Zvysuje produkciu
cytokynov a chemkynov a zahajuje apoptozu (Algood a kol., 2004; Harris a kol., 2008).

2.3.2 Anti apopticka regulacia

Prezitie makrofagu je zrealizované pomocou zvysSenej koncentracie proteinov

IAP, Bcl-2 a proteinmi tepelného stresu (Joazeiro a kol., 2000).

IAP alebo “inhibitor apoptézy“ je skupina proteinov ktora bola prvy krat
identifikovana v baculovirse. TAP maju doménu zinkového prstu pomenovant
Baculovirus I1AP Repeat. Doposial bolo popisanych osem orthologov : XIAP (ILP-1,
MIHA), ILP — 2 (Ts — IAP), clAP — 1 (HIAP2, MIHB), clAP — 2 (HIAP, MIHC),
ML — IAP (livin, KIAP), NIAP, Surivin (TIAP) a Apollon (Bruce). Niektoré IAP maju
druhy zinkovy prst-RING, ktory sa viaze ku kaspazovym doménam (Joazeiro a kol.,
2000).
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Najviac popisany ¢len tejto rodiny je XIAP. XIAP sa priamo viaze na kazpazu — 3a
inhibuje jej aktivitu. Pocas apoptdzy vyvolanej Fas, je XIAP Stiepeni na dva fragmenty.
Jeden obsahuje BIR domény (BIR -la BIR - 2) a druhy obsahuje RING doménu.
Obidve sa potom viazu na rozdielne kazpazy, ¢o sposobuje ich nefunk¢nost’ a apoptoza

moze prebehnat’ (Sanz a kol.,, 2013).

2.4 Apoptoza makrofiagov mlienej ZI’azy

Rezidentna populacia makrofagov v mlieénej zl'aze jalovic sa sklada z dvoch
morfologicky  odliSnych  populacii. St  charakterizované ako makrofagy
(vakuolizované) a makrofagy (nevakuolizované). Tato morfologicka kategorizacia
dvoch druhov makrofagov mlie¢nej zl'azy hoviddzieho dobytka je dolezita, pretoze dve
rozdielne populacie budi aj rozdielne podliehat apoptdze (Sladek a kol., 2006).
U nevakuolizovanych makrofdgov je detekovand apoptéza len v malom mnozstve,
pretoze su to mladé bunky v porovnani s vakuolizovanymi makrofagmi (Leinter a kol
2003). Avsak apoptoza je dolezita na uchovanie homeostazy (Liacos a kol., 2008)
preto tieto bunky nie st odolné voéi apoptoze. Co dokazuju in vitro $tadie. Tieto
bunky in vitro bez akychkol'vek stimulov podliehali apoptoze za menej ako 24 hodin
(Sladek a kol., 2010). Nizka frekvencia apoptéozy u nevakuolizovanych makrofagov
je vysvetlena tym, Ze stale primaju zapalové stimuly alebo ostatné nebezpecné signaly
z okolia. Tieto sa menia na vakuolizované makrofagy pat’ alebo viacej dni po migracii.
Pri populacii vakuloizovanych makrofagov sa pozoruje vyssie percento apoptickych
buniek. Podobne, ako u makrofagov mlie¢nej Zl'azy je mozné tuto situaciu pozorovat’
aJ VTludskych placach. Alveolarne mikroprostredie zdravych Tudskych pltc
preukazuje zvySeny pocet apoptickych alveolarnych makrofagov, pretoze je potrebné

zachovat’ homeoztazu pl'ac (Liacos a kol., 2008).
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Obr. ¢. 4 - Apoptoza makrofigu (kondenzacia chromatinu, vakuolizacia) (Sladek a kol.,
2010)

Predpoklada sa, Ze ziskavanie monocytov za pomoci LPS pozdrzuje apoptozu.
Kvoli tomu, ze produkuje zapalové stimuly a predlzuje ich prezitie. LPS vyvolava
autokrinni syntézu zapalovych cytokinov, TNF — a ainterleukinu — 1. ZvySené
mnozstvo tychto cytokynov bolo zachytené pocas iniciaénej fazy zapalového ochorenia
sposobené baktériou Escherichia coli. Kultivované bunky in vitro zaznamenali zvySeny
pocet apoptickych buniek ked” sa stimulovalo iba pomocou PBS v porovnani s LPS.
Bola na tychto bunkach zaznamenana zvysena expresia povrchového receptoru CD14
po kultivacii pomocou LPS in vitro. TNF — a a interleukin — 1 zvySuji expresiu tohto
receptoru a zaist'uju tak prezitie buniek. LPS ma délezitu tlohu pri v regulécii apoptozy
makrofagov mlie¢nej zI'azy hovédzieho dobytka (Sladek a kol., 2010).

Sladek a kol., (2010) pozorovali Ze apoptéza vo vakuolizovanych zapalovych
makrofagoch prebieha vo viacSej miere ako apoptdéza nevakuolizovanych makrofagov.
Dalej je zname Ze fagocytéza polymorfonukléarnych buniek je spojena s apoptézou
makrofagov. Bola pozorovana lokalna apoptéza makrofagov, ktoré obsahuju
fagocytované apoptotické bunky pocas zapalu. Odstranenie tychto makrofagov hra

dolezitt tlohu v spdsobe akym bude uspesne ukonceni zéapal.
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2.4.1 CD14 expresia v apoptotickych bunkach

Nevakuolizované makrofagy mliecnej Zzlazy st derivované z krvnych
monocytov a taktiez preukazuju podobnu expresiu CD14, ako krvné makrofagy. Na
druhej strane vakuolizované makrofagy poukazuji na zvySent expresiu tohto
povrchového receptoru. Pravdepodobne je to spojené s ich “Cistiacou® funkciou ¢o je
viac typické pre tkanivové makrofagy ako pre ¢revné makrofagy (Smith a kol., 2011).
Vysoka expresia CD14 bola taktiez pozorovana v aleolarnych makrofagoch v plicach

(Jiang a kol., 2003).

Sladek akol., (2014) zaznamenali zvySenti expresiu povrchového receptoru
CD14 in vitro u zapalovych makrofagov stimulovanych za pomoci LPS (ineMACLps),
zapalovych makrofagov stimulovanych za pomoci PBS (nFMACkess) a rezidentnych
makrofagov (resMAC). Medzi tymito bunkami sa naslo aj vela apoptotickych
a nekrotickych buniek. Sladek a kol., (2014) studovali ¢i ma zvySena expresia CD14
receptoru za nasledok apoptozu alebo nekrozu buniek. Analyzovali apoptozu CD14*
makrofagov a taktiez apoptozu krvnych monocytov. Analyza CDI14" makrofagov
prietokovou cytometriou wukazala, Zze vicSina su zivé bunky s vynimkou
vakuolizovanych zapalovych makrofagov  stimulovanych LPS, kde zivé bunky
dosahovali priblizne jednu tretinu. Zarovenn bol =znizeny pocet apoptickych
a nekrotickych buniek u CD14" makrofagoch. Je zrejmé Ze zvySena expresia CD14

na makrofagoch mlie¢nej zl'azy koreSponduje so zniZenim apoptozy.

Apoptoza rezidentnych makrofagov mlieénej zl'azy hovéddzieho dobytka je
spOsobend prirodzenym starnutim buniek (Sladek a Rysanek 2010). Preto
je zaznamenany mensi vyskyt apoptézy u nevakuolizovanych makrofagov ako
u vakuolizovanych rezidentnych makrofagoch, pretoze st to mladé bunky

diferenciované z monocytov (Bellingan a Laurent 2008).

V porovnani S resMAC, apoptoza INFMACLrs a INFMACpss je jedna
zo zasadnych udalosti v rezoltcii zapalovej odpovede. V mliecnej zl'aze hovadzieho

dobytka mensi vyskyt apoptéozy iINFMACLpes @ INFMACess je spojeny s inicia¢nou fazou
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zapalovej odpovede. Napriek tomu in vitro bolo zaznamenané to, ze apoptdza
INFMAC_ps je oneskorena v porovnani S INFMACess a taktiez s ResMAC. Dovodom moze
byt to ze LPS vyvolava rezistenciu apoptéozy a zabezpecuje prezitie makrofagov.
Oddialenie apoptozy makrofagov prispieva k rezolucii zapalu mliecnej Zlazy

(Sladek a Rysanek 2010).

Sladek a Rysanek (2014) svojimi experimentmi dokazali Ze expresia povrchového
receptoru CD14 u makrofdgov mliecnej zl'azy hovéddzieho dobytku nie je spojena
s bunkovou smrtou. VysSia expresia receptoru CD14 odpoveda zvySenému poctu

zivych buniek.

2.4.1 Metodika ziskavania makrofagov mliecnej ZPazy hovidzieho
dobytka
Bakterialny lipopolysacharid (LPS) je silny toxin uvolfiovany z bunkovej steny
Gram negativnych baktérii. Je casto pouzivany ako sprostredkovatel zéapalovych
ochoreni (Antal a kol., 2000). Podanie LPS prostrednictvom tzv. lavaze do mlie¢nej
zl'azy hovidzieho dobytka vyvolava zapalovi odpoved’. Takto oSetrend mliecna zl'aza
sa pokladda za vhodny model pre S$tidium biochemickych, patofyziologickych
a imunitnych aspektov zapalu mlie¢nej zl'azy. Prva faza odpovede na LPS vyvolaného
zapalu je velky prilev neutrofilov. Aktivne odstranuji baktérie z mliecnej Zl'azy za
predpokladu Ze su tam pritomné. Mononukledrne fagocyty si zodpovedné za zapalové
procesy, su taktiez aktivované LPS. Aktivacia monocytov, makrofagov a neutrofilov
aktivovana pomocou LPS zahfia dva kl'icové komponenty a to LPS binding protein
(LBP) a CD14 receptor. Aktivované bunky maji na povrchu CD14, ktory viaze LPS
do komplexu spolu sLBP. Tento komplex, u makrofagov iniciuje produkciu
pro — zapalovych cytokinov ako napriklad TNF — a a interleukin 6. CD14 receptor
taktiez viaze komponenty bunkovej steny gram pozitivnych a gram negativnych
baktérii (Sladek a kol., 2002).
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24.1.1  Postup ziskavania makrofigov

Ako popisuje Sladek (2002), najvhodnej$i sposob ziskavania makrofagov
mliecnej zl'azy je jej lavaz. Modifikovany uretralny katéter sa zavedie do struku po
dezinfekcii 70% etanolom. Cez katéter sa poda 20ml PBS pri hodnote pH 7,4
do kazdej §tvrte. Stvrte st okamzite vyplachnuté, a tak je ziskana kontrolna populacia
buniek. Néasledne sa poda PBS alebo LPS rovnakym sposobom. V experimente je
podanych 10 ml roztoku spolu s 10 pg LPS. Stvrte sa vyplachuji v uréitych ¢asovych
bodoch, napriklad po 24 hodinach. Model ziskavania makrofagov K in vitro stidiam
za pouzitia LPS bol prvy krat pouzity Wardley a kol (1976).

24.1.2  Spracovanie a kultivdcia buniek in vitro

Bunky ziskane z vyplachov sa nasledne bakteriologicky testuji na krvnych
agaroch (ovcia krv) pomocou aerobnéj inkubdcie pri teplote 37° C. Do pokusov moézu
byt zaradené iba zdravé zvieratd (bakteriologicky testované). Bunkova suspenzia sa
centrifuguje pri 4° C a 200 x g po dobu 10 minut. Jeden mililiter supernatantu
je ponechany pre opétovnu resuspensiu. VSetky bunky sa vlozia do RPMI 1640 média.
Cast’ buniek sa okamzite analyzuje ako takzvané fresh vzorky a ostatné sa inkubuju in
vitro. Makrofagy sa umiestnia do kultiva¢nej dosticky a d’alej su inkubované po dobu
0, 3 a 6 hodin pri teplote 37° C. Neskdr su analyzované napriklad pomocou
prietokovej cytometrie (Sladek a kol., 2010).

2.4.1.3  Analyza prietokovou cytometriou

Vzorky sa rozdelia do dvoch ¢asti na detekciu zivotaschopnosti (apoptdza alebo
nekroza) a detekciu povrchovych receptorov CD14 a CDI11b. Apoptotické
a nekrotické bunky st oznafené anexinom — V a oznafené FITC (fluorescein

isothiocyanate) a Pl ( propidium iodid), dalej sa analyzuji pomocou prietokovej
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cytometrie (metodou podla Vermes akol., 1995). Pre detekciu Zivotaschopnosti je
mozné vyuzit' bezne dostupny kit-Anexin — V — FLUQS, ktory apoptické bunky
rozpozna podl'a vystaveného fostfatidylserinu a farebne oznaci. Nekrotické bunky st
znacene PI. Po 20 minutach farbenia, odporucané vyrobcom, st vzorky analyzované
prietokovou cytometriou ako vyplyva z obrazku ¢. 4. Pre tuto analyzu sa bezne

pouziva nastavenie na hodnotenie 20 000 buniek.

1023

RI .. gy
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Obr. ¢. 5 - Dot plot leukocytov z neliecenej mliecnej zlazy jalovice (Sladek a kol., 2010)

Na obrazku ¢islo 5 mézeme pozorovat’ neutrofily v regione R1, v regione R2 sa
nachddzaju lymfocyty, regiéone R3 su pozorovatelné nevakuolizované makrofagy

a Vv regione R4 vakuolizované makrofagy (Sladek a kol., 2010).
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Obr. ¢. 6 - Dot plot (Slddek a kol., 2010)

Na obrazku ¢islo 6 vidime v sektore A normalne — zivé bunky, v sektore B sa
nachadzaju apoptické bunky a v sektore C najdeme nekrotické bunky (Sladek a kol.,
2010).
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3 ZAVER

Mastitida je zapalové ochorenie, ktoré sposobuje znaéné ekonomické straty a preto
sa aktivne Studuje. Dolezité je Stidium nielen na Grovni klinickych prejavov je nutné
zacielit’ az na troven bunkovl a biochemickt. Novych vedeckych stadii, ktoré popisuju
imunitné mechanizmy na uarovni buniek mliecnej Zlazy, nie je vela.
Pre dokonalé porozumenie inicidcie, priebehu a ukoncenie zépalu mliecnej zlazy
je prave stadium tychto poznatkov najdolezitejSie. Prepojenie teoretickych znalosti
z experimentdlnej vyskumnej cCinnosti s praxou hrd vyznamni rolu
v pol'nohospodarstve. V tejto bakaldrskej praci som cielil na zhromazdenie a scelenie
sucasnych vysledkov z oblasti apoptéozy mononuklearnych buniek a makrofagov

mliecnej zl'azy hovadzieho dobytka.
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6 ZOZNAM SKRATIEK

Apo3l
ATP
BAX

Bcl -2
c—flip
c/Diablo
C3a, Cha
CCR2
CD

ced
CF-GM
CF-M
CFU-GEMM
CSF
DNA

DR3

FADD
Fasl
FasR
fMLP
Htra2
IAP
1gG
IL-3
INF-y
LBP
LPC
LPS

Apo3 ligand, skupina ligandov
Adenozintrifostat

regulator apoptdzy z rodiny proteinov Bel - 2
B-cell lymphoma 2

cellular FLICE-like inhibitory protein

direct 1AP binding protein with low pl
komplement, skupina komplementov
receptor pre chemkyni typ 2

diferenciac¢na skupina

skupina génov hlistice C. elegans

spolo¢ny prekurzor granulocytov a makrofagov
prekurzor makrofagov

prekurzor nelymfatickych buniek

kolonie stimulujaci faktor

kyselina deoxyribonukleénova
receptor zo skupny TNF, DR skupina receptorov

Fas-Associated protein with Death Domain
Fas ligand, transmembranovy protein
Fas receptor

formyl — metionylleucinphenylalanin
sérin peptidaza

inibitori apoptickych proteinov
imunoglobulin G

interleukin, skupina iterleukinov
Interferon

LPS viazuci protein
Lyzofosfytidlycholin

bakterialny lipopolysacharid
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LXR
Mcl -1
M-CSF
MIP
NuMA
p53
PARP
PGE2
PKC
PMA

RANTES

RXR
SLA-DR
tBid
TGF-B
TNFR1
TNF-a t
Toso

TPA

TRADD

TRAIL
UTpP
VCAM -1
VEGF
XIAP

pecenové receptory X

regulator apoptozy z rodiny Bcl — 2

kolonie stimulujuci faktor makrofagov
Macrophage Inflammatory Protein

jadrovy protein

protein kodovany génom TP53

protein skeletu cytoplazmatickej membrany
prostaglandin E2

skupina protein kinaz

phorbol myristrate acetat

regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and
Secreted

retinoidné receptory X

monoklondlna protilatka

membrane-targeted death ligand

transforming growth factor beta

membranovy receptor

tumor nekrotizujuci faktor

protein povrchového receptoru mySich buniek
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat

tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH
domain protein

TNF-related apoptosis-inducing ligand
Uridintrifosfat

vascular cell adhesion molecule

vascular endothelial growth factor

thibitor apoptozy patriaci do skupiny IAP
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