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ABSTRAKT: 

Táto bakalárska práca je zameraná na apoptózu mononukleárnych buniek a makrofágov 

mliečnej zľazy hovädzieho dobytka. V prvej časti sú opísane mononukleárne bunky. 

Monocyty sa rýchlo dostávajú z krvi do tkanív a diferencujú sa na makrofágy. 

Makrofágy sú profesionálne fagocyty. Ich význam spočíva v imunitnej odpovedi 

organizmu. Reagujú na antigény a svojou činnosťou sa snažia odstrániť zdroj tohto 

antigénu. Taktiež odstraňujú staré a nepotrebné bunky. Ďalšia časť je zameraná  

na apoptózu. Opisuje mechanizmus jej biochemických, morfologických a genetických 

procesov. Apoptóza je prirodzená a nevyhnutná, bez nej nemôže život existovať. 

Mliečna žľaza hovädzieho dobytka je často infikovaná baktériami, čo spôsobuje 

zápalové ochorenie známe ako mastitída. Mastitída je závažný klinický a subklinický 

stav, ktorým môžu kravy trpieť, taktiež spôsobuje nemalé ekonomické straty. Táto 

bakalárska práca popisuje procesy apoptózy mononukleárnych buniek  a makrofágov, 

ktoré prebiehajú v mliečnej zľaze hovädzieho dobytka za účelom lepšieho pochopenia 

priebehu choroby a jej úspešného liečenia.  

KĽÚČOVÉ SLOVÁ: 

apoptóza, mononukleárne bunky, monocyt, makrofág, mliečna žľaza hovädzieho 

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 ÚVOD  

Apoptóza (z gréc. apoptosis – padanie) alebo prirodzená bunková smrť, je dôležitý 

a nevyhnutný proces, pri ktorom dochádza k odstráneniu nepotrebných či starých 

buniek. Ide o zánik buniek bez negatívneho efektu na okolité prostredie. Je to prísne 

regulovaný mechanizmus, pri ktorom prebiehajú charakteristické biochemické 

a morfologické procesy. Apoptóza hrá významnú rolu v imunitnej reakcii organizmu. 

 Mononukleárne bunky sú dôležitou súčasťou nešpecifickej imunity. Monocyty 

majú schopnosť prestúpiť z krvi do tkanív a diferencovať sa na makrofágy. Makrofágy 

majú schopnosť fagocytózy. Fagocytovaný materiál na jednej strane môže byť 

užitočným zdrojom stavebných komponentov, na druhej strane v mnohých prípadoch 

predstavuje hrozbu, ktorú je nutné zabezpečiť tak, aby neohrozovala organizmus. Preto 

tieto bunky, často podliehajú apoptóze, kde na rozdiel od nekrózy nedochádza 

k vylúčeniu bunkového obsahu do okolia. Všetok bunkový obsah je bezpečne 

“zabalený“  do apoptotických teliesok. 

 Zápal mliečnej žľazy alebo mastitída, je vážnou zdravotnou záťažou. Preto sa  

na ňu zameriavajú vedecké a odborné štúdie. V chovoch pôsobí nemalé ekonomické 

straty rozsahu 5 až 24 %  Tak ako v každom ochorení aj tu hrá imunitná odpoveď 

dôležitú úlohu a s ňou spojené aj mononukleárne bunky a ich osud v organizme. 

Vzhľadom k vyššie popísaným faktom významnosti  tejto témy je cieľom mojej 

bakalárskej práce spracovanej na tému “apoptóza mononukleárnych buniek  

a makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytka“ podrobne preštudovať dostupné 

literárne zdroje a zoskupiť najnovšie poznatky v tejto oblasti. Bakalárska práca tak bude 

môcť poskytnúť ucelené informácie v oblasti apoptózy mononukleárnych buniek 

 a makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytka.  
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2 LITERÁRNY PREHĽAD 

 

2.1 Mononukleárne bunky 

Mononukleárne bunky taktiež známe ako lymfocyty, monocyty a makrofágy sú 

funkčne heterogénnou populáciou imunitných buniek (Toman a kol., 2000). Krvné 

monocyty majú pôvod v kostnej dreni. Potom z nej vstúpia do cirkulácie v krvi. Tieto 

bunky ďalej cirkulujú v krvi, neskôr prestúpia do tkanív a stanú sa z nich rezidentné 

tkanivové makrofágy. Tieto bunky môžeme nazvať mononukleárne fagocyty (MF). 

MF zdieľajú niekoľko vlastností, napríklad: morfológiu a ultraštruktúru sledovateľnú 

pomocou svetelnej a elektrónovej mikroskopie, expresiu enzýmov (nešpecifická 

esteráza, lyzozomálne hydrolázy a ektoenzými), nešpecifický príjem častíc 

a špecifické endocytické receptory. Spolu tieto bunky tvoria mononukleárny 

fagocytový systém (Hume a kol., 2002). 

 

2.1.1 Krvné monocyty 

Monocyty sú súčasťou nešpecifickej imunitnej reakcie. Jadro je obličkového 

tvaru. Ich výskyt v periférnej krvi hovädzieho dobytka sa pohybuje od 2 do 10 %. 

V organizme zastávajú niekoľko úloh: doplňujú makrofágy, reagujú na zápalové signály  

(Takáčiková, 2014). 

Monocyty  reagujú rýchlo na zápalové signály. Do miesta zápalu sa dostanú 

približne za 8 až 12 hodín, kde sa ďalej diferencujú na makrofágy alebo denritické 

bunky ktoré vyvolávajú imunitnú reakciu (Swirski a kol., 2009). 

Monocyty reprezentujú dôležitú časť hostiteľovej imunitnej obrany. Avšak ich 

nadmerná koncentrácia môže byť škodlivá a zhoršovať niektoré choroby ako napríklad: 

arterioskleróza, artritída, a skleróza multiplex (Parihar a kol., 2009). 
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Subpopulácie monocytov môžeme deliť na základe diferenciačnej skupiny (CD). 

Doteraz boli popísane štyri subpopulácie monocytov periférnej krvi prasiat. Prasacie 

monocyty majú vysokú expresiu CD172a. Na základe CD14, CD163, a SLA – DR 

(monoclonal antibody) expresie môžeme rozdeliť prasacie monocyty ďalšie 

subpopulácie (Chamorro a kol., 2005; Ondračková a kol., 2010). Molekula CD14, 

vyskytujúca sa na monocytoch vykazuje schopnosť väzby LPS (lipopolysacharid) (Sanz 

a kol., 2013). Tieto subpopulácie sa vyvíjajú behom iniciačnej fázy diferenciácie 

v kostnej dreni (Ezquerra a kol., 2009; Ondračková a kol., 2010). Monocyty a ich 

subpopuláce sú dôležité v imunitnej obrane proti širokej škále mikrobiálnych infekcií 

(Serbina a kol., 2008). 

 

2.1.1.1 Diferenciácia monocytov a ich maturácia 

Pôvod monocytov je v kostnej dreni. Monocytopéza je koordinovaná cez sériu 

úzko spolupracujúcich proliferačných a diferenciačných signálov. Signáli umožňujú 

matúraciu pluripotentej kmeňovej bunky na monocyt (Santangelo a kol., 2001). 

Monocyty sa vyvíjajú  cez spoločný CFU-GEMM (prekurzor nelymfatických buniek), 

CF-GM (spoločný prekurzor granulocytov a makrofágov) a CF-M (prekurzor 

makrofágov), pod vplyvom cytokínov IL- 3 (interleukín), GM-CSF (granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) a M-CSF (macrophage colony-stimulating 

factor). Ďalej proliferujú na monoblasty a promocyty (Toman a kol, 2009). 

Monoblasty sa pod vplyvom rastových faktorov CSF (faktor stimulujúci kolónie) 

diferencujú na promonocyty a tieto počas šiestich dní sa diferencujú ďalej  

na monocyty, ktoré sa usídľujú v tkanivách a ďalej tu diferencujú na makrofágy. 

V závislosti od prítomnosti či neprítomnosti chemotaktívneho receptora CCR2 sa 

monocyty do tkanív dostávajú rozdielne. Monocyty CCR2+ idú preferenčne  

do zápalových ložísk a žijú krátko, monocyty CCR2-  zas do normálnych zápalovo 

neovplyvnených tkanív a sú prekurzormi tkanivových makrofágov a dendritových 

buniek (Buc a kol., 2009). 
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 Behom zrenia monocytov na makrofágy sa zväčšuje počet lyzozómov, 

receptorov pre Fc fragment IgG a receptorov pre C3 zložku komplementu, zvyšuje sa 

schopnosť fagocytózy a opsonizácie (Takáčiková, 2014). V prípade zápalového 

ochorenia sa monocyty z krvi do tkanív dostávajú tak, že sa zachytávajú na  povrchu 

endotelií zápalových tkanív za pomoci adhezínych molekúl β1 integrínov a VCAM – 1 

(vascular cell adhesion molecule). Do miesta zápalu smerujú rôzne chemotaktické 

faktory. Tie riadia pohyb buniek v smere chemotaktívneho gradientu. Hlavnými 

chemotaktickými látkami sú MIP - 1α a β a RANTES. Ďalšími dôležitými látkami sú 

komplementové fragmenty C3a a C5a, leukotrein B4, faktor aktivujúci doštičky 

a chemotaktické peptidy pochádzajúce z bakteriálnych  proteínov fMLP ( formyl – 

metionylleucinphenylalanin), pre všetky tieto látky majú monocyty príslušné receptory 

(Bartuňková 2014). Niektoré makrofágy môžu sa aj deliť, lokálne proliferovať. 

Napríklad len asi 30 %  alveolových makrofágov pochádza z monocytov. Naproti 

tomu až 90 % makrofágocv pečene pochádza z monocytov a len zvyšných 10 % sa 

tvorí na mieste. Makrofágy sú dlho žijúce  bunky a pokiaľ ich neaktivuje zápalový 

proces, niektoré makrofágy navzájom splývajú a vytvárajú obrovské bunky. Niektoré 

pohltené častice sú pre makrofágy  toxické a zabíjajú ich. Keď sa po zničení bunky 

dostanú opäť častice do prostredia a  bunky ich znova pohltia a proces sa opakuje.  

Pri poškodení makrofágov sa ich obsah dostáva do mikroprostredia a proteolytické 

enzýmy tak poškodzujú vlastné tkanivo (Buc a kol., 2009).  

 

Obr. č.  1 – Monocyt ( Wikipedia) 
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2.1.2 Makrofágy 

Makrofágy sú bunky prirodzenej imunity. Majú jadro obličkového tvaru, 

v cytoplazme majú početné lyzozómy, s prítomnosťou mnohých proteolýtických 

enzýmov. Prítomné sú aj početné cisterny hladkého a granulovaného 

endoplazmatického retikula (Polák, 2013). Dokážu produkovať tráviace enzýmy a ich 

inhibitory, zložkyklasickej a alternatívnej dráhy komplementu a ich regulačné proteíny, 

reaktívne metabolity kyslíku a dusíku a ich ihibitory (interleukin – 10), cytokiny zápalu, 

chemokiny, diferenciačné faktory, transferin a ďalšie transportné proteíny, 

angiogenetické faktory a účinné látky (Takáčiková 2014).  

Ich funkcia je riadenie hemopoézy, hemostázy a hojenie rán, deštrukcia 

mikroorganizmov a regulácia zápalu, odstránenie mŕtvych buniek, regenerácia tkanív, 

cytotoxické reakcie, prezentácia antigénov T lymfocytom, regulácia dvoch typov 

odpovedí  a regulácia tolerancie napríklad na materskom-fetálom rozhraní. Podľa miesta 

ich výskytu vykazujú značnú heterogenitu. Patria k nim Kupfferove bunky pečene, 

alveolárne a perivaskulárne pľúcne makrofágy, histiocyty spojiva, osteoklasty 

v kostiach, synoviálne A bunky, mikrogilie CNS, mezanigálne bunky, makrofágy 

marginálnej zóny sleziny a germiálnych  centier, peritoneálne a pleurálne makrofágy, 

bunky mliečnych škvŕn omenta, makrofágy žilných splavov, červenej pulpy sleziny  

a tymu. Sú aktivované najmä bakteriálnym LPS 

a interferonom-γ (INF-γ) (Toman a kol., 2000).  

Makrofágy patria medzi profesionálne fagocyty, migrujú do ohnísk zápalu po 6 až 

12 hodinách, vydržia tam dlhšie než granulocyty a riadia jeho priebeh (Takáčiková, 

2014). Procesom efferocyózy dokážu fagocytovať apoptotické bunky, ale na rozdiel od 

denritických buniek nedokážu ďalej prezentovať epitopy pohltených buniek 

cytotoxickým  lymfocytom (Toman a kol., 2009). 
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2.1.2.1 Efferocytóza 

Efferocytóza je proces odstraňovania umierajúcich buniek profesionálnymi 

fagocytmi (deCathelineau a kol., 2003). 

Proces efferocytózy zahrňuje niekoľko krokov, výsledkom ktorých je úspešné 

odstránenie apoptotických buniek. Bunka v procese apoptózy vysiela takzvaný “nájdi 

ma“ (find me) signál, ktorý môže byť detekovaný makrofágmi a priláka ich k miestu 

umierajúcich buniek. “Nájdi ma“ zahrňuje nukleotidy ATP (adenozíntrifosfát) a UTP 

(uridíntrifosfát), chemokíny (CX3CL1) a lipid lyzofosfytidlycholín (LPC) (Martin  

a kol., 2015).  

 Apoptická bunka ďalej vykazuje signál “zjedz ma“ (eat me), na povrchu 

umierajúcej bunky,  pomocou receptorov ktoré signalizujú makrofágu aby pohltil 

bunku. Tento signál je charakterizovaný odhalením fosfatidylserínu na povrch bunky 

(Ravichandran, 2011). Ako náhle je apototická bunka pohltená, je spracovaná 

fagolyzozomálnou cestou, ktorá degraduje a znovu využije materiál apoptickej 

bunky. Keď makrofág pohltí bunku, uvoľňuje mediátory, ktoré  

sú schopné potlačiť zápalové ochorenie. Štúdie 

 in vivo dokázali že makrofágy pri procese efferocytózy uvoľňujú veľké množstvo  

IL – 10, TGF- β (transforming growth factor beta) a PGE2 (prostaglandin E2). Ďalej 

sekréty VEGF (vascular endothelial growth factor), ktoré sú zapojené do opravy 

tkanív (Martin a kol., 2015).  

http://sk.wikipedia.org/w/index.php?title=Urid%C3%ADntrifosf%C3%A1t&action=edit&redlink=1
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2.2 Apoptóza 

Apoptóza je programovaná bunková smrť. Je prísne regulovaným zložito 

riadeným procesom, kde dochádza k rozpadu kritických molekulárnych štruktúr. 

Účastní sa mnohých fyziologických dejov a je prirodzenou súčasťou mechanizmov 

imunitného systému. Príkladom apoptózy v organizme sú: organová involúcia, atrofia, 

odstránenie neaktívnych a autoreaktívných lymfocytov. Apoptóza je dôležitým 

regulátorom krvotvorby, v rámci diferenciácie krvných buniek odstraňuje nefunkčné 

a starnúce bunky. Ďalej sa uplatňuje pri cytotoxickom zabíjaní infikovaných 

a nádorových buniek. (Toman a kol., 2000). 

 

 

Obr. č.  2 - Apoptóza (Ueda a kol., 2007) 
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2.2.1 Biochemické procesy bunke počas apoptózy 

Bunky v procese apoptózy podstupujú charakteristické biochemické zmeny, 

najmä zmeny cytoplazmatickej membrány – fosfolipidová orientácia, zmeny 

vnútrobunkovej iónovej homeostázy, pričom vo svojom cieli mieri k degradácii DNA 

(Alberts a kol., 2008).  

Začiatok bunkovej apoptózy je prísne regulovaný, konkrétne členmi skupiny 

Bc1-2 proteínov. Tieto integrálne proteíny membrán sú umiestnené prevažne  

na jadrovej membráne, endoplazmatickom retikulu a na vonkajších membránach 

mitochondrii. Proteíny môžu byť proapoptické a antiapoptické,  avšak pro alebo anti 

apoptická funkcia týchto proteínov závisí na type bunky, funkcie bunky a bunkovom 

prostredí. Rôzne proteíny zo skupiny Bcl-2 regulujú seba navzájom a to tak, že tvoria 

homo alebo hetero diméry (Gross a kol., 2006). Fosfatildyserin je v zdravých bunkách  

prevažne umiestnený na vnútornej strane plazmatickej membrány, avšak 

v počiatočných fázach apoptózy je premiestnený na vonkajšiu stranu. Molekuly 

fosfatidylserinu sa presunú do vonkajšej časti bunkovej membrány a spolu 

s vitronektinom sú signálom pre odstránenie apoptickej bunky fagocytózou. Väzba 

značeného proteínu annexinu V na membránový fosfatidylserin sa používa 

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

Proces je zahájený induktívnym signálom alebo stratou supresivného signálu. 

Indukciu vyvoláva väzba membránového proteínu Fas na svoj ligand alebo väzba 

cytokínu  TNF-α (tumor necrosis factor α) na membránový receptor TNFR1. Väzba 

vedie k aktivácii kaspáz. K strate supresívneho signálu dôjde pri nedostatku 

antiapotického cytokinu k väzbe faktoru TRAIL na svoj ligand, následne dôjde 

k inhibícii proteínu Bcl a poruche funkcii membránových kanálov mitochondrií 

 a k aktivácii kaspáz (Halouzka a kol., 2009). 

Zvyšovanie neviazaného vápnika a draslíka a znižovanie pH je ďalším 

mechanizmom prispievajúcim k apoptóze. Ďalším induktorom je ionizujúce žiarenie, 

ktoré vedie k tvorbe proteínu p53 a indukcii kaspáz. Kaspázy aktivujú enzým DNázu, 
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ktorý  štiepi chromatín až na rad nukleotidov. Kaspázové kaskády podmieňujú 

mechanizmus vedúci k štrukturálnym zmenám bunky (Reed, 2004). 

DNA sa spočiatku rozpadne na menšie fragmenty okolo 50 000 až 300 000 bp, 

nasleduje ďalšie intranukleozomálne štiepenie na ešte menšie fragmenty veľké okolo 

180 až 200 bp (Elmore, 2007). 

 

2.2.2 Signalizačná dráha apoptózy 

 

2.2.2.1 Vonkajšia signalizačná dráha 

Vonkajšia signalizačná dráha ktorá spúšťa proces apoptózy zahrňuje interakcie 

sprostredkované cez transmembránové receptory. Tieto receptory smrti sú členmi 

skupiny génov rodiny TNF – (tumor nekrotizujúceho faktoru) (Locksley a kol., 

2001). Táto skupina zdiela podobné na cystein bohatej extracelulárnej domény. 

V cytoplazme sa nachádza takmer 80 aminokyselín ktoré, označujeme ako  

“domény smrti“. Tieto domény majú kľúčovú úlohu pri prenášaní smrteľných 

signálov z povrchu bunky do jadra. Najviac opísané ligandy a ich odpovedajúce 

receptory  sú Fasl/FasR, TNFα/TNFR1, Apo3l/DR3, Apo2l/DR4 a Apo2l/DR5. 

Kaskáda jednotlivých krokov vystihujúcich vonkajšiu signalizačnú dráhu je 

znázornená na modeloch Fasl/FasR a TNFα/TNFR1 domény smrti (Rubio-Moscardo 

a kol., 2005). 

V prvom prípade sa viaže Fas lingand na Fas receptor. Výsledok tejto väzby má 

za následok trimerizáciu receptoru. Trimerizovaný receptor naverbuje väzobný 

proteín  FADD na doménu smrti (Elmore, 2007).  

Viažuci sa TNF na svoj TNF receptor vznikne väzobný proteín TRADD.  

Viazanie FADD  na smrteľnú doménu aktivuje prokazpázu 8 ako výsledok signálu 

smrti. V tomto bode sa vytvorí DISC  (death-including signaling complex). Ako 

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
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náhle je aktivovaná kazpáza 8, dráha apoptózy je spustená. Tieto signalizačné dráhy 

môžu byť inhibované proteínom c-FLIP, ktorý sa naviaže na FADD a kazpázu 8 

a spôsobí ich nefunkčnosť. Ďalšia regulácia apoptózy môže byť spôsobená 

proteínom Toso ktorý blokuje Fas – dráhu apoptózy v T bunkách cez inhíbiciu 

kazpázy 8 (Elmore, 2007). 

 

2.2.2.2 Vnútorná signalizačná dráha 

Vnútorná signalizačná dráha zahajuje apoptózu rozmanitou škálou 

nereceptorovo sprostredkovaných signálov, sú určené pre vnútorne prostredie bunky, 

predovšetkým pre mitochondrie. Tieto stimuly produkujúce signály môžu na bunku 

pôsobiť negatívne alebo pozitívne. Negatívne signály zahrňujú absenciu rastových 

faktorov, hormónov, cytokínov a môžu viesť k potlačeniu programov smrti, takže 

nedochádza k spusteniu apoptózy. Medzi pozitívne pôsobiace  stimuly patria 

napríklad radiácia,  toxíny, hypoxia, hypertermia, infekcie a voľné radikály. Všetky 

tieto stimuly spôsobujú zmeny na vnútornej mitochondriálnej membráne a zvyšujú 

tak permeabilitu mitochondriálnych pórov (Saelens a kol., 2004). Prvá skupina 

proapoptických proteínov pozostáva z cytochromu c/DIABLO a sérinovej proteázy 

HtrA2/Omi. Tieto proteíny spúšťajú kaskádu mitochondriálnej signalizačnej dráhy. 

Cytochrom c naviaže a aktivuje Apaf-1 proteín a tiež prokazpázu 9. Spoločne 

vytvoria tzv. apoptozóm. Zhlukovanie prokazpay 9 vedie k aktivácii kazpazy 9. 

Smac/Diablo a HtrA2/Omi podporujú apoptózu tak, že inhibujú aktivitu IAP 

(inibítori apoptických proteínov) (Elmore, 2007). 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R130
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2.2.2.3 Exekučná signalizačná dráha 

Na vnútornú a vonkajšiu signalizačnú dráhu nadväzuje exekučná dráha. Je 

pokladaná za konečnú fázu apoptózy. Začína aktiváciou exekučných  kaspáz, ktoré 

spúšťajú fázu apoptózy. Aktivujú cytoplazmatickú endonukleázu, ktorá degraduje 

jadrový obsah. Ďalej aktivujú  proteázy, spôsobujúcu degradáciu jadrových  

a cytoskeletových proteínov. Kazpáza-3, kazpáza-6 a kazpáza-7 štiepia rôzne 

substráty vrátane cytokeratinu, PARP, proteín skeletu plazmatickej membrány - aplfa 

fordín, jadrový proteín NuMa a ostatné, čo nakoniec spôsobí biochemické  

a morfologické zmeny pozorované v bunkách podliehajúcich apoptóze (Slee a kol., 

2001).  

 

 

Obr. č.  3 - Vonkajšia signalizačná dráha apoptózy (Blake a kol., 1997) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/#R139
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2.2.3 Morfologické zmeny  bunkových organel počas apoptózy 

Bunka počas apoptózy podstupuje charakteristické a  zreteľné zmeny. Bunka sa 

zmršťuje, vplyvom zmenšovania sa cytoplazma stáva hustejšia a organely sú tesnejšie 

usporiadané. Cytoplazmatická membrána sa stáva stočená a na povrchu sa vyskytujú 

útvary, pripomínajúce pľuzgiere. Táto fáza za nazýva blebbing alebo zeiosa (Jantová, 

2011). Membrána si však uchováva svoju integritu. Táto fáza je dobre pozorovateľná 

v svetelnom mikroskope. Je to jeden z najskorších znakov nevyhnutnej smrti bunky. 

Bunka počas apoptózy reorganizuje štruktúru cytoskeletu (Alberts a kol., 2008). 

Fragmentácie mikrofilamentových zväzkov vedie k celkovej plasticite bunky 

a podporuje znižovanie objemu a zmršťovanie bunky. Imunochemická detekcia aktínu 

a tubulínu odhalila, že apoptický signál ovplyvňuje ich štruktúru a mení jeho 

priestorové usporiadanie do kortikálného kruhu. Tubulinový cytoskelet sa zmení  

do pevných zväzkov, aktínové mikrofilamenty taktiež vytvárajú spoje, ktoré sa stávajú 

pevnejšie, zvlášť pri perifériách. Endoplazmatické retikulum je zložené z dynamicky sa 

pohybujúcich trubičiek. Endoplazmatické retikulum sa zväčšuje a obsahuje viac vody. 

Napríklad v HeLa bunkách, podliehajúcich apoptóze, sa trubičky endoplazmatického 

retikula rozšírili voľne v cytoplazme, so zvýšenou hustotou v perinukleárnom priestore 

(Jantova, 2011). Mitochondrie v priebehu apoptózy sú fragmentované na menšie časti. 

V jadre nastáva takzvaná karyopyknóza. Ide o nevratnú kondenzáciu chromatínu.  

Po karyopyknoze nasleduje karyohexia, deštruktívna fragmentácia jadra.  

Tieto fragmenty obsahujú kondenzovaný chromatín, nerovnomerne rozmiestnený  

v cytoplazme bunky. Nakoniec sa bunka rozpadá na apoptické telieska (Jacobson, 

2002). 

 

2.2.4 Gény zapojené do apoptózy 

Za posledné roky výskum genetiky viedol k identifikácii niekoľko génov 

zapojených do apoptózy. Boli detekované u hlístice C. elegans. Konkrétne sa jedná 

o gény ced-3 a ced-4 odpovedajúce za aktiváciu apoptózy a gény ced-2 a ced-9 

zodpovedné za jej inhibíciu. U cicavcov boli objavené homologické gény. Pochádzajú 



- 20 - 

 

z rodiny Bcl-2. Produkt génu Bcl-2 chráni bunky pred apoptickými signálmi. Tento gén 

je exprimovaný v dlhožijúcich bunkách (hepatocyty, neurony) (Hay et al. 2004). 

Antagonista génu Bcl-2 je gén BAX. Nadmerná produkcia proteínu BAX vedie 

k tvorbe homodimérov (BAX-BAX), ktoré majú pro apoptickú funkciu. Pri nízkej 

produkcii proteínu sa vytvárajú diméry Bcl-2-BAX, ktoré naopak chránia bunku pred 

smrťou (Jacobson et. al 2002). Ďalší gén zapojený do procesu apoptózy je gén p53, 

zodpovedný za aktiváciu génu BAX. V prípade poškodenia DNA tento gén najprv 

vyvolá zastavenie bunkového cyklu, aby sa DNA mohla opraviť. Ak je poškodenie 

neúnosné, aktivácia tohto génu vyvolá smrť bunky (Jacobson et. al 2002). 
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2.3 Apoptóza makrofágov a monocytov 

Spúšťanie apoptózy u makrofágov záleží na pro alebo anti - apoptotickej 

regulácii. Makrofágy si vyvinuli mechanizmus, ktorý dokáže ovplyvniť pro apoptickú 

reguláciu a aktivovať dráhy na prežite, aby si zaistili dlhší životný cyklus (Sanz a kol., 

2013) 

 Dôležité regulátory apoptózy makrofágov sú sérin/threonin kinázy, ktoré patria 

do rodiny proteínových kináz C (PKC) (Reynald a kol., 2007). PKC rodina pozostáva 

z 11 isoforiem, ktoré sú rozdelené na typické (α, β a γ), zvláštne (δ, η, ε a θ) a atypické 

(λ, ζ a τ) (Sanz a kol., 2014). Typické a atypické majú anti – apoptické vlastnosti. Avšak 

δ, η, ε a θ majú pro – apoptické vlastnosti (Reynald a kol., 2007). 

Apoptóza makrofágov je pre jej veľký význam často študovaným predmetom 

v procese zápalu. Dokazujú to nasledujúce citácie z mnohých vedeckých publikácií. 

Makrofágy majú významnú rolu v ateroskleróze. Ateroskleróza je ochorenie 

tepien. Nahromadenie medzibunkového cholesterolu vyvoláva apoptózu makrofágov. 

Voľný cholesterol sa nahromadí na membráne endoplazmatického retikula, ktorá  

za normálnych podmienok neobsahuje veľké koncentrácie voľného cholesterolu. 

Spôsobí to zmenu integrálnych proteínov a vyvolá stres ktorý neskôr spúšťa apoptózu 

(Tabas a kol., 2005). 

Interakcia medzi mikróbmi a makrofágmi hrá kľúčovú rolu v patogenéze 

mnohých infekcií. Niekoľko bakteriálnych patogénov spôsobuje apoptózu makrofágov, 

ale mechanizmus pôsobiaci pro – apopticky má rôzny priebeh. Apoptóza makrofágov  

je spôsobená baktériami Shigella flexneri pomocou pro – zápalových cytokínov. 

Naopak Yersinia spp. indukuje apoptózu potlačením signalizačných dráh, čo vedie 

k produkcii TNF-α a cytokínov, ktoré sú esenciálne pre kontrolu infekcie (Navarre a 

kol., 2000). 
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Existuje množstvo dôvodov, prečo sú makrofágy citlivé na patogény,  

ktoré vyvolávajú apoptózu. Jedným z dôvodov je expresia povrchových receptorov, 

ktoré rozoznávajú bakteriálne komponenty LPS a lipoproteíny. Tieto receptory neskôr 

aktivujú pro – apoptotickú signalizačnú dráhu (Navarre a kol., 2000). 

Apoptóza makrofágov bola preukázaná aj po vyvolaní infekcii Salmonellou. 

Salmonella spôsobuje apoptózu infikovaných makrofágov tak, že proteín SipB 

vylučovaný salmonelou sa naviaže na proapoptickú kazpázu – 1, a spustí tak aktiváciu 

kaspáz a kaspázova kaskáda môže prebehnúť (Hernandez a kol., 2003). 

Niektoré štúdie ďalej poukazujú na fakt že samotná fagocytóza baktérií 

Staphylococci, Streptococci a Escherichia coli vedie k programovanej bunkovej smrti 

(Frankenberg a kol., 2008). 

Pietres (2008) dokazuje, že makrofágy s fagocytovanými Mycobacterium bovis 

podliehajú apoptóze, čo zabráni v ďalšiemu rozmnožovaniu mykobaktérii a bezpečne ju 

odstráni z tela. 

Oproti týmto poznatkom Valledor (2004) poskytuje dôkazy že makrofágy 

vystavené infekcii môžu byť proti apoptóze chránené. Konkrétne makrofágy pečene 

vykazovali receptor X (liver X receptors - LXRs) a  retinoid X receptors (RXRs) ktoré 

inhibujú apoptotickú odpoveď makrofágov na M-CSF. Kombinácia LXRs a RXRs 

ochránila makrofágy pred apoptózou, ktoré spôsobujú infekcie baktérií Bacillus 

anthracis, Escherichia coli a Salmonella typhimurium.  

 

2.3.1 Pro-apoptotická regulácia 

Typický členovia rodiny kináz, ako napríklad PKCα a PKCβ zvyšujú svoju 

koncentráciu počas PMA – stimulácie (Phrobol myristerovej kyseliny) (Lin a kol., 

2007). Diferenciácia myelomonocytov za pomoci TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-

acetát) vykazuje zvýšenú koncentráciu PKCα a zníženie koncentrácie PKCδ. PKCε je 



- 23 - 

 

aktivovaná behom tumorogenézy a taktiež môže byť aktivovaná aj pri LPS stimulácie 

(Sanz a kol., 2013). 

Inhibícia FasR/Fasl v kultúrach monocytov docieli inhibíciu spontánnej 

apoptózy. Funkčná úloha Fas bola in vivo zhodnotená na s blokovaným FasR (Ipr/Ipr) a 

FasL (Ipr/gid). Obi dve myši vykazovali zápalové a rezidentné monocyty. Výsledkom 

boli rôzne klinické stavy lymfadenopatia, splenomegália ďalej akumulácia makrofágov 

v tkanivách pľúc, pečene a v slezine (Brown a kol., 2004). Všetky tieto zistenia 

potvrdzujú dôležitosť Fas – sprostredkovanej dráhy pri apoptóze makrofágov (Sanz  

a kol., 2013). 

 Ďalej Sanz a kol., (2013) popisuje homozygotné embryiá myší  s vyradenou 

kaspázov – 8 a kazpázov – 9 neboli životaschopné a vykazovali početné defekty 

v neurálnej trubici. Heterozygotné embryá prežili štyri až päť týždňov. Myši 

s blokovanou kaspázov – 3 neboli životaschopné a trpeli ťažkými defektmi so skorým 

nástupom smrti. To dokazuje že kazpáza – 3 zohráva dôležitú rolu pre apoptózu. 

Dasmahaptra a kol., (2006) dokazuje že v leukemických myelomonocytických 

bunkách, prítomnosť proteínov Bcl – 2, Bcl – xl, a Mcl – 1 prispievalo k prežitiu bunky. 

Nadmerná koncentrácia proteínov Bcl – 2 a Bcl – xl v monocytoch zvyšovali odolnosť 

voči apoptotickým stimulom. Ochranná úloha proteínu Bcl – 2 je sprostredkovaná cez 

fosforyláciu AKT (proteín kináza B). Prítomnosť proteínov Bik, Bak, Bax, Bad a Bid 

bola dokázaná v línií monocytických buniek. Zmena lokalizácie týchto proteínov 

z cytoplazmy na mitochondriálnu membránu má za následok spustenie apoptózy 

(Berthier a kol., 2004). 

Dimerizácia Bcl – 2 skupiny proteínov je dôležitý regulačný mechanizmus. 

Priama interakcia medzi homo a hetero dimérmi  má za následok vo formovaní pórov 

na mitochondriách a uvoľnení apoptotických faktorov do cytoplazmy (Antignani a kol., 

2006). Na vonkajšej cytoplazmatickej membráne, uľahčujú tvorbu pórov (Baines a kol., 

2007; Paquet a kol., 2004). Bid proteín je jediný zo skupiny proteínov ktorého aktivita 

je regulovaná štiepením. Monocytické bunky ošetrené proteínom TRAIL vykazovali 
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aktiváciu kazpáz – 8, čo viedlo k štiepeniu Bid (tBid). tBid translokácia na 

mitochondriu spúšťa oligomerizaciu Bax/Bak a prispieva tak k vyvolaniu bunkovej 

smrti (Sanz a kol., 2013). 

Koncentrácia Mcl – 1 proteínu v bunkách sa znižuje pri bunkách podávaním 

flavopiridolu  zvyšuje tak apoptózu myelomonocytických buniek (Rosato a kol., 2007). 

V tkanivových makrofágoch odobraných pacientom trpiacimi reumatickou artritídou 

bol Mcl – 1 proteín vo vysokej koncentrácii. Odstránenie proteínu spôsobovalo 

apoptózu makrofágov ( Liu a kol., 2006).  

Modulácia apoptózy makrofágov počas infekcie spôsobenej mykobaktériami,  

 je zložitý proces zahrnujúci niekoľko faktorov. Kľúčovú rolu potom hrá TNF-α (Spira  

a kol., 2003). TNF-α je pleiotropický cytokín, pôsobiaci cez dva odlišné receptory 

TNFR1 a TNFR2. Tieto receptory sa vyskytujú u rôznych bunkách.  TNRF1 môže 

prijímať signály na prežitie aj signály smrti, zatiaľ čo TNRF2 môže prijať len signály  

na prežitie (Henglans 2005). TNF-α sa zúčastňuje niekoľkých krokov v imunitnej 

odpovedi proti mykobatériam. Je zapojený do aktivácie makrofágov. Zvyšuje produkciu 

cytokýnov a chemkýnov a zahajuje apoptózu (Algood a kol., 2004; Harris a kol., 2008).  

 

2.3.2 Anti apoptická regulácia 

Prežitie makrofágu je zrealizované pomocou zvýšenej koncentrácie proteínov 

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

IAP alebo “inhibítor apoptózy“  je skupina proteínov ktorá bola prvý krát 

identifikovaná v baculovirse. IAP majú doménu zinkového prstu pomenovanú 

Baculovirus IAP Repeat. Doposial bolo popísaných osem orthológov : XIAP (ILP-1, 

MIHA), ILP – 2 (Ts – IAP), cIAP – 1 (HIAP2, MIHB), cIAP – 2 (HIAP, MIHC),  

ML – IAP (livin, KIAP), NIAP, Surivin (TIAP) a Apollon (Bruce).  Niektoré IAP majú 

druhý zinkový prst-RING, ktorý sa viaže ku kaspázovým doménam (Joazeiro a kol., 

2000). 
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Najviac popísaný člen tejto rodiny je XIAP. XIAP sa priamo viaže na kazpázu – 3a 

inhibuje jej aktivitu. Počas apoptózy vyvolanej Fas, je XIAP štiepení na dva fragmenty. 

Jeden obsahuje BIR domény (BIR -1a BIR - 2) a druhý obsahuje RING doménu. 

Obidve sa potom viažu na rozdielne kazpázy, čo spôsobuje ich nefunkčnosť a apoptóza 

môže prebehnúť (Sanz a kol.,, 2013). 

 

2.4 Apoptóza makrofágov mliečnej žľazy 

Rezidentná populácia makrofágov v mliečnej zľaze jalovíc sa skladá z dvoch 

morfologický odlišných populácií. Sú charakterizované ako makrofágy 

(vakuolizované) a makrofágy (nevakuolizované). Táto morfologická kategorizácia 

dvoch druhov makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytka je dôležitá, pretože dve 

rozdielne populácie budú aj rozdielne podliehať apoptóze (Sládek a kol., 2006). 

U nevakuolizovaných makrofágov je detekovaná apoptóza len v malom množstve, 

pretože sú to mladé bunky v porovnaní s vakuolizovanými makrofágmi (Leinter a kol 

2003). Avšak apoptóza je dôležitá na uchovanie homeostázy (Liacos a kol., 2008) 

preto tieto bunky nie sú odolné voči apoptóze. Čo dokazujú in vitro štúdie. Tieto 

bunky in vitro bez akýchkoľvek stimulov podliehali apoptóze za menej ako 24 hodín 

(Sládek a kol., 2010). Nízka frekvencia apoptózy u nevakuolizovaných makrofágov  

je vysvetlená tým, že stále primajú zápalové stimuly alebo ostatné nebezpečné signály 

z okolia. Tieto sa menia na vakuolizované makrofágy päť alebo viacej dní po migrácií. 

Pri populácií vakuloizovaných makrofágov sa pozoruje vyššie percento apoptických 

buniek. Podobne, ako u makrofágov mliečnej žľazy je možné túto situáciu pozorovať 

aj v ľudských pľúcach. Alveolárne mikroprostredie zdravých ľudských pľúc 

preukazuje zvýšený počet apoptických alveolárnych makrofágov, pretože je potrebné 

zachovať homeoztázu pľúc (Liacos a kol., 2008). 
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Obr. č.  4 - Apoptóza makrofágu (kondenzácia chromatínu, vakuolizácia) (Sládek a kol., 

2010) 

 Predpokladá sa, že získavanie monocytov za pomoci LPS pozdržuje apoptózu. 

Kvôli tomu, že produkuje zápalové stimuly a predlžuje ich prežitie. LPS vyvoláva 

autokrinnú syntézu zápalových cytokínov, TNF – α a interleukínu – 1. Zvýšené 

množstvo týchto cytokýnov bolo zachytené počas iniciačnej fázy zápalového ochorenia 

spôsobené baktériou Escherichia coli. Kultivované bunky in vitro zaznamenali zvýšený 

počet apoptických buniek  keď sa stimulovalo iba pomocou PBS v porovnaní s LPS. 

Bola na týchto bunkách zaznamenaná zvýšená expresia povrchového receptoru CD14 

po kultivácii pomocou LPS in vitro. TNF – α a interleukín – 1 zvyšujú expresiu tohto 

receptoru a zaisťujú tak prežitie buniek. LPS má dôležitú úlohu pri v regulácií apoptózy 

makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytka (Sládek a kol., 2010). 

 Sládek a kol., (2010) pozorovali že apoptóza vo vakuolizovaných zápalových 

makrofágoch prebieha vo väčšej miere ako apoptóza nevakuolizovaných makrofágov. 

Ďalej je známe že fagocytóza polymorfonukléarnych buniek je spojená s apoptózou 

makrofágov. Bola pozorovaná lokálna apoptóza makrofágov, ktoré obsahujú 

fagocytované apoptotické bunky počas zápalu. Odstránenie týchto makrofágov hrá 

dôležitú úlohu v spôsobe akým bude úspešne ukončení zápal. 
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2.4.1 CD14 expresia v apoptotických bunkách 

Nevakuolizované makrofágy mliečnej žľazy sú derivované z krvných 

monocytov a taktiež preukazujú podobnú expresiu  CD14, ako krvné makrofágy. Na 

druhej strane vakuolizované makrofágy poukazujú na zvýšenú expresiu tohto 

povrchového receptoru. Pravdepodobne je to spojené s ich “čistiacou“ funkciou čo je 

viac typické pre tkanivové makrofágy ako pre črevné makrofágy (Smith a kol., 2011). 

Vysoká expresia CD14 bola taktiež pozorovaná v aleolárnych makrofágoch v pľúcach 

(Jiang a kol., 2003).  

 Sládek a kol., (2014) zaznamenali zvýšenú expresiu povrchového receptoru 

CD14 in vitro u zápalových makrofágov stimulovaných za pomoci LPS (INFMACLPS), 

zápalových makrofágov stimulovaných za pomoci PBS (INFMACPBS) a rezidentných 

makrofágov (RESMAC). Medzi týmito bunkami sa našlo aj veľa apoptotických 

 a nekrotických buniek. Sládek a kol., (2014) študovali či má zvýšená expresia CD14 

receptoru za následok apoptózu alebo nekrózu buniek. Analyzovali apoptózu CD14+ 

makrofágov a taktiež apoptózu krvných monocytov. Analýza CD14+ makrofágov 

prietokovou cytometriou ukázala, že väčšina sú živé bunky s výnimkou  

vakuolizovaných zápalových makrofágov  stimulovaných LPS, kde živé bunky 

dosahovali približne jednu tretinu. Zároveň bol znížený počet apoptických  

a nekrotických buniek u CD14+ makrofágoch. Je zrejmé že zvýšená expresia CD14 

na makrofágoch mliečnej žľazy korešponduje so znížením apoptózy.  

Apoptóza rezidentných makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytka je 

spôsobená prirodzeným starnutím buniek (Sládek a Rysanek 2010). Preto  

je zaznamenaný menší výskyt apoptózy u nevakuolizovaných makrofágov ako  

u vakuolizovaných rezidentných makrofágoch, pretože sú to mladé bunky 

diferenciované z monocytov (Bellingan a Laurent 2008).  

V porovnaní s RESMAC, apoptóza INFMACLPS a INFMACPBS je jedna  

zo zásadných udalostí v rezolúcii zápalovej odpovede. V mliečnej zľaze hovädzieho 

dobytka menší výskyt apoptózy INFMACLPS a INFMACPBS je spojený s iniciačnou fázou 
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zápalovej odpovede. Napriek tomu in vitro bolo zaznamenané to, že apoptóza 

INFMACLPS je oneskorená v porovnaní s INFMACPBS a taktiež s RESMAC. Dôvodom môže 

byť to že LPS vyvoláva rezistenciu apoptózy a zabezpečuje prežitie makrofágov. 

Oddialenie apoptózy makrofágov prispieva k rezolúcii zápalu mliečnej žľazy  

(Sládek a Rysanek 2010). 

Sládek a Rysanek (2014) svojimi experimentmi dokázali že expresia povrchového 

receptoru CD14 u makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho dobytku nie je spojená 

s bunkovou smrťou. Vyššia expresia receptoru CD14 odpovedá zvýšenému počtu 

živých buniek.  

 

2.4.1 Metodika získavania makrofágov mliečnej žľazy hovädzieho 

dobytka 

Bakteriálny lipopolysacharid (LPS) je silný toxín uvoľňovaný z bunkovej steny 

Gram negatívnych baktérii. Je často používaný ako sprostredkovateľ zápalových 

ochorení (Antal a kol., 2000).  Podanie LPS prostredníctvom tzv. laváže do mliečnej 

žľazy hovädzieho dobytka vyvoláva zápalovú odpoveď. Takto ošetrená mliečna žľaza  

sa pokladá za vhodný model pre štúdium biochemických, patofyziologických  

a imunitných aspektov zápalu mliečnej žľazy. Prvá fáza odpovede na LPS vyvolaného 

zápalu je veľký prílev neutrofilov. Aktívne odstraňujú baktérie z mliečnej žľazy za 

predpokladu že sú tam prítomné. Mononukleárne fagocyty sú zodpovedné za zápalové 

procesy, sú taktiež aktivované LPS. Aktivácia monocytov, makrofágov a neutrofilov 

aktivovaná pomocou LPS zahŕňa dva kľúčové komponenty a to LPS binding protein 

(LBP) a CD14 receptor. Aktivované bunky majú na povrchu CD14, ktorý viaže LPS 

do komplexu spolu s LBP. Tento komplex, u makrofágov iniciuje produkciu  

pro – zápalových cytokínov ako napríklad TNF – α a interleukín 6. CD14 receptor 

taktiež viaže komponenty bunkovej steny gram pozitívnych a gram negatívnych 

baktérií (Sládek a kol., 2002). 
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2.4.1.1 Postup získavania makrofágov 

Ako popisuje Sládek (2002), najvhodnejší spôsob získavania makrofágov 

mliečnej zľazy je jej laváž. Modifikovaný uretrálny katéter sa zavedie do struku po 

dezinfekcii 70% etanolom. Cez katéter sa podá 20ml PBS pri hodnote pH 7,4  

do každej štvrte. Štvrte sú okamžite vypláchnuté, a tak je získaná kontrolná populácia 

buniek. Následne sa podá PBS alebo LPS rovnakým spôsobom. V experimente je 

podaných 10 ml roztoku spolu s 10 μg LPS. Štvrte sa vyplachujú v určitých časových 

bodoch, napríklad po 24 hodinách. Model získavania makrofágov k in vitro štúdiam  

za použitia LPS bol prvy krát použitý Wardley a kol (1976).  

 

2.4.1.2 Spracovanie a kultivácia buniek in vitro 

  Bunky získane z výplachov sa následne bakteriologicky testujú na krvných 

agaroch (ovčia krv) pomocou aerobnéj inkubácie pri teplote 37° C. Do pokusov môžu 

byť zaradené iba zdravé zvieratá (bakteriologický testované). Bunková suspenzia sa 

centrifuguje pri 4° C a 200 x g po dobu 10 minút. Jeden mililiter supernatantu  

je ponechaný pre opätovnú resuspensiu. Všetky bunky sa vložia do RPMI 1640 média. 

Časť buniek sa okamžite analyzuje ako takzvané fresh vzorky a ostatné sa inkubujú in 

vitro. Makrofágy sa umiestnia do kultivačnej doštičky a ďalej sú inkubované po dobu 

0, 3 a 6 hodín pri teplote 37° C. Neskôr sú analyzované napríklad pomocou 

prietokovej cytometrie (Sládek a kol., 2010).  

 

2.4.1.3 Analýza prietokovou cytometriou 

Vzorky sa rozdelia do dvoch častí na detekciu životaschopnosti (apoptóza alebo 

nekróza) a detekciu povrchových receptorov CD14 a CD11b. Apoptotické  

a nekrotické bunky sú označené anexinom – V a označené FITC (fluorescein 

isothiocyanate)  a PI ( propidium iodid),  ďalej sa  analyzujú pomocou prietokovej 
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cytometrie (metódou podľa Vermes a kol., 1995). Pre detekciu životaschopnosti je 

možné využiť bežne dostupný kit-Anexin – V – FLUOS, ktorý apoptické bunky 

rozpozná podľa vystaveného fostfatidylserínu a farebne označí. Nekrotické bunky sú 

značene PI. Po 20 minútach farbenia, odporúčané výrobcom, sú vzorky analyzované 

prietokovou cytometriou ako vyplýva z obrázku č. 4. Pre túto analýzu sa bežne 

používa nastavenie na hodnotenie 20 000 buniek. 

 

Obr. č.  5 - Dot plot leukocytov z neliečenej mliečnej žľazy jalovice (Sládek a kol., 2010) 

Na obrázku číslo 5 môžeme pozorovať neutrofily v regióne R1, v regióne R2 sa 

nachádzaju lymfocyty, regióne R3 sú pozorovatelné nevakuolizované makrofágy 

a v regióne R4 vakuolizované makrofágy (Sládek a kol., 2010). 
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Obr. č. 6 - Dot plot (Sládek a kol., 2010) 

Na obrázku číslo 6 vidíme v sektore A normálne – živé bunky, v sektore B sa 

nachádzajú apoptické bunky a v sektore C nájdeme nekrotické bunky (Sládek a kol., 

2010). 
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3 ZÁVER 

 

Mastitída je zápalové ochorenie, ktoré spôsobuje značné ekonomické straty a preto 

sa aktívne študuje. Dôležité je štúdium nielen na úrovni klinických prejavov je nutné 

zacieliť až na úroveň bunkovú  a biochemickú. Nových vedeckých štúdií, ktoré popisujú 

imunitné mechanizmy na úrovni buniek mliečnej žľazy, nie je veľa. 

Pre dokonalé porozumenie iniciácie, priebehu a ukončenie zápalu mliečnej žľazy  

je práve štúdium týchto poznatkov najdôležitejšie. Prepojenie teoretických znalostí  

z experimentálnej výskumnej činnosti  s praxou hrá významnú rolu  

v poľnohospodárstve. V tejto bakalárskej práci som cielil na zhromaždenie a scelenie 

súčasných výsledkov z oblasti apoptózy mononukleárnych buniek a makrofágov 

mliečnej žľazy hovädzieho dobytka. 
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6 ZOZNAM SKRATIEK 

Apo3l  Apo3 ligand, skupina ligandov 

ATP   Adenozíntrifosfát 

BAX  regulátor apoptózy z rodiny proteínov Bcl - 2 

Bcl – 2  B-cell lymphoma 2 

c – flip  cellular FLICE-like inhibitory protein 

c/Diablo  direct IAP binding protein with low pI 

C3a, C5a  komplement, skupina komplementov 

CCR2  receptor pre chemkýni typ 2 

CD  diferenciačná skupina 

ced  skupina génov hlístice C. elegans 

CF-GM  spoločný prekurzor granulocytov a makrofágov 

CF-M  prekurzor makrofágov 

CFU-GEMM   prekurzor nelymfatických buniek 

CSF  kolónie stimulujúci faktor 

DNA  kyselina deoxyribonukleónova 

DR3  receptor zo skupny TNF, DR skupina receptorov 

FADD  Fas-Associated protein with Death Domain 

Fasl  Fas ligand, transmembránový proteín 

FasR  Fas receptor 

fMLP  formyl – metionylleucinphenylalanin 

Htra2  sérin peptidáza 

IAP  inibítori apoptických proteínov 

IgG  imunoglobulín G 

IL – 3  interleukín, skupina iterleukínov 

INF-γ  Interferon 

LBP  LPS viažucí proteín 

LPC  Lyzofosfytidlycholin 

LPS  bakteriálny lipopolysacharid 
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LXR  pečenové receptory X 

Mcl – 1  regulátor apoptózy z rodiny Bcl – 2 

M-CSF  kolonie stimulujúci faktor makrofágov 

MIP  Macrophage Inflammatory Protein 

NuMA  jadrový proteín 

p53  proteín kódovaný génom TP53 

PARP  proteín skeletu cytoplazmatickej membrány 

PGE2   prostaglandin E2 

PKC  skupina proteín kináz 

PMA   phorbol myristrate acetát 

RANTES 
 

regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and 

 Secreted 

RXR  retinoidné receptory X 

SLA – DR  monoklonálna protilátka 

tBid   membrane-targeted death ligand 

TGF- β   transforming growth factor beta 

TNFR1  membránovy receptor 

TNF-α t  tumor nekrotizujúci faktor 

Toso  proteín povrchového receptoru myších buniek 

TPA  12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetát 

TRADD 
 

tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH 

 domain protein 

TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand 

UTP   Uridíntrifosfát 

VCAM – 1  vascular cell adhesion molecule 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

XIAP  ihibítor apoptózy patriaci do skupiny IAP 

 

  


