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ABSTRAKT

Bakalarska prace Role apoptdzy a nekrozy makrofaghh mlécné zlazy skotu podava
ptehled o makrofazich, které jsou soucasti nespecifické imunity. Popisuje jejich vyvoj
zZ pluripotentnich bun€k kostni difené pies monocyty k makrofagim a jejich vyznam
v mlécné zlaze, ktery zahrnuje fagocytdozu mikroorganismti a odumfielych bunék, pro-

dukci cytokint a stimulaci bunék, které reguluji zanétlivé reakce.

V dal$i casti je bakalaiska prace zaméfena na jednotlivé typy bunééné smrti
(apoptozu a nekrozu). Jsou zde popsany jejich strukturalni, biochemické a genetické
znaky a nasledné déje, které probihaji po odumieni bunék, tj. odstranéni odumielych bu-
n€k z organismu. Nemén¢ vyznamny jsou rovnéz nasledky odumfielych bunék na okolni
tkan. V zavéru prace jsou shrnuty zékladni rozdily mezi apoptézou a nekrdzou a jejich

role béhem zanétlivé reakce mlécné zlazy skotu.
Kli¢ova slova: bunécna smrt, fagocytéza, monocyty, mastitida
ABSTRACT

This bachelor thesis is aimed to the role of apoptosis and necrosis of bovine mammary
gland macrophages provides an overview of macrophages that are part of nonspecific
immunity. It describes their development from pluripotent bone marrow cells via mono-
cytes to macrophages and their importance in the bovine mammary gland, which includes
the phagocytosis of microorganisms and dead cells, the production of cytokines, and the

stimulation of cells that regulate inflammatory responses.

In the next part the bachelor thesis is focused on individual types of cell death
(apoptosis and necrosis). They describe their structural, biochemical and genetic features
and subsequent events that take place after cell death, ie. the removal of dead cells from
the organism. The effects of cell death on the surrounding tissue are also of no signifi-
cance. At the end of the work are summarized the basic differences between apoptosis

and necrosis and their roles during the inflammation of the bovine mammary gland.

Key words: dead cells, phagocytosis, monocytes, mastitis
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1 UVOD

Zanét mlééné Zlazy neboli mastitida je jednou z nejéastéjSich onemocnéni dojnic.
Mastitida je polyfaktorialni onemocnéni, které vznika interakci mezi jedincem, prostie-
dim a patogenem. Zvysené procento onemocnéni mastitidami je ovlivnéno Slechténim
skotu na vyssi uzitkovost, tzn. Ze pfi Slechténi na vyssi uzitkovost se zvySuje citlivost
dojnic na zanéty mlééné zlazy. Proto neni jednoduché mu predchazet ¢i zamezit. Masti-
tida se ve velké mife promita i do uzitkovosti a zaroven do ekonomiky chovu a jeho ren-
tability, proto v dnesni dob¢ s vysokymi nadoji a vysokymi naroky na parametry mléka

je jednou z nejvice feSenych a zkoumanych onemocnéni.

Bakalatska prace je zamétena na makrofagy zajist'ujici v mlééné zlaze nespecifickou
(pfirozenou) imunitu. Zaujimaji ve zdravé laktujici mlééné zlaze prevaznou cast bungk,
a tedy i jako prvni reaguji na proniknuvsi patogeny. Makrofagy jsou buitkami dozravaji-
cich z monocyti po prichodu z krevniho fecisté€ do tkani. Maji v imunitnim systému di-
lezitou funkci, jez zahrnuje fagocytézu mikroorganismi (patogenti) a odumielych bunék,
produkci cytokind, které aktivuji dal$i buiiky imunitniho systému, a regulaci zénétlivé

reakce.

Jako kazdy jiny typ buniky jsou rovnéz makrofagy smrtelné. Podléhaji dvéma formam
bunécné smrti — apoptoze a nekrdze. Zatimco apoptdza je ptirozeny, geneticky naprogra-
movany a pro tkan bezpeény typ smrti, nekroza piedstavuje akcidentalni smrt s histoto-

xickym Uc¢inkem na okolni tkan.

Vyznam apoptdzy a nekrdézy u makrofagii mlécné zlazy je predmétem této bakalarské

prace.
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2 CIL PRACE
Makrofagy hraji vyznamnou roli v obranném systému mlécné zlazy skotu. Procesy
vedouci k jejich smrti snizuji samotnou obranyschopnost tohoto orgénu vii€i pronikajicim

patogennim mikroorganismum.

Cilem této bakalarské prace je pojednat o apoptoze a nekrdéze makrofagh mlécné

zlazy skotu a jejich vyznamu pro zachovani homeostazy tohoto organu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém se podili spolecné se systémem nervovym a endokrinnim na udrzeni
stalého vnitiniho prostfedi — homeostazy organismu. Funkci imunitniho systému je
schopnost zajistit rozpoznani a odstranovani nefunkénich slozek organismu. Mezi tyto
slozky fadime buiiky staré, mrtvé, nddorové, nemocné ¢i télu cizi. Tyto buiiky jsou roz-
poznavany od béznych slozek organismu, proti kterym za fyziologickych podminek sys-
tém nereaguje. Jsou odstraiovany pomoci dvou mechanismi apoptdézy a nekrdzy

(Toman a kol., 2009; Otova a kol., 2014).

Imunitni systém je slozen z molekul a bunék, které jsou rozmistény Vv rozsahu celého
organismu a zaroven tvoii specializované lymfatické organy. Imunitni buniky jsou vyba-
veny stovkami riznych molekul. Tyto molekuly na povrchu bunék jsou zv1asté receptory,
které jsou schopné vazat se a reagovat s ligandy dal$ich bun¢k nebo volnych molekul.
Antigeny se nazyvaji molekuly, na které je organismus schopen reagovat specifickou
imunitni reakci. Antigeny jsou rozpoznavany imunitnim systémem na cizi a télu vlastni.
V pribéhu embryondlniho vyvoje vznikd navozeni imunotolerance na vlastni antigeny

(Toman a kol., 2009).

Imunita je rozliSovana na imunitu nespecifickou a specifickou. Nespecifickd imunita
je vyvojove starSi a vrozend. Zprosttedkovavaji ji bunéné a humoralni komponenty vy-
¢kavajici v organismu a reagujici pii1 kontaktu s patogenem. Mezi buniky nespecifické re-
akce patfi fagocytujici buiiky (neutrofily, eosinofily, monocyty — makrofagy) a ptirozené
cytotoxické buniky (NK buiiky — pfirozeni zabijeci). Nespecificka imunitni reakce probiha

rychle a nedochazi k navozeni imunologické paméti (Otova a Mihalova, 2013).

Specificka neboli adaptivni imunita je ziskavana béhem Zivota, pii niz je antigen roz-
poznavan receptory, jez jsou jedinymi bilkovinami organismu, které nejsou zakédovany
Vv genomu, ale vyvijeji se teprve pii diferenciaci klonti lymfocyti. Klony se odlisuji riz-
nymi receptory s odliSnymi vazebnymi misty pro antigenni struktury — epitopy — anti-
genni determinantu. Proti kazdému epitopu se tvoii protilatky s odliSnou specifitou. Mezi
bunky specifické imunity jsou ftazeny lymfocyty (T-lymfocyty, B-lymfocyty)
(Toman a kol., 2009).
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3.2 Makrofagy mlééné zlazy

MIlécna zlaza je organ samic savci jejichz hlavnim vyznamem je vyziva mlad’at po
dobu, kdy je mladé neschopno si samo obstarat potravu. Obdobi produkce mléka se na-
zyva laktace. Mlécna zlaza je mohutny organ nachazejici se na spodin¢ biicha ve stydké
krajin¢, je rozdélen dvé predni a dvé zadni Ctvrté, které jsou ventralné zakonceny struky.
Ctvrté vemene jsou tvofeny Zlazovym parenchymem, ktery obsahuje velké mnoZstvi la-
lucku (lobuld) spojenych navzédjem intersticidlnim vazivem. M1é¢na zl4za je tvotena hus-

tym krevnim a miznim systémem (Marvan a Hampl, 2011).

Makrofagy mlécné zlazy vznikaji transformaci z monocytti po prachodu z krevniho
fecisté do tkani. Monocyty jsou nejvétsimi leukocyty cirkulujici v krvi az 24 hodin, v tka-
nich pfezivaji i nékolik mésicti (Reece, 2011). V kostni dieni se vyskytuje 93 % monocyti
z celkového poctu v téle, odkud se vyplavuji a udrzuji v krevnim obé&hu jejich stalou kon-
centraci cca 7 %, ktera je ovliviiovana zanétlivymi cytokiny a bakterialnimi produkty
(Hofejsi a Barttinikova, 2009). Krvi unasejici monocyty umoznuji fagocytozu bakterii,
viri a komplexti antigen (protilatka). Tato jejich funkce v krevnim feéisti neni vSak

tak vyznamna jako ve tkanich (Reece, 2011).

Makrofigy vznikaji po prostupu z krevnich kapilar do tkani z monocytti. Cast mak-
rofagl se poté diferencuje v dendritické buiikky (Panczak a Otova, 2013). V zavislosti
na prostupu monocytd do riznych typa tkané se makrofagy diferencuji do odlisnych typi
makrofagu, jako jsou Kupfferovy buiiky jater, alveolarni a perivaskularni plicni makro-
fagy, histiocyty pojiva, osteoklasty v kostech, synovialni A-buniky, mikroglie centralni
nervové soustavy, bunky mléénych skvrn omenta, makrofagy mlécné zlazy, makrofagy

Zilnich splavi, ¢ervené pulpy sleziny a thymu atd. (Toman a kol., 2009).

Makrofagy jsou kliCovymi bunikami pfirozené imunity, jejichz hlavnim vyznamem je
regulace. Jsou to multifunkéni buriky, které se podileji na fizeni hemopoézy, homeostazy,
hojeni ran, destrukce mikroorganismi a regulace zanétii (pomoci syntézy proteinti akutni
tkan¢), odstranéni mrtvych bunék a regenerace tkani, cytotoxickych reakci, na prezentaci
antigenu T-lymfocytim, na regulaci odpovédi T-lymfocyti a regulaci tolerance
(Toman a kol., 2009).
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3.2.1 Vznik monocyti / makrofagu

Jak uz bylo fe¢eno, makrofagy vznikaji pfeménou monocytl, které vznikaji v kostni
dfeni a vyvojové se odd€luji od granulocytové fady jako prvni (Haferlach, 2014). Mono-
cyty vznikaji z hemopoetickych pluripotentnich kmenovych bunék, z kterych vznikaji
vsechny nelymfoidni i lymfoidni fady krevnich bunék. Kmenové bunky jsou vystaveny
tzv. asymetrickému déleni, pii kterém vznika jedna z dcefinych bun¢k totozna s matet-
skou kmenovou buiikou (tj. self renewal — samoobnovovani kmenovych bunék) a druha
podléhd dalsi diferenciaci k zralej§$im kmenovym buiikdm tzv. committed cells. Krve-

tvorné fady vychazeji z kmenovych bun¢k pro dil¢i linie (Penka a kol., 2011).

Monocyty vznikaji pomoci prekurzoru nelymfatickych bunék, coz je spole¢ny (mo-
nodendriticky) prekurzor granulocytl a makrofagt, pod vlivem cytokinti. V pribéhu Sesti
dnti dochdzi k jejich proliferaci a diferenciaci bunék v monoblasty a promonocyty, které
jsou vyplavovany do krevniho fec¢isté. Monocyty v krvi jsou velké neproliferujici bunky

s ledvinovitym jadrem (Broide, 1987; Toman a kol., 2009).
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Obrdazek 1: Vyvoj krevnich elementii z kmenové bunky (https://publi.cz/books/151/13.html)
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3.2.2 Vyvoj monocyti / makrofaga

Monocyty, které nejsou ,,povolany do tkani, zistavaji v krvi, kde ¢asem maturuji
(dozravaji), ¢imz mohou ménit intenzitu exprese povrchovych molekul a stavaji se z nich
»rezidentni® monocyty. Tyto monocyty se postupné premistuji do tkané mlécné zlazy,
kde se z nich stavaji tkanové ,,rezidentni* monocyty, pomoci lokalniho tkanového mikro-
prostiedi. Jejich ulohou v dané tkéni je vykonavani imunitniho dozoru. Mobilizaci mak-
rofagl v tkdnich zptsobuji jak monocyty ptivodem z krevniho fecisté¢ migrované do tkani,

tak i proliferované tkanové makrofagy (za uréitych podminek) (Toman a kol., 2009).

Jak jiz bylo uvedeno, monocyty (podobn¢ jako neutrofily) prostupuji pomoci dia-
pedézy z kapilar do tkani a adheruji se na endotel (Reece,2011). V tkanich jsou
pak schopny se diferencovat v makrofagy (Toman a kol., 2009).

MONOCYT MAKROFAG
- %,
N S Q\

volné riba;um/V-
"'\-\.H- ]
i
¥

pseudopodie O

L "y
. “=mitochondrie Immm; <
Golgiho kemplex yeos @ fagozom

Obrazek 2: Morfologie monocytu a makrofagu (Toman a kol., 2009)
3.2.3 Adheze

Adheze je komunikace mezi buiitkami zaloZena na jejich pfimém kontaktu pomoci
adhezivnich molekul. Bunééné kontakty a cileny pohyb imunitnich bunék v organismu

umoziuji molekuly zvané adheziny (Toman a kol., 2009).

Neutrofily a monocyty se transportuji z krve zejména v postkapilarnich venulach. Ci-
leny transport umoznuje spolupraci mezi leukocyty a endotelem a je fizen cytokiny

a chemokiny (Liillmann-Rauch, 2012).

Nejdtive se ,,ptikladaji* neutrofily a monocyty/makrofagy ke sténé cévy do mista ve-
dle akutniho zanétu, pak probiha tzv. rolovani neutrofili a monocytli po endotelu,

coz zpusobuje podrazdéni intersticia a aktivaci endotelu, ktery predklada na luminalnim
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povrchu adhezni molekuly (selektiny). Ty ma z ¢asti v zasob¢ a pfedava je na plasmatic-
kou membranu, z ¢asti jsou pak nové syntetizovany. Odpovidajici ligandy na povrchu
monocytll umoziuji selektinim volné pfipojeni, které miize byt poruseno pomoci sil
proudici krve. K adhezi monocytti na endotel dochazi pod vlivem cytokinti v okamziku,
kdy se vyskytuji na povrchu endotelu dal$i adhezni molekuly a S pomoci ptisobeni che-
mokint (z endotelu nebo z makrofagl intersticia) se aktivuji integriny monocytt, které

se navazi na endotelové adhezni molekuly (Liillmann-Rauch, 2012).

3.2.4 Diapedeze

Diapedeze je transendotelialni migrace, ktera je realizovana z postkapilarnich venul
sérii adhezivnich interakci mezi adhezivnimi molekulami na povrchu monocytl a na bun-
kach cévniho endotelu. Pti pisobeni selektinti, integrind a ¢lenti imunoglobulinové su-
perrodiny monocytd pokracuji v tzv. rolovani po endotelu, dokud se nevytvoii pod tlakem
monocyti mezera mezi dvéma endotelovymi bunikami (Ferenéik a kol., 2005; Rovensky
a kol., 2006). Dochazi k vsunuti vybézku monocytu do této mezery a naslednému prota-

Zeni jeho celého téla bez poskozeni (Ferencik a kol., 2005).

3.25 Migrace
Migrace je dé&j, pii kterém dochazi k pohybu fagocytujici buniky smérem k cizoro-
dému materialu. Pohyb mize byt spontanni nebo chemotakticky (Rokyta a kol., 2015).

Migrace je ur¢ovana chemotaktickymi faktory. Jejich vznik je aktivovan pomoci
komplementu (fragmentu C5a) pii vniknuti mikroorganismti do tkané nebo jsou produ-
kovany mikroorganismy piimo. Tento chemotaxinovy signdl je zachycen neutrofily
v krevnim fecisti a také i tkanovymi makrofagy, u kterych je vyvoldn pohyb (migrace)
ke zdroji (k nejvyssi koncentraci) chemotaktickych faktord. Kde dochazi k fagocytoze

mikroorganismu (Ferencik a kol., 2005).

16



Obrazek 3: Adheze monocyti/makrofagii a jejich ndaslednd diapedeze a migrace

(http://vet.uga.edu/ivevm/courses/VPAT5200/03_inflammtion/02_acute/Self _Study Quiz/Images/Quiz3_ans.jpg)

3.2.6 Procesy makrofagii v imunité

Makrofagy se piirozené vyskytuji rovnéz i v mlééné Zlaze a jsou spolecné s neutrofily
aktivovany zejména pfi jejim zanétu. Jejich vyznam stoupd s relativné ¢astym vyskytem
zanéth mlécné zlazy skotu. Pfi zanctu pronikaji bakterie nejcastéji skrze strukovy kana-
lek, kde piekonaji ochrannou bariéru zlazy, a dochazi k jejich pomnozeni v dutinovém
systému zlazy. V této rané fazi jsou dulezité mononuklearni fagocyty neboli makrofagy,
neutrofily a lymfocyty. Tyto krevni elementy mohou zabranit rozvoji nasledné infekce.
Mononuklearni fagocyty jsou dominujici bunkky mléka a zdravé mlécné Zlazy a zaroven

mohou byt iniciatofi zanétlivé odpovédi viici infekei (Sladek, 2001).

Po migraci monocytil do subendotelové vrstvy krevni cévy jsou monocyty automa-
ticky vychytavany ptes tzv. scavengerové receptory, které aktivuji buniky a transformuji
je v tzv. pénové bunky. Tyto modifikované makrofagy vylucuji sekreci cytokiny a ristové
faktory, které se uplatiiuji pfi regulaci lokalni zanétlivé reakce v mlécné Zlaze (Horak,
2010).

Pti zrani monocytd v makrofagy mlécné zlazy se zvétsuje mnozstvi lyzozomu, recep-
tort pro Fc fragment a imunoglobin G (1gG) a receptort pro C3 slozku komplementu
a zvySuje se schopnost fagocytozy a opsonizace (povleceni antigenu protilatkami a kom-

plementem). Makrofagy se pfemistuji do ohnisek zanétu po 6 - 12hodinach, kde reguluji
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jeho prubéeh. Jsou spoustény zejména bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS) a interfero-

nem-y (IFN-y) (Toman a kol., 2009).

Pti kontaktu patogennich mikroorganismti nebo odumielych bun¢k s makrofagy usid-
lenych v intersticiu a v serosnich dutinach mlé¢né Zlazy dochazi k aktivaci makrofagu,
ktefi jsou schopni nastartovat a koordinovat imunitni procesy a hojeni. Aktivaci makro-
fagl umoznuji razné latky (napf.: soucasti bakterii, cytokiny — interferon vy, atd.). Na-
sledné aktivované makrofagy vylucuji cytokiny, kterymi déle aktivuji dals$i buiky imu-

nitniho systému (Liillmann-Rauch, 2012).

Procesy imunitni a procesy hojeni probihaji tfemi cestami tj.: a) uvolnénim cytokind
,»svolavaji“ neutrofily a dalsi monocyty/makrofagy; b) spolupraci jak s neutrofily pomoci
fagocytozy zbytkl bunck a zniCeni bakterii, tak 1 s lymfocyty pomoci prezentace anti-
genu; ¢) makrofagy stimuluji buiikky odpovidajici za hojeni ran. Pokud makrofagy narazi
na objekt, ktery kvili jeho velikosti nejsou schopni pohltit, fizuji v mnohojaderné obrov-

ské bunky (bunky cizich téles) (Liillmann-Rauch, 2012).

Makrofagy mlécné Zlazy umozinuji aktivni fagocytozu bakterii, bunééného detritu,
korpuskularnich komponenti mléka, kaseinovych micel a apoptotickych neutrofilti.
Baktericidni schopnosti jsou omezené na rozdil od neutrofilti (u skotu maji deficienci
myeloperoxidazy). Pfi vniknuti bakterii do mlé¢né zlazy se bakterie nebo jejich produkty
navazuji na receptory, slouzici k nespecifickému rozpoznani. Dochazi k aktivaci makro-
fagl a produkeci prozanétlivych mediatort, kteti indukuyji ptiliv dalSich leukocytd a vyvoj
zanétu v centru poSkozeni. Po skonceni fagocytoézy apoptotickych neutrofilti dochazi

v

k produkci protizanétlivych cytokini (TGF-, IL-10) makrofagy. Také je inhibovan pro-

w1

(Toman a kol., 2009).

3.2.6.1 Uvolnéni cytokinn

Cytokiny jsou proteiny nebo glykoproteiny s nizkou molekulovou hmotnosti. Vzni-
kaji ¢innosti bun¢k riznych tkani a organt, ale pfedevS§im bun€k imunitniho systému.
Cytokiny slouzi k dorozumivéani bun¢k a tvoii tzv. ,,mezibunécnou informacni sit*.
V urcitém mikroprostiedi se nachazi vétsi mnozstvi cytokind, které se mohou navzajem
ovliviiovat (potencovat, inhibovat, vyvolat syntézu dalSich cytokinu atd.). Biologicka ak-

tivita cytokint je vysledkem vzajemné aktudlni mistni koncentrace, typem cilové buiiky,
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regulacnich faktord, genetickou predispozici, aktudlnim zdravotnim stavem jedince,
veékem, vyzivou, pohlavim, Iéky atd. Cytokiny se rozdéluji do tii tfid podle jejich ucinki
na interferon alfa (INF-a) (antivirovy a antiprolifera¢ni u¢inek), interferon gama (INF-y)
(imunostimulaéni ucinek) a interleukiny (IL-2) (stimulace T-buné¢k). IFN-y je hlavni
cytokin imunitni odpovédi. Spoluptisobi v aktivaci cytotoxickych T-bunék, NK-bunék
a makrofagli (Mladosievi¢ova, 2014).

Dle produkce cytokind se rozlisuji makrofagy do dvou typd, jsou to prozanétlivé M1
bunck a ni¢i okolni tkané. Zatim co M2 makrofagy uvoliiuji cytokiny, které podporu;ji
mnozeni okolnich bun¢k a zachovavaji tkan¢. Tato polarizace makrofagh M1-M2 je
ptisné kontrolovana fadou signalnich drah, transkripci a posttranskripénimi regulacnimi
sitémi. Nerovnovaha polarizovanych makrofagh M1 a M2 je Casto spojovana s riznymi
chorobami nebo se zanétlivymi onemocnénimi. Proto je molekularni identifikace spojena
s dynamickymi zmé&nami polarizace makrofagii a porozuméni jejich interakci je rozho-
dujici v objasnéni molekularnich zakladt vyvoje chorob a vyvoji novych terapeutickych

strategii zprostfedkovanych diky makrofagiim (Mills a kol., 2015).

3.2.6.2 Fagocytoza

Fagocytoza je proces, pii kterém dochazi k pohlceni ¢astic vétsich jak 0,1um. Patii
mezi zakladni mechanismy pfirozené imunity, které nelze nahradit (Ferencik a kol.,
2005). Fagocytoza je realizovana pomoci Ctyt krokd: interakce cizorodého materialu, jeho

internalizace, degradace a exocytdza (Otomar a kol., 2011).

3.2.6.2.1 Interakce

Interakce zahrnuje identifikaci cizorodého materialu a jeho zadrzeni fagocytujici
bunikou (makrofagem). Identifikace je realizovana pomoci rozpoznani specifickych
slozek na povrchu fagocytovaného materialu, ktery je typicky pro poSkozené bunky
a bakterie. Dale je usnadiiovana pomoci latek zvanych opsoniny, které se vazou na Cizo-
rody material, urychluji (aZ n€koliktisickrat) a umoznuji jejich identifikaci makrofagim.

Tento dé&j je oznaovan jako opsonizace (Otomar a kol., 2011).

3.2.6.2.2 Internalizace
Po zachyceni (vazb¢) opsonizovaného materialu k fagocytu dochézi k vychlipovani

bunéné membrany makrofagu v tzv. pseudopodie, které postupné obklopuji material
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do vacku nazyvaného fagozom (Toman a kol., 2009). K igesci neboli k pohlceni dochazi
pfi obklopeni pfilnutého materialu membranou faga. Po uzavieni fagocytovaného mate-
rialu do vnitiniho prostoru buiky vznika fagozom, ktery se nasledné spoji s lyzozomem
a usmrti, degraduje ¢i zni¢i pohlcené ¢astice. Spojeni fagozomu s lyzozomem se nazyva

fagolyzozom (Rokyta a kol., 2015).

3.2.6.2.3 Degradace

K degradaci materidlu dochazi diky prostiedi ve fagolyzozomu, které je pro vétSinu
bakterii smrteln¢ jedovaté. Spojuje dvé varianty antimikrobialnich a cytotoxickych latek.
Jedna forma vznika pfi aktivaci metabolizmu kysliku na poc¢atku fagocytozy (superoxid
a peroxid vodiku) a druha forma pochazi z lyzozomu (defenziny — polypeptidy zvané
,»Z1voCisna® antibiotika a enzymy) (Ferencik a kol., 2005). Pomoci spojeni téchto dvou
forem latek dochazi k digesci pohlceného materidlu tzv. oxidaénim vzplanutim

(Toman a kol., 2009).

3.2.6.2.4 Exocytoza

Jeden z mechanizmt vyluovani bunék je exocytoza. Je to proces, pii kterém dochazi
k fizi membran sekre¢nich vacka s plazmatickou membranou a uvolnéni obsahu vacku
do extracelularniho prostoru (Lee, 1996). Exocytdza makrofagt je dulezitym faktorem
ovliviiyjyicim fagocytézu. Bunky mohou minimalizovat jimi absorbovany obsah pouze
do urcitého okamziku, proto je exocytéza nezbytné vyZzadovana k vyprazdnéni obsahu
bunky pro dalsi fagocytdzu ¢i pinocytéozu. Exocytdza je regulovana piijmem kationtu

Ca?*. Pti nedostatku mediatoru vapniku je exocytoza zastavena (Regazzi, 2008).

3.2.6.3 Stimulace bunék

Stimulace M1 makrofagi je realizovana pomoci exprese TLR ligand, jehoz vysled-
kem je zvySena glykolyza a nasledna syntéza intracelularni ATP (Rodriguez-Prados
a kol., 2010). Makrofagy uvolnuji ¢asti ATP do extracelularniho prostoru, kde je hydro-
lyzovéan na adenosin pomoci ektoenzymii (CD39, CD73) na povrchu makrofagt. Adeno-
sin predstavuje signal, ktery indukuje produkci regulacnich transkriptii v makrofazich

(Biswas a Mantovani, 2014).

Zanétliva reakce makrofagl je obvykle pfechodna. V piipadé blokady ektoenzymu
CD39, makrofagy uvolni vétsi mnozstvi TNF-a a IL-12. Produkce téchto cytokint je udr-

zovana 1 po odstranéni stimult. To znamend, ze regulace makrofagh je upravovana
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Vv zavislosti na sniZzeni zanétu ¢i zvyseni prezitelnosti hostitele. Tento mechanismus vyja-

diuje schopnost makrofagt tidit svoji aktivaci béhem zanétu (Biswas a Mantovani, 2014).

Obrazek 4: Fagocytujici makrofag (http://slideplayer.cz/slide/2842938/)

3.3 Apoptoza

Apoptdza je bunétna ,,programovana‘“ smrt buiky, ktera je pomérné snadno pozoro-
vatelna. AvSak porozuméni zékladnimu procesu je naro¢né z divodu sloZitych interakci
velkého poctu signalnich proteinti a probihajicich reakci na systémové urovni (Lavrik,
2013). Muze k ni dochazet jak pfi fyziologickych, tak i patologickych stavech. K fyzio-
logickému zaniku bun¢k dochazi zejména v embryondlnim vyvoji, kde zanikaji centralni
buniky a vznikd zarodek dutinovych organi. Apoptézou jsou eliminovany i nekteré
nadoroveé bunky (Macék a kol., 2012). Apoptoza je i dillezitym mechanismem imunitniho
dohledu, vyvolava usmrceni preneoplastickych (nadorovych) bunék a bunék infikova-
nych virem (McQueen, 2010).

Apoptoza je Fizena geny, napt. antionkogeny. Jestlize dojde K inaktivaci antionko-
gent, stane se nadorova populace ,,nesmrtelna“. Dale mize byt zahdjena pomoci vnéjsich
vliva, napi.: G¢inkem glukokortikoidu, tepelnym Sokem, zatenim ¢i nékterymi cytokiny

(Macak a kol., 2012).

Drahy bunécné smrti pouzivaji genetické kédovani a jejich odvozené soucasti prena-
Seji specifickou smrt — véetné signall ve spoleéném fenotypu spojenych se smrti. Tyto

signaly Casto zahrnuji kroky ovliviiujici mitochondrie, kter¢ iniciuji nebo zesiluji proces.
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Mitochondrie jsou organely, které obsahuji slozky nerozlozenych lipidl a proteind ob-
vykle se vyskytujicich v cytosolu. Diky témto slozkam jsou idealnim mistem pro speci-
fickou integraci v procesu buné¢né smrti. Mitochondrie jsou hlavnimi producenty energie
ATP (adenosin trifosfat), ktery se podili na udrzeni zivotn¢ dilezitych bunéénych funkci

(Reed a Green, 2011).

Ne¢kolik drah apoptozy zacina v mitochondriich, slouzi jako prostiedek pro zahajeni

nebo zesilovani signalizace bunééné smrti (Reed a Green, 2011).

3.3.1 Strukturalni znaky apoptozy

Apoptoza je fyziologicky proces odstraiiovani bunék, oproti mitdze reguluje pocet
bun¢k smérem dolti. Apoptoézu absolvuji jednotlivé bunky oddélen€ od sousednich bunék.
Pti apoptoze se buiiky zmensSuji a prochazi typickymi zménami jadra a cytoplasmy, které
zahrnuji kondenzaci chromatinu, rozdéleni jadra do lalokl a nasledné rozdéleni bunky
do velkého poctu povrchovych bunéénych vacki, tzv. zeotickych vackl. Tyto vacky jsou
jako apoptoticka télesa fagocytovany sousednimi buitkami a makrofagy kde jsou nasledné

degradovany lyzozomy (Coleman a Tsongalis, 2010).

3.3.2 Biochemické znaky apoptozy

Rizeni apoptdzy je provadéno pomoci éetnych impulsi, které mohou iniciovat buiiky
pro zahajeni nebo podpofeni bunécné apoptdzy. Tyto impulsy mohou byt odlisné v riz-
nych typech bun¢k a mohou obsahovat glukokortikoidy, tumor necrosis factor o (TNF-
a), rustové faktory deprivace, virové proteiny, radiaci a protinadorova 1é¢iva. Nektery
z téchto impulsi muze vyvolat dalsi signaly pies rtizné receptory bunéného povrchu,
jako je naptiklad TNF-a / nervovy ristovy faktor ze skupiny receptort, které zahrnuji
CDA40 a Fas / APO-1. Stejné jako rozsifujici se skupina receptord, které¢ vazou doménu

smrti (Winkler, 2012).

Mezi typické biochemické zmény doprovézejici proces apoptdzy je fazena aktivace
kaskady cystein-aspartatovych proteaz zvanych kaspazy, které se uvolnuji z proapopto-
tickych proteind (cytochrom c¢) z mitochondrii v cytosolu, degradace deoxyribonukleo-
nové kyseliny (DNA), degradace polymeraz a jejich pfemisténi na vnéjsi stranu lipidové

dvojvrstvy plasmatické membrany (Coleman a Tsongalis, 2010).

Mnoho proaptotickych signalti sméfuje do plasmatické membrany skrze specifické

receptory. Ligandy ,,smrti“ (Fas ligandy) se vazou na odpovidajici receptory. Receptory
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»smrti“ 4 a 5 a aktivuji proaptotické drahy, pii nichz se TNF-a (pleiotropicky cytokin)
vaze na trimerizacni receptor TNFR. TNF-a pulsobi prostiednictvim dvou receptorti
TNFR1 a TNFR2, které se nachazi v rtiznych buiikkach. TNRF2 pfijima pouze signaly
pro pieziti, zatimco TNRF1 pfijima jak signaly pro ,,pieziti“, tak i signaly ,,smrti*. (Hehl-
gans, 2005; McQueen, 2010). Tedy po navazani TNF-a na receptor TNRF dochazi k pii-
druzovani proteini a formovani takzvaného Komplexu I, nasledn¢ Komplexu Il
nebo smrt signalizujiciho komplexu DICS. Tyto formy jsou spojeny pomoci ligand zva-
nych Fas, tedy jsou propojeny s oblasti ,,smrti* a prokaspazou 8 (McQueen, 2010). TNF-
a je soucasti imunitni odpoveédi proti mykobakteriim a také ptisobi pii aktivaci makro-
fagl. Zvysuje produkci cytokinli a nastartuje proces apoptézy (Algood a kol. 2004;
Harris a kol., 2008).

Mitochondrie ¢asto slouzi jako kone¢na draha v apoptotické signalizace. Aktivace
komplexu DICS a prokaspazy 8 uvede do ¢innosti kaskadu efektorti. Kaskadu typu | sig-
nalizuje aktivovana kaspaza 8, ktera piimo aktivuje kaspazu 3. Zatimco kaskada typu II
signalizuje rozstépeni proteinu Bid pomoci kaspasy 3 za tGéelem jeho zkraceni, ktery
se premist'uje do mitochondrii, kde vyvola uvoliovani cytochromu c¢ a mitochondrialni
cestu k apoptoze. Kaspaza 8 mize také Stépit Bap31 v endoplasmatickém retikulu
na Bap20 a dalsi proaptotické molekuly. K podobnym signalim dochazi po navazani
FasL s receptorem Fas (také nazyvany CD95), a TRAIL s receptory ,,smrti DR4 a DR5
(McQueen, 2010).

3.3.3 Genetické znaky apoptozy

Apoptdza je programovana bunééna smrt, ktera zahrnuje fizenou ,,demontaz* intra-
celularnich komponentii, pficemz se zabrani zanétu a poSkozeni okolnich bunék
(Mcilwain, 2013). Inhibitory proteini a RNA syntézy jsou schopné pozdrzet apoptozu
v mnoha buné¢nych systémech. To znamena, Ze buiika musi byt aktivni i pfi vlastni smrti,
jelikoz je tfeba syntetizovat nové produkty genové exprese piedtim, nez muize dojit
k apoptoze. Nektery z téchto vyslednych produkti muze byt specificky pro buné¢nou
smrt — apoptdzu. Geny, které musi byt transkribovany a jejich ptislusné funkce, predsta-

vuji Nyni oblast intenzivniho vyzkumu (Horton, 2013).
Iniciacni kaspéazy aktivuji kaspazy zptsobujici kone¢nou fazi apoptdzy neboli smrt

(Mcilwain a kol., 2013). Jsou to zejména kaspazy 3 a 7, které koordinuji své aktivity,

rozkladaji strukturalni proteiny a aktivuji dalsi enzymy. Kone¢na faze zahrnuje aktivaci
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a degradaci jaderného obalu a cytokeratinti, ktera napomaha piestavéni jadra, kondenzaci
chromatinu a zaobleni bunky. Dale kaspaza 3/7 inaktivuje endonukleazové inhibitory,
coz vede k aktivaci endonukleaz a fragmentaci internukleosomalni DNA. Kaspaza 3/7
ovlivituje i zmenSeni apoptotické bunky, vyluovani fosfatidylserinu z buriky a tvorbu

zetotickych vacka (McQueen, 2010; Mcilwain a kol., 2013).

3.3.4 Osud apoptotickych bunék

Apoptoza je druh bunééné smrti, u které je zachovana ,,celkova Cistota™ béhem smrti
bunky, coZ je pozitivum pro cely organismus. Je to zvIaste dilezité u bunék s potencialné
toxickymi obsahem. Chrani tak okolni tkané pfed uvolnénim toxickych latek do prostiedi
a jejich naslednym poskozenim (Horton, 2013). V mlééné zlaze je apoptoza makrofagu
zapojena do regulace jejich Zivotnosti, zejména nepotiebnych bun¢k (Sladek a RySanek,
2010).

Po zahajeni apoptotického programu jsou umirajici buniky odstranény z organismu
makrofagy. Mohou to byt sousedni buriky, které funguji jako poloprofesionalni fagocyty
nebo specializované bunky jako jsou makrofagy (Jacobson a McCarthy, 2002). Piijem
a odstranéni apoptotickych bunék se nazyva proces tzv. efferocytézy. Eliminace bunck
podstupujici apoptdzu zabraiiuje uvolnovani jejich intracelularniho obsahu do okolni
tkané (Friggeri a kol., 2012). Odstraniovani apoptotickych bun¢k je zasadni pro ochranu
tkané pied zanétlivym poskozenim zplisobenym tunikem $kodlivého obsahu umirajicich

bunék (Jacobson a McCarthy, 2002).

Navic pohlcenim apoptotickych buné€k se snizuji mistni zdnéty pomoci posileni uvol-
tarnich bun¢k. Pokud nedojde k rychlému odstranéni apoptotickych télisek pomoci effe-
rocytozy, dojde Kk jejich rozpadnuti a uvolnéni intracelularniho obsahu. Tento proces,
znamy jako sekundarni nekrdza, vede k zanétu a muze prispét k autoimunité (Martin a

kol., 2014).

Spojeni apoptotickych bunék s fagocytujicimi bunikami vyzaduje jejich pohyb
nebo anatomickou ,,blizkost* cilovych a efektorovych bunék (Jacobson a McCarthy,
2002). Bunky prodé€lavajici apoptozu pretrvavaji dostatecné dlouho, aby protein pomoci
navazani S enzymem transglutaminazou mohl zabranit casnému rozpadu bunék a mohlo

probéhnout rychlé rozpoznani a fagocytovani bunék. Rozpoznani je zasadni pro plynulé
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a efektivni fungovani systému bunécné likvidace. Zavisi na zménach povrchu bunék tvo-

ficich se v pribehu apoptdzy (Horton, 2013).

Fagocyty mohou pouzit jeden i vice rozpoznavacich mechanism z fady moznych
pro zneskodnéni apoptotickych bunék. Na oplatku apoptotické buniky mohou vystavovat
jejich stav tzv. "eat me" signaly mnoha riznymi zptsoby. Napiiklad apoptotické bunky
vystavi na svém povrchu fadu riznych molekul, které jsou ve zdravych butikach slozkami
vnitiniho listu lipidové dvojvrstvy, jako je fosfatidylserin, sacharidy N-acetylglukosa-
minu a jeho dimer NN'- diacetylchitobiosa, vitronektin a fibronestin. Tyto exponované
molekuly jsou rozpoznany ptislusnymi receptory na povrchu makrofagt. Vysledkem roz-
poznani je cileny pohyb membrany fagocyti (fizeny zménami cytoskeletu), aby obklopil
a pohltil cilové bunky a vytvoril fagosom. Po fuzi fagozomu s lyzozomem, vznika vy-
sledny fagolyzozom a jeho obsah je traven pomoci kyselého prostiedi a enzyma (Jacob-

son a McCarthy, 2002).

Pohlceni apoptotickych bun¢k efferocytézou se vice podoba makropinocytdze.
Receptory, které rozpoznavaji apoptotické buriky a zprostfedkovavaji efferocytozu jsou
odlisné od téch, které zprostfedkovavaji fagocytozu (viz nize). Béhem efferocytosy,
aktivita RhoA je potlacena a Racl koordinuje ¢innost pohlceni apoptotickych vacku
a vznik utvaru podobnému fagozomu, jez je nazyvan efferozomem, ktery obklopuje nové
pohlcené apoptotické bunky (Obrazek 5). Zatimco nové GTPazy jsou identifikovany
a zpusobuji zrani efferozomu, konecny vysledek je podobny fagocytoze. Flze lyzozomu
zajiStuje hydrolytické enzymy pro zrani efferozomu. Dochazi k jeho postupné acidifikaci,

které vede nakonec ke zniceni apoptotické bunky (Martin a kol., 2014).

A “Find Me" B “Catch Me"™ c “Eat Me"
3 ps PS P!
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Macrophage Apoptotic Bodies Macrophage Tetharing Engutnent Maturation

Obrdazek 5: Mechanismus efferocytézy (Martin a kol., 2014)

Bylo identifikovano Sest gend, které jsou nezbytné pro fagocytdzu apoptotickych bu-
n¢k. Kodovany CED-7 protein ma sekvenci podobnou ABC (ATP-binding cassette)

transportérum, které jsou znamé piepravou rtuznych substrati pies membrany. CED-7 je
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Siroce exprimovan v prubéhu embryogeneze a je lokalizovan na plazmatické membrang.
Analyza ukazuje, zZe je zapotiebi jeho funkce v umirajicich a fagocytovanych bunkéach.
Zakladem je jeho biochemicka funkce, to znamend, ze CED-7se mtiZe uastnit rozpozna-
vani umirajicich a fagocytovanych bunék pomoci pfemisténi se za tzv. ,,eat me* signaly

a nasledn¢ vytvorit spojeni mezi jejich receptory (Jacobson a McCarthy, 2002).

Apoptotické makrofagy jsou fyzicky eliminovany z mlé¢né Zlazy fagocytozou dal-
Sich makrofagi (Sladek a RySanek, 2010). Efektivni odstranéni apoptotickych bunék po-
moci fagocytdzy je predpokladem pro udrzeni tkdnové homeostazy, stejné jako imunitni
odpovéd’ na poranéni ¢i zanét (Erwig a Henson, 2008). Studie na mysich a lidech ukazuji,
ze rychlé odstranéni umirajicich bunék je velmi diilezité pro imunitni toleranci a udrzeni
tkanové homeostazy. Netspésné nebo defektni odstranéni apoptotickych bunék se uka-
zuje jako dulezity faktor ptispivajici k fadé chorobnych procesi (Elliott a Ravichandran,
2010). Poskozené buiky umiraji apoptdzou a tiSe odstrani fagocytarni buniky s minimal-

nimi zasahy do béZznych ¢innosti organismu (Zong a Thompson, 2006).

3.4 Nekroza

Mnoho stresort a stimull zptisobuje bunécnou smrt, kterd mize probihat dvéma zpi-
soby — apoptdzou (vySe popsanou) a nekrozou. Nekroza je patologicky proces probihajici
ve tkani nebo v organu. Nekrdza je typicky vysledek akutniho nebo razantniho naruseni
metabolismu jako je napf. ischemie. Ta byla pozorovana zejména v tkanovych fezech,
tudiz je povazovana spiSe za vysledek nez proces. Termin onko6za oznacuje proces ve-

douci k nekrotické smrti (Coleman a Tsongalis, 2010).

Homeostdza organismu zavisi na sloZité rovnovaze mezi bunéénou smrti a obnovou.
Rani patologové si uvédomovali, ze tato rovnovaha by mohla byt naruSena rozsahlym
poskozenim vnitinich organti v pribehu nekterych chorob. Tato forma poskozeni tkéni
byla nazvana ,,nekréza“, odvozena od feckého slova ,,nekros, znamenajici mrtvola. Ne-
kroza byla pouzivana k popisu patologické bunééné smrti. Az do nedavné doby, nekro-
ticka bunécna smrt byla povazovana za nasledek zranéni, kdy buika umirajici nekrézou
byla spatfovana jako obét’ vnéjsich udalosti, které nemohla ovlivnit. Nicmén¢, nedavné
dikazy naznacuji, Ze buitka mize zah4jit svij vlastni zanik nekrotickou smrti, ktery ini-
ciuje jak zanétlivé a/nebo repara¢ni odpovédi v hostiteli. Zahajenim této adaptivni reakce,
programovana bunééna nekréza muze slouzit k udrzovani tkani a integrity organismu
(Zong a Thompson, 2006).
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Nekréza miize zahrnovat jednu nebo velmi malé skupiny bun€k, a je obvykle
iniciovana poskozenim bunécné membrany, které iniciuje tvorbu vack, jejich nasledné
prasknuti a vylou¢eni obsahu bufiky do extracelularniho prostoru. Ohnisko nekrozy je
rozpoznatelné pomoci skupiny odumielych bunck. V dalSich piipadech poskozeni
bunécné membrany vede ke ztrat€ bunécné vody s pretrvavanim odumfielych bunék
bez jadra nebo s pyknotickym jadrem. Tyto acidofilni ¢asti jsou vylouceny do tkadnového

prostoru, kde mohou byt fagocytovany makrofagy (Keppler, 2012).

Nekroza se mize délit na nekroptézu, nekrozu a sekundarni nekrézu, avsak jsou
si velice podobné (Berghe a kol., 2010). Nekroptoza je nazyvana programovanou nekro-

zou, ktera probiha regulované (Vandenabeele a kol., 2010).

Programovana bunééna nekrdéza mize byt disledkem extracelularni signalizace,
nebo muze byt zahajena formou bunééné ,,sebevrazdy* v reakci na intracelularni poruchu.
Nekroticka bunééna smrt se nejspiSe vyvinula, aby mohla v mnohobunéénych organis-
mech zastavat systém vcasného varovani, kde rozpoznava a ptizptisobuje se udalostem,
které by mohly ohrozit celistvost organismu jako celku. Programovana bunééna nekroza
hraje roli v celé fadé chorobnych procest, vEetné neurodegenerativnich onemocnéni, in-
fekci, zanétlivych chorob (mastitid), styku s toxiny a rakovinou (Zong a Thompson,
2006).

3.4.1 Strukturilni znaky nekrézy

Bunééné zmény vedouci k nekrotické bunécné smrti zahrnuji pohyb plasmatické
membrany ve vycnélky zvané vacky, zvétSovani mitochondrii, otok endoplasmatického
retikula, disociace polyribozomu a zvétSovani bunky vedouci k prasknuti a uvolnéni in-

tracelularniho obsahu (Coleman a Tsongalis, 2010).

Pro nekrotickou bunéénou smrt jsou charakteristické tyto histologické znaky: ztrata
tvaru, vakualizace, karyolyza a zvySujici se eosinofilie. Lyza bun€k vyvolava zanétlivou

ree
1

reakci. Zpusobuje ,,pfitahovani® neutrofili a monocyti do mrtvé tkané za ucelem li-
kvidace nekrotickych bun¢k fagocytézou a zabranéni vzniku infekce. V organech s malou
regeneracni schopnosti jako jsou srdce, mozek a mlécna zlaza dochazi k hojeni jizev pie-
meénou nekrotickych oblasti na kolagen a dalsi slozKy pojivové tkané. V organech jako
jsou jatra, které maji silné regeneracni schopnosti miize buné¢na proliferace nahradit od-

umfené Casti za zcela normalni tkan béhem nékolika dni. Ve vyléCené jaterni tkéani

27



se vyskytuje pouze mala ¢ast rezidui ¢i zadna. V piipadé€, ze regenerace selze, dochazi
k ukladani kolagenu a fibrézy a mize dochazet az ke vzniku cirhozy (Coleman a Tson-

galis, 2010).

Nekroptoza, nekroza a sekundarni nekroza tedy piedstavuji po apoptdze rizné zpu-
soby buné¢né smrti, jejichz zmény v bunééné morfologii jsou podobné vcetné zaobleni
buniky, otokl cytoplazmy, protrzeni plasmatické membrany a vyliti intracelularniho ob-

sahu (Berghe a kol., 2010).

3.4.2 Biochemické znaky nekrozy

Zakladnim rysem, ktery odliSuje vétSinu forem nekrdzy pied apoptdzou je rychla
ztrata bunéénych membranovych potencidlti. Neschopnost udrzovat tyto elektrochemické
potencialy ma za nasledek otoky cytoplazmy, protrzeni plasmatické membrany a cyto-
1yzu. Tato ztrata membranovych potencialti miize byt disledkem vycerpani bunééné ener-
gie, poskozeni membranovych lipidd, a/nebo ztraty funkce homeostazy iontovych ¢erpa-
del (kanal). Tyto defekty mohou plsobit synergicky pii indukci nekrotické bunécné
smrti. Naptiklad defektni produkce ATP a/nebo nadmérné spotieby ATP mize vést
k poklesu funkce ATP-dependentnich iontovych pump na plasmatické membrang. Per-
turbace (porucha) intracelularni iontové homeostazy miize mit za nasledek mitochondri-
alni dysfunkci a snizeni produkce ATP. Casto je obtizné uréit, zda ztrata produkce ATP

nebo naruseni funkce kanalu nastane diive (Zong a Thompson, 2006).

Subcelularni reakce probihaji béhem pisobeni tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF-
a) (indukujici nekroptozu), HoO> (indukujici nekrézu) a anti-Fas (indukujici sekundarni
nekrozu). Faze bunééného rozpadu z té€chto tii typli nekrdzy jsou charakterizovany totoz-
nymi subcelularnimi zménami vcetné oxidativniho vzplanuti, mitochondrialni membra-
nové hyperpolarizace, permeabilizace lyzozomalni a plasmatické membrany, i kdyZ s riz-
nymi kinetiky. Nekréza indukovana H,O> za¢ina okamzité permeabilizaci lyzozomti. Na-
proti tomu, pii TNF-a zprostiedkovavajici nekropoptozu a anti-Fas indukujici sekundarni
nekrozu, je tato zména provedena v pozdéjsi fazi, predchazi ji definované signalizacni
faze. Indukce nekroptézy pomoci TNF-a zavisi na receptoru interagujicim s proteinem
kinazou 1, mitochondrialnim komplexem I a cytosolovymi fosfolipazami A2 aktivity, za-
timco nekrozy indukované H20: potiebuji zelezo, na kterém je zavisla Fentonova reakce

(Syntichaki a Tavernarakis, 2002; Berghe a kol., 2010).
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Typickym biochemickym znakem bunécné smrti je modulace mitochondridlniho
transmembranového potencialu (MTP). Snizeni mitochonridlniho membranového poten-
cialu je rany d¢j v apoptdze, avSak pii TNF-a indukované nekroptoze byl zaznamenan
mitochondrialni transmembranovy potencial zvyseny. Nekroticka bunécna smrt vykazuje

mitochondrialni hyperpolarizaci, i kdyZ s riznou kinetikou (Berghe a kol., 2010).

K permeabilizaci lyzozomalni membrany (LPM) dochazi pii nekroptoze a nekroze.
Permeabilizace lyzozomalni membrany byla oznacena jako klicovy d&j v prub&hu
nekrozy. Lyzozomalni integrita (celistvost) je naruSena az v kone¢nych fazich pfi ne-
kroptoze, zato u nekrdézy je naruSena na pocatku (Golstein a Kroemer, 2007,
Berghe a kol., 2010).

Nekroptoza a nekroza se vyznacuji nizkym bodem tani mitochondrialni hyperpolari-
zace a oxidativniho vzplanuti, ale vyskytuji se s riznymi kinetiky. Apoptdza je podmi-
néna fazi signalizace kaspazy a fazi zaniku, béhem které jsou apoptotické bunky rychle
rozpoznany a pohlceny fagocyty. Pii absenci fagocytarni schopnosti, apoptotické bunky
podstupuji sekundarni nekrozu, kterd se vyznaCuje stejnymi vlastnostmi nekrotické
bunééné smrti. Sekundarni nekroza, podobné jako primarni nekroza, se vyznacuje oxida-

tivni a mitochondrialni hyperpolarizaci s nizkym bodem tani (Berghe a kol., 2010).

3.4.3 Genetické znaky nekrozy

SMAC mimetika indukuji apoptézu spolecné¢ s TNF-a spousti tvorbu kaspazy-8,
ktera aktivuje komplex obsahujici receptor interagujici S proteinem kinazou-1 (RIPK1).
Inhibitory kaspéazy blokuji tuto formu apoptézy u mnoha typti bunék. Nicméné v nékolika
dalSich bunéénych liniich, inhibitory kaspazy piepnou apoptotickou odpovéd na nekrozu.
Vysetfeni siRNA genomu odhalilo dalsi ¢leny kinazovych rodin RIP a RIP3, které maji
byt nutnymi slozkami pro nekrotickou smrt. Exprese RIP3 v riiznych bunéénych liniich
koreluje s jejich schopnosti reagovat na indukci nekrézy. Kinazova aktivita RIP3 je ne-
zbytna pro realizaci nekr6zy. Po indukci smrti jsou nasledné RIP3 odvadény do RIPK1,
za ucelem vytvoreni komplexu vyvolavajici nekrozu. RIP3 je klicovy pro nekrotickou

smrt v reakci na rodiny TNF-a (cytokiny indukujici smrt) (HE a kol., 2009).

Zahajeni apoptozy probihd za permeabilizace vnéjSi mitochondridlni membrany
(MOMP), coz umozni uvolnéni apoptogenu. Na rozdil od apoptdzy pii primarni nekroze

dochazi k ¢asnému otevieni mitochondialnich péra piechodnou propustnosti (MPTP),
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k urychleni mitochondrialni dysfunkce a zastaveni syntézy ATP. Proteiny Bax a Bak
z genové rodiny Bcl-2 jsou hlavnimi aktivatory MOMP a apoptozy. Absence Bax / Bak
¢ini bunky odolné proti MPTP a sméfuje k nekroze. Data ukazuji, ze fuze tizené Bax
proteinem snizuji citlivost pro MPTP otevirani a nekrozu. Proto proteiny Bax a Bak hraji
vyznamnou roli v bunééné smrti, a mizou byt optimalnimi terapeutickymi cili pro 1é¢bu

nemoci, které zahrnuji obé formy bunééné smrti (Whelan, 2012).

3.4.4 Osud nekrotickych bunék

Po nekrotické smrti charakterizované svymi histologickymi znaky, ztratou tvaru,
ztratou vakualizace a karyolyzou dochézi ke zvySené eosinofilii. Prasknuti buiiky evokuje
zanétlivou reakci pfitahujici neutrofily a monocyty k odumfelé tkani, aby znicili odum-
felé casti bunek fagocytozou, a tak chranili organismus proti infekci (Coleman a Tsonga-
lis, 2010).

Za nepiiznivych podminek, buiiky umiraji vice ,,dramatickym* zptisobem a vyvola-
vaji hostitelskou reakci varovani a aktivuji nervovy a imunitni systém. Pfi rychlém uvol-
néni intracelularnich molekul do extracelularniho prostfedi ptes porusené plazmatické
membrany miize nekrotickd bun&fnd smrt slouzit k vyvolani imunitni odpovédi

(Zong a Thompson, 2006).

Z imunostimulaé¢nich molekul byl nejvice studovan protein chromatinu HMGB1,
ktery je exprimovan ve vSech eukaryotickych buikéch. I kdyZ funkce stabilizace nucleo-
zomalni formace miize pusobit jako transkripéni regulétor, plisobi také jako prozanétliva
molekula, ktera se uvolni do extracelularniho prostiedi pfi nekroze (Scaftidi a kol., 2002).
Extracelularni HMGBI1 je ligand vazajici se na receptory makrofagu. Tato vazba aktivuje

produkci zanétlivych molekul a antiapoptotickych cytokinti (Lotze a Tracey 2005).

Kromé prozanétlivé odpovédi intracelularnich molekul se uvoliuji dal$i molekuly
jako je od hepatomu odvozeny ristovy faktor (HDGF), ktery se uvoliiuje v pribéhu ne-
krézy a muze slouzit k aktivaci signalnich drah, které podporuji rist axont i1 neuritl
v poSkozené oblasti. Také mtize také indukovat migraci bunék i1 naddorovych metastazo-
vych bungk, tento jev je spojen se Spatnou prognézou nekrotickych oblasti pevnych

(celistvych) nadort (Zong a Thompson, 2006).

Buiiky umirajici nekrotickou smrti mohou iniciovat prozanétlivé signalni kaskady,

které aktivné uvoliuji zanétlivé cytokiny pomoci vyliti jejich obsahu pfi lyze bunky.
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Rozpleteni signalnich kaskad, které prispivaji k nekrotické bunééné smrti miize umoznit
vyvinout nastroje specificky interferujici s nekrézou v urcitych arovnich signalizace. Ne-
kréza se vyskytuje jak ve fyziologickych, tak v patofyziologickych procesech, kde je
schopna usmrcovat nadorové buriky, jejichz vyvinuti jim umoziuje se vyhnout apoptoze

(Festjens a kol., 2006).

Indukce nekrotické bunécné smrti, mize byt velmi dilezitd napiiklad pii virové
nebo bakterialni infekci. Apoptéza bun€k hostitele je potlacena pomoci nékterych viri
kodujicich inhibitory kaspazy. Tedy za téchto okolnosti bude indukce nekrotické bunééné
smrti aktivovat pfirozené a adaptivni imunitni reakce, které jsou rozhodujici pro pfemo-
zeni infekce a podpofeni uzdraveni hostitele. Na druhé stran¢, neefektivni odstranéni od-
umielych bun¢k muze piispét k Sifeni patogenu, poskozeni tkani a vSeobecné infekci

(Festjens a kol., 2006; Zong a Thompson, 2006).

Pfi detailngj$im rozlusténi na kaspazach nezavislych drah ,,smrti‘ nam mize pomoci
vyvinout nové 1éCebné varianty pro prevenci bunécné smrti pii neurodegenerativnich
a nadorovych onemocnéni, zvladani patogennich infekci a riznych jinych aplikacich

(Festjens a kol., 2006).

3.5 Porovnani apoptozy a nekrozy

V mnoha variantach apoptdzy je permeabilizace mitochondrii uvolnénim
cytochromu c spole¢na cesta vedouci ke koneéné fazi. Pti stimulaci apoptozy ji mohou
indukovat stejné faktory, mohou zpisobit vycerpani ATP a navodit nekrozu. Nekroza je
dasledkem mitochondriélni dysfunkce (nedostatecné tvorby ATP). Spolecné cesty, které
vedou k riznym zpisobtim bunééné smrti piedstavuji nekroptdézu (nebo aponekrozu).
Obecné plati, ze apoptdza je pro organismus lepsi variantou bunééné smrti, protoze
apoptéza podporuje rychlou likvidaci bunék. Zatimco nekrotickd bunécna smrt uvolni
bunééné slozky do extracelularniho prostoru, které muzou indukovat zanét a rozsifit
poranéni tkan¢. Smés nekrozy a apoptdzy se vyskytuje v mnoha patofyziologickych pfi-
padech (Coleman a Tsongalis, 2010).

Apoptdza a nekroza predstavuji vyznamné udalosti v patogenezi. Porozuméni mechanis-
mum bunééné smrti je zakladem G¢innych zasahti bud’ pro zabranéni buné¢né smrti jako
pfi¢iny onemocnéni nebo pro podpofeni bunééné smrti v chemoterapii rakoviny ¢i mas-

titidy (Coleman a Tsongalis, 2010).
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Tabulka 1 - Porovnani apoptdzy a nekrozy (Coleman a Tsongalis, 2010)

Apoptoza Nekroza
Kontrolované bunécéna smrt Néhodna bunécéné smrt
Jednotlivé bunky oddélené od ostatnich Poskozené oblasti bun¢k
Bunééné smrsténi Otok bun¢k
Zeiotické vacky obsahujici Plazmatické vacky bez organel

velké organely

Kondenzace a sloZeni jadra Malé chromatinové celky

Degradace mezinukleozomalni DNA Nepravidelna degradace DNA

Rozpad do apoptotickych télisek Prasknuti buiiky a uvolnéni

intracelularniho obsahu

Absence zanétu a zjizveni Zanéty a zjizveni

Propustnost mitochondrii Otok mitochondrii

a ztrata jejich funkce

Aktivace kaspazy Aktivace fosfolipaz a proteaz

Neptetrzitd syntéza ATP a proteinti Vyc€erpavani ATP

a naruSeni metabolismu

o o ) Bunécna smrt vyvolana prasknutim
Nedotcena plasmaticka membrana _
plasmatické membrany

Jak jiz bylo uvedeno vyse, byly identifikovany nékteré charakteristické rysy nekrozy.
Patii mezi né¢ mitochondridlni depolarizace a vy€erpani intracelularniho ATP, naruSeni
homeostazy Ca?" aktivace nonapoptotickych proteaz a nakonec naruseni plazmatické
membrany. Témét vSechny tyto udalosti jsou vzajemné propojeny a regulovany.
Apoptdza a nekroza miize byt ¢asto zahajena v reakci na stejné typy poSkozeni v rizném

mnozstvi nebo intenzité. Tyto vlastnosti maji jasny biologicky vyznam.

V takovém piipadé je nutné eliminovat nejen buiiky podstupujici nekrézu, ale rovnéz
bunky apoptotické. Zatimco nekroza predstavuje pro organismus nebezpeci poSkozeni
tkan€, apoptoza se ,,nese* v duchu rychlého a bezpecné eliminace bez prozanétlivého

ucinku (Zong a Thompson, 2006).
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Na druhé strané, zanétliva odpoveéd’ zplisobena nekrézou, mize mit ziejme adaptivni
vyznam (tj. vznik silné imunitni reakce) za urcitych patologickych stavii (jako je rakovina
a infekce). Na druhé strané, poruchy rovnovahy mezi nekrézou a apoptdézou mohou byt
klicovym prvkem ve vyvoji nékterych onemocnéni (Proskuryakov a Konoplyannikov,
2003).
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Obrazek 6: Schéma nekrozy a apoptozy (Coleman a Tsongalis, 2010)

Apoptéza 1 nekroza makrofagi mlécné zlazy hraje roli nejen u makrofagh
V tzv. steady stage stavu (mimo zanét), ale rovnéz béhem zanétlivé reakce. Proto nasle-
duje struéné pojednani o zanétu mlécné zlazy skotu a roli makrofagi v pribéhu tohoto

patofyziologického procesu.

3.6 Zanét mlécné zlazy

Pochopeni imunitniho systému mlé¢né zlazy mé zasadni vyznam pro vytvareni a roz-
vijeni opatfeni kontroly mastitidy (Rainard a Riollet, 2006). Zanét mlécné zlazy
neboli mastitida patfi mezi velmi vyznamné a ekonomicky zavazné onemocnéni krav ale
1 ovci a koz. Jedna se o polyfaktoridlni onemocnéni s interakci mezi jedincem, prostiedim

a patogenem. Diisledkem tohoto masivné rozsifeného onemocnéni je: pied¢asné vytrazeni

33



laktujicich plemenic ze stada, niz$i intenzita selekce jalovic (kviili nutnému nahrazovani
brakovanych krav), horsi zpenézovani mléka (snizeni ekonomické efektivity), zvysSené
naklady na veterinarni sluzby a 1é¢iva, sniZzeni dlouhovékosti stada a rentability farmy

(Stan¢k, 2014; Montoya, 2016).

Zanétliva reakce mlécné zlazy, je obvykle zptisobena mikrobidlni infekei. Snizuje
produkci mléka pifiblizné¢ na 70 %. Poskozenim tkané mlécné Zlazy se snizuje pocet
a aktivita epitelidlnich bun¢k, coz nasledné ptispiva ke snizeni produkce mléka. Posko-
zeni tkan¢ bylo prokazano, ze je indukovano bud’ apopt6ézou nebo nekrézou. Tyto 2 od-
lisné typy bunécéné smrti mohou byt rozliSovany podle morfologickych, biochemickych
amolekularnich zmén v umirajicich bunkach. Jak bakterialni hostitelské faktory, tak imu-
nitni reakce piispiva k poskozeni epitelu tkan¢. Béhem infekce mlécné zlazy mulize byt
poskozeni tkan¢ zpocatku zpiisobeno bakteriemi a jejich produkty. Nékteré bakterie pro-
dukuji toxiny, které ni¢i bunééné membrany a poskozuji tkadnt mlécné zlazy, zatimco jiné
bakterie jsou schopny napadnout a pomnozit se v ramci epitelialnich bunék mlécné Zlazy,
nez zpusobi bunétnou smrt. Kromé toho, mastitida se vyznacuje zvySenym poctem SO-
matickych bunék, predev§im polymorfonuklearnich neutrofild a makrofagli, v mlé¢né
zlaze. Se zvySenou migraci imunitnich bun€k do mlécné zlazy a poruSenim bariéry mezi
krvi a mlékem dochazi k vétSimu poskozeni epitelu mlécné Zlazy. Je dobie znamo,
ze odbouravani extraceluldrni matrix miiZze vést k odumfeni epitelidlnich bunék. Mezitim
polymorfonuklearni neutrofily a makrofagy mohou poskodit mlé€nou tkan tim, ze uvol-
nuji reaktivni meziprodukty kysliku a proteolytickych enzymu. In vitro a in vivo studie
naznacuji, Ze pouziti antioxidantl a dalSich ochrannych latek v kontrolnich programech
mastitidy prokazuje, ze mohou pomoci pii zmirfiovani poskozeni sekrecnich bunék,

a tim snizit nasledné ztraty mléka (Zhao a Lacasse, 2008).

Pfirozend imunita je velmi Siroka oblast pro vyzkum, a to i pfes desitky let trvajiciho
z4jmu. NaSe soucasné znalosti o vrozené obranyschopnosti mlécné zlazy jsou stale neu-
plné. Pfedmétem vyzkumu se stavaji napt. epitelialni buiikky mlécné zlazy, které jsou vy-
znamné pro lokalni obranu a mobilizaci leukocytii. Tim mlé¢na Zlaza predstavuje vhodny
model pro studie pfirozené imunity na urovni epitelu — vystelky mléénych tubo-alveol,
kde je pfedmétem vyzkumu interakce bakterii zpusobujicich mastitidu, jako jsou
Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus (Rainard a Riollet, 2006; Sheet a kol.,
2016).
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Nové ,,vykonné“ védecké nastroje radikalné modifikovaly vyhlidky na pochopeni
souhry mezi mlé¢nou zlazou a jeji vrozenou imunitou v interakci s bakteriemi zpisobu-
jicich mastitidu. Geneticka analyza imunitni odpovédi, microarray genové technologie,
transkriptomicka metodika a uml¢ovani genti pomoci RNA interference pomohou objevit
nékolik kli¢ovych obrannych mechanismu, kterymi se fidi citlivost k mastitidam na mo-
lekularni a genetické Grovni. To by pak umoznilo zvysit odolnost mlécéné zlazy prezvy-
kaved vuci mastitidam skrze imunomodulaci a genetické ,,vylepSovani“ (Rainard

a Riollet, 2006).

Makrotagy jsou hlavnim typem bunék v mléce. M1écné makrofagy jsou fagocytujici
buriky, které mohou pohltit béZné patogeny mastitid. Jsou méné aktivni nez neutrofily.
Makrofagy mlécné zlazy i neutrofily jsou méné ucinné nez jejich protéjsky v krvi. I kdyz
piima obranna role mléénych makrofagi je zpochybiiovana, jsou potencialnimi antigen
prezentujicimi buitkami, dale jsou zapojeny do detekce napadajicich patogent a iniciace
zanétlivé odpovédi. Tyto déje mohou piedstavovat jejich zakladni funkci jako efektorti
pfirozené imunity. Funkéni schopnosti makrofagh mlécné zlazy se vyrazné€ sniZzi béhem

obdobi kolem porodu, a s tim je spojen zvySeny vyskyt mastitid (Rainard a Riollet, 2006).

Majoritnimi fagocytarnimi bunkami mlééné zlazy skotu jsou vedle makrofagl
rovnéz polymorfonuklearni neutrofilnich leukocyty (neutrofily). Tyto bunky tvoii prvni
obrannou linii proti napadajicim patogenim. Ochrana je ¢inna pouze v ptipadé rychlé
migrace neutrofili z krevniho fecisté (Paape a kol., 2002). I kdyz se jejich baktericidni
kompetence zda byt omezena, aktivné fagocytuji, coz ukazuje, ze jsou schopny bakterie
rozpoznat. Zejména receptory opsoninil (IgG1, IgG2) byly potvrzeny na mléénych mak-
rofazich. Makrofagy jsou stimulovany lipopolysacharidy (LPS) E. coli a reaguji vyluco-
vanim interleukint (IL-1). Makrofagy u skotu exprimuji gen, ktery produkuje protein
CD14. Ten se uklada na povrchu membrany jako mCD14 nebo se vylou¢i do okoli.
"Rezidentni" neutrofily by se mohly také podilet na signalizaci bakterialnich elementu,
i kdyz tato signalizace nebyla prokazana. Oba typy buné¢k mohou uvoliiovat chemotak-
tické a zanétlivé mediatory, které vyhledaji a rozpoznaji bakterie (Paape a kol., 2002,
Rainard a Riollet, 2006).

Klicovou soucasti v antimikrobialni aktivit¢ aktivovanych makrofagi je indukce
oxidu dusnatého syntazy (iINOS). Tento komplex enzymu katalyzuje pfeménu argininu

na citrulin a oxid dusnaty (NO), na vysoce reaktivni radikal. Oxid dusnaty reaguje bud’
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s kyslikem za vzniku dusitanti (NO2) a dusi¢nanti (NO3), nebo s baktericidni peroxynitri-
tem za interakce s peroxidem. Koncentrace oxidu dusnatého je v mlezivu i ve zralém
mléce od zdravych krav velmi nizka. Produkce oxidu dusnatého se pfechodné zvysuje
v mléce po infuzi lipopolyproteinu E. coli, av§ak oxid dusnaty se uvoliiuje ve vyssich
mnozstvich a po delsi dobu, jestlize jsou infikovany ctvrté mlécné zlazy bakteriemi
E. coli nebo S. aureus. Bylo prokazano, ze mlé¢né leukocyty uvolni oxid dusnaty po sti-
mulaci bakterialnimi produkty, jako jsou lipopolysacharidy (LPS) nebo stafylokokové
enterotoxiny. Makrofagy se pravdépodobné podileji na hlavni ¢asti produkce oxidu dus-
natého z mlécnych leukocyti, protoze makrofagy skotu jsou dobrymi producenty oxidu
dusnatého po stimulaci lipopolysacharidy, na rozdil od neutrofili. Makrofagy mlé¢né
Zlazy skotu jsou také schopné vylucovat oxid dusnaty po stimulaci slozek gram-pozitiv-

nich bakterii za pomoci stimulace cytokini, jako jsou IFN-y (Rainard a Riollet, 2006).

Indukce iNOS v mlécné tkani je stimulovana lipopolysacharidy (LPS) a TNF-a.
Zvysené koncentrace oxidu dusnatého, Ize nalézt v mléce zvifete trpici mastitidou. Tyto
vysledky ukazuji, ze oxid dusnaty hraje roli v patofyziologii mastitidy, ale okamzik,
kdy oxid dusnaty ptispiva k antibakterialni ochrané nebo k poskozeni mlé¢né tkang, neni

popsan (Rainard a Riollet, 2006).

Druha obranna linie proti infekci obsahuje sit’ pamétovych bunék a uvolnénych imu-
noglobulind, které interaguji s prvni obrannou linii. Ugelem této interakce je minimali-
zace poSkozeni tkan¢é mlécné zlazy, které je zplisobeno toxiny bakterii a oxida¢nimi pro-
dukty neutrofilii. Cim rychlejii je tato reakce, tim je poskozeni tkané mensi (Paape a kol.,
2002).

3.7 Apoptoza makrofagi mlééné zlazy skotu
V soucasné dobé je ziejmé, Ze poskozeni tkané mlécné zlazy pti zanétu je zplisobeno
rovnéz nekrotickym rozpadem neutrofilii. Proto je nutné, aby tyto bunky podstoupily

apoptozu a byly zlikvidovany fagocyt6zou makrotagy (Sladek a RySanek, 2001).

Jakou vsak hraje apoptdza, popt. nekréza roli u makrofagi mlééné zlazy? Je tieba
zminit, ze se v soucasné dob¢ v literatufe vyskytuje velmi mélo praci, které pojednavaji
o roli apoptdzy u makrofagti mlécné zlazy skotu. Tato oblast tedy neni nélezité prostudo-

vana.
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V mlécné zlaze skotu je pfitomna tzv. rezidentni populace makrofagl. Tyto bunky
maji strukturalni podobu krevnich monocytii, anebo jsou vakuolizované, coz je nasledek
jejich tzv. scavenger funkce (Wardley et al., 1976). PfiCemz tato kategorizace je vy-

znamna, protoze ob& populace bun¢k podléhaji v jiné mife apoptoze.

Detekce apoptodzy u nevakuolizovanych makrofagli probiha jen v malém mnozstvi,
protoze jsou mladymi bufikami v porovnani s makrofagy (Leinter akol., 2003).
Avsak tyto buiky neodolavaji apoptdze, protoze ta zachovava homeostazu (Liacos a kol.,
2008). Studie dokazuji, Ze tyto bunky in vitro jsou ,,apoptotizovany* do 24 hodin
bez poskytnuti stimuld (Sladek a kol., 2010). Nevakuolizované formy makrofagli podstu-
puji apoptdzu méné nez vakualizované makrofagy. Déle rezidentni makrofagy podstupuji
apoptdzu Castéji nez zanétlivé makrofagy. Apoptdéza makrofagl vykazuje dynamiku
v souvislosti s pribéhem zanétlivé reakce mlééné zlazy. Béhem iniciace se podil
apoptozy minimalizuje a v rezoluci dochazi k jeho nartstu, jelikoz nevakuolizované mak-
rofagy se méni na vakuolizované nejdiive po péti dnech po migraci. Bylo zaznamenavano
zvySené procento apoptdzy u populace vakuolizovanych makrofagt (Sladek a RySanek,
2010). Lze pozorovat obdobné déje jak u makrofagi mlééné zlazy, tak i u makro-
fagh v lidskych plicich. JelikoZ v mikroprostiedi alveolarnich zdravych plic je zvySena
apoptoza alveolarnich makrofagi, za ucelem zachovani homeostazy tkané plic (Liacos
a kol., 2008).

Bylo prokazéno, Ze vakuolizované zanétlivé makrofagy jsou ,,apoptotizovany*
ve vétsi mife neZ neZ nevakuolizované makrofagy. Jak uz bylo popsano vySe fagocytoza
neutrofilli je izce spojena s apoptézou makrofagii. Bylo prokazano, ze lokalné¢ apoptoti-
zované makrofagy obsahuji fagocytované apoptotické buitkky béhem zanétu. Odstranéni
téchto apoptotickych makrofagti pak ovlivituje to, jestli bude ukonceni zanétu Gspésné

(Sladek a kol., 2010).
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4 ZAVER

Onemocnéni mlééné zlazy skotu mohou vznikat pfi infekcich nebo nespravném za-
chazeni se zvifaty. Zmény zdravotniho stavu tohoto vysoce exploatovaného organu
se promitaji do produkce mléka, po¢tu somatickych bun¢k atd. Zanét mlé¢né zlazy — mas-

titis — se promita rovnéz do celkového zdravotniho stavu dojnice.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o jedno z nejcastéjSich onemocnéni, je logicka snaha
o jeho minimalizaci. Proto se poznatky vyzkumu dostévaji rychle do praxe s cilem nalézt
o nejvice ucinnou a rychlou 1é¢bu. Vedle toho je nutné si uvédomit, ze je dilezita nejen
eliminace patogent pomoci obranného systému mlécné zlazy a aplikované 1écby, ale rov-
néz restrukturalizace poSkozené tkané. Tato rezoluce zanétu pak zahrnuje procesy spo-
jené s apoptozou bunék obranného systému, kterd predstavuje bezpecny a rychly zpisob

eliminace bunék zanétu.

Praveé apoptdza, oproti nekroze, se muze podilet na zkraceni zanétu, zejména chro-

nickych, a tim se potencidlné podilet na zlepseni vSech ukazatelii s tim spojenych.

Do budoucna by se mél tedy vyzkum orientovat mimo jiné na procesy, souvisejici
s indukei a ovlivnénim apoptdzy bunék obranného systému mlééné Z14zy skotu v obdobi

rezoluce zanétu tohoto organu.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ABC
anti-Fas
APO-1
ATP
Bax
Bak
Bid
Bap31
Bap20
Bcl-2
Ca2+
CD73
CD39
CD40
CED-7
DICS
DNA
DR4
DR5
FasL
GTPéazy

H20>

ATP binding cassette
antigen Fas

apoptosis antigen 1
adenosin trifosfat
proapoptoticky protein
proapoptoticky protein
proaptoticka molekula
proaptoticka molekula
proaptoticka molekula
B-cell lymphoma 2

kationt vapenaty

cluster of differentiation 73
cluster of differentiation 39
cluster of differentiation 40
transportni protein

death inducing signaling complex
deoxyribonukleonova kyselina
receptor smrti

receptor smrti

Fas ligand

GTP fosfohydrolaza

peroxid vodiku
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HMGB1 high mobility group box 1

HDGF hepatoma-derived growth factor
INF-a interferon-o

IFN-y interferon-y

19G imunoglobin G

IL-1 interleukin-1

IL-2 interleukin-2

IL-10 interleukin-10

IL-12 interleukin-12

INOS inducible nitric oxide synthase

LPM lysosomal membrane permeability
LPS lipopolysacharid

mCD14 membranova forma proteinu CD14
MOMP mitochondrial outer membrane permeabilization
MPTP mitochondrial permeability transition pore
MTP mitochondrial transport proteins
NK-bunky natural killer cell

NO oxid dusnaty

NO2 dusitany

NOs dusi¢nany

RIP receptor-interacting protein kinase
RIP3 receptor-interacting protein kinase 3

RIPK1 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1


http://www.uniprot.org/uniprot/P51858
https://en.wikipedia.org/wiki/Natural_killer_cell

RNA
SIRNA
TGF-B
TLR
TNF

TNFR

ribonukleova kyselina

small interfering RNA
transforming growth factor 3
Toll-like receptor

tumor necrosis factor o

tumor necrosis factor receptor
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor

