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ABSTRACT

Aim of this study was to determine whether CD 14 and CD 44 may serve as an Eat Me
Signals during experimentally inflammatory response and provide changes of counts of
apoptotic neutrophils. These receptors are necessary for recognition of apoptotic cells by
macrophages during mastitis and maintenance health of mammary gland. The experiments
were carried out in four clinically normal heifers, aged 15 to 18 months. PBS-treated
mammary glands were set as a control to the infection. Then were used lipopolysacharide and
muramyldipeptide as the inductor of inflammatory response. For analysis FACS Calibur flow
cytometer was used. We established the increase counts of CD 14+ and CD 44+ neutrophils
during resolution of induced acute inflammatory response. The results suggest the possibility
of incidence CD 14 and CD 44 as an Eat Me Signals for macrophages.
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ABSTRAKT

Cilem prace bylo prokéazat, zda CD 14 a CD 44 slouZi na neutrofilnich granulocytech béhem
zanétlivé odpovedi jako Eat Me signdly a stanovit dynamiku apoptozy neutrofill. Tyto
receptory jsou nezbytné pro rozpoznani apoptotickych bunék makrofagy béhem zanétlivé
reakce a pro zachovani zdravi mlécné zlazy. Pokus byl realizovan na ctyfech klinicky
zdravych jalovicich ve véku 15-18 mésici. Byl pouzit model indukovaného influxu
s intramammarni aplikaci lipopolysacharidu — LPS (peptidoglykan ze stén G- bakterii) nebo
muramyldipeptidu — MDP (peptidoglykan G+ bakterii) oproti kontrole — PBS. K analyze CD
14+ a CD 44+ byl pouzit pritokovy cytometr. Behem rezoluce byly oproti inicidlni fazi
akutniho zanétu zaznamenany zvysené poCty CD 14+ a CD 44+ neutrofilll. Z vysledkt studie
je patrné, Ze se béhem rezoluce CD 14 a CD 44 uplatiuji jako tzv. Eat Me signaly na
apoptotickych neutrofilech, a proto mohou byt rozpozndny makrofagy a fagocytovany.
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UvVoD

Neutrofilni granulocyty (neutrofily) jsou odpovédné za nespecifickou obranu téla proti
pronikajicim patogenim a piedstavuji jeden ztypl volnych bunék dutinového systému
mlécné Zzlazy. Funkci téchto bunék je eliminace bakteridlnich patogenti béhem akutniho
zanétu. Neutrofily fagocytujici bakterialni patogeny, podléhaji programované bunééné smrti,
apoptoze. Zpusob likvidace neutrofilii prostfednictvim apoptozy predstavuje rychly a
bezpecny mechanismus odstraiiovani neutrofilti, ktery smétuje k omezeni poskozeni zanicené
tkdn¢ a podporuje rezoluci zanétu (Van Venrooy, 2000). Apoptéza neutrofilti predstavuje
pouze prvni ze dvou krokli nutnych pro zahéjeni rezoluce akutniho zanétu (Savill, 1997). Tim
druhym je pak fyzicka eliminace apoptotickych bunék zprostfedkovana fagocytozou
lokalnimi makrofagy (Maszaros et al., 1999).

Chronologicky zahrnuje fagocytéza bunék s aktivovanym apoptotickym programem
nejprve jejich rozpoznani a teprve pak pohlceni a degradaci téchto bunék makrofagy. Pro
poznani apoptotickych neutrofili jsou dualezité biochemické zmény realizované na povrchu
jejich cytoplazmatické membrany. Vznikaji tzv. signalni molekuly, ,,Eat Me signaly “ (Akgul
etal., 2001; Savill et al., 2003).

Rozpoznani apoptotickych neutrofili makrofagy vyzaduje na jedné strané existenci
signalnich molekul na povrchu apoptotickych neutrofila (Eat Me signalii) a na druhé stran¢
existenci specifickych receptorti na povrchu makrofagii (Savill, 1997).

Cilem prace bylo tedy prokazat, zda CD 14 a CD 44 slouzi na neutrofilnich
granulocytech béhem zanétlivé odpovedi jako Eat Me signaly.

MATERIAL A METODIKA

Pokus byl realizovan na ¢tyfech klinicky zdravych jalovicich, kiizenkéach holstynského
a Ceského strakatého plemene ve véku 15-18 mésicl. U zvifat byla indukovana zanétliva
reakce mlécné 7zladzy inertnim cCinitelem — PBS (phosphate buffered saline), komponenty
bunécné st€ény Gram pozitivnich bakterii — MDP (muramyldipeptid) a Gram negativnich
bakterii — LPS (lipopolysacharid). Mlé¢né zlazy byly vyplachnuty v jednotlivych casovych
bodech (prava ptredni 24 hod, pravé zadni 48 hod, leva pfedni 72 hod a leva zadni 168 hod) a
bunécné suspenze byly zpracovany pro analyzu CD 14+ a CD44+ neutrofilli. Pro analyzu byl
pouzit FCM (FACS Calibur apparatus, Beckton Dickinson, Mountain View, California, USA)
a CELL Quest ™ software (Beckton Dickinson, Mountain View, California, USA).

VYSLEDKY A DISKUZE

Po indukci zanétlivé reakce byl zaznamenany niz$i podil CD14+ neutrofili oproti
kontrole (PBS) u MDP statisticky velmi vyznamny(P<0,01) a u LPS statisticky vyznamny
(P<0,05). V obou ptipadech $lo o ¢asovy bod 72 hodin po indukci zanétlivé odpovedi (graf €.
1).

Niz8i podily CD 44+ neutofilli po indukci MDP a LPS byly oproti PBS statisticky
velmi vyznamné (P<0,01) v ¢asovych bodech 24 hodin a 72 hodin. V €asovém bod¢ 48 hodin



byl zjistén statisticky vyznamné (P<0,05) nizs$i podil CD 44+ neutrofili po indukci LPS.
V casovém bodé¢ 168 hodin byl oproti kontrole (PBS) zaznamenan statisticky velmi vyznamné
(P<0,01) vyssi podil CD 44+ neutrofilt po indukci MDP i LPS (graf €. 2).

Graf ¢. 1: CD 14+ neutrofily
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Graf ¢. 2: CD 44+ neutrofily
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Uloha membranového receptoru CD 14 v aktivaci bundk mlééné Zlazy skotu byla
studovana u mastitidy vyvolané LPS. Bylo zjiSténo, Ze zanétliva reakce mlécné zlazy na LPS
byla spojena s expresi CD 14 receptort neutrofilii a makrofagt (Paape et al., 1996; Sladek et
al., 2002). Exprese CD 14 receptoru vyrazné¢ zavisi na stddiu zanétlivé odpovédi mlécné
zlazy. V inicidlni fazi byla zjisténa snizena exprese CD 14 (Paape et al., 1996), zatimco
zvysujici tendence charakterizuje rezoluci zanétu (Sladek et al., 2002).

ZAVER

Z vysledki zjisténych v tomto pokusu je patrné, ze béhem rezoluce zanétu mlécné
zlazy se CD 14 a CD 44 receptor neutrofilli uplatiiuji jako tzv. Eat Me signaly a hraji
vyznamnou roli vrezoluci akutniho zanétu mlécné Zzlazy a v zachovani homeostazy
organismu.
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