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ABSTRACT

The presented study deals with an in vitro analysis of the dynamics of bovine mammary gland
neutrophil apoptosis based on the detection of morphological changes. The neutrophils were
isolated from mammary glands of five virgin heifers. The mammary glands were lavaged, the
suspensions were then bacteriologically examined, and total and differential cell counts were
made. The cells were cultivated in vitro for 4 hours. After 2, 3 and 4 hours of cultivation, they
were panoptically stained, and the proportions of apoptotic neutrophils and trypan blue
positive neutrophils were determined. During the cultivation, a progressive increase in
number of apoptotic neutrophils in various stages of apoptosis — karyopyknosis, zeiosis and
apoptotic bodies — was observed. Karyopyknotic neutrophils represented a dominant part of
the apoptotic neutrophil population in the course of the whole cultivation. The results of this
work show that spontaneous apoptosis and secondary neutrophil necrosis must be taken into
account during in vitro cultivations of bovine mammary gland neutrophils.
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ABSTRAKT

Predmétem prace se stala analyza dynamiky apoptoézy neutrofilt mlécné zlazy skotu in vitro
zalozena na detekci morfologickych zmén. Studie byla provedena na juvenilnich mléénych
zlazach 5 nebfezich jalovic. Bunky byly odebrany lavazi, kterd byla podrobena
bakteriologickému vySetieni a stanoveni celkového a diferencidlniho poctu bunék. Bunky
byly kultivovany in vitro po dobu 4 hodin. Béhem kultivace byly v ¢asovych intervalech po 2,
3 a 4 hodinach panopticky obarveny a bylo stanoveno zastoupeni apoptotickych neutrofilt a
neutrofildl pozitivnich na trypan blue. Béhem kultivace doslo k progresivnimu nértstu podilu
apoptotickych neutrofili reprezentovanych jednotlivymi stadii apoptozy (karyopyknosis,
zeiosis a apoptotic bodies). Po celou dobu kultivace tvotily karyopyknotické neutrofily
dominantni ¢ast populace apoptotickych neutrofili. Vysledky prace dokladaji, ze pfti in vitro
kultivacich neutrofill mlécné Zlazy skotu je nutné pocitat s vyskytem spontdnni apoptodzy a
sekundarni nekrozy téchto bunék.
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UvVoD

Polymorfonuklearni leukocyty (neutrofily), pfedstavuji bunky, které z prvni linie
zprostiedkovavaji bunéénou ochranu mlécné zlazy (Sordillo et al., 1997). Vznikaji v kostni
drfeni a jsou vyplavovany do periferni krve, kde pronikaji skrze sténu kapilar a migruji do
dutinového systému mlécné zlazy. Zde uplatituji svoji funkci, kterou je fagocytéza bakterii
(Paape et al., 1991).

Neutrofily ptredstavuji postmitotické, terminaln¢ diferencované elementy, které
maji omezenou zivotnost 1 az 2 dny (Paape and Wergin, 1977). Vlivem chemotaktickych
latek migruji do mista produkce téchto latek, napt. do infikované¢ho dutinového systému
mlécné zlazy (Sladek and RySanek, 1998).

Apoptéza neutrofill je pfisné regulovany proces, ktery je u vétSiny bunck
charakterizovan serii specifickych strukturdlnich zmén. Mezi tyto zmény patii svrasténi
bunék, zpénéni cytoplazmatické membrany, kondenzace cytoplazmy a chromatinu jadra a
nakonec fragmentace bun¢k do apoptotickych télisek (Squier et al., 1995).

Samotnd pritomnost apoptotickych neutrofilit v dutinovém systému mlécné zlazy
muze predstavovat vyznamny aspekt, ktery je nutno vzit v uvahu pii pouziti neutrofili k
naslednym in vitro studiim. Vzhledem k tomu, Ze influx neutrofilii do dutinového systému
mlécné zlazy probihd kontinualné, je tkanovy pool neutrofili tvofen smési rizné starych
bun¢k. NeEkteré z nich jiz vstoupily a nebo nasledné vstoupi do procesu senescence,
finalizovaném apoptézou (Sladek and RysSanek, 2000a,b).

Apoptéza neutrofili je charakterizovana nejen specifickymi morfologickymi a
biochemickymi vlastnostmi, ale provazi ji rovnéz ztrata celé fady fundamentélnich funkei.
Mezi nejdilezitéj$i znich patfi sniZzeni schopnosti neutrofili rychle ménit tvar, sniZeni
schopnosti ndhodné migrace a chemotaxe, snizeni schopnosti reakce na stimulaci, snizeni
intenzity fagocytozy, popiipad¢ totdlni neschopnost fagocytovat, dale snizeni stupné
degranulace a respiracniho vzplanuti (Haslett et al., 1991; Whyte et al., 1993; Squier et al.,
1995; Narayanan et al., 1997; Tanji-Matsuba et al., 1998; Van Oostveldt et al., 2002).

Kultivace neutrofilt in vitro tedy bude provazena vyskytem casteéné ¢i plné
nefunkcénich bunék s charakteristickymi morfologickymi alteracemi, predstavujicimi rtizna
stadia apoptozy (Payne et al., 1994). V této souvislosti bude jist¢ hrat dulezitou roli délka
kultivace, nebot” bylo prokazano, ze mezi délkou kultivace neutrofild a expresi apoptozy
existuje piima uméra (Payne et al., 1994).

Obvykle, se ptfi studiu funkénich aspektd neutrofili mlécné zlazy skotu in vitro,
pouzivaji kratkodobé kultivace v délce do jedné hodiny (Smith and Romel 1977; RySanek et
al., 2001). Existuji vSak techniky, pouzité napt. pii studiu interakce neutrofilti s prokaryonty
nebo s antibiotiky, které vyzaduji delsi dobu kultivace v rozsahu 2 az 8, ale i 24 hodin
(Sanchez et al., 1988; Czuprinski et al., 1996; Yang et al., 1998; Van Oostveldt et al., 1999).



V soucasné dob¢ neexistuji informace o senescenci neutrofilii mlééné zlazy skotu
béhem kultivace téchto buné€k in vitro. Proto si nelze vytvofit redlnou predstavu o dynamice
procesu apoptdzy a tim jejiho potencidlniho vlivu na podil nefunkénich bunék v populaci
kultivovanych neutrofilg.

Proto se pfedmétem této prace stala analyza dynamiky apoptdzy neutrofili mlécné
zlazy skotu in vitro, zalozend na detekci morfologickych zmén téchto bungk.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalni zvirata

Pokus byl realizovan na 5 klinicky zdravych jalovicich, kiizenkach holstynského a
ceského strakatého plemene ve véku 14 az 16 mésicii. VSechny jalovice byly bez piitomnosti
intramammarni infekce. VSechny mlécné zlazy byly vySetfeny se zaméfenim na posouzeni
celkové morfologie vemene a pruchodnost jednotlivych strukovych kanalki, bylo provedeno i
bakteriologické vySetfeni lavazi mlécnych zlaz.

Izolace neutrofila

Neutrofily z mlécné zldzy byly izolovany pomoci metody (Sladek and RySanek,
2000a) za pouziti modelu indukovaného influxu. Mlécné zlazy byly dikladné desinfikovany
etylalkoholem a nasledn¢ podrobeny lavazi. Lavdz byla provedena pomoci upravenych
uretralnich katetrit (AC5306CHO06, Porges S.A., France) sterilnim pufrovanym fyziologickym
roztokem (PBS) o objemu 20 ml. Po 24 hodinach byly mlé¢né Zlazy vyplachnuty 20ml PBS.
Timto krokem byly ziskany lavaze mlécné zlazy, které obsahovaly vysoce koncentrovanou
bunécnou populaci neutrofili.

Bakteriologické vySetieni bylo provedeno kultivaci na agar s 5% propranych beranich
erytrocytll a aerobni kultivaci pti 37°C po dobu 24 hodin. VSechny vysetfené mlécné zlazy
byly bakteriologicky negativni, nebot’ na krevnim agaru nevyrostly zadné kolonie bakterii.

Kultivace mammarnich neutrofila

Izolované mammarni neutrofily byly adjustovany (5x10%ml) a resuspendovany
v kultivaéni smési [slozeni: médium RPMI 1640 a 10% fetalni bovinni sérum (Sigma
Chemical CO, Praha, Ceska republika)]. Pro svételnou mikroskopii byly adjustované
suspenze naneseny na podlozni skla (0,5 ml/sklo), pficemz kazdy vySetfovany vzorek
bunécné suspenze byl nanesen v duplikatech. Skla byla nasledné inkubovana pii 37°C v 5%
CO; saturované atmosféie po dobu 4 hodin metodou dle Savill et al. (1989).



Svételna mikroskopie a starnuti neutrofili

Zivotaschopnost kultivovanych neutrofild byla hodnocena testem vyludovani
trypanové modii na nejméné 200 neutrofilech. A dale byly hodnoceny dynamické zmény pti
starnuti neutrofilti, pocitdnim 200 apoptotickych bun¢k z kazdého skla. Rovnéz byla
rozliSovana tfi zdkladni, strukturdlné odlisSnad stadia apopozy: karyopyknosis, zeiosis a
apoptoticka t¢liska, metodou dle Sladek and Rysanek (2000a).

VYSLEDKY A DISKUSE

Identifikace ti'i populaci neutrofili

Analyza ve svételném mikroskopu, pfi pouziti panoptického barveni, urc€ila tii odlisné
populace neutrofilli: normalni neutrofily, apoptotické a nekrotické. Ttidénim téchto populaci
a vyhodnocenim ve svételném mikroskopu byly odhaleny zietelné morfologické odlisnosti.

Normalni neutrofily maji typickou morfologickou stavbu zralych neutrofild. Tato
populace je zastoupena bunkami o velikosti (7 az 10 um) se segmentovanymi bunécnymi
jadry, obsahujici granula heterochromatinu, riizova cytoplazma ma viditelna cytoplazmaticka
granula a pseudopodia.

Apoptotické neutrofily zahrnuji tfi morfologicky rozliSitelna stadia: karyopyknosis,
zeiosis a apoptoticka téliska. Karyopyknotické neutrofily jsou charakteristické ptitomnosti
vakuol. Neutrofily se zpénénou cytoplazmatickou membranou jsou typické pro stadium
zeozy. A konecné apoptoticka téliska jsou charakterizovana velikosti do 3 pm.

ekrotické neutrofily byly trypan blue pozitivni bunky, u kterych je charakteristickym
znakem praskld plazmatickd a jadernd membréana. Nekrotické neutrofily jsou zastoupeny
primarni nekrozou v Cerstvé suspenzi a sekundarni nekrézou u bunék po 4 hodinach kultivace.

Dynamika starnuti neutrofili

V cCerstvé ,,fresh® suspenzi bylo detekovano 11,9 % apoptotickych a 0,8 %
nekrotickych neutrofilti. Apoptotické buiiky v suspenzi Cerstvé izolovanych neutrofila tvofilo
9,3 % karyopyknotickych buné¢k, 1,7 % bunék ve stadiu zeiosis a 0,9 % apoptotickych télisek.

Béhem kultivace doslo k vyraznym zméndm v zastoupeni apoptotickych neutrofil a
neutrofild s porusenou integritou cytoplazmatické membrany. Jiz po 2 hodinach se zvysil
podil apoptotickych neutrofild o 5,1 %, po 3 hodinach o 15,4 % a po 4 hodinach o necelych
20 %. Vedle apoptozy doslo béhem kultivace k vyraznému desetindsobnému zvyseni podilu
neutrofild s porusenou integritou cytoplazmatické membrany. Po 4 hodinach bylo oproti
vstupni suspenzi (0,9 %) zaznamenano celkem 9,8 % trypan blue pozitivnich bunék,
zastoupeni apoptotickych a trepan blue pozitivni bunék zachycuje graf ¢.1.



Graf 1 Apoptotické a trypan blue pozitivni neutrofily
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Dynamiku apoptozy neutrofili béhem kultivace in vitro vyjadfenou zastoupenim
jednotlivych stadii apoptozy znazornuje graf ¢. 2.

Graf 2 Dynamika apoptézy
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Po 2 hodinach kultivace doslo k nariistu podilii vSech tii stadii apoptézy neutrofild,
pficemz nejvyss$i pomérny narist byl zaznamenén u stadia zeiosis, kde se jeho podil zvysil
témét dvojnasobné. Stejny trend narlstu pokracoval do konce kultivace zejména u stadia
karyopyknozy a zeidzy, kde po 4 hodindch bylo zaznamenano 22,9 % karyopyknotickych
bunék a 6,9 % bunck ve stadiu zeidzis. Naproti tomu byl béhem 4 hodinové kultivace



zaznamenan nizky narist apoptotickych télisek, kterych bylo po 4 hodinach kultivace pouze
1,7 %.

Tvorba a zanik neutrofilii jsou uzce regulované procesy, které udrzuji konstantni pocet
téchto bunék v krvi a v télnich tkanich. Do mlécné zlazy skotu se neutrofily dostavaji
migraci z krve a vzhledem k jejich kratké zivotnosti zde podstupuji apoptézu (Sladek and
Rys$anek, 2000a). Z toho divodu byly v této praci pii pouziti indukovaného influxu bunck
s intramammarni aplikaci PBS a jiz diive s muramyldipeptidem (Sladek and Rysanek, 2000b)
a lipopolysacharidem (Sladek and RySanek, 2001a) zaznamenany apoptotické neutrofily.
Jejich podil ¢inil kolem 10 % neutrofilt, coz je v porovnani s laktujici mléénou zldzou dojnic
o mnoho méné. Van Oostveldt et al. (2001) totiz zaznamenali vice nez 40 % apoptotickych
neutrofild v mléce béhem c¢asné laktace. Tato diference je vSak pochopitelnd, nebot’ funkéné
predstavuje laktujici mlécnd zldza dojnic oproti mlécné zldze nebiezich jalovic odlisné
exploatovany organ s jinym biochemismem a pfitomnosti korpuskularnich komponent mléka,
které vyrazné ovlivnuji funkci a zivotnost neutrofila (Paape et al., 1977).

Ackoliv se zivotnost neutrofili pohybuje v rozmezi 1 az 2 dni, lze apoptotické
neutrofily zaznemenat jiz béhem 4 hodin po indukci influxu bunék. Jejich pfitomnost je
vysledkem dvou procesti a lze ji vysvétlit nasledovné. Zaprvé, intramammarni aplikaci PBS ¢i
prozanétlivého Cinitele dojde k indukeci zanétlivé odpovédi, kterd je charakterizovana
masivnim influxem neutrofili do dutinového systému mlécéné zlazy a jejich akumulaci.
Neutrofily jsou k migraci rekrutovany v rtizném stéii (Cox et al., 1995) a navic probihd influx
kontinualné. Proto populace neutrofili piedstavuje smés rizné starych bunék. Za druhé,
dochdzi kiniciaci rezoluce zéanétlivé odpovédi, kterd je charakterizovand fyzickym
odstranénim neutrofilii apoptdézou a néslednou fagocytézou makrofagy (Sladek and RySanek,
2000b). Uvedené skute¢nosti piedstavuji vyznamny aspekt, ktery je nutno brat v avahu pfi
pouziti takto ziskané populace neutrofilti k naslednym in vitro studiim.

Apoptdza bunck je charakteristicka typickymi morfologickymi vlastnostmi, mezi které
patii zejména svraSténi bunék, kondenzace chromatinu (karyopyknosis), blebbing (zeiosis) a
fragmentace do apoptotickych télisek (Kerr et al., 1972). V této studii se tyto morfologické
znaky staly kritériem pro analyzu dynamiky apoptdzy neutrofili mlécné zlazy skotu béhem
jejich  kultivace in vitro. Pfitom bylo zjiSténo, Ze pfi kultivaci tyto buniky podstupuji
apoptozu, pficemz s prodluzujici se dobou kultivace se tmérné¢ zvySuje pocet apoptotickych
buné¢k a rovnéz pocet bun€k s porusenou integritou cytoplazmatické membrany.

Pii podrobné morfologické analyze bylo zjisténo, ze strukturdlni vlastnosti
apoptotickych neutrofilti jsou téméi shodné jak v podminkach in vivo, tak béhem kultivace in
vitro. U apoptotickych neutrofili bylo mozno zaznamenat vSechna tii stadia apoptozy, tedy
stddium karyopyknosis, stadium zeiosis a stddium apoptotickych télisek. U apoptotickych
neutrofildi in vitro byly zejména béhem stadia karyopyknodzy patrné intracytoplazmatické
vakuoly. Tyto ve svételném mikroskopu méné svétlolomné intenzivni Sedobilé okrsky nebyly
pozorovany u apoptotickych neutrofilti in vivo (Sladek and RysSanek, 2000a). Na existenci
téchto vakuol upozornili jako prvni Payne et al. (1994) u krevnich humannich neutrofil
kultivovanych in vitro. Podle nich spo¢iva geneze vakuol v pfimém splynuti oddélenych



vesikuli pochazejicich z ¢asti endoplazmatického retikula, nebot’” mezi Cetnosti vyskytu
vakuol a Cetnosti vyskytu dilatovanych cisteren endoplazmatického retikula byl pozorovan
inverzni vztah. Vakuoly nebyly pozorovany u apoptotickych neutrofill in vivo, ale pouze in
vitro. Neznamena to vSak, Ze u apoptotickych neutrofilti in vivo vakuoly nevznikaji, nebot
rychla fagocytoza apoptotickych bunék makrofagy miize vytvotreni vakuol predejit (Payne et
al., 1994).

Dynamika apoptézy béhem kultivace byla vtéto praci stanovena analyzou
jednotlivych morfologicky odlisnych stadii apoptézy. Béhem kultivace bylo mozno
zaznamenat dominantni podil karyopyknotickych bungk, stejné tak jako v populaci Cerstvé
izolovanych apoptotickych neutrofili. Karyopyknéza predstavuje ¢asné, prvni stadium
apoptdzy, které je charakterizovano svrasténim bunck, kondenzaci chromatinu a splynutim
jadernych segmentii. Béhem tohoto stadia apoptézy dochézi rovnéz k translokaci
fosfatidylserinu (Fadok et al., 1992), coz u neutrofili mlééné zldzy skotu jiz bylo
zaznamenano (Sladek et al., 2001; Van Oostveldt et al., 2001). Béhem 4 hodinové kultivace
doslo k vice nez dvojndsobnému zvySeni podilu karyopyknotickych neutrofilti. Z nichz
priblizné Ctvrtina ptesla do stadia zeiosis. Podil apoptotickych neutrofilti v zeiosis u Cerstve
izolovanych bunék ¢inil pouze neceld dvé procenta. Béhem kultivace doslo ke ¢tyfnasobnému
zvySeni podilu zeiotickych bunck. Apoptoticka téliska tvotila béhem kultivace velmi nizky,
témét konstantni, podil apoptotickych neutrofilti. Nicméné vyskyt apoptotickych neutrofilti
v zeiosis a apoptotickych télisek jiz v Cerstvé izolované suspenzi bunék dokazuje kontinudlni
apoptoticky proces zapocaty pted izolaci a naslednou kultivaci, tedy jiz v dutinovém systému
mlécné zlazy. Uvedené udaje svédci o rychlosti realizace morfologickych zmén béhem
procesu apoptozy.

ZAVER

V literatufe neexistuji data o dynamice apoptozy neutrofild mlécné Zlazy skotu in
vitro, ale pouze krevnich neutrofil skotu. U bovinnich krevnich neutrofilli podstupuje
apoptozu in vitro po 2 hodinach kultivace cca 3-5 % bunék a po 4 hodinach az 15 % bungk.
Srovname-li uvedené udaje s naSimi vysledky, je mozno konstatovat, Ze je dynamika obou
populaci neutrofilti (krevnich a mammarnich) in vitro téméf shodna. To je jisté¢ prekvapivé
zjisténi, nebot’ hypoteticky lze ocfekavat vyssi vyskyt apoptotickych bun€k u neutrofilt
tkanového poolu, nez u krevnich neutrofild. Divodem je pokrocilé stdfi mamméarnich
neutrofild, jejich niz§i energetické zasoby a v neposledni fad¢ rovnéz proapoptoticky efekt
migrace (Van Oostveldt et al., 2002).

Na druhé strané je vSak nutno zduraznit, ze v dutinovém systému mlécné zlazy skotu
existuje rozsahla sit’ biologickych vlivl, kterd nebyla doposud exaktné objasnéna. Mezi tyto
vlivy, které mohou vyznamné ovliviiovat nejen samotnou Zzivotnost, ale rovnéz funkci
neutrofild, patii naptiklad odliSny biochemismus a vzdjemné interakce bunék, predevs§im mezi
neutrofily a makrofagy. Neméné€ vyznamny vliv na Zivotnost (apoptdzu) neutrofild mohou mit



cytokiny, zvlast¢ prozanétlivé (naptiklad interleukin-1, TNF-a), uvoliiované piedevsim
v inicidlni f4zi zdnétlivé odpoveédi mlécné zlazy (Rainard a Paape, 1997).

Béhem kultivace neutrofilii korespondoval se zvySenim podilu apoptotickych bunck
nariist bunck s poruSenou integritou cytoplazmatické membrany. Z necelého jednoho procenta
vzrostl po 4 hodinach kultivace na deset procent. Neutrofily pozitivni na trypanovou modft
predstavuji sekundarné nekrotické apoptotické buiiky. Nebot v podminkach in vitro
nedochézi k fagocytdze apoptotickych bunék makrofagy, jak je tomu v podminkach in vivo.
Apoptotické bunky po vycerpani energetickych zasob ztraceji schopnost udrZet integritu
membran, nacez nasledné podléhaji nekroze. Morfologicky jsou apoptotické neutrofily
podléhajici sekundarni nekréze charakterizovany totalni destrukci jadernych a
cytoplazmatickych komponent se vSemi projevy a znaky nekrdzy. Disledky sekundarni
nekrozy apoptotickych neutrofili se svym potenciondlné negativnim U¢inkem na okoli (v
podminkach in vitro kultivaéni médium) blizi U¢inku uvolnéného histotoxického obsahu
granuli pfi nekroze neutrofild (Payne et al., 1994).

Uvedena zjisténi o poctu apoptotickych bunck a bun€k pozitivnich na trypanovou
modi béhem kultivace neznamenaji pouze prosté kvantitativni vyjadieni intenzity procesu
starnuti neutrofilh mlécné zlazy skotu in vitro. Ale ptedstavuji prvotni idaje, které mohou hrat
dualezitou roli v interpretaci vysledkli funk¢énich analyz téchto bunék, zvlasté s pouzitim delsi
doby kultivace. Pfi ni l1ze o¢ekédvat vyskyt funkéni heterogenity, nebot’ kazda kultivace se do
jisté miry stava zarovein modelem starnuti bunék.
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