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Abstract

SLAMA, P., SLADEK, Z., RYSANEK, D.: Application of methods for detection of apoptosis and
necrosis of bovine blood neutrophil granulocytes in vitro. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun.,
2006, L1V, No. 5, pp. 107-116

The study was an in vitro analysis of bovine blood neutrophil apoptosis and necrosis based on the de-
tection of their morphological and biochemical features. The experiment was carried out in six clinical-
ly healthy Holstein x Bohemian Red Pied crossbred virgin heifers aged 16 to 18 months. The fresh and
in vitro cultivated blood were analysed by light and electron microscopy and flow cytometry. In fresh
blood, non apoptotic or necrotic neutrophils were found by light microscopy. On the other hand, 3.34%
apoptotic and 0.32% necrotic neutrophils were detected by flow cytometry. After four hours of incu-
bation, 3.53% apoptotic and 1.37% necrotic neutrophils were found by light microscopy. In the same
conditions, there were assessed 17.54% apoptotic and 0.58% necrotic neutrophils by flow cytometry.
Correlation coefficient between light microscopy and flow cytometry in portion of apoptotic neutrophils
was 0.625 (P<0.05) and correlation coefficient between light microscopy and flow cytometry in porti-
on of necrotic neutrophils was 0.983 (P<0.05). There was found out that these detection methods (light
microscopy and flow cytometry) are right combination for detection of apoptotic and necrotic bovine

blood neutrophils.

apoptosis, necrosis, neutrophil, phosphatidylserine, flow cytometry

Krev je jednou ze zékladnich biologickych tekutin,
kterd sehrava vyznamnou tlohu v obranych pocho-
dech organismu, nebot’ je distribuovéna v systému
krevnich cév prakticky do vSech casti téla zivého
organismu. Jednim z druhu krevnich elementt, kte-
ré plni obranné funkce, jsou neutrofilni granulocyty
(neutrofily). Ty pfedstavuji vyznamnou komponentu
nespecifického obranného systému organismu vuci
vnikajicim mikroorganismim. PfedevS§im pii akut-
nich zanétech dochdzi k jejich migraci z krve do tka-
ni, kde uplatiiuji svoji fagocytarni funkci. Poté umiraji
apoptozou (programovana bunécnd smrt), pfi patolo-
gickych procesech nekrozou (smrt nefyziologicka,
neprogramovand) (PAAPE et al., 2003).

Genetické, biochemické a morfologické vlastnosti
apoptotickych bunék se staly podkladem pro zavede-

ni a pouziti celé fady detek¢nich technik. Vzhledem
k rychlosti a dynamice bunéénych reakci je nutno
provadét detekci apoptdzy bunék nikoliv pouze jed-
nou, ale nejlépe dvéma a vice metodami soucasné.
Dtivodem je neexistence univerzalniho markeru apo-
ptézy. Komplikujicim faktorem je rovnéz skutecnost,
ze kazdé stadium apoptoézy bunék reflektuje rozdilny
marker. Prakticky to znamend, Zze naptiklad béhem
¢asné¢ho stadia apoptozy dochézi k translokaci fosfa-
tidylserinu (PS) (VERMES et al., 1995; HOMBURG
etal., 1995), coz neni mozné vizualizovat béznou sv¢-
telnou mikroskopii. Naopak stadium karyopyknézy je
pomoci mikroskopickych technik patrné i pfi niz§im
zvétSeni. Z vySe uvedenych divodu se stdva soucas-
né pouziti dvou technik detekce tzv. zlatym pravidlem
analyzy apoptozy bunék (DARZYNKIEWICZ et al.,

107



108

P. Slama, Z. Sladek, D. Rysanek

1992; VERMES et al., 2000). Dodrzeni tohoto pra-
vidla tak zaruCuje objektivnéjsi posouzeni incidence
tohoto procesu.

Technika svételné mikroskopie vychazi z detek-
ce morfologickych znakd apoptdzy a nekrozy. Byla
prvni metodou, pomoci niz byla popsana apoptdza
bunék (hepatocytt jater potkana). Stala se tak zaklad-
ni metodou detekce apoptézy bunék (KERR et al.,
1972). Pro detekci apoptozy granulocytd byly mik-
roskopické techniky pouzity pozdéji (SAVILL et al.,
1989).

Apoptotické bunky rozpoznatelné ve svételném
mikroskopu se projevuji nasledujicimi zménami:
zmens$enim bunék, nahlou¢enim a kondenzaci chro-
matinu, fragmentaci jadra (ARENDS et al., 1990;
DELVECCHIO et al., 1993), vakuolizaci cytoplazmy,
bobtnanim jadra a prasknutim jadernych a plazmatic-
kych membran (HODGE et al., 1999).

Nekroza bunek je morfologicky snadno odlisitel-
na od apoptozy, ve svételném mikroskopu je patrny
charakteristicky otok a rozpad nekrotickych bunék
(GRANVILLE et al., 1998; REED, 2000). V elektro-
novém mikroskopu se nekroza bunék projevuje shlu-
kovanim chromatinu, otoky organel a v pozdé&jSich
stadiich nekrozy rozpadem membrany a dezintegraci
bun¢k (KERR et al., 1972; GORMAN et al., 1996).

Pratokova cytometrie (FCM) ,tézi“ predev§im
z biochemickych znakd apoptdzy a nekrozy bunék.
Avsak ma stejné jako mikroskopie své limity a ome-
zeni, zejména co se tyka analyzy apoptézy u neutro-
fila krve. Metody FCM vyuzivaji markerd apoptozy
a nekrozy, které reflektuji biochemické zmény situo-
vané v jadre, v cytoplazmé nebo na cytoplazmatické
membrané. Metodologie FCM pro detekci apoptozy
zaloZena na propustnosti plazmy a jadernych mem-
bran pro barviva navazujici se na DNA (SASAKI
et al., 1987; SAVILL et al., 1993; CARBONARI et
al., 1994) vyzaduje izolaci téchto bun¢k z plné krve.
Duvodem je interference kontaminujicimi erytrocyty
(TELFORD et al., 1994).

PS je membranovym fosfolipidem a byl proka-
zan na povrchu bunék (zevni strané cytoplazmatické
membrany) v ¢asném stadiu apoptézy (VERMES et
al., 1995; HOMBURG et al., 1995). Annexin-V je pfi-
rozenym ligandem PS a pokud je konjugovan s FITC
(fluorescein isothiocyanate), 1ze detekovat neutrofily
podléhajici ¢asnému stadiu apoptézy (HOMBURG
et al., 1995). Tato metoda se jevi jako velmi vyhod-
na pro analyzu krevnich elementl pfi zpracovani
vétsiho mnozstvi vzorkd. Nevyhodou je vSak detek-
ce zejména Casného stadia apoptozy, jez neni morfo-
logicky odlisitelné od fyziologicky normalni buiky.
Tedy touto metodou detekované apoptotické neutro-
fily netvofi celou populaci apoptotickych bunék. Pii
pouziti konvenénich hematologickych metod s pouzi-
tim krevnich natéri a jejich analyzy zejména techni-

kami svételné mikroskopie jsou tyto ¢asné apoptotic-
ké neutrofily ,,neviditelné*.

Pii hodnoceni vstupni populace bunék z plné krve
je v prvni fad¢é nutné zhodnotit ,,normalitu” morfolo-
gie bunek. Rutinnim néstrojem pro zhodnoceni morfo-
logie bunék je svételna mikroskopie, kterd je zaroven
dostacujici metodou pro hodnoceni apoptozy a nekro-
zy bunék. Vzhledem k tomu, Ze neexistuje univerzalni
marker pro hodnoceni apoptdzy, je nutno tuto detekéni
techniku kombinovat s pouZitim jiné automatizované
metody, napf. FCM. Pokud je nam znamo, u bovinni
krve byla provedena detekce apoptozy a nekrozy neu-
trofilti bud’ svételnou mikroskopii (YANG et al., 1998)
nebo pritokovou cytometrii (VAN OOSTVELDT et
al., 1999). Tato skutecnost vede k vysloveni hypotézy,
zda je mozné tyto metody pouzit soucasné pro stanove-
ni zivotnosti krevnich neutrofilt.

Cilem prace se proto stalo posoudit, zda metody
zalozené na odlisném markeru buné¢né smrti Ize sou-
Casné pouzit k detekci apoptdzy a nekrozy neutrofi-
14, zejména s ohledem na zachyceni jak ¢asného, tak
pozdniho stadia apoptdzy.

MATERIAL A METODIKA

Pokusna zvirata a experimentalni uspoiadani

Experimenty byly provedeny na $esti klinicky zdra-
vych nezapusSténych jalovicich, kiiZzenkach holStyn-
ského a ¢eského strakatého plemene. Jejich staii bylo
16 az 18 mésicu.

Cerstvé krev a krev &tyii hodiny inkubovana v ter-
mostatu pfi 37 °C a 5 % atmosféry CO, byla zbave-
na erytrocytll pomoci lytického ¢inidla FACS Lysing
Solution. Detekce apoptdzy a nekrdzy neutrofilti byla
provedena svételnou mikroskopii, transmisni elektro-
novou mikroskopii, rastrovaci elektronovou mikro-
skopii a pritokovou cytometrii.

Odbér krve

Krev (100 ml) byla ziskana odbérem z vena jugu-
laris do sterilni nadoby NTS s antikoagulans — Hepa-
rin (Lé¢iva a.s., Dolni Mécholupy, Ceska republika),
1000 m.j. v 10 ml pufrovaného fyziologického rozto-
ku (PBS) (Phosphate buffered saline — Sigma, Saint
Louis, Missouri, USA).

Inkubace a izolace neutrofilu

Dtivodem inkubace je fakt, ze vzorky Cerstvé krve
obsahuji nizké zastoupeni apoptotickych a nekrotic-
kych neutrofili (VAN OOSTVELDT et al., 1999).
Proto byla v této praci provedena in vitro inkuba-
ce pro zvySeni podili apoptotickych a nekrotickych
bunék dle SAVILL et al. (1989).

Nesrazliva krev byla napipetovana do mikrotitrac-
ni desticky (Corning Ultra Low Attachment Products,
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Life Sciences, Acton, MA, USA). Vzorky krve byly
inkubovany ¢tyfi hodiny v termostatu pii 37 °C a 5%
atmosféry CO,. Izolace neutrofilii byla provedena pred
analyzou vzorkt pomoci ¢inidla FACS Lysing Solu-
tion technikou dle HODGE et al. (1999). K vzorku
krve (500 pl) byly ptidany 2 ml FACS Lysing Soluti-
on (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, Califor-
nia, USA), vzorek byl promichéan a odstfedén 5 minut
pii 500 g. Po odstiedéni nasledovalo sliti supernatan-
tu, pfidani 2 ml PBS, opétovné odstfedéni 5 minut
pti 500 g, odstranéni supernatantu a resuspendace
v 500 ul RPMI-1640. Poté byly izolované neutrofily
detekovany nize uvedenymi technikami.

Svételna mikroskopie

Pro detekci apoptozy a nekrozy metodou svételné
mikroskopie byly zhotoveny krevni natéry. Natéry
z bunééné suspenze v RPMI byly provedeny nanese-
nim 10 pl suspenze bunék a 10 pl autologniho bovin-
niho séra. Natéry byly obarveny po zaschnuti pii
laboratorni teploté panoptickym barvenim podle Pap-
penheima. Obarvené natéry byly analyzovany svétel-
nym mikroskopem s pouzitim imerzniho oleje (Olym-
pus BH2, Olympus Optical Co., Ltd, Tokyo, Japan)
pocitanim pfinejmensim 200 neutrofili na jednom
skle dle SLADKA a RYSANKA (2000b).

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Vzorky pro TEM byly pfipraveny dle SLADKA
a RYSANKA (1999). Buiiky byly fixovany dvé hodi-
ny v 3% glutaraldehydu zfedéném v kakodylatovém
pufru a tfikrat promyty po 30 minutach v 0,1 M kako-
dylatovém pufru. Poté byly pfes noc fixovany pomo-
ci 0,02 M OsO, rozpusténém v kakodyldtovem puf-
ru, dehydrovany v alkoholu a prosyceny acetonem
a Durcupanem I. Nasledujici den byly buiky prosyce-
ny, stabilizovany a polymerizovany Durcupanem II.
Ultratenké fezy (90 nm, Ultramicrotome LKB, Brom-
ma, Stockholm, Sweden) byly piemistény na miizku
pokrytou formvarovou bldnou (Marivac Ltd, Halifax,
Canada). Pro kontrastni barveni byl pouzit 2% ura-
nyl acetat a Reynoldstv roztok. Ultratenké fezy byly
analyzovany pomoci TEM (Morgagni 268, FEI Euro-
pe B. V., Eindhoven, Netherlands). K tomuto ucelu
byl pouzit software AnalySIS (Soft Imaging System,
GmbH, Miinster, Germany).

Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Zpracovani vzorkt pro SEM bylo provedeno meto-
dou dle SLADKA a RYSANKA (2001). Buiiky byly
fixovany dvé hodiny v 3% glutaraldehydu ziedéném
v kakolydatovém pufru a nasledné tiikrat promyty

po 30 minutach v 0,1 M kakolydatovém pufru. Poté
byly dehydratovany ve vzestupné fadé alkoholu (50—
100 %) a zpracovany technikou kritického bodu. Po
piipevnéni na hlinikové desticky a po pokoveni zla-
tem byly pozorovany v rastrovacim elektornovém
mikroskopu TESLA BS 300 (Tesla a. s., Brno, Ceské
republika) pfi pracovnim napéti 23 kV. Elektronomo-
gramy byly digitalizovany a vyhodnoceny jako elek-
tronogramy z TEM (viz vyse).

Prutokova cytometrie (FCM)

Apoptotické a nekrotické neutrofily byly ve FCM
detekovany po predchozim simultdnnim barveni
Annexinem-V fluorescein isothiocyanate (FITC) a pro-
pidium jodidem (PI), jak popsali VERMES etal. (1995).
Annexin-V-FLUOS Staining Kit (Boehringer Mann-
heim, GmbH, Mannheim, Germany) byl pouzit v sou-
ladu s instrukcemi vyrobce (postup simultanniho bar-
veni): 500 pl inkubac¢niho pufru (10 mM Hepes/NaOH,
pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,) bylo smicha-
no s 10 pl PI a 10 pl FITC-Annexinu-V. Do 500 pl
suspenze bunek bylo pridano 100 pl takto pfipravené-
ho pracovniho roztoku Annexinu-V a PI. Po 15 minu-
tach inkubace pii laboratorni teploté bylo analyzova-
no v FCM 20000 bunék. K analyze byl pouzit FCM
(FACS Calibur apparatus, Beckton Dickinson, Moun-
tain View, California, USA) napojeny na fidici pocitac
Macintosh Quadra 650 (Apple Computer Inc., USA)
vybaveny softwarem CELLQuest™ (Beckton Dickin-
son, Mountain View, California, USA), kterym byly
porizeny tzv. dot ploty (,teckoveé grafy®), které byly
nasledné kvantitativné a kvalitativné vyhodnoceny za
pouziti softwaru WinMDI 2.8 (TROTTER, 2000).

Nejprve byly identifikovany jednotlivé typy bunck
a poté byl diskriminovan pouze region neutrofili
metodou dle VAN OOSTVELDT et al. (1999). Po
softwarové zmén¢ os FSC a SSC na osy FL1 a FL3
byla detekovéana pozitivita na Annexin-V a PI. Na
téchto dot plotech tak byly pomoci dvojbarevného
znaceni vizualizovany zivé, apoptotické a nekrotické
neutrofily generované diskriminaci populace téchto
bunék podle pozitivity na Annexin-V a podle poziti-
vity na PI metodou dle VERMES et al. (1995).

Statistické vyhodnoceni

Podil apoptotickych a nekrotickych neutrofild krve
byl prezentovan aritmetickym primérem a sméro-
datnou odchylkou. Byl stanoven korela¢ni koefici-
ent v podilu apoptotickych a nekrotickych neutrofi-
[t mezi detekénimi metodami (svételnou mikroskopii
a FCM). Data byla zpracovana programem STAT Plus
software (MATOUSKOVA et al., 1992).
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VYSLEDKY

Svételna mikroskopie

Pomoci svételného mikroskopu byly na natérech
z Cerstvé krve diferencovany nasledujici typy leu-
kocytl: neutrofily, lymfocyty, eosinofily a monocy-
ty. Neutrofily z téchto leukocytt zaujimaly 33,04 £
1,73 %, lymfocyty 59,62 + 3,37 %, eosinofily 3,16 +
0,87 %, monocyty 2,87 £ 0,58 %. Po ctythodinové
inkubaci bylo zastoupeni jednotlivych typt bunék
nasledujici: neutrofily 34,17 = 2,23 %, lymfocyty
58,27 £ 4,35 %, eosinofily 3,38 + 0,66 %, monocyty
3,26 + 1,02 %. Krev inkubovana ¢tyti hodiny in vitro
vykazovala v populaci neutrofili pfevazné morfolo-
gicky normalni buiiky (obr. 1).

V Cerstvé krvi nebyly zjistény pomoci svételného
mikroskopu apoptotické ani nekrotické neutrofily.
Po c¢tyfech hodinach inkubace se v krvi v mensi mife
vyskytovaly neutrofily se strukturou bunék podléhajici
zéaniku, tedy apoptotické a nekrotické neutrofily. Apo-
ptotické neutrofily se nachazely ve tfech struktural-
n¢ odlisnych stadiich. Jednalo se pfedevsim o karyo-
pyknozu, méné pak zeidézu a stadium apopotickych
télisek. Karyopykndza byla charakteristicka redukci
velikosti jadra, kondenzaci chromatinu a cytoplazmy
(obr. 2).

Zeibza se projevovala zkroucenim cytoplazmatické
membrany, buiiky ziskaly bublinkovy vzhled. Apo-
ptotické neutrofily se v termindlnim stadiu rozpada-
ly na jaderné fragmenty rizné velikosti obklopené
cytoplazmatickou membranou — apoptoticka tcliska
(obr. 3).

Nekrotické neutrofily vykazovaly nejprve znamky
kondenzace chromatinu a poté bobtnani jadra, kte-
ré se postupné zvétSovalo. Dale dochazelo k bobtna-
ni cytoplazmy a butika tak ziskala sféricky tvar. Pfi
karyolyze doslo k ztraté celistvosti jaderné membrany
a vyliti obsahu jadra do cytoplazmy. V kone¢ném sta-
diu nekrézy u bunék praskla cytoplazmatickd mem-
brana a doslo k vyliti obsahu buriky (cytolyza).

Podle vySe uvedené strukturdlni charakteristiky
bylo po ctyfech hodindch inkubace zaznamenano
3,53 £ 0,95 % apoptotickych a 1,37 + 1,09 % nekro-
tickych neutrofilt.

Elektronova mikroskopie

Prostfednictvim metod TEM a SEM byla rovnéz
detekovana apoptoza a nekroza neutrofilt, které byly
ultrastrukturalné odlisné od morfologicky normalnich
neutrofilti. Vzhledem k nizkému poctu hodnocenych
neutrofilt (40) vSak nebylo mozné spolehlivé urcit
diferencialni pocet leukocytll a pomér apoptotickych
a nekrotickych neutrofila.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Cerstva krev a vzorky krve po &tyfech hodinach
inkubace obsahovaly pfevahu neutrofild s normal-
ni ultrastrukturou. Tyto bunky vykazovaly nasledu-
jici ultrastrukturu: na povrchu neutrofilt okrouhlého
az ovalného tvaru se nachazela kuzelovita pseudo-
podia. Jadra neutrofild byla segmentovana zpravidla
do 2—4 segmentl. V cytoplazmé se nachazely granu-
le (obr. 4).

Ojedin¢le byly nalezeny apoptotické neutrofily.
Nasleduje vycet ultrastrukturalni charakteristiky apo-
ptotického neutrofilu: Béhem pocatec¢nich stadii apo-
ptézy doslo ke ztraté pseudopodii, cytoplazmatic-
ka membrana neutrofild tak ziskala hladky povrch
(obr. 5). Déle dochazelo k morfologickym zménam
patrnym na jadie bunék. Jednalo se o redukei velikos-
ti jadra bunky a zménu struktury chromatinu. Chro-
matin kondenzoval do prstencitych nebo pulmésici-
tych utvard, které se nejcastéji nachazely na periferii
jadra. Ojedinéle se vyskytovaly neutrofily s vakuolou,
jak je vidét na obr. 6.

Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Povrchova ultrastruktura pievazné vétsiny neutro-
filt z Cerstvé krve a kontrolnich vzorkl nevykazova-
la znamky patologickych zmén. Neutrofily mély sfé-
ricky nebo mirné ovoidni tvar, na jejich povrchu se
nachazela kratka pseudopodia (obr. 7).

Prvnim znakem apoptdzy neutrofild byla ztrata
pseudopodii, ktera se vyskytovala v populaci neutro-
filt. Bunky mély sféricky tvar s hladkym povrchem
(obr. 8).

Prutokova cytometrie (FCM)

V Cerstvé krvi bylo zjisténo 32,87 + 4,81 % neutro-
fild. Krev po ¢tyfech hodinach inkubace obsahovala
30,91 £ 5,56 % neutrofilt (obr.9). U cerstvé krve bylo
pomoci FCM zaznamenéno 3,34 + 1,79 % apoptotic-
kych a 0,32 + 0,14 nekrotickych neutrofilt. Vzorky
krve ¢tyfi hodiny inkubované pfi teploté 37 °C vyka-
zovaly po Ctyfech hodinach 17,54 + 3,32 % apop-
totickych a 0,58 + 0,16 % nekrotickych neutrofili
(obr. 10).

Porovnanim metod detekce (svételné mikroskopie
a FCM) s ohledem na podil apoptotickych a nekrotic-
kych neutrofilti bylo dosaZeno nasledujicich vysled-
kt: Byla zjisténa stfedni korelacni zavislost v podilu
apoptotickych neutrofili mezi uvedenymi detekéni-
mi technikami (korela¢ni koeficient 0,625, P<0,05).
V podilu nekrotickych neutrofilii byla zjisténa sil-
nad korelacni zévislost (korelacni koeficient 0,983,
P<0,05).
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1: Morfologicky normdalni bovinni neutrofily krve. 2: Apoptoticky neutrofil ve stadiu karyopyknozy.
Panoptické barveni dle Pappenheima. Svételnd mik-  Panoptické barveni dle Pappenheima. Svételnd mik-
roskopie, primdrni zvétSeni 1000 x. roskopie, primarni zvétseni 1000 x.

Y

3: Apoptoticky neutrofil ve stadiu zeiozy s tvoricimi se  4: Morfologicky normalni bovinni neutrofil. Jsou
apoptotickymi télisky (Sipky). Panoptické barveni dle  patrnd pseudopodia na povrchu bunky, dva jader-
Pappenheima. Svetelnd mikroskopie, primdrni zvétse-  né segmenty a cytoplazmatické granule. Transmisni
ni 1000 %. elektronova mikroskopie, primadrni zvétseni 10000 x.

2000'nm o e 20005nm

5: Pocatek apoptozy neutrofilu, u kterého se projevuje 6. Pocatek apoptozy neutrofilu, u kterého se objevu-
ztrdata pseudopodii. Bunka ma hladky povrch cyto- je mala vakuola (Sipka). Bunka zde ma opét hladky
plazmatické membrany. Transmisni elektronova mik-  povrch cytoplazmatické membrany. Transmisni elek-
roskopie, primarni zvétseni 10000 x. tronova mikroskopie, primarni zvétseni 10000 %.
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7: Morfologicky normalni bovinni neutrofily. Na
obrazku jsou zretelné patrna pseudopodia. Rastrovaci
elektronova mikroskopie, primarni zvétseni 4000 %.

8: Neutrofil se ztratou pseudopodii (Sipka). Rastrovacit
elektronova mikroskopie, primarni zvétseni 4000 x.
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9: Dot plot demonstruje region neutrofilii (Cervené)
krve skotu po ctyrech hodinach inkubace in vitro.
Priitokova cytometrie.

DISKUSE

Existuje velké mnozstvi technik detekce apoptozy
a nekrozy bunek, které Ize pouzit rovnéz pfi sledova-
ni téchto forem bunécné smrti u krevnich elementd.
Standardni technikou pro detekci snizené zivotnos-

10: Na obrazku je dot plot s parametry FLI a FL3
se subregiony neutrofilii rozmisténymi do tri kvad-
rantii: normalni neutrofily (An.-V/PI') — levy spodni
kvadrant, apoptoticke neutrofily (An.-V*/PI') — pravy
spodni a nekrotické (An.-V*/PI") — pravy horni kva-
drant. Jedna se o dot plot ziskany po analyze vzorku
krve inkubované ctyri hodiny. Pritokova cytometrie
— obarveni Annexinem-V a PI.

ti bunék krve je mikroskopie (HODGE et al., 1999).
V soucasné dob¢ se vsak tato metoda stava metodou
dopliikovou. Je nahrazovana metodami do znacné
miry automatizovanymi, které jsou tedy pouzitelné
pro rychlou kvantifikaci bunék. Jedna se predevsim
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o metody FCM. Mikroskopie pak v kombinaci s touto
metodou sehrava roli spise kvalitativni analyzy. Av§ak
to nic neméni na faktu, ze pravé svételna mikrosko-
pie predstavuje rutinni nastroj snad kazdého hema-
tologa. Navic, pomoci svételné mikroskopie byla
poprvé zaznamenana apoptoza bunék (KERR et al.,
1972). Kombinace mikroskopickych technik s meto-
dami detekce apoptdzy pomoci FCM je Siroce pouzi-
vand (SGONC a GRUBER, 1998; STADELMANN
a LASSMANN, 2000).

Morfologické zmény pii apoptdze neutrofilt, patr-
né jiz pti pouziti techniky svétené mikroskopie, zahr-
novaly piedevsim kondenzaci chromatinu jadra, ztra-
tu segmentace jadernych lalokd, svrasténi a sféricitu
bunék (karyopyknoza). Méné pak tvorbu membra-
novych vezikuli (zei6za) a formovani apoptotickych
télisek. Zde popsané strukturalni zmény byly jiz dfi-
ve zaznamenany u bovinnich neutrofild v podmin-
kach in vitro (STEVENS a CZUPRYNSKI, 1996;
SLADEK a RYSANEK, 2000a; SLADEK a RYSA-
NEK, 2000b; CUDD et al., 2001; SLADEK a RYSA-
NEK, 2001; SLADEK et al., 2001; LANGROVA et
al., 2005; SLADEK a RYSANEK, 2005; SLADEK et
al., 2005).

Ultrastrukturalni ~ charakteristiky — apoptotickych
neutrofilt, hodnocené v TEM, plné korespondova-
ly se strukturalnimi charakteristikami apoptotickych
neutrofilti ve svételné mikroskopii. Pii karyopyknoze
mély neutrofily sféricky tvar, doslo ke sliti jadernych
segmentt. Stadium zeidzy a apoptotickych télisek
se vyskytovalo ojedinéle. Pti zeidze doslo k vytvo-
feni povrchovych prohlubni a zahybl pfipominaji-
cich bublinky. Nasledné pak dochazelo k odskrco-
vani apoptotickych télisck. SEM nazorné¢ ukazala
ztratu pseudopodii apoptotickych neutrofilt. Shod-
né ultrastrukturdlni zmény apoptotickych bovin-
nich neutrofilti zaznamenali: SLADEK a RYSANEK
(2000a), SLADEK a RYSANEK (2000b), CUDD
et al. (2001), SLADEK a RYSANEK (2001), SLA-
DEK et al. (2001), LANGROVA et al. (2005), SLA-
DEK a RYSANEK (2005), SLADEK et al. (2005).
Nutno vSak podotknout, Ze pouziti metod elektrono-
vé mikroskopie je zatiZzeno nutnosti pofizeni velkého
mnozstvi elektronogramii pro posouzeni dostate¢né-
ho po¢tu bunék. Proto Ize tyto metody pouZzit v ome-
zeném rozsahu, jako metody doplikové.

Srovname-li v§ak vySe zminéné morfologické pro-
jevy apoptozy neutrofili skotu, ¢lovéka (SAVILL et
al., 1989; PAYNE et al., 1994), prasete (MATALOVA
et al., 2000; MATALOVA et al., 2003), laboratornich
zvitat (YAMAMOTO et al., 1993; COX et al., 1995;
HUSSAIN et al., 1998; ISHII et al., 1998; MESZA-
ROS et al., 1999), kozy (VACHIERY et al., 1999)
a psa (OGUMA et al., 2000), nenajdeme mezi nimi
zadny zasadni rozdil. Apoptdza bovinnich neutrofilti
tak vykazuje morfologicky shodnou chronologii jako

u vétsiny savet. To nasvédéuje tomu, ze apoptdza je
vysoce konzervativni proces. Bylo vsak zjisténo, ze
existuji rozdily v morfologii apoptotickych neutrofi-
It v podminkach in vitro a in vivo. Jak uvadeji PAY-
NE et al. (1994), apoptdza neutrofilti in vitro probiha
ve stejnych stadiich jako in vivo, ale pii kultivacich
humannich neutrofild v podminkach in vitro docha-
zi ke vzniku megavakuol postupnym splynutim cis-
teren endoplazmatického retikula apoptotické bunky.
Neptitomnost megavakuol u apoptotickych neutrofilti
in vivo si vysvétluji tou skutecnosti, Ze jsou apopto-
tické bunky velmi rychle rozpoznany a fagocytovany
makrofagy, a proto k tvorbé megavakuol nestaci do-
jit. V experimentech nasi prace vSak nebyly pii kul-
tivacich in vitro megavakuoly v cytoplazmé apop-
totickych neutrofili detekovany. Jen ojedinéle byly
zaznamenany malé vakuoly v cytoplazmé apoptotic-
kych neutrofilti. Vyskyt megavakuol u apoptotickych
neutrofilti je tak pravdépodobné spojen s delsi dobou
inkubace, ¢emuz odpovida také obrazovy material
uvedeny v publikaci PAYNE et al. (1994).

Pii nekroze neutrofili doslo ke strukturalnim zmé-
nam jako jsou: desegmentace a bobtnani jadra, bobt-
nani cytoplazmy, ztrata pseudopodii, sfericita bunék,
karyolyza a cytolyza. Tyto zmény charakteristické
pro nekrézu neutrofili detekovali rovnéz NICKER-
SON et al. (1985), PAAPE et al. (1991), SLADEK
a RYSANEK (1999).

Vyse shrnuta morfologicka charakteristika plné
dostacuje k identifikaci apoptotickych a nekrotickych
neutrofilti, i pfesto je vSak doporucovano k detek-
ci apoptdzy pouzivat soucCasné alesponn dvé meto-
dy zalozené na priukazu odlisnych markerti apop-
tozy (DARZYNKIEWICZ et al., 1992; VERMES
et al., 2000). Davodem je fakt, ze v soucasné dobé
neexistuje univerzalni marker apoptézy bunék. Je-li
tedy jedna z metod morfologicka (mikroskopie), pak
je vhodné dale pouzit metodu zaloZenou na detekci
jiného nez morfologického markeru apoptdzy bunék
(STADELMANN a LASSMANN, 2000). Jako vel-
mi vhodna metoda detekce apoptdozy bunck hete-
rogennich populaci se jevi FCM s pouzitim simul-
tanniho barveni translokovaného PS (VERMES et
al., 1995). Pfednosti této metody je moznost analy-
zy buné€k v suspenzi, rychla analyza vysokého poctu
buné¢k, moznost rychlého a automatického vyhodno-
ceni pomoci softwarové podpory, moznost znaceni
nekolika povrchovych determinant, existence mnoha
dostupnych a ovétenych komerénich kit a relativné
snadna piiprava vzorku a znaceni bunék (vztazeno na
pocet bunék na jednotku Casu).

Vysledky ziskané analyzou ve FCM pii obarveni
na Annexin-V a PI vykazovaly vyrazné vyssi zastou-
peni apoptotickych neutrofild, nez je tomu u vysled-
ki ziskanych svételnou mikroskopii. Tento fakt ma
vSak své opodstatnéni. Dynamika procesu apoptozy
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zahrnuje Casnou fazi, charakteristickou translokaci PS
z vnitini na vnéjsi stranu cytoplazmatické membrany
(VERMES et al., 1995). Svételnou mikroskopii jsou
naopak zaznamenany morfologické zmény, ke kterym
dochazi nasledné po uvedenych biochemickych zmé-
nach receptort na povrchu bunék (MARTIN et al.,
1995). Z toho vyplyva, Ze pii analyze apoptdzy bunék
je nutno pouzivat dvé metody detekce s afinitou jak na
Casné, tak na pozdni stadium apopt6zy.

Pfi analyze bun¢k ve FCM byla suspenze bun¢k
barvena Annexinem-V pro detekci apoptdzy v kombi-
naci s PI pro detekci nekrozy bunék. Nekrotické bun-
ky v tomto pfipad¢ vykazuji pozitivitu jak na PI, tak
na Annexin-V. Pfi detekci apoptozy a nekrézy bovin-
nich neutrofild krve pouzili tuto metodu VAN OOST-

VELDT et al. (1999). Pouziti této metody detekce
smrti bunék se jevi jako vyhodné zejména s ohledem
na rychlost a pocet vyhodnocenych vzorka a krevnich
elementd.

Mezi svételnou mikroskopii a FCM byla zjisténa
stiedni korelaéni zavislost v podilu apoptotickych neu-
trofild (korelacni koeficient 0,625, P<0,05). V podilu
nekrotickych neutrofilti byla zjisténa silna korela¢ni
zavislost (korela¢ni koeficient 0,983, P<0,05).

Vysledky experimentd naznacuji, Zze zvolené meto-
dy jsou vhodnou kombinaci morfologické (mikro-
skopie) a biochemické (FCM) analyzy apoptozy
a nekrézy bovinnich neutrofilti krve. Soucasné je tak
analyzovano jak casné (FCM), tak pozdni (mikrosko-
pie) stadium apoptozy.

SOUHRN

Studie byla in vitro analyzou apoptézy a nekrozy bovinnich neutrofilii krve, ktera byla zalozena na
detekei jejich morfologickych a biochemickych znakt. Experiment byl proveden na Sesti klinicky zdra-
vych jalovicich kiizenkach holstynského a Eeského strakatého plemene ve véku 1618 mésict. Cerstva
krev a krev kultivovana in vitro byly analyzovany svételnou a elektronovou mikroskopii a pritokovou
cytometrii. Pomoci svételné mikroskopie nebyly v Cerstvé krvi zjistény apoptotické ani nekrotické neu-
trofily. Naproti tomu bylo pomoci pritokové cytometrie zaznamenano 3,34 % apoptotickych a 0,32 %
nekrotickych neutrofilii. Po ¢tyfech hodinach inkubace bylo v krvi pomoci svételného mikroskopu zjis-
téno 3,53 % apoptotickych a 1,37 % nekrotickych neutrofilti. Za stejnych podminek vykazovaly vzor-
ky krve v pratokovém cytometru 17,54 % apoptotickych a 0,58 % nekrotickych neutrofili. Korela¢ni
koeficient v podilu apoptotickych neutrofili mezi svételnou mikroskopii a pritokovou cytometrii byl
0,625 (P<0,05), kdezto korela¢ni koeficient v podilu nekrotickych neutrofilti mezi svételnou mikrosko-
pii a priutokovou cytometrii byl 0,983 (P<0,05). Bylo zjisténo, ze tyto detekéni techniky (svételna mik-
roskopie a prutokova cytometrie) jsou vhodnou kombinaci detekce apoptdzy a nekrozy bovinnich neu-

trofila krve.

apoptoza, nekroza, neutrofil, fosfatidylserin, prutokova cytometrie

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného projektu GA CR &. 524/03/1531.
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