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Summary

Inflammations of the bovine mammary gland (mastitis) in a milking herd caused by bacterial and fungal
infections contribute to economic losses and remain a big challenge for veterinary medicine. Microorganisms
have developed a number of strategies in order to evade the immune response of the host, which makes them
significantly difficult to eliminate from the infected host. The intranuclear transcription factor NF-kB (nuclear
factor kB) is one of the key elements that participate in inflammatory processes. Numerous studies have
confirmed the activation of NF-kB by both gram-positive, mainly Staphylococcus aureus, and gram-negative
bacteria, such as e.g. Escherichia coli. The activation of NF-kB is a result of the interaction of pathogen-
-associated molecular patterns (PAMP), such as LPS (lipopolysaccharides) and LTA (lipoteichoic acid), with
particular cell surface receptors (TLRs, toll-like receptors). Staphylococcus aureus and Escherichia coli
are responsible for chronic and acute forms of this disease, respectively. This article presents a review of
the literature on different research methods: ex vivo (milk examination), in vitro (studies on cell cultures)
and in vivo (mouse research models). Studies presented here showed different levels of NF-kB activation in
inflammatory mechanisms linked to the activation of neutrophils (PMNs, polymorphonuclear cells) in which
epithelial and endothelial cells of the mammary gland are also involved. Moreover, the use of transgenic mice
for the detection of NF-kB activity in real time and the studies of apoptosis in the mammary gland are pre-
sented in this work. Additionally, the article discusses the influence of mastitis therapy on NF-kB activation.
Results of the research on the biological role of NF-kB in described immune mechanisms that are linked
to mastitis suggest their usefulness for developing efficient therapeutic strategies (prevention and efficient

therapy).
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Mastitis, czyli zapalenie gruczolu mlekowego, sta-
nowi jeden z waznych probleméw w weterynarii,
przede wszystkim ze wzgledow epidemiologicznych
oraz ekonomicznych. Dotychczas zidentyfikowano
wiele patogenéw odpowiedzialnych za rozwoj tej jed-
nostki chorobowej, zar6wno u zwierzat, jak 1 u ludzi.
Wigkszo$¢ tego typu zakazen spowodowanych jest
przez bakterie, a w szczegdlno$ci ropotworcze Gram-
-dodatnie ziarniaki z rodzaju Staphylococcus 1 Strep-
tococcus oraz pateczki Gram-dodatnie (np. z rodzaju
Corynebacterium) 1 Gram-ujemne nalezace do rodza-
ju Pseudomonas czy rodziny Enterobacteriaceae.

* Mgr inz. Justyna Struzik jest doktorantka na dziennym studium dokto-
ranckim ,,Ksenobiotyki oraz biologia czynnikow zakaznych i inwazyjnych” na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej SGGW. Kierownik ww. studiéw i promo-
tor: prof. dr hab. Marek Niemiattowski.

Czynnikiem etiologicznym mastitis moga by¢ rowniez
mykoplazmy, algi (Prototheca sp.) oraz grzyby (np.
Candida sp.). Powstawaniu zakazen gruczolu mleko-
wego u kréw sprzyja niedostateczna higiena doju,
obecnos$¢ drobnoustrojow w otoczeniu zwierzecia,
a takze poczatkowy okres laktacji (do 2 tygodni po wy-
cieleniu), podczas ktorego nastgpuje ostabienie efek-
torowych mechanizméw obronnych uktadu immuno-
logicznego (9, 12).

Dotychczas opisano wiele strategii, dzigki ktorym
mikroorganizmy zdolne sa do zasiedlania gruczotu
mlekowego 1 zapoczatkowania procesu zapalnego
w jego obrebie. Tego typu zjawiska mozliwe sa dzigki
wiasciwosciom adhezyjnym komorek patogenow badz
tez wytwarzaniu przez nie toksyn, enzymow lub bia-
tek immunomodulacyjnych, jak np. biatka A, ktore
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chroni Staphylococcus aureus przed sfagocytowaniem
przez komorki uktadu immunologicznego, poniewaz
wiaze ono fragment Fc IgG, uniemozliwiajac w ten
sposob opsonizacjg tych bakterii (8). Dzigki tego typu
oddziatywaniom, majacym na celu ,,0szukiwanie”
mechanizméw obronnych zakazonego organizmu,
mikroorganizmy zyskuja przewage nad procesami
obronnymi gospodarza czyniac je mato skutecznymi.
W zwiazku z powyzszym istnieje konieczno$¢ wnik-
liwej analizy mechanizmoéw kluczowych dla oceny
patogennosci drobnoustrojéw na poziomie komodrko-
wym, w celu ich skutecznego wyeliminowania.

Wiele badan nad patogeneza zakazen bakteryjnych
koncentruje si¢ na ich wptywie na metabolizm komorki
poprzez oddziatywanie z jej receptorami, co z kolei
skutkuje aktywacja $ciezek sygnalowych, ktore pro-
wadza do zmian ekspresji genow. Proces transkrypcj 1
stanowiacy etap kluczowy ekspresji genow, zalezny
jest z kolei od wielu biatek, zwanych czynnikami trans-
krypcyjnymi. Sposrod nich czynnik jadrowy NF-xB
(nuclear factor kB) stanowi obecnie przedmiot licz-
nych badan ze wzgledu na jego udziat we wrodzonych
i nabytych mechanizmach odpowiedzi immunologicz-
nej, w przebiegu zapalenia, apoptozy czy tez w trans-
formacjach nowotworowych. Istnienie rozlicznych
funkcji NF-kB w komorce upowaznia do stwierdze-
nia, iz jest to czynnik plejotropowy.

Odkrycie NF-kB w latach osiemdziesiatych XX wie-
ku w jadrach limfocytow B myszy jako czynnika klu-
czowego dla ekspresji genu tancucha lekkiego kappa
immunoglobulin (17) dalo poczatek wielu badaniom,
ktére zaowocowaty wprowadzeniem skutecznych te-
rapii w leczeniu choréb nowotworowych badz aler-
gicznych. Rozwoj tego typu schorzen jest bowiem
determinowany przez czynniki, ktore, oddziatywujac
na NF-xB, doprowadzaja do zaburzen w jego regu-
lacji.

NF-kB stanowi rodzing czynnikéw transkrypcyj-
nych obejmujaca biatka: RelA (p65), RelB, c-Rel,
NF-kB1 (p105/p50) i NF-xB2 (p100/p52), ktore wy-
stgpuja w komorkach ssakow, gdzie tworza homo- lub
heterodimery i petnia funkcj¢ aktywatorow badz re-
presorow transkrypcji. Biatka RelA, RelB i c-Rel po-
siadaja zdolno$¢ do aktywacji tego procesu dzigki
obecnosci domeny TAD (transcriptional activation
domain) na C-koncu. Najcze$ciej spotykana forma
NF-«B w komorkach ssakoéw jest heterodimer zbudo-
wany z podjednostek p65 i p50, ktoéry wystepuje w sta-
nie nieaktywnym w cytoplazmie, gdzie zwiazany jest
ze specyficznym inhibitorem IkB (inhibitor of kB).

NF-«kB aktywowany jest przez wiele czynnikdw,
sposrod ktorych najpopularniejsze to: IL-1 (interleu-
kina-1) 1 TNF-a (tumor necrosis factor-a). Ponadto do
aktywatorow NF-«B zalicza si¢: promieniowanie UV,
niektore zwiazki chemiczne, a takze produkty wiruso-
we (np. bialka ptaszcza wiruséw) czy bakteryjne, jak
lipopolisacharydy (LPS) (1). Klasyczna droga aktywa-
cji NF-kB polega na bezposrednim oddzialywaniu ko-
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Ryec. 1. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB w za-
kazeniach bakteryjnych gruczolu mlekowego u kréw

Na skutek dziatania roznych czynnikéw zakaznych, jak bakterie
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dochodzi do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-«kB w komorkach gruczotu mle-
kowego krow. Wymienione patogeny oddziatywuja z receptora-
mi na powierzchni komorek, zwanymi TLRs (toll-like receptors)
za pomoca tzw. molekularnych wzorcow patogennosci PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), do ktorych naleza ele-
menty $ciany komorkowej Staphylococcus aureus (LTA, kwas
lipotejchojowy) i Escherichia coli (LPS, lipopolisacharyd). Taka
aktywacja dimerow NF-kB (p65-p50, p65-p65) w cytoplazmie
komorki prowadzi do ich przemieszczenia do jadra komorkowe-
g0, gdzie reguluja transkrypcje licznych gendw zwiazanych z od-
powiedzia na zakazenie.

morki bakterii z receptorem komorki gospodarza (11)
badz jej stymulacji przez inne czynniki, jak na przy-
ktad wirusy (np. human immunodeficiency virus-1,
HIV-1), niektore cytokiny prozapalne (np. IL-1,
TNF-0) czy mitogeny, ktore aktywuja receptory BCR
1 TCR. W wyniku takiego oddziatywania dochodzi do
aktywacji kompleksu kinaz IKK (IkB kinase), a na-
stepnie fosforylacji 1 ubikwitynacji IkB. Dzigki tym
procesom inhibitor ulega proteasomalnej degradacji,
a uwolniony dimer NF-kB z odslonigta sekwencja
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sygnalng NLS (nuclear localization signal) przemiesz-
cza si¢ do jadra komérkowego, gdzie aktywuje trans-
krypcje gendw kodujacych cytokiny, molekuty adhe-
zyjne, enzymy 1 inne wazne biologicznie molekuty.

Pozostate drogi aktywacji czynnika NF-kB to dro-
ga: (1) alternatywna, stymulowana przez receptory TNF,
petniaca kluczowa rolg¢ w rozwoju narzadoéw limfa-
tycznych i aktywacji limfocytéw oraz (ii) indukowana
przez czynniki uszkadzajace DNA. Przebieg kazdej
z nich rdézni si¢ od mechanizmu klasycznej aktywacji
NF-«B.

Jak opisano powyzej, NF-xB odgrywa rol¢ w po-
wstawaniu zapalenia, z czym wiaze si¢ fakt, iz wigk-
szo$¢ genow kodujacych molekuly zwiazane z tym
procesem (np. IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, receptory
cytokin) zawiera w obrgbie sekwencji promotorowych
miejsca wiazania tego czynnika (tzw. kB sites). Na tej
podstawie Boulanger i wsp. (2) wysungli hipotezg, iz
zwigkszony poziom aktywacji NF-kB w komorkach
gruczolu mlekowego przyczynia si¢ do procesOw za-
palnych zwiazanych z aktywacja neutrofili. Ustalono,
iz wysoki poziom dimeréw p65-p50 i p65-p65 NF-kB
w wyizolowanych z mleka krowiego komoérkach jest
charakterystyczny dla ostrej postaci mastitis, wywoty-
wanej gtéwnie przez Staphylococcus aureus, w ktorej
liczba komorek somatycznych w mleku (somatic cell
count, SCC) wynosi powyzej 107 komorek/ml. Jedno-
czesnie zaobserwowano znaczny wzrost zawarto$ci
procentowej PMNs (polymorphonuclear cells), ktorych
przezywalno$¢ w mleku krow z mastitis jest zwigk-
szona (6), a takze duzy spadek procentowego udzialu
limfocytow 1 makrofagdw w badanych probkach mle-
ka w porownaniu z probkami uzyskanymi od krow
zdrowych. Ponadto w przypadku przewleklego zapa-
lenia gruczotu mlekowego spowodowanego zakaze-
niem Staphylococcus aureus i/lub Streptococcus aga-
lactiae stwierdzono rozne poziomy aktywacji bada-
nego czynnika transkrypcyjnego (heterodimery p65-
-p50): od niskiego do wysokiego, w odréznieniu od
komorek izolowanych z mleka krow zdrowych, w kto-
rych poziom NF-kB byl niewykrywalny. Uzyskane
wyniki pozwolily stwierdzi¢, iz NF-kB odgrywa istot-
na role w patogenezie mastitis. Warto podkresli¢ udziat
homodimeréw p65 we wspomnianych procesach, gdyz
odgrywaja one rolg w przebiegu infekcji bakteryjnych
zwiazanych z aktywacja PMNs poprzez aktywacje
transkrypcji gendw kodujacych IL-8 i ICAM-1 (inter-
cellular adhesion molecule-1). Molekuly te z kolei
zaangazowane sa W proces diapedezy i transmigracji
PMNs (16). Ponadto stwierdzono istnienie korelacji
pomigdzy poziomem aktywacji NF-kB 1 GM-CSF (gra-
nulocyte/macrophage colony-stimulating factor), kto-
ry opoznia apoptoz¢ PMNs oraz IL-8, chemokiny, od-
grywajacej rolg w migracji PMNs do miejsca reakcji za-
palnej. Obecnos¢ hipotetycznych sekwencji kB w byd-
lecym promotorze genu kodujacego IL-8, ktory wiaze
specyficznie indukowany przez TNF-o heterodimer
p65-p50, wykazali Fitzgerald i wsp. (7) na podstawie
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badan wykonanych in vitro z wykorzystaniem linii
komoérkowej nabtonka gruczotu mlekowego bydta
BME-UV, w ktorych uzyto IL-8 jako zastepczego mar-
kera aktywacji NF-kB. Udowodniono takze zdolno$¢
TNF-a, silnie dzialajacej cytokiny prozapalnej, do zwigk-
szenia aktywnosci homodimeréw p65 w badanych
komorkach. W zw1qzku z zalezno$cia ekspresji ge-
now kodujacych IL-8 i inne molekuty, uczestniczace
w procesach zapalnych, od aktywacji NF-xB, Boutet
1 wsp. (3) zbadali wptyw prolaktyny bydlqcej (PRL)
na t¢ aktywacj¢ w komorkach nablonkowych gruczo-
tu mlekowego bydta (linia MAC-T). Badania te do-
wiodty, iz PRL znaczaco wptywa na wzrost ekspresji
mRNA IL-1, IL-6 1 TNF-a— aktywatorow PMNs oraz
IL-8 1 GM-CSF. Na tej podstawie stwierdzono, iz PRL
indukuje odpowiedz zapalng w komadrkach nabtonko-
wych gruczolu mlekowego poprzez aktywacj¢ NF-«xB
1 jest wysoce prawdopodobne, iz odgrywa ona rolg
w modulacji tej odpowiedzi w przebiegu przewlekte-
go mastitis. Zaobserwowano rowniez, ze poziom PRL
w probkach mleka uzyskanych z ¢wiartek kréw z prze-
wlekta postacia mastitis spowodowana gtéwnie przez
Staphylococcus aureus 1 Streptococcus uberis (SCC
> 10%ml) wykazuje pozytywna korelacje z liczba
komorek somatycznych i liczba PMNs obecna w prob-
kach mleka. Warto podkresli¢, iz Staphylococcus au-
reus czgsto stanowi przyczyng wystepowania przewlek-
tej postaci zapalenia gruczolu mlekowego, w przeci-
wienstwie do Gram-ujemnych coliforms, ktére odpo-
wiadaja za ostre stany zapalne gruczotu mlekowego
z towarzyszacymi im objawami klinicznymi. Wspom-
niane patogeny, a takze wiele innych, oddziatywuja
z receptorami na powierzchni makrofagdéw, komorek
dendrytycznych czy komorek nabtonka, zwanymi
TLRs (toll-like receptors), bioracymi udziat w roz-
poznawaniu molekularnych wzorcéw patogennosci
drobnoustrojéw, tzw. PAMPs (pathogen — associated
molecular patterns). Do tych ostatnich zalicza sig, mig-
dzy innymi, LPS i LTA (kwas lipotejchojowy), ele-
menty Sciany komorkowej bakterii, ktore w wyniku
takiego rozpoznania pobudzaja szlaki komorkowe, co
skutkuje aktywacja NF-kB. Badania, w ktoérych sty-
mulowano komorki nabtonkowe gruczotu mlekowe-
go krowy (linie bBMEC 1 MAC-T) przy uzyciu LPS
bakterii Gram-ujemnych, wykazaty relatywnie niewiel-
ki wzrost ekspresji p65 1 p5S0 w analizowanych ko-
morkach, jednak zaobserwowano translokacje akty-
wowanej podjednostki p5S0 do jadra komdrkowego
w komorkach linii bBMEC stymulowanych LPS. Wy-
jasniono ponadto, iz ograniczona odpowiedz na LTA
ze strony cytokin, takich jak IL-1p, IL-8 czy TNF-q,
tlumaczy wystgpowanie przewlektego przebiegu za-
palenia wywolanego przez bakterie Gram-dodatnie
(18). Podobnie zaobserwowano w badaniach in vitro,
1z Staphylococcus aureus, a takze antygen tego pato-
genu, LTA, w komorkach linii bydlgcej nabtonka gru-
czotu mlekowego pbMEC, w przeciwienstwie do
Escherichia coli 1 LPS, jednocze$nie ostabia reakcje



754

prozapalng oraz ekspresj¢ IL-8 1 TNF-o. W doswiad-
czeniu tym wykorzystano inaktywowane termicznie
bakterie i wykazano brak aktywacji NF-kB przez Sta-
phylococcus aureus 1 LTA w pbMEC, a takze bardzo
staba indukcje syntezy TNF-a 1 IL-8. Stwierdzono, iz
zjawiska te nie sa spowodowane ostabionym wigza-
niem ligandéw do TLR, ale prawdopodobnie istnie-
niem komoérkowo-specyficznego mechanizmu bloku-
jacego TLR-zalezna aktywacj¢ NF-kB. Inaktywowa-
ne cieplnie bakterie, zarowno Staphylococcus aureus,
jakiE. coli, aktywuja bowiem bydlece receptory TLR2
1 TLR4, i w konsekwencji badany czynnik transkryp-
cyjny tak samo silnie. Dowiedziono tego w pracach
wykonanych na modelu badawczym, w ktorym odtwo-
rzono system transdukcji TLR w komérkach HEK293
(human embryonic kidney 293) (19).

Jak wskazuje pismiennictwo (3, 7, 18, 19), komor-
ki nablonka gruczolu mlekowego odgrywajq znacza-
cg rolg w odpowiedzi immunologicznej podczas ma-
stitis. Odpowiedz ta jednak nie jest ograniczona do
jednego typu komoérek. Waznym dla takich proceséw
obszarem jest srodbtonek naczyniowy, w ktorym na-
stgpuje indukowana przez LPS odpowiedZ na rozne
zakazenia i gdzie istnieje mozliwo$¢ wystapienia szo-
ku septycznego. Cates i wsp. (4) wykazali w badaniach
in vitro, iz bydlece czasteczki adaptorowe MyD88
(myeloid differentiation-factor 88) 1 TIRAP (TIR-
-domain containing adaptor protein) odpowiedzialne
sa za transdukcje sygnatéw zwiazanych z aktywacja
NF-kB w bydlgcych komarkach $rodbtonka, induko-
wana przez LPS na skutek oddziatywania tej endotok-
syny z TLR-4. Wykazano rowniez, iz TIRAP promuje
apoptozg indukowana przez LPS w komorkach $rod-
btonka. Oprécz udziatu w mechanizmach odpowiedzi
na zakazenia, srodblonek naczyniowy uczestniczy row-
niez w internalizacji Staphylococcus aureus. Nasile-
nie tego procesu z udzialem komorek $rédbtonka jest
bowiem spowodowane jego aktywacja przez IL-1§
1 TNF-a (15).

Badania nad mastitis przeprowadza sig takze in vivo,
na modelu mysim. Nieinwazyjna metoda badawcza,
w ktorej uzyto transgenicznych myszy, wykazujacych
ekspresj¢ lucyferazy pod kontrola czynnika NF-«B,
zostala zaproponowana przez Notebaerd 1 wsp. (13).
Technika ta pozwala na monitorowanie zmian akty-
wacji NF-kB w gruczole sutkowym w czasie rzeczy-
wistym i daje mozliwo$¢ czasowej i przestrzennej ana-
lizy tego czynnika. Swiatto generowane w przebiegu
doswiadczenia po iniekcji D-lucyferyny wykazuje bez-
posrednia korelacje z ilo$cia transkrypcyjnie aktyw-
nego czynnika NF-kB. Zwierzeta do§wiadczalne uzy-
skano poprzez wprowadzenie plazmidu 3x-kB-luc
(konstrukt DNA zawierajacy 3 miejsca NF-«xB z pro-
motora lekkiego tancucha « Ig, sprzezonego z genem
kodujacym lucyferazg swietlika) do przedjadrzy zy-
got. W doswiadczeniu zbadano aktywno$¢ NF-xB pod-
czas indukowanego zakazenia gruczotu sutkowego
E. coli i zaobserwowano znaczna réznice w intensyw-
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nosci luminescencji u zwierzat zainfekowanych E. coli
w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi. Dodatko-
wo autorzy wykazali kluczowa rolg komorek nabton-
ka gruczotu sutkowego w mechanizmach odpowiedzi
immunologicznej zwiazanej z aktywaCJq badanego
czynnika transkrypcyjnego, ktéra moze by¢ uznana za
silng na wezesnym etapie, kiedy naptyw neutrofili do
gruczotu sutkowego jest jeszcze minimalny, w porow-
naniu do odp0w1ed21 jaka byta okreslana w badaniach
in vitro oraz ex vivo, w momencie, gdy infekcja jest juz
ustalona. Analiza 1mmun0hlst0chemlczna przeprowa-
dzona post mortem wykazata aktywno$¢ podjednostki
po65, przy czym nie wykryto aktywnos$ci podjednostki
p50, co wskazuje na udzial homodimeréw p65 w za-
kazeniu E. coli. Inne badania przeprowadzone przez
Notebaert 1 wsp. (14) z uzyciem myszy potwierdzity,
1z wzrost poziomu cytokin TNF-a 1 IL-6 podczas za-
kazenia gruczotlu sutkowego E. coli zwiazany jest
z miejscowym wzrostem aktywnosci NF-kB. Podob-
nie, zwigkszona koncentracja IL-1 po inokulacji zwie-
rzat doswiadczalnych patogenem koreluje z aktyw-
noscia NF-«B, ktory powoduje wzrost ekspresji genu
prekursora IL-1p, niezaleznej od kaspazy 1, uczestni-
czacej w dojrzewaniu cytokin i indukcji apoptozy.

Inne badania, dotyczace apoptozy, przeprowadzono
z wykorzystaniem myszy transgenicznych, wykazuja-
cych specyficzng aktywacj¢ NF-kB w komorkach na-
btonka gruczotu sutkowego dzigki ekspresji konstytu-
tywnie aktywnej formy IKK2 (5). Dowiedziono, iz
podczas inwolucji gruczotu sutkowego aktywacja taka
odpowiada za bardziej gwattowny spadek produkcji
mleka, a takze wptywa na aktywnos¢ kaspazy-3, ktora
jest wskaznikiem apoptozy. Podobny efekt zaobser-
wowano podczas laktacji. Ponadto wprowadzenie LPS
E. coli do gruczotu sutkowego myszy w czasie lakta-
cji powodowato aktywacje NF-«kB i zmniejszone wy-
twarzanie mleka.

Proces aktywacji 0maw1anego czynnika transkryp-
cyjnego zbadano réwniez w odniesieniu do terapii
mastitis u kréw. Komine i wsp. (10) na podstawie ba-
dan przeprowadzonych na linii komoérkowej BMEC
ustalili, iz potaczenie terapii antybiotykowej z zasto-
sowaniem laktoferryny daje zarowno efekt antybakte-
ryjny (antybiotyki), jak i przeciwzapalny, dzigki lak-
toferrynie, ktora ma zdolnos$¢ inhibicji aktywacji
NF-«B w przebiegu mastitis spowodowanym zakaze-
niem Staphylococcus aureus w trakcie zasuszania gru-
czohu mlekowego krow.

Podsumowujac, przedstawione w niniejszej pracy
pismiennictwo pozwala stwierdzi¢, iz czynnik trans-
krypcyjny NF-kB jest kluczowym regulatorem proce-
sow fizjologicznych, zachodzacych w gruczole mle-
kowym oraz odpowiedzi zapalnej w przebiegu masti-
tis. W zwiazku z powyzszym badania nad NF-«xB, jako
elementem interakcji patogen—gospodarz, maja szan-
s¢ przyczyni¢ si¢ do rozwoju skutecznej kontroli bar-
dzo istotnych z punktu widzenia medycyny weteryna-
ryjnej zakazen gruczolu mlekowego.
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