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]\[eb)?va' zvykem psat do seminarni prace vénovani. Semindrni prdce je totiz ze své
podstaty prace skolskd, cvicna a jako takova by neméla nést okazalé prvky uceleného knizniho
dila. Ackoliv si tuto skutecnost velmi dobre uvédomuji, utkvéla predstava, Ze jiz treba nikdy
nenapisi nic dostatecné svobodného, abych tam mohl vénovani uvést, mé prinutila udélat
v této praci vyjimku. V zadném pripadé bych si nepral, aby téchto nékolik vét pusobilo
prehnané sebejisté ¢i dokonce namyslené. K jejich sepsani jsem motivovan pouze snahou
v ramci svych omezenych moznosti vyjadrit dik clovéku, ktery mi pomohl na samém zacatku
mych aspiraci o odbornou zoologickou cinnost. Vénuji proto tuto, byt jisté nedokonalou,
praci ornitologovi a uznavanému parazitologovi RNDr. Jiljimu Sitkovi, CSc. z Moravské
ornitologické stanice v Prerové jako podékovani za dlouhé diskuse, které byl ochoten se mnou
na ukor svého drahocenného casu vést.
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I ABSTRAKT

Problematika pohlavniho vybéru pfedstavuje jednu z nejintenzivnéji studovanych otazek
soucasné evolucni ekologie. Vyzkum se v tomto ohledu zamétuje predevSim na vyznam
sekundédrnich pohlavnich znakd samct ptadkd, pro néjz byla do soucasnosti navrzena cela
fada hypotéz. Mezi ty nejpravdépodobnéjsi patii 1 skupina hypotéz o sexudlni selekci
zprosttedkované parazity. Tyto hypotézy predpokladaji, ze sam¢i ornamenty slouzi jako signaly
rezistence samce vuc¢i pathogennim vliviim paraziti. Mezi odborniky vSak neni jednotnost
v tom, jaky vyznam ma v tomto procesu imunitni systém samce ani jakymi mechanismy je
exprese samciho znaku regulovéana. Tato prace si proto klade za cil zrevidovat do dnesni doby
znamé poznatky o vztahu fungovani imunitniho systému ptaki a tvorby samciho pohlavniho
znaku a prozkoumat mozné faktory, které by tento proces mohly ovliviiovat. Shrnuty jsou také
zékladni informace o pta¢im imunitnim systému a pouzivané imunologické metodice, které jsou
potiebné pro spravnou interpretaci experimentalnich a observac¢nich dat. I pfes nedostatecnost
naSich soucasnych znalosti o fungovani imunitniho systému vétSiny volné zijicich druha
se dnes zda pravdépodobné, ze samci pohlavni znaky mohou signalizovat samicim zdravotni
stav samce a funk¢énost jeho imunitniho systému, pfi¢emz mechanismy udrzovani spolehlivosti
takovéto signalizace mohou byt pro rizné ornamenty rtizné. Dikazy o tom jsou shrnuty v této

praci. V zévéru navrhuji také néktera konkrétni doporuceni pro mozny dalsi vyzkum.

ABSTRACT

The sexual selection is one of the most intensively studied topics of current evolutionary
ecology. Interesting remains especially the question of the meaning of various male secondary
sexual traits in birds for which several hypothesis have been proposed. Among the most probable
of them the hypotheses of parasite mediated sexual selection can be included. These hypotheses
suggest that the explanation of the sense of the sexual ornaments may be the signal of the male
parasite resistance to the female. There is unfortunately no agreement among the researches
about the role of the immune system in this process and the mechanisms which regulate
the trait expression. This work therefore aims to revise the up-to-date knowledge concerning
(1) the relationship between the bird immune function and the elaboration of the male ornament
and (2) the possible regulating factors of this process. I also bring together the basic information
about the bird immune system and the immunological methods used in the research, which
I find important for correct interpretation of the experimental and observatory data. Even we do
not understand the function of the immune system in the majority of the wild bird species so
far properly, it seems clear that different male ornaments may inform females about the health
status and immune functions of the displaying males, which gives the females powerful criteria
for the mate choice. The reliability of the signalization is probably maintained differently
in various sexual traits. The evidence for this point of view is also included in this work.

In the conclusion I also suggest some actual proposals for the future research.
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II PREDMLUVA

Nemohu se  zde poustéti do nutnych
podrobnosti, avsak miize-li clovéek v kratkém
¢ase dodati krasy a uslechtilého chovani se svym
bantamskym slepicim, dle svého ndazoru o krase,
nevidim zadné dobré priciny, proc¢ bych pochyboval,
Ze samici ptacivybirajice po tisic generaci nejlibeznéji
zpivajici neb nejkrasnéjsi samecky, dle svého nazoru
o krase, by nemohli dosici patrného vysledku.

Darwin (1859) v piekladu F. Klapélka, Praha, 1914

Ackoliv jsem se tim snad vystavil riziku, ze jsem ctendii zavdal pfi¢inu k mylnému
pocateCnimu zklamani, ze namisto nejnovéjSich poznatkli ekologické imunologie mu bude
opakovana vcelku Siroce piijimand nauka o pohlavnim vybéru, rozhodl jsem se celou tuto praci
zapocit praveé tam, odkud vyristaji kofeny nasich souc¢asnych vyzkumnych snah. Darwinova
slova totiz naprosto trefn¢ vystihuji to, o¢ se ndm bude na nasledujicich strankach jednat — tedy
o snahu samic pietvofit samce tak, aby co nejvice odpovidali jejich pfedstavam. Narozdil
od velikana evoluc¢ni biologie vsak nebudeme uvazovat estetické citéni samic, které by se nam
jen velmi Spatné objektivné hodnotilo, ale jejich snahu nahlédnout svym napadnikiim
tak tikajic ,,pod pokli¢ku®. A o to prave jde. Samice vSech vyvojovych linii tfimajice ve svych
pomyslnych rukou zbran ze vSech zbrani nejmocnéjsi, tedy rozuméjme ,,sex”, nuti hloucky
kolem postévajicich samct, aby dokazali, Zze pravé oni jsou hodni dat vzniknout nové generaci
potomstva. Laskavy ¢tenat (oponenta nevyjimaje) odpusti zjednoduSeni, kterého jsem se prave
dopustil ve snaze hned od poc¢atku okofenit jinak mnohdy pramélo napinavé pasaze zabyvajici
se, dejme tomu, povrchovymi molekulami leukocytti a vysvétlit tak prave jejich zajimavost.

Jako nadSeny novacek ve svété imunitniho systému jsem radostné akceptoval myslenku,
ze cely chod evoluce je vlastné zasluhou paraziti, cizopasnikd, pathogenti a jiné podobné havéti.
Urcitou podporou tohoto tvrzeni jsou nejriznéjsi prace zabyvajici se selekénim tlakem parazita
na své hostitele. Pfed dvéma lety byl vydan clanek, ktery krasnym piikladem dokumentuje
vyznam tohoto jevu. Richardson & Westerdahl (2003) studovali jisty vzacny a vysoce
inbredni druh endemického rakosnika na Seychelskych ostrovech, pficemz je zajimalo, jak si
tento druh stoji z hlediska variability jedné vcelku uzite¢né povrchové molekuly — MHC (major
histocompatibility complex) glykoproteinu. Obvykle se predpokladd, ze populace dlouhodobé
drzena v malych poc¢tech béhem nekolika generaci ztrati vétSinu svého piivodniho polymorfismu.
Oc¢ vétsi bylo jisté prekvapeni téchto Svédskych védet, kdyz ptisli na to, Ze (ackoliv ptipustime
celkové chudsi alelicky repertoar tohoto druhu) nékteré exony vykazuji stejnou variabilitu, jakou

zjistili u populace rakosnika velkého, kterd je mnohonasobné vétsi. A pficinou této nezvyklé
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skute¢nosti jsou patrn¢ pravé parazité, ktefi piisobi na své rakosniky soustavnou stabilizujici
selekci.
Pii procitani téchto a jinych podobnych praci se ¢lovék viibec nedivi, Ze to, co Sheldon
& Verhulst (1996) nazyvaji ,ekologickou imunologii®, je jednim z nejprogresivnéji
se rozvijejicich odvétvi ekologie a evoluéni biologie. VZdyt’ napiiklad Christe et al. (2001)
povazuji zjisténé miry imunologickych parametrt za lepsi indikéatory budouciho pteziti nezli
vlastni télesnou kondici jedince.
shledal sebe sama neschopnym poustét se do vétSich podrobnosti. I pres veSkerou snahu
vyhnout se zbytecnym detailiim, presdhnul jsem rozsah textu, ktery je jesté ¢tenadi ochoten
¢ist. I tak si ov§em uvédomuji, jak omezeny pohled na tuto poutavou problematiku jsem byl
schopen poskytnout. Mnohé by mohlo byt doplnéno, ledacos by bylo mozné vysvétlit 1épe.
Jistou Utéchou je mi myslenka, ze jsem ud¢lal to nejlepsi, ceho jsem byl schopen, k tomu, aby
byl text zajimavy, logicky sestaveny a pokud mozno ramcové kompletni a Ze je tedy jista Sance,
ze nad touto praci nebude mtij oponent zlosti lamat tuzku a ptipadni dalsi zjemci o predkladanou
latku spisek neodlozi, aby si namisto n¢j otevieli mnohem napinavéji psanou knihu ,Jak se
déla evoluce“ pant Zrzavého, Storcha a Mihulky (Zrzavy et al. 2004). Zaroveni doufam, Ze
vyrazivo a nahrazuji je pokud mozno imyslné slovy anglickymi nebo jen lehce pocesténymi.
Ctenafe patrné velmi udivi, Ze vlastnim korelacim mezi zbarvenim ¢&i délkou per samci
a parametry jejich imunity se v této praci vénuji az v uplné¢ posledni kapitole, kterd pfi tom
neptedstavuje ani polovinu z celého textu. Diivody jsou pro to dva. Jednak korelaci je zndmo
relativné dost (pfi¢emz vétSinu téch, o kterych vim, jsem uvedl), ale o mechanismech, jakymi je
jich dosahovano, neni znamo skoro nic, a jednak jsem presvédcen, ze kazda prace ma byt oproti
pracem puvodnim v néem nova. Kazdy autor libovolného ¢lanku o expresi pohlavnich znaki
a imunité shrnuje v tvodu svého ¢lanku, jaké jiné souvislosti byly jiz k tomuto tématu zjistény.
Obvykle se vsak jiz nikdo nezabyva vysvétlovanim, jaky je rozdil mezi antigenem a dejme tomu
fytohemaglutininem nebo jaké metody by bylo mozno pouzit, aby se kone¢né zjistilo, co je proximatni
imunologickou pficinou toho, Ze nektefi ptaci vykazuji intenzivnéjsi reakci na fytohemaglutinin
nez jini. Kfivdili bychom témto védciim, kdybychom si mysleli, Ze nam tyto skutecnosti zamérné
zatajuji. Pravda je takova, Ze o situaci u voln¢ zijicich ptaki se toho povétSinou moc nevi a je tedy
potieba obratit se ke slepici. Praveé o to jsem se mimo jiné pokusil ja.
Vsem ¢tenairtim, ktefi se dostali az po tyto fadky, dékuji a preji dostatek odvahy pro zdolani
radka dalSich.
V Praze, dne 31.8.2005
Michal Vinkler
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111 Uvop

Imunitni systém piedstavuje bezesporu jednu z bazéalnich soustav umoznujicich pieziti
jedince v prostiedi s existujicimi vztahy parazit-hostitel. Jelikoz prakticky kazdy ekosystém
na Zemi obsahuje velké mnozstvi organismu s parazitickym zptisobem Zivota, musel se imunitni
systém vétSiny druhtt béhem své evoluce vyvijet tak, aby byl schopen adaptivné reagovat
pathogennich stimult. V evoluci se vyvinulo nékolik okruhti funkénich mechanismti imunitniho
systému (zejména T bunécna imunita, humoralni imunita, antigenné nespecificka fagocytycka
imunita), pfiCemz kazdy z nich je G¢inny proti jinému typu paraziti. Tyto slozky imunity
jsou provazany slozitou soustavou vzajemnych regulaci. Neni ziejmeé mozné, aby se hostiteli
podatilo modifikovat jeho imunitni systém tak, aby dokazal zvitézit nad vSemi parazity, ktefi
na n¢j mohou plsobit. Proto kazdy organismus musi feSit neustalé dilema realné optimalizace
nastaveni svého imunitniho systému tak, aby dokazal potlacit co nejveétsi mnozstvi ptipadnych
paraziti vyskytujicich se v jeho okoli. Vysledkem snahy o vyfeSeni tohoto dilematu je
parazitarnich infekcich a jinych jedinct pfi stfetu s jinymi druhy paraziti (viz napt. pokusy
s humoralni imunitou Parmentiera et al. 2001). Imunokompetence, oznaéeni schopnosti
jedince se s parazity vyporadat, tedy nemlze byt chdpana jako absolutni veli¢ina, ale spiSe o
ni musime uvazovat jako o vlastnosti relativni, vztahujici se k ur¢itému parazitovi. Proto neni
vubec prekvapujici, Ze u konkrétniho jedince spolu jednotlivé slozky imunity (napt. humoralni,
bunéénd) nemusi vibec korelovat, coz potvrzuji vysledky nejriiznéjsich studii (napt. Cheng
& Lamont 1988; Moller & Petrie 2002; Ohlsson et al. 2002). Jako spolehlivéjsi odhad
imunitnich schopnosti jedince se proto uvazuji mnohocetné testy pokryvajici vSechny
imunologicky vyznamné mechanismy (Dietert et al. 1994). Nastaveni sloZzek imunitniho
systému piedstavuje geneticky podminénou antiparazitarni strategii jedince, jejiz uspésnost
spolupfispiva ke zvyseni fitness dané¢ho jedince. Jelikoz se okolni podminky neustidle méni
(predevsim v dusledku vlastniho koevolu¢niho zapasu s parazity), méni se v ¢ase i ispésnost
jednotlivych strategii. Z hlediska pfeziti potomstva je vyhodné, prechdzet mezi riznymi
antiparazitarnimi strategiemi podle jejich momentalni GispéSnosti. Jednou z nejvyznamnéjsich
moznosti, jak toho docilit, je adaptovat k tomuto ucelu sviij pohlavni vybér. Jedinec, ktery je
schopen posoudit uspésnost strategie svého potencionalniho sexualniho partnera, ma velkou
vyhodu, nebot’ je schopen optimalizovat své investice, a tak maximalizovat svou fitness. Situace
disledkem nesmirné komplexnosti fyziologickych pochodti v ramei organismu i relativnosti
vyznamu raznych parametrii kondice organismu v souvislosti s jeho pfezitim. Vyvstava tak

celd fada otdzek zabyvajicich se mechanismy téchto procest i jejich samotnym vyznamem
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v evoluci pohlavniho vybéru. Reseni téchto otizek spadd do napIné nového progresivniho

oboru — ekologické imunologie.

Tato prace si klade za cil shrnout nase dosavadni znalosti o souvislostech tvorby sam¢ich
pohlavnich znakl u ptakl a jejich zévislosti na funkci imunitniho systému, pfi¢emz se snazi
prozkoumat i mozné faktory, které tyto procesy ovliviji. Jelikoz neni podle mého nazora
mozné spravné interpretovat imunologickd data bez znalosti stavby a funkce imunitniho
systému, je vénovana pozornost také zdkladnim otazkdm ptaci imunologie, v¢éetné metodologie
vyzkumu. Existuje jisté cela fada znaki, kterymi se ptaci pii svém pohlavnim vybéru fidi.
pera a tvaroveé rozmanité organy. Pravé témito znaky se zabyva dalsi text. Nemén¢ vyznamné
jsou pro ptaky ovsem také akustické podnéty, zejména zpév. Stejné jako vizudlni ornamenty
1 zpév muze zprostiedkovavat informaci o nejriznéjSich fyziologickych parametrech
ur¢ujicich kvalitu jedince (viz napi. Garamszegi et al. 2003, 2004; Spencer et al. 2003).
I pies nesmirnou zajimavost otdzek vztahu vokalizace a imunity jsem tyto kapitoly do prace
nezahrnul, nebot’ fadné vysvétleni vSech souvislosti a regulacnich faktord by vyzadovalo
piekroceni tnosného rozsahu této prace. Podobné se tato prace pfiliS nezabyva otazkou
olfaktorickych podnéti, jejichz vyznam je navic u ptakil v souvislosti s pohlavnim vybérem

nejisty.

Ceské nazvoslovi pouzité v této praci bylo prevzato z Hudec et al. (2003).
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IV ZAKILADNI TEORIE A HYPOTEZY SEXUALN{ SELEKCE

Soucasné teorie a hypotézy tykajici se principu fungovani pohlavniho vybéru jsou
vétsSin€ zoologli dobie znamé, nebot’ jsou fazeny do naplné zékladnich prednasek studia
na vysokych skolach, a mimo to je této poutavé problematice rovnéz vénovana nebyvala
pozornost v popularizacni literatuie. Jelikoz v poslednich letech nic zdsadnim zplsobem
nového navrzeno v tomto ohledu nebylo, neklade si tato kapitola za cil nic jiného, nez strué¢nym
a prehlednym zptisobem formulovat nas souc¢asny pohled na evoluci sam¢ich pohlavnich znakt
tak, aby se pak jiz nebylo nutné k t€émto zakladnim teoretickym kameniim vracet pii pozd¢jSim
pojednani o vztahu imunitniho systému a ornamentace samcu. Jelikoz spatiuji mezi vétSinou
do soucasnosti navrzenych hypotéz plynulé prechody, nebudu se pokouset mezi nimi disledné
rozliSovat tam, kde to neni potieba, a spiSe se pokusim podat o pohlavnim vybéru co mozna

vvvvvvvv

lze nalézt v propracovanéjsi podobé napi. v ¢esky psané monografii Flegra (2005).

IV.1 Jak pohlavni znaky vznikaji?

NezZ tuto otdzku zodpovime, pfipomeneme, u koho vlastné pohlavni znaky vznikaji
a kdo je selektuje. Jak se mizeme presvédcCit na mnoha ptikladech z zivocisné fise, je obvykle
vybirajicim pohlavim samice, a to proto, Ze pravé ona obvykle do rozmnozovani investuje
vice a nema, narozdil od samce, moznost zvysit svou exkluzivni fitness tim, Ze by se pafila
s vétSim poctem partnert. Jelikoz se vSak v piirodé€ najdou i1 vyjimky, obecnéjsi pravidlo tika,
ze vybiravéj$im pohlavim je to, které zplodi pomérné méné potomki na dany pocet kopulaci
(Andersson & Iwasa 1996). Budeme-li vSak uvazovat i druhy s natolik vyrovnanymi
reprodukénimi zisky, jaké maji naptiklad monogamni pévci, kde by se mohlo zdat, Ze samec
i samice z jednoho hnizda maji stejnou fitness, protoze odchovaji stejnd mlad’ata, stejné
zjistime, ze samec narozdil od samice muze pocet svych gent ptedanych do dalsi generace
vyrazn€é zvysit, a to prostfednictvim mimopdrovych kopulaci (avSak srovnej s nastinem
sam¢iho vybéru v Hill 2002). Predpokladejme proto pro dalsi Givahy, Ze vybirajicim pohlavim

je samice a pohlavim, které exprimuje pohlavni znaky je samec.

Ptéci jsou skupinou, kterd ma diky svému genetickému systému uréeni pohlavi (ZZ/ZW)
silny pfedpoklad k tvorbé vyraznych samcich pohlavnich znaki (Reeve & Pfennig 2003).
Vysvétleni, jak se mize v populaci rozsitit takovy pohlavni znak a zéroven preference pro néj,
nam poskytuje piirodni vybér (viz napf. Hill 2002). Z pocatku mize byt znak, dejme tomu
délka ocasu, vyhodny z hlediska pfezivani samcti — samci s 0 néco malo delSim ocasem dokazi
o néco lépe manévrovat za letu, a tedy se jich vice dozije reproduk¢éniho véku. V populaci samic

lze pak piedpokladat ndsledny vznik preference pro samce s delSimi ocasy, ktera se bude $ifit
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proto, ze samice, které¢ se paii s dlouhoocasymi samci, budou mit letuschopnéjsi potomstvo
s vEtsi Sanci se rozmnozit. Alternativné bylo ovSem navrzeno, ze vznik preference piedchazi
vznik vlastniho znaku, ktery je pak teprve dale selektovan touto preferenci. Preference pro znak
by v tom ptipad¢ mohla byt zaloZena na predispozici samic pro urcity zpisob vnimani (hypotéza
smyslového tahu, sensory bias model, Andersson & Iwasa 1996). Z obou téchto hypotéz
vSak vyplyva, Ze v této fazi nemusi mit nutné pohlavni znak samci adaptivni vyznam, resp.
jeho vyznam muze byt jiny nez pozdé€ji. Ve chvili, kdy se ovSem preference pro urcity znak

r~r .

(at’ uz jakymkoliv zplisobem) rozsiii mezi samicemi natolik, ze ji ma vétSina samic, znak se
& Iwasa 1996 et Hill 2002 et Flegr 2005 et Ticona & Penna 2003). Ten piedpoklada,
ze pro samici je vyhodou zvolit si samce, ktery nese urCity znak, jez zaroven preferuje
vétsina okolnich samic. To proto, ze (je-li tento znak do urc¢ité miry dédicné€ podminén, coz je
spole¢nym piedpokladem pro vétsinu hypotéz pohlavniho vybéru) je velka pravdépodobnost,
ze jej zdédi i potomci téchto samic, kteti tak budou rovnéz v dalsich kolech pohlavniho vybéru
samicemi piednostné vybirdni. Zaroven s pohlavnim znakem samce ovSem potomci dédi také
po samici preferenci pro tento znak. Dulezité je, Ze preferenci nelze jednoduse zvratit, ani
pokud je znak néjakym zplisobem pro samce nevyhodny. Samice, ktera by totiz dala prednost
samci s kratSim ocasem, bude mit sam¢i potomstvo kratkoocasé, které si vétSina samic v dalSich
kolech pohlavniho vyb&ru nevybere, takze fitness takovéto samice by se vyraznym zplisobem
snizila. Pohlavni vybér pro dany znak tedy muze trvat tak dlouho, dokud jej nezabrzdi
protichiidny pfirodni vybér, ktery penalizuje samce nesouci pfili§ rozvinuty znak, jenz jim
brani dozit se reprodukce nebo dokud exprese znaku nenarazi na né¢jakou fyziologickou limitaci
(Andersson & Iwasa 1996; Maller et al. 1998). Pokud pfitom samotna exprese ornamentu
neni ni¢im limitovana, vSichni samci v populaci budou brzy exprimovat znak v maximalni
mozné mife a variabilita mezi nimi bude takika nulovd, takze samice ztrati kritérium pro dalsi
vybér a maximalné budou dale penalizovat ty samce, kteti se naptiklad v dusledku mutace
od obvyklého fenotypu odchyli. Skutecnost, Ze k tomu obvykle nedochazi, byla popséana jako

paradox leku (viz napt. Tomkins et al. 2004).

Semindrni prdce, 2005



Michal Vinkler 17

IV.2 Co udrzuje variabilitu v pohlavnich znacich pro dalsi vijbér

VétSinou se u pohlavnich znakli samcti setkdvame s vyraznou variabilitou. Bazanti mohou
mit ostruhy rizné dlouhé (von Schantz et al. 1996), hyli zbarveni rizné intenzivni (Hill
1990), kormorani chocholky rtzné veliké (Daunt et al. 2003). Pokud nebudeme uvazovat
mutace, které zcela zabranuji tvorbé& ur¢itého znaku (viz napi. McGraw et al. 2003b), je tedy
patrné mira exprese téchto znakl néjakym zpiisobem limitovand. Pfi¢ina limitace se ovSem
neustdle méni, coz zabranuje fixaci ur¢itého genotypu, kterd by zpulsobila ztratu variability
mezi samci. To by mohlo byt feSenim lekového paradoxu (Tomkins et al. 2004). Limitace
také umoziuje, aby se z pohlavnich znakt vzniklych vyse uvedenym zptisobem vyvinuly Cestné
indikatory kondice samci, které pak maji zdsadni vyznam pro evoluci dané¢ho druhu. Podle
pfi¢iny omezeni tvorby pohlavniho znaku (tedy vlastné ndkladnosti ur¢itého znaku pro samce)
pak mizeme rozliSovat dalsi hypotézy samiciho pohlavniho vybéru, oznacované jako ,,modely
Cestne signalizace*. Nez je jednu po druhé zminime, pfipomenme jeste, Ze povétsinou nejsou
v ostrém kontrastu s Fisherovou runaway hypotézou. Pokud je exprese znaku limitovana
a samicim tedy Cestn€ néco o samci sd€luje, zvysuje to selekcni hodnotu preference i znaku,
protoze z vybéru partnera podle takovéhoto kritéria ma samice vyhody, coz ovSem neznamena,
ze stejné kritérium nemuZe zaroven piijmout vice samic najednou (naopak je to pravdépodobne),
a tedy t€zi samice zaroven i z fisherovské vyhody ,,sexy syni“. Je samoziejmé, ze mezi samci
bude preferovana jakakoliv mutace, ktera bude signal falSovat a vylepSovat, stejné tak jako bude
mezi samicemi preferovana jakakoliv ziskana schopnost tyto falesné signaly odhalit. Jedna se
tedy o typické ,,zavody ve zbrojeni‘ mezi samci a samicemi, které vzhledem k tomu, ze samice
maji ve svém vyberu navrch, vedly ke vzniku velmi energeticky i jinak nakladnych saméich
znaku (Hill 2002). Zminme jesté, Ze nové byla nashromazdéna uréitd data, ktera naznacuji
ponékud odlisny scénaf vzniku ornamentu slouziciho Cestné signalizaci. Perez-Tris et al.
(2002) zjistili, ze urcité znaky mohou signalizovat naptiklad miru parazitace (viz dale), jesté

nez se z nich stanou znaky pozdéji potencialné podchytitelné pohlavnim vybérem.

1V.2.1 Hypotézy dobriych genii versus hypotézy komplementarnich genti

Mnoho modelt Cestné signalizace je zaloZzeno na mnepiimych vyhodach, které samice
z kopulace se samcem o vysokém stupni exprese pohlavniho znaku ziskava (srovnej s primymi
vyhodami, viz podkapitola 1V.2.2). Je totiz v zajmu kazdé samice zplodit maximalni mozny
pocet potomku, ktefi ovSsem budou zaroven sami maximalné uspé$ni v rozmnozovani, tak,
aby 1 oni déle plodili maximalni mozny pocet potomkii. Z tohoto diivodu nemtize samice svou
reprodukci maximalizovat, ale musi ji optimalizovat. Nebudeme-li se zabyvat strankou strategii
energetického rozlozeni vydaji na reprodukci, mize samice optimalizovat reprodukéni

potencidl svych potomki také volbou vhodného partnera. Samec jednak u nékterych druha
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zajistuje mlad’atim potravu a ochranu v dobé, po kterou je o né jest€¢ rodiCi peCovano
(viz podkapitola 1V.2.2) a jednak jim vzdy predava cast své genetické vybavy, kterda miize
vyznamnym zpusobem ovlivnit vyvin jejich fenotypovych znaka. Ackoliv je patrné vliv
genotypu samce na vlastni viabilitu mlad’at relativné maly, maze byt i tak z hlediska samici
volby dtlezity (viz napi. Moller & Alatalo 1999). Nasledujici hypotézy tedy predpokladaji,
ze to, o¢ samici v pohlavnim vybéru jde, je co nejpiesnéjsi odhadnuti genetickych vlastnosti

riznych samci. Pfi tom ucel i prostiedky tohoto posuzovani se mohou lisit.

Uelem volby samice rozuméjme to, zda samice posuzuje samciiv genotyp proto,
aby odhadla, jestli jsou v ném zastoupeny ,.kvalitni* alely, které¢ svym vybérem preferuje (good
gene model) nebo zda posuzuje jeho celkové slozeni, naptiklad ve vztahu ke genotypu vlastnimu
(complementary/compatible gene model; Trivers 1972 ex Westneat & Birkhead 1998 et Mays
& Hill 2004). Jak hypotézy dobrych gend, tak i hypotézy komplementarnich (kompatibilnich,
srovnej s Pialek & Albrecht 2005) genti predpokladaji, Ze selektovany sam¢i znak je alespon
do urcité miry dédi¢ny, a to proto, ze odrazi existenci urcitych gena, které¢ samy dédi¢né jsou.
Dulezity rozdil mezi obéma skupinami hypotéz ovSem spociva v tom, ze hypotézy dobrych
gentl piedpokladaji prfedani ,,dobré* alely, ktera pak zptsobi u potomka elaboraci daného znaku
v podobné mife jako u otce, zatimco hypotézy komplementaristické tvrdi, ze exprimovany znak
je podminén soucinnosti samcich i samicich alel v organismu potomka, a tedy i exprimovany
znak je vyslednici kombinace obou rodi¢ovskych haplotypi. V druhém piipadé je proto samici
nejvice heterozygotni, jelikoZ heterozygotnost pfinasi organismu mnoho riznych vyhod (napf.
v genech pro MHC vysSi rezistenci vici parazitim; viz kapitola V.2 a ¢ast VII). Tato odlisnost
zpusobuje rozdilné ptredpoklady obou skupin hypotéz. Pokud funguje pohlavni vybér podle
hypotéz dobrych genti, budou si vSechny samice pfednostné vybirat stejného samce. Pokud jsou
ale platnym modelem hypotézy komplementarnich genti, pak se ve své volbé shodnou pouze
geneticky si blizké samice, zatimco samice riznych genotypi si budou vybirat naprosto odlisné

samce.

Na tomto mist¢ je potieba zminit, selekce jakych samcich genti Ze by mohla predstavovat
zisk z hlediska budouciho fitness mlad’at. Je ziejmé, Ze to musi byt geny, u nichz se relativni
vyhodnost jedné alely viici alele jiné neustale nepredikovatelné méni, a to proto, ze v opacném
piipadé by se v disledku selekce samicemi brzy jedna z alel fixovala. Takovéto geny s ménicim
se selekénim koeficientem pro jednotlivé alely pfi tom piedstavuji napiiklad geny zicastnéné
v rezistenci vici parazitarnim infekcim (napt. diky frekvencné zavislé selekci resp. selekci
ve prospéch vzacnych alel vyvolané protitahy parazita jsou neustale preferovany jiné alely
MHC (Zelano & Edwards 2002; Freeman-Gallant et al. 2003). Jak zjistili napi. Moller

et al. (2005), mize byt pfitom specializace paraziti disledkem intenzity imunitni obrany
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hostitele, takze se jedna o intenzivni ,,zavody ve zbrojeni®, v nichz neni parazit nikterak
pasivnim subjektem (viz napt. Mgller & Rozsa 2005). Pravé rozhodujici tlohu takovychto
gent pii expresi pohlavnich znaku tedy predpoklada skupina hypotéz parazity-zprostiedkované
sexualni selekce (parasite-mediated sexual selection, puvodné navrzeno Hamilton &
Zuk 1982 ex von Schantz et al. 1996 et Westneat & Birkhead 1998). Z této hypotézy
vyplyva, ze na vnitrodruhové urovni budou mit rozvinutéj$i ornament zdravéjsi samci, nebot
pouze oni si mohou dovolit vyvinout ndkladny pohlavni znak. Na mezidruhové tirovni pak
Hamiltonova-Zukové hypotéza predpoklada, ze vyrazn€j$i ornamenty by méli mit samci
vice parazitovanych druht, jelikoz u téchto druhii plisobi intenzivnéjsi selekéni tlak na vznik
spolehlivych indikatorti rezistence vici parazitim. Pokud tedy budeme v souladu s t€mito
hypotézami predpokladat signalizaci rezistence vici pathogentim, pak je zfejmé, ze oba zde
uvadéné koncepty (dobré geny a komplementarni geny) se nezbytné nevylucuji a mohou
se oba uplatnit za ponékud odlisSnych situaci. Selekci ve prospéch dobrych genii mizeme
oc¢ekavat tam, kde je populace suzovana jedinym dominantnim parazitem, zatimco vybér
podle komplementarity genotypt obou rodi¢ii tam, kde je paraziti mnoho rtznych druha
(Mays & Hill 2004, téz ¢ast VII). Pravé tyto skute¢nosti by snad mohly stat za rozdily
v imunokompetenci vnitro- a mimoparovych mlad’at zjisténymi i mezi tak ekologicky
si navzajem blizkymi druhy, jakymi jsou slavik modracek (Luscinia svecica, Johnsen et al.
2000) a strnad rakosni (Emberiza schoeniclus, Kleven & Lifjeld 2004). Neni ov§em nutno
uvazovat pohlavni vybér zalozeny na dobrych genech jako alternativu pohlavniho vybéru
na zakladé komplementrarity. Jak zmifiuji Mays & Hill (2004) je mozna i kombinace obou
vybéri, kdy samice nejdiive vybiraji na zaklad¢é jednoho kritéria (napf. nositele dobrych
genll) a mezi takto vyselektovanymi samci pak podle kritéria druhého (napt. jedince geneticky

co nejkomplementarné;si).

Je zteymé, Ze komplementarita genotypu samce v systému, kde existuje mnoho rtiznych alel
posuzovanych gend, je jen t€zko sdelitelna. Nemame proto piesnou predstavu, na zakladé ¢eho
by samice mohly vybirat mezi potencidlnimi sexudlnimi partnery. Ur¢itou moznosti v piipadé
nékterych genti by snad mohlo byt olfaktorické vnimani (u savcd napt. Leinders-Zufall et al.
2004, pro ptaky srovnej se Zelano & Edwards 2002) nebo postkopulaéni kompetice spermii,
jak navrhuje napf. Mays & Hill (2004). Mnoho vah v této souvislosti proto sméfuje spise
k vyhybani se inbreedingu, nebot’ ptibuznost 1ze signalizovat 1 vizualné, resp. pfibuzni jedinci
ziji v ur¢itych komunitach (napt. Dale 2000; Foerster et al. 2003). Naproti tomu bylo pro
selekci na zaklad€ dobrych gent navrzeno hned n¢kolik riznych moznych mechanismt, kterymi
by mohla byt kvalita samce samicemi odhadovéna. Zda se, ze pfi signalizaci ,,dobrych genti*“ u
ptaka by tstifedni illohu mohly hrat prave opticky vnimatelné pohlavni znaky. Podle mechanismu

spojeni exprese sexudlnich znakt a selektovanych alel mizeme rozdélit nasledujici hypotézy.
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Hypotéza limitace zdroji

Podle této hypotézy nemohou vSichni jedinci exprimovat pohlavni znak ve stejné mife,
nebot’ nejsou za danych podminek schopni ziskat dostatek energetickych nebo mikronutri¢nich
zdroji, které jsou pro tvorbu znaku potieba. Nedostatek vyuzitelnych zdrojii pfitom nemusi
nutné vyplyvat pouze z neschopnosti jedince tyto zdroje nalézt, ale mozna je také limitace
jeho schopnosti je uhdjit pied jinymi jedinci (zde se pak uplatiiuje napt. mira dominance)
nebo omezenost fyziologické schopnosti piijimané latky absorbovat, transportovat,
metabolizovat a deponovat do pohlavniho znaku (viz Hill 2002). VSechny tyto kroky tvorby
ornamentu jsou vyznamnym zpusobem ovliviiovany jednak sou¢asnou kondici jedince a jednak
mirou parazitace, kterd s ni bezprostiedné souvisi (Hamilton & Zuk 1982 ex Westneat &
Birkhead 1998 et Moller et al. 1999 et Lochmiller & Deerenberg 2000 et Saks et al. 2003
et Flegr 2005). Jelikoz vyuzitelné mnoZstvi mnoha zdroji je pro organismus omezeno, byla
navrzena fada trade-offs, které by se pfi expresi pohlavnich znakti samcti mohly uplatnovat.
Jednim z nich je i trade-off mezi alokaci energetickych zdrojii do reprodukce, resp. tvorby
sexualnich ornament a udrZzovani funkéniho imunitniho systému (Westneat & Birkhead
1998). Imunitni systém sam o sob& nepfedstavuje proporéné vyznamnou soucast organismu,
a neni tedy priliSnou zatézi jeho samotna existence. Nakladnost imunity se projevi az po jeho
aktivaci v prib&hu parazitarni infekce (Raberg et al. 1998), kdy v disledku imunitni regulace
jedinec prestava ptijimat potravu, zvysuje sviij metabolicky obrat a méni mnoho fyziologickych
pochodd, coz jsou v8echno jevy, které zptisobuji zna¢né ztraty nutri¢nich zdroji (Lochmiller &
Deerenberg 2000; srovnej téZz s Horak et al. 2003). Proti tomuto pojeti smyslu prezentace
samcich ornamentli je mozno namitnout, Ze se ornamenty vétSinou utvaii mnohem dfive, nez
k vlastnimu sami¢imu vybéru dojde (pfikladem muize byt pefi; Jenni & Winkler 1994),
takze samice muze posoudit, jaky zdravotni stav mél samec v dob¢ prepetovani, ale nikoliv, jak
je na tom v soucasné dob¢. Ackoliv je toto jist€¢ obava opravnénd, lze predpokladat, ze jedinci
jsou napadéni rliznymi parazity prakticky neustale (pfedevsim v dobé hnizdéni, ale i béhem
zimovani v teplych krajich), takze je velka pravdépodobnost, Ze samec, ktery netrpél chorobami
drive, k nim bude méné nachylny i v dob¢ reprodukce. Mimo to bylo ukézano, ze schopnost
samce imunologicky reagovat na antigenni podnéty v riiznych ¢astech roku spolu obvykle
koreluje (viz napt. Saks 2004). Mimo to, existuji i znaky (napf. hiebinek kura, Zuk 1996 nebo
barva zobaku kosa, Faivre et al. 2003a), které skute¢né spolehlivé odrazeji i samciv aktualni
stav. Je také zaroven potieba si uvédomit, ze ackoliv jedinec investuje mnoho energie do udrzby
imunitniho systému, je otazkou jeho genetické vybavy, jak moc se bude schopen vypotadat
s konkrétni parazitarni infekci a kolik energie do jejiho piekonani bude muset investovat.
To proto, ze rtizné genotypy jsou rtuzn¢ citlivé vii¢i riznym parazitim a neexistuje univerzalni

genotyp, ktery by byl rezistentni vii¢i vSem parazitim (Westneat & Birkhead 1998; viz také
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poznamky o koevoluci parazita a hostitele vyse). Pfitom jedinec, ktery je odolngjsi vii¢i hlavnim
parazitim v populaci, neztraci tolik na piijmu energetickych zdroji a mize tedy investovat vice
energie jak do tvorby ornamentu tak i do dal$ich imunitnich reakci (Saks 2004). V podstaté
totéz, co bylo pravé zminéno pro energetické zdroje, by pak mélo platit i pro minoritni avsak
fyziologicky vyznamné slozky potravy, jakymi jsou napiiklad karotenoidy. Pomoci trade-off
mezi jejich upotfebenim v imunitnim systému a depozici v ornamentalnich perech je Casto
vysvétlovana variabilita zbarveni samci mnoha druhti (Olson & Owens 1998, avsak srovnej s
Hill 2002). Z vyse uvedeného tedy vyplyva, Ze méfeni imunitni reakce je patrné spolehlivéjsi
znak kvality samce nez vySetieni pritomnosti nékterého konkrétniho parazita, a to predevsim
proto, Ze parazitil pasobi na hostitelsky organismus veliké mnoZzstvi soucasné€ a je jen velmi

tézké doptedu rozhodnout, kteti z nich maji na fitness svého hostitele natolik vyznamny vliv, ze

ma cenu je v souvislosti s pohlavni signalizaci uvazovat (Mgller et al. 1999).
Hypotéza handicapu

Zahavi (1975; ex Ticona 2003 et Hill 2002 et Flegr 2005) navrhnul, Ze by sekundarni
sam¢i pohlavni znak mohl hrat roli handicapu, ktery by byl nefalSovatelnym indikatorem
kvality samct. Podle této hypotézy by byla vyssi pravdépodobnost, ze by samec dozivsi
se reprodukéniho vé€ku s ocasem dlouhym tak, Ze by mu ztézoval let, byl kvalitnéjsi, nez
samec s ocasem krat§im. To v podstaté znamend, Ze samec musi vybalancovat miru exprese
svého pohlavniho znaku tak, aby s ni byl jesté schopen uspésné piezit, a nebylo to pro néj
prilis vycCerpavajici ve smyslu jeho reprodukéniho potencialu v nésledujicich sezénach.
Ve vztahu k fungovani imunitniho systému byla navrZena hypotéza imunokompetencniho
handicapu (Immunocompetence handicap hypothesis; viz napt. Sheldon & Verhulst 1996),
ktera predpoklada, Zze androgeny (zejm. testosteron) zvysuji expresi pohlavnich znaki a zaroven
pusobi imunosupresivné. Proto samec, ktery nese nejrozvinutéjsi sekundarni pohlavni znak,
ma v krvi nejvice testosteronu, ktery ovSem omezuje vykonnost jeho imunitniho systému, coz
si muze dovolit pouze tehdy, kdyz je jeho organismus (nebo néjaka jeho fyziologicka ¢i ptimo
imunologické slozka) v tak dobrém stavu, ze uspésSné prezije i s touto zatézi. Na nedostatky
tohoto pojeti hypotézy handicapu upozornil napiiklad (Hill 2002), ktery namitnul, Ze by samci
brzy vynalezli zptisob, jak znak exprimovat i bez imunosupresivniho testosteronu. Zda se tedy,
7e pri¢ina handicapu neni vlastni imunosupresivnost testosteronu, ale trade-off mezi naklady
na imunitu a reprodukci, pfiCemz testosteron je pouze signalni latka, kterou organismus
vyuziva k optimalnimu nastaveni rozlozeni zdroji (viz téZ (Saino et al. 1995) nebo asociace
s kortikosteronem v (Buchanan et al. 2003) a (Owen-Ashley et al. 2004). Tomu by také
mohly odpovidat mnohdy rozporuplné vysledky vyzkumu vlivu testosteronu na imunitni
systém (kapitola V.7.5). Imunitni systém by také jako soucast fyziologie jedince mohl byt

s expresi pohlavniho znaku propojen pies télesnou kondici (viz napt. Mgller 1995, ale srovnej
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s Owens & Short 1995). Rozdil oproti pfedchozi hypotéze je tedy pfedevsim v tom, Ze znak
neodrazi pasivné soucasny stav, ale je produktem planovani organismu. Je zifejmé, Ze v redlu

se dusledky plynouci z téchto dvou hypotéz budou patrné prolinat.

1V.2.2 Hypotézy primych vyhod pro samici

Tato skupina hypotéz predpoklada, ze si samice voli své partnery podle ur¢itého znaku
proto, Ze tento znak indikuje samici nékteré bezprostiedni vyhody jejich nositele (Andersson
& Iwasa 1996). Témito bezprostiednimi vyhodami mtze byt samctv dobry zdravotni stav,
ktery zajistuje, ze na samici ani mlad’ata nepfenese zadné parazitirni choroby (viz napf.
Hillgarth 1996; Maoller et al. 1999), jeho schopnost vyprodukovat dostatek kvalitnich
spermii (Blount et al. 2001) nebo schopnost piispét co nejvice pii vychové mlad’at (model
,,dobrého rodi¢e*, good parent model; Hoelzer 1989). Pfikladem posledni uvedené moznosti
muze byt Cervené zbarveni hrudi kardindla cerveného (Cardinalis cardinalis), indikujici
schopnost samce zajistit mlad’atim dostatek potravy (Linville et al. 1998). Existuji pfi tom
dva alternativni pohledy, jaky signal by m¢l podle téchto piedpokladii samec vydavat. Prvni
hypotéza tika, Ze samec v lepsi kondici je zarovenn schopnéjSim rodiCem a pifi tom dokaze
elaborovat energeticky ¢i fyziologicky nakladny znak (viz napt. Hill 1991). Druha hypotéza
naopak tvrdi, Ze samec, ktery je v dobré kondici a dokdze vytvofit nakladny znak, nese
zaroven ,,dobré geny*, pro néZ si jej samice vybiraji, zatimco samec, ktery neni tak kvalitni
a nedokaze tedy exprimovat tak narocny pohlavni ornament, musi (aby mél viibec Sanci se
rozmnozit) byt zaroven peclivym rodicem, pro kterouzto vlastnost si jej alespon nékteré
samice zvoli. Tuto hypotézu, zda se, potvrzuji vysledky studii na americkém hylu mexickém
(Carpodacus mexicanus; shrnuto v Hill 2002). Z toho je ziejmé, Ze je pro samici vyhodou
s takovymito samci uzavirat pary, ale nejlepsi je, jelikoz zaroven nenesou ty nejlepsi mozné
genetické vlastnosti, je v zapéti podvést a nechat je vychovavat alespoii ¢ast kvalitnich mlad’at
zplozenych s nékym jinym. Zde Ize tedy ku ptikladu hledat pfi¢inu existence mimoparovych

kopulaci (srovnej se Zelano & Edwards 2002).

Tato skupina hypotéz, jak patrno, naznacuje spojeni mezi pohlavnimi znaky a fungovanim
imunitniho systému, které¢ je do urcité miry obdobné jako u hypotéz ,.dobrych geni*“. Mozny
je tedy neptimy vztah ptes kondici a rezistenci vici parazitim. Dllezity je ovSem rozdil mezi
obéma vySe uvedenymi hypotézami ve vyznamu informace o stavu samcova imunitniho
systému. Zatimco ve svétle prvni hypotézy t€Zi samice nejen z kondice svého partnera, ale také
ze skuteCnosti, ze zdravy samec ji nebo jeji mlad’ata nemlize nakazit parazity, pokud si voli
samice mén¢ zbarvené¢ho samce podle hypotézy druhé, zddnou takovouto vyhodu piedpokladat

nemuze.
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IV.3 Zakladni typy pohlavnich znakit

Na tomto misté pouze ve strucnosti nastiime existenci nesmirné diverzity utvarenych
samcich pohlavnich znakii v ramci ptaki a rozdélme si tyto znaky do n€kolika logickych
skupin. To proto, aby bylo ziejmé, jakymi strukturami se budeme déle zabyvat. V detailu bude

jednotlivym ornamentiim vénovana pozornost pozdéji v ¢asti [X.

Zpusob zivota predurcil vétSiné druht ptdkd maximalni vnimavost na optické podnéty.
Prakticky vSechny do soucasnosti studované prostiedky pohlavni selekce u ptaka byly proto
vizualni povahy. Sam¢i sekundarni pohlavni struktury mizeme rozdélit na znaky morfologickeé,
u nichz hraje rozhodujici vlastnosti tvar struktury, jeji délka nebo vyska a na znaky pigmentosni,
u kterych je rozhodujici vlastnosti jejich barva nebo jina charakteristika ornamentalniho opeteni
(napt. velikost plochy pefi urcité barvy). Samoziejmé ne vzdy je mozno tyto dvé hlavni skupiny
znak striktné odlisit, protoze i u typicky morfologického znaku, jakym je dlouhy ocas, mize

mit signalni vyznam zaroven jeho zbarveni.

U mnoha skupin ptakl je urcujicim signadlnim znakem prave samci zbarveni. Jak se
zda, nejednd se pii tom ovSem vzdy pouze o znak jeden, ale nékdy lze ve zbarveni rozlisit
celou fadu dil¢ich znaki (viz napi. Badyaev & Young 2004). Mtzeme napiiklad definovat
jas barvy, ton bary a intenzitu (saturaci) barvy nebo podle kritérii vinovych délek odrazeného
svétla komponenty PC1, PC2 a PC3. Dale rozliSujeme velikost plochy zbarveni, délku ¢i Sitku
skvrn a prouzkii nebo symetrii zbarveni. Napiiklad u samci hyla mexického (Carpodacus
mexicanus) lze rozpoznat vyznam prakticky vSech téchto komponent barevného ornamentu
nachazejiciho se piedevsim na hlavé a hrudi (Hill 1991; Hill 2002). Podobné bylo zjisténo,
7e pohlavnim znakem je intenzita zlutého zbarveni bfi$ni strany téla samct zvonka zeleného
(Carduelis chloris; Saks et al. 2003), velikost Zlutého prouzku v kiidle ¢izka obecného
(Carduelis spinus; Senar et al. 2005) nebo tieba ton zlutého zbarveni zobaku kost (Turdus
merula; Faivre et al. 2003a; Faivre et al. 2003b) a kachen (4nas platyrhynchos; Peters
et al. 2004a; Peters et al. 2004b). Vsechny tyto jmenované znaky jsou karotenoidni
povahy. Podobné vSak slouzi i melaninové naprsenky vrabct (Passer domesticus; Gonzalez
et al. 1999; Poiani et al. 2000; McGraw et al. 2003a), ¢ernobilé ocasy tuhyki (Lanius
collurio; Votypka et al. 2003) ¢i modravé zbarveni modroplastniki nadhernych (Malurus
cyaneus; Peters et al. 2000) nebo strukturni zbarveni vlhovcel hnédohlavych (Molothrus ater,
McGraw et al. 2002). Jak bude ukazano v kapitole IX.I. signalizuji tyto odli$né chromatofory

o svych nositelich rizné informace.

Morfologické samci pohlavni znaky zahrnuji predevSim ornamentdlni pera,
ktera nachazime napiiklad v ocase pava (Pavo cristatus; Moller & Petrie 2002)

nebo v chocholce kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis; Daunt et al. 2003).
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Pohlavni znaky ovSem nepiedstavuji pouze pera, ale také lysé ¢asti pokozky, zejména laloky,
jako napf. u krocana divokého (Meleagris gallopavo;, Buchholz et al. 2004) a baZanta
obecného (Phasianus colchicus; Ohlsson et al. 2002), nebo temenni hiebinky (u kura
Gallus gallus; Zuk et al. 1995) ¢i nado¢nicové hiebinky (napf. u bé&lokurt, Logopus lagopus
Mougeot et al. 2004). Pravé plochy holé kiize Gasto vysilaji zaroven barevné signaly. Zcela
jinym ptikladem morfologického typu znaku mohou byt ostruhy bazanta (von Schantz et al.
1996). Také pro tyto znaky se piredpoklada kondi¢ni ¢i genotypova zavislost, o které se vSak

blize zminime v kapitole 1X.2.
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V IMUNITNi SYSTEM PTAKU

Tato obecnéji pojata kapitola o ptacim imunitnim systému se patrné¢ ponckud vymyka
rozsahu zaméfeni této prace. Jelikoz obecna ani specialni imunologie nebyva obvykle
predmétem zajmu vétSiny zoologti, rozhodl jsem se ji do textu zahrnout pro snazsi srozumitelnost
problematiky rozebirané v kapitolach dalSich. Uvadim zde zakladni funk¢ni soucasti imunitniho
systému ptakli a mechanismy jejich plsobeni, aniz by bylo zabihano do pfilisnych (v rdmci
celku nepodstatnych) detailti. Text je zde strukturovan spiSe encyklopedicky, v souladu se
soucasnym stavem zakladniho poznani v imunologii. Proto je mozné tuto ¢ast prace libovolné
pteskocit a vracet se k ni vzdy jen v téch odstavcich pozdéjsich kapitol, ve kterych se objevi

blize necharakterizovany imunologicky jev.

Pta¢i imunitni systém je ve svém fungovani v podstat¢ jednim z nejdokonalejSich
prototypi obratlov¢i imunity. Nese vSechny jeji obecné zakladni znaky, avSak oproti
obdobn¢ rozvinutému savéimu imunitnimu systému ma 1 sva specifika. Néktera z nich jsou
zminéna v nasledujicich odstavcich, mnoha vsak Ize nalézt az na irovni molekularni. Ty jsou
ale ro potieby ekologické imunologie (snad prozatim) spiSe nevyznamné. VyuZiti v soucasnosti
znamych imunologickych dat a metodickych postupti v ekologickych a evolu¢né-biologickych
studiich ponékud komplikuje skutecnost, Ze prozatim byly studovany pouze (nebo pievazng)
hospodaisky vyznamna zvifata — zejména hrabavi (kur, kiepelka, krocan) nebo vrubozobi
(kachna), pticemz skute¢nym modelovym druhem je pouze kur domaci (Gallus domesticus).
Nedostatecnost nasich informaci o jinych druzich by mohla pfedstavovat problém pfi aplikaci

dosud znamych poznatkii na mnohé volné& zijici druhy ptaki pattici do jinych radu.

V.1 Bwiky ptaciho imunitniho systému a jejich diilezité povrchové
molekuly

Obecné lze rozdelit bunky imunitniho systému do dvou hlavnich skupin podle sméru
procesu jejich diferenciace z kmenovych bun¢k kostni diené — na bunky myeloidni a lymfoidni
linie. Mimo to jsou imunitné¢ vyznamné jesté bunky, které sviij piivod v krvetvornych buiikach
nemaji — napft. folikularni dendritické buiky (Folicular dendritic cells, FDC) a jako buiky
prezentujici potencidlné nebezpecné antigeny vlastné vSechny buiiky exprimujici MHC gp 1
— tedy v podstaté veskeré bunky organismu, ackoliv ty se za bunky imunitniho systému

samoziejmé nepovazuji.

Pro identifikaci jednotlivych leukocytarnich typi se v imunologii obvykle pouziva
jejich povrchovych markerti, tedy antigennich struktur rozpoznatelnych pro monoklonalni

protilatky. Pro ptaky bylo zavedeno vzhledem k odliSnostem zvlastni CD (cluster
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of differentiation) kddovani, odlisné od CD nazvoslovi pro savce (Jeurissen et al. 1998).
Vzhledem k doposud omezenym provazanostem vyzkumu ptacich povrchovych markert nesou
CD oznaceni pouze prokazand homologa sav¢ich CD molekul. U ostatnich je pouzito pocatecni
pismeno druhu, u n¢jz byl marker objeven (pismeno ch pro kura, chicken, q pro kiepelku, quail
a t pro krocana, turkey), nasleduje pismeno oznacujici buiiku, na niz se dany marker prevazné
nachazi (T pro T lymfocyt, B pro B lymfocyt a L pro antigeny pfitomné na vice nez jednom
leukocytarnim typu) a dale Cislo oznacujici dany antigen. Patrn€ na vsech ptacich leukocytech
se nachazi antigeny ChL2, ChL3 a CDw45 (stejn¢ jako CD45 u savct), dale ChL9 a ChL10
a na vétsiné leukocytarnich typua téz ChL7 (Jeurissen et al. 1998). V nasledujicim textu jsou
uvadény pouze ty povrchové markery, které se vyskytuji na leukocytarnich stadiich v krevnim
feCisSti a perifernich lymfatickych tkanich (tedy ne ty, které nachazime na nezralych stadiich,

jakymi jsou thymocyty a bursacyty).
V.1.1Myeloidnti linie

Z prekursorovych bun¢k myeloidni linie se diferencuji jednak erythroblasty (1) smétujici
dale k erythrocytim (u ptakti normalné jadernym), jednak megakaryocyty (2), které se pozdéji
dale vyvijeji v thrombocyty (i ty jsou u ptaka jaderné), a dale pak granulocyty (3) (nezéavisle
heterofilni, bazofilni a eosinofilni) a monocyty (4), které¢ v prislusnych tkanich davaji vzniknout
dendritickym bunkam a makrofagim (Lucas & Jamroz 1961). Heterofilni granulocyty,
eosinofilni granulocyty a monocyty/makrofagy patii do skupiny bunck, které oznacujeme
jako fagocyty, nebot’ fagocytuji castice ze svého okoli nesouci na svém povrchu definované,
evoluéné konzervativni struktury (tzv. PAMP — pathogen associated molecular patterns,
napt. bakteridlni LPS). Tyto struktury fagocyty rozpoznavaji pomoci nejriiznéjSich receptort,
mezi které patii i TLR (7oll-like receptors). U kura byl definovan chTLR2 typu 1 a 2, které
patrné vznikly genovou duplikaci a jsou nejvice homologni savéimu TLR2. ChTLR2 typu 2
vaze jak lipoproteiny tak lipopolysacharidy a funkéné tak odpovida savéimu TLR2 i TLR4
(Fuku et al. 2001). Definovan byl také ChTLR4 (viz napt. Dil & Qureshi 2002; Leveque
et al. 2003). Igbal et al. (2005a) uvadéji existenci chTLR3. Nové byl u kura identifikovan
také TLR7 hrajici roli v antivirové vrozené imunité (Philbin et al. 2005). V navaznosti na
zvetfejnéni osekvenovaného kuiiho genomu byly na zakladé sekvencénich analyz rozpoznany
také ptaci orthology sav¢ich TLR1 (typu 1 a 2), TLR3, TLRS a TLR7, pfi¢emZ nebyly nalezeny
zadné sekvence odpovidajici savéimu TLR9 ani TLR10 a ani TLRS (Yilmaz et al. 2005).
Naproti tomu Philbin et al. (2005) objevili sekvenci homologni s TLR8 lokusem savci,
avsak tato je patrné nefunkéni, nebot’ je do ni zasazen gen pro TLR7. Igbal et al. (20052)
pak identifikovali chTLR1/6/10 sekven¢né podobného savéim TLR1, 6 a 10, pticemz se zda,

ze tyto savCi TLR vznikly duplikacemi az po odstépeni sav¢i evolucni linie od ptaci. Ani oni
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vSak neidentifikovali u kufete z&dné homology sav¢ich TLR9 ¢i TLR11. Byla také naznacena
existence obdobnych signalnich drah jako u savct (Lynn et al. 2003). V soucasné dobé
se zaCinaji objevovat prvni prace prokazujici funkéni vyznam nékterych nové objevenych
kufecich TLR (Kogut et al. 2005a; Igbal et al. 2005b). Fagocyty dale pohlcuji i Castice

opsonizované protilatkami a slozkami komplementu.

Spole¢nym markerem vSech bun¢k myeloidni linie a T buné¢k je ChL13, ktery je ligandem

CD6, tedy adhesivni molekulou aktivovanych leukocytt (Jeurissen et al. 1998).
Heterofilni granulocyty

Jejich funkce je velmi obdobnd funkci neutrofilnich granulocytli savci — spolu
s makrofagy fagocytuji antigenni ¢astice (viz napt. Kogut et al. 2002; Kogut et al. 2003).
Mimo to produkuji i cytokiny a chemotaktické molekuly, které do mista infekce navadéji

lymfocyty a stimuluji prozanétlivou reakci (Lam 2002; Kogut et al. 2003).

Histologicky se heterofilni granulocyty vyznacuji predevsim vietenovitym tvarem svych
granul, kterd se May-Griinwaldovym nebo Wrightovym barvivem zbarvuji Cervené (Lucas
& Jamroz 1961). Tato granula Ize rovnéz barvit fluorescencné fluorescein isothiokyanatem,
FITC, coz by bylo mozno pouzit pfi stanoveni relativniho mnozstvi heterofili v krvi nebo
pro sledovani pribéhu degranulace po stimulaci bunék aktivaénimi agens, napt. LPS (Rath
et al. 1998). V krevnim natéru predstavuji spolu s lymfocyty dominantni slozku, ¢asto kolem
50%: kur podle plemene 13,3-35,1%, kachna 31-57%, berneska 24-57%, bazant 34-75%, holub
29-66% (Lucas & Jamroz 1961).

Bazofilni granulocyty a mastocyty

Bazofilni granulocyty jsou funkéné velmi podobné mastocytiim, s nimiz byvaji ¢asto
spojovany. Jedna se v obou pfipadech o bunky hrajici vyznamnou roli v imunitnich reakcich
sméfujicich proti mnohobunéénym parazitiim, které atakuji degranulaci svych granul, ktera
obsahuji hydrolitick¢é enzymy a biogenni aminy. V krevnim natéru byvaji bazofily spise
minoritni slozkou, obvykle kolem 3%: kur podle plemene 2,1-3,1%, kachna 2-11%, berneska
0-5%, bazant 3-19%, holub 1-6% (Lucas & Jamroz 1961).

Eosinofilni granulocyty

Tyto buiiky jsou fagocyty, které maji patrné svlij vyznam v prozanétlivé obran¢ proti
mnohobunéénym parazitiim. V krevnim nétéru predstavuji rovnéz spiSe mensinovou slozku,
casto kolem 1%: kur podle plemene 1,2-2,5%, kachna 3-11%, berneska 2-15%, bazant 0-4%,
holub 0-4% (Lucas & Jamroz 1961).
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Monocyty / makrofagy

Makrotagy jsou klicové regulacni a vykonné bunky tcastnici se jak vrozenych (antigenné
nespecifickych) tak i adaptivnich (antigenné specifickych) imunitnich mechanismi (Klasing
1998a).V disledku stimulace T 1 bufikou se makrofdg méni na aktivovany makrofag, ktery
pomoci baktericidnich mechanismd, jakymi je napt. produkce oxidu dusnatého (NO), ucinné
likviduje intracelularni parazity (Guillermo & DaMatta 2004). Okamura et al. (2004)
prokézali u kura zvySenou koncentraci NO v séru 4-14 dni po vakcinaci flagely Salmonella
enteritidis. N&kteti parazité (napt. Toxoplasma gondii) jsou ovsem schopni potlacovat produkci
NO v makrofazich, a to i pies skutecnost, ze i na né ma uvoliiovany NO cytostaticky ucinek
(Guillermo & DaMatta 2004). NO ov8em zaroven také potlacuje aktivitu lymfocyti (Dietert
et al. 1994). Mimo to produkuji makrofagy napiiklad chemotaktickou molekulu MIP-1p, ktera
atrahuje do mista infekce heterofily a lymfocyty (Lam 2002). Nékteré makrofagy exprimuji
ChL4 a CD45R1 (Jeurissen et al. 1998). Pro identifikaci monocyti/makrofagi byly vyvinuty
monoklonalni protilatky, které jsou schopny je specificky oznacit (Jeurissen et al. 1992;
Kaspers et al. 1993). V krevnim natéru byvaji zastoupeny kolem 5%: kur podle plemene 1,1-
6,4%, kachna 3-15%, berneska 2-11%, bazant 2-23%, holub 4-25% (Lucas & Jamroz 1961).

V.1.2 Lymfoidnti linie

V ramci lymfoidni linie diferencuji stejné tak jako u saveii T a B lymfocyty a NK buiiky.
Zasadni odlisnost obou skupin obratlovcli spociva ovSem v tom, Ze narozdil od savcii, u kterych
k diferenciaci B bunék dochazi v kostni dfeni, je vyvoj B lymfocytli u ptakl vazan na prostiedi
ve Fabriciové burse (Arstila & Toivanen 1998). T i B lymfocyty ptedstavuji kliGové buriky
antigenn¢ specifickych imunitnich mechanismi, NK bunky slouzi piedev§im jako nastroj
kontroly exprimace MHC gp molekul na povrchu bunék organismu, coz umoziiuje eliminovat
piipadné intracelularni parazity, ktefi se naucili timto zptisobem potlacovat MHC gp prezentaci
svych antigennich molekul. Mimo to hraji NK aktivni buiiky vyznamnou tlohu v protinadorové
imunité (viz napt. Fleischer 1980; Chai & Lillehoj 1988). Pro T a B buné¢nou imunitu je
charakteristicka imunologicka pamét — po prodélané primarni infekci v organismu zistavaji
tzv. pamétové burnky, které jsou zodpovédné za rychlou a efektivni odpovéd organismu
na opétovnou, sekundarni infekci (u ptaki viz napf. Rose et al. 1979; Nordling et al. 1998;

Saino et al. 2003c; Beal et al. 2004).

Povrchovymi markery exprimovanymi na v§ech lymfocytech jsou CD5, ChL4, na vét§iné
CD57 a na nékterych T i B buitkach ChLw5, ChL6, ChL12 (Jeurissen et al. 1998). Prozatim
nebyly u kura identifikovany zadné specifické markery NK bunék, ackoliv existuji presvédcivé

dtikazy o existenci funk&nich homologl téchto bunék u ptaka (Wakenell 1998). Gobel
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et al. (2001) definovali NK buiky kura jako CD8'CD3" bez TCR ¢i BCR, naéeZ vyvinuli
protilatku rozpoznavajici intestinalni NK buitky CD3- od T bun¢k (CD3"). Podle téchto kritérii
identifikovali 30% CDS8" bun¢k v intestindlnim epithelu, ale méné nez 1% bunék v krvi

a ve slezin¢ jako NK buriky.

Jednotlivé populace lymfocyti (B a T) neni v krevnim natéru mozno rozlisit. Proto
se udava pouze celkovy zjistény pocet lymfocytl. Ten predstavuje obvykle majoritni slozku
celkového mnozstvi leukocytli ve vzorku periferni krve, Casto pies 50%: kur podle plemene
64-76,1%, kachna 24-49%, berneska 30-66%, bazant 10-63%, holub 8-51% (Lucas & Jamroz
1961).

B lymfocyty

Antigenn¢ specificka imunita zalozend na protilatkach je zprostiedkovana piedevSim
vz4jemnym kontaktem a stimulaci B lymfocytt, T, lymfocyti a antigen prezentujicich bunék

(APC) v lymfaticke tkani.

Mnoho antigenii vyvolava protilatkovou odpovéd” B lymfocytit pouze za podpory T,
bunék. Tyto antigeny oznacujeme jako T-dependentni antigeny. Jin€, T-independentni antigeny,
jsou schopny stimulovat diferenciaci B bun€k a sekreci protilatek i bez ucasti T, lymfocyth
(ptedevsim polysacharidy). V tomto ptipadée se jako superantigeny na BCR nespecificky vazi
naptiklad bakterialni lipopolysacharidy (LPS) pfitomné ve vysSich koncentracich. BCR je tim
nespecificky stimulovan a dochazi k produkei nizkoafinitnich protilatek isotypu IgM. LPS
tak funguje jako mitogen B bun¢k. Podobné¢ uc¢inkuji i polymerni proteiny. T-dependentni
a T-independentni antigeny se li§i 1 ve své cytokinové a hormondlni regulaci a vlivu
na redistribuci lymfocyti z periferni krve do sekundéarnich lymfatickych organi (Gehad
et al. 2002a; Gehad et al. 2002b). Pokud je antigen stimulujici BCR T-dependentni,
ma nasledujici proces dvé faze. Béhem prvni, priméarni, dochdzi mimo vlastni stimulace B
buiiky antigenem soucasné k pohlceni tohoto antigenu APC, jeho nésledné prezentaci na jejim
MHC gp II a rozpoznani tohoto komplexu prekurzorovou T buiikou, kterd se pak nasledné
méni ve zralou T 2 buiiku poskytujici B lymfocytu cytokinové signaly potfebne k jejimu
pomnozeni, diferenciaci a sekreci protilatek. T 2 buiika rozpoznava spravnou B buiku, jiz
je potieba poskytnout pomoc, vzajemnym navazanim svého T receptoru (TCR) s jejim MHC
gp II-antigennim komplexem. To se déje v sekundarnich lymfatickych organech a produkovany
jsou pak nizkoafinitni IgM protilatky, které blokuji dalsi Sifeni pathogenni infekce. Protilatky
obaluji antigenni struktury a tvofi s nimi imunokomplexy pohlcované v sekundarnich
lymfatickych organech FDC (o jejich pavodu u ptaka viz napt. Olah & Glick 1995). Ty tyto
komplexy na svém povrchu koncentruji a vystavuji pro B lymfocyty. Pokud jsou B buitkami

rozpoznany a tyto dostanou druhy kostimulacni signal od T, bunck (kontakt CD40 B bunky
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a CD40L T bunky) vstupuji B lymfocyty do sekundarni faze protilatkové imunitni odpovédi,
pfi niz dochazi k jejich afinitni maturaci (tedy k mutacim V domén vazebnych mist BCR
a elekci podminéné mnozstvim rozpoznaného antigenu a nasledné i mnozstvim poskytnutych
stimula¢nich cytokinil). Zaroven dochazi také k izotopovému piesmyku, v jehoz disledku
buiika méni v zavislosti na cytokinovém prostiedi produkei ptivodnich IgM v jiné protilatkové
isotypy. Vysledkem je tak vznik vysokoafinitnich protilatek, které pak funguji pfi vlastni
imunitni reakci. Po zdolani infekce ztistavaji v organismu podobné jako v piipadé T lymfocytt
pamétové buiky, které nastartuji pfi opétovném kontaktu s pathogenem rychlou imunitni

odpovéd’ spojenou s dalsimi koly zkvalitiovani produkovanych protilatek.

Protilatky uc¢inkuji proti pathogentim jednak tim, Ze je a jejich toxiny obali a tim blokuyji
jejich toxické pisobeni a kontakt s buiitkami organismu, jednak tim, ze pathogen opsonizuji
a usnadni tak jeho pohlceni fagocyty a v neposledni fad¢ také tim, ze aktivuji komplement.
U ptakt (resp. presnéji feceno u kura) byly identifikovany celkem tfi isotypy imunoglobulini
—IgM, IgG (také oznacovan jako IgY) a IgA (Jeurissen et al. 1998; Demaries & Ratcliffe
1998). Ptaci IgM jsou patrné obdobné savéim IgM, se kterymi jsou asi ze 30% homologické.
Tento isotyp Ig nachdzime na vétSin¢ B lymfocyti a je prvnim typem protilatek, ktery se
objevuje po primarni imunizaci zvitete. IgG kura je funkéné homologni se savéim IgG, avSak
evolucné je stejné blizké savéimu IgG jako IgE, coz vedlo k nézoru, Ze je tato molekula
evoluénim piedkem IgG i IgE savct (Demaries & Ratcliffe 1998). U kachny divoké (Anas
platyrhynchos) byla zjisténa ptitomnost 2 strukturné odlisnych isoforem IgG — jedné normalné
dlouhé a jedné zkracené. Zda se pfi tom, ze pomérné zastoupeni téchto dvou isoforem
v imunokomplexech muze urcovat miru fagocytosy téchto komplexi monocyty a centrum
odpovédi na tyto imunokomplexy (Humphrey et al. 2004). Stejné jako piedchozi Ig i IgA
isotyp plni obdobnou funkci jako u saveti — hraje vyznamnou roli ve slizni¢ni imunité. (Cihak et
al. 1991) ptitom zjistili, Ze schopnost produkce IgA je spojena s piitomnosti TCR2* (Vg1 —viz
nize) T bunék, ackoliv exprese IgM a IgG s vyhradné témito buikami nesouvisi. (Chen et al.
1982) podavaji urcitou evidenci pro existenci IgD isotypu protilatek u kura, avsak v soucasné

dobé¢ se nezda byt existence tohoto typu imunoglobulinu u ptakt pravdépodobna.

Jak uz bylo zminéno, uplatiiuje se pii vzniku repertoaru B bunééného receptoru (BCR,
B-cell receptor) (1) pteskupovani genovych segmenti pro BCR, (2) genova konverze
variabilnich V segmenti a (3) izotopovy presmyk. Preskupeni imunoglobulinovych (Ig) gent
BCR, kter¢ se odehrava jesté¢ nez prekurzory B bunék osidli Fabriciovu bursu (ve zloutkovém
vacku, slezing€), probihé u kura viceméné shodné¢ jako u savcti, ackoliv zde nachdzime na urovni
kombinovanych genovych segmentti velkou sekvencni chudost, ktera neumoznuje vznik veétsi
rekombinacni diverzity. To je disledkem existence pouze jediného funkéniho V a J genu

v lokusech pro lehky 1 tézky fetézec, takze vysledkem je prakticky jediny typ imunoglobulinu
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(to vSak mtize byt situace specifickd pro linii vedouci ke kurovi, a u jinych ptaki to nemusi platit;
Vainio & Imhof 1995; Demaries & Ratcliffe 1998; Arstila & Toivanen 1998). Do takto
vzniklého substratu jsou pak pii genové konverzi vnaseny intrachromosomalnim pfenosem
sekvence z asi 25 pseudogent ¥V, a 80 ¥VD,,. To je patrné hlavni mechanismus vzniku Ig
genové diverzity u kura. Tyto déje probihaji ve Fabriciové burse. Zda se, Ze prostiedi bursy neni
nezbytné pii pocateCnim procesu pieskupovani genti, zatimco dalsi faze diverzifikace protilatek
(genova konverze) a proliferace B bunék jinde probihat nemohou (Arstila & Toivanen 1998).
Procesy ve Fabriciové burse jsou stejné jako procesy v thymu provazeny masivni proliferaci
prekurzorovych bun¢k a také silnou negativni selekci proti bunkdm produkujicim jednak
nefunk¢ni a jednak autoreaktivni Ig (Arstila & Toivanen 1998). Apoptosu tak prodélava
asi 95% vsech vznikajicich bursalnich bunék (Lassila 1989). Pouze buriiky, které v pofadku
exprimuji na svém povrchu funkéni IgM Fabriciovu bursu opoustéji a tvori pool B bunék
v krvi a perifernich lymfatickych organech. Velkou odliSnosti oproti situaci u vétSiny savci
je skutecnost, ze preskupovani imunoglobulinovych gent je omezeno pouze na kratky ¢asovy
usek embryonalniho Zivota. Fabriciova bursa pfestava byt funkéni béhem juvenilniho obdobi
a poté dochazi k sebeobnovovani B bunék v perifernich tkanich (Demaries & Ratcliffe 1998).
Jak jsme se uz zminili, probiha izotopovy ptfesmyk az pfi afinitni maturaci po kontaktu B bunky

s antigenem a stimulaci T2 bufikou, a to obdobnym zpiisobem jako u savci.

Na vSech B buiikach je exprimovan ChL4, ChB1 a ChB3-6 a na nékterych také ChB7-12
aIgM, IgG a IgA. V malém mnozstvi nachazime na vétSiné B lymfocytt také CD5 (Jeurissen

et al. 1998).
T lymfocyty

T lymfocyty ptedstavuji nezbytnou soucast antigenné specifickych mechanismti. Svymi T
receptory (TCR) rozpoznavaji antigenni peptidy prezentované na MHC gp APC. N¢které T buiiky
slouzi jako pomocné bufiky stimulujici prozanétlivou (pfedevsim T, 1 bufiky) nebo protilatkovou
(pfedevSim T, 2 buiky) odpovéd’ ostatnich imunitnich komponent, jin€ pfedstavuji vykonné
cytotoxické bunky (T.), které selektivné zabijeji pro organismus potencialné nebezpeiné

buiiky. V neposledni fadé funguji uréité T bunécné populace jako regulaéni bunky (T, ), které

REG
moduluji intenzitu imunitni odpovédi na prisluSny antigen. Do mista probihajici infekce se
dostavaji stejn¢ jako B lymfocyty migraci stimulovanou ptisobenim gradientu chemotaktickych
signalti, napt. LPS ¢i IL-8 (Lam 1999). T bunky ptedstavuji asi 80% lymfocyti periferni krve

a kostni dfené (Fletcher & Barnes 1998).

T-cell receptor (TCR) patii mezi zakladni receptorové molekuly antigenné specifické
imunitni odpovédi. Je zodpovédny za kontakt s MHC gp molekulou na APC a za ptipadné

rozpoznani prezentovaného antigenu potencialné pathogenniho ptivodu. Narozdil od jinych
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receptorti (véetné¢ ptacich imunoglobulinovych receptortt) je u TCR dosahovano nesmirné
variability vazebnych mist somatickym pteskupovanim genti kédujicich variabilni ¢asti TCR
v pribéhu ontogeneze dané bunky v thymu. Ndhodny DNA sestiih a nasledné spojovani
pfedem definovanych a navzdjem si funkéné synonymnich useki nékolika typt na ctyfech TCR
lokusech (a-0) vede k seskladani TCR unikatniho pro dany T bunécny klon. Tento pomérné
slozity proces a jeho molekuldrné-geneticka podstata ma oproti situaci u savci své mnohé
odlisnosti (McCormack 1998) jejichz vysvétleni ovSem piesahuje mozZnosti tohoto textu.
Zminme pouze, ze narozdil naptiklad od mysi, kterd ma 25 variabilnich segmentti Va a 20 V3,
jsou u kura znamy od kazdého pouze dva, takze geny pro kuieci TCR jsou relativné jednoduché
(Vainio & Imhof 1995). Aby byly TCR funkéni a zaroven nerozeznavaly antigeny télu vlastni,
prochézi T buiiky nesouci TCR raznych specifit v thymu pozitivni a negativni selekci, v jejimz
prubéhu jsou eliminovany jednak bunky, které¢ s MHC gp viibec neasociuji a jednak ty buriky,
které vazi prili$ silné autoantigenni peptidy. Do periferni krve tak odchazi az vyselektované

T bunky (Vainio & Imhof 1995).

Thymus tedy opoust€ji zralé T buiiky, které¢ na svém povrchu exprimuji CD8 (na T,
bunkach, koreceptor MHC gp T) nebo CD4 (na T, buiikach, koreceptor MHC gp II). Zajimavé
je, ze mimo tyto dva jasn¢ odlisné T bunécné typy existuji jesté 1 mimo thymus CD4°CD8*
(double positive) T lymfocyty, které se ve vétSim mnozstvi nalezly zatim pouze u opic,
prasete a také pravé u kura, avSak u ¢lovéka ¢i mysi se témét vilbbec nevyskytuji. Proto snad
je jim vétSinou imunologli vénovana jen mala pozornost a jejich vyznam zlstava nejasny

(Zuckermann 1999).

Aby byly aktivovany, musi prekurzorové T,. buriky rozpoznat MHCgp 1 s antigennim
peptidem na APC, kterd nese patfiéné adhezivni a kostimulaéni molekuly (u kura homolog
CD80/CD86, O‘Regan et al. 1999, CD28L a snad i néjaky ptaci homolog CD86 vazici se
na CD28 T buriky, Parsons et al. 1996). Touto APC je dendriticka bufika ¢i makrofag, ktery
pohltil dany antigen nebo byl pathogenem infikovan. Pokud T, buiika rozpozna urc€ity peptid
na jiné bufice, nedostane potfebny druhy kostimulacni signél a je utlumena (shrnuto napf.
v Parsons et al. 1996). Naopak pokud od APC kostimula¢ni signal T butika dostane, zaéne
proliferovat a diferencovat a stava se z ni klon zralych efektorovych bunék, které pak kontroluji
vSechny buiiky téla, se kterymi se dostanou do kontaktu, zda neexprimuji dany cizorody (napf.
virovy) antigen. Bunky, jejichz MHC gp takovyto antigenni peptid obsahuji, pak cytotoxicky

zabiji. Tento proces je regulovan IL-2 produkovanym T, 1 bufikami.

Hlavni funkci 7,1 bunék je spoluprace s makrofagy a stimulace jejich pfemény
na aktivované makrofagy. K pomnoZzeni T, 1 bunék je nezbytny kontakt s infikovanou APC (napif.

pravé s makrofagem, takze stimulace obou typti leukocytii miize byt vzdjemna). Pii kontaktu
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T, 1 buniky a APC se vzajemné spojuji TCR a CD4 na povrchu T buiiky s MHC gp II nesoucim
pathogenni antigen na APC, adhezivni molekuly obou bunék a ligand kostimula¢niho receptoru
na APC a kostimulac¢ni receptor CD28 T buiiky (u kura tato molekula identifikovana viz napf.
Young et al. 1994). T 1 buiiky jsou také stimulovany IL-12 produkovanym APC. Vysledkem
interakce je aktivace makrofagu a pfeména prekurzoroveé T, buiiky na efektorovou T, 1 bufiku,
ktera proliferuje a stimuluje aktivaci dalSich makrofagii produkeci IFN-y. Aktivované makrofagy
pak produkuji fadu faktorti vedoucich k dalsi stimulaci T bunék a vzniku lokalniho zanétu.
Vzajemné plsobeni T, 0 (prekurzorovych T,) a makrofagi je také pfi¢inou imunopathologicke

reakce opozdéného typu (delayed type hypersensitivity, DTH).

Existuje mnoho naznak, ze ptaci, stejn€ jako savei produkuji 7, 2 buriky, které spolupracuji
s B lymfocyty stimulovanymi rozpoznanim antigenu, ackoliv pfimé ditkazy pro to zatim
neexistuji (Staeheli et al. 2001). Jelikoz je vsak, v souladu s rostoucim poctem neptimych
dokladt, vyskyt téchto bunék u ptaka velmi pravdépodobny a je ve shod¢ s nasim soucasnym
chapanim fungovani obratlov¢iho imunitniho systému, budeme v této praci existenci ptacich

T, 2 bun¢k piedpokladat.

Z prekurzorové T, buiiky vznika zrald T 2 buiika na zékladé kontaktu s MHCgp II
s antigennim peptidem na APC v pfitomnosti IL-4, kdy T bunka dostava signaly ptes své TCR,
CD28, IL-4R a IL-2R receptory. Nasleduje proliferace a diferenciace a takto vzniklé zralé
efektoroveé T, 2 bufiky pak mohou stimulovat B buiiky pomoci kontaktu CD40L T buiiky
a CD40 B buniky. Lze piedpokladat, ze ptaci T, 2 buiky pak produkuji podobn¢ jako u savch
hlavng IL-4, IL-6 a IL-10 (ne vSak IL-5, snad KK34, Avery et al. 2004), které pak zaroven
podporuji zpétnou vazbou dalsi diferenciaci prekurzord T, v T 2 buiiky a mimo to aktivuji B
lymfocyty (vzhledem k nedostatecné probadanosti situace u ptaki se jedna spise o hypotézu vice
¢1 mén¢ podporovanou naznaky vysledka soucasného vyzkumu - viz poznamky k jednotlivym

cytokinlim nize).

U savci (a u ptaki patrné€ v obdobne podob¢ take) je pomér T 1 a T, 2 bunek (a tedy i typ
odpovédi — zanétliva vs. protildtkova) regulovan produkci riznych cytokint. Pro diferenciaci
T,1 nebo T2 buiiky z prekurzorové CD4" bufiky je rozhodujici pomér koncentraci IL-12
(produkovan makrofagy a dendritickymi buiikami, stimuluje T ;1) a IL-4 (produkovan basofily
a mastocyty, stimuluje T,2). Cytokiny dale produkované T, 1 buiikami (IFN-y) podporuji
diferenciaci T 1 bunck a inhibuji T2 bufiky a naopak IL-4 a IL-10 produkované T, 2 bufikami
podporuji diferenciaci T 2 buné€k a inhibuji T ;1 bufiky. Toto je patrn€ jeden z nejvyznamnéjSich

regulacnich mechanismil kazdé imunitni odpovédi.

TCR sestava z antigen vazajiciho receptoru (TCRap nebo TCRYd), ktery je v asociaci

se dvéma signdlnimi molekulami CD3 (Jeurissen et al. 1998). U kura byly definovany 3
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hlavni linie TCR (a tedy i T bunék) — TCR1, TCR2 a TCR3 (Lahti et al. 1991; McCormack
1998). Proti v§em témto typim TCR byly posléze vyvinuty specifické monoklonalni protilatky
(Sowder et al. 1988; Cihak et al. 1991). yd T buiiky predstavuji TCR1" linii a af T buiiky
TCR2" a TCR3" linie (liici se navzajem svymi variabilnimi doménami — V1 resp. V2,
ontogenezi, organovou distribuci i1 funkci). Kur ma narozdil od savct (mys, clovek) relativné
vysoky podil y6 T bunék (az 20% T lymfocyti v periferni krvi a 30% ve slezing; (Sowder
et al. 1988). Zajimava je i skute¢nost, ze béhem dospivani u n&j dochazi specificky u samcti
ke zvySeni hladiny yo T bun¢k v krvi a ve slezin€ (v krvi u samct kolem 40%, u samic kolem
21%, ve sleziné u samct 31%, u samic 15%), nikoliv v8ak v intestinalnim epithelu (Arstila &
Lassila 1993). Samci pfi tom ov§em nemaji celkové vétsi pocet leukocytl v krvi nez samice.
Toto relativni zvySeni je podminéno pisobenim androgenti (k obdobnému zvySeni dojde
1 u samic, kterym je podan testosteron). Nasledkem je tedy relativn€ vyssi podil Yo subpopulaci
T bunék u samcii oproti jejich podilu u samic, jehoz biologicky vyznam je vSak prozatim
nejasny (Arstila & Lassila 1993). y6 T buiky v periferni krvi jsou charakterizovany y6 TCR
(monoklonalni protilatka TCR1) a vétSinou jsou stejné jako u savcii CD4- CDS8 (narozdil
od yo6 T lymfocytii nachazejicich se ve sleziné a ve stfevnim epithelu, kde exprimuji ze 75%
CD8 (Bucy et al. 1988; Arstila & Lassila 1993; Kasahara et al. 1993). Pii jejich stimulaci
béhem pathogenni infekce hraje patrn¢€ dualezitou ulohu IL-2, pfi¢emz jej patrné samy spolu
s IFN-y produkuji (Kasahara et al. 1993; Choi & Lillehoj 2000). Dunon et al. (1993)
zjistil, ze vétSina yo T lymfocyth ve sttevnim epithelu kura, ve kterém piedstavuji tyto buiiky
pocetné zastoupeny typ, pochdzi ptivodn¢ z thymu. yd T lymfocyty snad ovSem neprodélavaji
selekci v thymu jako aff T bunécné linie, z thymu rychle odchazeji do perifernich lymfoidnich
organll, aniz by absolvovaly klondlni expanzi a ihned exprimuji na svém povrchu velké
mnozstvi TCR. Zatimco aff T lymfocyty in vitro odpovidaji na stimulaci mitogeny samostatné,
v6 T bunky (subpopulace CD8", jiné na stimul neodpovidaji) reaguji pouze v ptitomnosti CD4*
T bun¢k (V1 nebo V 2) nebo z nich odvozenych rozpustnych faktord (Arstila et al. 1993;
Kasahara et al. 1993), coz naznacuje vzajemnou regulaci mezi off a yd T bufikami pfi imunitni

odpovedi.

Bylo zjisténo, ze TCR B lokus sestava u ptakii pouze ze dvou variabilnich genovych
rodin (Lahti et al. 1991). Podle toho jsou off T buiiky déleny na dvé linie, které exprimuji
V1, resp.V,2 variabilni doménu a jsou rozpoznavany monoklonalnimi protildtkami TCR2
resp. TCR3 (Cihak et al. 1991; Lahti et al. 1991). aff T buniky prodélavaji v thymu, jak
bylo nastinéno vySe, negativni a pozitivni selekci, béhem niz jsou odstranény nefunkcni
a autoreaktivni klony a pak z thymu odchazeji obdobné jako y6 T buiiky do perifernich organti

(Arstila & Toivanen 1998). Stejné jako u savci jsou bud’to CD4* nebo CD8".

Na vSech T builkkach nachazime v periferni krvi pouze TCR v komplexu s CD3.
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Subpopulace off T lymfocytl nese mimo to také CD4 nebo CD8 (CD8aa ¢i af), které posiluji
vazbu TCR a jeho ligandu. Podle toho délime T lymfocyty na CD4" T, buiiky a CD8" T.a T,
bunky. CD8a se naléza mimoto i na subpopulaci y6 T buné¢k a na NK-T lymfocytech (Jeurissen
et al. 1998). Na vsech perifernich off T lymfocytech, av§ak nikoliv na yd subpopulaci T bunék,
je pfitomna CD28 CD3-TCR-kostimula¢ni molekula (Arstila et al. 1994; Young et al. 1994).
Dale exprimuji nékteré T buniky CD2 a CD5 (Knabel et al. 1993). Na splenickych yd T buiikach
a vetsing aff T bunck se vyskytuje CDw6. Nékteré T lymfocyty exprimuji také ChT1, ChL4,
ChLw5, ChL12, CD45R1 a aktivované T lymfocyty téz ChT6, ChT7 a ChL13 (Jeurissen
et al. 1998). Proti vétsing téchto povrchovych molekul byly zaroven vyvinuty monoklonalni

protilatky, které je identifikuji (Knabel et al. 1993; Jeurissen et al. 1998)

V.2 MHC genové klastry a MHC glykoproteiny

MHC glykoproteiny kdédované MHC jsou nezbytnymi antigen prezentujicimi molekulami
v mechanismu antigenné specifické imunity ptaki stejné jako savct (Zelano & Edwards 2002).
MHC kura se ve své organizaci vyrazné lisi od savéiho MHC. Nachazi se na chromosomu 16
a sestava ze dvou nezavislych genovych klastri: B komplexu a Rfp-Y, pfi¢emz oba jsou oproti
MHC savct vyrazné jednodussi a mensi (snad nesou jen minimalni pocet genti potfebnych pro
spravnou funkci MHC, Vainio & Imhof 1995; Kaufman et al. 1999b). Zajimavé ovsem je,
ze nejenze mnoho geni v B komplexu ptaka oproti saveiim chybi, ale nékteré maji u ptaka jiné

umisténi (Kaufman et al. 1999a).

B komplex sestava z nejméné tii polymorfnich oblasti (Miller et al. 2004): F lokusu (1.
ttida, exprimuje B-F molekulu, nové byly zjistény dva blizce piibuzné B-F lokusy: BF1 (BFI)
a BF2 (BFIV) (Livant et al. 2004)), L lokusu (I1.tfida, exprimuje B-L molekulu) a G lokusu
(IV. tfida, B-G geny). Mezi F, L a G lokusem dochazi jen zfidka k rekombinaci, proto
B haplotypy zahrnuji alely vSech téchto lokust. Pro blizsi popis jednotlivych genti v rdmci MHC
kura, kterému se zde nelze vénovat, doporucuji praci Miller et al. (2004). Zatimco tkanova
distribuce, struktura a funkce B-F resp. B-L molekul kdédovanych B komplexem je obdobna
savéimu MHC gp [ resp. MHC gp I, B-G molekuly patrné nemaji u savci obdobu a predstavuji
unikatni diferenciaéni antigen erythroidni linie (Guillemot et al. 1986; Hala et al. 1998).
B-F molekula (MHC 1 gp) se vyskytuje na velké skale bun¢k organismu a slouzi k prezentaci
peptidovych fragmentti produkovanych témito butikami T . buiikam. Naproti tomu B-L molekula
(MHC 1II gp) je exprimovana pouze na APC (napt. B buinkach, monocytech/makrofazich),
kde vystavuje T, bufikdim vazané peptidové fragmenty pochézejici z proteinovych molekul
a castic pohlcenych témito bunkami. Mimoto se B-L molekuly vyskytuji na aktivovanych

T bunkach. B-G glykoprotieny nachdzime ve vétsim mnozstvi na erythrocytech a trombocytech,
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v malém také na leukocytech a epithelialnich bunikéch stteva. Funkce B-G molekul je vSak stale

neznama (Héla et al. 1998).

Nedavno byl popsan i ptaci homolog savéiho CD/ lezici rovnéz uvnitt B klastru na 16
chromosomu kura (Miller et al. 2005). Piedpoklada se, Zze molekula vznikajici expresi tohoto

genu, vaze a prezentuje stejn¢ jako u savctl T buitkam lipidové antigeny.

B-F a B-L geny jsou vysoce polymorfni, pfi¢emZ ma tento polymorfismus stejnou funkci
jako u jejich sav¢ich homologt: B-F a B-L molekuly, které z nich vznikaji, vaZou rozmanité
antigenni peptidy a prezentuji je T buitkdm o rtiznych TCR specifitach (Vainio et al. 1988;
Fulton et al. 1995), pficemz i mechanismus prezentace antigenu je patrné obdobny. Bylo
potvrzeno, ze u kura ma pro rezistenci vici riznym pathogentim velky vyznam pravé alelicka

ptislusnost MHC daného jedince (Liu et al. 2002).

Jak jiz bylo zminéno, existuje u ptakli kromé vyse zminéného MHC (B) komplexu jesté
druhy MHC genovy klastr (Rfp-Y, Restriction fragment pattern-Y), ktery rovnéz obsahuje
geny L. (YF) aIl. tfidy (YB). Rfp-Y segreguje nezavisle na MHC, ackoliv mlze byt lokalizovan
na témze mikrochromosomu. Mezi témito dvéma komplexy snad dochédzi k intenzivnim
rekombinacim. Rfp-Y tak ptedstavuje novy typ genové MHC organizace kombinujici jak geny
I. tak i II. tiidy v nezavislém klasteru (Hala et al. 1998; Miller et al. 2004). (Afanassieff
et al. 2001) pritom zjistili, Ze ze dvou YF geni je jeden nefunkéni, zatimco druhy je Siroce
transkribovan, pfiCemz ma patrné néjakou specializovanou funkci, odlisSnou od klasickych
MHC I gp.

Studium MHC kiepelky odhalilo, Ze u piedka tohoto druhu doslo po odstépeni od linie
vedouci ke kurovi k MHC genové duplikaci, takze pocty mnoha MHC gent kiepelky jsou vyssi
nez u kura (Shiina et al. 2004). Jak se zd4, je duplikace MHC mezi ptaky obecnéj$im jevem
(viz téz Miller & Lambert 2004).

V poslednich letech byla vénovana zvlastni pozornost mnoha ekologicky zamétenych
vyzkumnych tymi definovani MHC u rGznych volné Zijicich druhl. Studovany tak byly
MHC vrabce domaciho (Passer domesticus, (Bonneaud et al. 2004; Piertney 2003),
rakosnika velkého (Acrocephalus arudinaceus, Wittzell et al. 1998; Westerdahl et al.
2000; Richardson & Westerdahl 2003; Westerdahl et al. 2004), rakosnika seychelského
(Acrocephalus sechellensis, Richardson & Westerdahl 2003), $packa obecného (Sturnus
vulgaris, Wittzell et al. 1998), budni¢ka vétsiho (Phylloscopus trochilus, Westerdahl et al.
2000), strnadce skvrnitého (Paserculus sandwichensis, Freeman-Gallant et al. 2002), hyla
mexického (Carpodacus mexicanus, Hess et al. 2000), lejs¢ika dlouhonohého (Petroica

australis) a lejs¢ika chathamského (Petroica traversi, Miller & Lambert 2004), podéeled’
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Satovnikii (Drepanidinae, Jarvi et al. 2004), vlhovce ¢ervenokiidlého (Agelaius phoeniceus,
Gasper et al. 2001), bazanta obecného (Phasianus colchicus, von Schantz et al. 1996;
von Schantz et al. 1997; Wittzell et al. 1998), bélokura rousného (Lagopus lagopus, kachny
divoké (Anas platyrhynchos, napt. Mesa et al. 2004), bekasiny vétsi (Gallinafo media, Ekblom
et al. 2003), jefaba amerického (Grus americana, Jarvi et al. 1999), jetaba kanadského (Grus
canadensis, Jarvi et al. 1999) a tu¢fiaka Humboldtova (Spheniscus humboldti, Kikkawa et al.
2005). Tyto studie prokazaly, ze se alelickd variabilita mezi riznymi pta¢imi druhy vyrazné
1181, ale celkova stavba MHC lokusu mnoha z téchto druhti je, zda se, obdobna situaci u kura
(véetné Rfp-Y systému), piicemz je ovSem u riznych druhti pfitomny patrné odlisny pocet
MHC gent. Z toho vyplyva, ze chudost popisovand Kaufmanem et al. (1999b) u kura, neni

patrné mezi ptaky obecnym pravidlem (viz téZ Zelano & Edwards 2002).

Jelikoz tedy vime, ze MHC gp vzniklé expresi riznych alel vazi riizné antigenni peptidové
fragmenty, zdd se byt existence geneticky determinované rezistence o rizném stupni vuci
riznym pathogentim ziejma. To potvrdili napi. Liu et al. (2002). Zhou & Lamont (2003)
zase prokazali spojitost mezi typem MHC 11 II a schopnosti produkovat protilatky proti riznym
aloantigentim. Vezmeme-li navic v tvahu, ze rizné MHC gp molekuly také vazi razné silnou
vazbou rizné T bunky podle struktury obou vazebnych mist, logicky ndm vyplyva, ze dany typ
MHC miize ovliviovat typ dalsi imunitni reakce (T, 1 nebo T 2). Tuto skuteCnost také dokladaji
vysledky nékterych pokust (napt. Cheng & Lamont 1988). von Schantz et al. (1997) navic
u volné Zijicich bazantl zjistili, ze MHC genotyp miize predikovat pravdépodobnost dal§iho

preziti jedince v daném roce.

V.3 Antigeny, mitogeny a superantigeny

Tuto kratkou kapitolu, kterd zdanlivé pojednéva o molekularné-imunologickych detailech
vazebnych interakci antigenu s. lat. a imunoreceptori, povazuji za klicovou pro spravné
pochopeni souvislosti v dalsich kapitolach. Podava totiz piehled o rozdilech mezi klasickymi
antigeny s. str., mitogeny a superantigeny, tedy molekulami, které, pomineme-li jejich normalni
biologickou tlohu, slouzi jako mocny nastroj pro vyzkum imunitniho systému. Zejména
v ekologickych studiich bohuzel ¢asto dochazi k zaménovani pojmu ,,antigen* a ,,mitogen®,

aniz si tento rozdil autoti do disledku uvédomuji. Je proto dobré se o téchto rozdilech zminit.

Antigenem s. lat. je jakdkoliv latka, kterd po vhodném vpraveni do organismu vyvolava
imunitni odpoveéd’. Naproti tomu se pod pojmem antigen s. str. (tedy tak, jak budeme antigen
chépat v tomto textu) rozumi jakakoliv povrchova molekula nebo jeji soucést, na kterou se
specificky vazi receptory imunitniho systému —napt. TCR nebo protilatky. Ne v§echny antigeny

ovSem nutné spoustéji produkei protilatek. Ty, které tak Cini, oznacujeme terminem imunogeny.
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T¢€lu vlastni molekuly, na néz imunitni systém obvykle nereaguje, nazyvame autoantigeny,
cizorodé antigeny (napi. molekuly virovych kapsid nebo soucasti bakteridlnich bunék) pak
exoantigeny. O antigenech a jejich vztahu k riznym imunoreceptorim je pojednano na rtiznych
mistech ptedchozich kapitol. Zde jen ve zkratce zminime, Ze aby mohly byt aktivovany
specifické lymfocyty schopné dany antigen rozpoznat, musi byt tento antigen nejdiive pohlcen
APC a navazany na MHC gp vystaven na jejim povrchu (Majumdar et al. 1990). Lymfocyty
totiz nejsou schopny rozpoznavat antigeny rozpusténé ve svém okoli. Zptsob propojeni TCR

a MHCgp nesouci antigenni peptid ukazuje obr. V.3/1.

T bunka

Ca Cp
SABRA S pnstng
, membrana

Va VB

TCR

Antigen
MHC gp

APC

Obr.V.3/1: Schématické znazornéni propojeni TCR T lymfocytu a MHC gp II na povrchu APC pfi prezentaci
antigenniho peptidu (oznaceny jako ,,antigen”). Va a VB oznacuji variabilni podjednotky vazebného mista, Ca
a CP jsou konstantni transmembranové podjednotky a o a f znac¢i imunoglobulinové podjednotky MHC gp II.
Pievzato z Licastro et al. (1993).

Oproti klasickym antigenim je superantigen antigen s. lat., ktery vyvolava nespecifickou
stimulaci velkého mnozstvi lymfocytt, bez ohledu na specifitu jejich vlastnich povrchovych
receptoru. Existuji dvé skupiny téchto superantigend: 1) exogenni a 2) endogenni (Licastro
do které patii rizné bakterialni produkty uvoliiované béhem infekce, napt. lipopolysacharidy
(LPS), které jsou komponentami vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii. Tyto exogenni

superantigeny zpusobuji v organismu casto neproduktivni az destruktivni imunitni odpovéd'.
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Mechanismus pusobeni superantigenii je takovy, ze se vazi MHC gp II na APC a zcela
antigenn¢ nespecificky (mimo vlastni vazebné misto) jej spojuji s Vp doménou TCR, ¢imz T
buriky aktivuji (Majumdar et al. 1990; Licastro et al. 1993; viz obr. V.3/2). Timto zptisobem
mohou stimulovat 5-25% T lymfocytd v krevnim obéhu (Licastro et al. 1993). Zajimavé je,
ze ne vSechny MHC II molekuly vazi superantigeny se stejnou afinitou. Z toho vyplyva, ze pro
aktivaci bun¢€k superantigeny je potfeba dostatek vhodnych APC, které ovSem superantigen
nepohlcuji jako bézny antigen. Ptfitom je biologicka aktivita nékterych superantigentl, stejné
jako mitogend, regulovana ionty kovl. Riizné superantigeny vyzaduji také rizné cytokinové
prostiedi — napt. IL-1 a IL-6 v piipadé pep M5 superantigenu. Superantigeny stimulované
buiiky produkuji za vhodnych podminek prolifera¢ni faktory (napi. IL-2, Majumdar et al.
1990).

T bunka

Ca o
SAAZ bungina
membrana
/ TCR
Vo N7
Super-
antigen
MHC gp :
| ]
WAV,

APC

Obr.V.3/2: Schéma vazebné nespecifického propojeni TCR T buiky a MHC gp APC pomoci superantigenu.
Pouzité zkratky jsou stejné jako u obr. V.3/1. Pfevzato z Licastro et al. (1993).

Vyse popsané se tykalo antigenné nespecifické aktivace T buné€k. Superantigeny, napf.
LPS, mohou byt ovSem zéaroven také polyklonalnimi aktivatory B lymfocytd, které stimuluji
proliferaci a sekreci IgM u vice nez 30% téchto bunék (Bucala 1992). Bucala (1992) zjistili,
ze ptitéchto procesech je stejné jako pii aktivaci T bunék potifebna pfitomnost nékterych cytokini,
napi. IL-1 a TNF-a, které jsou produkty aktivovanych makrofagi. Pfitom je znamo (Guha &
Mackman 2001), ze makrofagy rovnéz rozpoznavaji bakteridlni LPS, a to prostfednictvim

svych povrchovych molekul véetné TLR a reaguji na néj produkci prozanétlivych cytokinti.
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Aktivace bun€k imunitniho systému pomoci LPS je tedy velmi komplexni.

Aplikace superantigenti in vivo ma oproti aplikacim antigend odlisné fyziologické
disledky. Na mladych samcich kura bylo napfiklad zji§téno, Ze zatimco hladina ChIL-1
a TNFa po injekci LPS stoupd, injekce T-dependentniho antigenu hovéziho serumalbuminu
(BSA) nema na hladinu téchto dvou cytokint vliv (Gehad et al. 2002a). Podobné se chovala
1 hladina hormonu kortikosteronu, zatimco koncentrace trijodtironinu po injekci LPS poklesla.

v e

2, zatimco BSA koncentraci ChIL-2 zvysuje. Neptekvapi proto, ze obé latky maji riizny vliv na
redistribuci T a B bunééné populace (Gehad et al. 2002b). Nejvyznamnéjsi je v tomto ohledu
patrné pokles pocetnosti T bunék, které se piesouvaji do sekundarnich lymfatickych organt
a narast pocetnosti monocytit v krvi po injekci LPS. Dusledkem aplikace LPS je i zvySena

exprese receptoru IL-1 na lymfocytech.

Skupinu leukocyty-aktivujicich latek odliSnou od superantigent tvoii lektiny, mitogeny.
Tabulka V.3/1 shrnuje odlisné aktivacni mechanismy lektinli a superantigenii. Lektiny jsou
specifické sacharidy vazici molekuly velmi rozmanitého pivodu (Licastro et al. 1993).
Byly izolovany prakticky ze vSech typl organismi na Zemi vcetné obratlovct, pricemz jejich
nejbéznéjsi biologickou funkci je aglutinace erythrocyt (napt. bakterialni lektiny). Nekteré
lektiny ovSem ovliviyji proliferaci, metabolickou aktivitu a diferenciaci leukocyti. Bylo
objeveno hned nékolik takovychto molekul, které stimuluji proliferacni aktivitu lymfocyti.
To plati pro mnoho lektind normalné¢ fungujicich v imunitnim systému obratlovcl — napf.
lektiny vézici manosu, které stimuluji fagocytosu neopsonizovanych bakterii. Dale ovSem
existuji 1 exogenni lektiny s imunostimula¢nim u¢inkem. Mezi n¢ patii napt. fytohemaglutinin
(PHA) izolovany z fazolu (Phaseolus vulgaris), mitogen PWM z Wistaria floribunda
a konkanavalin A (Con A) z Canavalia ensiformis. Tyto latky aktivuji pouze T lymfocyty,
a to bez ohledu na jejich TCR specifitu, procez se oznacuji jako polyklondlni mitogeny.
Mechanismy aktivace T bunék jsou riizné podle druhu lektinu (Licastro et al. 1993). PHA vaze
nespecificky o/p heterodimer nebo y-fetézec TCR (viz obr. V.3/3A), zatimco Con A propojuje
CD3 kostimula¢ni molekulu s TCR (viz obr. V.3./3B); a jesté jiné lektiny iniciuji proliferaci
navazanim na CD2 molekulu. MHC II gp se tedy této vazby piimo neucastni (Majumdar
et al. 1990). Bylo ale zjisténo, Ze ke zdarné aktivaci proliferace byvaji piece jen néjakym
zpusobem potieba APC, které na svém povrchu exprimuji MHC II gp. Majumdar et al. (1990)
na lidskych T buiikéch zjistili, Ze jejich vliv spociva patrn€ v produkei stimulacnich cytokint
—zejmeéna [L-2. PHA stimulované T buniky produkuji v pfitomnosti dal$ich nezbytnych faktora
(napt. PMA) proliferac¢ni IL-2 i receptor pro n¢j. Pro Uplnost je jesté¢ dobré zminit, ze nékteré
lektiny, vcetné téch imunoregulacnich, mohou mit zarovenn pro organismus toxické ucinky.

To je napf. piipad bolesatinu (Licastro et al. 1993).
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Tab.V.3./1: Mechanismy aktivace T bun&k lektiny a superantigeny. Pievzato z Licastro et al. (1993)

lektiny superantigeny

Vazba cukra Ano Ne
Aglutinace bun¢k Ano Ne
Vazba MHC II gp Ne Ano
Vazba TCR elementi o/p VB ¢i Vy
Vazba na CD2 Nekteré ano Ne
Vazba na CD3 Nekteré ano Ne
Vaz‘t:a podminéna ptitomnosti iontd Ano Ano
kovu

Polyklonalni aktivace Ano Ano
Indukce syntézy cytokint Ano Ano
In vivo toxicita Ano Ano

A T butika B T burika

CD3

CD3

B o] Ca CB
NA A NAAS
bunécna bunécna
— membrana —| membrana
\ E —
TCR Con A—+ \
PHA ~_PHA / TCR
Va VB Va Vg

Obr.V.3/3: Schéma vazebné nespecifické aktivace TCR T buniky pomoci PHA (A) a Con A (B). Pouzité zkratky
jsou stejné jako u obr. V.3/1. Pfevzato z Licastro et al. (1993).

V soucasné dobé je dobife znama i reakce organismu na podani mitogenu in vivo.
Goto et al. (1978) popisuji pribéh kozni reakce na injekci PHA nasledovné: 3 hodiny
po injekci infiltrovaly do podkozi heterofilni granulocyty, v mensi mitfe doprovazené bazofily
a makrofagy; mezi 6. a 12. hodinou se zacaly objevovat ve vétsi mife malé lymfocyty v okoli
cév, avsak nebyla pozorovdna zddna mitdza; 12 hodin po aplikaci PHA ubylo heterofilnich
granulocytil a pribylo makrofagl; po 24 hodinach byly makrofagy nejpocetné;si infiltrovanou
slozkou a bazofily se soustiedily kolem cév, coz bylo doprovazeno hemorhagii; po 48 hodinach
infiltrace bunikami znateln€ poklesla a lymfocyty se ze tkané prakticky vytratily. Nic podobného
u PHA neinjektovanych nebo thymektizovanych ptdki pozorovano nebylo. Podobny popis

reakce na subkutanni aplikaci PHA popisuji i McCorkle et al. (1980), kteti ovsem pozorovali
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cely prubéh pon¢kud protahlejsi v ¢ase, coz mohlo podle mého minéni byt zptisobeno pouzitim
odlisného mnozstvi injektovaného PHA. Tyto vysledky naznacuji, Ze mitogenni vliv PHA se
projevuje spiSe nez vlastni proliferaci lymfocyti produkci prozanétlivych cytokint, které pak
do podkozni oblasti chemotakticky ptildkaji fagocyty. Pfipocteme-li, Ze cely proces pozorovany
ve vySe zminénych studiich iniciovala zfejm¢ aktivita fagocytyckych heterofila, dokladaji
tyto vysledky jasné, ze se jedna o velice komplexni imunitni proces, a nikoliv tedy o pouhou

proliferac¢ni odpovéd’ T bunék.

Shrneme-li naSe poznatky o mitogenech a superantigenech do jedné véty, jedna se narozdil
od béznych antigenii v obou piipadech o silné polyklondlni aktivatory lymfocytt (1 buiika z 10
u lektint a 1 z 20 u nékterych superantigenti — viz Licastro et al. 1993), které ovsem pusobi

mechanismy odliSnymi, vyzadujicimi odliSné kombinace okolnich faktort.

I.1 Cytokiny

Cytokiny jsou rozpustné proteiny hrajici ulohu signalnich molekul imunitniho systému
(,,hormony imunitniho systému®) s obvykle parakrinnim U¢inkem. Ackoliv bylo u ptakt
identifikovano mnoho ekvivalentli savCich cytokinii, zatim jen nékolik se jich podafilo
purifikovat a charakterizovat. Obecné lze fici, Ze savéi a ptaci cytokiny vykazuji jen malou
mezidruhovou biologickou aktivitu mezi témito tfidami obratlovct (Rautenschlein & Sharma
1998), coz je patrné z velké ¢asti dano jejich nizkou vzajemnou sekvenéni identitou (Staeheli
et al. 2001). Nasledujici piehled ptaéich cytokini byl ve zkracené a upravené formé prevzat
z piehledu Klasing (1994) a Rautenschlein & Sharma (1998) a byl doplnén o mnohé nové
poznatky z let 1998-2005.

ATH (avian thymic hormone) je homologem sav¢iho a-parvalbuminu. Je produkovan

v thymu a svaloving a plisobi na buiiky kostni diené, které stimuluje ke zrani.

Bursin (bursaprotein) je produkovan B buiikami a ptisobi na hypothalamus, hypofysu

a produkci adrenokortikoidd, pfi¢emz obnovuje imunitni funkce.

G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) produkovany makrofagy piisobi na
myeloblasty a buiiky kostni dfené.

MGF (myelomonocytic growth factor) indukujici proliferaci myeloblastt je strukturné

podobny sav¢imu G-CSF a IL-6 (Staeheli et al. 2001).

IL-1 (interleukin-1) produkuji stimulované makrofagy (Weining et al. 1998; Staeheli
et al. 2001). Pasobi jako komitogenni faktor T bunék (Staeheli et al. 2001), aktivator
produkce CXC chemokinu fibroblasty a mimo to také reguluje hladinu kortikosteronu

(Weining et al. 1998)) a t¢astni se procesu indukce hore¢ky (Staeheli et al. 2001). Struktura
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genu, ktery kéduje ChIL-1B byla zmapovana, ackoliv promotor se osekvenovat nepodatilo

(Weining et al. 1998; Kaiser et al. 2004).

IL-2 (také znam jako T-cell growth factor) kura vykazuje znacnou podobnost s kufecim
ChIL-15 a sav¢im IL-2 a IL-15 (Sundick & GillDixon 1997). Produkuji jej T lymfocyty
v periferni krvi a slezing, pficemz pusobi jako mitogen na T lymfocyty a NK buiiky (Kasahara
et al. 1993; Sundick & GillDixon 1997; Kaiser & Mariani 1999; Choi & Lillehoj 2000;
Lillehoj et al. 2001). Gobel et al. (2003) uvad¢ji, Ze jeho stimula¢ni vliv se tyka prevazné
CD8" T bun¢k, zatimco CD4" bunky stimuluje k proliferaci IL-18, ktery CD8"-buiiky utlumuje.
Skute¢nost, ze IL-2 reflektuje parazitarni infekci in vivo podporuji i vysledky Miyamoto et al.
(2002) na kuratech experimentalné nakazenych Eimeria tenella. Proti tomuto interleukinu
u tohoto druhu bylo vytvoreno relativné velké mnozstvi monoklonalnich protilatek (Rothwell
et al. 2001; Miyamoto et al. 2001). Nov¢ je obdobné jako u kura zkouman i IL-2 kachny,
krocana a husy (Staeheli et al. 2001; Zhou et al. 2005a; Zhou et al. 2005b). U kachny
a kura byla i pfes nizkou sdilenou aminokyselinovou sekvencni identitu v IL-2 zjisténa zkiizena
stimula¢ni aktivita. Ford et al. (2002) sledovali vliv aplikace ChIL-2 do vejce na télesnou
hmotnost, relativni hmotnost lymfopoetickych organi a precitlivélost opozdéného typu (DTH,
delayed type hypersensitivity) v reakci na lidsky y-globulin. Zjistili, ze podany IL-2 zvySuje
télesnou hmotnost a relativni hmotnost jater, Fabriciovy bursy a thymu v ranych fazich Zivota,
avSak na DTH coby miru buné¢né imunity nemél zadny vliv. Kogut et al. (2002) zjistili
vekove zavisly vliv ChIL-2 na aktivaci heterofili u kutat starSich 7 dni. Prokazan byl také vliv

ChIL-2 na produkci IL-8 a IL-18 fagocyty (Kogut et al. 2003).

V roce 2004 byly u kura na zéklad¢ své strukturni podobnosti se savCimi interleukiny
objeveny geny pro IL-3, IL-4, IL-13 a GM-CSF lezici v genomu v ramci T2 cytokinového
klastru (Avery et al. 2004). O produktu té€chto gent a jejich biologické aktivité neni oviem

doposud nic znamo.

IL-5 je cytokinem, jehoZ existence je u jinych obratlovci nez savci nejista. Avery et al.
(2004) predpokladaji, ze se v piipade kuteci sekvence homologické ke genu pro IL-5 u savcil
jedna o pseudogen. Koskela et al. (2004) objevili v kutecich y8 T lymfocytech gen (KK34),
ktery vykazuje 19,5% aminokyselinovou identitu s lidskym proteinem IL-5. Zajimava je ovSem
skute¢nost, Ze tento gen, nachdzejici se stejné jako ChIL-5 pseudogen v T2 cytokinovém klastru
(Avery et al. 2004) — patrné tedy gen pro cytokin, je exprimovan pouze v y8 T lymfocytech

a nikoliv v o T buiikach.

IL-6 je cytokinem zndmym u ptak jiz delsi dobu (Rath et al. 1995). Jedna se
o prozanétlivy cytokin produkovany naptiklad heterofilnimi granulocyty napiiklad po

stimulaci LPS (Rath et al. 1998). Jedna se patrné o vyznamnou molekulu indukce efektivni
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imunitni odpovédi na pfitomnost parazita (viz napt. Lynagh et al. 2000), nebot’ jeho mnozstvi
po invazi parazita napadné vzrista. Zda se, ze ovliviiuje mnoho riiznych bunck (mezi nimi
i diferenciaci B bunék a monocytl) a Ze reguluje T, 1/T,2 imunitni odpovéd’. (Ferro et al.
2005) ovSem prokazali, Ze ChIL-6 samotny nemd Zadny vliv pii in vitro pokusech na funkéni
aktivitu heterofilnich granulocytl, ackoliv je zndmo, Ze infiltrace do mista infekce heterofily
casov¢ a prostoroveé odpovida praveé zvyseni koncentrace IL-6. Proti ChIL-6 jiz byly vyvinuty
protilatky (Nishimichi et al. 2005) a také vlastni strukturu ChIL-6, kterd vykazuje 35%
homologii s lidskym IL-6, se uz podatilo definovat (Schneider et al. 2001). Mimo to byla
v nedavné dob¢ prozkoumana i struktura genu, ktery ChIL-6 kdéduje, véetné jeho promotoru

a regulacnich mist (Kaiser et al. 2004).

IL-8 je chemokin z 51% homologni savéimu IL-8. Je produkovan lymfocyty
(Rautenschlein & Sharma 1998) a fagocyty (Kogut et al. 2003) a chemotakticky plisobi na
jiné lymfocyty (Lam 1999), heterofilni granulocyty (Kogut 2002) a monocyty.

Nov¢ objeveny IL-10 kura vykazuje 45%, resp 42% sekvenéni podobnost s lidskym, resp.
myS$im IL-10 (Rothwell et al. 2004). Zda se, ze by se mohlo jednat o vyznamny imunoregula¢ni
cytokin exprimovany riznymi leukocytarnimi typy (napf. aktivovanymi thymocyty, makrofagy),
ktery spoluurcuje typ T, odpovédi. To by podporovala i zjiSténa skute¢nost, ze ChIL-10 inhibuje
stejn¢ jako u savel syntezu IFN-y (podporuje tedy T2 diferenciaci prekurzorovych T, bunék,

a tedy protizanétlivou protilatkovou imunitni odpovéd’).

IL-15 kura je z 31% homologicky s kravskym IL-15 (Choi et al. 1999). IL-15 exprimuje
velké mnozstvi bun¢k, hlavné makrofagy. Ackoliv funkce IL-15 neni zatim zcela jasna, zda
se, ze by mohl mit souvislost s mechanismy rychlé odpovédi v ramci pfirozené imunity, se
stimulaci aktivity NK bunék a je také rustovym faktorem T bunék (Lillehoj et al. 2001).
Receptory pro né€j byly nalezeny v malém mnozstvi na makrofazich a ve velkém mnozstvi se
nachazeji na lymfoblastech, tedy aktivovanych lymfocytech pied proliferaci (Li et al. 2001).
Proti IL-15 jiz byly také vyvinuty monoklonalni protilatky (Min et al. 2002).

Izolovana cDNA kuteciho IL-17 vykazuje 37-46% aminokyselinovou sekvencni identitu
se savéim IL-17, pfi€emZ pokusy naznacuji, Ze tato molekula ma u ptaki vztah k produkei IL-6
(Min & Lillehoj 2002). Podobné byla identifikovana cDNA kuieciho prozanétlivého, T buiiky
chemoatrahujiciho IL-16 vykazujici 86% sekvencni podobnost ke kachnimu IL-16 a 49-52%
podobnost k savéim homologim (Min & Lillehoj 2004) a ¢cDNA kuieciho a krocaniho
IL-12, které jsou sob& homologni na 95% a k savéim IL-12 ze 21-40% (Balu & Kaiser 2003;
Degen et al. 2004). mRNA ChIL-12 byla zji$téna v mnoha rtiznych tkanicha B a T burikach
a makrofazich, coz by mohlo odpovidat funkci obdobné u savcti, kde tato molekula stimuluje

T, 1 aNK bunky. (Degen et al. 2004) prokazali, ze IL-12 indukuje syntézu IFN-y a proliferacni
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aktivitu v kufecich splenocytech, coz jeho funk¢ni homologii se savéim IL-12 podporuje.

IL-18 je patrné narozdil od situace u savcl nejvyznamnéjSim ristovym faktorem ptacich
CD4’ (tedy T,) bunék (Gobel et al. 2003). Mimo to bylo zaroven zjisténo, ze ma velky vliv
na produkci IFN-y. cDNA IL-18 je znama u kura (Schneider et al. 2000) a kachny (Staeheli
et al. 2001).

IFN 1. typu (interferon typu I) jsou interferony kodované skupinou geni, které odrazeji
pomérné nizkou podobnost se sav¢im IFN-a a IFN-f (Staeheli et al. 2001). Zatimco je IFN-a
rodinou nékolika gent, IFN-B kéduje gen jediny (Sick et al. 1996). Homologa IFN-o byla
objevena u riznych ptacich druhti (krocana, kachny), ale IFN-B pouze u kura (Staeheli et al.
2001). I[FN-a a IFN-f jsou interferony ucastnici se antivirové obrany bun¢k. Bylo zjisténo, ze
vzajemny pomeér v produkei téchto dvou interferonti napadenymi bunikami miize u kuteciho

embrya odrazet typ virové infekce (Schwarz et al. 2004).

IFN-y (interferon-y, IFN typu II, macrophage activating factor, MAF) ptaka je cytokin
s pleiotropnim ptlisobenim, ktery produkuji prevazné T bunécné populace (podle vysledkt
Kaspers et al. 1994, spiSe CD4" T butiky). Jednou z jeho funkci je ptsobeni na makrofagy,
v nichZ indukuje produkci oxidu dusnatého a reguluje expresi MHC II gp (Kaspers et al.
1994; Rautenschlein & Sharma 1998). Kogut et al. (2005b) zjistili, Ze IFN-y také moduluje
imunitni odpovéd’ heterofilnich granulocytu, které po aktivaci pathogenem v jeho piitomnosti
zvysuji expresi prozanétlivych cytokint (IL-1B, IL-6, IL-8) a Tl cytokind (IL-18 a IFN-y;
IFN-y tedy sam zvySuje svou vlastni produkci ve smyslu pozitivni zpétné vazby). Dulezité
ovSem je, ze IFN-y sdm o sobé expresi téchto cytokini nevyvolava, pouze ji po aktivaci
fagocytu pathogenem zvysuje. Bylo navrzeno, ze narozdil od situace u savci ma kufeci IFN-y
téz antivirovou aktivitu, ackoliv se pozdéji ukézalo, ze by se pravdépodobné z urcité ¢asti mohlo
jednat spiSe o antivirovou aktivitu IFN-a, atypicky produkovaného buiikami sleziny (Staeheli
et al. 2001). cDNA strukturu tohoto interferonu popsali Digby & Lowenthal (1995), pticemz
zjistili, Ze je pouze z 15 % homologni kufecimu IFN typu I, a sam¢imu IFN-y je identicky z vice
nez 30%. Do dnesni doby byl mimo kura charakterizovan IFN-y krocana, bazanta, kiepelky
a kachny (Staeheli et al. 2001). Proti IFN-y bylo vyvinuto nékolik monoklonalnich protilatek,

které umoziiuji jeho pomérné citlivou detekci (Lambrecht et al. 2000).

MIF (migration inhibitory factor) je produkovan lymfocyty a plsobi na lymfocyty
v periferni krvi. Také zplsobuje pokles migrace makrofagi. Jeho cDNA struktura jiz byla

charakterizovana.

TGF-B (transforming growth factor-ff) kura je vysoce homologicky s lidskym TGF-f.

Patrné stejné jako u ¢lovéka (Kehrl et al. 1986) reguluje proliferaci a diferenciaci mnoha
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bunécnych typl a plisobi jako mitogen. Struktura genu pro tento cytokin je u ptakd znama
(Klasing 1994; Rautenschlein & Sharma 1998). Tento cytokin se u ptaki vyskytuje ve 4

isoformach (Staeheli et al. 2001).

TNF-a (tumor necrosis factor) produkuji pfevazné¢ makrofagy a neurony, pfi¢emz se
patrné jednd o prozanétlivy cytokin s pleiotropnim ucinkem, ktery zahrnuje produkci NO

a expresi MHC 1I gp makrofagy (Staeheli et al. 2001).

Thymulin (thymopoetin) je produkovan epithelialnimi buiikami thymu a indukuje

maturaci T bun&k (Wakenell 1998).

Chemokiny CXC, CC a C podrodin jsou chemotaktické molekuly produkované
napiiklad makrofagy po stimulaci LPS, jejichz nejvyznamnéjsi ulohou je patrné atrahovat
do mista infekce rizné leukocyty. Bylo zjisténo, ze ptaci CXC jsou produkovany fibroblasty
po stimulaci IL-1 makrofagy (Weining et al. 1998). U kura je znam z této podrodiny chemokin
cCAF kodovany genem 9E3/CEF4 sekvencné dosti homolognim k lidskému IL-8 a MGSA/
Gro-a, ktery atrahuje heterofily, monocyty a lymfocyty. Z CC chemokinl byl u kura popsan
sekven¢ni homolog lidského MIP-1p. (Sick et al. 2000) popsali na zakladé cDNA dva nové
kufeci chemokiny, z nichz jeden (K60) patfi do podrodiny CXC a druhy (K203) do podrodiny
CC. Oba chemokiny jsou exprimovany v makrofazich a fibroblastech po stimulaci interferony

a IL-1B. U kura byl objeven také sekvencni homolog lymfotaktinu patticitho mezi chemokiny

C podrodiny, u kterého byl zjistén vliv na migraci B lymfocytu.

V.5 Komplement

Komplement je souborem sérovych a membranovych proteind, které se ti¢astni antigenné
nespecifickych mechanisml imunitni odpovédi svymi chemotaktickymi ucinky, opsonizaci
antigennich castic (coz usnadnuje pohlceni téchto ¢astic fagocyty) i perforaci membran
pathogena (zptisobujici osmotickou lyzi jeho bun€k). Ptaci sérum obsahuje makromolekuly,
které strukturné 1 funkéné odpovidaji savéim komplementovym komponentam, coz miize byt
dano do zna¢né miry evolu¢nim paralelismem vynucenym koevoluci s obdobnymi pathogeny
(Koppenheffer 1998). U ptaki byla zatim zji$téna (nebo se pfedpoklada) existence komponent
tak i u ptakd, je molekula C3 (Kai et al. 1983). Ta se samovolné v malém mnozstvi $tépi
na fragmenty C3a a C3b, pfi¢emz fragment C3b se svou reaktivni thioesterovou skupinou vaze
na povrch buiiky pathogena (i na vlastni buniky, na kterych je ovSem inhibovan rozs§t€penim
katalyzovanym faktory I a H), kde se spojuje s Bb fragmentem faktoru B sté¢peném faktorem D
a vytvaii tak alternativni C3 konvertazu, ktera v blizkosti membrany pathogena katalyzuje dalsi

Stépeni molekul C3, ¢imz je mnohonasobné zvySena rychlost tohoto procesu. C3b fragment
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se tak vaZze na membranu pathogena ve velkém mnozstvi, ¢imz ji opsonizuje. C3a fragment
pak funguje jako molekula chemotakticka pro fagocyty. Zatim se nepodaftilo u ptakii prokazat
existenci klasické cesty aktivace komplementu, aCkoliv pro ni existuji ur¢ité neptimé diukazy.
Prokézano vsak bylo, coz je zajimavé, ze alternativni komplementova cesta muze byt u ptaka
aktivovana protilatkami, ackoliv se to nemusi uplatnovat za fyziologickych podminek in vivo
(Koppenheffer 1998). Koppenheffer & Russell (1986) tento jev popsali na séru z holuba
(Columba livia), pticemz zjistili, ze IgM protilatky aktivuji kalcium-independentni alternativni
dréhu, zatimco aktivace pomoci IgG je kalcium-dependentni (coz odpovida klasické cesté

aktivace) a ma jen velmi nizkou lytickou efektivitu.

V.6 Imunologicky vjyznamné tkané

Lymfatické tkané lze délit na primarni (centralni), v nichZz imunitni bunky vznikaji
a vyvijeji se, a sekundarni (periferni), v nichz dochéazi ke kontaktim s antigeny a rozvoji

antigenn¢ specifickych imunitnich reakci.
V.6.1 Primarni lymfatické organy

Mezi primarni lymfatické orgény patii mimo thymu a kostni diené u ptaki také Fabriciova

bursa. V kostni dieni se u ptaka vyvijeji fagocyty a NK buiiky (Arstila & Toivanen 1998).

Thymus predstavuje sedm vacka na kazdé stran¢ krku v té€sné blizkosti jugularnich zil
a vagického nervu. Narozdil od situace u nékterych savcii (napi. mysi) jsou prakticky vSechny
T bunky kura thymus-dependentni. Teprve z thymu pak T buniky odchazeji do perifernich poolit

(Arstila & Toivanen 1998). Zaroveti je thymus také sekundarnim lymfatickym orgadnem.

Fabriciova bursa se nachazi dorsaln€ od kloaky v kaudalni ¢asti dutiny télni. Je mistem
diferenciace a proliferace B bungk, které jsou zodpovédné za protilatkovou imunitni odpovéd.
Také Fabriciova burza funguje zaroven jako sekundarni lymfaticky orgdn (soucast stfevni
lymfatické tkan¢, GALT). Z bunék z Fabriciovy bursy jsou odvozeny buiky germinalnich
center a plasmatické bunky (bursa-dependent tissue); ostatni soubory lymfocytt sekundarnich

lymfatickych tkani jsou odvozeny od thymu (thymus-dependent; Fletcher & Barnes 1998).

V.6.2 Sekundarni lymfatické organy

Sekundarni (periferni) lymfatické tkané ptakd maji spiSe diftizni charakter, pficemz
narozdil od savcl mizni uzliny vétSin€é druhti chybi. Ptaci vSak maji vyvinuty lymfatické
noduly (germindlni centra). Mezi sekundarni lymfatické organy patii slezina (nejvétsi
sekundarni lymfaticky orgédn), Harderianské (paraokuldrni) a paranasalni zlazy (soucasti

HALT, head-associated lymphoid tissue), kostni dfenn a lymfatické tkané v oblasti spojivky
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(conjunctival-associated lymphoid tissue, CALT), prudusek (bronchial-associated lymphoid
tissue, BALT) a stieva (gut-associated lymphoid tissue, GALT), kde jsou nejvyznamnéjSimi

sou¢astmi cekdlni tonsily a Peyerovy plaky stieva (Fletcher & Barnes 1998).

V.7 V0iv ontogeneze a fyziologickych faktorui na fungovani
tmunitniho systému

V.7.1 Maternalni efekt na imunitu embrya

Jak bude patrné z dalsich odstavci této kapitoly, je imunitni systém noveé narozené¢ho
nebo vylihlého mladéte jen velmi nedokonaly a nékteré jeho slozky ptedni diilezitosti se tak
dovyvijeji az béhem prvnich dni ¢i tydnt Zivota. Matei'sky organismus je tak jako jediny
schopen ochranit nového jedince pted ni¢ivymi vlivy v okoli pfitomnych pathogeni. Narozdil
od savcl, u nichz predavaji matky potfebné protilatky svym mlad’atim prostfednictvim
mateiského mléka, ukladaji ptaci, neschopni kojeni, svym potomkim protilatky do vejce.
Jejich umisténi vSak neni jednotné. U kura bylo zjiSténo, ze jsou materndlni IgM a IgA
protilatky lokalizovany v amniotické tekutingé (Wakenell 1998), zatimco IgG se nachazeji
pievazné ve zloutkovém vacku a do krevniho ob&hu embrya jsou absorbovany ve zvysené
mife az v pozdnich fizich embryogeneze a kratce po vylihnuti (Kowalczyk et al. 1985).
Timto je zajiiténa maximalni pasivni imunizace &erstvé vylihlého mladéte. Zivotnost IgG
protilatek v kuieti je také zhruba dvojnasobna oproti zivotnosti v dospelém kurovi, aby byl
kompenzovan ¢as potiebny k Giplnému straveni Zloutku (Wakenell 1998). To je, zda se, velmi
vyznamng, nebot’ Cerstvé vylihlé kuie neni schopno produkovat své vlastni IgG protilatky
az do stari Sesti dnt po vylihnuti. Sérové IgA se objevuji zhruba ve staii 10 dni a IgM uz
ve stafi 4 dni. U rtiznych druht bylo zjisténo, ze mnozstvi protilatek predavanych matkou
do mladéti zavisi na véku matky, dob¢ snaseni a na koncentraci protilatek v séru matky
(Wakenell 1998; Saino et al. 2002b). Vys$si koncentrace protilatek v séru slepice vSak
neznamena nezbytné vy$$i koncentraci protilatek v embryu. Podle Kowalczyk et al. (1985)
tyto alokacni procesy pro samici ovSem znamenaji znacny pokles jeji vlastni Ig hladiny, takze
1 v tomto Ize spatiovat pri¢inu nakladnosti reprodukce. Proto je pro samici vyhodné investice
Ig do mlad’at optimalizovat. Napt. bylo prokazano, ze samice vlastovek obecnych (Hirundo
rustica) investuji vice protilatek proti momentalné nebezpecnym pathogentim do vajicek
oplozenych atraktivnéj§imi samci (Saino et al. 2002b) a také vice do vaji¢ek dcer nez
do vajiek syni (Saino et al. 2003d). Protilatky vSak nejsou to jediné, ¢im miZe matka
determinovat vyvoj imunitniho systému svého potomka. Samicka do vejce uklada také mnoho
nutriénich zdroji (Young & Badyaev 2004), mezi nimiz jsou i imunologicky vyznamné
karotenoidy (Blount et al. 2000). Saino et al. (2003b) prokazali, Ze experimentalné zvySena

hladina karotenoidid deponovanych do vejce pozitivné koreluje s T-bunéénou odpovidavosti
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mlad’at (funkce karotenoidd v imunitnim systému je diskutovana v kapitole V.9). Nékteré
studie pfitom naznacuji, ze matka miize alokovat tyto zdroje v mnozstvi zavislém na kvalité
svého partnera tak, aby pfipadné zmirnila jeho piedpokladany negativni vliv (Saino et al.
2002a, tedy opak oproti Saino et al. 2002b). Mimo to rozhoduje sami¢ka o hormonalnich
pomérech ve vejci (viz napt. Gil et al. 1999; Rubolini et al. 2005), které také mohou urcovat

vyvoj imunitniho systému mladéte (viz kapitola V.7.5).

V.7.2 Embryogeneze imunity

Vétsina naSich poznatkd o ontogenezi imunitniho systému ptakl vychazi opét ze studia
kura. O voln¢ Zijicich ptacich pfitom, co se embryogeneze imunity tyce, nevime vibec nic.

V dalsich odstavcich tedy stru¢né popiSeme vyvinové procesy u kura.

Rana krvetvorba za¢ina ve Zloutkovém vacku kufeciho embrya jiz 1.-2. embryonalni
den (Vainio & Imhof 1995). V této fazi vSak patrné jesté nevznikaji prekurzory lymfocytu.
Ty vznikaji az se zacatkem intraembryonalni krvetvorby ¢tvrtého embryonalniho dne v oblasti
aorty. Po vylihnuti mladéte se krvetvorba pfesouva do kostni dfené, jejiz vyznam v lymfopoesi

je v8ak méné jasny nez u savcu (Arstila & Toivanen 1998).

Fagocytycké buniky (monocyty/makrofagy a heterofilni granulocyty) jsou produkovéany
pravé v kostni dfeni, odkud piechazeji kontinualné do krevniho obéhu (Arstila & Toivanen
1998). U kura se pti tom buiiky linie monocyty/makrofagy zacinaji utvaret uz nékdy kolem
3. dne embryogeneze a schopné funkéni odpovedi k nékterym bakteridlnim pathogentim jsou jiz
kolem druhého tydne inkubace (Wakenell 1998). Limitujicim faktorem jejich odpovidavosti
v téchto ranych fazich embryogeneze je ovSem prozatimni nefunkénost specifickych protilatek
a komplementu. Pravé vzestup dostupnosti komplementu podmiiiuje intenzivni imunologickou

reakci na urcité pathogeny kratce po vylihnuti.

Fabriciova bursa, organ diferenciace B bunék, se zaklada jako vychlipka kloakalniho
epithelu a je osidlena, u kura devatého embryondlniho dne, buiikami z paraaortalni oblasti,
které beéhem své cesty prosly slezinou (7. den), v niz daly zdklad lymfoidnim folikultiim.
Kolem desatého se tyto prekurzory B bunék objevujiiv kostni dieni, kde se vSak dale nevyvijeji,
nebot’ jim chybi stimuly pfitomné pouze ve Fabriciové burse (Vainio & Imhof 1995). Bursa je
tedy primarnim lymfoidnim orgdnem nezbytnym pro uskute¢néni genové konverze v procesu
diverzifikace imunoglobulinovych gent. Tento d¢j probiha u kufete od 15. embryonalniho
dne zhruba do stafi 6 tydnd, pfi¢emz od doby pohlavniho dospivani bursa postupné zanika.

Bunky, které pteziji negativni selekci (viz vznik BCR v kap. V.1.2), Fabriciovu bursu opoustéji

v obdobi kolem lihnuti mladéte (Arstila & Toivanen 1998; Wakenell 1998).
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Prekurzory T bunék osidluji u kura thymus ve tfech vinach 6., 12. a 18. den embryondlniho
vyvoje, pfiéemz vSechny davaji vzniknout v§em T bunéénym subtypim (Vainio & Imhof
1995). Prvni se objevuji yo T buiiky (12. embryondlni den), nasleduje VB1 typ aff T- bunck
(15. embryondlni den) a konecéné 18. den Ize identifikovat i VB2 typ aff T bunék. Prvni
periferni yd T buiiky nachazime ve slezin€ kolem 15. embryonalniho dne a prvni off T bunky
se objevuji 0 3 dny pozdéji (Arstila & Toivanen 1998). Tyto informace jsou velmi zajimavé,
protoze legitimuji otazku, jaké jsou rozdily v rozvoji antigenné specifické imunity uz u cerstveé
vylihlych mlad’at. Je velkou Skodou, ze srovnatelné informace pro vétSinu skupin volné Zijicich

ptékl nejsou k dispozici.

O znaéné funkceschopnosti imunitniho systému jiz ve stddiu pokroc¢ilého vyvinu embrya
sveédci 1 skutecnost, ze u Ize kura bez vétsich problému praktikovat tzv. embryonalni vakcinaci,
tj. injektovat vakcinu jiz do vejce s osmnactidennim embryem. Tato procedura byla Gspésné
experimentalné pouZita pro vakcinaci hned proti n€kolika chorobam a komercné se Siroce uziva
pro vakcinaci proti viru Markovy nemoci (Wakenell 1998). Neni té7ké si piedstavit vyuZiti
tohoto postupu tam, kde mame zijem meéfit sekundarni imunitni reakci mlad’at jiz béhem

prvnich dni zZivota.
V.7.3 Postnatalni vyjvin imunitniho systému

Nekteré skutecnosti tykajici se vyvinu ptaci imunity béhem prvnich dni mladéte byly
uz v navaznosti na embryogenezi diskutovany v predchozich podkapitolach. Ve stru¢nosti jen
zminme, ze kratce po vylihnuti je mlade jesté chranéno protilatkami od matky a postupné se
mu dovyvijeji jednotlivé imunitni slozky, které se stavaji funkceschopnymi uz béhem nekolika
malo dni. B lymfocyty proliferuji a podstupuji genovou konverzi béhem juvenilni faze ptaci
ontogeneze ve Fabricioveé burse, ktera vSak zanika v obdobi dospivani. Pro vznik repertoaru
BCR je kritickd ptfitomnost bursy asi do 3 tydnii véku kufete, pak svlij vyznam postupné
ztraci (Wakenell 1998). Tou dobou je jiz ptipravena velka diverzita B buné¢nych populaci

v perifernich orgdnech, kde se pak uz jen proliferaci udrzuje a zadné nové BCR nevznikaji.

Thymus, jako primérni orgdn T bunééné imunity, vyprodukuje velké mnozstvi zralych
T bun¢k jesté pred vylihnutim mladéte, takze uz tou dobou je T bunécna imunita v podstaté
funkceschopna a T buiiky osidluji vznikajici periferni lymfatické tkané (Wakenell 1998).
Uz v obdobi pied vylihnutim se pii tom u kura za¢inaji uvnitt zarodku tvoftit zaklady vyznamného
sekundarniho lymfatického organu — cékalnich tonsil (Del Moral et al. 1998). Ty rychle rostou
a jiz ve stafi 4 dni dosahuji dospélé velikosti. Nejdiive (do stati 4 dni) obsahuji predevSim
afy (CD4") T bunky, které zaujmou pozici v difuzni lymfatické tkéni. V dospélosti vSak
v tonsilach dominuji B bunky produkujici IgM a IgA, které jsou soustiedény s subepithelialni
vrstvé a germinalnich centrech. V té dobé také tonsily osidli CD8* lymfocyty. Slezina je v dobé
lihnuti osazena heterofilnimi granulocyty, které ji vSak jiz béhem prvnich tfi hodin opoustéji

a na jejich misto ptichdzeji makrofagy, eosinofilni a bazofilni granulocyty, jez ve stafi jednoho
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dne nahrazuji lymfocyty, které se postupné stanou prakticky jedinou leukocytarni populaci v
tomto lymfatickém organu (Lucas & Jamroz 1961). Ve sleziné pak zavisi vznik germinalnich
center na véku, pficemz maximalniho po¢tu dosahuje u kura ve véku 4 az 5 tydni (Wakenell
1998). Lucas & Jamroz (1961) popisuji zmény v relativni pocetnosti riznych leukocytarnich

v

typll v kostni dieni po vylihnuti, z nichz je patrné nejzajimavéjsi infiltrace monocytii béhem
produkce erythrocytl, thrombocytl a granulocytti. Peyerovy plaky na povrchu travici soustavy
v dobé¢ lihnuti zcela chybi a nejvétsiho rozsahu dosahuji az ve stari 16 tydnt, pticemz do 52.
tydne se taktka uplné ztrati. Ani distribuce riznych subpopulaci T buné€k v jinych ¢astech
GALT nedosahuje dospélych hodnot az do 4 az 5 tydnil. V soucasnosti neni pfilis jasné, jaky ma
toto odlisné zastoupeni T bunécnych populaci kratce po vylihnuti vliv na efektivitu fungovani
T bunééné slozky imunity (Wakenell 1998).

Promény v relativnich leukocytarnich poctech v krvi, které zminuje prace Lucas &
Jamroz (1961) naznacuji vyznamné piesuny bunc¢k imunitniho systému v obdobi nékolika
hodin az dni po vylihnuti mladéte. U mlad’at ve stati 1-24 hodin se celkové pocty leukocyti
nachdzely hluboko pod normalem, pfi¢emZ dominantni subpopulaci byly heterofilni
granulocyty. Postupné se vSak relativni poCty leukocytl zvySovaly, az ve staii 4-6 dni dosahly
normalnich pocti, pficemz heterofily byly zastoupeny méné€ nez lymfocyty, které tvofily
vyrazn¢ nejdominantné€j$i leukocytarni populaci v dalSich fazich Zivota. Bohuzel je tento popis

patrné pon¢kud zatiZzen nizkym poctem vySetfovanych jedinct.

Dramaticky postnatalni vyvin pfitom prod€lava i antigenné nespecificka slozka humoralni
imunity. U kura a kiepelky bylo naptiklad zjiSténo, Ze komplementové aktivita stoupa rapidné
béhem prvniho tydne po vylihnuti, na¢ez nasleduje po urcitou dobu platé a pak dale stoupa,
az dosédhne hodnot odpovidajicich dospé€losti. Detekovatelna slozka C3 je vSak piitomna jiz

v 7-dennim embryu (Koppenheffer 1998).

Zda se, ze postupny vyvin prodélava také receptorové vybaveni bunék imunitniho
systému. Kogut et al. (2002) napiiklad popisuji, ze IL-2 kura, ktery se G¢astni mnoha
imunologickych mechanismil, je ve svém pusobeni na heterofilni granulocyty vékové
dependentni. Fagocytézu a respira¢ni vzplanuti heterofili odebranych z periferni krve
podporoval tento cytokin az po 7. dni véku kufete, nikoliv vSak ihned po vylihnuti. To pon¢kud
kontrastuje se skutecnosti, ze mladsi mldd’ata mivaji silnéj$i imunitni reakce nez mlad’ata
star$i. Okamura et al. (2004) zjistili, Zze mladsi kufata (ve stafi 4 tydntl) mnohem intenzivnéji
odpovidala na vakcinaci bakteridlnim flagelinem nez zvirata starsi (8 mésictr). Tyto ptiklady tak
dokladaji, ze imunitni systém se v ranych fazich po vylihnuti mladéte rychle vyviji, pficemz
intenzivnéji pfijima antigenni podnéty ze svého okoli. Po dosazeni urcitého véku jsou pak jeho

reakce postupné tlumeny.

Vyvoj imunitnich mechanisml v pribéhu pocatecnich fazi ontogeneze byl jiz nalezen

i v ekologickém kontextu. Nebyla sice doposud studovana mlad’ata rizného stari, avsak
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1 vysledky ziskané na mladych a dospélych ptacich ukazuji ur¢ité vyvinové zmény v imunitnim
systému. Figuerola et al. (1999) pfi svém vyzkumu vztahu imunity a zbarveni na strnadu
cvréivém (Emberiza cirlus) shledali, ze mladi jedinci maji v krvi relativné niz$i podil
heterofilnich granulocytl, avSak vyssi podil eosinofili nez ptaci dospéli, ackoliv mezi nimi
nebyl zjistén zadny rozdil v poméru lymfocytli a monocytli vici ostatnim leukocytim. Jelikoz
vSak srovnani mladych ptaka a dospé€lcti nebylo plivodnim zamérem této prace, nelze z téchto

vysledkl bohuzel odvodit ptic¢inu tohoto rozdilu.

V.7.4 Rozdily v imunité mezi pohlavimi

Mezi samci a samicemi existuji mnohé fyziologické odliSnosti, které vyplyvaji z rozdilné
produkce hormont pohlavnimi organy. Jelikoz hormony plisobi na imunitni systém (viz
nasledujici podkapitola V.7.5), neni piekvapujici, ze nachazime mezi obéma pohlavimi
imunologicky vyznamné rozdily. Soubor nasich poznatktli o téchto rozdilech u ptaki je ovsem
notné¢ omezeny a u voln¢ zijicich druht, u nichz lze ptredpokladat v souvislosti s vyraznymi
fyziologickymi zménami b&hem roku nejzajimavéjsi zjisténi (Moller et al. 2003), sestava
pouze z izolovanych informaci, ziskanych povétSinou velmi malo zevrubnymi metodami.
O vyznamu téchto rozdill ovSem vypovida skutecnost, ze je mozné intersexualni odliSnosti
v ruznych imunologickych parametrech nalézt uz béhem prvnich dni Zivota mladat.
Tschirren et al. (2003) ve své studii na mlad’atech sykory konadry (Parus major) zjistili
pohlavné-specificky vliv experimentalné¢ nastavené miry parazitace. Narozdil od samic,
u kterych se mira parazitace v zadné rastové charakteristice mlad’at neprojevila, byli pokusné
vice parazitovani mladi samci mensi a vazili méné nez samci z mén¢ parazitovanych hnizd.
Mimo to prokazali Tschirren et al. (2003) také niz8i PHA-kozni reaktivitu u samct
v porovnani se samicemi. Podobné rozdily patrné pietrvavaji i do dospé€losti, nebot jak uvadéji
Ots et al. (1998), existuji u dospélych sykor mezipohlavni rozdily v poméru heterofily:
lymfocyty (H/L) v krvi, které jsou patrné dany vysSsi pocetnosti heterofilnich granulocytt
v krvi samic, pfi¢emz pocetnost lymfocytil je pro ob€ pohlavi stejnd. Mimo to maji samice také
vy$S§i hematokrit. Ots et al. (1998) tyto rozdily vysvétluji pfitomnosti riiznych koncentraci
pohlavnich hormont v télech jedinc obou pohlavi a Tschirren et al. (2003) je povazuji
za pohlavné-specifické strategie alokace omezenych zdroji. V piipadé hnizdicich dospélych
sykor je ovSem mozné jesté jiné vysvétleni, spocivajici ve vétsi reprodukéni zatézi samic
v dob¢ méfeni imunologickych parametrt (srovnej s kapitolou VIII.4.1). To potvrzuji obdobné
rozdily v H/L pomérech a rozdily v koncentracich globulinli, ménici se ovSem i v zavislosti
na ro¢ni dob¢, zjisténé u stejného druhu ve studii Horaka et al. (1998). Zajimavé pfitom je,
ze na kurech bankivskych (Gallus gallus) bylo v naprostém rozporu s vyse uvedenym zjisténo,

ze samci (nikoliv samice) méli vyssi hematokrit a nizsi pocty lymfocytii v krvi, pficemz autofi
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tohoto zjisténi pfipisuji rozdily rovnéz vlivu pohlavnich hormonii (Zuk 1996). Podobné Jovani
et al. (2004) zjistili u mladych ¢apa (Ciconia ciconia), ze samice mély obdobnou ¢i slabsi
reakci na PHA nez samci. Na vlastovkach (Hirundo rustica) ptitom bylo prokazano, ze se obé
pohlavi mohou lisit ve své vékové zavislosti primarni humoralni odpovédi, zatimco v piipadé
vlivu véku na sekunddrni odpovéd’ Zadny vyznamny rozdil mezi pohlavimi zjiStén nebyl
(Saino et al. 2003c). Hasselquist et al. (1999) zjistili u vlhovce ¢ervenokiidlého (Agelaius
phoeniceus), Ze samice m¢ly nezavisle na fazi roéniho cyklu vyssi sekundarni humoralni
odpovédi nez samci. Krom toho je potfeba uvazovat, ze humoralni a bunécné slozky antigenné
specifické imunity mohou byt u obou pohlavi vyvinuty rizné. Naptiklad McGraw & Ardia
(2005) v mimohnizdnim obdobi zjistili, ze samice mély 1épe vyvinutu T bunécnou odpoveéd
na PHA, zatimco samci humoralni odpovéd na SRBC. Tento rozdil mohl mit souvislost

s odlisnou koncentraci karotenoidu a testosteronu v krvi obou pohlavi.

Diikazy pro existenci mezipohlavnich rozdili nachédzime ale také u doméciho kura, ktery
zmé&nami v reprodukéni zatézi vzhledem k fizenosti chovu neprochazi. Cheng & Lamont (1988)
napiiklad detekovali pro obé pohlavi odlisnosti ve fagocytycké aktivit¢ a T bunécné odpovedi.
I na tomto druhu byly ovSem zjiStény rozdily v leukocytarnich poctech mezi samci a samicemi,
obdobné tém, o kterych referovali Ots et al. (1998) a Horak et al. (1998). Lucas & Jamroz
(1961) podévaji u kura piehled o vyznamnych rozdilech v relativnim zastoupeni lymfocyta
(vice u samic) a heterofilil (vice u samcii). V souladu s predstavou Otse et al. (1998) pak
popisuji Arstila & Lassila (1993) rozdil v hladiné yd T lymfocytl u samcii a samic vznikajici
pod vlivem testosteronu. Zajimavé je, Ze estrogeny a gestageny nemély zadny detekovatelny
uc¢inek na sloZeni T bunéénych populaci v periferni krvi. Vysledky Arsily & Lassily (1993)
ovSem nepodporuji hypotézu o zdsadnim vyznamu thymu v androgenné-dependentni expanzi
subpopulace y6 T bunék, jelikoz podani testosteronu in vivo nemélo na relativni frekvence
jednotlivych T lymfocytarnich subtypti v thymu zadny vliv, zatimco frekvence yo T buné¢k

v periferni krvi vzrostla.

Na druhou stranu je tfeba na tomto misté zminit, ze existuje relativné velky pocet praci,
které zadné rozdily v urcité sledované aktivité imunitniho systému v zavislosti na pohlavi
nezjistily (napf. Lifjeld et al. 2002; Ewenson et al. 2003; Raberg et al. 2003; Saino et al.
2003c; Moller et al. 2004). To je ovSem v souladu s nasim oéekdvanim, ze se mezipohlavni
rozdily projevuji pouze tam, kde jsou nevyrovnané reproduk¢ni naklady obou pohlavi nebo tam,
kde si odlisny tlak sexualni selekce a koevoluce s parazity vyzadaly tyto rozdily. Nelze proto

imunologicky vyznamné odliSnosti ocekéavat u vSech druhti a ve vSech ro¢nich obdobich.
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V.7.5 Vliv hormonil na imunitni systém

Vzéajemna souvislost hormonalni signalizace a imunitniho systému je zfejmd. Bylo
zjisténo, ze mnohé hormony maji imunoregulacni ucinky a ze imunitni procesy zpétné
ovliviiuji koncentrace riznych hormonti v téle (El Lethey et al. 2003). V nasledujicich
nckolika odstavcich se struné zminime o imunologickém vyznamu dvou nejvyznamnégjSich

imunoregulac¢nich hormont u ptaki.
Kortikosteron

Zda se, ze kortikosteron je ,,stresovym® hormonem organismu. Bylo prokazano, ze jeho
podani vyvolava u ptakl stres, ktery je patrny mimo jiné i ve zvySeni poméru heterofila
ku lymfocytim v krvi a snizenim protilatkové i prozanétlivé odpovédi (El Lethey et al. 2003).
Podobné bylo zaroven zjisténo, ze stres zvysuje hladinu kortikosteronu, ktery se pak projevuje
obdobnymi zménami imunologickych parametrti. Rubolini et al. (2005) prokazali, ze mlad’ata
vylihld z vajec, do kterych byl pokusné aplikovan kortikosteron méla snizenou T bunécnou

imunitni odpovidavost, ale humoralni slozka imunity a viabilita byly u mlad’at nedotceny.

V rozporu s vySe nastinénym imunosupresivnim pusobenim kortikosteronu jsou ovSem
vysledky Saino et al. (2002c¢). Ti u vlastovek (Hirundo rustica) nezjistili zadnou souvislost
mezi naméfenou hladinou tohoto hormonu a zvysSenim intenzity kozni imunoreakce na PHA
u samctll vystavenych snizenym reprodukénim nakladim, které mély snizit hladinu pasobeni
reprodukéniho stresu. Naproti tomu vSak pak u mlad’at vystavenym suboptimalnim potravnim
podminkam zaznamenali jak zvySenou koncentraci kortikosteronu tak i imunosupresi
(Saino et al. 2003e). Z toho by mohlo vyplyvat vysvétleni, ze kortikosteron pusobi jako
imunoregulator pouze tam, kde to ma pro organismus n¢jaky adaptivni vyznam, pfi¢emz sam

nemusi byt proximalni pfi¢inou imunosuprese.
Testosteron

Testosteron je hormonem, jenz méa neobycejny vyznam jak pro expresi pohlavnich znaki
tak 1 pro imunitni systém. Na tomto mist¢ zminime pouze jeho vliv na imunitu, zatimco jeho
role pii expresi riznych ornamenta uplatiujicich se v sexualni selekci bude diskutovana v ¢asti

IX.

U kura bylo zjisténo, ze testosteron ovliviiuje slozeni subpopulaci imunologicky
vyznamnych bunék v krvi (Arstila & Lassila 1993). Vztah koncentrace testosteronu v télech
volné¢ zijicich ptaki a jejich imunitniho systému je v soucasné dob¢ velmi intenzivné studovan,
a neni prozatim zcela jisté, zda ma testosteron piimé nebo nepiimé U¢inky na imunitu

ani to, je-li opravdu jeho vliv vzdy pouze imunosupresivni. Nékteré studie, napt. Peters
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(2000) na modroplastniku nadherném (Malurus cyaneus), Casto et al. (2001) na strnadci
zimnim (Junco hyemalis), Buchanan et al. (2003) na vrabci domacim (Passer domesticus)
¢i Owen-Ashley et al. (2004) na strnadci zpévném (Melospiza melodia) prokazaly jeho
spojitost s poklesem T bunééné ¢i humordlni imunity, zatimco vysledky jinych studii jsou
spiSe negativni (napf. Saino et al. 1995 na vlastovkach obecnych ¢i Hasselquist et al.
1999 a Westneat et al. 2003 na vlhovci Cervenokiidlém, Agelaius phoeniceus). Jak navrhli
napi. Mougeot et al. (2004), mize byt uéinek testosteronu na imunitni systém asteéné
nepiimy, zprostiedkovany poklesem kondice jedince. Vychazi pfi tom z pozorovani u¢inénych
na samcich bélokura rousného (Lagopus lagopus), kteti se v dobé pareni oddavaji pod vlivem
testosteronu energeticky narocnym soubojum snizujicim jejich celkovou kondici. Takovyto
vztah testosteronu a imunitniho systému by potvrzovali i vysledkyDuckworth et al. (2001),
ktefi prokazali, ze samci hyla mexického (Carpodacus mexicanus) v lepsi kondici maji vice
testosteronu a méné kortikosteronu. Navic samci, kterym byl pokusné podan testosteron
méli intenzivngj$i pribéh kokcididlni infekce neZ samci, kterym podan nebyl resp. samci,
kterym byla hladina testosteronu uméle sniZzena odstranénim gonad. Hasselquist et al.
(1999) potvrdili, ze pokusné podany testosteron snizuje télesnou hmotnost a tukové zasoby
ptakt. Tyto skutecnosti by ovSem mohly potvrzovat nejen tuto hypotézu (vysSi aktivita
zpusobuje vyssi energetické vydaje), ale 1 alternativni hypotézu, ktera piredpoklada nepiimy
ucinek testosteronu zprostfedkovany stresovym hormonem kortikosteronem (Mgller 1995;
Buchanan et al. 2003). Pro vyznam asociace vlivu testosteronu a kortikosteronu vypovidaji
i vysledky Evans et al. (2000). Ti provadéli imunokompetenéni pokusy na kastrovanych
samcich vrabce domaciho. Vrabci byli rozdéleni do Ctyt skupin, pfi¢emz prvni byla v dobé
pelichani nekastrovana kontrola a zbyvajicim tfem kastrovanym bylo implantovdno placebo,
nizké mnozstvi testosteronu a vysoké mnozstvi testosteronu. Zjistili, Ze normalni samci méli
vys$si sekundarni humoralni odpovéd’ na SRBC nez samci kastrovani a v rdmci kastrovanych
samct méli vyssi hladinu protilatek v krvi ti, kterym bylo podano malo testosteronu a nejnizsi
odpovidavost vykazovali samci, jimz bylo podano placebo nebo vysoka davka testosteronu.
Jelikoz ptitom zjistili rozdily mezi skupinami v hladin¢ kortikosteronu, zohlednili v nasledujici
analyze mozny vliv hladiny tohoto hormonu. V tom piipad¢ zjistili, Ze nejvétsi schopnost
reakce vykazovali opét normalni jedinci, avSak zvifata, kterym byla implantovana vysoka
davka testosteronu méla vyssi odpovidavost nez ta, kterym bylo podano jen malo testosteronu.
Z vysledku tohoto pokusu autofi vyvozuji, ze imunoregulacnim prvkem by mohl byt spiSe
kortikosteron, jehoz produkce by mohla byt disledkem hladiny testosteronu, pficemz

testosteron by mohl na imunitni systém ptisobit i pozitivné pies dominanci zvifete.

Imunitni systém, jako vSechny ostatni fyziologické systémy, je z hlediska regulacnich

mechanismu velmi slozity. Je proto s podivem, ze prozatim nebyla v ekologické imunologii
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vénovana pozornost moznosti soucasné¢ho spolupiisobeni vice hormonili na imunitni systém,
pricemz dulezitd by nebyla hladina jednotlivych hormont, ale také jejich pomérné zastoupeni.
Osslozitosti tohoto systému vypovida také skute¢nost, Zze vztah hormonti a imunity je obousmérny.
V mnoha pokusech se experimentalné vyvolané zmény nékteré soucdsti imunitniho systému
nasledné projevily zménami koncentrace hormont. Pokud je naptiklad do kufete intravenosné
injektovan ChIL-1, brzy zptsobi kratkodoby vzestup hladiny kortikosteronti v krevnim séru
(Weining et al. 1998). Stejny ucinek ma i obdobné aplikovany ChIL-6 (Schneider et al.
2001), takze se zd4, Ze se jedna o obecnéjsi zavislost. Studovat vlivy jednotlivych hormoni bez

hledani souvislosti v celku, ma proto podle mého nézoru jen malou nadéji na tspéch.

V.8 Mezidruhové rozdily v imunologické reaktivité

I ptes velkou podobnost imunitnich mechanismii v ramci obratlovei nachazime
mezi jednotlivymi druhy urcité rozdily v jejich predispozici vypotadat se s riznymi typy
parazitii. Vezmeme-li v ivahu rozdilnou evolucni historii jednotlivych druhti, kterd byla
utvafena nezavislymi koevolucemi s riiznymi parazity (napt. Meller et al. 2005), pak ziejmé
ocekavame, Ze nalezneme vyznamné mezidruhové rozdily v citlivosti imunitniho systému
k riiznym antigentim nebo rizné vyladéni T 1 a T, 2 odpovédi. V této kapitole ovSem nebudeme
vénovat pozornost jemnym mezidruhovym odlisnostem na molekuldrni urovni, ale spiSe
rozdilim, které¢ Ize povazovat prave za disledek dlouhotrvajicich koevolu¢nich procesti mezi
hostiteli a jejich parazity. Bohuzel je o téchto rozdilech v rdmci ptakli prozatim zndmo jen
velice malo. Muze to byt do znacné miry déno tim, ze imunologicky vyzkum pracuje vice
méné pouze s modelovymi druhy (pfedev§im doméci kur). Je tak znamo mnoho imunologicky
vyznamnych odli$nosti mezi inbrednimi kufecimi kmeny (viz napf.(Lamont & Smyth 1984;
Cheng & Lamont 1988; Parmentier et al. 1993a, 1994; Dil & Qureshi 2002; Leveque
et al. 2003), které jsou dusledkem umélé selekce. Povétsinou nam ale chybi detailnéjsi
informace o rozdilech mezi volné Zijicimi druhy. Ur¢itou vyjimku piedstavuje prace Blount
et al. (2003a), ktera studuje rozdily mezi mrchoZravymi a nemrchoZravymi pta¢imi predatory.
Autofi piitom zjistili, ze mrchoZravi ptaci, ktefi jsou patrné vystaveni vétSimu tlaku riznych
parazitli, méli relativné vétsi sekundarni lymfatické organy, vétsi koncentrace leukocytl
v krvi a v reakci na aplikaci SRBC i vyssi koncentrace protilatek v krevni plasmé v porovnani
s nemrchozravymi druhy, avSak méli relativné mensi zastoupeni lymfocytii mezi celkovym
mnozstvim leukocytl v krvi a nevykazovali vyssi odpovéd’ na PHA, z ¢ehoz Blount et al.
(2003a) vyvozuji, ze mrchozravi ptaci investuji vice do mechanismi vrozené imunity, ktera
tak tvoii silny $tit chranici je pfed vyvojem pathogenni infekce. Jejich vysledky navic potvrzuji

dobfe zndmy fakt, Ze spolu rizné mechanismy imunitni odpovédi (antigenné nespecificka,
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T bunécnd a protildtkovd) nemusi korelovat. Podobné pro dutinové hnizdici ptaky dokazali
Moller et al. (2003) vyssi rozdily v imunitni odpovédi mezi hnizdni a nehnizdni sezénou
oproti voln¢ hnizdicim druhtim, které vysvétluji intenzivn€j$im parazitarnim tlakem na druhy

hnizdici v dutinach.

Moznou pii¢inou rozdilné vnimavosti riznych druhit vii¢i riznym druhtim parazitt
(ackoliv vySe popsané rozdily v odpovédi na PHA test s timto ocividné souviset nemohou)
by mohla byt rozdilna alelicka variabilita MHC komplexu u rGznych druh@ (srovnej napf.
Piertney 2003; Richardson & Westerdahl 2003; Bonneaud et al. 2004 nebo Kaufman
etal. 1999b; Westerdahl et al. 2000; Ekblom et al. 2003). Byla navrzena hypotéza, Ze druhy
migrujici na vétsi vzdalenosti by mély mit vétsi variabilitu MHC alel a vétsi po¢et MHC genil
nez druhy stalé. Do jaké miry s timto ale opravdu souvisi vysledky Freeman-Gallant et al.
(2002) na strnadci skvrnitém (Passerculus sandwichensis) a do jaké miry je jimi zjiStény
polymorfismus v MHC klastru u tohoto druhu dan obecnéji ptisluSnosti k monofylu pévct,

neni v soucasnosti ziejmé.

V.9 Viznam karotenoidit ve fungovani imunitniho systému

Jsem si pln¢ védom skuteCnosti, ze riznych sloucenin, které tim ¢i onim zptisobem
moduluji fungovani imunitniho systému, je mnoho a vzhledem k omezenému rozsahu této prace
nemohou byt v zddném piipadé¢ zminény vSechny, ba dokonce ani jejich vétSina. Nasledujici
text vénovany karotenoidiim byl ale do kapitoly o fungovani ptaciho imunitniho systému piece
jen vlozen, a to pfedevsim proto, ze karotenoidy ptedstavuji, pomineme-li na chvili jejich
fyziologickou aktivitu, zaroven pigmenty, které jsou u ptakl v hojné mire vyuzivany pfti expresi
samcich pohlavnich znakt. Nastinéni jejich vyznamu v imunitnich mechanismech ndm proto
umozni snaze a bez dalsiho pozdé¢jsiho ozfejmovani pochopit rizné trade-offs v jejich pouziti,
kterym se budeme vénovat v nésledujicich kapitolach pii revizi zavislosti exprese samcich

pohlavnich znakid na imunokompetenci jejich nositele.

Karotenoidy patii mezi esencidlni slouCeniny, které si Zivo¢ichové nejsou schopni sami
vyrobit a ziskdvaji je pouze z rostlinné (resp. v dalSim trofickém stupni pak z Zivoci$né)
potravy (Olson & Owens 1998; Mgller et al. 2000), pfiCemz jejich zastoupeni je
v riznych rostlinnych pletivech rtizné; obvykle ale nejsou pfili§ hojné. Z toho vyplyva jejich
relativni vzacnost a potieba s nimi v zivo¢iSném organismu pokud mozno Setrné hospodafit
(u karnivorti neiimérn¢ vice nez u herbivorit). Karotenoidy ovSem zivocichové dale transportuji
a metabolizuji, takze dostatek urcitého karotenoidu je zavisly i na genetickych dispozicich

organismu (Chew 1993; Mgller et al. 2000; Hill 2002).
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Mimo skutecnost, Ze jsou karotenoidy obvykle ¢ervenymi az zlutymi pigmenty, maji také
svij fyziologicky vyznam (shrnuto v Olson & Owens 1998; Vershinin 1999). Bylo navrzeno,
ze se Ucastni absorpce volnych radikalt, hojeni ran, regulace produkce steroidnich hormoni,
a jsou také, prekurzory vitaminu A, ktery md mimo jiné svou funkci i v imunitnim systému
(Geissmann et al. 2003), a retinalu, ktery je dilezity jako zrakovy pigment. Mimo to jsou
karotenoidy nezbytné pro spravné fungovani nervového systému a transportu latek v organismu.
Velky vyznam maji karotenoidy patrné také v regulaci imunitniho systému. Jak bylo zjisténo
u ¢lovéka, mize mit nedostateCny piijem karotenoidl vliv i na vyskyt nékterych infekénich

nemoci (Chew 1993) a rakoviny (Bendich 1989; Bendich 1991; Hughes 2001).

V ekologické-imunologii je nej¢astéji diskutovanou funkci karotenoida v organismu jejich
antioxidativni pisobeni. Bylo totiz zjiSténo, ze se karotenoidni slou¢eniny (napft. B-karoten nebo
kanthaxantin, nejvice vSak lykopen) mohou podilet na redukci volnych kyslikovych radikald,
které vznikaji mimo jiné pii oxidativnim vzplanuti, jez je dilleZitou soucasti baktericidnich
mechanisml imunitniho systému (Burton 1989; Bendich 1989; Bendich 1991; Chew 1993).
Z téchto procesii také vyplyva zvysend citlivost imunitnich bunék k oxidativnimu postizeni
(Hughes 2001). Je zfejmé, Ze karotenoidy nejsou jedinymi antioxidanty v organismu.
Vyznamné jsou v tomto ohledu napi. vitaminy E a C nebo antioxida¢ni enzymy, které se
vyskytuji v citlivych tkanich ve vysokych koncentracich (Hartley & Kennedy 2004). Burton
(1989) navrhl moznost komplementarnich G¢inkl téchto rtiznych antioxidacnich sloucenin.
Naproti tomu Hartley & Kennedy (2004) se domnivaji, ze role karotenoidi jako antioxidantt
v organismu neni vyznamna, jelikoZ z nich mohou po ataku volnymi radikaly vzniknout pro
organismus toxické aldehydy. Ty vznikaji ve zvySené mife predevsim tehdy, kdyz jsou tkané
vystaveny silnému pusobeni radikalti a zaroven je vyCerpan vitamin C. To by potvrzovalo
domnénku (Olson & Owens 1998), Ze karotenoidy mohou byt pro svého nositele toxické. Tato
skute¢nost by pak mohla mit zasadni vyznam pro naSe chapani vyznamu nékterych sexualnich

znak samcti (viz kapitola 1X.1.2).

7da se, Ze rizné karotenoidy ptisobi na imunitni systém rizné (Chew 1993; Chew et al.
1999; Hughes 2001; avsak srovnej s McGraw & Ardia 2004). Pfitom maji patrné vyznam
jako samostatné nutri¢ni komponenty, nikoliv jako pouhé prekurzory jinych latek (napi. B
karoten jako prekurzor vitaminu A, (Bendich 1989); jen méné nez 10% karotenoidi jsou
ovSem savci schopni podobnym zpiisobem metabolizovat, (Chew 1993)). Jak bylo zjisténo
na B-karotenu, v tomto ohledu nejstudovanéj$im karotenoidu, mohou nékteré karotenoidy
protektivné pusobit na imunitni systém organismu vystaveného UV zafeni (Hughes 2001)
a jinym mutagenim (Bendich 1991). Né&které prace detekovaly dokonce piimy vliv uréitych
karotenoid(i na mnozstvi CD4* T bunék v organismu (Bendich 1989), a¢koliv jiné studie tento

vliv nepotvrdily (Moriguchi et al. 1996). N¢kolik pokust také ukazalo, Ze zvySeni pfijimané
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denni davky B-karotenu se projevilo zvySenim poctu lymfocyti v krvi a zvySenou intenzitou
odvrZeni alogenniho transplantatu (Bendich 1989). Bendich (1991) zmiiuje u zdravych, dobte
zivenych zvitat vliv B-karotenu a kanthaxantinu v potravé na proliferacni aktivitu T i B bun¢k
po stimulaci mitogeny (podobné i Bendich 1989; Chew 1993; Moriguchi et al. 1996, pfi¢emz
Chew 1993 piedklada i daje o podobném efektu karotenoidi pfidanych do bunééné kultury
béhem inkubace). McGraw & Ardia (2003) popisuji, ze u zebficky (Taenopygia guttata)
zvyseni obsahu luteinu a zeaxantinu v potravé mélo pozitivni vliv na humoralni i bunéénou
imunitu. (McGraw & Ardia 2004) vSak mezi témito dvéma karotenoidy nezjistili rozdil
v ucinku na bunécnou slozku imunity. Navrzen byl také vyznam B-karotenu v mechanismech
NK buné¢né imunity (Bendich 1989; Bendich 1991), v aktivité neutrofilnich granulocytl
(Chew 1993) a v signalizaci APC bunék (monocytll) prostiednictvim zvySené exprese
MHC 1I gp a adhesivnich molekul (shrnuto v Hughes 2001). Vliv nékterych karotenoidi
na produkci TNF zmifuje napi. Bendich (1989). Zda se pfitom, Ze - alespoii u ¢lovéka - nema
zvysujici se zastoupeni karotenoidtl v potraveé zadny vliv na efektivitu imunitnich mechanismt,

pokud je organismus zdravy a v dobré kondici (Hughes 2001).

Je jisté, ze rlizné druhy zvitat o rizném staii nebo reprodukénim statutu budou mit odlisné
naroky na piijem karotenoidt (Olson & Owens 1998), coZ mize souviset s odliSnou u¢innosti
vyuziti karotenoidi (Hughes 2001). Tyto rozdily se tedy nezbytné projevi i na korelaci piijmu

karotenoidl a indikatorech fungovani imunitniho systému ¢i exprese pohlavniho znaku.
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V1 PouZivANE IMUNOLOGICKE METODY

Nasledujicich nékolik stran vénujeme metodam, pomoci nichZ lze imunitni systém
zkoumat. Bohuzel Ize v soucasné dobé pozorovat v imunologické ekologii jen velmi pomaly
vyvoj pouzivanych metod, ktery je v silném rozporu se souc¢asnou metodologii pouzivanou
ve veterinarni imunologii. Je jasné, Ze na zacatku kazdého komplexniho vyzkumu musi nutné
stat jednoduchy pilotni experiment, ktery naznaci, jakym smérem se dale ubirat. Nemélo
by vsak zlstat pouze u néj a tam, kde byl nalezen néjaky vztah, je vhodné metodiku upravit
tak, aby bylo mozné ziskat o fungovani zkoumaného systému co nejdetailnéjsi informace.
Tato kapitola si tedy klade za cil nastinit nékolik moznosti pouzivanych metod, které je mozné

k tomuto ucelu pouzit. Zminény jsou samoziejme i bazalni metody pouzivané v ekoimunologii

do soucasné doby, jejich vyhody, nevyhody a aplikovatelnost.

VI.1 Odbér vzorki ze zvirat

Obecné Ize rozdélit metody vyzkumu imunity do dvou kategorii podle toho, zda vyZaduji
nebo nevyzaduji usmrceni vySetfovanych zvirat. Nanestésti pro terénni zoology, ktefi Casto
potiebuji sva pokusna ¢i sledovana zvifata udrzet na zivu, pouzivd imunologie bézn¢ postupt
souvisejicich s izolaci vnitinich lymfatickych tkani (napf. sleziny ¢i €asti sliznic), jeZ nelze
bez pouziti chirurgickych praktik ze zivého zvitete odebrat. VEtsi pozornost tedy v nasledujicim
textu vénujeme oné mensi skupin€ postupd, které lze provadét ptimo in vivo nebo in vitro na
vzorcich ziskanych na Zivém zvifeti, ackoliv tam, kde je to z néjakého diivodu zajimavé,

popiseme i nékteré jiné metody ex vivo.

VI.1.1 Odbér krve

Krev se u ptakt odebira obvykle venepunkci jugularni (v. jugularis externa) nebo pazni
(v. basilica a v. ulnaris) Zily (Fleischer 1980; Horak et al. 1998) anebo zily metatarsalni
(v. metatarsalis plantaris superficialis medialis; viz napt. Horak et al. 1998; Ots et al.
1998; Buchanan et al. 2003). Z drobného pévce o velikosti sykory nebo vlastovky lze
odebrat bez vétsiho negativniho vlivu na vySetfovaného jedince 150-200 upl krve (Horak
et al. 1998; Saino et al. 2003c). Podle ucelu se pak z krve pfipravi bud’to krevni natér
slouzici po obarveni k pocitini poméru jednotlivych leukocytarnich typti nebo se vzorek
centrifuguje a supernatant a sediment se konzervuji zvlast'. Pfed centrifugaci je mozné vzorek
fedit riznymi roztoky podle uéelu izolace (viz napf. Fleischer 1980)). Inkubaci na plastové
podlozce lze z krve vyizolovat adherentni makrofagy a trombocyty (napf. Fleischer 1980;
Kaspers et al. 1993, 1994). Po proplachnuti ziistanou na podlozce pfichyceny pouze tyto

siln¢ adherentni buiiky, zatimco mén¢ adherentni B lymfocyty a neadherentni T lymfocyty se
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shromazd’uji v proplachovém roztoku. T a B bunky lze oddélit jejich inkubaci s nylonovou
vlnou, pficemz B lymfocyty se pfichycuji na vldkna viny, zatimco T lymfocyty se proplachem
dostavaji do sbérné¢ho roztoku. Fagocyty Ize izolovat v silném magnetickém poli za pouziti
prasku karbonylZeleza, ktery je butikami z média fagocytovan (napi. Fleischer 1980). Takto
vyizolované bufiky pak lze déle kultivovat pro potieby in vitro analyz (viz napi. Kogut et al.
2002). Vyhodou vSech téchto izolacnich procedur je jejich nendrocnost a rychlost, napf.
ve srovnani s pratokovou cytometrii. Nelze ovSem ziskat leukocytarni populaci o takové

Cistote, jaké dosahuje prave pritokova cytometrie (viz podkapitola VI.3.5).

Pokud neni mozné dal$i analyzy provést ihned po odbéru krve, 1ze vyizolované leukocyty
z krve po delsi dobu uchovavat v kryoprezervaénim roztoku pti nizkych teplotach (-70°C).
Nevyhodou ovSem je, Ze buiiky timto procesem ztraceji na viabilité (z 99% na ptiblizn¢ 72-
89%). Proto je potieba také relativné velké mnozstvi krve, aby i pfes znacné ztraty v procesu
1zolace bunék a jejich uchovavani zlistalo dostatek zivotaschopnych bunék pro pozdé¢jsi analyzy

(Finkelstein et al. 2003; Lavoie & Grasman 2005).

VI.1.2 Odbér tkani z organti

Metody vyuzivajici organové vzorky nelze samoziejmé provadét bez usmrceni
sekundarni lymfatické tkdné, a obsahuje tak vétSinu bunck pottebnych pro zjisténi aktivity
ruznych slozek imunitniho systému. Ze sleziny ptipravend bunécna suspenze je centrifugovana,
¢imz jsou odstranény erythrocyty a pro dalsi analyzy se pouziva pouze supernatant obsahujici
leukocyty resp. protilatky (viz napt. Beal et al. 2004). Obdobné 1ze odebrat samoziejmé i dalsi

imunologicky vyznamné tkan¢ jako napf. stievni sliznice, cékalni tonsily (Beal et al. 2004),

VI.2 Stanoveni relativni velikosti lymfatickych organii

Je ziejmé, ze se nejedna o metodu stanoveni predispozice k intenzivni imunitni odpovédi,
kterd by byla proveditelnd na zivych zvifatech. Usmrceni vySetfovaného jedince je ovSem
pro mnoho ekoimunologickych studii podminka nepfijatelnd. Z tohoto diivodu zde tuto metodu
jen pro Uplnost zminime, aniz bychom zachézeli do podrobnosti. Jako korelat funkceschopnosti
imunitniho systému muze slouzit velikost sleziny, méfend jako jeji objem (Mgller et al. 2003;
Blount et al. 2003a). Pti tom se povazuje slezina o vétSich rozmérech jako indikator jednak

lepsi imunitni kondice a jednak také probihajici nemoci.
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V1.3 Stanoveni mnozstvijednotlivych bunécényjch typitaimunologicky
vyznamnych molekul ve vzorku

VI.3.1 Relativni éetnost jednotlivijch leukocytarnich typii v krevnim natéru

Stanoveni relativni ¢etnosti riiznych leukocytarnich typt v krevnim natéru je zalezitost
po technické strance pomérné jednoduchd, finan¢né nendkladna a v terénu prakticky
proveditelna. Proto je hojné¢ vyuzivana v rtiznych ekoimunologickych studiich. Krevni natér
zhotoveny ihned po odbéru krve je fixovan v absolutnim methanolu nebo ethanolu a poté
obarven nékterym hematologickym barvenim — napf. azur-eosinem (Horak et al. 1998;
Ots et al. 1998; Ots & Horak 1998; Horak et al. 2000; Saks et al. 2003), Giemsovym
barvivem (Rose et al. 1979; Dufva & Allander 1995; Moreno et al. 1998; Zuk & Johnsen
1998; Figuerola et al. 1999; Merino et al. 1999; Morales et al. 2004), barvenim Diff-Quik
(El-Lethey et al. 2003), Wrightovym barvivem (Lucas & Jamroz 1961; Fudge 1989) nebo
May-Griinwald-Giemsa barvici metodou (Saino et al. 1995, 1999; Christe et al. 2000;
Christe et al. 2001; Ewenson et al. 2001; Mgller & Petrie 2002; Buchanan et al. 2003).
Takto ptipravené preparaty se pak prohlizeji pod mikroskopem pfi silném zvétSenim (1000x)
a jsou zaznamenavany pocty jednotlivych typt lymfocyta zjisténé do celkového poctu 100
leukocytl. Vyjadienim zastoupeni jednotlivych typl leukocyti jsou tedy procenta (Fudge
1989). Ots et al. (1998) povazuji pomér heterofilnich granulocyti ku lymfocytim (H/L)
spolu s celkovym mnozZstvim plasmatickych proteinii (viz dale) za nejadekvatnéjsi ukazatele
imunitniho stavu pfi ekologickém vyzkumu. Pomér H/L je pfitom indexem stresu — zvySuje
se v zavislosti na infek¢nich chorobach, hladovéni a drazdéni i zranéni (Horak et al. 1998;
El-Lethey et al. 2003). V ptipadé parazitace jsou vSak zmény H/L poméru patrné velmi
zavislé na druhu parazita (Fudge 1989). Napt. Rose et al. (1979) zjistili u kufat infikovanych
kokcidiemi (Eimeria) narast jak hladiny lymfocytl tak i heterofili a makrofdgli. Reakce

na stejny pathogen miize byt patrné také druhoveé specifickd (Horak et al. 2003).

Z krevniho natéru je také podle nékterych autori mozné vice méné presné stanovit
relativni pocet vSech leukocytlh vii¢i stanovenému poctu erythrocyti, coz je veliina uZzitecna
pro diagnozu leukocytdzy a leukopenie, které provazeji mnoho chorob (Fudge 1989). Ots et
al. (1998) i Horak et al. (2000) uvadégji prepocet piiblizné na 10 000 erythrocyti. Bohuzel
vSak viibec nezminuji zptisob odhadu 10 000 cervenych krvinek. Je vSak pravdépodobné, ze
k tomuto Gcelu pouzili obdobny postup jako Horak et al. (1998), ktefi pocitali celkovy pocet
leukocytlh ve 100 mikroskopickych polich pfi tisicindsobném zvétSeni, pficemz uvazovali
pocet erythrocytll v jednom poli konstantné za 100 bunék. Podobné Figuerola et al. (1999)
spocitali pocty leukocytti ve 30 mikroskopickych polich rovnéz pfi tisicindsobném zvétSeni a

tuto hodnotu piepocitali pomoci jednoduchého vzorce na celkovy pocet leukocyta v 1 mm?
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krve. Aby jejich vysledky odpovidaly skute¢nosti, museli je ovSem korigovat pres hematokrit
(podobn¢ Christe et al. 2001 a Mgller & Petrie 2002). Co ov§em Figuerola et al. (1999)
ani Horak et al. (1998) ve své praci neuvadéji, je proces, pomoci kterého zajistili rovnomérné
rozprostieni krevnich bunék na roztérovém skle ve vSech odebiranych vzorcich tak, aby bylo
v 5 mikroskopickych polich vzdy 1000 erythrocytt resp. v jednom poli 100 erythrocytt (zde
je prekvapujici, ze ackoliv se krevni natéry piipravuji vzdy obdobné, pocty erythrocytii na
jedno mikroskopické pole se v obou téchto pracech 1isi). Takovyto vypocet celoveho mnozstvi
leukocytt v krvi je patrné zatizen velkou chybou. Mnozstvi erythrocytl v ur¢itém objemu krve
Ize stanovit pomoci hemocytometru (Buchanan et al. 2003). Pro Gcel stanoveni celkového
mnozstvi leukocyt v krvi zmifiuji (Ots et al. 1998) jesté pouzivani metody méfeni mocnosti
leukocytarni vrstvy v heparinizované kapilafe s odebranou krvi ihned po centrifugaci (buffy coat
layer). Tento zplisob stanoveni mnozstvi leukocytl v krvi pouzili jako pomocna charakteristika
napi. Moreno et al. (1998) ¢i Cadee (2000). Ots et al. (1998) vsak tuto metodu pro jeji

nizkou vypovédni hodnotu nedoporucuji.

Samostatnou pomocnou charakteristikou momentalni kondice je téz stanoveni
hematokritu, tedy relativniho mnozstvi erythrocyti v krvi (Horak et al. 1998; Ots et al.
1998). Pomoci métfeni hematokritu miize byt detekovana anemie, ktera ¢asto provazi nemoci
(Fudge 1989). Tato metoda se provadi tak, Ze se krev odebira do heparinizované kapilary, ktera
se pak centrifuguje a méti se proporce erythrocytarniho sedimentu viici celkovému sloupci krve

v kapilare.

VI.3.2 Stimulace bunék imunitniho systému pomoci SRBC in vivo

SRBC je zkratka pro ov¢i Cervené krvinky (sheep red blood cells), pti¢emz pro nize
popsanou metodu se vzil termin SRBC-injekéni test (SRBC-injection assay). Jednd se
v podstaté o stimulaci imunitni odpovédi aplikaci multiantigennich ¢astic, v tomto ptipadé
ov¢ich erythrocyti (Horak et al. 2003). Tento postup simuluje napadeni jedince novym
parazitem, nebot’ imunitni systém reaguje na nepathogenni erythrocyty normalnim rozvinutim
T i B bunééné odpovédi. Podobné 1ze pouzit i jiné antigeny neparazitarniho ptivodu - kuptikladu
KLH (keyhole limpet hemocyanin, viz napi. Hasselquist et al. 1999; Sijben et al. 2000;
Hangalapura et al. 2003) nebo BSA (bovine serum albumine; Parmentier et al. 1993b;
Parmentier et al. 1997). Uréitou nevyhodou tohoto testu je skute¢nost, ze napiiklad produkci
detekovatelného mnozstvi protilatek na SRBC reaguje jen 75% vysettovanych jedinct (Horak
et al. 2003). To by mohlo byt zptisobeno skuteénosti, Ze SRBC nenesou zadné PAMP, které by
mohly aktivovat APC.
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K vlastnimu vysSetieni funkce imunitniho systému po této proceduie se pak pouzivaji
jiné metody uvedené v této kapitole (napt. stanoveni H/L poméru nebo koncentrace protilatek
v krevnim séru, pfiCemz o nejbeznéjsi z nich - vysetieni mnozstvi protilatek pii primarni a

sekundérni imunitni reakci pojednavé podkapitola VI.7.2).

V1.3.3 Stanoventi celkové koncentrace plasmatickych proteinii

Stanoveni koncentrace vSech proteinti v krevni plasmé se pouziva jako pomocné kritérium
pii diagnostice nemoci, nebot’ ta je velmi Casto provazena poklesem hladiny plasmatickych
proteint (Ots et al. 1998; Tella et al. 2000). Jelikoz ovsem mnozstvi protilatek v séru béhem
infekce narGsta, stanovuje se tento ukazatel spise jako pokles poméru albuminu (nejpocetnéjsiho
proteinu normalni krevni plasmy, jehoz hladina za pathologickych stavt klesa) ku globulintim,
tedy proteinim akutni faze a protilatkam (Horak et al. 1998; Ots et al. 1998). Vlastni
stanoveni mnozstvi téchto proteint se pak provadi za pouziti standardni gelové elektroforézy

(Horak et al. 1998; Ots et al. 1998; Horak et al. 2000).

VI.3.4 Sedimentace

Tato metoda odrazejici mnozstvi plasmatickych proteinti (véetné protilatek) a hematokrit
se pouziva v ekoimunologickych studiich jen ziidka. Jednou z vyjimek je napiiklad prace
Garamszegi et al. (2005) provadéna na vlaStovkach (Hirundo rustica). Postup je takovy,
ze krev je odebrdna do kapilar, které se poté jednostranné zatavi a ponechaji po urcitou dobu
za konstantni teploty ve vertikalni poloze, nacez je odecten pomér volné plasmy bez bunck
ku celkovému objemu krve v kapilafe. Rychlost sedimentace ptfitom vypovidd o mnozstvi
proteini v krvi, a tedy vysoké hodnoty indikuji zhorSeny zdravotni stav jedince. Jelikoz
ovSem nelze na zakladé této metody odlisit vySe popsané dva jevy (mnozstvi proteint v krvi
a hematokrit) ani identifikovat pfi¢inu zvySené hladiny proteinti, vyuziva se obvykle jinych,

ptesnéjsich metod.
VI.3.4 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie naleZi v dneSni dobé mezi metody s velice Sirokym vyuzZitim. Jedna
se o techniku, ktera umoznuje nejen bunky nebo jejich komponenty (popi. celé shluky bunék)
pocitat, ale také definovat n¢kolik jejich vlastnosti najednou a na zaklad¢ téchto vlastnosti
je pak i separovat (Ormerod 2000). Separované bunéné typy lze pak dodate¢né barvit
a identifikovat podle jejich morfologie nebo dale zivé kultivovat a charakterizovat jejich aktivitu
in vitro. V imunologii tak tato metoda predstavuje mocny nastroj pro dalsi vyzkum jednotlivych

leukocytarnich linii. Zakladnim principem je rychly pritok bunék v roztoku meéfici komorou,
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v niz bunky prochdzeji pies laserovy paprsek. Tim dojde k emitaci fluorescenc¢niho zateni, které
se pak vyuziva ke spektrometrické detekci povrchovych molekul zna¢enych fluorescenénimi
znackami (napf. fluoresceinem). Ke specifickému fluorescencnimu oznaceni povrchovych
molekul (napt. CD) sledovanych bun¢k se pouziva piedevsim vazba monoklonalnich protilatek
(ackoliv je mozné pro nekteré struktury pouzit tieba nékteré lektiny) nesoucich fluorescen¢ni
znacku. Tyto protilatky jsou v dneSni dob¢ jiz dobie komeréné dostupné pro velky pocet
antigentl. Riznymi fluorescen¢nimi znackami mizeme oznacit vétsi pocet riznych povrchovych
molekul najednou, takze 1ze ve vysledku rozlisit relativné velky pocet riznych typd bunék,
na kterych navic miizeme stanovit i nékteré metrické parametry a urcit mnozstvi ptitomnych
oznacenych povrchovych molekul. Pomoci prutokové cytometrie je mozno obdobnym
zpusobem také detekovat intracelularni cytokiny nebo expresi urcité mRNA (a stanovit jejich
mnozstvi), odhalit proliferujici bunky anebo buiky podléhajici apoptoze. Pro riizné ekologické
studie by mohla byt také diilezitd informace o viabilité nejriiznéjSich bunck, kterou lze rovnéz

za pomoci této metody méfit.

Mnohdy je potieba ve vystupu sledované buiiky odd¢lit pro dalsi analyzy. NejCastéjsi
metoda separace bunék je zaloZena na rozdéleni protékajiciho roztoku do kapek obsahujicich
po jediné bunice nebo jeji soucasti, pricemz kazdé kapce je v elektrickém poli ud€len urcity
naboj, ktery kapku vychyli smérem do sbérné nadobky. Pfi cytometrii leukocytl z periferni
krve je tfeba nejdiive odstranit erythrocyty, které jsou v krvi ve velké ptevaze. To Ize proveést
lyzi bunék chloridem amonnym a naslednym proplachem. Pokud vySetfujeme nékterou
kompaktné&jsi lymfatickou tkan, je tfeba pted vlastni cytometrii buriky z této tkdné mechanicky

nebo enzymaticky vyizolovat.

Velkou nevyhodou pritokové cytometrie je jeji narocnost na c¢as. V disledku toho
je po ukonceni izolace mnoho bunck mrtvych, a nelze je tedy pouzit pro dalsi analyzy.
Tato metoda je také velmi narocna z finan¢niho hlediska a jeji pouzivani vyzaduje mnoho
zkusenosti. Vyhodou je naopak fakt, ze vyizolované leukocyty jsou velmi Cisté ve srovnani

s jinymi izola¢nimi postupy (V. Holan in verb.).

Priklady pouziti prutokové cytometrie v ptac¢i imunologii mohou byt prace tykajici
se vyzkumu yd T lymfocyti (Choi & Lillehoj 2000), specifity monoklonalnich protilatek
(Kaspers et al. 1993), exprese MHC 1II gp na makrofazich (Kaspers et al. 1994).
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V1.4 Meéient imunopathologické reakce opozdéného typu (DTH)

Imunopathologickd reakce opozdéné¢ho typu (delayed type hypersensitivity, DTH)
je lokalni zanétliva reakce vyvolana imunizaci a opakovanou aplikaci urcitého antigenu
po nckolika tydnech. Jejim zékladem je vzdjemné pulsobeni antigenné specifickych T, 1
bunék a makrofagl, které do mista opakovaného podani antigenu (u ptakl to byva patagium
kiidla) musi nejdiive imigrovat a vzajemné se stimulovat. V dusledku toho vznikéd na tomto
miste tvrdy otok, ktery je metricky méfitelnym parametrem. Jako antigenni Castici lze pouzit
Mycobacterium sp., pfi¢emz je vyhodna vakcinace ve Freundové kompletnim adjuvans (Sijben
et al. 2000; El Lethey et al. 2003). Jinym uZzitym antigenem mize byt BSA (Parmentier et
al. 1993a) nebo KLH (Sijben et al. 2000).

V1.5 Cytokiny
VI.5.1 ELISA cytokinii

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) patti v dnesni dobé mezi nejpouzivané;si
metody uzivané ke stanoveni koncentrace cytokind. Jedna se o metodu, pomoci niz Ize detekovat
mnozstvi cytokinli v séru ¢i tkanové tekutiné nebo v kultivaénim médiu v ptipad€ in vitro
kultivace vySetrovanych bunék. Postup této analyzy je takovy, ze na stény jamek kultivacni
desticky je nanesena protilatka vazajici dany cytokin, jejiz prebyte¢né mnozstvi je pak odmyto;
nasledné je pfidan roztok obsahujici stanovované cytokiny, které se navazou na protilatky
na sténdch desticky; poté jsou pfidany dalsi protilatky proti jinému epitopu dan¢ho cytokinu,
které se opét navazi na molekuly cytokinu; po odmyti téch, které se na cytokin nenavazaly,
je mozno aplikovat obdobnym zptisobem jesté nékolik vrstev protilatek pro zesileni detek¢niho
ucinku; tyto protilatky na sobé nesou navazany enzym, ktery po pfidani substratu do roztoku
vytvaii na desticce barevny produkt, jehoz densita je pak spektrofotometricky méfena. Timto
zpusobem Ize tak stanovit naptiklad produkei cytokini po stimulaci bunék pathogenem (napf.
IL-6 u mysi viz Lynagh et al. 2000, IFN-y u kura Lambrecht et al. 2000; Dalloul et al.
2002; Lambrecht et al. 2004).

VI.5.2 Radioimunoanalyza cytokinii

Jedna se o metodu zaloZenou na navazani radioaktivné znacenych protilatek na stanovované
cytokiny, pficemz je detekovano mnozstvi komplexi takto nachytanych na nosici (viz

napi.Bucala 1992).
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Vl1.5.3 Bioanalijjza cytokinii

Pomoci bioanalyzy lze stanovovat pouze takové cytokiny, které piedstavuji rastoveé
faktory (tedy ne napft. IL-1, IL-8 ¢i IL-10). Metoda je totiz zalozena na kultivaci bunécnych linii,
které jsou zavislé na pfitomnosti stanovovaného cytokinu v prostfedi. To znamend, ze pokud
vySetfovany vzorek obsahuje dostatek daného cytokinu, linie roste, zatimco pokud je cytokinu
nedostatek, linie hyne. Napf. stanoveni IL-6 v krevnim séru je mozné pomoci 7TD1-bioanalyzy,
kterou popsali u kura (Lynagh et al. 2000). V jejich pokusech bylo sérum ptéki infikovanych
Eimeria tenella pfidano ke kultufe 7TD1 bunék, pfi¢emz mnozstvi pfitomného IL-6 bylo
indikovano proliferaci téchto bun¢€k stanovenou prostfednictvim inkorporace radioaktivniho
*H tymidinu. Pomoci této metody lze stanovit i nizké koncentrace IL-6 (pfiblizné do 0,1 pg/ml)
lezici pod prahovou koncentraci pro ELISA (2pg/ml). Obé metody piitom podadvaji srovnatelné

vysledky (Lynagh et al. 2000).

Podobné 1ze napi. IFN stanovit tak, ze ke kultufe bun€k je pfidan jednak stanovovany
vzorek a jednak virus, ktery buniky zabiji. Je-li ve vzorku dostatecné mnozstvi IFN, dokéze
ochrénit buniky pied virem a ty neodumiraji. Pro stanoveni produkce IFN ptac¢imi bunikami byla
ovSem navrzena 1 jind metoda, ktera je zaloZena na bioanalyze provadéné za pouziti kiepel€ich
bunék nesoucich gen pro luciferazu. Tento gen je zde kontrolovany kufecim IFN-responsivnim
Mx promotorem. Tato metoda je citliva na ChIFN-a,-B,-y nikoliv v§ak na ChIL-1p (Schwarz
et al. 2004). Timto zptisobem by bylo napiiklad mozné provést stanoveni IFN-y odpovédi
T bunék na aktivaci v prostfedi IL-2 nebo méteni produkce IFN-a resp. -p viry stimulovanymi

bunikami.

VI.5.4 Exprese mRNA cytokinti

Sledovani exprese mRNA cytokinil v buiikéch je metoda zaloZena na amplifikaci mRNA
sledovaného cytokinu z bun¢k v odebraném vzorku. Pfi tom se vyuziva kvantitativni RT-PCR
a nasledna fluorescenéni detekce kvantity takto standardné zmnozené mRNA (Kogut et al.
2003; Beal et al. 2004; Kogut et al. 2005b). Touto metodou by vSak neméla byt stanovovana
produk¢ni aktivita bun€k pro cytokiny, které jsou regulovany az na posttranskripni trovni

—napt. IL-1, IL-15 a IL-18 (Staeheli et al. 2001).
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VI.6 Méient aktivity T bunék

V1.6.1 Meéreni aktivity T bunék pomoci PHA in vivo

Metod¢ PHA-kozniho testu je vénovana samostatna podkapitola predevsim proto, ze se
v soucasné ekologické imunologii jedna o nejcastéj$i metodu vyuzivanou pfi studiu T bunécéné
imunity (viz tab. VI.6.1/1 v pftiloze, shrnujici vybrané prace pouzivajici PHA-kozni test).
Jeji princip je nésledujici: do patagia sledovaného jedince je injektovan phytohemagglutinin
(PHA), tedy mitogen (viz kapitola V.3), ktery v tomto misté zptisobi polyklonalni aktivaci T
lymfocytt. V disledku této aktivace zacnou T buiiky proliferovat a produkovat prozanétlivé
cytokiny, které zptsobi infiltraci ostatnich bunék imunitniho systému a vznik zanétu (Goto et
al. 1978). Proto se postupné na tomto misté objevi otok, ktery pak lze méfit pomoci tlakové
citlivého mikrometru nebo za pouziti posuvného meéfitka na zakladé vizudlni kontroly. Jak
ukazali na mlad’atech jifi¢ek (Delichon urbica) Merino et al. (1999), nevyvolava tato metoda
u ptaki zddnou vEtsi zatéz, a je tedy povazovana za maximalné Setrnou. Horak et al. (2000)
ovSem zjistili u mlad’at sykory konadry (Parus major), jimz byl aplikovan PHA, zvySeny pomér
heterofilti (a tim 1 jejich pomér ku lymfocytiim) v krvi tyden po tomto osSeteni (k podobnym
vysledkiim pozdéji dospéli u adultnich samct vrabce domaciho (Passer domesticus) Buchanan
et al. (2003). To indikuje urcity stres (viz napt. Horak et al. 1998). Ani oni v8ak nezjistili
zadny vliv na pocet lymfocyti v krvi, celkovou koncentraci proteinti v krvi nebo na ristové
parametry mlad’at. Je pravdépodobné, ze Horakem et al. (1998) zjistény imunologicky stres
byl imérny intenzité a délce stresu pii manipulaci s mlad’aty, coz by odpovidalo vysledkiim
studia manipula¢niho stresu provadéného Ewenson et al. (2003) na zebti¢kach (Taeniopygia
guttata). Prave tato studie jasn¢ doklada citlivost této metody na manipulaéni stres. V piipade,
ze se mu pii odchytu zvitat nelze vyhnout, je Iépe nechat vySetfovaného jedince po urcitou dobu

(navrhovano 2h) uklidnit (Ewenson et al. 2003).

Casovou dynamiku PHA kozni reakce studovali in vivo Navarro et al. (2003), ktefi
u vrabce domaciho zjistili pocatecni rychly narGst méfeného otoku, a pak vice méné stabilni
stav po dobu 3 dnii. Tento pribéh odpovida pfedchozim histologickym (Goto et al. 1978;
McCorKkle et al. 1980) a morfometrickym zavéraim (Parmentier et al. 1993a) zjistovanym
na kurovi, ackoliv je, co se délky trvani odpovédi tyce, vyznamné piesahuje. Tento vysledek
ma ziejmy metodologicky vyznam v tom, Ze umoziuje vétsi casovy interval pii méfeni otoku,
nez je standardné pouzivana 24 + 1 hodina. Povazuji za vhodné do budoucna tyto zavéry
(vzhledem k jiné délce pritbéhu zjisténé u kura a vzhledem k poznamce o nepublikovanych
pozorovanich u bélokura rousného (Lagopus lagopus) viz Mougeot & Redpath 2004) ovéfit
jesté na nekolika dalSich druzich a v pfipadé obecné platnosti déle trvajici neménnosti otoku

vzniklého po aplikaci PHA této skute¢nosti vyuzit pti zpétnych odchytech tam, kde neni mozné
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z urcitého diivodu vySetfované jedince méfit po standardnich 24 hodindch. Vyznamnym
parametrem by v tomto ohledu mohla byt i podavana davka PHA. Objevily se uz prvni prace
(napt. Moller et al. 2003), které téchto poznatkl vyuzily v tom smyslu, Ze méfeni otoku
provedli experimentatofi uz 6 hodin po aplikaci PHA. Navarro et al. (2003) ovSem mimo
vyse uvedené rovnéz prozkoumali cirkadianni rytmicitu otokové reakce. Ptitom dospéli
k vysledku, ze v no¢nich hodinach jsou otoky tychz jedinct signifikantné vétsi nez béhem dne.
To by mohlo vypovidat pro intenzivngjsi imunologické pochody béhem noci, které je mozno
podle téchto autort vysvétlit jednak neadaptivné vétsim mnozstvim vyuzitelnych zdroji béhem
noci a jednak také adaptivné jako odpoveéd’ hostitele na vétsi miru ataki ektoparaziti, kteti maji
prevazné nocni aktivitu, a endoparaziti, ktefi 1épe prospivaji béhem noc¢ni snizené teploty téla.
Pravdépodobné proto se autoii v tomto ohledu prozatim ojedinélé studie, Marzal et al. (2005),
rozhodli aplikovat PHA vyhradné v odpolednich hodinach, aby tak byla zajiSténa homogenita

naméfenych vysledkd.

Jinym aspektem, ktery je potteba si pii pouzivani PHA-kozniho testu uvédomit, je
skutecnost, ze pozitivni vysledek testu nelze bez vyhrad spojovat s lepsi funkci T bunécné
imunity. PHA jako mitogen stimuluje pouze hypersenzitivni reakci v mife, kterd koreluje
s mnozstvim dostupnych T bun€k a na nic jiného tedy ani nelze z vysledku testu usuzovat. Jak
ukazuji vysledky nékterych studii (napi. Saks 2004), mohla by zvySena odpovidavost na PHA
stejné tak jako na lep$i pfipravenost organismu na invazi pathogena naznacovat probihajici
infekci, kterd stimulovala zvySeni poctu ptitomnych T bun€k. Proto je vhodné pii posuzovani

vysledkti PHA-kozniho testu brat tuto moznost v potaz.

V praxi se v souc¢asné dob¢ pouzivaji dvé odlisné varianty této metody (viz tab. V1.6.1/1
v priloze prace). Pivodnéjsi je metodika, podle niz injektujeme do jednoho kiidla roztok PHA
rozpusténého v PBS (izotonicky pufr phosphate buffer saline), zatimco do druhého ktidla ¢isty
roztok PBS (tzv. ,.kontrola®). Jako korelat aktivace T bun€k pak slouZzi rozdil mezi otokem
v misté¢ vpichu PHA a tloustkou membrany v misté vpichu cist¢ého PBS, oboji méteno 24
hodin po aplikaci. Tato metodika vychazi jest¢ z pavodnich praci na drubezi (Goto et al.
1978; Lamont & Smyth 1984; Cheng & Lamont 1988), pfi kterych se ovétoval vliv PHA
na aktivaci bunééné imunity a pouzitelnost této metody pro mefeni T bunééné imunity u kufat.
Injekce PBS tak slouzi jako kontrola, ze PBS nezpusobuje aktivaci T bunék (Goto et al. 1978;
viz téZ Smits et al. 2001). Tato skute¢nost se zda byt jiz dobfe dokazana a neni proto potfeba
ji dale ovéfovat (Smits et al. 1999; Smits et al. 2001). Goto et al. (1978) dokonce sami pisi,
7e PBS se vstieba do 6 hodin po injekci. Proto Smits et al. (1999) navrhli zjednoduseni PHA
metody nasledujicim zpisobem: zméfeno je patagium pied injekci PHA a pak znovu 24 hodin
po injekei (tedy v dobg, kdy se jiz vytvortil métitelny otok), pricemz mira odpovédi je vyjadiena

v rozdilu téchto dvou hodnot. Obé metody pii tom nutné podavaji srovnatelné vysledky (Smits
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et al. 1999; Owen-Ashley et al. 2004). Smitsova metoda je znatelné technicky jednodussi,
rychlejsi, zajiStuje mensi riziko chyby v disledku neptfesného méfeni, umoziuje vyuZiti
druhého kiidla pro vyzkum jiné imunitni reakce a z hlediska stresu pokusnych zvitat je zietelné
i mnohem Setrn¢jsi. Praveé otazka vyvolaného stresu se pak muize zpétné odrazit i na velikosti
naméfené reakce, nebot’ schopnost vyvolat imunitni odpovéd’ se stresem nepiimo umeérné
koreluje (Ewenson et al. 2003). Abychom tedy neméfili citlivost jednotlivych zvifat vaci
stresovym faktorim, ale skutecnou schopnost mobilizovat imunitni systém, je vhodné vznikly
stres vS§emoZn€ minimalizovat, k cemuZ pfispiva 1 pouZiti zjednodusené PHA metody. BohuZel
jak je vidét z tabulky VI1.6.1/1, stadle mnoho autorti pouziva ponékud kontraprodukéné metodu
puvodni, coz ovSem miize byt dano skutecnosti, Ze stejni autofi pouzivaji pro zachovani
metodiky stale stejnou metodu, kterou pfijali jesté pied vydanim doporuceni Smitse et al.
(1999). Pro uplnost je ovSem tfeba poznamenat, Ze zjednoduseni navrzené Smitsem et al.
(1999) bylo o 2 roky pozdéji napadeno Siva-Jothy & Ryder (2001) s poukazem na vhodnost
PBS ,kontroly* pro ovéfeni praktickych schopnosti pokus provadéjiciho pracovnika a stanoveni
repetability méteni. Tento podnét byl vSak nasledné€ podle mého nazoru smysluplnym zptisobem
uveden na pravou miru vysvétlenim pojmu ,kontrola®“ ve vyzkumné praci a vyvracenim

predstavy o potiebé injekce Cistého PBS pro stanoveni repetability (Smits et al. 2001).

Nekteii autofi se rozhodli pro aplikaci ,senzitiza¢ni injekce PHA nékolik dni
pied podanim vlastni ,,méfici” injekce. Tento postup byl pouzit predevSim ve studiich na
mlad’atech (Johnsen et al. 2000; Kleven & Lifjeld 2004; Westneat et al. 2004). Narozdil
od Westneat et al. (2004) se mi nepodafilo v Parmentierové et al. (1993) praci nalézt
zminku o pouziti takovéto senzitizacni injekce v piipadé aplikace PHA mitogenu a v praci
Parmentier et al. (1994) dokonce jakoukoliv zminku o pouziti PHA. Domnivam se proto,
ze tito autofi zaménili BSA za PHA, pfiCemz nevzali v potaz rozdilnou povahu pisobeni
obou latek. Vezmeme-li tedy v tvahu to, co je zndmo o molekuldrnim mechanismu piisobeni
mitogend (Licastro et al. 1993), vychazi ndm senzitiza¢ni injekce aplikovana na jiné misto,
nez je pozdeji méteny bod injektace PHA ,,méfici” davky, jako zbytecny stresovy faktor, ktery
nemuze zvysit odpovéd’ organismu na PHA. Mitogen zpusobuje aktivaci velkého mnozstvi
ruznych antigenné specifickych kloni T bunék, takze vlastné aktivuje jakékoliv T bunky,
které jsou v danou chvili v blizkosti mista injekce nebo které tam infiltrovaly. Senzitiza¢ni
injekce by méla vyznam pouze v piipadé méteni odpovédi na klasicky antigen, kdy by bylo
tteba pfedem ,,nachystat™ dostate¢né velky pocet pamétovych bunék specifickych k danému
antigenu (jako pravé v piipadé BSA pouzitého Parmentierem et al. 1993). I kdyby nebyl
PHA pouze mitogenem a ucinkoval i jako klasicky antigen, vii¢i némuz vznikaji i pametové
bunky (t€ch vsak bude vzdy relativné zanedbatelny pocet vzhledem k buinkam, které PHA

aktivuje nespecificky), pak podani senzitiza¢ni injekce pouhé dva dny pted aplikaci méfici
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injekce PHA, tak jak to provedli Johnsen et al. (2000) a Kleven & Lifjeld (2004), nemtize
byt v zddném piipad¢ dobou dostatecné dlouhou pro vznik pamétovych bunék. Proto pokud
Johnsen et al. (2000) a Kleven & Lifjeld (2004) podali seznzitiza¢ni injekci, byla to spise
snaha zvysit celkové mnozstvi lymfocyta cirkulujicich v krvi, ktera se ovSem dle mého nazoru
minula G¢inkem, nebot’ atrahovala buiky cirkulujici v krevnim ob€hu do nevhodného mista
— tedy metakarpu (mista senzitizace) misto do patagia, kam pak byla poddna méfici injekce
Johnsen (1998), ktefi podali senzitiza¢ni injekci tyden pied injekci métici. V zadném piipadé
vSak nelze, vzhledem k vySe uvedenému, v souvislosti s PHA hovoftit o méteni DTH, tak jak to
pojali Westneat et al. (2004) ¢i Lozano & Ydenberg (2002). Parmentierovo et al. (1993)
pouziti vyrazu DTH ve vztahu k PHA injekci je spiSe terminologickou neptesnosti (podobné

patrné i Ohlsson et al. 2002).

Pon¢kud smutnym dusledkem praktické jednoduchosti této metody je skutecnost, ze byla
pfijata za svou i vyzkumnymi pracovniky, ktefi nepovazovali za nezbytné zabyvat se pfi
interpretaci svych vysledki hloubéji otazkami fungovani ptaci imunity a vysledky této metody
pojali absolutnim zpisobem. Piikladem takovéto prace se zda byt ¢lanek Granbom et al.
(2005). Autofti (sledujici opakovatelnost méteni PHA indukovanych otokii v uritém case
a po urcité dobg) v této praci navrhuji PHA injekce do obou kfidel, aby bylo mozno stanovit
momentalni repetabilitu méteni. Pfi tom zcela opomijeji procesy na urovni pohybu bunék, které
tvoti zaklad PHA metody. Granbom et al. (2005) se podivuji nad skute¢nosti, Ze repeatabilita
v Case (tj. mezi dvéma injekcemi oddélenymi 46-ti dny) je velmi nizka, pfi¢emz nediskutuji
mozny vliv biorytmu (viz kapitola VIII.4). Méfeni otoku s ptesnosti na 0,001 mm po uplynuti
doby 24 hodin + 10 minut, je piesnost obdivuhodna, ackoliv z praktického hlediska neni
s ohledem na zjisténi Navarra et al. (2003), Gota et al. (1978) i McCorkleho et al. (1980)
vubec nezbytnd. Navic méfenym objektem je relativné mékka tkan, ktera postrada rigiditu, takze
1 pfi nejpresnéjSim mozném meéteni nelze ocekavat 100% shodu. Skutecnost, Ze pii aplikaci
dvou injekci PHA stravi experimentatofi na zviteti dvojnasobny cas, ktery zptsobi vétsi stres,
jenz miize intenzivnéji a zcela nekontrolované suprimovat imunitu, ovSem ve svych zavérech
Granbom et al. (2005) nepfipoustéji. Tento piiklad pouze podtrhuje skute¢nost, ze PHA-kozni
test je metoda jednoducha, ale vyzkumni pracovnici by si méli byt maximalné védomi jejich
omezeni. Neni mozné od ni oCekavat absolutni piesnost, nebot’ métena veli¢ina odrazi mnoho
simultannich procest (viz Goto et al. 1978) a proces méfeni je i pfi nejlepsi vili principialné
prilis hruby (napf. nelze brat v ivahu zmeény v tloustce kozni membrany, které mohou mit
momentalni charakter, ale s imunitnim systémem viibec nemusi nesouviset). Pokud je potieba
ziskat o T bunécné imunité ptesna data, je potieba pouzit n€kterou Iépe definovanou metodu

in vitro.
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Z vyse uvedeného tak jasné vyplyva, ze vypovédni moznosti této metody méfeni aktivity
T bunék jsou ve skutecnosti jen omezené. Pomoci PHA-kozniho testu nelze konstatovat nic
jiného, nez ze za danych podminek néktefi jedinci vykazuji vyssi T bunécnou odpovidavost
na in vivo aplikovany mitogen nez jini. Vzhledem k povaze interakci vysvétlené v kapitole V.3.
nelze pfitom v zadném piipad¢ konstatovat, ze PHA je novym antigenem (jako to ucinil napf.
Moller et al. 2003 a Westneat et al. 2004) nebo Ze simuluje antigeny podobné antigentiim
parazitt (viz napi. Buchholz et al. 2004). Reakce na PHA je ve své podstaté velmi komplexni
a zahrnuje nejen proliferacni aktivitu T bungk, ale také mezi jinymi infiltraéni aktivitu fagocyti
nebo produkci prozanétlivych cytokint, a tak zpétné aktivaci dalSich bunék (Goto et al. 1978).
Mira otoku tak mlze zaviset na mife schopnosti bunék uskute¢nit kterykoliv z téchto krokd.
Ke vSemu navic z predchozi kapitoly o ptaci imunité vyplyva, ze nadmérna aktivita nekteré
slozky imunitniho systému (tedy jeji hypersenzitivita) neni z hlediska boje proti parazitim
viibec prospéSnd, pokud neni imérna intenzit€ podnétu (viz napi. pasaze vénované T, 1xT 2
regulaci). Proto nemusi byt nutné jedinec, u né¢hoz se projevi nejveétsi otok, zaroven jedincem,
ktery je schopen se s parazity nejlépe vyrovnat (tedy jedincem nejimunokompetentnéjSim).
Naproti tomu existuji ditkazy o tom, ze alesponi v nékterych piipadech tomu tak opravdu je
(viz napf. Gonzalez et al. 1999), coZ podporuje relevantnost pouziti této metody. Vysledky
poskytnuté touto metodou nam tak mohou naznacit spravny smér, jakym by se mél ubirat
nas dalsi (podrobnéjsi) vyzkum v piipade zjisténi signifikantniho vztahu mezi PHA-reakci
a n¢jakym jinym sledovanym parametrem. PHA-kozni test je tak pro svou jednoduchost
neobycejné vhodnym nastrojem pro prvni faze kazdého vyzkumu zaméteného na sledovani

T bunécné imunity in vivo in natura.

V1.6.2 Meéreni proliferace T bunek

Meéfieni proliferacni aktivity in vitro je diky konstantnimu nastaveni podminek a izolaci
sledovanych buné€k oproti vyse nastinénému postupu in vivo mnohem piesnéjsi, avSak zaroven
studiich, kde lze Cerstvé odebrané vzorky obsahujici T lymfocyty ihned zpracovat a izolované
buiiky kultivovat. Vlastni méfeni se pak provadi tak, ze je bunécéna kultura obsahujici sledované
T lymfocyty inkubovana na zivném médiu obsahujicim radioaktivni *H-thymidin za konstantni
zvySené teploty (37°Cnebo 41°C) a CO, (5%) v piitomnosti aktivatoru proliferace (superanitgen,
PHA, Con A apod). Po ur¢ité¢ dobé jsou takto nakultivované vzorky odebrany a analyzovany
na mnozstvi inkorporovaného *H-thymidinu (Majumdar et al. 1990; Parmentier et al. 1994;
Sijben et al. 2000; Parmentier et al. 2001; Hangalapura et al. 2003; Hangalapura et al.

2004; Beal et al. 2004). Podobn¢ lze pouzit i 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetr
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azoliumbromid (Dalloul et al. 2002) ¢i pyrimidinovy analog 5-bromo-2°‘-deoxyuridin, jehoz
inkorporaci do DNA je mozno méfit spektrofotometricky (Finkelstein et al. 2003) popt.
pfimo za vyuziti pratokové cytometrie (Motobu et al. 2002). Je ov§em potieba brat v uvahu
urcité specifika jednotlivych T bunécnych populaci. Naptiklad bylo zjisténo, ze yo T lymfocyty
reaguji na in vitro stimulace mitogeny ponékud hife neZ jiné populace (Arstila & Lassila

1993).

V1.6.3 Meéreni aktivity T bunék nepiimo pres cytokiny

Lambrecht et al. (2004) navrhli odhad buné&éné imunitni odpovédi na vakcinaci proti
viru Newcastleské choroby provadény pres stanoveni ChIFN-y, ktery T buiiky uvoliiuji in vitro
po stimulaci antigenni ¢astici. ChIFN-y je v tomto piipad¢ detekovan pomoci cytokinové
ELISA. V podstaté se tedy jednd o metodu obdobnou jinym metodam popsanym v kapitole

VL5, které 1ze rovnéz vyuzit.

V1.6.4 Analyza cytotoxicyty T bunék

K tomuto tcelu 1ze pouzit mikrocytotoxicky test zaloZeny na uvoliiovani radioaktivniho
chromu ze znacenych bunék (°'chromium-release microtoxicity assay; Fleischer 1980). Ta je,
zjednodusené feCeno, zalozena na y-spektrometrickém stanoveni radioaktivniho chromanu
sodného. Touto slouc¢eninou jsou oznaceny cilové bunky (ov¢i erythrocyty ¢i nddorové buiiky),
kter¢ jsou pak inkubovany spolecn¢ se sledovanymi efektorovymi butikami (T, ¢i NK buriky,
ale i aktivované fagocyty). Efektorové buiiky v prib&hu inkubace postupné v médiu cytotoxicky
likviduji cilové bunky, ¢imz se do okoli uvoliluje radioaktivni znacka, jejiz koncentrace je
nasledn¢ stanovovana. Mira cytotoxického ptlisobeni efektorovych bunék se pak stanovuje
procentudlné vzhledem ke stavu, kdy jsou detergentem zni¢eny vSechny cilové buiiky (100%
uvolnéni znacky). Pfi hodnoceni se odecita spontanni uvoliiovani znacky, které se stanovuje

inkubaci média bez efektorovych bunék.
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V1.7 Meéieni aktivity B bunék
V1.7.1 Méreni proliferacni aktivity B bunek

K tomuto ucelu je mozno pouzit stimulaci izolovanych B bunék superantigenem (LPS) ve
vhodném cytokinovém prostiedi o standardnim obsahu radioaktivniho *H-thymidinu (Bucala
1992). Po urcité dob¢ kultivace (24 hodin) se pak bunky lyzuji a spektrometricky se stanovuje

obsah inkorporované oznacené baze.

VI.7.2 Méreni mnozstui protilatek

Obecné je mozné sledovat bud'to aktualni mnozstvi vSech protilatek v krevni plasmé
(v tom pfiipadé jejich vy$si mnozstvi indikuje vétsi parazitaci, napf. Martinez et al. 2003)
nebo produkci protilaitek vyvolanou experimentdlné¢ aplikovanym antigennim stimulem
(vyssi pritomnost protilatek znaci vétsi schopnost humoralni imunitni odpovédi). V druhém
ptipad¢ Ize sledovat odpoveéd primarni (na prvni kontakt organismu s danym antigenem) nebo
sekundarni (vyvolanou opakovanym podanim antigenu). Primarni odpovéd’ nastava obvykle
piiblizné 9. den po aplikaci antigenu, zatimco sekundéarni odpovéd’ jiz po 6 dnech. Ackoliv
spolu ob¢ odpovédi pro jednotliva zvirata obvykle koreluji, je pribéh sekundarni reakce vyrazné
intenzivnéjsi (viz napi. Hasselquist et al. 1999; Owen-Ashley et al. 2004). Jako antigen je
mozné podat mnoho riznych latek, u nichz vSak v pfipadé méfeni primarni imunitni reakce
musime mit jistotu, Ze se s nimi vySetfovany jedinec nem¢l moznost béhem svého zivota
nikdy predtim setkat. Pouzit tedy Ize nejriznéjsi bakteridlni a virové vakciny (napf. vakcina
z Corynebacterium diphtheriae a Clostridium tetani, tedy ,,diptheria-tetanus“ (Raberg et al.
2003), SRBC (napi. Deerenberg et al. 1997), KLH (Jeurissen et al. 1992; Hasselquist
et al. 1999), BSA (Parmentier et al. 1993b) ap (viz tab. V1.7.2/1 v piiloze této prace).
Urcity problém pfi vyuzivani nepfirozenych antigent (napt. pravé tii posledné jmenované,
vcetné SRBC, které se dnes velmi Casto pouzivaji) by mohla v ekoimunologickych studiich
predstavovat skute¢nost, ze se jedna o antigenni ¢astice, které nesimuluji ptirozeného parazita.
Tyto latky nenesou naptiklad zadné spole¢né pathogenni markery (PAMP), které jsou normalné
zodpovédné za iniciaci antigenné nespecifickych imunitnich mechanismt, které pak ovliviiuji 1
antigenng specifické slozky imunity. Proto je otdzkou, zda negativni vysledek nékterych studii
(napt.(Faivre et al. 2003b) je skute¢né disledkem horsi odpovidavosti humoralni slozky

imunity nebo je ovlivnén povahou pouzitého antigenu.
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ELISA

Za timto ucelem se bézné¢ pouzivda ELISA vyuZivajici roziedéného krevniho séra
nebo kultivaéniho média. Ta vyuziva specifické vazby protilatek na antigeny piichycené
na povrchu ELISA desti¢ek. Na takto vazané protilatky se pak vazi (i v n€kolika vrstvach
pro zesileni detekovaného signdlu) protilatky proti t€émto sledovanym protilaitkdim nesouci
urcitou vizualizaéni slozku — enzym pro detekcéni reakci. Mnozstvi produktu této reakce je
pak spektrofotometricky ode¢teno (viz napf. Kowalczyk et al. 1985; Hasselquist et al.
1999; El Lethey et al. 2003; Bonneaud et al. 2003; Raberg et al. 2003; Beal et al.
2004; Owen-Ashley et al. 2004). Podobné lze pouzit i kompetitivni radioimunologickou
analyzu (Kowalczyk et al. 1985), ktera vyuziva kompetice protilatek ve stanovovaném
vzorku se standardnim mnozstvim radioaktivné zna¢enych imunoglobulinti o dostupné vazané
anti-specifické (napf. anti-kufeci) protilatky. Pro analyzu ELISA lze pouzit komercné dostupné
anti-kufeci protilatky, ackoliv jejich schopnost véazat protilatky studovaného druhu je nutno

ovéfit (Martinez et al. 2003).

Elektroforetické stanoveni mnoZstvi protilatek v krvi

Tato skupina separacnich metod je zalozena na prostupu proteinti (v naSem piipadé
imunoglobulint) polyakrylamidovym gelem, ve kterém jsou molekuly d€leny podle své
velikosti na zakladé rychlosti pohybu mezi elektrodami. Takto bézné provadéna je N-PAGE
(nativni elektroforéza). SDS-PAGE (elektroforéza na sodiumdodecylsulfat polyakrylamidovém
gelu) vyuziva skutecnosti, ze do gelu je pifidan SDS, tedy detergent, ktery rozvolni
hydrofobni interakce a umozni tak rychlejsi prostup izolovanych podjednotek. Obé zminéné
elektroforetické metody lze pifi stanovovani protilatek v krevnim séru pouzit (Martinez et al.
2003). K izolaci elektroforeticky separovanych protilatek pak Ize pouzit Western blotting a
inkubaci s anti-kufecimi-IgG protilatkami spojenymi s peroxidazou, pomoci které jsou pak
prouzky vizualizovany. Pro urceni molekulové hmotnosti stanovovanych protilatek se tato
procedura provadi se standardy (Martinez et al. 2003). Martinez et al (2003) navic navrhnuli
pouziti Western blottingu jako nejlepsi metody pro ovéfeni vazby anti-kutfecich-Ig protilatek
na protilatky jinych druh pfi pouziti analyzy ELISA. Gonzalez et al. (1999) a Christe et al.
(2001) po elektroforetické separaci imunoglobulinti densitometricky stanovili relativni podil
imunoglobulinii, ktery vyjadfili jako pomér mezi plochou gelu zahrnujici densitometricky
profil imunoglobulini a celkovou plochou densitometrického profilu. Podobny postup pouzili

i (Saino et al. 1995).
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Aglutinace

Nejc¢astéji pouzivanou aglutina¢ni metodou je hemaglutinace (napi. Zhou et al. 2001).
Tato technika je zalozena na stanoveni nejvyssiho roziedéni ptivodniho séra ¢i média, v némz se
nachazeji stanovované protilatky (obvykle proti SRBC), kter¢ je jesté schopno vyvolat srazeni
erythrocytd (tedy hemaglutinaci). Jelikoz mlze pre-inokulovana plasma vykazovat aglutinaci
danou zktizenou reaktivitou protilatek, 1ze vyuzit k popisu hodnoty po odecteni preinokula¢niho
nejvyssiho ziedéni, které hemaglutinaci vyvolalo (Blount et al. 2003a). Tato metoda je pro
svou relativni nenaro¢nost ¢asto pouzivana v ekoimunologickych studiich (Peters 2000; Saks
et al. 2003; Faivre et al. 2003a; Faivre et al. 2003b; Peters et al. 2004b; McGraw &
Ardia 2005). Jinou aglutina¢ni metodu pouzili napf. El Lethey et al. (2003). Jejich postup
je vice mén¢ obdobny, pouze misto SRBC je na desticce ptitomny nadbytek anti-kutich IgG,

ktery zpusobi aglutinaci.

VI.8 Meéieni aktivity fagocytit

K tomuto ucelu lze in vivo pouzit metodu Carbon Clearence Assay (viz napt. Cheng
& Lamont 1988). Ta je zalozena na injektaci urcité latky obsahujici uhlik (napf. india ink)
do brachialni vény a odbéru krve ze stejné zily ve druhé poloviné téla pred a 3 a 15 minut
po aplikaci. Po centrifugaci se pak spektrofotometricky stanovuje relativni mnozstvi uhliku,
ktery ziistal v supernatantu a index fagocytdzy se vypocita jako zdporna smeérnice piimky

popisujici zavislost logaritmu absorbance na Case.

In vito lze pro meétfeni fagocytycké aktivity leukocytl (napf. makrofagil) pouzit
opsonizované kvasinkové buiky konjugované s fluoresceinisokyanatem (Finkelstein et al.
2003). Takto znacené fagocytycké castice jsou inkubovany s makrofagy po urcitou dobu,
po jejimz uplynuti je kultura promyta a dal$i fagocytéza je zastavena nizkymi teplotami.
Z kultury je pfipraven preparat vySetfovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Fagocytdza
je pak kvantifikovana jako pocet kvasinkovych bunék fagocytovanych ptiblizné 100 makrofagy,

z ¢ehoz se pak zprimérovanim vypocita fagocytycky index.

Fagocytyckou aktivitu bunék Ize také méfit prostfednictvim zymosanem indukované produkce
reaktivnich kyslikovych castic, kterd je spektrofotometricky detekovana na zakladé barevné
zmény vzorku po pfidani dimethylsulfooxidu (Hangalapura et al. 2003; Hangalapura et al.

2004)
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V1.9 Pouziti adjuvans pri podani antigenu in vivo

Na tomto misté povazuji za uzitecné jesté nastinit moznost vyuziti adjuvancii pro potieby
ekoimunologického vyzkumu. Adjuvancia jsou latky, které zvysuji schopnost APC pohltit dany
antigen nebo jinak podporuji aktivaci imunitnich mechanismt v pocate¢nich fazich imunitni

reakce. Toho se ¢asto vyuziva zejména v klinické praxi pfi aplikaci ockovacich latek.

V ptaci imunologii se pouziva experimentalné¢ kompletni Freundovo adjuvans (napf.
Aitken & Parry 1974; El-Lethey et al. 2003) nebo nekompletni Freundovo adjuvans
(Hasselquist et al. 1999), oboji zalozené na bazi mineralnich oleji emulgujicich aplikovany
antigen (v piipadé kompletniho adjuvans doplnénych o usmrcené bakterie), které usnadnuji

pohlceni antigenu APC.

Zejména v poslednich letech se stale vice diskutuje moznost vyuziti nékterych cytokint,
jmenovité IL-2, jako adjuvans pii vakcinaci kufat (Choi & Lillehoj 2000; Kolodsick et al.
2001; Zhou et al. 2005a; Zhou et al. 2005b). IL-2 je vhodny jak pro zvySeni produkce
protilatek, tak pro T bunéfnou proliferaci. (Staeheli et al. 2001) mimo to uvadi jako
pouzitelna adjuvancia indukujici zvySeni hladiny protilatek IFN-y, IFN-o/f a IL-1p. Narozdil
od klasickych adjuvans zalozenych na bdzi oleje nemaji cytokinovd adjuvancia negativni
vedlejsi ucinky. Podle tohoto autora vSak v nékterych ptipadech neucinkuji. Jako adjuvancia
byly experimentalné pouzity i rekombinantni plasmidy nesouci kromé sekvence vakcinacniho

antigenu i sekvenci pro IFN-y nebo IL-2 (Staeheli et al. 2001).

Dluzno ovSem zminit, Ze, pokud je mi zndmo, nebyla adjuvans zatim v zadné ekologicky
¢i evoluéné zamétené praci vyuzivajici podani antigenu s. lat. in vivo pouzita a jejich ucinek
na jiné druhy ptakd nezli imunologicky pouzivané (kur, bazant, kiepelka apod.) neni znam.
Lze ale predpokladat, ze reakce vétSiny druhti ptakd si budou navzajem podobné a vyuziti
adjuvans by tak mohlo byt vhodnym nastrojem pro zvySeni méfené reakce tam, kde byla
po podani antigenu, superantigenu ¢i mitogenu zjisténa piili$ nizka odpovidavost, zplsobujici
nemefitelnost rozdili mezi vySetfovanymi jedinci. Jinym moznym vyuzitim by mohlo byt
studium DTH (viz napf. El-Lethey et al. 2003)

VI.10 Zjistovani MHC haplotypu

Prislusnost MHC k ur¢itému haplotypu se obvykle stanovuje molekuldrné-genetickymi
metodami. Tém se zde pro neiméernou rozsahlost, kterou by jejich byt stru¢ny popis vyzadoval,
vénovat nebudeme. Pro Gplnost v§ak musime zminit, ze MHC alelickou pfislusnost jedince
1ze urcit, pokud byly tyto alely pfedem definovany, také imunologickymi metodami, jakymi je
pouziti monoklonalnich protilatek, resp. aloantisér vazicich se specificky na dany typ MHC gp.

Tato metoda byla vyuzita napf. pro rozliSeni inbrednich linii kura (Parmentier et al. 1994).
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VII DEDICNA PODSTATA VARIABILITY V IMUNOKOMPETENCI

Vétsina gentt vyznamnych z hlediska funkce imunitniho systému ma za sebou relativné
dlouhou evolu¢ni minulost, béhem niz byly vytfidény méné vykonné alely a zachovaly se
tak pouze alely pro druh ¢i populaci v danych podminkach optimalni. To se tykd patrné
gentll pro razné cytokiny a vétSinu povrchovych molekul leukocytt, jejichz funkce je v ramci
vyssich obratlovell pomérné stald, a tedy i jejich struktura je vice ¢i méné konzervativni (napf.
CD1, Miller et al. 2005). Evoluce imunitniho systému je vSak nutné nekoneénym zapasem
s ménicim se protihra¢em — pathogenem, a tak musi existovat i molekuly, jejichz geny vykazuji
vysoky stupeii polymorfismu a jsou fylogeneticky velice variabilni. Témito molekulami jsou
predevsim antigen-rozpoznavajici molekuly a vyse popsané se tyka pouze jejich receptorovych
domén (zatimco intracelularni strukturni a signalni domény jsou opét vice-mén¢ konzervativni).
Mezi antigen-rozpoznavajici molekuly mtizeme zahrnout jednak MHC gp molekuly, které jsou
zodpovédné za prezentaci antigenu na povrchu bunék (véetné profesionalnich APC), a jednak
BCR a TCR, které pak slouzi k rozpoznavani téchto antigenti (viz obecna cast o fungovani
imunitniho systmu V). Relativné konzervativnimi, avSak v rozpoznavani pathogenti nemén¢é
vyznamnymi, jsou 1 receptory ucastnici se vrozenych imunitnich mechanisma (napft.
TLR). U vSech téchto molekul, resp. jejich variabilnich receptorickych usek bude jejich
polymorfismus na urovni jedince i populace a druhu odrazet schopnost vyrovnat se s riznymi
pathogeny (avsSak srovnej s Nowak et al. 1992) viz dale v této kapitole). Nevyhnutelné tedy
nektera alela ur¢itého genu umozni svému nositeli rozpoznat urcitého konkrétniho parazita Iépe

nez jind a jeste jind mu to tfeba neumozni viibec.

Tato prace neni svym tématem zaméfena na dédi¢nou podstatu rezistence vici parazitim.
Bylo by vsak neuplné, kdybychom se o této zajimavé oblasti alespon kratce nezminili, nebot’
pravé genetické faktory, byt nami tteba opomenuty, mohou z velké ¢asti rozhodnout o vysledku
naSich kondi¢nich pokusii. Proto je tieba stale uvazovat moznost ptisobeni téchto vlivi. Moderni
imunologie z tohoto diivodu pouziva prakticky vyhradné¢ inbredni linie modelovych druhti (viz
napt. Liu et al. 2002), které zarucuji, ze veSkera pozorovana variabilita je odrazem pouze
experimentalné determinovanych rozdilti. Pouziti podobného pokusného designu pfi studiu

voln¢ Zijicich zvitat ov§em nepiipadd samoziejmé v uvahu.

Jak jsme se jiz zminili, patti MHC mezi imunologicky nepostradatelné genové komplexy
a fadi se tak mezi horké kandidaty na geneticky podminénou pohlavni selekci. Cheng &
Lamont (1988) dokazali vliv MHC haplotypu na humoralni, T buné¢nou i fagocytickou
slozku imunitni odpovédi. Pii tom jasné prokazali, ze schopnost jedince vyvinout intenzivni
odpovéd’ v jednom sméru je nezavisla na jeho schopnosti intenzivné reagovat jinym typem

imunitni odpovédi (viz téZ Lamont & Smyth 1984, podobné zminéno i v tvodu, ¢ast I1I).
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Z vyse uvedeného je patrné, Ze pro jedince je velmi vyhodné z hlediska navratnosti jeho
reproduk¢nich investic, kdyz je schopen odhadnout genetickou kvalitu svého potencionalniho
partnera. Pii tom mtiZze posuzovat bud'to vnéjsi projevy této kvality (tomuto je vénovana cast
IX) nebo mlze néjakym zpisobem hodnotit pfimo partnertiv genotyp. Skutecnost, Ze alespoil
n¢které druhy jsou schopny ptimo odhadnou genetické charakteristiky jinych jedincti, dokladaji
ruzné prace predevSim na savcich (zejména lidech a mySich). Ty ukazuji, ze alesponi v této
obratlov¢i skupiné se najdou zvifata schopna olfaktoricky vnimat MHC genotyp jinych jedinct,
srovnavat jej s genotypem vlastnim a patrné se podle toho fidit i ve své volbé sexualniho
partnera (Jordan & Bruford 1998; Wedekind & Penn 2000; Milinski & Wedekind 2001).
Bernatchez & Landry (2003) podavaji urcity piehled o MHC zavislosti pohlavni preference,
reprodukéniho uspéchu a schopnosti pteziti u riznych druhii obratlovct. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, je MHC genovy komplex vysoce polymorfni. Existuje hned n€kolik hypotéz, které se
snazi popsat mechanismus, jakym se tento polymorfismus udrzuje. Jedna skupina hypotéz
predpokladd piimy vliv parazita na ptezivani jedinci (hypotézy o vyhodé heterozygota
nebo o vyhod¢ nositelt vzacné alely), zatimco jind skupina hypotéz uvazuje spise roli sexualni
selekce v interakci parazit-alely MHC pfedavané do dalSi generace. Navrhnuta byla také
hypotéza, ze variabilita MHC je disledkem vyhybani se inbreedingu. Ve vSech téchto ptipadech
je ovSem nutné si uvédomit, ze role MHC bude vzdy zavisléd na selek¢nim tlaku, kterému jsou
jedinci vystaveni ze strany parazita. Pokud naptiklad ptipustime, ze na diferen¢ni predavani alel
MHC do dalsi generace ma vliv sexudlni selekce, je na misté se ptat, jakymi parazity je v dané
dob¢ populace suzovana. Pokud existuje jeden dominantni parazit, kterym je parazitovano
velké procento jedincli v populaci, pak bude pohlavni vybér patrné uptednostiovat ty jedince,
kteti nesou jednu nebo nékolik malo alel MHC, které jsou schopny daného parazita rozpoznat
(srovnej s vysledky parazita¢nich pokust na inbrednich liniich kura , Liu et al. 2002). Sexualni
selekce tedy bude pracovat jasné podle modelu ,,dobrych genii* (viz kapitola IV.2.1.). Naopak

pokud je populace vystavena soucasné tlaku velkého mnozstvi méné pocetnych paraziti, pak

vvvvvv

v

bylo v tomto ohledu co nejrozmanitéjsi (tedy model ,.komplementarnich geni*). Ovsem tato
situace se postupné muze ménit a prechazet od jednoho modelu ke druhému. Lze si naptiklad
piedstavit, ze tlak jednoho dominantniho parazita zptsobi selekci ve prospéch nékolika malo
podobnych alel, které se v populaci béhem né¢kolika generaci rozsiii natolik, Ze umozni jinym,
na dany druh mén¢ adaptovanym parazitiim, populaci napadnout a pak bude selekce naopak
by byla duplikace MHC lokusu a exprese vétsiho mnozstvi riznych antigen-vazicich molekul.
To ovSem neni pro jedince vyhodné z toho diivodu, Ze v tom ptipad€ znacné rozsituje spektrum
prezentovanych antigent, ¢imz je vétsi pravdépodobnost, ze tyto antigeny budou odpovidat

télu vlastnim antigenim. V disledku toho by bylo negativné odselektovano vétsi mnozstvi
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T bunék a celkova variabilita jimi rozpoznavanych exoantigent by nakonec klesla. Je tedy
pravdépodobné, ze bylo v priubéhu evoluce optimalizovano mnozstvi MHC lokust v genomu
jedince a je pouze vhodné, co nejvice zvySovat polymorfismus v rdmci genofondu populace

(Nowak et al. 1992).

Ackoliv, jak jiz bylo zminéno, existuje relativné dostatek ditkazli o tom, Ze se v sexualni
selekci mysi a patrné i ¢loveka uplatiuje MHC vybeér, vyznam tohoto fenoménu u ptaka je
nejasny. Klasickou je v tomto ohledu prace von Schantze et al. (1996), ktefi prokazali,
ze délka ostruh mladych samct bazanta obecného (Phasianus colchicus) souvisi s jejich
MHC genotypem. Pfi tom bylo zaroven zjisténo, ze MHC genotyp (ne vSak heterozygotnost
v MHC alelach, srovnej s hypotézami dobrych genli) ma vliv na ptezivani jedince. Jelikoz
je délka ostruh u tohoto druhu pohlavné selektovanym znakem (von Schantz et al. 1997),
jedna se patrné o piimy dikaz parazity zprostfedkovaného pohlavniho vybéru tak, jak jej
navrhli Hamilton & Zuk (1982). Zajimavé ovSem je, Ze, jak se zd4, samice si podle délky
ostruh voli teprve mezi samci starSimi dvou let, u kterych je tento znak zaroven kondicné
dependentni, ale v ramci jednoletych samcti tento znak pii svém vybéru nezohlediuji (von
Schantz et al. 1997). Tento zavér podporuje predstavu, Ze samice vybiraji samce bez ohledu
na jejich MHC genotyp proto, Ze v podminkach ménicich se tlakl rtiznych parazit neni jisté,
ktery MHC genotyp bude Gispésny, coz se ovSem ovéti Casem podle celkové kondice zvitete. To
by potvrzovala také skutecnost, ze délka ostruh téhoz jedince je v Case velmi proménliva (von
Schantz et al. 1997). Naproti tomu Freeman-Gallant et al. (2003) odhalili u jednoro¢nich
samic strnadce skvrnitého (Passerculus sandwichensis) sklon parovat se se samci s odliSnym
typem MHC a u starSich samic souvislost mezi jejich MHC podobnosti vii¢i svym partnerim
a jejich tendenci vyhleddvat mimoparové kopulace. Tento vysledek je vSak prozatim zcela
ojedinély. Westerdahl (2004) neobjevila pifi svych vyzkumech na rakosniku velkém
(Acrocephalus arundinaceus) nic, co by nasvédcovalo samic¢¢i volbé s ohledem na MHC
a podobné ani Ekblom et al. (2004) nenasli ve své praci na bekasiné vétsi (Gallinago media)
zadné dikazy pro MHC-zavislé parovani. Zaroven ale zjistili, Ze samci, kteti byli samicemi
preferovani, nesli zaroven urcité¢ typy MHC alel. Tuto skute¢nost spojuji autoii s odolnosti
téchto samcu viici nemocem a s jejich kondici (tito samci byli zaroven vétsi, takze je toto
pozorovani v souladu s vysledky von Schantze et al. 1996 a hypotézou ,,dobrych gent®).
Naznaky pro podobnou genetickou zavislost imunokompetence naznacuji i vysledky Raberga
et al. (2003) humoralni odpovidavosti na vakcinu tetanu u sykor modfinek (Parus caeruleus).
Zajimavé je zjisténi vztahu mezi ur¢itymi MHC a PHA-senzitivitou u krocana (Meleagris
gallopavo, Buchholz et al. 2004). U n¢j totiz nebyla zjisténa zadna souvislost s télesnou
kondici. Jak bylo uvedeno v kapitole V.3, neni mitogenni plisobeni zavislé na pfitomnosti

APC nesouci MHC gp. Pro tento vztah tedy prozatim neni Zadné spolehlivé vysvétleni. Jelikoz
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PHA-metoda bohuZzel neumoznuje odhalit podstatu tohoto jevu, bylo by potfeba nashromazdit
k tomuto vztahu vice imunologickych dat a pfi tom snad hledat pti¢inu v korelaci mezi urcitym
MHC haplotypem a ptitomnosti zvySeného mnozstvi urcitého leukocytarniho bunééného typu

v krvi ¢i zvySenou produkei urcitého cytokinu.

Zminme jest¢ pro uplnost, ze ani u mysi neni existence piimé MHC-samici volba zcela
jista. Napf. Ehman & Scott (2001), nezjistili zadnou podobnou preferenci, zato vsak zjistili
preferenci pro pachové podnéty vychazejici od neparazitovanych jedincii. Tento vysledek
pozdéji tito autofi potvrdili také jinymi pokusy (Ehman & Scott 2002). To by naznacovalo

urcitou konsistenci téchto vysledk s vysledky ziskanymi doposud na ptacich.

Vyznamnou roli v rezistenci vi¢i chorobam by mohla hrat také heterozygotnost organismii.
V tomto ptfipadé neméame na mysli ani tak heterozygotnost v nékterém konkrétnim genovém
lokusu, ale spise celkovy podil heterozygotnich lokusii v genomu jedince. Piedpoklada se totiz,
ze homozygotnost (dana naptiklad inbreedingem) snizuje viabilitu potomstva, pravdépodobné
vlivem exprese recesivnich Skodlivych alel a Zze heterozygotni jedinci tedy ptezivaji 1épe nez
jedinci homozygotni (viz napt. Foerster et al. 2003). Vyznam heterozygotnosti by mohly
podporovat napiiklad vysledky Blomqvista et al. (2002) a Foerstera et al. (2003), které
naznacuji, ze by dospéli jedinci mohli vyhledavat pro mimoparové kopulace prednostné jedince
Zcelanove se objevuji také prace, které naznacuji pifimou souvislost heterozygotnosti a imunity.
Napriiklad Hawley et al. (2005) zjistili, Ze u hyla mexického (Carpodacus mexicanus) ovliviiuje
heretozygotnost vnimavost jedince k nebezpecné chorob¢ zplisobené bakteriemi Mycoplasma
gallisepticum a jeho schopnost vyprodukovat silnou bunécnou imunitni odpovéd’. Dluzno
ovSem poznamenat, ze usuzovat na vyznam vztahu heterozygotnosti a viability z vysledka
mnoha do soucasnosti publikovanych studii by mohlo byt ponékud pfedcasné. VétSina z téchto
studii totiz pouzila omezené mnozstvi mikrosatelitii, které umozinuji srovnani pouze nékolika
malo genovych lokusti (maximalné nékolik malo desitek). Pemberton (2004) shrnuje
nadostatecnost takovéhoto pfistupu na piikladu studii, které¢ ukazaly, Ze ani pii pouziti sta
a vice lokusti neni mozné spravné odhadnout miru inbreedingu a tedy heterozygotnosti jedinct.
Zda se tedy mozné, ze studie, které potvrzuji vyznam heterozygotnosti ve vztahu k viabilité
¢1 ptfimo ke schopnosti adekvatni imunitni reakce, pouzily nahodné mikrosatelity, které¢ vazi
lokusy lezici v okoli nékterych imunologicky ¢i jinak vyznamnych genti (napt. MHC) a spise
nez celkovou heterozygotnost proto vyjadiuji heterozygotnost v nékterém klicovém lokusu.
Bohuzel se ovSem obvykle pfesné nevi, v blizkosti jakych genii se mikrosatelity vazou, a tak

wrwe

rozdili ve sledovanych parametrech mezi jedinci.
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VIII KONDICNi ZAVISLOST FUNKCESCHOPNOSTI IMUNITNIHO SYSTEMU

Stejn¢ jako na vétSin€ jinych fyziologickych funkcich organismu se i na schopnosti
vyvolat adekvatni imunitni odpovéd’ odrazi momentalni kondi¢ni stav jedince. Ten je dan
jednak pfi¢inami vnitfnimi (stafi jedince, faze ro¢niho reprodukéniho cyklu aj. — podkapitoly
VIII.1-4) ajednak také vnéjSimi (napf. pocasi, stresové faktory — podkapitoly VIII.4-8). Dluzno
ovSem priznat, Ze jsou tyto dve¢ kategorie spiSe umelymi konstrukty, které nam pouze umoznuji
rychly zbézny piehled o imunologicky vyznamnych vlivech. Napf. piistup k potrave je jednak
dan aktualni nabidkou potravy v prostfedi (tak je chapana prevazné v tomto textu), jednak také
vyhled4dvacimi schopnostmi jedince, jeho momentalnimi potiebami ptevadénymi do nervové
soustavy prostfednictvim hormond, trade-off s rizikem predace na zvlasté¢ vyhodnych mistech
a konecné také soucasnym tlakem ze strany paraziti. V praxi lze ovSem vyznam téchto
jednotlivych Ciniteld samostatné jen velmi obtizné zkoumat. Existujici prace se proto obvykle
zabyvaji vztahem nabidky potravy nebo jiného vyse zminéného faktoru a funkce imunitniho
systému, piicemz vysledky jsou pak davany do kontextu na spiSe teoretické bazi. Prehled
v kapitolach VIII.1-8 si klade za cil utfidit poznatky z této oblasti, které¢ byly do dnesni doby
ziskany pfi vyzkumu ptakii obecné. Lze totiz predpokladat, ze souvislosti zjisténé na ptacich

obecné se budou v podobné mife uplatiovat i u rozmnozujicich se samct konkrétné.

VIII.1  Velikost a hmotnost jedince

Mnoho praci zabyvajicich se kondi¢ni zavislosti akceschopnosti imunitniho systému
(povétsinou méfeného PHA-koZznim testem nebo jako mnozstvi protilatek v krvi) zjistilo
pozitivni korelaci mezi velikosti a hmotnosti jedince na jedné stran¢ a komponentami
imunitnich reakci na strané druhé (Gonzalez et al. 1999; Johnsen et al. 2000; Tella et al.
2000; Tella et al. 2001; Mgller & Petrie 2002; Kleven & Lifjeld 2004; Westneat et al.
2004; Horak et al. 2000). Tuto skute¢nost 1ze vysvétlit bud’to propor¢né, jako vétsi hodnotu
meéfené veliCiny u jedinch celkové vétSich, nebo kondiéné, jako lepsi funkénost imunitniho
systému téch jedinct, ktefi jsou v celkové lepsi kondici, v diisledku které zaroven vice vyrostli
a dokézali si udrzet vyssi télesnou hmotnost. Zatimco prvni vysvétleni si dal$i podrobnéjsi
ozfejmeéni patrné nevyzaduje, vysvétleni druhé v sobé obsahuje fadu podotazek tykajicich se
pfic¢iny ur¢ité kondice daného jedince. Naptiklad Horak et al. (2000) navrhuji, Ze ndkladnost
aktivace imunitniho systému (a tim i rezistence viuci parazitim) spociva v tom, ze vyvolava
hyperaktivitu imunitniho systému, a tim 1 poSkozeni vlastniho organismu hostitele, a tak si
pouze jedinci v lepsi kondici mohou dovolit siln€jsi imunitni reakci, nebot jsou 1épe schopni
reparovat vznikld somaticka poskozeni. Existuji samoziejmé i jina dil¢i vysvétleni, a prave jim

jsou tedy vénovany nasledujici kapitoly této sekce.
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Pripomenme vSak jesté, ze Navarro et al. (2003) zjistili spiSe neZ vztah miry imunitni
reakce a vlastni hmotnosti jedince souvislost imunity s fluktuacemi hmotnosti béhem dne.
Vrabci domaci (Passer domesticus), kterym byl aplikovan PHA, byli schopnéjsi tim silné;si
imunitni reakce, ¢im mensi vykazovali fluktuace hmotnosti béhem dne. Toto a podobné déle

diskutovana pozorovani tak hovofi spiSe pro druhé z vySe zminénych vysvétleni.

VIII.2 Vék jedince

Vék je, jak se zd4, z hlediska imunity i reprodukce jedince velmi diilezity parametr. Rlizné
studie, které tento fenomén studovaly, pfitom obvykle zjistily Casny nérGst a po té postupny
pokles imunitnich schopnosti jedince s pfibyvajicim vékem (viz napi. Tella et al. 2002;
Moiller et al. 2003). Jako mozna p¥i¢ina tohoto jevu bylo pfed neddvnem navrzeno postupné
zvySovani poskozeni organismu v disledku ni¢ivého ucinku uvolnujicich se kyslikovych
radikalt (Alonso-Alvarez et al. 2004b). Ac¢koliv se obvykle predpoklada, ze proces starnuti
ptispiva k celkové mortalité volné zijicich zvitat jen velmi malo, nebot’ vétSina jedincii zemie
diive, néZ se miiZe senescence projevit, Saino et al. (2003c¢) u vlastovek obecnych (Hirundo
rustica) zjistili, ze humoralni odpovéd’ na primarni i sekundarni antigenni podnét klesa
s rostoucim stafim jedince. Vrchol imunitni reaktivity v mladi by ale mohl mit i svlij adaptivni
vyznam. Alokace vétsi ¢asti zdroji do imunitniho systému v pocatecnich fazich zivota, kdy
je vétsi pravdépodobnost setkani s novymi antigeny, by totiz byla velkou vyhodou oproti
vyrovnanym investicim po cely zivot jedince, nebot’ by umoziiovala mladym zviratim piekonat
omezeni plynouci z mensi efektivity primarni imunitni odpovédi (Meller et al. 2003). To
by také mohlo vysvétlovat pozorovani, ze mladi jedinci trpi vice ektoparazitarnimi infekcemi
nez ptaci stafi (napf. Garamszegi et al. 2005). Jednim z mozny mechanismu rozdilné aktivity
imunitniho systému mezi riznymi vékovymi kategoriemi by také mohl byt postupny vyvoji
receptorti na povrchu jednotlivych bunék imunitniho systému. Tuto hypotézu by podporovaly
napi. vysledky ziskané na studiu aktivace heterogilnich granulocyti kura (Kogut et al. 2002).
Zminme vSak pro Uplnost, Ze mnoho praci zadnou vékovou zéavislost imunitnich parametrt

nezjistilo (napf. Dufva & Allander 1995; Jovani et al. 2004).

Semindrni prdce, 2005



84 Michal Vinkler

VIII.3 Metabolismus a pohybova aktivita

Metabolismus ovliviluje imunitni systém pies své stavebni a imunoregulacni produkty,
pricemz metabolismus samotny je pod vlivem genetickych faktorti (schopnost rtizné latky
riznym zpusobem metabolizovat) a faktorii prostfedi (moznost tyto latky viibec z prostiedi
ziskat). Jelikoz je metabolismus slozitou siti latkovych pfemén s velice komplexnim regula¢nim
systémem, muze se ve svém duasledku na funkci imunitniho systému projevit i zména piijmu
¢i metabolizace imunité velmi vzdalenych slouc¢enin. Schopnost latky metabolizovat miize
ov8em byt ovlivnéna napf. stievni parazitarni infekci (Ruff et al. 1974), takze se vlastné mize
jednat o propojeny kruh s mnoha vstupy a vystupy, ktery vede od schopnosti metabolismu
ovlivnit imunitni systém pfes parazity az po vlivimunitniho systému na schopnost metabolizovat

urcité latky.

Pohybova ¢innost byla do této kapitoly vlozena zejména proto, zZe s metabolismem piimo
souvisi. Narozdil od pfedchoziho odstavce zde nebudeme rozebirat vliv pohybu na imunitni
systém, ale naopak vliv aktivity imunitniho systému na aktivitu pohybovou. Horak et al.
(2003) zjistili, ze jedinci, u kterych byl imunitni systém stimulovan aplikaci nepathogennich
SRBC ¢éstic, vykazovali po rozvinuti imunitni odpovédi snizenou pohybovou aktivitu.
Toto zjisténi je pro naSe tivahy dilezité proto, Ze naznacuje urcity trade-off o energetické nebo
mikronutriéni zdroje mezi témito dvéma procesy. Ac¢koliv z vysledki Horaka et al. (2003)
nelze piimo nic takového vyvozovat, je mozné spekulovat, ze by t€émito omezujicimi latkami
mohly byt napf. antioxidanty, které se uplatnuji jak v imunitnim systému, tak i pii redukci
volnych radikalt, které vznikaji pti pohybu. V konkrétnim ptipadé karotenoidii by s nimi mohli

ptéci také Setfit pro potieby exprese pohlavniho znaku.
VIII.4 Biorytmy

VIII.4.1 Cirkanualni cykly

cey

Zivot mnoha pta¢ich druht, predev§im téch Zijicich v mirném a studeném zemském pasu,
je siln€ ovlivnén stfidanim roc¢nich obdobi. Tyto zmény navozuji typickou periodizaci, v niz
se obvykle st¥ida reprodukéni sezona, migrace a zimovani. Cetné vlivy pisobici béhem téchto
jednotlivych fazi v odlisné mife se pak nevyhnutelné promitaji i do fyziologickych procest
(naptiklad kolisani hladiny hormont v krvi, viz napf. Buchanan et al. 2003), imunitni
aktivitu z toho nevyjimaje. Jak ukazali napi. Masello & Quillfeldt (2004) souvisi kondice
vyjadiena riznymi slozkami krevni plasmy ptakt s reprodukénim tsilim. Podobné zjistili napft.
Alonso-Alvarez et al. (2004b) pokles télesné hmotnosti samct i samic béhem hnizdéni. Lze

proto s velkou pravdépodobnosti ocekavat, ze zpétné kondice jedince ovlivni jeho fyziologii,
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a tim 1 imunitni systém jako jeji nedilnou, integralni soucast. Pfesné to zjistili u sykory konadry
(Parus major) Horak et al. (1998), ktefi zaznamenali zmény v poétech riiznych leukocytarnich
typt 1 v celkovych poctech leukocyti a snizeni hematokritu v prubéhu reprodukéni sezony.
Tyto zmény casoveé odpovidaly zméndm v koncentracich metabolicky vyznamnych proteinii
v krevni plasmé, které mohou slouzit jako indikator zmény kondice. Zajimavé je, ze tyto
promény v imunitnim systému byly riizné u samct a u samic; u samcii byl na za¢atku pomér
H/L vys$i nez u samic, zatimco na konci hnizdéni byla situace opacnd, pficemz zména tohoto
parametru vySla signifikantni pouze pro samice (to odpovida i zjisténim Moralese et al. 2004
u samic lejska cernohlavého, Ficedula hypoleuca, ackoliv ti navic zjistili, ze se koncentrace IgY
v krvi samic po nakladeni vajec dale neméni a pozitivné koreluje s PHA T bunécnou odpovédi).
Podobné zmény byly Horakem et al. (1998) zjistény i u poméru albuminu ku globulinim
v krevni plasmé. Toto dohromady se zjisténym stavem nékterych kondi¢nich parametrit (VLDL
castice v krvi) pln€ odpovida riznym nakladiim obou pohlavi v riznych fazich reprodukce. Je
tedy pravdépodobné, Ze jsou samci vice vystaveni riziku parazitace pred nakladenim vajec,
zatimco samice trpi vétSim stresem az béhem vlastniho hnizdéni. Podobné mezipohlavni
rozdily vztahujici se ke skupinam vystavenym riznému reprodukénimu usili, tykajici se
vSak télesné hmotnosti a mife citlivosti k oxidativnimu stresu, uvadéji i Alonso-Alvarez
et al. (2004b) pro zebticku (Taeniopygia guttata). Pravé velky vyznam miry reproduk¢nich
investic v téchto procesech dokladaji mnohé manipula¢ni studie. Deerenberg et al. (1997)
napiiklad pravé u zebfiCek prokazali, ze experimentdlni manipulace reprodukéni zatéze
rodi¢i snizuje jejich schopnost produkovat protilatky proti SRBC. Ackoliv reprodukéni zatéz
a imunitni procesy také zpusobily pokles ptakl na vaze, zvySeni kvality potravy na proteiny
nemélo oc¢ekavany vliv na zmény imunitni odpoveédi ani na zmény hmotnosti pokusnych
zvitat. To by mohlo znamenat, Ze vySe popsané procesy jsou soucasti adaptivni realokace
zdrojii z oblasti sebeudrzby organismu do oblasti reprodukce, coz je strategie zajistujici
maximalizaci celozivotni fitness jedince. Prakticky identické vysledky podavd manipulaéni
studie Nordlinga et al. (1998) sledujici protilatkovou antivirovou reakci hnizdicich samicek
lejska belokrkého (Ficedula albicollis). Také v souvislosti s T bunéénou imunitou uvadi
Lifjeld et al. (2002) pro vlastovku stromovou (Zachycineta bicolor), 7e intenzita PHA
reakce u rodicu klesa s velikosti snusky. Podobné i vysledky manipula¢nich pokusti Saina
et al. (2002c¢) provadénych na vlastovkach (Hirundo rustica) potvrzuji zavislost miry zmén
kondice a funkceschopnosti imunitniho systému na mite reprodukcnich investic v dané sezong.
Nordling et al. (1998) ovS§em také v souladu s obecnymi piedpoklady (Sheldon & Verhulst
1996) prokazali, ze existuje pozitivni vztah mezi reproduk¢énim Usilim samice a intenzitou
parazitace (v tomto pifipadé krevnimi parazity rodu Haemoproteus, kteti mohou u ptakt
piedstavovat vyznamnou pfi¢inu mortality). Zajimava je v tomto ohledu skute¢nost, Ze Saino

et al. (2002c) nezjistili mezi samci vlastovek, jimZ pocet mlad’at v hnizdé byl experimentalné
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navysen, a témi, u nichZ byl pocet mldd’at snizen, zadné rozdily v hladin¢ kortikosteron.
Jak jiz bylo uvedeno v kapitole V.7.5, je kortikosteron hormonem, jehoz zvySena hladina
signalizuje stres, a pravé u samcii, do jejichz hnizd byla mlad’ata pokusné ptidana, by tedy bylo
mozno zvysSeni hladiny kortikosteronu v diisledku stresu piredpokladat. Zda se proto, ze miize
aktualni reproduk¢ni usili ovliviiovat kondici a imunitni systém jinymi prostiedky nezli pouze
tvorbou stresovych hormonti. Zde se nabizi otazka adaptivnosti optimalizace vyuziti nutri¢nich
nebo antioxidaénich zdroji béhem reprodukéniho obdobi (Alonso-Alvarez et al. 2004b)
. Pro toto vysvétleni by také vypovidaly vysledky Ilmonena et al. (2000), ktefi zjistili
u lejska ¢ernohlavého (Ficedula hypoleuca), ze aktivace imunitniho systému pomoci vakciny
diptheria-tetanus vede k redukci alokace energie do reproduk¢niho usili (napf. nizsi frekvence
krmeni), coz se projevi jako snizena kvalita mlad’at a jejich snizeny pocet. Naproti tomu
vsak Williams et al. (1999) nezjistili Zadny vliv nepathogenni aktivace imunitniho systému
na charakteristiky reproduk¢nich investic samic u Spacka obecného (Sturnus vulgaris), z ¢ehoz
by vyplyvalo, Ze samotna produkce protilatek neni pro organismus pfili§ energeticky naroc¢na.
Zajimavym rozdilem, ktery nebyl prozatim nikdy diskutovan a jehoz vyznam neni mozné
na zaklad¢ dnes znamych informaci odhadnou (ackoliv by mohl byt velmi velmi vyznamny), je
skuteénost, Ze narozdil od Williams et al. (1999), ktefi pouzili SRBC, které je nepathogenniho
ptavodu, Ilmonen et al. (2000) aplikovali vakcinu bakterialni podstaty. Je proto docela dobie
mozné, ze imunitni systém, ktery je schopen reagovat na pathogenni castice efektivnéji nez
na Castice nepathogenni, vysila v pfipad¢ podani téchto dvou riznych antigennich struktur
ruzné signaly, které¢ vedou k odliSnym zménam ve fyziologii jedince (srovnej téz s kapitolou

V1.3.2 pojednavajici o stimulaci imunitniho systému pomoci SRBC).

Oproti vySe zminénym studiim hledaji Meller et al. (2003) mozZnou pfic¢inu sezonality
fungovani imunitniho systému jinde. Ti si totiz v§imli, Ze vétSina parazitll nacasovava svou
vlastni reprodukci do obdobi rozmnozovani svého hostitele, aby tak zajistila sviij pfenos
na hostitele nové. Predpokladaji proto naopak silnou mobilizaci imunitniho systému prave
v hnizdni sezoné ve srovnani se sezonou nehnizdni. Podle Mgller et al. (2003) miize pravé
s témito antagonistickymi vztahy souviset pokles relativni velikosti sleziny (velka slezina
indikuje kondici 1 parazitozu) a T bunécné odpovédi po hnizdnim obdobi, a také skutecnost,
ze jedinci v dobré kondici vykazuji vétsi imunitni odpovidavost pravé v hnizdnim obdobi.
Podobné vysledky poskytuje i studie Hasselquist et al. (1999), kteti zjistili vyrazny
vzestup v intenzit€¢ sekundarni humoralni imunitni odpovédi v prehnizdni sezoné u vlhovce

cervenoktidlého (Agelaius phoeniceus).

Vyznamnym prvkem ovliviiujicim fyziologické mechanismy v pribéhu roku je u mnoha
druhti také migrace. Jedna se o naro¢ny proces, ktery vyrazn¢ pusobi na reprodukcni tispéch

jedinct v zavislosti na jejich kondici. Jak zjistili Moller et al. (2004), vykazuji samci (ne vSak
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samice) vlastovek, ktefi ptilétaji na hnizdisté diive, intenzivnéjsi PHA-koZni imunitni reakci.
To patrné souvisi s jejich celkové lepsi kondici. Podobné i Moreno et al. (1998) u tuc¢iaka
uzdickového (Pygoscelis antarctica) dokladaji, ze ptaci s lepSim stavem imunitniho systému

zacinaji hnizdit dfive v sezoné.

VIII.4.2 Cirkadialni rytmy

Mimo vySe zminéné stiidani relativné dlouhotrvajicich fazi anuitnich cykla vSak existuji
1 biorytmy s krat$i periodou. Z téchto byla ve vztahu k imunitnimu systému volné Zijicich
zvifat vénovana pozornost pouze cirkadidlnim proménam. Maxwell (1981) zjistil, Ze béhem
dne kolisaji u kura pocty lymfocytt, heterofilii a monocytii v krvi, pfi¢emz relativni zastoupeni
heterofili a monocytl pies den vyznamné (az dvojnasobn¢) stoupa, maxima dosahuje
v podvecer a pres noc opét klesd, zatimco imérné témto zméndm pomér lymfocytd v krvi
pres den klesa a ptes noc pak vystoupi na ptivodni hladinu. Podobné vysledky uvadéji i Ots
et al. (1998) pro sykory konadry (Parus major). Kondo et al. (1992) uvadéji, ze mnozstvi
monocytll v krvi kura a aktivita jeho peritonedlnich makrofagt kolisa béhem dne, pficemz se

jedna o cyklus se dvéma vrcholy.

VIII.5 Pocasi

Je zfejmé, ze na imunitni systém budou kromé predikovatelnych sezonnich a cirkadidlnich
zmén podminek puasobit také vykyvy nepredikovatelné, dané proménami pocasi. Klimatické
vykyvy nejen v hnizdni sezong, ale i béhem zimovani ptaki se odrazeji do riiznych reprodukénich
parametri, véetné exprese pohlavnich znakd (Saino et al. 2004). JelikoZ jsou z evoluéniho
hlediska nevyznamné, nebot’ se jejich vliv v dlouhodobém priméru stava zanedbatelnym, byla
jim vénovana jen mald pozornost. Potvrzeni nasi predstavy, ze aktudlni parametry imunity
a kondice obecné¢ jsou piimo zavislé na momentdlnim stavu vnéjSiho prostiedi (pocasi,
teplota), nachdzime napft. v praci Lifjelda et al. (2002) na vlastovce stromové (Tachycineta
bicolor) nebo v praci Christeho et al. (2001), zabyvajici se reprodukénim uspéchem jificek
obecnych (Delichon urbica). V této souvislosti pfipomenime piedevsim vyznam vlivu chladu
na imunitni systém. V ekologickych studiich je jiz del§i dobu znamo, ze chlad zptsobuje
stres, ktery se projevuje imunosupresi (viz napi. pokles humoralni odpovidavosti u sykor
modfinek, Parus caeruleus, Svensson et al. 1998). Mozné imunologické mechanismy
poklesu aktivity imunitniho systému v chladu naznacuji nedavné vyzkumy Hangalapura
et al. (2003, 2004), ktefi zjistili, Ze teplotni stress mobilizuje pfedev§im vrozené mechanismy
imunity a ze bunécné slozky imunity jsou na déle trvajici chladovy stres citlivéj$i nez slozky
humoralni. Zaroven zjistili, ze teplotni stres ma vliv i na télesnou hmotnost zvitat. Z téchto

vysledkl vyplyva, Ze chladné pocasi by mohlo mit veliky determinacni vliv na imunitni funkce
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organismu a mohlo by predstavovat skryty zdroj variability o nezndmém rozsahu uplatiujici
se v ekoimunologickych studiich. Bohuzel nemédme doposud zadné blizsi informace o vztazich
mezi chladem a imunitnim syst¢émem u voln¢ zijicich druht, takze ziskani jakychkoliv
novych poznatkli v tomto sméru by mohlo vyznamnym zptsobem upfesnit interpretaci nasich

dosavadnich i budoucich vysledkd.

VIII.6 Pristup k potravé

vvvvvv

funkce organismu. Jeji slozeni pfimo souvisi s ristem a vyvinem organismu, produkci
biologicky aktivnich molekul, jakymi jsou hormony nebo enzymy a ma vliv i na nervovou
¢innost. Je obecné rozsifenym jevem, ze $patna vyziva vede ke vzniku chorob (Sheldon &
Verhulst 1996), coz jasné doklada, ze se pak vSechny vySe uvedené souvislosti odrazeji
i na funkci imunitniho systému. Klasing (1998b) rozdéluje mechanismy nutri¢niho ptisobeni

na imunitni systém do Sesti hlavnich okruht (1-6).

1) Slozeni a mnozstvi potravy miize determinovat ontogenezi imunitniho systému.
Pfi tom maji velkou ulohu piedevs§im zdroje predavané mladéti matkou prostiednictvim
vejce (srovnej s kapitolou V.7.1) a potrava, kterou mlad¢ pfijima béhem prvnich dni Zivota.
Nedostatek mikronutriénich zdroji (vitaminli, minerdl, karotenoidi apod.) miize mit
vyznamny dopad na ontogenetické procesy v imunitnim systému, coz mize ovlivnit i budouci
imunokompetenci jedince. Naptiklad experimentalné vyvolany nedostatek v pfijmu vitaminu
E a selenu vyvolava naruseny vyvin Fabriciovy bursy (viz napt. Wakenell 1998). A¢koliv se
o podobnych fenomenech u voln¢ zijicich druhtt mnoho nevi, bylo u pévctl naptiklad zjisténo,
ze slozeni potravy ma vliv na rychlost riistu, imunologickou reaktivitu (viz pokusy na zebficce,
Taenopygia guttata; Birkhead et al. 1999) i karotenoidni zbarveni pefi béhem juvenilni faze
zivota (viz pokusy na sykote konadie, Parus major, které naznacuji moznost determina¢niho
vlivu této mikronutri¢ni slozky na ontogenezi organismu, véetné imunitniho systému; Fitze
et al. 2003). V ontogenezi imunitniho systému pfitom patrné mohou fungovat i latky s celkové
imunostimula¢nim efektem. Ptiklad pro toto tvrzeni miizeme najit v kinetice onotogeneze kura.
El-Abasy et al. (2002) zjistili, Ze kufata krmena nékolik dni stravou obohacenou o extrakt
z cukrové titiny vykazovala rychlejsi rist jesté nékolik tydni po této aplikaci. Zaroven méla
tato zvifata i vyssi imunitni odpovidavost na SRBC a antigeny Brucella abortus. In vitro pak

bylo zjisténo, ze extrakt z cukrové titiny zvysuje fagocytyckou aktivitu heterofilt.

2) Nutricni zdroje tvoii substrat, ktery je nezbytny pro proliferacni, biosyntetické
a ekretorické procesy béhem imunitni reakce 1 pro vlastni udrzovani imunitniho systému. Zda se

pfitom, Ze akutni faze imunitni odpovédi predstavuje vEtsi spotiebu zdroji nez je jejich mnozstvi,
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ze kterého se imunitni systém sklada (Klasing 1998b; avsak srovnej s vysledky Erauda et al.
2005).Velké mnozstvi studii na kurovi (Gallus domesticus) ukazalo, ze zastoupeni riznych
slozek (naptiklad mastnych kyselin ¢i aminokyselin) v pfijimané potravé muze ovliviiovat
pribéh reakci imunitniho systému na rizné stimulaéni podnéty (viz napf. Fritsche et al.
1991; Dietert et al. 1994; Parmentier et al. 1997; Sijben et al. 2000). Jelikoz byl mnohdy
prokazan také rychlejsi riist pokusnych jedincti, mohl by tento vysledek souviset s celkove lepsi
kondici zvifat drzenych na nutri¢né bohatsi dieté. Napiiklad Hoi-Leitner et al. (2001) zjistili,
7e dostupnost potravy koreluje u mlad’at zvonohlika zahradniho (Serinus serinus) se schopnosti
vyvolat jak bunécnou tak i protilatkovou odpovéd’ a negativné koreluje s H/L poméry v krvi.
Podobné i dnes jiz klasicka prace v tomto sméru, studie Lochmillera et al. (1993), prokazala,
ze mlad’ata kiepela virginského (Colinus virginianus) krmena potravou na proteiny chudou
meéla v porovnani s jedinci drzenymi na dieté o normalnim obsahu proteinli nejen omezeny
rast, ale i vyvoj primarnich i sekunddrnich lymfatickych orgdni a slabsi PHA-koZni reakci.
Lochmiller et al. (1993) vSak nezjistili, Ze by nizsi zastoupeni proteini v potravé vedlo k nizsi
proliferacni aktivité lymfocytl in vitro, zménam v pocetnosti leukocytl nebo k horsi humoralni
odpovidavosti in vivo. Také vrabci doméci (Passer domesticus) krmeni na proteiny bohatsi
dietou méli vyssi T bunéénou imunitu (méfenou pomoci PHA) v porovnani s jedinci Zivenymi
na proteiny chudou dietou (Gonzalez et al. 1999). V piipadé humoralni imunity méfené jako
relativni koncentrace imunoglobulini v séru po aplikaci SRBC vSak byla experimentatory
zjisténa presné€ opacna, negativni korelace mezi proteinovou bohatosti diety a densitometricky
stanovenym mnozstvim elektroforeticky izolovanych Ig v séru. Tuto skutecnost autofi vysvétluji
tim, Ze jedinci v celkové lepsi kondici Celili v daném ¢ase méné parazitarnim infekcim, a tedy
nevytvareli tolik protiladtek. Tuto moznost by potvrzovalo také zjisténi, ze kvalita potravy méla
vliv na vyskyt krevnich parazitti (Gonzalez et al. 1999). Naproti tomu Ohlsson et al. (2002)
nezjistili zddny vliv snizeného piijmu proteinl na rozvoj imunitniho systému mladych bazant
obecnych (Phasianus colchicus). PfiCinou v tomto pfipadé mohlo byt, Ze snizeni obsahu
proteintl v potravé nebylo dostatecné k tomu, aby vyznamn¢ imunitni systém ovlivnilo nebo to,
ze parametry imunitniho systému byly méteny az s ur¢itym zpozdénim, pfi¢emz imunitni systém
se v mezicase s disledky potravniho stresu vyrovnal. Mozné je také vysvétleni, které navrhuji
obecnéji Norris & Evans (2000), ze jednoduse byla vySetfovana $patna slozka imunity — tedy
ta, kterd je pro organismus natolik dulezita, ze do ni alokuje velkou ¢ast dostupnych zdroji tak,

aby jeji funk¢nost zlstala zachovéana.

3) Zda se byt docela dobie podlozeno, Ze vlastni imunitni reakce neni energeticky
prespiilis nakladna (viz napt. Klasing 1998b; Horak et al. 2000), coz je patrné dano tim,
ze nutricni ndklady na rist a metabolismus jsou ve srovnani s naklady na proliferaci bunck

imunitniho systému relativné malé. To vSak neznamena, Ze imunitni odpoveéd’ neni nékladna
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viibec. Naopak se zda (Horak et al. 2000), ze jedinci ve $patnych podminkach nejsou schopni
vyvolat tak dobrou imunitni odpovéd’ jako jedinci v dobrych podminkéach. Za to by mohly
byt zodpovédné pravé minoritni slozky potravy, jejichz nizka koncentrace v téle z nich Cini
omezené zdroje, které jsou obzvlasté limitované béhem imunitnich reakci. Takovymi vzacnymi
latkami by mohly byt napiiklad latky esencialni pro detoxifikaci organismu (napf. karotenoidy)

nebo latky limitujici proliferaci bun€k (napft. Zelezo).

4) Nékteré mikronutricni slozky maji pfimy regulacni u€inek na imunitni systém (napf.
vitaminy A, D a E). Bylo zjisténo, Ze nedostatek vitaminu A v potrave snizuje i€¢innost imunitnich
reakci (Dalloul et al. 2002). Podobné bylo zjisténo na starSich kufatech (Leshchinsky &
Klasing 2003), ze mnozstvi vitaminu E v potravé ovlivituje v organismu poméry jednotlivych
lymfocytarnich populaci a také snizuje expresi cytokinu MGF po stimulaci LPS. Vezme-li
v tvahu, Ze je imunitni systém siln¢ citlivy na oxidacni stres zpisobeny kyslikovymi radikaly
vznikajicimi béhem respira¢niho vzplanuti, pomoci kterého jsou béhem zéanctu zabijeny
pathogenni mikroorganismy (napt. Hughes 2001) a ze vitamin E plsobi v organismu jako
G¢inny antioxidant (Hartley & Kennedy 2004), nachdzime uré¢itou moznost, v niz by mohl
spoc¢ivat imunomodulaéni efekt vitaminu E na zanétlivou reakci. Podobny antioxidacni u¢inek
jako vitamin E je pfisuzovan i karotenoidiim, dal§im minoritnim latkdm pfitomnym v potravé.
Vyznam karotenoidli z hlediska fungovani imunitniho systému byl diskutovan v samostatné
kapitole (V.9), a proto na tomto misté pouze zminime bez ohledu na molekuldrni mechanismy
to, co bylo o zastoupeni karotenoidl v potravé zjisténo na ptaéich druzich. (Blount et al.
2003b) na piikladu zebii¢ky (Taenopygia guttata) zjistili, ze mnozstvi karotenoidi podavanych

v potravé méni schopnost organismu vyvolat imunitni odpovéd’.

5) Prfijem potravy ma také nepifimy regulacni efekt zprostfedkovany endokrinnim
systémem, napiiklad zpisobeny déle trvajicim omezenim ptisunu potravy. Jak bylo vysvétleno
v kapitole V.9 je predev§im kortikosteron hormonem uvolfiovanym za stresovych situaci.
Byly navrzeny dvé alternativni hypotézy vysvétlujici souvislost zmén hladiny kortikosteronu
a ruznych imunitnich reakci za pusobeni potravniho nedostatku. Prvni, nutri¢ni hypotéza,
ptedpokladd omezeni imunitniho systému kortikosteronem, aby bylo mozno limitované zdroje
vyuzit pro potfeby zachovani jinych, zivotné duilezitych funkci (Raberg et al. 1998). Toto
vysvétleni se vSak ve svétle vysledki Svenssona et al. (1998) a Erauda et al. (2005) nezda,
alespon pro energetické zdroje, pfili§ pravdépodobné (avSak srovnej s Ots et al. 2001). Druha
hypotéza naproti tomu predpokladd, ze omezeni imunitniho systému je adaptivni obranou
proti autoimunopathologickému efektu imunitniho systému za Spatnych nutricnich podminek

(Saino et al. 2003e).
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6) Fyzické a chemické slozeni potravy muze ovliviiovat populace mikroorganismil
v gastrointestinalnim traktu, a tak spoluurCovat moznost vzniku pathologickych stavi.
Rozhodujicimi komponentami potravy by v tomto ohledu mohlo byt napiiklad mnozstvi

vlakniny, viskozita, obsah tuku apod. (Klasing 1998b).

Skutecnost, ze jemné odliSnosti v pfijimané potravé mohou specifickym zptisobem
ovlivnit jednotlivé soucasti imunitnich mechanismi nezévisle na ostatnich, dokazuje naptiklad
vysledek pokusu, ktery byl proveden na kufatech krmenych potravou s riznym obsahem
B-glukanu (Cheng et al. 2004). Bylo totiz zjisténo, Ze rizné koncentrace B-glukanu se nikterak
neprojevi ani na rustu zvifat ani na koncentraci protilatek v jejich krvi ani na blastogenezi
lymfocytl, avSak projevi se na chemotaktické aktivit€¢ makrofagh. Proti t€émto vysledkiim
l1ze namitnout, ze nebyl sledovan dostatecné velky soubor imunologickych parametrt a ze je
tedy mozné, Ze se zvySena krmné davka B-glukanu projevi i na nékteré jiné sloZzce imunitniho
systému. | tak vSak zlstava platnou skutecnost, ze pravé urcita slozka zastoupena v potrave
ruznych jedinct v rizném pomeéru miize mit zdsadni vliv na fungovani nékterého imunitniho
mechanismu. Tento rozdil se pak mize projevit pouze tehdy, kdyz je populace napadena
parazitem, proti némuz je tento imunitni mechanismus funkéné G¢inny. Jedna se tedy v podstaté
o negeneticky faktor, ktery mize vyznamné ovlivnit rezistenci jedinct vici parazitim, a tedy
i miru exprese pohlavniho znaku. Domnivam se také, ze je mozné predpokladat, ze by se
takova pripadna potravni specifita mohla pfedavat formou uceni z generace na generaci,
s ¢imz by byla spojena i docasné (po dobu trvani selek¢niho tlaku ze strany parazita) zvysena
exprese pohlavniho znaku u potomkt. Pokud by byl selekéni tlak ze strany parazita vyznamny
a dlouhotrvajici, mohlo by dojit 1 k fixaci vyuZzivani ur¢itého potravniho zdroje prostfednictvim
pohlavniho vybéru, s ¢imz by byla (v pifipadé prisné vertikalniho uceni) spojena i1 fixace
urcitych genotypil. Nicméné to neni nezbytné. Mnohem pravdépodobnéjsi je spiSe predstava,
ze selekéni tlaky riiznych paraziti na populaci v ¢ase riizné fluktuuji, coZz miize piedstavovat
menici se promeénnou, kterd urcuje vyznamnost jednotlivych imunitnich mechanismu a skrze né

1 zastoupeni jednotlivych slozek potravy.
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VIII.7 Parazité

Parazitarni infekce predstavuji pro ptaky veliké riziko z hlediska pieziti (viz napi. Horak
et al. 2001; vliv kokcidii na hostitele shrnuty v Saks 2004 nebo epidemie mykoplasmy
popisovana Hillem 2002) i reprodukéniho uspéchu (Marzal et al. 2005), pfiemz skutecnost,
7e parazité zaroven ovlivityji aktivitu imunitniho systému, je samoziejma. Celd fada paraziti
napiiklad utlumuje samotny vyvin imunitniho systému béhem ontogeneze (viz napt. Dietert et
al. 1994 ¢i Wakenell 1998). Pomineme-li energetické vydaje, které parazit piimo zptsobuje
svému hostiteli (destrukce tkani, konzumace hostitelovy potravy), miize byt nadkladna 1 vlastni
aktivita imunitniho systému sméfujici k vypuzeni parazita (Sheldon & Verhulst 1996). To by
potvrzovaly naptiklad vysledky Otse et al. (2001), ktefi zjistili, Ze pokusna aktivace imunitniho
systému vyznamné ovliviiuje rychlost metabolismu jedince. Podobné Horak et al. (2003)
prokézali, Ze organismus s aktivovanym imunitnim systémem snizuje spontanni lokomocni
aktivitu, patrné¢ jako energeticky usporné opatfeni (avSak srovnej s vysledky Svenssona et
al. 1998 a Erauda et al. 2005). Vysledky mnohych studii dokladaji, Ze parazity aktivovany
imunitni systém odpovida na infekci zvySenym mnozstvim imunitnich bun€k v postizené tkani
i v krvi (viz napf. Rose et al. 1979; Saino et al. 1995; Ots & Horak 1998; Figuerola et al.
1999; Williams et al. 1999; Christe et al. 2000; Ilmonen et al. 2000), zvySenim produkce
cytokint (viz napi. Klasing 1994 ¢i Miyamoto et al. 2002), zvySenou sekreci protilatek (viz
napi. Saino et al. 1995; Nordling et al. 1998; Ots & Horak 1998; Christe et al. 2000;
Morales et al. 2004) a mnoha dal§imi viceméné jasné detekovatelnymi projevy. Na rtzné
parazity pfitom reaguje imunitni systém pomoci riznych imunologickych mechanismd, takze
ne vSechny imunologické parametry musi byt infekci ovlivnény stejnou mérou (Ots & Horak
1998). Ots & Horak (1998) také na sykote konadte (Parus major) zjistili, Ze mohou existovat
1 mezipohlavni a vékové rozdily v prubéhu reakci na probihajici parazitarni infekci (vice

k tomuto viz kapitola V.7.4).

Jak ukdzala simulace parazitarni infekce, kterou pomoci nepathogenniho bakteridlniho
LPS provedli Bonneaud et al. (2003), zpisobuje pouha stimulace imunitniho systému pokles
hmotnosti a pohybové aktivity postizeného jedince a ma tak vliv na jeho reprodukéni tispésnost
v daném hnizdéni. Podobné vysledky zjistili i Garamszegi et al. (2004) v souvislosti s télesnou
hmotnosti a zpévovou aktivitou samci. Parazitarni infekce ovSem samoziejmé neni ndkladna
pouze z hlediska naro¢nosti aktivace imunitniho systému (kterd sama je Casto diskutovana
(Svensson et al. 1998; Eraud et al. 2005). Parazitarni infekce mohou zpisobit pokles
n¢kterych fyziologicky vyznamnych latek v krvi, patrné v dtsledku jejich omezeného piijmu ¢i
zvysené spotieby (napf. Ruff et al. 1974). To miZze zpétné ovliviiovat imunitni systém. Mnoho

ekologickych studii tak prokazalo, ze ptaci napadeni parazitarni infekci jsou schopni rozvinout
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pouze slabsi imunitni reakci na experimentalni stimulus ve srovnani s jedinci neparazitovanymi
(Christe et al. 2000; Navarro et al. 2003; Westneat et al. 2004). V ptipadé nékterych
parazitli mize byt ale parazitarni imunosuprese disledkem pfimé aktivity parazita v organismu.
Bylo naptiklad zjisténo, ze Toxoplasma gondii G€inn€ potlacuje produkci NO v makrofazich
(Guillermo & DaMatta 2004). O kondi¢ni zatézi parazita pro jeho hostitele vypovidaji
také vysledky vyzkumu reprodukéni fenologie. Votypka et al. (2003) na tuhykovi obecném
(Lanius collurio) zjistili, ze samice infikované urcitymi krevnimi parazity zacinaly hnizdit
pozdéji v hnizdni sezoné. Podobné (Meller et al. 2004) zjistili u vlastovek (Hirundo rustica),

7e parazitace muze ovlivitovat datum piiletu ze zimovist.

VIII.8 Stres

Tuto velice kratkou kapitolku do tohoto mista vkladdm pro tUplnost predkladané
problematiky. Jak jiz ndzev napovida, shrnuje n€kolik riiznych vlivi, které I1ze rozlisit, ale ¢asto
se shrnuji pod pojem jeden. Do obecnéj$iho pojeti stresu je mozno zahrnout samoziejmée
1 nedostatek potravy, migracni a reproduk¢ni usili nebo nemoci, kterymzto vliviim jsme se

vénovali v samostatnych pfedchozich kapitolach.

Jak jiz bylo portznu zminéno v jinych Castech této prace, ma stres vyznamny vliv
na fungovani imunitniho systému (viz téz Dietert et al. 1994). To kone¢né dokladaji i nékteré
studie na ptacich (Ewenson et al. 2001; Ewenson et al. 2003) i na lidech (Bachen et al.
1992). Stres mtize u jedince pusobit jednak vyssi fyzickou aktivitu, a s tim souvisejici vyssi
uvoliovani volnych radikala (viz Alonso-Alvarez et al. 2004b), pokles energetickych rezerv
nebo tkanova poskozeni a jednak také zmény v signalizaci nervové a hormonalni soustavy
(napt. produkce kortikosteronil). U mlad’at mtze stres vyplyvajici v imunosupresi souviset
s jejich vétsim poctem v jednom hnizd¢, coz ovSem miize byt dasledek nedostatecného
pfisunu potravy (Saino et al. 2003e). Podobné G¢inky stresu byly zjistény i pro zvétSujici
se hnizdni kolonie tu¢nakt magellanskych (Spheniscus magellanicus; (Tella et al. 2001).
O pusobeni nekterych dilcich slozek stresu na imunitni systém bylo pojednano v této sekci
i sekci vénované fungovani imunitniho systému obecné. Na zavér jesté¢ zminme, ze existuji
dvé alternativni hypotézy o pii¢iné imunosuprese v disledku stresu (Raberg et al. 1998).
Prvni z nich pfedpokladd, ze imunosuprese je neadaptivnim feSenim trade-off pii alokaci
zdroji mezi imunitni systém a jiné fyziologické funkce zajistujici pfeziti organismu. Druhé
vysvétleni je adaptivni a piedpokladd, ze pokles reaktivity imunitniho systému ptredchazi
imunopathologickym staviim vyvolanym hypersenzitivni autoreaktivni aktivaci imunitnich

mechanismu za suboptimalnich podminek.
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IX ZAVISLOST EXPRESE SEKUNDARNiCH POHLAVNICH ZNAKUT SAMCU NA

PARAMETRECH IMUNITNIHO SYSTEMU

Tato Cast prace se zabyva rozborem signalniho vyznamu jednotlivych typt samcich
pohlavnich znaka a vlivem imunitniho systému na expresi téchto znakii. Tam, kde je to
mozné, se snazim podat pokud mozno co nejucelenéjsi obraz o mechanismech tvorby znaku
a faktorech, které tento proces ovliviuji. Jelikoz se u riznych druhii setkdvame s vétSim
poctem pohlavnich znakt, pficemz vSechny mohou byt soucasné stejné relevantni, jsou v textu
vztahy mezi jednotlivymi znaky zminény. Sam¢i pohlavni znaky byly rozdéleny do vice
mén¢ ucelenych skupin (viz také kapitola IV.3) ptedevsim proto, ze se v soucasné dobé zda,
ze neni pravdépodobné, ze by existoval jediny mechanismus, ktery by stal za expresi vSech
typil pohlavnich znakti. Nelze proto ani ptedpoklédat, Ze by vSechny pohlavni znaky podéavaly
samicim stejny typ informace. Jak nastinili naptiklad Gonzalez et al. (1999), nelze povazovat
sekundarnimi pohlavnimi znaky za jednotné signaly kondice ¢i kvality, nebot’ kazdy znak
je asociovan s jinym typem ndkladi. Morfologické, behaviordlni a ornamentélni znaky jsou
exprimovany ruznymi fyziologickymi drahami, a maji tedy pravdépodobné jiné ndklady

na vyuzivané zdroje.

Dale je potieba si uvédomit, ze ackoliv se snazime o syntézu riznych dat ziskanych
na raznych druzich, resp. jejich riznych populacich, musime si byt stale védomi, Ze na trovni
konkrétnich lokalnich populaci mohou existovat odlisSnosti ve vyznamu jednotlivych znaka
nebo v sami¢i preferenci pro n€. Divodem je rozdilna evoluéni historie téchto populaci,
kterou modulovaly odlisné faktory, v€etné riznych skupin parazitd, ktefi se vyznacovali
ruznou pathogenitou, prevalenci i1 virulenci. Piikladem muze byt vlastovka obecna (Hirundo
rustica), ktera nese nékolik pohlavnich znaki: délku vnéjsich ocasnich per, bilé skvrny na nich
a zbarveni ventralni strany téla (viz napt. Mller et al. 1998). Bylo ovSem zjisténo (Safran
& McGraw 2004), ze samicky evropské subspecie (H. . rustica) vybiraji své samec¢ky podle
délky ocasnich per a bilych skvrn na nich, zatimco americké vlastovky (H. r. erythrogaster)

posuzuji ve svém vybéru ¢ervené zbarveni biisni strany téla.

IX.1 Zbarveni

Zbarveni predstavuje jeden z nejndpadnéjSich atributii sexudlni ornamentace mnoha
ptacich druhii. Urcity problém pfi vyzkumu role zbarveni v sexualni selekci predstavovalo
v minulosti antropocentrické vnimani barev, nebot’ to je druhové specifické (Olson & Owens
1998). To se tykalo pfedevsim vnimani UV spektra, kterého jsou mnohé ptaci druhy schopny
(viz napt. Johnsen et al. 1998), dale také kapitola 1X.1.3). Dulezité je také si uvédomit,

7ze vétSina znakl zalozenych na zbarveni nepfedstavuje znak jeden, ale znakl nékolik:
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napiiklad intenzitu pigmentace, velikost plochy barevného ornamentu, symetrii znaku,
pficemz tyto dil¢i znaky spolu mohou, ale nemuseji korelovat (napf. Badyaev et al. 2001).
Badyaev & Young 2004) pfitom ukazuji, Ze signalni vyznam riznych pigmenti mize byt
dan uz samotnou povahou fyziologického procesu tvorby pohlavniho znaku z téchto pigmentd.
Zatimco v ptipadé karotenoidt je pro spravnou tvorbu znaku potieba ziskat v potravé dostatecné
mnozstvi nekolika riznych prekurzori a tyto latky dale transportovat a metabolizovat,
v pfipad¢€ melaninti k ni¢emu takovému nedochazi, nebot’ melaniny jsou syntetizovany béhem
aminokyselinového metabolismu z prekurzort, které si organismus povétSinou sam vyrabi.
Proto je na cest¢ ke karotenoidnimu ornamentu vétsi riziko nedokonalosti procesu v dusledku
ruznych kondi¢nich faktor, a tedy jsou karotenoidni pohlavni znaky méné integrované
nez znaky melaninové. Dusledkem je tedy spiSe kondi¢ni zavislost exprese karotenoidnich
ornamentl (pficemz pohlavni vybér mlze plsobit na nejriznéjsi dil¢i slozky procesu tvorby
takovéhoto znaku) a naopak tendence melaninovych znak k signalizaci organismalni integrity
nebo geneticky podminéné individualni identity. Badyaev & Duckworth (2003) také zjistili,
7e se zbarveni muze béhem Zivota ménit v zavislosti na kontextu ptedchozich udalosti, pficemz

muze v kazdé fazi zivota signalizovat néco jiného.

Potieba je jeste v ivodu zminit, ze ne kazdy Cerveny Ci zluty pigment zbarvujici pefi
ptak musi byt nutné karotenoidniho ptivodu. Jak zjistili McGraw et al. (2004), je napiiklad
cervenavé zbarveni na hrdle vlaStovek (Hirundo rustica) nebo na hrudi salasnika modrého
(Sialia sialis) slozeno pievazné z eumelaninu a feomelaninu. Podobné ani ne kazdy karotenoidni
ornament musi nutné korelovat s kondici ¢i imunitou jedince (Dale 2000). Jak je tedy patrné,
pii interpretaci vysledki imunokompetencnich testi z hlediska role deponovanych pigmentt
v imunit¢ je dobré mit chemickou povahu a biologickou roli téchto pigmentt dolozenu vysledky

pfedchoziho vyzkumu v tomto sméru.

IX.1.1 Melaniny

Melaniny piedstavuji skupinu pigmentti velmi bézné€ zastoupenou v samcich ornamentech.
Bylo zjisténo, Ze exprese vétsiny téchto znak je zaroven testosteron-dependentni (napt. Peters
et al. 2000; Buchanan et al. 2003). Zda se proto, Ze by melaninové zbarveni mnoha druhi
mohlo spolehlivé indikovat socidlni statut jedince projevujici se mirou jeho dominance. Naptiklad
Poiani et al. (2000), Evans et al. (2000) i McGraw et al. (2003a) zjistili, ze velikost Cerné
skvrny pod hrdlem samce vrabce doméaciho (Passer domesticus) pozitivné koreluje s agresivnim
chovani jedinc. V soucasné dobé ovSem neni zcela jasné, zda muze zaroven exprese
melanoidniho znaku signalizovat i nutri¢ni stav nebo rezistenci vuc¢i parazitim. Relativné

velké mnozstvi studii nezjistilo u mnoha riznych druhii Zadny vztah mezi kondici jedince, jeho
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parazitaci i piistupem k potraveé a velikosti ¢i intenzitou jeho melanoidniho ornamentu (napf.
Hill & Brawner 1998; Gonzalez et al. 1999; McGraw & Hill 2000; McGraw et al. 2002,
2003a; Senar et al. 2003). Naproti tomu u nékterych jinych druht byl vyznam malaninového
znaku v signalizaci stupné parazitace prokazan. U tuhyka obecného (Lanius collurio) bylo
zjisténo, ze velikost ¢erné plochy na rydovacich perech pozitivné koreluje s mirou parazitace
(Votypka et al. 2003). Pravé tento znak patrné samice tuhyka hodnoti, kdyz ji samec béhem
namluv vystavuje ocasni pera. Pro¢ pravé méné ulozené¢ho melaninu v perech signalizuje
mén¢ krevnich parazitl, lze vysvétlit pomoci handicapu. Melanin je potfebny ke zpevnéni per,
takze jeho nedostatek muze ovliviiovat letové vlastnosti ocasu pii manévrovani (napfi. pii lovu
kofisti ¢i uniku pted neprateli). Proto pouze kvalitni samci mohou riskovat zhorSeni letovych
schopnosti. Naproti tomu skute¢nost, Zze rozsah ¢i intenzita melaninového zbarveni miize
také korelovat piimo s parametry imunitniho systému, dokladaji vysledky studie na samcich
strnada cvréivého (Emberiza cirlus), u kterych Figuerola et al. (1999) prokazali pozitivni
korelaci mezi intenzitou tmavého zbarveni hrdla a mnozstvim lymfocytti v krvi. To by mohlo

nasveédcovat pro vyssi parazitaci samcul s intenzivngji zbarvenym pefim na hrdle.

Patrné nejdikladnéji studovanym druhem exprimujicim melaninovy ornament je ovSem
vrabec domaci. Narozdil od vyse uvedeného piikladu t'uhyka je samicemi vrabce preferovana
vétsi plocha samc¢iho, melaniny zbarveného pefi. Proto se pifedpokladalo, Ze se jedna o dikaz
existence imunokompetencniho handicapu, tak jak jsme jej popsali v kapitole V.2.1 (tedy
ze testosteron potfebny k expresi pohlavniho znaku zaroven snizuje odolnost jedince vici
parazitarnim nakazam). Tuto hypotézu by Casteéné potvrzovaly i vysledky Buchanana
et al. (2003), ktefi zjistili, Ze testosteron v krvi, ktery pozitivné koreluje s tvorbou ¢erné
skvrny na hrdle vrabce, je skute¢né¢ imunosupresivni pro nékteré slozky imunity (zejm.
humoralni imunitu), a to pfedev§im v hnizdnim obdobi. Obecna platnost tohoto tvrzeni
je ovSem otazkou. Napiiklad pfi studiu modroplastnika nadherného (Malurus cyaneus)
bylo zjisténo, ze ¢im vyssi hladina testosteronu v krvi, tim vétsi pravdépodobnost primarni
humoralni odpovédi na SRBC (Peters 2000; vice také viz kapitola V.7.5). Ani v piipadé
samotného vrabce neni ale vliv testosteronu na imunitni systém jednozna¢né imunosupresivni.
Evans et al. (2000) zjistili, Ze z hlediska imunity je patrné¢ vyznamna ur¢itd rovnovaha
v koncentraci testosteronu a kortikosteronu, pficemz testosteron pozitivné ptisobi na expresi
samc¢ich pohlavnich znakli a zaroven pravdépodobné koreluje s produkci kortikosteronu,
ktery pak mtze sam pusobit imunosupresivng. Vlastni u¢inek testosteronu na imunitni systém
by navzdory obecné predstavé mohl byt alespont ¢asteéné pozitivni. To proto, ze testosteron
posilujici dominanci jedince, by mohl podminovat lepsi piistup k potravnim zdrojtim, a tedy
i lepsi télesnou kondici. Existenci takovéhoto vztahu podporuji i vysledky Gonzaleze et al.

(1999), kteti zjistili, ze kvalita potravy ovliviluje funkceschopnost imunitniho systému,
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ackoliv nema ptimy vliv na expresi melaninového ornamentu. Poiani et al. (2000) ve své
studii na témze druhu, pii které manipulovali mnoZzstvi testosteronu v télech pokusnych zvitat,
navic zjistili, ze vyssi hladina testosteronu je spojena s vyssi mirou ektoparazitace, pricemz
u kastrovanych jedinct, ktefi tvofi testosteron v minimalnim mnozstvi, prevalence ektoparazit
po zakroku poklesla. Je zajimavé, Ze Poiani et al. (2000) narozdil od ptedpokladi Evans
et al. (2000) nezjistili pfimou souvislost mezi zmé&nami hladin testosteronu a kortikosteronu
v krvi, ackoliv prokdzali, ze jedinci s vy$si hladinou testosteronu mivaji zaroven i vyssi
hladinu kortikosteronu. Poiani et al. (2000) dale uvadéji, ze s intenzitou parazitace souvisi
1 proporce Casu, ktery nakazeni ptaci stravi Cisténim. Ackoliv tato aktivita vede k poklesu
pocetnosti parazitii, neni pravdépodobné zcela schopna kompenzovat imunosupresivni vliv
kortikosteronu a testosteronu. V duasledku téchto zjisténi, kterd nejsou plné€ v souladu s ptivodni
hypotézou imunokompetenéniho handicapu, Poiani et al. (2000) navrhli novy integrovany
imunokompetencni model pohlavniho vyberu (Integrated immunocompetence model), ktery
narozdil od Cisté handicapového modelu piedpoklada, ze (1) stejny hormon muze byt zaroven
nebo postupné zapojen do mechanismii, které zvysuji Sanci jedince na pieziti, 1 do téch, které
tuto Sanci snizuji (napf. snizuje zastoupeni urcitého typu leukocytli, ale zaroven zvysuje
aktivitu jinych typt, pfi¢emz jeho ulinek muze zéaviset na jeho koncentraci); (2) riizné
hormony ovliviiyjici expresi stejného znaku mohou mit rizné G¢inky na imunitni systém; (3)
bez ohledu na ucinek hormonu na efekt piezivani by mél mit dany hormon pozitivni uc¢inek
na expresi samc¢iho pohlavniho znaku. Schéma na obr. IX.1.1/1 ukazuje souvislosti navrhované
Poianim et al. (2000) modelem na piikladu vrabce domaciho. Autofi tohoto modelu shrnuli
velké mnozstvi dat podporujicich spravnost tohoto modelu. Zda se pfitom, ze by se mohlo
jednat o model platny i pro rtizné jiné (nejen melaninové) znaky. Jeho nespornou vyhodou
oproti modelim uvazujicim pouze jednotlivé hormony je skutecnost, ze bere v uvahu
soucasny regulac¢ni vyznam vice riiznych hormond. Prave interference vlivi riznych hormont,
uplatiiujici se navic v odliSnych kondi¢nich podminkach, ndm umoznuje vysvétlit Evansovo
et al. (2000) pozorovani, Ze testosteronu mize mit na imunitni systém jak pozitivni tak
i negativni vliv. Podobné se tak jiz nezda byt rozporuplny vysledek Saino et al. (1999), ktefi
na vlaStovkach zjistili, Ze hladina karotenoida v krvi pozitivné koreluje s intenzitou ¢erven¢ho
zbarveni hrdla u tohoto druhu, ackoliv toto zbarveni neni karotenoidniho, ale melaninového
puvodu (McGraw et al. 2004). Z hlediska exprese pohlavniho znaku samcti by proto mohl byt
vyznamny trade-off mezi vybalancovanim hladiny jednotlivych hormoni podle potfeb aktudlni
investice do reprodukce a potteb udrzovani fyziologickych funkci organismu. Je ovSem potieba
zminit, ze toto vysvétleni neni jediné, a zrovna tak by se mohla (spolu-)uplatiiovat energeticka
nakladnost agresivnich interakei zavislych na mnozstvi testosteronu, které by branily slabym

jedincim nastavit hladiny hormonti do pozice maximalizujici aktualni reprodukci.
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Obr. TX.1.1/1: Schéma regulace exprese pohlavniho znaku podle (Poiani et al. 2000) na piikladu vrabee
domaciho. Doplnéna byla Sipka znalici vliv ektoparaziti na imunitni systém, kterd ma jak znaménko +
(ektoparazité stimuluji aktivitu imunitniho systému, ¢imz mohou branit ¢i naopak podporovat invazi jinych
paraziti) tak i — (ubiraji energetické zdroje, popt. ni¢i komponenty imunitnich mechanismtl). Pievzato s upravami
z Poiani et al. (2000).

IX.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou diky svym dvojnym vazbadm schopny absorbovat svételné zareni
(Vershinin 1999) a jevi se tak jako barevné pigmenty. Jelikoz jsou tyto pigmenty u velké
vetsiny karotenoidnich ornamentt ukladany do per, budeme pfevazné uvazovat v dal§im textu
prave tyto znaky. V podstaté totéz plati ovSem i pro karotenoidy ulozené v ramfotéce zobaku
a jinych epidermalnich derivatech (tam jsou jen zmény v mnozstvi deponovanych molekul
mnohem rychlejsi). Jak jiZz bylo zminéno v kapitole V.9, je tato skupina latek pfijimana ptaky
vyhradné v potravé. Zda se, ze ptaci prednostné¢ akumuluji xantofyly (napf. lutein, zeaxanthin
a kanthaxantin), zatimco vlastni karoteny (jako tfeba B-karoten) jsou shromazd’ovany pouze
omezené (Mgller et al. 2000). Piijimané karotenoidy musi ptaci pro potieby depozice
do sexualniho ornamentu Casto dale metabolizovat (viz napt. McGraw et al. 2003b),
coz muze byt pro ptaky energeticky naro¢né (Hill 2000). Riizné druhy se piitom lisi rychlosti

absorpce karotenoidt i schopnosti je dale konvertovat v karotenoidy jiné (viz napt. Meller
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et al. 2000; Tella et al. 2004). Koncentrace karotenoidi v krevni plasmé jedince obvykle
pozitivné koreluje s mnozstvim karotenoidt v elaborovaném znaku (Hill et al. 1994). Zda se,
ze pro tvorbu znaku jsou podstatné pouze karotenoidy piijimané v dobé ristu novych per (Hill

1992) a 7e mira intenzity zbarveni samci je alespon z ¢asti dédi¢na (Hill 1991).

Jak shrnuje Olson & Owens (1998) v ,principu tii R mohou byt karotenoidy
pro nositele karotenoidniho ornamentu jednak malo dostupné (Rare), jednak riskantni (Risky
— z hlediska predace snad i toxicity — viz kapitola V.9), a pfitom zéaroven také metabolicky
nezbytné (Required). Mimo to jsou také podle nékterych nazort (Hill 2002) drahé ve smyslu
energetickych nakladli potfebnych pro udrZzeni metabolického aparatu, ktery je schopen
preménovat karotenoidy obsazené v potravé v karotenoidy, které 1ze deponovat do pefi (pouze
samoziejm¢ u druht, které do pefi ukladaji jiné karotenoidy nez ty pfijimané v potrave).
To z nich déla skvely néstroj pro Cestnou signalizaci v pohlavnim vybéru. Skutecnost, ze
k tomu ucelu skute¢né slouzi, naznacuje mimo jiné i Mellerova et al. (2000) revize vet§iho
poctu studii. Z ni vyplyva obecnost pravidla, Ze vyraznégji zbarveni samci maji vétsi parovaci
Gspéch nez samci méné vyrazni (viz téz Hill 1990, 1991, avsak srovnej s Duckworth et al.
2003). Moller et al. (2000) zmitiyji tfi okruhy informaci, které by mohly karotenoidy uloZené

v samcich pohlavnich znacich samicim sdélovat (1-3).

1) Karotenoidni znak samce by mohl vypovidat o jeho schopnosti ziskat dostatek potravy.
Samec, ktery by ziskal vice potravy nez jini samci, by spolu s touto potravou ziskal i proporéné
vetsi mnozstvi karotenoidl. Tato hypotéza by byla schopna vysvétlit, pro¢ by samci s 1épe
vyvinutym ornamentem mohli byt zaroveni lep$imi rodi¢i (viz napi. Hill 1991; srovnej vSak
s Duckworth et al. 2003). Jelikoz je vSak zndmo, ze rtizné zdroje potravy obsahuji riizné
koncentrace riznych karotenoidii, nezda se byt toto vysvétleni pfili§ pravdépodobné (Mgller
et al. 2000). Pokud bychom vsak piesto podobny vztah povazovali za relevantni, méla by
korelovat schopnost jedince vyvolat adekvatni imunitni reakci s jeho zbarvenim, a to kvuli
celkové kondi¢ni zavislosti funk¢énosti imunitniho systému (viz kapitola VIIL.6). V takovém
piipad€ by si samice pii své volbé ovSem nevybirala samce pro nastaveni jeho imunitniho
systému, ale spiSe pro jeho piredpoklady zajistit mlad’atim dostatek potravy v souladu
s hypotézou ,,dobrého rodice* nebo pro jeho genetické predpoklady preddvané mlad’atim,
které urcuji schopnost ziskat dostatek potravy (,,dobré geny*). Ani tato hypotéza, v ponékud
modifikované podobé, se ovsem kupodivu pfimo nevylucuje s hypotézami tykajicimi se vybéru
podle imunologickych vlastnosti jedince, a to proto, Ze rezistence vuci parazitim spoluurcuje
schopnost jedince ziskat dostatek potravy (parazitovani ptaci pfijimaji potravu jen omezeng, viz
kapitola VIIIL.7). Imunologické mechanismy by se tak mohly dopliikové podilet na procesech
elaborace pohlavniho znaku samcti a mohly by proto hrat illohu v pohlavnim vybéru. Naptiklad

Senar et al. (2005) usuzuji, Ze Zluty prouzek v kiidle samce ¢izka obecného (Carduelis
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spinus) by mohl byt spojen se schopnosti jedince ziskat potravu, coz mize nasvédcCovat pro

model ,,dobrého rodice*.

2) Dalsi moznosti je, ze karotenoidy ulozené do pohlavniho znaku jsou limitovany
dostatkem karotenoidi v potravé (nezavisle na jejim celkovém mnozstvi) a signalizuji tak
schopnost samce ziskat dostatek karotenoidy-bohaté potravy a/nebo tyto latky z potravy
absorbovat. Napt. Hill (1990, 1992) ¢i (Hill et al. 2002) prokazali u volné Zijicich hyla
mexickych (Carpodacus mexicanus), ze obsah karotenoidli v potravé pfijimané jedincem
pozitivné koreluje se zbarvenim jeho ¢erveného ornamentalniho pefi. Podobné Blount et al.
(2003b) u samcu zebticky zjistili, Ze mnozstvi karotenoidi v potravé ovliviiuje ¢ervenost
zbarveni zobaku. Otazkou vSak je, pro¢ je natolik vyhodné signalizovat pii pohlavnim
vybéru pravé tuto schopnost pfijimat karotenoidy. Pokud pomineme vysvétleni pomoci
Fisherova runaway efektu (viz kapitola IV.1) a zaméfime se na biologickou tlohu karotenoidti
v organismu (viz kapitola V.9), pak miize samec timto zptisobem poskytovat samici informaci,
ze (1) je schopen mlad’atim zajistit dostatek téchto latek potiebnych v jejich rané ontogenezi;
(i1) nese geny, které mu umoziuji 1épe ziskat a metabolizovat karotenoidy, coz je vyhodou pro
obé& pohlavi potomki z hlediska jejich vlastni reprodukce (srovnej s Blount et al. 2000); (iii)
diky schopnosti ziskat dostatek karotenoidii v potravé jsou organismus samce a také organismy
jeho potomkii schopny lepsi funkce imunitniho systému (srovnej s bodem 3). Dalsi zajimavou
moznost navrhuji Blount et al. (2001), ktefi pfedpokladaji, Zze by karotenoidni signal mohl
informovat samici o schopnosti samce predat ji neposkozené spermie v dostatecném mnozstvi,
coz je informace nesmirn¢ dulezita z hlediska naplnéni investic samice v dané sezoné. Pfi tom
by se mohl uplatiiovat stejny trade-off vzhledem k depozici karotenoidl jako v ptipadé jejich

smerovani do imunitniho systému.

3) Mnoho praci publikovanych do dnesni doby vSak ukazuje, ze hlavni funkci
karotenoidnich ornamenti by mohla byt signalizace zdravotniho stavu jedince (viz napf.
ptehled v Moller et al. 2000). Schéma na obrazku IX.1.2/1 zobrazuje proces elaborace
karotenoidniho znaku a zékladni Cinitele, kteti tento proces mohou ovliviiovat. Jak je patrno,
ustiedni uloha je v tomto schématu piipisovana plsobeni parazitl. Existuje velké mnozstvi
praci, které¢ prokéazaly korelaci mezi parazitaci a mirou exprese samc¢iho pohlavniho znaku.
Napiiklad Figuerola et al. (2003) zjistili pomoci pokusnych manipulaci intenzity parazitace
u zvonohlika zahradniho (Serinus serinus), ze abundance ektoparazitli ma vliv na jas a sytost
nové rostouciho Zlutého pefi. Podobné i Saks (2004) uvadi pro zvonka zeleného (Carduelis
chloris), ze jedinci parazitovani kokcidiemi jsou schopni deponovat méné karotenoidi do
ornamentalniho pefi. Horak et al. (2001) zjistili u sykor konader (Parus mojor), ze mladi
jedinci, pokud nejsou parazitovani, maji vyssi hodnoty odstinu karotenoidniho zbarveni nez

jedinci parazitovani, zatimco u star§ich ptaku je situace opa¢na. Horak et al. (2001) vysvétluji
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tuto skutecnost jako ditkaz, ze starSi infikovani ptaci o niz§im odstinu zbarveni jsou ti, ktefi
prokazali svou rezistenci vii¢i parazitiim, a jsou to tedy jedinci kvalitnéjsi. Pokud ptijmeme toto
vysvétleni, musime se ovSem ptat, pro€ poklesl odstin u téch ptaka, ktefi jako starsi parazitovani
nejsou a pro¢ by méli byt tito ptaci méné kvalitni a méné prezivat nez ptaci parazitovani, coz
jsou skute¢nosti, kterymi se jiz Horak et al. (2001) nezabyvaji. Existenci negativni korelace
mezi mnozstvim parazitl a zbarvenim potvrdily také studie na hylovi mexickém (Thompson
et al. 1997; Brawner et al. 2000). Jelikoz hematologické poméry jsou také ukazatelem
probihajici parazitarni infekce, mizeme podobné interpretovat i vysledky Figuerola et al.
(1999), ktefii zjistili u strnada cvrivého (Emberiza cirlus) pozitivni korelaci mezi intenzitou
karotenoidniho zbarveni a H/L pomérem, pozitivni korelaci mezi velikosti zluté¢ zbarveného
ornamentu a relativni proporci heterofilnich granulocytli a naopak negativni korelaci mezi

velikosti ornamentu a absolutnim poctem leukocyti.

pristup ke ? B —_—
karotenoidiim paraziti '

””

prijem

karotenoidu

ziskani vyuziti

Obr. IX.1.2/1: Schéma procesu tvorby karotenoidniho znaku samcii. Ptistup k potravé spolu s genetickou slozkou
(na schématu neuvedena) urcuje schopnost jedince piijimat v potravé dostatek karotenoidd. Genetickd slozka
ovliviyje také nastaveni imunitniho systému a metabolismus jedince. Na vSechny tyto slozky plisobi negativné
parazitarni infekce (oslabuji pfijem potravy a metabolismus jedince, vyCerpavaji aktivovany imunitni systém,
odebiraji latky transportované tkanémi). Aktivovany imunitni systém odcCerpava karotenoidy, které tak nemohou
byt deponovany do pohlavniho znaku. Imunitni systém je ovSem schopen parazity potlacovat, a tak mirnit jejich
negativni vliv. Proto Gspésnost jeho aktivity pozitivné koreluje s mnozstvim pigmentt ulozenych do ornamentu.
Karotenoidni zbarveni je tedy Cestnym signalem rezistence jedince vic¢i chorobam a jeho zdravotniho stavu.
S upravami pievzato z Hill (2002).
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Na schématu na obrazku IX.1.2/1 jsou naznaceny nékteré predpokladané cesty
zprostifedkovavajici negativni korelaci mezi parazitaci a ukladanim karotenoidd do pohlavniho
znaku. Zda se pti tom, ze aktivita imunitniho systému by v téchto procesech mohla mit klicovy
vyznam. V prvé fad¢ je tieba si uvédomit, Ze parazitovany jedinec ztraci vyznamnym zptisobem
na kondici, coz ovliviiyje jak jeho pfistup k potrave, tak 1 metabolismus a imunitni systém.
Pravé kondice jedince je proto Casto povazovana za klicovy Cinitel v expresi pohlavnich znakt
(viz napi. Hill 2002). Badyaev & Duckworth (2003) napftiklad uvadéji, ze u mladsich ptakt
hyla mexického je zbarveni kondi¢né zavislé. Zajimavé ovSem je, Ze u starSich ptakl podle
téchto autort kondi¢ni zavislost zcela neplati a zbarveni mize byt ve své intenzité ovlivnéno
tim, zda samec hnizdil ¢i nehnizdil v ptfedchozim roce. V piipad¢, ze se mu totiz v pfedchozim
roce nepodarilo zahnizdit, investuje do ornamentace vice nez ostatni pravidelné hnizdici samci.
I pres tento pon¢kud komplikujici prvek, ktery dokazuje, ze tvorba ornamentu je soucasti
velice komplexni reprodukéni strategie, je zfejmé, Ze kondice a pfimé plsobeni parazita
urcuji omezenou schopnost parazitovaného jedince karotenoidy ziskat nebo je metabolizovat
(viz kapitola VIIL.7). Takto Ize vysvétlit jiz dlouhou dobu znamy fakt, Ze stievni parazitarni
infekce mohou sniZovat koncentraci karotenoidi v krvi (viz napt. Ruff et al. 1974) a snad
také mnozstvi nepifimych diikkazii negativniho vlivu paraziti na koncentraci karotenoidi
v krvi, které jsou zalozeny na vyzkumu imunologickych parametrt signalizujicich probihajici
parazitozu (napf. Saino et al. 1999). Soucasné by ovSem mohl mit infikovany jedinec
nedostatek karotenoidll také proto, Ze jejich momentalné omezené mnozstvi musi ze znacné
casti alokovat do imunitnich procest (viz kapitola V.9). Proto si nemtze dovolit investovat
tento zivotn¢ dilezity a pfitom omezeny zdroj do sexudlni ornamentace. Timto zpusobem
lze vysvétlit dikazy o tom, ze barvu samc¢iho ornamentu ovliviiuji i parazité, ktefi nemohou
mit zadny pfimy vliv na absorpci, metabolizaci ¢i depozici karotenoidu (viz napt. vysledky
Hilla et al. 2004). I kdyby ovSem piese vSe vySe uvedené slaby jedince pfece jen exprimoval
rozvinuty pohlavni znak, ktery by neodpovidal jeho soucasné kondici, je pravdépodobné,
7e by jej to vyCerpalo natolik, Ze by se stal snaze objeti predatora (v piipadé karotenoidi je
obvykle pestfeji zbarveny jedinec napadnéjsi, tedy v souladu se Zahaviho teorii handicapu,
viz Mgller et al. 2000; Mgller & Erritzoe 2000) nebo paraziti. Proto mize pohlavni znak
slouzit také jako Cestny indikator rezistence jedince vici parazitdrnim chorobam. Ziskana byla
v této souvislosti mnohd data dokladajici vztah funkceschopnosti urcitych slozek imunitniho
systému a zbarveni. Napftiklad Saks et al. (2003) zjistili, Ze intenzita zlutého zbarveni samcti
zvonka zelen¢ho (Carduelis chloris) koreluje pozitivné s reaktivitou jeho humoralni imunity
a odrazi i celkovy zdravotni stav zvitete (negativné koreluje s H/L pomérem v krvi). Podobné
vysledky byly ziskdny také na zebfi¢ce (Taenopygia guttata, McGraw & Ardia 2003;
Alonso-Alvarez et al. 2004a) a kosu ¢erném (Turdus merula, Faivre et al. 2003a, 2003b).

Dufva & Allander (1995) zjistili, Ze intenzita Zlutého zbarveni samct sykory konadry (Parus
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major) v hnizdni sezoéné pozitivné koreluje s H/L pomérem a s absolutnimi pocty heterofila
v krvi. Tuto skuteénost, ktera je presné opa¢nd nez vysledky ziskané Saksem et al. (2003),
vysvétluji mimo jiné jako zvysenou schopnost kvalitn€jSich samci vyvolat imunitni odpovéd,
coz je ovSem vysvétleni spiSe neodiivodnéné. Zaroven nezjistili zadnou korelaci mezi parazitaci
a zbarvenim. To neni nikterak piekvapivé, nebot’ patrné nevysetiovali druh parazita, ktery

vyznamné ovliviiuje kondici jedince.

Existence vySe nastinéného trade-off v alokaci karotenoidi vSak byla zpochybnéna.
Napiiklad Hill (1999, 2002) ptedklada silnou argumentaci proti relevanci limitace exprese
pohlavnich znakt karotenoidy spotfebovanymi v probihajicich imunitnich procesech. Pfi tom
se opira o tfi udajné rozpory. (i) Narozdil od savci cirkuluje v krvi mnohych ptaka relativné
mnohem vice karotenoidll. S tim také souvisi skutecnost, ze zatimco u savci maji velmi
vysoké davky karotenoidi podavané v potraveé pro organismus zavazny Skodlivy efekt, u ptaka
nic podobného znamo neni. Podle Hilla proto neni nepravdépodobné, Ze by na tak vysokou
hladinu karotenoidii mohla mit jejich spotieba béhem imunitni reakce natolik vyznamny
vliv, aby byla ovlivnéna exprese pohlavniho znaku. (ii) Samice maji relativné nizsi hladinu
krevnich karotenoidi nez samci. Pokud by byly karotenoidy limitujicim faktorem funkce
imunity, snazila by se ob¢ pohlavi stejn¢ jejich obsah v organismu maximalizovat, coz samice
nedélaji. (ii1) Nekteré druhy, které ukladaji karotenoidy do peti maji relativné vyssi hladinu
karotenoida v krvi nez blizce pfibuzné druhy, které¢ karotenoidni zbarveni nevytvareji. Stejné
jako v ptfedchozim bod¢ by pfi tom bylo mozné predpokladat, ze se vSechny druhy budou snazit
pfijimat co nejvice karotenoidi z okoli. Jinymi slovy Hill fika, Ze karotenoidy nejsou pro ptaky
omezenym zdrojem, coZ by znamenalo, Ze neexistuje pfimy vztah mezi stavem imunitniho
systému a expresi pohlavniho znaku. Veskeré interakce by se tedy odehravaly nepiimo pies
kondici jedince modulovanou sloZzenim pfijimané potravy a parazitarni zatézi. Tyto argumenty

nelze, jak patrno, bez vysvétleni opomenout.

V prvé fad¢ je ovSem tieba si uvédomit, Ze pro obsah karotenoidd v organismu, stejné jako
pro vétSinu mikronutri¢nich zdrojl, existuje patrné urcité optimum (viz kapitola V.9 nebo téz
Alonso-Alvarez et al. 2004a, ktefi zjistili u zebfi¢ky horni platé v pfijmu karotenoidi).
Organismus se proto nesnazi udrzovat jejich hladinu co nejvyssi, ale spise stabilni na urcité
potiebné hodnot€. Piijem karotenoida proto maximalizuji pouze jedinci, ktefi jich maji aktualné
velkou spotiebu (tedy napiiklad samci v dobé pfepefovani, avSak nikoliv samice). Otazkou
tedy neni, pro¢ maji nékteré druhy ¢i urciti jedinci v krvi vice karotenoidll nez jini, ale to, jak
moc mohou okolni faktory tuto rovnovahu narusit. Znacny rozpor s piedpokladem Hillovy
polemiky, ze imunologické déje nemohou hladinu karotenoidt v krvi pfimo ovlivnit, predstavuji
vysledky pokusii na zebtickach, kterym bylo podano dodate¢né mnozstvi karotenoida ve vode.

Tato procedura méla za vysledek zvysSeni nejen exprese pohlavniho znaku, ale také schopnosti
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vyvolat imunitni odpovéd (McGraw & Ardia 2003; Blount et al. 2003b), a to i u samic
(McGraw & Ardia 2005). Z toho tedy vyplyva, ze i pfesto, ze organismus pokusnych ptaki
obsahoval vysoké mnozstvi karotenoidi, existoval po aktivaci imunitniho systému vzhledem
k akutni imunitni odpovédi jejich nedostatek. McGraw & Ardia (2003) ve svém pokusu
zjistili, ze u samci zebficek, kterym byla pfiddna smés luteinu a zeaxantinu do vody, doslo
ke zvysSeni hladiny krevnich karotenoidii, zjasnéni barvy zobaku a zvyseni bunécné i humoralni
imunitni reakce. Zaroven prokazali, Ze T bunécna reaktivita koreluje se zménami koncentrace
karotenoida v krvi i se zbarvenim zobéaku. Pro humoralni imunitu takovato korelace zjisténa
nebyla. Z toho tedy vyplyva, ze karotenoidni signal mtize indikovat zcela urcité¢ parametry
imunity. Vysledky McGraw & Ardia (2003) také dokladaji, Ze experimentalni stimulace
imunitniho systému vedla k poklesu hladiny karotenoidti v krvi, a to i pfes pokusné zvySeny
piijem karotenoidli, coz opét potvrzuje mylnost Hillova predpokladu. Prakticky totéz zjistili
také Alonso-Alvarez et al. (2004a), ktefi prokazali, ze aplikace LPS vyvolavajici imunitni
odpoveéd’ snizuje zbarveni zobadku a ze zaroven ptaci s nejvyssi hladinou krevnich karotenoidi
jsou nejrezistentnéjsi vici oxidativnimu stresu. Dalsi diikaz, ze imunitni reakce bez vedlejSich
ucinkl nemoci (reakce na SRBC) zplsobuje sama o sobé vyznamny pokles koncentrace
karotenoidt v krvi, predklada u kachny Peters et al. (2004a). Faivre et al. (2003a) zjistili,
ze aktivace imunitniho systému pomoci nepatogenniho SRBC ma za nasledek rychly pokles
karotenoidniho zbarveni zobaku u kosa ¢erné¢ho a ze zaroven pravdépodobnost, Ze se barva
zobaku zméni v mén¢ intenzivni, vyznamné koreluje s intenzitou produkce anti-SRBC
protilatek. Faivre et al. (2003b) pak uvadéji, ze samci s intenzivnéji zbarvenymi zobéaky
vykazovali niz§1 humoralni odpovidavost na SRBC, zatimco jejich T bunécnéd imunita méfena
pomoci PHA-kozniho testu byla vyssi nez u samcli s méné vybarvenym zobdkem. Autofi
tento rozdil vysvétluji rozdilnou alokaci zdroji v disledku trade-off mezi reprodukénimi
naklady a naklady na tyto dvé rtizné slozky imunity. Pon€kud problematicky je ovSem velmi
nizky pocet vySetfovanych jedinct (n=15) a také samotné pouziti SRBC (viz kapitola VI1.3.2).
Vsechny tyto vysledky tak dokazuji, ze pravdépodobn¢ skutecné existuje trade-off mezi alokaci
karotenoidl z krve do exprese pohlavniho znaku a do imunitniho systému. Tak by opravdu
mohlo karotenoidni zbarveni indikovat rezistenci jedince vic¢i chorobam a mohlo by mit

zéasadni vyznam v sexualni selekci.

K bodu (i1) Hillovych namitek jest¢ uved'me, Ze samci a samice mohou mit skutecné
v krvi rozdilnou hladinu karotenoidi (viz napt. McGraw & Ardia 2005; avSak srovnej
s Alonso-Alvarez et al. 2004a). Nejedna se ovSem o nic pfekvapivého. McGraw & Ardia
(2005) navrhuji, ze by imunostimula¢ni G¢inek karotenoidti mohl u samcti kompenzovat vliv
plsobeni imunosupresivniho testosteronu. Jako dodate¢né vysvétleni mizeme povazovat také

existenci riiznych strategii vyuziti karotenoidti u samct a u samic, které vyplyvaji z odlisné miry
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a nacasovani nakladi obou pohlavi (Mgller et al. 2000). Zatimco samci ukladaji karotenoidy
piedevsim v dobé¢ piepefovani do vyraznych ornamentt, samice je investuji v dob¢ reprodukce
do vajec (Blount et al. 2000). Lze proto predpokladat, Ze k poklesiim ¢i naopak zvySenim

hladiny karotenoidti v krvi bude u samcii a samic dochazet v riznou dobu.

Vzhledem k vySe uvedenému se tedy jevi, ze neni vhodné (alespon do hlubsiho
prozkoumani nékterych otazek) zamitat hypotézu o existenci imunologické limitaci depozice
karotenoidd. Spolu s hypotézou o nepiimém vztahu ptijmu karotenoidii a imunity pies kondici
a hypotézou o ptimych vlivech parazitdrni infekce tvoti hypotéza imunologického trade-off
provazany komplex, ktery vysvétluje vSechny doposud zndmé aspekty limitace exprese
pohlavniho znaku. Je zfejmé, Ze u zdravych jedinci se omezeni dostatku karotenoida
v dusledku imunologického trade-off patrné neprojevi a ze organismus samce bude v dobé
prepefovani maximalizovat mnozstvi karotenoidii v krvi a dalSich tkanich, zatimco po zbytek
roku se bude snazit hladinu karotenoidl optimalizovat (srovnej s vyzkumy na zdravych lidech,
které nepotvrdily pozitivni u¢inek zvysené denni davky karotenoidi; Hughes 2001). Nutnost
omezit depozici karotenoidi do ornamentu se tak mize projevit az u jedince nemocného, ktery

ma zaroven (v souladu s Hillovymi piedpoklady) omezeny piistup k potravnim zdrojim.

Zajimavou moznosti, kterd ponékud vybocuje z vySe nastinéného schématu vztahu
imunitniho systému a exprese pohlavnich znaki, je také uplatnéni Zahaviho teorie v samci
pohlavni signalizaci. Tam, kde existuje nedostatek urcitych minoritnich slozek potravy, napt.
vitaminu C, se mize projevit toxickd povaha karotenoidii (Hartley & Kennedy 2004; viz
téz Olson & Owens 1998). Neni tézké si predstavit jedince, u kterého se sniZila zasoba
antioxidantl (vitaminu C, E apod.) v disledku piisobeni uvoliovanych radikali produkovanych
svalovou ¢innosti béhem migrace anebo oxidativnim vzplanutim béhem intenzivni imunitni
odpovédi. V tom piipadé by podle Hartleyho & Kennedyho (2004) z karotenoidt pfitomnych
v nadbytku vznikaly pod atakem volnych radikala toxické slouceniny (viz téz kapitola V.9),
které by poskozovaly organismus. Proto by bylo pro jedince vyhodné, adaptivné snizit
obsah karotenoidil ve svych tkanich a zabranit tak produkci takovychto toxickych sloucenin.
Existenci podobnych procesti by mohly potvrzovat napiiklad vysledky Alonso-Alvareze et al.
(2004a), ktefi u zebticky zjistili, ze hladina karotenoidt v krevni plasmé poklesla po pokusné
stimulaci imunitniho systému nezavisle na dostupnosti karotenoida v potravé, coz naznacuje
moznost, ze télo karotenoidy odmitd, snad v disledku nedostatku jinych latek. Mnozstvi
karotenoidii manifestovanych v ornamentalnim pefi samct by tedy nemuselo signalizovat
vlastni pfitomnost karotenoidii, ale spiSe pifitomnost jinych biologicky vyznamnych latek.
JelikoZ nemame prozatim jasnou ptredstavu o fyziologickych procesech, které imunitni reakce
v télech voln¢ zijicich ptakt provazeji, je tézké posoudit, nakolik by se podobné procesy

mohly skute¢né pii expresi pohlavniho znaku uplatiiovat. I Hartley & Kennedy (2004) sami
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ptipoustéji, Ze vyznamnou roli v intersexudlni signalizaci mlize hrat i vlastni imunoregula¢ni
vyznam karotenoidil. Je proto témeér jisté, ze roziesSeni této problematiky ndm umozni teprve
detailn€jsi pohled na plisobeni environmentalnich vlivii na imunitni systém a jejich souvislost
s fyziologickymi zménami pfijmu a metabolizace karotenoidl pta¢im organismem ve vztahu

k jejich depozici do ornamentalnich per.

IX.1.3 UV reflektance

Ptaci patii mezi zivocichy, ktefi jsou schopni vnimat UV zéafeni. UV reflektance byla
zjisténa u nejraznéjSich znakl, mezi néz patii 1 zluté zbarveni Cizka zlutého (Carduelis
tristis, MacDougall & Montgomerie 2003), tmavomodré zbarveni leméika hedvabného
(Ptilonorhynchus violaceus, Doucet & Montgomerie 2003) hiebinku bélokura rousného
(Lagopus lagopus, Mougeot et al. 2005) ¢i zluté zbarveni zobakli samctu kachen (4nas
platyrhynchos, Peters et al. 2004a). U né&kterych druhi pfitom patrné slouzi tato
vlastnost k signalizaci parazitarni rezistence. Naptiklad Mougeot et al. (2005) prokazali,
ze UV reflektance Cervené¢ho hiebinku nad okem samct i samic bélokura rousného koreluje
s intenzitou jejich parazitace. U leméika hedvabného podobné¢ Doucet & Montgomerie
(2003) zjistili, ze UV slozka modravého zbarveni indikuje miru parazitace krevnimi parazity.
Zajimavé pritom je, Ze toto zbarveni koreluje 1 s kvalitou samcova loubi, kterd sama predikuje

samcovu ektoparazitaci.

Doposud jedinymi pracemi, které zjiStovaly korelace UV reflektance a imunokompetence
jsou studie Peterse et al. (2004a, 2004b) na kachnach. Ti zjistili, Ze ¢im vice je jedinec
schopen vyprodukovat protilatek po experimentalni stimulaci SRBC, tim vétsi je pokles
koncentrace karotenoidi v krvi, pficemz zména koncentrace karotenoidi odrédzi zmény
v UV reflektanci (¢im mensi pokles karotenoidu, tim vétsi UV reflektance.). Zmény reflektance
UV nesouvisely se zménami hladiny testosteronu a tedy se zda, Ze je tento znak patrné
testosteron-independentni. Mimo to Peters et al. (2004b) uvadéji, ze reflektance v UV spektru
korelovala negativné s aktivitou spermii v ejakulatech samcti. Timto zplisobem by tedy mohla
samice kachny tedy odhadnout 1 pfimé vyhody pramenici z vyssi pravdépodobnosti oplozeni
vyvolenym samcem a zaroven i nizsi pravdépodobnosti ndkazy pohlavné pienosnymi parazity

(srovnej s Blount et al. (2001).
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IX.1.4 Strukturni zbarveni

Vyznamu strukturniho zbarveni u ptakia bylo v ekologickych studiich zabyvajicich se
pohlavnim vybérem vénovano ve srovnani s pigmentdznim zbarvenim jen skute¢né velmi
malo pozornosti. Divodem muze byt skutec¢nost, ze alespon u nékterych druht (napt. vlastovka
obecnd, Hirundo rustica, viz Perrier et al. 2002) se zd4, Ze strukturni zbarveni nema zadny
signalni vyznam a nepodléha pohlavnimu vybéru. Nékteré studie (napi. McGraw et al. 2002)
ovSem u jinych druhti (napf. u vlhovce hnédohlavého, Molothrus ater) naznacuji, ze by
strukturni zbarveni mohlo odraZet potravni moznosti jedince v dobé pelichani. Mohlo by tak
patrné mit podobny vyznam jako karotenoidni ornamenty, a tedy zaroven jiny signalni vyznam
nez zbarveni melaninové, které spise vypovida o kompetitivnich schopnostech samce. Pokud by
tak bylo strukturni zbarveni indikatorem kondice, podobné jako zbarveni karotenoidni, mohlo
by také vyjadfovat kondi¢né-podminénou schopnost jedince rozvinout adekvatni imunitni

24

nebyla zkoumana.

IX.1 Morfologické struktury

IX.2.1 Hrebinky a laloky

Velikost a barva hiebinku u kura bankivského (Gallus gallus) je znakem, ktery podobné
jako barva o¢ni duhovky odrazi kondici, zdravotni stav a miru dominance jedince (Zuk et al.
1995; Parker & Ligon 2002), pfi¢emZ oba tyto znaky jsou patrné testosteron-dependentni
a jsou samicemi pii vybéru preferovany mnohem vice nez napiiklad zbarveni nékterych
casti opefeni, které miize korelovat naptiklad s hodnotami hematokritu nebo mnozstvim
eosinofilnich granulocyt v krvi (shrnuto v Zuk 1996). Podle Parkera et al. (2002) odrazi
zvySena hladina kortikosteronu a snizena hladina testosteronu socidlni stres, ale ani hladina
testosteronu ani kortikosternu nekoreluje s velikosti hiebinku u izolovanych ptaka. Zuk et al.
(1995) zjistili, ze samci s vét§imi hiebinky, ktefi méli zaroven i1 vyssi hladinu testosteronu,
méli v krvi méné lymfocyti nez samci s hiebinky mensimi. Zuk & Johnsen (1998) dale
dokladaji, ze samci s vétSimi hiebinky jsou schopni intenzivnéj$i PHA-kozni reakce, coz
nam napovida, Ze by mohli mit 1épe vyvinutu T bunéénou slozku imunity. Zaroven ale zjistili,
ze mnozstvi jednotlivych leukocytarnich typ v krvi mize byt proménlivé v ¢ase — samci
s vétSimi hiebinky méli pfed hnizdni sezénou v krvi proporéné vice lymfocytli nez samci
s menSimi hiebinky, avSak béhem hnizdni sezony byla situace opacna. Podobné Mougeot
et al. (2004) zjistili, ze velikost nadoéniho ¢erveného hiebinku u bélokura rousného (Lagopus
lagopus) je rovnéz kondi¢né zavislym, testosteron-dependentnim znakem. Experimentalné

navySena hladina testosteronu u jedinct tohoto druhu velikost hiebinku vyznamné zvysuje,
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ale zaroven snizuje funkceschopnost T bunécné imunity a celkovou kondici zvifete. Mimo to
se tyto zmény projevily 1 vyssi kokcidialni infekei. Dale bylo u tohoto druhu zjisténo Mougeot
& Redpath (2004), ze velikost hiebinku nekoreluje pfimo s intenzitou probihajici helmintozy
Trichostrongylus tennis, ale koreluje jak s kondici jedince tak i s jeho schopnosti reagovat
na subkutdnné¢ aplikovany PHA.

Ze vsech vyse uvedenych vysledka tedy vyplyva, ze samci s vétSimi hiebinky jsou jednak
i velikost svého teritoria, a tak snad i reproduk¢ni uspéch a jednak také v souladu s hypotézou
imunokompetenc¢niho handicapu signalizuji samicim svou lepsi kondici a schopnost vyrovnat
se 1 pfes vyssi imunosupresivni vliv testosteronu s tlakem paraziti. Negativni vliv testosteronu
na imunitu by mohl byt v téchto ptipadech zprosttedkovan energetickou naro¢nosti aktivity
udrzujici dominantni postaveni mezi ostatnimi samci, pfi¢emz tato aktivita zvySuje také stres
a s nim 1 hladinu imunosupresivniho kortikosteronu. Imunosuprese by také mohla byt adaptivni
odpovédi na trade-off mezi investici do reprodukce a udrzby vlastniho organismu.

U krocana (Meleagris gallopavo) je délka laloku samicemi preferovanym znakem, ktery
indikuje dominanci i parazitaci nékterymi pathogeny (Buchholz et al. 2004). Pfitom bylo
ovSem zjisténo, ze délka laloku miize naznacovat relativni slozeni MHC genotypu samce.
Pokud je tomu skute¢né tak, mohly by samice na zdklad¢ tohoto znaku pfimo vybirat ,,dobré
geny* pro své potomstvo. Bohuzel tento a ani ostatni pohlavni znaky u tohoto druhu (délka
ostruh a vlasovitd $tétka pefi na hrudi, Badyaev et al. 1998) nebyly do dnesni doby piilis
podrobné studovany a ackoliv se soudi, Ze by mohly indikovat viabilitu a snad i imunitni
parametry jedince, bude patrné€ v tomto piipade zapotiebi dalsi vyzkum.

Naproti vySe uvedenému Ohlsson et al. (2002) nezjistili zZ4dny obdobny vztah mezi
barvou a velikosti laloki na hlavé bazanta obecného (Phasianus colchicus) a bunétnou
ani humoralni imunitou u samcii tohoto druhu. Tento znak mé patrnéspise souvislost s nutricnim

stresem v ranych fazich zivota (viz téz kapitola 1X.2.3).

IX.2.2 Ocasni pera

Napadnym sam¢im pohlavnim znakem morfologické povahy je i délka nebo tvar ocasnich
per. Asi nejznaméj$im piikladem v tomto sméru jsou ,,mellerovska® ocasni pera vlastovek
obecnych (Hirundo rustica). Vyznam tohoto pohlavniho znaku pro pohlavni vybér u tohoto
druhu ukazuji naptiklad studie vyuzivajici experimentalni manipulace délky téchto per, kdy
jejich prodlouzeni vedlo ke zméndm rychlosti i GspéSnosti parovani samcti, véetné UspeésSnosti
v mimoparovych kopulacich (viz napi. Mgller et al. 1998). Jak bylo zjisténo (Saino et al.
1995, 1999, 2002¢, 2003c¢; Saino & Mgller 1996), piedstavuje tento znak ¢estny indikator

imunokompetence svého hostitele.Saino & Meller (1996) ukazali, ze by mohla byt v tomto
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ptipad¢ signalizace zaloZena na teorii handicapu. Délka ocasnich per u samcu vlastovek lezi
mimo optimum podporované pfirodnim vybérem a udrzovéana je sexualni selekci (dikazem
toho muaze byt naptiklad skutecnost, ze mladi ptaci a samice nemaji ocasni pera tak dlouha jako
dospéli samci (Mgller et al. 1998). Maller et al. (1998) uvadéji v souvislosti s handicapem
jednak ndklady delSich ocasnich per na alokaci zdroji do imunity a jednak zvysSené riziko
predace a také sniZzeni schopnosti ziskat dostatek potravy, oboji v disledku zhorSeni letovych

schopnosti. Mozny je také handicap vyvstavajici ze zvysené metabolické aktivity.

Existuji dukazy pro to, ze existuje také vztah mezi délkou ocasnich per a aktivitou
imunitniho systému. Saino & Mgller (1996) prokazali, Ze schopnost tvofit protilatky je znaéné
omezena v dusledku pokusného prodlouzeni ocasnich per. Délka téchto per také pozitivné
koreluje se schopnosti vyrovnat se s experimentalnim navysenim této zatéze, coz vypovida
o vyssi kvalité samcet, kteti méli uz pted manipulaci ocasni pera dlouhd. Vskutku, samci s del§imi
ocasnimi pery jsou také schopni odpovédét intenzivnéjSi reakci na intradermalni aplikaci
PHA nez kratkoocasi samci, coz indikuje jejich lepsi schopnost mobilizovat T-dependentni
slozky imunity (Saino et al. 2002¢). Obdobné jsou i vysledky pro korelaci délky ocasnich
per a primarni humoralni odpovédi (Saino et al. 2003c). Neni tedy s podivem, Ze u samct
negativné koreluje délka ocasu s intenzitou parazitace (Saino et al. 1995). Pravé parazitace
je patrn€ z hlediska reprodukéni Gspésnosti samce velmi dulezita. Bylo zjisténo, ze pokusna
manipulace hnizdnich parazitl zplsobi u vlaStovek nejen zmény hnizdni Gspé&Snosti v dané
sezong, ale také ovlivni pelichani jedincti na zimovistich v Africe (vice parazitovanym samctim
narostou krat$i ocasni pera) a ovlivnéno je také datum pftiletu v nésledujici sezong; tedy samci
s krat§imi ocasy pfilétaji pozdéji v disledku své horsi kondice a horSich letovych vlastnosti
piepetenych per. Toto zpozdéni mé pak zcela zésadni vliv na reproduk¢ni uspéch v této sezoné
(Mgller et al. 2004). Proto délka ocasnich per indikuje spolehlivé reprodukéni potencial
samce. Z vySe uvedeného je tedy patrné, Ze vztah mezi délkou ocasnich per a imunokompetenci
by mohl byt zprosttedkovan ptes celkovou kondici jedince. Tak je mozné vysvétlit 1 korelaci
mezi funkceschopnosti samcovy bunééné imunity a datem jeho pfiletu zjisténou (Meller et al.
2004). Saino et al. (1999) také uvadéji, Zze délka ocasnich per pozitivné koreluje s koncentraci
karotenoida v krevni plasmé (o vyznamu karotenoidii v imunitnim systému viz kapitola V.9).
Jelikoz navic bylo zaroven zjisténo, ze koncentrace karotenoiddi v krvi negativné koreluje
s mnozstvim protildtek a granulocyti, které indikuji probihajici parazitarni chorobu, zda se,

ze je tato skutecnost stejn¢ jako vlastni exprese znaku kondi¢n¢€ podminéna.

Rovnovédha celého tohoto mechanismu samci Cestné signalizace je patrné zaloZena
na citlivé hormonalni regulaci. Bylo prokazano, ze délka ocasnich per pozitivné koreluje
s hladinou testosteronu v krvi (viz napi. Mgller et al. 1998). Vysledky Saino et al. (1995) navic

ukazuji, Ze samci, jimz byla uméle zvySena hladina testosteronu, se s mensi pravdépodobnosti
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dozili nasledujici hnizdni sezony. Mezi témi, ktefi se ji ovSem dozili, bylo vétsi procento samcti
s piavodné delSimi ocasy, coz poskytuje dalsi diikaz o signalizaci kvality samce. Zaroven bylo
zjisténo, ze délka ocasu negativné korelovala se zménami v absolutnim i relativnim poctu
eosinofilli v krvi samci, kterym byla implantovdna dévka testosteronu. Kvalitni samci tedy
plati méné za vysoké hladiny testosteronu nez samci méné kvalitni. Zarovefi Saino et al.

(2002c¢) detekovali niz8i hladinu kortikosteronu v krvi samct s del§imi pery.

Podobné¢ jako ocasni pera vlastovek, 1 prodlouzené nadocasni krovky pava korunkatého
(Pavo cristatus), které jsou u tohoto druhu pohlavnim znakem, odrazeji patrné kondici samce
(Moller & Petrie 2002). Bylo také zjisténo, Ze délka paviho ocasu pozitivné Koreluje
s PHA-kozni reakci a H/L pomérem a negativné koreluje s primarni humoralni reakci na
SRBC. Zaroven se zda, Ze by se velikost jednotlivych ok mohla nepfimo umérné vztahovat k T
bunécéné imunité. Otazkou vSak zlistava, zda samice pavl skute¢né pii svém vybéru hodnoti

prave tyto znaky.

IX.2.3 Ostruhy

Dnes jiz klasickou praci je studie von Schantze et al. (1996), ktera zjistila vztah
délky ostruh bazanta obecného (Phasianus colchicus) a MHC genotypem (viz téz Cast
VII). von Schantz et al. (1996) zjistili, Ze u jednoletych samct vyznamné koreluje délka
ostruh s genotypovou pfislusnosti jejich MHC. Zda se, ze MHC genotyp zaroven predikuje
konkrétniho MHC haplotypu. Naproti tomu u viceletych samct bylo zjiSténo, ze délka ostruh
je kondiéné zavislym znakem (von Schantz et al. 1997). Zajimavé je také zjisténi Ohlssona
et al. (2002), ktefi experimentalné manipulovali proteinovou bohatost potravy samcti béhem
ranych fazi zivota. Samciim krmenym na proteiny bohatsi potravou narostly vétsi a vyraznéji
cerven¢ zbarvené laloky na hlavé nez samclim, ktefi dostdvali jen omezené mnoZzstvi
proteinti v potravé, ale na délku ostruh nemél tento nutri¢ni rozdil vliv. Zaroven ale délka
ostruh korelovala s intenzitou imunitni reakce vySetfované PHA-koznim testem, zatimco
velikost ani barva laloki neméla zddnou souvislost s imunitou a nebyl prokdzan ani vliv
rané diety na intenzitu imunitnich reakci. Je pfitom ovSem zfejmé, ze MHC genotyp nemuze
(uz z principu interakce, viz kapitola V.3) pfimo ovliviiovat intenzitu reakce na PHA, takze
zjisténd korelace vypovida spise o kondi¢ni zavislosti této T bunééné imunitni reakce. Ze vSech
vyse uvedenych poznaktli se zda, ze samice, ktera se pii pohlavnim vybéru rozhoduje podle
délky ostruh, si miize mezi jednoletymi samci vybirat konkrétni MHC genotyp (nepreferuje
jednozna¢né samce s nejdel$imi ostruhami, von Schantz et al. 1997), zatimco mezi star$imi

samci podle stejného znaku voli nejzdatnéjsiho samce (tedy toho, ktery ma nejdelsi ostruhy
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a je patrné v nejlepsi kondici), ptficemz MHC genotyp mé pravdépodobné stale klicovy vliv
na zdatnost samce, nebot’ prostiednictvim dispozice pro urcitou antiparazitarni rezistenci
spolurozhoduje o kondici samce. Z toho je patrné, ze mezi star§imi samci si samice vybira ,,uz
odzkou$ené* a momentalné vyhodné alely pro své potomky. von Schantz et al. (1997) navic
predkladaji data, ktera ukazuji, ze mlad’ata dlouhoostruhych samcii skute¢né prezivaji 1épe nez
jind mlad’ata a ze reproduk¢ni tspéch samice koreluje s délkou ostruh jejiho partnera. Zaroven
ale mlze samice doplikovée vybirat samce podle velikosti a barvy lalokli na hlavé, pficemz tyto
znaky vypovidaji o nutri¢cnim stavu samce béhem ranych fazi jeho Zivota a mohly by tak samici

informovat o dédi¢né citlivosti jedince na nedostatek potravy (Ohlsson et al. 2002).

IX.3 Symetrie

RozliSovat symetrii resp. asymetrii pohlavniho znaku mohou v zésad¢ samice v piipade
vSech vyse uvedenych typti samcich pohlavnich znakt (tedy morfologickych i téch zalozenych
nebot’ symetrie je pro n¢ signalem dobte vyladénych ontogenetickych a metabolickych pochoda
(viz napf. Hill 2002). Dluzno pfiznat, Ze mnoho experimentalnich podkladi pro existenci
této preference bylo ziskano na krouzkovani zebtiCek (Taeniopygia guttata) barevnymi
krouzky v symetrickych a asymetrickym kombinacich (Swaddle 1996; Waas & Wordsworth
1999, ackoliv srovnej s Jennions 1998), takze muze byt otazkou vyznam této chartakteristiky
pfi pohlavnim vybéru u volné Zijicich jedinct. V soucasné dobé neni piili$ jisté, zda by se
mohlo jednat o znak vztahujici se k funkénosti imunitniho systému. Alespoii u nékterych
znakl nemé symetrie patrn¢ zadny vliv na samic¢i volbu. Napiiklad tak bylo prokazano,
7e asymetrie zbarveni ocasnich per nesouvisi s mirou parazitace u tuhyka obecného (Lanius
collurio; Votypka et al. 2003). Podobné ani (Cadee 2000) nezjistil u vlastovek (Hirundo
rustica) zadny vztah mezi symetrii ocasnich per rodicti a kondici ¢i imunokompetenci mlad’at

sledovanych jedinci.
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X ZAVEREM

X.1 Shrnuti nasich znalosti o imunologické zavislosti exprese pohlavnich
znakiu samcii

Ackoliv muze byt, jak patrno z prehledu v ¢asti IX, mechanismus tvorby samcich
pohlavnich znakt odlisSny podle jejich typu, zda se, ze mizeme charakterizovat alespon
zédkladni spolecné ¢initele ovlivitujici procesy elaborace vétSiny samcich ornamentd. Je ziejmé,
ze genotyp a podminky okolniho prostedi jsou faktory jedincem neovlivnitelné, které maji
zésadni determinacni vyznam jak na expresi samciho pohlavniho znaku, tak 1 na budouci
reprodukéni uspéch a tim 1 celkovou fitness samce. To, s ¢im organismus operuje, je tedy
predevsim strategie, jak za daného vlastniho genotypu a podminek prostfedi minimalizovat
negativni vlivy raznych okolnich faktorti a optimalizovat fyziologické funkce organismu
tak, aby byl vysledny celozivotni reprodukéni uspéch a kvalita zplozenych mlad’at relativné
co nejvyssi ve vztahu k ostatnim jedincim dané populace. Uspdsnost této strategie uréuji
vztahy k okolnim organismim (napf. parazitiim) a relativizuji vztahy jedince s jinymi jedinci
téhoz druhu (kompetice a pohlavni selekce). Schéma na obrazku X.1.1/1 predklada tu cast
vazeb, do kterych je podstatnou mérou zapojen imunitni systém. Je patrné, ze parazité pusobi
vyznamnym zpusobem na imunitni systém a kondici jedince (viz téz kapitola VIIL.7), a tim
zaroven urcuji i1 jeho preziti. Jejich negativni vliv potlacuje imunitni systém, ov§em na tkor
zdrojti, které nemohou byt proto investovany do pohlavni ornamentace ¢i reprodukce (viz cast
IX). V tomto procesu jsou vyznamnym zptisobem zapojeny hormony, které tyto procesy reguluji
(na schématu nezobrazeno), ale nejsou samy pticinou téchto zmén. Imunitni systém by také mohl
byt spojen piimo s expresi pohlavniho znaku, a to odCerpavanim diilezitych mikronutri¢nich
zdroji, napiiklad karotenoidd, jejichz alokace nemusi ovlivnit celkovou kondici jedince.
Vyznam této piimé souvislosti je vSak prozatim nejasny (viz kapitola IX.1.2). Shrneme-li tyto
skute¢nosti, pak exprese samc¢iho pohlavniho znaku mize byt zavisld na funkceschopnosti

imunitniho systému a ta tak mize byt sama ptedmétem pohlavniho vybéru.
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Obr.X.1.1/1: Schéma zakladnich ¢initelii a vztahi, které determinuji imunologickou zavislost exprese pohlavniho
znaku, a tak urcuji dopad funkceschopnosti imunitniho systému na celkovou fitness jedince. Prostiedi a genotyp
jsou hlavni faktory ovliviujici kondici jedince. Pathogeny predstavuji proménnou, ktera ptisobi na alokaci zdroji
(trade-off mezi reprodukci a imunitou) a spoluurcuje jejich prijem. VI1iv parazitli je suprimovan aktivitou imunitniho
systému, ktera vSak vyvolava odezvu ze strany parazita. Kondice jedince ur¢uje moznosti jeho imunitnich reakci
a také tlak, ktery paraziti na hostitele vyvijeji. Kondice, genotyp a imunitni systém mohou piimo determinovat
expresi pohlavniho znaku. S upravami pfevzato z Gonzalez et al. (1999).

X.2 Doporuceni pro dalst vyzkum

Tato prace zietelné vytycila zédkladni nedostatky souc¢asného poznani souvislosti mezi
expresi pohlavnich znakl u ptdkd na strané jedné a funkceschopnosti imunitniho systému
na strané druhé. V nasledujicich nékolika odstavcich proto shrnuji urcita doporuceni, kterymi se
1ze tidit pti sméfovani dal$i vyzkumné aktivity na tomto poli. Jejich spoleénym jmenovatelem
je snaha o posun vyzkumu na detailnéjsi iroven pohledu na imunitni mechanismy. To je, zda se,
jedina cesta, ktera by mohla pomoci oprostit nase vysledky od charakteru nepfimych korelaci
a pochopit fyziologické mechanismy, které stoji za intersexudlni i intrasexualni pohlavni

signalizaci.

V prvé fadé je tieba pripomenout, zZe kazdému podrobnéjsimu vyzkumu by mél predchéazet
pilotni ndhled na zkoumanou problematiku, ktery by pomoci jednoduchych metod odhalil, zda
existuji néjaké vyznamné imunologické rozdily mezi zkoumanymi jedinci, zda koreluji s mirou
exprese pohlavniho znaku a zda lze urcit jejich bazdlni pfi¢inu (napt. parazitace, limitace
potravou apod.). Tato faze je nutna, nebot’ nelze predpokladat, ze pravé fungovani imunitniho
systému je veli¢inou, kterd vyznamnym zpusobem spolurozhoduje o selekci vSech pohlavnich
znakl bez vyjimek. Jak bylo ukdzano v ¢asti VI, existuje v soucasné dobé¢ jiz propracovany
metodologicky aparat, ktery pak miize pomoci posunout dalsi praci na aroven vyzkumu aktivity

jednotlivych typit bun€k imunitniho systému in vitro. A¢koliv jsou pro ekologickou imunologii
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povétsinou nepiistupné metody vyzadujici usmrceni vysetifovaného zvirete, ziistava vyuzitelné
relativné velké spektrum riznych analyz bunék z krve nebo bun¢k odebranych za pouziti
biopsie z mista, ve kterém byl pokusné stimulovan zanét. Odebrané buiiky je mozno separovat
podle jejich bunécného typu (napiiklad pomoci pritokové cytometrie za vyuziti znacenych
monoklonalnich protilatek). Na takto izolovanych bunkéach potom lze in vitro testovat nejen
jejich prolifera¢ni nebo efektorovou aktivitu, ale také schopnost chemotaxe, produkci cytokini
a schopnost vzdjemné stimulace n¢kolika bunécnych typii najednou. Pii tom je mozné detailné
rozlisit funk¢ni ptisluSnost jednotlivych bun€k — napi. na T 1 a T 2 bufiky. To by mohlo byt
v budoucnu zéarovenn vyznamnym podnétem pro studium imunologickych regulaci u volné
zijicich druhti ptaki. Z praktického hlediska bude ovSem potieba ovétit vyuzitelnost komeréné

dostupnych anti-kutfecich monoklonalnich a polyklonalnich protilatek, které pii téchto

vyzkumnych aktivitdich mohou piedstavovat vyrazné nejekonomicté;jsi nastroje.

Zajimava je otazka uziti bakterialnich lipopolysacharidli pfi vyzkumu funkce samcich
pohlavnich znakt. Jak jsem zminil v kapitole V.3, jedna se o vyznamné superantigeny, které
stimuluji nejriznéjsi bunky imunitniho systému. Toho by bylo mozno v budoucnu vyuzit
1 pfi in vivo vySetfenich, a to nejen pro stanoveni produkce nespecifickych IgM protilatek,
ale také pro stanoveni produkce cytokini v reakci na tento podnét a mozna i pro analyzu miry

nespecifické aktivace T bun¢k a fagocytu.

Vyrazn¢ novy piistup ke studované problematice by pak piedstavovalo stanoveni
funkc¢nosti antigenné nespecifickych imunitnich mechanismi (komplementu a fagocytt). Praveé
tyto bazalni prvky imunity byly doposud povétSinou opomijeny, ackoliv pravé ony mohou
mit nejvetsi vyznam pro prekonani parazitarni infekce (Lochmiller & Deerenberg 2000).
Napf. soucasné vyzkumy na domdci dribezi ukazuji, Ze alelicka pfislusnost riznych TLR
zpusobuje rozdily v aktivaci bun€k imunitniho systému i v rezistenci jedincii vici riiznym
chorobam (Dil & Qureshi 2002; Leveque et al. 2003). Mimo in vitro experimenty (napf.
schopnost fragmentu C3a chemotakticky ptsobit na leukocyty nebo schopnost C3b iniciovat
fagocytosu) by bylo mozné v prvnich fazich vyzkumu pouzit stanoveni koncentrace C3 slozky
v krevni plasmé¢. Pii in vitro vyzkumu aktivity makrofagi a heterofilnich granulocytt by také
bylo mozno vyuzit panel klicovych antagonist TLR (A. Smith in litt. 2005). Jelikoz mnoho
imunitnich reakei za€ina pravé rozpoznanim pathogennich antigent antigenné nespecifickymi
slozkami imunity, jejichz receptory jsou pevné geneticky kodované, mohlo by pravé toto mit

zasadni vyznam pro nase chapani spojitosti mezi sam¢imi signaly a rezistenci viici parazitim.

Prakticky vSechny soucasné studie se potykaji s problémem, Ze experimentatoii nemohou
vylouc¢it vliv jinych nez sledovanych parazitli na imunitni systém béhem pokusu (viz napf.

Gonzalez et al. 1999). Tato skute¢nost by mohla mit velmi zavazné dusledky. Pokud dejme
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tomu nékteti jedinci trpi chronickou helmintosou, pak ptechod z volné ptirody do zajeti u nich
muze vyvolat zmény, které mohou vést naptiklad ke zvySeni poméru eosinofilnich granulocyta
v krvi, které nemusi korelovat s u¢inky experimentalni procedury, pfi¢emz jejich pavodni
pricinu neni mozno na zaklad¢ vysledka experimentu spravné vyhodnotit. Vyhodou by tedy
bylo pouziti SPF (specific pathogen free) zvitat. To by také mohlo pomoci k detailnéjSimu
vyzkumu zmén, které jednotlivé typy pathogenti zptisobuji v organismech voln¢ Zijicich ptaka

a ke stanoveni fyziologickych hodnot pro mnohé imunologické parametry.

Jak bylo vysvétleno v Casti o fungovani imunitniho systému (V), je mnoho divodu, proc¢
by mé¢l byt imunitni systém raznych jedinct rizné citlivy vici riznym parazitim v zavislosti
na genetickych dispozicich téchto jedinct. VétSina ekoimunologickych studii se pfi tom
zaméfila na testovani odpovéedi jedince na podani nového antigenu, se kterym se nikdy predtim
nesetkal (SRBC, BSA, srovnej také s poznamkou o uziti t€chto antigenti v podkapitolach VI.3.2
1 VI.7.2). Pfitom je ovSem pravdépodobné, Ze za realnych podminek ma pro jedince urcitého
druhu vyznam rezistence pouze proti nékolika druhiim parazitii. Jak navrhuji (Westneat &
Birkhead 1998), je pro jedince nezbytna nejen imunitni reakce G¢innd, ale zaroven vyvazena
tak, aby nedochazelo k imunopathologickym staviim. Proto méa vyznam také se ptat, jak je
na tom sekundarni imunitni reakce zkoumanych druhti na pathogeny, které jsou vyznamné
v jejich pfirozeném prostiedi. Je zajimavé, Ze doposud nemnoho studii se touto intuitivné
samoziejmou otazkou zabyvalo (vyjimku tvoii napt. prace (Hill et al. 2004), kterd v§ak neni
imunologicky orientovand). Vyuziti pfirozenych potencialnich pathogent pii vyzkumu povahy

sami¢iho vybéru se tedy zda byt velmi perspektivni.

Aplikace vyse uvedeného by tedy mohla ptispét k doplnéni alespon nékterych ,,bilych
mist™ a prekonani nékterych prekazek. Zminime se vSak jesté ve stru¢nosti o jednom zdsadnim
problému soucasného vyzkumu, ktery prozatim nejsme schopni zdolat. Tim je nedostatecna
efektivita hematologickych izolacnich postupti a citlivost detekce imunologickych reakci.
Vyzkum vétSiny fenoméni sexudlni signalizace je dnes studovan na pévcich. Jedna se tedy
o ptaky menSich rozmért, ktetfi nemivaji celkovy objem krve v téle vétsi nezli 3 ml (tedy cca.
6-12 ml/100g), pticemz bez Skodlivého ucinku vysetteni na pieziti jedince Ize odebrat jen asi
150-200 pl. To je mnozstvi naprosto nedostatecné pro komplexnéj$i imunologické vysetfeni.
Ur¢itym feSenim tak v soucasné dobé¢ patrné ziistava pouze vyuziti vétSich modelovych druhi,
u nichz lze bez rizika odebrat dostatek krve. Podrobny vyzkum na zivych drobnych pévcich je

tedy prozatim spise vyzvou budoucnosti.
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X.3 Vlastni zavér

Tato prace predklada velkou c¢ast v souCasnosti znamych dikazii o vztahu fungovani
imunitniho systému a exprese pohlavnich znak u samct ptakd. Odhalila zarovenn mnohé
nedostatky soucasného poznani i moznosti sméfovani dal§iho vyzkumu. Doklada také, ze pfi
vyzkumu fenoménu sexudlni ornamentace nelze piili§ ocekavat, ze z dat o imunokompetenci
jednotlivych jedincti sestavime jejich absolutni potadi od ,,nejimunokompetentnéj$iho* jedince,
ktery se dobie vyrovna se vSemi pathogeny, az po jedince nejslabsiho, ktery naopak uhyne po
prvni infekci. Mnohem pravdépodobnéjsi bude, ze se nami sledovani jedinci budou mezi sebou
liSit v riznych parametrech imunity, které spolu nebudou pfili§ korelovat, a bude zéalezet spise
na typu infekce, ktera slozka imunity bude pro jeji pfekondni vyznamna, a tedy, kteti jedinci se
s ni vyrovnaji lépe, coz jim umozni posilit jejich reprodukéni uspéch. To neni ovSem v rozporu
s predstavou, ze jedinci v lepsi kondici se budou Iépe vyrovnavat s vétsi Skalou pathogennich
infekci. Znaci to pouze, Ze nelze podcenovat genetickou a fyziologickou variabilitu jedinct
v predispozici k imunitni reakci ur€it¢ho typu (typicky tfeba predispozice k silng&jsi T 1 ¢i T 2
odpovédi) a zjisténé vlastnosti jedincti je tieba posuzovat na ekologicky kontext. Variabilita mezi
jedinci je patrné pro celou populaci vyznamna z evolu¢niho hlediska, jelikoz ji jako celku dava
moznost vyrovnat se prakticky se vS§emi pathogeny, se kterymi piijde do kontaktu. Pro imunologicky
orientované¢ho vyzkumného pracovnika na ekologickém a evolu¢né biologickém poli toto celé
ovSem predstavuje nemalou nesndz, nebot’ to znamena, ze z hlediska imunokompetence nemiize
sledovana zvirata charakterizovat jedinym c¢islem, a pokud tak musi z n¢jakého diivodu ucinit,
m¢él by si byt zdrovenn védom omezenosti svého vyroku. Jak naznacuji mnohé prace shrnuté
v tomto piehledu, je dnes mnohdy pravé pochopeni vyznamu téchto skutecnosti v ekologické
imunologii nedostate¢né. To by mohlo do znacné miry souviset s jen velmi omezenou Skalou
doposud pouzivanych imunologickych metod. Soucasna imunologicky orientovana behavioralni
ekologie a evolucni biologie v oblasti metodologie vyznamné zaostava za molekularni imunologii
i imunologii veterinarné-klinickou. Metody vysetfeni aktivity imunitniho systému v dneSnich
studiich jsou povétSinou staré vice nez dvacet let, a neumoziiuji tak proniknout do vétSich
detailit mechanismii imunologické regulace pohlavniho vybéru. Pfi¢inou tohto stavu miize byt
mimo jiné také témet nulovy zdjmem zejména molekularnich imunologii o jiné nez standardné
pouzivané modelové druhy, mezi které ptaci patii jen okrajové. Napiiklad jeste pred péti lety se o
cytokinech a mnoha povrchovych molekulach védélo i u tak komercné vyuzivaného druhu, jakym
je kur doméci (Gallus domesticus), jen skutecné velmi malo. Jelikoz je vSak aktudlni situace
v imunologii vyraznég jina, 1ze ocekavat, ze i ekologicka imunologie projde u mnoha obratlov¢ich
skupin v nejbliz§i dobé mnohymi proménami nastartovanymi znacnym metodologickym
posunem smérem k vyuziti modernéjSich molekularné-imunologickych postupii. Je tedy v tuto
chvili jen otazkou piipravenosti a finan¢niho zabezpeceni, ktera pracovisté budou urcovat v tomto

sméru vyzkumné trendy na pfiStich deset let.
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XIT SLOVNIK ZKRATEK

APC
BCR
BSA
CD
ELISA
FDC
H/L

Ig

LPS
MHC
PAMP
PBS
SRBC
TCR
TLR

Antigen presenting cell

B-cell receptor

Bovine serum albumine

Cluster of differentiation (oznaceni povrchové molekuly)
Enzyme-linked immunosorbent assay

Folicular dendritic cell

pomeér heterofilnich granulocytt ku lymfocyttim
Imunoglobulin (napt. IgM isotypu M)

Keyhole limpet hemocyanin

Lipopolysacharid

Major histocompatibility complex

Pathogen associated molecular patterns
Phosphate buffer saline

Sheep red blood cells

T-cell receptor

Toll-like receptor
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