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ABSTRAKT

Schopnost branit se potencialnim parazitarnim nakazam je z hlediska pteziti organismu v realném
sveété naprosto zasadni. Podstatna cast soucasnych evolucné ekologickych studii se proto snazi popsat a
vysvétlit rozdily mezi jedinci a druhy spocivajici pravé ve schopnosti U¢inné imunitni odpoveédi na
patogenni podnéty. Existuje mnoho metod méfeni imunitni reaktivity zalozenych na rtiznych principech.
Predev§im pro svou snadnou aplikovatelnost v terénu patfi mezi nejcastéji pouzivané
fytohemaglutininovy (PHA, Phytohaemagglutinin) test kozni  hypersenzitivity. Pochopeni
imunologickych mechanismt, na kterych je PHA test zalozen, je dtlezité jak pro spravné naplanovani
pokusti, tak pro naslednou korektni interpretaci vysledkd. Panuje vSak stale mnoho nejasnosti tykajicich
se predev§im funk¢éni podstaty vyvolané otokové reakce. V této praci shrnuji dosavadni znalosti
strukturnich a biologickych vlastnosti PHA a uvadim souhrnny piehled jeho vyuZiti jak in vitro tak in
vivo, véetné rozboru metodologickych aspektii PHA kozniho testu. Vysledky experimentalni ¢asti prace
oproti oCekéavani naznacuji, ze se na aktivaci imunitni reakce vyvolané PHA a nasledném edému mohou
podilet i jiné mechanismy, nez pouhd stimulace lymfocytt. Zjistili jsme, Ze kozni hypersenzitivni reakce
na PHA neni z&visla pouze na schopnosti L podjednotek stimulovat proliferaci lymfocyti. Aplikace PHA
slozen¢ho pouze z podjednotek izomeru E zplsobujicich erytaglutinaci vyvolala u experimentalnich
zvitat obdobnou reakci, ktera vSak byla kvantitativné signifikantné silnéj$i nez pfi reakci na Cisté L
tetramery. Zda se proto, Ze reakce na PHA-P je do jisté miry vyvoldna podobnymi mechanismy, které
zplisobuji srazenim krve pfi poranéni organismu. Ackoli tyto nase vysledky opéct pon€kud relativizuji
interpretacni hodnotu PHA testu, véfim, ze i pfesto mohou byt takovato data velice uzitecna, a to

predevsim v pilotnim screeningu rozdili mezi jedinci v nespecifické kozni hypersenzitivite.

Klicova slova:

ekoimunologie, metodika, buné¢na imunita, fytohemaglutinin, koevoluce, parazité, trade-off



ABSTRACT

The capability to defend oneself against parasitic infections is absolutely crucial for survival in
the real world. Therefore the considerable part of current evolutionary-ecological studies try to describe
and explain differences among individuals and species that are based in capability of mounting an
effective immune reaction to pathogenic stimulation. There are many methods of measuring immune
reaction based on different principles. Phytohaemagglutinin test (PHA, Phytohaemagglutinin) of skin
hypersensitivity is the one which is used most frequently mainly because of its easy application in field.
Understanding the immunological mechanisms, on which PHA test is based, is important for appropriate
planning of experiments as well as for following correct interpretation of the data. However, the
functional nature of induced swelling reaction still remains very unclear. In this work I have resumed the
current knowledge on structural and biological features of PHA. I also present aggregate table of its
usage both in in vitro and in vivo studies, including analysis of methodological aspects of PHA skin test.
Unlike expectation settled for the experimental part of my work indicates that the activation of immune
raction to PHA and following swelling can be caused by other mechanisms than lymphocytes too. We
have found that PHA skin hypersenzitivity reaction depends not just on the ability of L subunits to
stimulate lymphocyte proliferation. The application of PHA consisting only of isomer E subunits, which
is conductive to erytagglutination, evoked similar, but quantitatively considerably significantly stronger
reaction in the tested animals than pure L tetramers. It seems that the hypersensitivity reaction to PHA-P
might therefore simulate state similar to immune response to injury connected with blood coagulation.
Although our results relativize a bit the interpretation value of PHA test, I still belive that these data can
be really useful, especially in the primary screening of differences in nonspecific skin hypersensitivity

among various individuals.
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ecoimmunology, methodology, cell-mediated immunity, phytohaemagglutinin, coevolution, parasites,
trade-off
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1  Uvobp

V soucasnosti panuje mezi evolu¢nimi ekology znacny zdjem o charakterizaci vnitrodruhové i
mezidruhové variability v aktivit¢ imunitniho systému. Mnoh¢ studie se napiiklad zabyvaji piisobenim
rozlicnych ekologickych faktorti na funkci imunitniho systému, vyznamem imunity v evoluci life-history
znakil nebo pohlavniho vybéru. Snahou vyzkumnych pracovnikli Casto byva popsat aktivitu imunitniho
systému jako jedinou veli¢inu — tzv. imunokompetenci. Schopnost organismu reagovat na patogenni vlivy
okoli je potom popisovana jedinou metodou, zaméfenou pouze na dil¢i komponentu imunitniho systému
(napt. Norris & Evans 2000; Nolan et al. 2006; Edly-Wright et al. 2007; Forsman et al. 2008; Mougeot
2008; Edler & Friedl 2008). Takovéto pouziti terminu imunokompetence je ovSem nanejvys
problematické (Adamo 2004). Imunokompetenci, tedy schopnost jedince vyvolat U¢innou imunitni
odpovéed’ na ur€ity podnét, tj. v pfirozeném systému zareagovat na atak konkrétniho parazita ¢i patogena,
nelze zobecnovat na vlastnost celého imunitniho systému (Westneat et al. 2003; Raberg & Stjernman

2003).

Na funk¢nost imunitniho systému plsobi cela fada faktord vnéjsiho prostiedi, napt. dostupnost
potravy (Brzek & Konarzewski 2007; Alonso-Alvarez et al. 2007), toxicita prostfedi (Baos et al. 2006),
socialni struktura populace (Tella et al. 2001), interakce s parazity (Johnsen & Zuk 1999; Christe et al.
2000b; Navarro et al. 2003; de Bellocq et al. 2006, aj.), sezonalita (Wilk et al. 2007; Hasselquist 2007),
cirkadianni rytmicita (Martinez-Padilla 2006), stres (Merino et al. 1999). Ackoliv existuji ekologické
aspekty modulujici aktivitu imunitniho systému jako celku, napf. pocasi ¢i nedostatek potravy (Lifjeld et
al. 2002), velka vétSina faktorti vSak ovliviuje rizné komponenty imunitniho systému rtiznou mérou,
napt. rozdilni parazité mohou vyvolat odezvu jiné slozky imunitniho systému (de Bellocq et al. 2007b);
stres mlize zvysit rezistenci proti bakteriim, avSak sniZzit rezistenci proti virim (Siegel 1980); koncentrace
testosteronu ovliviiuje bunécnou imunitu, zatimco karotenoidy spise humoralni (McGraw & Ardia 2005).
Je tomu tak proto, Ze i v rdmci imunitniho systému samotného dochazi soucasné k mnoha riznym trade-
offs. Pokles v n€kterém imunitnim parametru nemusi nutné znamenat sniZzenou rezistenci proti nemocem
obecné. Mohl byt totiz pouzit pouze jiny ucinny mechanismus v obran¢ proti danému prarazitovi (napf.
antagonistickd regulace T pomocnych lymfocytl, Thl a Th2, imunitni odezvy (Webster et al. 2002)).
Limitace zdroji tedy nemusi vést jen k trade-off v alokaci zdroji mezi reprodukci a mechanismy
zajistujicimi prezivani jedince. Dalsi trade-off pak miize spocivat v tnosné mife imunitniho zasahu proti
parazitovi. Reakce imunitniho systému musi byt vyvazena tak, aby byla schopna usp&sné potlacit atak

parazita a pfitom neméla patogenni dopad na vlastni organismus (Robertson & Hasenkrug 2006).

Celkovou imunokompetenci jedince nelze popsat i kvili genetické podstaté evolucni interakce
parazit-hostitel. Parazit¢ maji kratkou generacni dobu, a tak prodélavaji relativné rychlou evoluci.
Intrerakce parazit-hostitel tedy vyviji silny tlak na evoluci imunitnich gent hostitele (Flegr 2005a). Jako
odpoved’ na evoluéné nové genotypy parazitl proto rychle vznikaji nové alely genti hostitele piispivajici

k nartstu alelické variability, kterd ma za nasledek funkéni polymorfismus v imunitni reaktivnosti na
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ruzné podnéty. Evoluce parazit spolu se stfidavou adaptaci imunitniho systému na rtizné druhy parazitd
mohou mit za nasledek rychlé zmény ve frekvenci jednotlivych alel (Hamilton & Zuk 1982; Flegr
2005b). Praveé to mize byt divodem, pro¢ je v imunologickych znacich tak velkd mezidruhova, ale i
vnitrodruhové variabilita. Mezi molekuly s vysokym stupném polymorfismu, které takto reaguji na
neustalou evoluci parazit, patii naptiklad MHC (Major Histocompatibility Complex) (Penn & Potts
1999; Zeh & Zeh 2001; Milinski 2006). Kazdy jedinec vlastni unikatni alelickou kombinaci téchto
molekul, ¢imz je také do jisté miry dana odlisna schopnost rtiznych jedincl rozpoznat urcitého parazita a
nasledné na né&j ucinné zareagovat. AvSak praveé adaptibilita tohoto aparatu zpiisobuje, Ze z rezistence
jedince vici jednomu druhu parazita nemtizeme usuzovat na jeho lepsi celkovou ,,imunokompetenci®.
Tentyz jedinec totiz miiZze byt susceptibilni na parazity jiné, kterym naopak mohou ostatni jedinci
odolavat (Saks et al. 2006; Horak et al. 2006). Snahou ekologické imunologie by proto mélo byt popsat
faktory, které ovliviwuji realné interakce mezi hostitelem a parazitem a jejich koevoluci vcetné toho, jak
dani paraziti, se kterymi ma hostitel moznost se setkat, evolu¢n¢ plisobi na pohlavni vybér, fitness,
kondici a ptezivani jedince.

Pokud tedy chceme ziskat ucelenéjsi nahled na zdravotni zpasobilost jedince, mize byt vhodné
zaméfit se na vice sloZzek imunitniho systému, tzn. jak na humoralni a bunécnou imunitu, tak i na
fagocytozu (Cheng & Lamont 1988). Je vSak nutné si uvédomit, ze takové vysledky mohou byt navic
regulaci Thl a Th2 odpovédi, ¢imZz se pak mize byt omezena schopnost dané slozky imunitniho systému

ucinn€ zasdhnout v misté potieby (Webster et al. 2002).

Imunokompetence je tedy pojem relativni, tudiz je ji nutno vzdy vztahnout ke konkrétnimu
imunogennimu agens a hodnotit GspéSnost odezvy jen urcité slozky imunitniho systému. Ne ve vSech
systému. Neadekvatné silna imunitni reakce totiz miize zpusobit patologické poruseni tkan¢, aniz ti¢inne
potlaci parazitické organismy, proti kterym je namifena (Robertson & Hasenkrug 2006).

Funkce imunitniho systému - v€etné jiz zminénych imunologickych regulaci - je velmi komplexni
a naSe znalosti jsou v mnohych smérech doposud omezené. Pfi planovani pokust a nasledné interpretaci
vysledki je bohuzel v soucasnosti Casto situace v ekologické imunologii komplikovéana zaroven relativné
malou zasvécenosti badateli do imunologie jako takové. Je zfejmé, Zze jako u kazdé mezioborové
discipliny, neni v moZnostech vyzkumnikli plné pokryt soucasné poznatky vSech souvisejicich obort,
tedy imunologie, ekologie, evolu¢ni biologie a parazitologie. I pfesto je vSak zifejmé, Ze pro vyvoj
ekologické imunologie jiz neni déle mozné povazovat imunitni systém za jakousi Cernou skiinku a
nezajimat se o procesy v ni. Ackoliv se urcitého zjednoduseni musime nutné dopustit, je vzdy potieba
pochopit strukturu zkoumaného systému alespon o jednu uroven niz, nez lezi ta, ve které se nachazi nami
feSeny problém. Pokud se nebudeme drzet tohoto pravidla, nemtizeme byt schopni Gcelné odpovidat na
polozené otazky, ba ani si je spravné klast. Tento problém je nejpatrnéj$i na metodologickém aparatu
soucasné ekologické imunologie. Naptiklad i ptes (spise ojedinélou (Goto et al. 1978; Martin et al. 2006))

snahu popsat alespoil na histologické Urovni principy, na nichZ pouzivany test pracuje, je nejbéznéji
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pouzivana metoda ke stanoveni kvality bunééné imunity — fytohemaglutininovy test — velice nekonkrétni
a nedava nam tak ucelenou predstavu o funk¢ni podstaté vyvolané reakce. Z pouhého piebirani této jiz
difive pouzivané metody, bez snahy ji pochopit, pak mlze pramenit fada nepfesnosti v interpretaci
vysledkll (avizované zobectiovani vysledkll z jednoho testu na celou kvalitu imunity) a n¢které nesmysIné
zvolené postupy (Johnsen et al. 2000; Kleven & Lifjeld 2004; Westneat et al. 2004; Granbom et al. 2005;
Verhulst et al. 2005; Kennedy & Nager 2006). Nadéji v tomto sméru predstavuje zejména recentni prace
Milleta et al. (2007), ktera rozsifuje v soucasnosti pouzivany metodologicky aparat, avSak doposud

zlstava bez praktické odezvy.

Ve své DP se budu zabyvat rozdilem v kvalité parovych a mimoparovych mlad’at v ramci kolonie
vrabce domaciho (Passer domesticus). K urceni kvality mlad’at by mélo pfispét i stanovovani reakce
bunééné imunity vyvolané fytohemaglutininem (PHA, Phytohaemagglutinin). Proto se ve své bakalarské
praci zabyvam tim, jak PHA na organismus plsobi a jak spravné interpretovat vysledky tohoto testu. V
reSerSni ¢asti prace jsem kromé vyctu riznych pouziti tohoto testu v evoluéné ekologickych studiich a
deskripce n¢kolika metodik shrnula také obecné imunologické aspekty ptisobeni PHA, popsala dosavadni
znalosti tykajici se jeho strukturdlni povahy a nastinila kritickd mista metodického a interpretacniho
ramce testu. Ve druhé ¢asti své prace uvadim vysledky experimenti mapujicich funkéni podstatu PHA-
indukované otokové reakce. Tyto pokusy byly provadény ve spolupraci s Mgr. Michalem Vinklerem a
Mgr. Tomasem Albrechtem, Ph.D.

2 TEORETICKA CAST

V teoretické Casti své prace jsem se pokusila shrnout a prodiskutovat zakladni dostupné
informace, které jsou podle mne nezbytné pro spravné pochopeni a stanovovani miry bunécné
zprostfedkované imunitni odezvy a to vcetné nastinéni nékolika dalSich alternativnich metod. Z tohoto
divodu je zahrnuta i samostatnd kapitola vénujici se vybranym aspektim imunitniho systému.
Nejpouzivanéjsi metoda v evoluéné ekologickych studiich k méteni odezvy bunééné slozky imunity je

zalozena na aplikaci fytohemaglutininu. Pravé PHA testu proto vénuji znacnou ¢ast svého dalSiho textu.

2.1  Imunitni systém

Funkce imunitniho systému spociva v obrané organismu pfed nezadoucimi vlivy jak vné&jsiho tak
vnitiniho prostiedi. Jeho hlavni funkce spociva v likvidaci cizorodych agens, které poskozuji
hostitelského jedince (tzn. predevsim parazitil). Neméné podstatnou roli vSak hraje spravné fungujici
imunitni systém i pfi udrzovani homeostaze organismu. Imunitni systém je regulacné izce spojen se
systtmem endokrinnim a nervovym (Webster et al. 2002). Aktivitu imunitnich bunék proto kromée
neurotransmitery. Imunitni systém vSak zajistuje také odstranovani bunck starych, nemocnych, télu

cizich, ale 1 nefunkénich slozek organismu, naptiklad bunék, které prodélaly nekrozu. Riizné komponenty
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imunitniho systému ovSem zasahuji i do mnoha dal§ich fyziologickych funkci, vcetné tkanovych
prestaveb (Lorenzo et al. 2008), regenerace (Karadimitris et al. 2006; Dong et al. 2007) ¢i reprodukce (Le
Bouteiller & Piccinni 2008).

Z hlediska ekoimunologie se vyzkum soustfedi predevSim na ptdky a savce, proto se v
nasledujicim textu omezim pravé na tyto dva taxony. Ptaci a savci vzesli pred vice nez 200 miliony let ze
spole¢ného plaziho predka a jejich imunitni systémy se tedy jak morfologicky tak funkéné velmi podobaji
(Davison 2008). V ptipad¢ ptakt, skupiny Siroce vyuzivané v ekoimunologickych studiich, se vSak ve
srovnani se savci o funkci jednotlivych komponent imunity vi doposud mnohem méné (Kaiser 2007).
Odlisnosti nachdzime pfedev§im ve struktuie jednotlivych organd a v mechanismech imunologické
regulace (Fletcher & Barnes 1998; Nieuwenhuis 1998). V nasledujicim textu se z praktickych divoda
soustfedim pouze na prvky imunity vyznamné z hlediska dal$iho vykladu, pfiCemz zminim podstatné

odliSnosti obou téchto skupin teplokrevnych Zivocich.

2.1.1 Bunky imunitniho systému

Imunitni systém sestava z mnoha ruznych bunécénych typli. Ackoliv se jedna o znacné
zjednoduseni, obvykle jsme v imunoekologickych studiich odkazani na detekci pocetniho zastoupeni
pouze nckolika zakladnich typl leukocytd v periferni krvi, ktera je z praktického hlediska nejsnaze
pristupnou tkani. Jedna se o lymfocyty, monocyty, neutrofilni (u ptaka heterofilni), basofilni a eosinofilni
granulocyty (Campbell & Ellis 2007). I pfes vyznamnou ulohu mnoha dalsich bunécnych typt (napf.
dendritickych bun¢k, makrofagli, NK bun¢k, folikularnich dendritickych bunék aj.) nejsme obvykle
schopni, vzhledem k jejich pozici v riznych jinych, biopticky $patn¢ dostupnych tkanich, jejich pocetnost
¢i funkci hodnotit. U mnoha volng zijicich druhli nam také chybi metodicky aparat pro jejich spolehlivou
detekci (zejm. specifické protilatky proti jejich markerim). Ze stejného diivodu nejsme v mnoha
pripadech schopni detailni identifikace subtypti lymfocyti ¢i stupné aktivovanosti bunék (Campbell &
Ellis 2007).

Co do pocetnosti zaujimaji obvykle jak u ptaki tak u savct dominantni postaveni mezi leukocyty
v periferni krvi lymfocyty (pfi¢emz 80% z nich tvoii T buiiky), nasledované neutrofily/heterofily, které
tvoii majoritni vetSinu vSech granulocytd (Pastoret et al. 1998). Diferencialni pocet krevnich bun¢k se
vSak znac¢né lisi jak mezi rGznymi druhy tak i mezi jedinci v ramei jednoho druhu (Lucas & Jamroz 1961;
Campbell & Ellis 2007). Podle procesu diferenciace z kostni diené 1ze rozdélit butiky imunitniho systému
do dvou linii: myeloidni a lymfoidni (Campbell & Ellis 2007). Dale se zamétim predevsim na funkci
ruznych leukocytarnich typl, ktera je podstatna pro pochopeni jejich role v imunitni reakci na urcity

imunogenni podnét.
Myeloidni linie

Z prekurzorovych bunék myeloidni linie se diferencuji jednak erytroblasty, které davaji vznik

erytrocytim (u ptaktt jadernym), pak granulocyty (neutrofilni/heterofilni, basofilni a eosinofilni),



monocyty, z kterych vznikaji makrofagy a dendritické bunky a konecné megakaryocyty davajici vznik

trombocytiim (Campbell & Ellis 2007).
Neutrofilni / heterofilni granulocyty

I pres ur€ité¢ strukturni a funkcni odliSnosti odpovidaji heterofily ptakd neutrofilim savci
(Maxwell & Robertson 1998). U vétSiny ptakt jsou heterofily druhé nejpocetnéjsi bunky v cirkulaci,
kratce po vylihnuti mlad’at dokonce pocetné prevysuji i lymfocyty (Maxwell & Robertson 1998). Pokud
je jedinec vystaven stresu, jejich pocCet znacn¢ nartsta (Gross & Siegel 1983). Heterofily jsou (spolu s
basofily a monocyty) patrné ve velkém mnozstvi v misté zanétu uz béhem prvnich 30 minut po jeho
stimulaci (Carlson & Allen 1969). Patii k hlavnim fagocytickym bunkam, pfiCemz ovSem heterofily ptaka
fagocytuji ¢astice relativné hiife, nez neutrofily savct (Brooks et al. 1996). Zasahuji v pfipad¢ bakterialni
¢i mikrobialni infekce (Harmon 1998). Na pocet heterofilti cirkulujicich v krvi ma vliv mnoho faktorti,

napt. délka fotoperiody (Wang et al. 2008), potrava (Lee et al. 2002) ¢i stres (Quillfeldt et al. 2008).
Basofilni granulocyty

Basofily jsou hojnéjsi v ptaci, nez v savei krvi (Maxwell & Robertson 1995). V krvi cirkulujici
basofily jsou obdobou mastocytl (Zirnych bun€k) vazanych spiSe na pojiva. Oba tyto bunécné typy se
vyvijeji ze stejného prekurzoru v kostni dfeni a maji tak fadu spolecného (mechanismy stimulace,
receptorovou vybavu, obsah granul, aj. (Campbell & Ellis 2007)). U ptakd hraji basofily vyznamnou roli
v Casné zanétlivé fazi, jako prvni totiz na chemotakticky podnét T bun¢k infiltruji do mista poranéni
(Stadecker & Leskowit 1974b). Zde pak degranulaci zplisobi vétsi permeabilitu okolnich cév, ¢imz
usnadni infiltraci ostatnich leukocytli (u ptakt i trombocytil) do mista poSkozeni (Carlson & Allen 1969).
Specificky reaguji na virovou, ¢i bakterialni infekci, jsou schopny slabé fagocytézy a zprosttedkovavaji
(kozni) hypersenzitivni reakci, avSak na rozdil od savcl se téméf netcasni opozdéné hypersenzitivity
(Maxwell & Robertson 1995). Mohou byt zodpovédné za vznik anafylaktického Soku (Schiavino et al.
1992), ktery muze byt zplsoben infiltraci basofili ve vétSim mnozstvi do krevniho feciste

sensibilizovaného jedince, kde degranuluji (Maxwell & Robertson 1995) a mohou tak ohrozit i jeho Zivot.
Eosinofilni granulocyty

Eosinofily predstavuji v krvi mensSinovou slozku, vétSina buné€k je pfitomna v pojivech a kostni
dreni (Clark & Kaplan 1975). U ptaku je o jejich funkci zatim znamo jen velmi malo. Zda se vSak, ze
chrani organismus proti ndkaze mnohobunécnymi parazity (Branton et al. 1997; Campbell & Ellis 2007).
Jsou schopny degranulace a fagocytozy. Pokud je jedinec stresovan, vytraceji se eosinofily z cirkulace.

Pti dysregulaci vyvolavaji alergické reakce (Olsson & Venge 1979).
Makrofagy

Makrofagy jsou obecné velmi heterogenni skupinou bunék, coz mtize byt dano jejich specifikaci
v jednotlivych typech tkani (Gordon & Taylor 2005). Tkanové makrofagy hraji hlavni roli pti udrzovani
homeostaze organismu, v odstrafiovani starnoucich buné€k ¢i v prestavbé a oprave tkani po prodélaném
zanétu. Makrofagy se UcCastni jak vrozené tak ziskané (humoralni a bunééné) imunitni reakce (Klasing

1998). Imunitni odpovéd’ zplsobuji rozpoznavanim, zachycenim, pohlcenim a transportem antigenti



(Gordon 1998). Pati mezi velké fagocytujici buiiky uplatiujici se v antigenni prezentaci (Sharma &
Tizard 1984). Navic jsou tyto buiiky schopny rozpoznat a zniCit staré a poSkozené komponenty télu
vlastni, apoptické buiiky i invadujici mikroorganismy. U¢inné likviduji intracelularni parazity produkci
oxidu dusnatého (Harmon & Glisson 1990; Qureshi 1998; Guillermo & DaMatta 2004). VyluCovanim
chemotaktickych molekul atrahuji do mista zanétu heterofily a lymfocyty (Lam 2002).

Trombocyty

Po cely svtij zivot se zdrzuji v krevnim fecisti a patii zde hned za erytrocyty k nejpocetnejsimu
bunéénému typu (Campbell & Ellis 2007). U ptakd jsou tyto bunky schopné fagocytovat bakterie
(Grecchi et al. 1980; Wigley et al. 1999), produkuji latky cytotoxické pro parazity (peroxid vodiku) a
podileji se na vrozené imunitni odpovédi. Hraji primarni roli pfi hemostézi, shlukuji se pii poruse cévni
vystelky a aktivuji krevni aglutinaci (Campbell & Ellis 2007).

Lymfoidni linie

Majoritni populaci lymfocytd tvoii T a B buiky, které zajistuji specifickou imunitu. Do
lymfoidni linie patii i NK bunky (Natural Killers), které predstavuji cytotoxické bunky nespecifické
imunity (Sharma & Tizard 1984). Po Gspé$ném potlaceni infekce ziistavaji v organismu pamétové (T 1 B)
bunky, které jsou pak v pfipad¢ opétovného ataku stejnym patogenem schopné zareagovat mnohem
rychleji.

Prekurzory T lymfocytl vznikaji v kostni dfeni, avSak diferencuji se v thymu (Sharma & Tizard
1984). Dochazi zde k eliminaci bunék neschopnych rozeznat télu vlastni struktury od cizich. T buiky
predstavuji 80% lymfocytd cirkulujicich v periferni krvi (Fletcher & Barnes 1998). Do mista zanétu se
dostavaji podle gradientu zvySujici se koncentrace cytokind, které vysilaji ostatni imunitni buiky z mista
zanétu. T lymfocyty rozpoznavaji svymi T-receptory (TCR, T-cell receptor) antigenni peptidy vystavené
na MHC exprimovanych na povrchu antigen prezentujicich bun¢k (APC, Antigen Presenting Cells).

B lymfocyty patii mezi buiiky antigenn& specifické imunity produkujici protilatky. Uzce
spolupracuji s Th2 (pomocnymi) lymfocyty a APC. U ptaka putuji B bunky kratce po vylihnuti jedince
z Fabriciovy bursy do krve a nasledné do sleziny, thymu a cekalnich tonzil (Fletcher & Barnes 1998).
U mysi a ¢loveka pochazeji B buiiky z kostni diené (Nieuwenhuis 1998), u jinych savct (kralik, skot,
ovce) z lymfatickych struktur v oblasti stfeva (Sinha et al. 2006).

2.1.2 Imunitni systém a podnéty z okoli

Postupem c¢asu bylo navrzeno nékolik hypotéz snazicich se vysvétlit zakladni principy, na jejichz
bazi detekuje imunitni systém potencialné skodliva agens (Janeway et al. 1996). Prvotni hypotéza tvrdila,
7e imunita rozpoznava mezi télu vlastnim a télu cizim (Self-non-self discrimination (Hoffmann 1975)).
Pozdgji prisel Matzinger (1994) s teorii, ze imunitni systém nerozliSuje pouze vlastni a cizi, ale reaguje
obecn¢ na nebezpecné signaly (,, Danger theory *). Dalsi z hypotéz tvrdi, Ze imunitni systém reaguje spise
na poskozeni celistvosti tkani (,, Integrity hypothesis “ (Dembic 2000)). V soucasnosti se zda, Ze imunitni

systém vyuziva na riznych trovnich vSech téchto principa.
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Je ziejmé, Ze latky rtizné povahy budou mit na organismus rizny vliv (viz dale rozdil mezi
antigeny, superantigeny a mitogeny). Avsak ani stejné agens nemusi nutné vyvolat pokazdé identickou
odezvu imunitniho systému. Jak silna bude imunitni reakce totiz zalezi naptiklad na davce, ¢i zpiisobu
podani dané latky; na tom, jestli se jedinec s danym antigenem uz dfive setkal a ma tak vétsi Sanci, Ze
parazita v€as rozpoznad a potlaci tim uspé$néji vznikajici infekci atp.. V neposledni fad€é ovlivni miru

reakce i fyziologicky stav organismu (Ricklefs & Wikelski 2002).
Antigeny, superantigeny a mitogeny

Antigeny, superantigeny a mitogeny patii k odliSnym skupindm makromolekul schopnych
interakce s bunkami imunitniho systému. Jednotlivé skupiny se vSak podstatné lisi mechanismem
stimulace imunitnich bun¢k (Licastro et al. 1993). Pravé pochopeni rozdilnych funkénich principti je
nezbytné pro spravné stanoveni metodiky pokusti a naslednou presnou interpretaci vysledki
v ekoimunologickych studiich. Proto jsou vSechny tfi zadkladni kategorie téchto latek definovany
v nasledujicich odstavcich.

Antigeny

Za antigeny je povazovana jakakoli molekula nebo jeji cast, na kterou se dokazi specificky
navazat receptory bunc¢k imunitniho systému. Aby mohla byt vyvolana specifickd imunitni odpovéd,
musi byt nejprve antigen fagocytovan APC (nej¢astéji monocytem, ¢i makrofagem) a nasledné fragment
puvodniho proteinu vystaven navazanim na MHC na vnégj$i stran¢ bunécné membrany (Majumdar et al.
1990). Jelikoz T lymfocyty nejsou schopny detekovat volné se pohybujici antigeny ve svém okoli,
zareaguji teprve na antigen vystaveny na MHC, na ktery se vazou svym TCR. Takto vytvotreny komplex
ma za nasledek aktivaci T bunécnych klonl specificky rozpoznavajicich ptislusny antigen. Mechanismus

vazby mezi APC a T buiikou viz obr. 2.1/1 (A).

A T bunka B T buiika

bunééna
membrana

T
et

bunéénd
membrana

N
b

>

7 aiiliiiiinns

TCR TCR

Super-

Antigen antigen

MHC

APC APC

Obr. 2.1/1: Schématické znazornéni propojeni TCR T buiiky a MHC na povrchu APC pii prezentaci antigenu (A) a vazebné
nespecifického propojeni TCR T buiiky a MHC pomoci superantigenu (B). Upraveno podle Licastro et al. (1993).
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Superantigeny

Superantigeny stimuluji imunitni bunky nespecificky, bez ohledu na vazebna mista jejich
bunéénych povrchovych receptort. Mezi latky superantigenni povahy patii velkd skupina proteini
produkovanych rtiznymi bakteriemi, napt. lipopolysachariry (LPS) z vné&js$i vrstvy bunééné membrany
gram-negativnich bakterii (Lukacova et al. 2008). Superantigen se nespecificky vaze na MHC IL
(Majumdar et al. 1990) a je tak schopen nespecifickou vazbou s TCR aktivovat vice riznych klonti
T bungk, viz obr. 2.1/1 (B).

Mitogeny

Lektiny, které maji schopnost ovlivilovat imunitni systém, nazyvame mitogeny. Lektiny obecné
patii mezi proteiny schopné navazat sacharidy (Licastro et al. 1993). Tvoii heterogenni molekuly Siroce
rozsirené v pfirode, lze je izolovat z rostlin, hub, virl, bezobratlych i obratlovct. Jejich nejbéznéjsi
schopnosti je aglutinovat erytrocyty, ale dokazi aglutinovat i nadorové buiky, ¢i leukocyty. Pravé
u posledné jmenovanych (piedev§im pak u lymfocytil) mohou lektiny stimulovat jejich proliferaci a
diferenciaci (Nowell 1960). Mitogeny se vazi na TCR nespecificky s velkou afinitou, ¢imz zpisobuji
polyklonalni aktivaci T lymfocytd. Pfi tomto mechanismu aktivace T bunck dojde k eliminaci MHC a
zadny mitogen tudiz nepotiebuje k aktivaci T lymfocytt APC (Majumdar et al. 1990), ¢imZ se znacné
urychli prabéh imunitni reakce.

Mezi lektiny s imunostimulacnim U€inkem patii naptf. fytohemaglutinin (PHA,
Phytohaemagglutinin) izolovany z fazolu Phaseolus vulgaris, mitogen z Wistaria floribunda PWM
(Pokeweed Mitogen) a konkanavalin A (Con-A, Concanavalin) z Canavalia ensiformis, pticemz jako
prvni byla pozorovana mitogenni aktivita u PHA. V ekoimunologii patii pravé tento mitogen mezi
nejCastéji pouzivané. Jednotlivé mitogeny se lisi ve svych fyzikalnéchemickych i biologickych
vlastnostech (Douglas 1972). T a B lymfocyty reaguji selektivné na rozdilné mitogeny, napt. PHA a
Con A stimuluji predev§im T lymfocyty a maji jen nepatrny vliv na B lymfocyty, zatimco PWM
stimuluje jak T tak B lymfocyty (Nielsen & Pedersen 1997). Jednotlivé mitogeny odliSuje mechanismus
aktivace T-lymfocytt, napt. Con-A se vaze na membranovy protein CD3 asociovany s TCR, zatimco

PHA CD3 nevaze a vaze se pfimo na domény TCR, viz obr. 2.1/2.

A . B .
co3 T burika cD3 T bunka
\ AA
bunécna F}E buné&éna
— membrana —{ membrana

111 |

g
i

N

TCR Con A —= \
TCR
PHA /

Obr. 2.1/2: Schéma vazebné nespecifické aktivace TCR T buiitky pomoci PHA (A) a Con A (B). Upraveno podle Licastro et al.
(1993).
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Z vyse uvedeného je tedy patrné, ze jak antigeny, tak mitogeny a superantigeny patii do tii
odlisnych skupin makromolekul, které jsou schopné interagovat s buitkami imunitniho systému. Zatimco
antigeny stimuluji buniky imunitniho systému velice specificky, mitogeny a superantigeny zpusobuji
nespecifickou polyklonalni aktivaci. Jejich interakce s TCR je pro aktivaci T bunc¢k podstatna.
polyklonalni aktivaci reaguji T bunky jak na superantigeny tak na mitogeny velmi Cetn€é, mitogenni
lektiny vSak stimuluji $ir$i spektrum klontt T bun€k (1 z 10 T bunék) nez superantigeny (1 z 20 T bunck)
(Licastro et al. 1993). Nékteré rozdily v mechanismech aktivace T bun¢k mezi lektiny a superantigeny
jsou shrnuty tabulce xxx (upravené z Licastro et al. (1993)).

Tab. 2.1/1: Rozdily v mechanismech aktivace T bunék lektiny a superantigeny.
Upraveno podle Licastro et al. (1993).

Schopnost lektiny superantigeny
vazat sacharidy Ano Ne
aglutinace Ano Ne
vazat se na MHC II. Ne Ano
vazat se s CD2, CD3 Ano, n¢které Ne

Ackoli je rozlisSovani vySe uvedenych skupin latek z hlediska ekoimunologického vyzkumu
klicové, mnozi autofi nejen, Ze tyto terminy zaménuji, ale pfedevsim nasledné¢ voli neod@ivodnéné
postupy pii aplikaci téchto latek. Napft. aplikovani senzitizacni injekce mitogenu (PHA) nékolik dni pred
vlastni ,,méfici* injekci (Johnsen et al. 2000; Kleven & Lifjeld 2004; Westneat et al. 2004; Kleven et al.
2006) nemiize slouzit k vyvolani klasické primarni a sekundarni imunitni odpovédi s. str.. Takovéto
vybuzeni imunitniho systému by meélo vyznam v piipad¢ odpovédi na klasicky antigen, kdy tato
senzitizacni injekce stimuluje aktivaci pamétovych bunck a tim zapticini naslednou siln€jsi a rychle;jsi
odezvu imunitniho systému. Jelikoz vsak latka mitogenni povahy vyvolava nespecifickou polyklonalni
aktivaci T bunck (Licastro et al. 1993), a tedy aktivuje T buitky momentalné ptitomné v misté zanétu bez
ohledu na jejich antigenni specifitu, nema aplikace senzitiza¢ni injekce na miru imunitni odezvy v piipadé
aplikace mitogenu patrné zadny vliv a nanejvys miize plsobit na jedince jakozto nezadouci stresor

(Merino et al. 1999).

2.2 Metody stanoveni intenzity imunitni odpoveédi

V soucasnosti je v ekologické imunologii pouzivano jen nékolik zakladnich metod, které jsou
zalozené na odlisnych principech a slouzi tak ke stanoveni stavu rtiznych komponent imunitniho systému.
Jak jiz bylo feceno v Gvodu, je imunitni systém velmi komplexni a nelze proto méfit jeho aktivitu jako
celku, nybrz jsme nuceni vztdhnout naSe hodnoceni vzdy pouze k urcité jeho casti. Jednotlivé
komponenty vsak spolu spolupracuji, kazda ma svou specifickou funkci v obrané organismu a jejich chod

a udrzba jsou odlisn¢€ nakladné (Raberg et al. 1998; Lochmiller & Deerenberg 2000; Adamo 2004).

Z hlediska stanoveni rezistence jedince k urcitému druhu parazita by samoziejmée byla nejlepSim

feSenim pokusna infikace jedince definovanymi parazity s ndslednym zjiSténim pribcéhu a intenzity
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infekce. To by sice pfineslo ve vyzkumu interakce parazit-hostitel jasn¢ definovany a jednoznacny
vysledek, avsak v mnoha ohledech neni takovyto postup akceptovatelny. Pomineme-li etickou stranku
véci, nemize nam takovyto experimentalni design pomoci zodpovédét otdzky tykajici se naptiklad
imunologické podstaty pficin odliSnosti jedinct v rezistenci k danému parazitovi. V pfipade, ze by
jedinec infekci podlehl, nebyli bychom schopni zajistit opakovatelnost pokusu ¢€i provést vice vySetieni.
Navic je nemyslitelné tento postup aplikovat u vzacnych a ohrozenych druhti. Interakce také nelze
sledovat v pfirozeném prostiedi, protoze nové parazity nelze zamérné vypoustét do volné ptirody (nejsme

schopni zabranit nekontrolovatelnému pfenosu i na dalsi, ndmi nezkoumané, jedince a druhy).

Vybér vhodné metody predstavuje jeden ze zasadnich problémi ekoimunologického studia
(ptedev§im volné zijicich druhi). Mérit Ize bud’ momentalni stav imunitniho systému v dobé odbéru
vzorkl (,, Single-Time Point* metody), nebo je mozno sledovat schopnost imunitniho systému reagovat
na stimulaci konkrétnim agens (,, Multiple-Time Points “ metody) (Ardia & Schat 2008). Pro mnoho druhi
je jedinym moznym piistupem méfeni v jediném Case. Nelze totiz zajistit zpétny odchyt jedince v nami
urc¢eném okamziku, pokud jej nedrzime pozadovanou dobu v zajeti. Umisténi do zajeti neni u volné

zijicich druhti idealnim feSenim, protoze vySetfované jedince vystavujeme zna¢nému stresu (Butler &

Dufty 2007) a imunitni odezvu mohou ovlivnit i odlisné podminky v chovech, napt. skladba potravy.

2.2.1 Single-Time Point metody

Tyto metody jsou Siroce pouzivany pro monitorovani stavu imunitniho systému jedince v dobé
odbéru vzorkd. Mezi nejuzivangjsi techniky patii stanoveni poctu leukocyti ¢i pomér heterofili a
lymfocytt (H/L) z krevnich roztéri (Norris & Evans 2000). Pii stanoveni proteinového slozeni krevni
plasmy hodnotime zdravotni stav jedince na zakladé poméru mezi sérovymi proteiny, které jsou ptritomné
bézné i u zdravého jedince ve velkém mnozstvi (napf. albumin A) a mezi proteiny akutni faze imunitni
reakce a imunoglobuliny, které se Gcastni obrany organismu proti infekci (Gustafsson et al. 1994; Ots &
Horak 1998). Jako méfitko stavu imunitniho systému lze pouzit i celkové zastoupeni imunoglobulint
v krevnim séru (Martinez et al. 2003) nebo mnozstvi pfirozenych protilatek (IgM) (Matson et al. 2005).
VétSina téchto metod je zévisla na odbéru krve. Velikost zkoumanych zvifat mize byt tedy limitujici
s ohledem na mnozstvi krve, které lze jedincim odebrat (z 10g jedince pouze 60ul krve (Koutsos &
Klasing 2008)). Nékteré z metod (napf. stanovovani baktericidity, miry fagocytdzy ¢i proteintt akutni
faze) se snazil pfizpisobit mensim druhiim ptakd napt. (Millet et al. 2007)), bohuzel vSak zistava tato
ojedin¢la snaha zatim témét bez odezvy. Mezi ,, Single- Time Point“ metody lze zaradit i relativni velikost
lymfoidnich organt (slezina, u mladych ptakl i Fabrciova burza a thymus). K stanoveni jejich velikosti je
vSak nutné jedince usmrtit. Navic je kvili malé velikosti burzy a thymu problematické tyto organy
v terénu odebrat a vSechna meéfeni jsou tak patrné zatizena zna¢nou chybou (Ardia 2005). Hodnoceni
zdravotniho stavu jedince na zakladé vysledkl ziskanych pomoci vétSiny ,, Single-Time Point* metod
vSak mize byt pon€kud problematické, protoze nevime, jestli napt. vétsi mnozstvi leukocytt cirkulujicich
v krvi resp. velikost lymfatickych organti poukazuje na lep$i imunitni stav jedince, nebo praveé naopak na

zrovna probihajici infekci.
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2.2.2 Multiple-Time Points metody

Tato skupina zahrnuje metody stanovujici schopnost imunitniho systému zareagovat na novy
antigen ¢i mitogen, z ¢ehoz lze pak usuzovat na schopnost jedince vyrovnat se s nékterymi patogeny.
Vyhoda téchto metod je v tom, Ze je kazdy jedinec vystaven shodnému podnétu (na cizi latku, s kterou se
jeste nesetkal) a odpovéd’ imunitniho systému je tak mozno stanovit standardizovanym postupem. Tyto
metody se pouZzivaji zejména k stanovovani bunécné ¢i humoralni imunity (Ardia & Schat 2008).
Humoralni imunitni odezva je hodnocena na zakladé produkce protilatek proti novému antigenu. Casto se
jako antigen pouzivaji sav¢i erytrocyty (napt. ovei erytrocyty, SRBC, Sheep Red Blood Cells (Saks et al.
2003)), ale i jiné latky, napt. hemocyanin z klistéte (KHL, Keyhole Limpet Haemocyanin (Duffy & Ball
2002)), nebo neaktivni vakciny (napt. NDV, Newcastle Disease Virus ¢i naockovani zaskrtu a tetanu
(Raberg & Stjernman 2003)). Ne vSechny patogeny vsSak stimuluji imunitni systém stejnou meérou
(Raberg & Stjernman 2003; Westneat et al. 2003). Nejvétsi kritice se v soucasnosti podrobuje uziti téchto
agens k urceni celkového stavu imunitniho systému, protoze celkova rezistence proti nemocem je daleko
komplexné€jsi, nez jak lze usuzovat z imunitni reakce na jediny antigen (Adamo 2004). Pro stimulaci
bunééné odezvy imunitniho systému se pouzivaji napt. lipopolysacharidy (LPS) z bunécéné stény gram
negativnich bakterii, které plsobi na B bunky. Takto aktivované B bunky produkci cytokinti zvysi
koncentraci proteint akutni faze, fagocytozu a baktericidni aktivitu (Hawiger 2001). Naopak polyklonalni
aktivaci T lymfocytl zptisobuje napt. PHA (Licastro et al. 1993). Pravé metoda zalozena na PHA patti
k nejbeéznéji vyuzivanéj§im v terénnich ekoimunologickych studiich (Kennedy & Nager 2006). Z tohoto

dtivodu se budu PHA testu vénovat po zbytek své prace.

2.3 Fytohemaglutinin (PHA)

Fytohemaglutinin (PHA) patfi do skupiny lektind, proteinii schopnych vazat sacharidy. Je
pfitomen piedev§im v semenech mnoha druhii rostlin, zvlasté pak bobovitych. Piedpoklada se, Ze
rostlinam slouzi k obrané ptfed herbivory (Mejia et al. 2005). U lidi a ostatnich (ptedev§im
monogastrickych) obratloveci mize pozieni vétstho mmnozstvi syrového ¢i nedostatecné tepelné
upraveného fazolu vyvolat nevolnost az zanét traviciho traktu (Kennedy & Nager 2006). Pro komer¢ni
ucely je PHA zisk&van z fazolu obecného (Phaseolus vulgaris) a dale upravovana podle Rigas & Osgood
(1955), ¢i zjednoduSenym zplsobem Rena et al. (2008). Takto pfipraveny PHA siln€ srazi krev a mize
byt pouzit k separaci leukocytli od erytrocytd ¢i ke stimulaci mitézy monocytl a lymfocytd (Nowell
1960). PHA dokonce dokaze napi. zpomalit rast lymfoidnich nadortt (D'Costa & Hurwitz 2003) ¢i
rozmach HIV infekce (Ye et al. 2001). Také kvuli témto vyznamnym vlastnostem je PHA uz dlouho

vénovana pozornost a je predmétem intenzivniho vyzkumu.

2.3.1 Struktura PHA

Jak ukézali pomoci chromatografie uz Allen et al. (1969) a Yachnin & Svenson (1972), PHA

tvoii smés péti rozdilnych proteind, sestavajicich vzdy z izomernich tetramerti spojenych nekovalentnimi
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vazbami. Yachnin et al. (1972) rozdélili PHA na dvé zakladni slozky a to na L-PHA, ktery ma
homogenni, symetrickou strukturu a je sloZzen pouze z L podjednotek a H-PHA, ktery ma strukturu
heterogenni a obsahuje v kazdém tetrameru vzdy alespon jednu podjednotku E doplnénou do tetrameru
podjednotkami L. Tito autofi dokazuji, Ze hemoglutinace neni podminkou pro mitogenni vlastnosti,
protoze L-PHA (sloZzeny pouze z L podjednotek, které neumi vazat erytrocyty) vykazuje mitogenni
vlastnosti, aniz vyvolava srazeni erytrocyt. Stejn¢ tak nékteré z H-PHA jsou schopné interagovat
s lymfocyty (Allen et al. 1969), za coz jsou opét zodpovédné L podjednotky pfitomné ve
struktuie H-PHA.

Jak uz bylo naznaceno vyse tvoii tyto tetramery dva typy podjednotek a to L a E (E podjednotka
je nékterymi autory oznacovana jako R podjednotka (Yachnin & Svenson 1972; Miller et al. 1975))
v naslednych moznych kombinacich L4, L3E1, L2E2, L1E3 a E4, pticemz L podjednotka ma silné
mitogenni vlastnosti a vysokou afinitu k receptorim na membran¢ leukocytl, zato vSak postrada afinitu
k povrchovym strukturdm na erytrocytech. Naopak E podjednotka méa vysokou afinitu k membrané
erytrocyti avsak Spatn¢ vaze receptory lymfocytl (E4 tetramer neplsobi mitogenné na lymfocyty
prakticky vtbec). Hybridni molekuly (L1E3, L2E2 a L3E1 tetramery) maji mitogenni vlastnosti
zpusobujici aglutinaci jak erytrocytd tak lymfocytd a jsou schopné piivést lymfocyty k déleni
i v pfitomnosti erytrocyt (Miller et al. 1975). Hypotézu péti tetramerickych proteint tvoticich PHA,
sestavenych do vSech moznych kombinaci dvou podjednotek, potvrdili i Felsted et al. (1977), kdyz
oddélili E a L podjednotky a znovu z nich nasyntetizovali jednotlivé isolektiny. Tyto rekombinované

isolektiny nasledné vykazovaly stejné biologické vlastnosti jako isolektiny pfirozené.

Ob¢ podjednotky maji stejnou molekuldrni hmotnost (33000) i jiné fyzikochemické
vlastnosti (Leavitt et al. 1977) a jsou rovnéz identické ve velké ¢asti svého aminokyselinového slozeni.
Lisi se pouze v Sesti z tvodnich sedmi aminokyselinovych zbytki (Miller et al. 1975). Praveé z téchto
relativné nepatrnych rozdil v primarni struktufe pravdépodobné vyplyvaji velmi odlisné biologické

vlastnosti L a E podjednotek PHA.

2.3.2 Vyuziti PHA

PHA je vhodnym prostiedkem ke zkoumani reaktivity bun¢k imunitniho systému jak v in vitro
systémech, tak i v podminkach in vivo. Poznatky ze studii in vitro vytvorily soucasny interpretacni ramec
naslednych in vivo studii. Vétsina principi fungovani PHA byla studovdna na modelovych, labortornich
¢i hospodaisky vyznamnych zvifatech. Nasledovala snaha aplikovat tyto ovérené metody z chovl na
volné Zijici druhy. Zde pro ptehled uvadim piiklady vyuziti PHA v obou systémech.

In vitro

PHA byl nejdiive vyuzivan pro svou schopnost srazet erytrocyty vazbou euglobulinové Casti
mukoproteinu své molekuly s polysacharidem na jejich povrchu (Rigas & Osgood 1955) k oddéleni
téchto bunck od leukocytli. Navic je PHA schopen piivést leukocyty do stavu, ve kterém jsou schopny
proliferace (Hungerford et al. 1959; Nowell 1960). Bézn¢ se monocyty a lymfocyty zacinaji délit v in

vitro podminkach az po n¢kolika dnech; v pfitomnosti PHA vSak nastane shlukovani leukocytt témef
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okamzité (Douglas 1972), po par hodinach jsou pozorovatelné morfologické zmény jader (Tokuyasu et al.
1968) a déleni nastane do 40 hodin od ptidani PHA do kultury. Nowell (1960) se domnival, ze tento
lektin méni bunécnou membranu leukocytl tak, Ze se nasledné stanou propustnymi pro jisté latky ze
substratu kultury, které pak postupné spoustéji proces mitdzy. Bézné cirkulujici buiiky v periferalni krvi
nejsou mitoticky aktivni a délit se (v téle) zacnou az napf. v misté zanétu. Bylo prokazano, ze PHA
funguje jako stimulator proliferace T lymfocyth in vitro napf. u mysi (Schwarz & Rieke 1966; Rieke
1966). Pro tyto vlastnosti se PHA a ostatni mitogeny bézn€¢ vyuzivaji ke stanovovani rychlosti
nespecifické proliferace lymfocytd v in vitro systémech. Smith (1972) zjistil u mysi, ze stafi jedinci ma
vliv na in vitro odezvu jejich leukocytl pfi stimulaci mitogeny, pfiCemz reaktivita na PHA s vékem
jedince klesa. Navic je PHA jak in vivo tak in vitro vyuzivan pro své vlastnosti v klinické medicing,
protoze dokaze zpomalit rist lymfoidnich nadortt (D'Costa & Hurwitz 2003) a pfimo tlumit HIV-1
reverzni transkriptazu, enzym podstatny pro HIV replikaci (Ye et al. 2001), ¢i je bézné uzivan k stimulaci

proliferace T lymfocytl (napt. Meliska et al. (1995)).
In vivo

Na zéklad¢ svych vlastnosti ovétenych in vitro se PHA zacal vyuzivat v 70. letech ve
veterinarnim i humanim vyzkumu také in vivo k podniceni kozni hypersenzitivni reakce, kterd se bézné
vyuziva k stanovovani miry bunéné odpovédi organismu. Nejprve byl PHA aplikovan u modelovych ¢i
ekonomicky vyznamnych domestikovanych druhti, napt. opic (Harvey et al. 1974), pst (Knox & Shifrine
1979), prasat (Stadecker & Leskowit 1974b; Ekkel et al. 1995), mysi (Dukor & Dietrich 1967), z ptaka
pak predevsim u kura domaciho (Gallus gallus domesticus) (Stadecker et al. 1977; Goto et al. 1978;
Cheng & Lamont 1988; Mccorkle et al. 1980) a v klinické mediciné pak i u lidi (Blaese et al. 1973).
V 90. letech se zacal pouzivat v ekologické imunologii, kde se brzy stal univerzalni metodou pro
stanovovani miry buné¢né imunity.

Uz prvni in vivo studie pravé na kuru (Goto et al. 1978) a stejn¢ tak na mysi domaci (Mus
musculus) (Dukor & Dietrich 1967) prokazaly, ze odpovéd na PHA je zédvisla na pfitomnosti thymu
v ontogenezi jedince. Zvitata, kterym byl kratce po narozeni vyjmut brzlik, vykazovali slabsi odezvu na
aplikovany PHA. To podporuje myslenku, ze PHA aktivuje T lymfocyty, které nasledné z velké Casti
ovliviuji vysledny zanét a tim i mocnost edému. Cheng a Lamont (1988) dokazali relativni nezavislost
v genetickém fizeni tii hlavnich komponent imunitniho systému (fagocytdzy, protildtkové a T bunécné
zprostfedkované imunitni reakce). Navic zjistili rozdily mezi pohlavimi ve fagocytické aktivité
a v T bunécné zprostiedkované imunitni odpovédi. Stimulaci pouze jedné slozky imunitniho systému

a nasledn€ z miry jeji odezvy tedy nelze usuzovat na celkovou troven imunitniho systému.

Pozdéji na tento klicovy vyzkum vSeobecnych imunologickych konceptl navazaly snahy
aplikovat metody bézné pouzivané na laboratornich zvifatech i na volné Zijici druhy (detailnéji viz
kap. 2.4). Mnoho pozornosti je v souCasnosti vénovano vztahu parazit-hostitel. Jelikoz vSak neni
jednoduché stanovit aktualni rezistenci proti parazitim obecné, vyzkumnici Casto berou za nahrazku
imunokompetence organismu pouze miru imunitni odpovédi na konkrétni cizi agens a predpokladaji pak,

ze jimi méfend veli¢ina koreluje s individualni schopnosti jedince odolavat nemocem. Vétsi intenzita
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infekce eimeriemi Isospora lacazei v travicim traktu hostitele zvonka zelen¢ho (Carduelis chloris)
znamenala zesileni jeho bunécné zprosttedkované imunity na injikovany PHA (Saks et al. 2006). Pti
vyhodnocovani PHA testu kozni hypersenzitivity je vSak potieba si uvédomit, Ze vy$si intenzita odpovédi
nemusi nutné poukazovat na lep$i stav imunity zprostiedkované T buiikami. Silné;jsi reakce na PHA mutze
nasveédCovat jak lepSi pfipravenosti organismu na atak patogena, tak na prave probihajici infekci, ktera
imunitni systém pfedem aktivovala a zpisobila tak napt. zvySeni mnozstvi leukocytl v krvi (tim
1 intenzivnéjsi infiltrace do mista aplikace PHA). Pii vyvozovani zavért z jednotlivych studii je proto

nutné brat tuto moznost v potaz.

2.3.3 Pouzivana metodika PHA testu

PHA test je zalozeny na odpovédi bunééné imunity na stimulaci mitogenem. U ptaki je PHA
nejcastéji injekovan do podkozi kiidla v oblasti patagia, avSak u nékterych druhii byla injekce aplikovana
do membrany mezi prsty na noze (napt. u tucnaki (Moreno et al. 1998; Tella et al. 2001; Nolan et al.
2006), capu (Jovani et al. 2004), ¢i dokonce u postolky (Tella et al. 2000b)). V piipadé hlodavct se PHA
injekuje do spodni strany chodidla (de Bellocq et al. 2006), zatimco u vétSich savct se aplikuje
intradermalné do koznich tas (Stadecker & Leskowit 1974a; Lopez-Olvera et al. 2006). Velka vétSina
studii pouzivajici PHA test je vSak provadéna na ptacich, proto se dale budu v popisu metodiky vénovat
predevsim tomuto taxonu. PHA se aplikuje ve formé roztoku s isotonickym pufrem PBS (phosphate-
buffered saline). Jednotlivé studie se lisi zvolenou koncentraci a mnozstvim téchto latek. Na zakladé
mitogennich vlastnosti PHA a buné¢ného slozeni infiltratu po jeho subkutanni aplikaci (Goto et al. 1978)
se predpoklada, ze PHA zpusobuje polyklonalni aktivaci T lymfocytt, které zacnou produkovat
cytokininy, ¢imz zptsobi infiltraci ostatnich bunék imunitniho systému a vyvolaji tak v mist¢ injikace
lokalni zanét.

Nésledny otok lze méfit bud’ pomoci mikrometru citlivého na tlak (pt. digitalni Mitutoyo), Ci
pomoci posuvného méritka. Znacna vyhoda mikrometru je ve vétsi plose interagujici s povrchem kize,
¢imz jisté zméfime otok v misté jeho nejveétsi mocnosti. Mikrometr méfi mocnost dvojvrstvy kiize na
zakladé samovolného sestupu méficiho ramene, které se zastavi pfi kontaktu s tkani. Pritlacna sila, byt
minimalni, tedy mize kozni otok lehce deformovat, tato deformace by vsak méla byt standardni. Ke
zkresleni vysledkli mtize dochéazet predevsim tehdy, pokud v méfené vrstvé kiidla zaujimaji vyznamnou
cast relativné mobilni pevnéjsi slozky (zejm. pefi). Zkresleni bude tedy pravdépodobné pifimo tumérné
velikosti vysledného otoku, nebot’ pfi mensim otoku je role pevnych struktur relativné vét§i. Takovymto
chybam se lze vyhnout odstranénim péfovych struktur ptred vlastni aplikaci PHA nebo pouZzitim
posuvného méfitka, kde mensi plocha méfictho ramene umoziuje piesnou lokalizaci méfeného mista
(mimo péfové struktury). Méfeni probihd na zdéklad¢ vizualni kontroly dotyku meéficiho ramene
s pokozkou. Vyhodou tedy mtze byt prakticky nulova deformace méfené tkan¢€. K nahodnym chybam
ovSem muze dojit v disledku subjektivniho posuzovani nejSir§iho mista otoku a stanovovani kontaktu

s pokozkou.
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Za vysledny otok se povazuje rozdil mezi mocnosti tkané v definovaném c¢ase po injekci a pied
injekei (Smits et al. 1999). Star$i alternativou je soub¢ézna injikace PHA do jednoho a cistého PBS do
druhého kiidla. V tomto pfipad¢ pak za vyslednou reakci imunitniho systému pocitdme rozdil mocnosti
kiidla s injikovanym PHA a mocnosti kiidla s PBS jako kontrolou, Ze tato latka neaktivuje T buiky
a neovliviiuje tak vysledky méteni (Goto et al. 1978). ZjednoduSena Smitsova metoda s sebou nicméné
prinesla hned nékolik vyhod: (1) o polovinu se usetii Cas potfebny k provedeni experimentu, (2) zmensi
se stres, kterému je jedinec vystaven v disledku manipulace (¢imz se zpiesni méfeni, viz Merino et al.
(1999), Berzins et al. (2008)), (3) snizi se pravdépodobnost pochybeni pti injekovani (riziko kontaminace
PBS), (4) usetti se druhé kiidlo pro piipadné dalsi pokusy a (5) snizi se koeficient variace, ktery vznika
pfi nepiesném meéfeni. Krom toho mocnost obou kiidel nemusim byt identicka, coz opét zvysSuje chybu
v méfeni, jelikoz z hlediska testu je smérodatnd pravé zména mocnosti kiidla po aplikaci PHA.
Skutecnost, ze PBS je zcela vstfeban do 6 hodin po aplikaci PHA a Ze tedy neméa na mocnost kiidla vliv
byla jiz mnohokrate dokazana (vSechny existujici prace, shrnuto ve Smits et al. (1999)), takze je prakticky
beze smyslu tuto skutecnost dale ovérovat. Injekce PBS tedy neplni faktickou funkci kontroly

(Smits et al. 1999).

Konkrétni miru reakce jedince na PHA miiZze podstatné ovlivnit mnoho vnéjSich faktord. Sila
odpovédi na PHA cirkadianné kolisa, coz Navarro et al. (2003) vysvétluji jednak neadaptivné vetSim
mnozstvim vyuzitelnych zdroji béhem doby, kdy zvifata neaktivuji a pak adaptivné jako odpovéd
hostitele na zvySeny atak ektoparazitd, kteti maji povétSinou no¢ni aktivitu a endoparazitl, kterym vice
vyhovuje snizena télesna teplota hostitele béhem noci. Evidentni rozdil mezi dnem a noci v reakci
jednotlivych jedincti na PHA nasel i Martinez-Padilla (2006), ktery zaznamenal pokles imunitni odezvy
na PHA u mlad’at postolky obecné (Falco tinnunculus) s ptibyvajici hodinou méfeni v ramci dne.
Vysvétluje to jako disledek soupereni sourozencti z jednoho hnizda béhem dne. Z tohoto divodu by bylo
vhodné aplikovat PHA a nésledné méfit odezvu imunitniho systému u v§ech zkoumanych jedinci alespon

priblizné ve stejnou dobu (napt. v odpolednich hodinach (Marzal et al. 2005)).

Imunitni odezva na PHA se nyni standardné méti po 24 hodinach (Smits et al. 1999), avSak Goto
et al. (1978) doporucoval u kura doméciho métit odezvu uz po 12ti hodinach, kdy dosahovala mocnost
otoku nejvétsich hodnot a (Zuk & Johnsen 1998; Moller et al. 2003a; Buchanan et al. 2003) méfili ve
svém experimentu imunitni odezvu uz po 6ti hodinach na zakladé predchoziho zjisténi Navarra et al.
(2003) na vrabci domacim, ze se mocnost otoku po 6ti hodinach uz vyznamné nezvysuje. Bunécné
slozeni otoku se viak v priibdhu reakce znaéné méni (viz nasledujici kapitola). Cas méfeni vzniklého

otoku je tedy podstatny pfi interpretaci a vzajemném srovnavani vysledku.
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2.3.4 Prabéh hypersenzitivni reakce na PHA

Predpoklada se, Ze plisobeni PHA vychazi z jeho mitogenni podstaty. Jak uz bylo zminéno vyse
(kap. 2.1.2), PHA se vaze nespecificky na T bunécné receptory a zptisobuje tak polyklonalni aktivaci
T lymfocyt (Licastro et al. 1993). T lymfocyty nasledné produkuji cytokiny, které jsou zodpovédné za
casnou (do 30 minut (Carlson & Allen 1969)) atrakci dalSich imunitnich bunék, zejména basofild, do
mista zanétu. Predpokladame, Ze stimulaci téchto bunék dochazi k produkci dal§ich cytokinl, které
reguluji nasledny prubeh reakce, vCetné dalsi infiltrace leukocytl. V Casné fazi se tedy v misté zanétu
zaCinaji soucasné perivaskularné¢ kumulovat basofily, heterofily i lymfocyty (Carlson & Allen 1969;
Stadecker & Leskowit 1974a; Stadecker et al. 1977; Mccorkle et al. 1980; Martin et al. 2006), pficemz
heterofily pomérné rychle degranuluji. Pocetnosti jednotlivych bunécnych typt v pribéhu imunitni
reakce se vénoval napt. Martin et al. (2006) ve své histologické studii na vrabci domacim (viz souhrnny
graf 2.3/1). Obecné se predpokadd, Ze je mocnost otoku imérnd poctu infiltrovanych imunitnich bunék.
Z tohoto grafu je dobfe patrné, Ze se na otoku podileji nejvetsi mérou lymfocyty, které hraji v dobé
nejbeéznéjsiho meéfeni vysledného edému (24 hodin po aplikaci PHA) spolu s heterofily majoritni roli.
Pozdéjsi nariist basofilil si autofi (Martin et al. 2006) vysvétluji tim, Ze buiiky 1 po své degranulaci
setrvavaji a velkou meérou se tak podileji na vysledném zanétu. Témér zanedbatelnou mérou, alespoii co
se poctu bunck tyka, se na vysledné mocnosti otoku podileji trombocyty a makrofagy. Po 48 hodinach od
aplikace PHA bunécnd infiltrace pozvolna klesa (Goto et al. 1978; Martin et al. 2006). V bunétné
infiltraci existuje znacnd diverzita mezi taxony, napi. u vrabce (Martin et al. 2006) doslo ve srovnani
s kurem (Goto et al. 1978) velmi brzo po aplikaci PHA k infiltraci lymfocytl a heterofily u vrabce daleko
rychleji degranulovaly nez heterofily kura.
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Graf 2.3/1: Souhrnny graf ¢asového prubéhu bunécné infiltrace v misté zdnétu. Kompilovano z dat Martin et al. (2006).
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2.4 Vyuziti PHA testu v evoluéné ekologickych studiich

Snahou evolu¢nich ekologli je pomoci environmentalnich faktori a life history znaki
predpovédet rezistenci jedinct vici parazitarnim infekcim a zjistit dopad na jejich prezivani. Pfi limitaci
zdroji fesi jedinci predev§im trade-off mezi investicemi do rozmnoZovani a do pfezivani. Je dokazano, ze
kratkovéci ptaci investuji vice do reprodukce, zatimco dlouhovéci do imunitnich funkei a tim do prezivani
(Apanius & Nisbet 2006). Jakou mérou je jedinec schopen zareagovat na atak parazita vSak ovliviiuje
mnoho dalsich faktorti. Na mife imunitni odpovédi se mohou negativné podilet napt. migrace (Moller et
al. 2004), prepefovani (Bonneaud et al. 2003) ¢i stres (Merino et al. 1999). Faktory ovlivitujici imunitni
systém jsou velmi zajimavé, avSak jejich detailni rozbor by znacné ptesahl rozsah této prace. Jednim
z nejpouzivangjSich testd na stanovovani bunécné zprostiedkované imunitni reakce je pravé PHA test.
Vybrané priklady jeho uziti v evolu¢né ekologickych studiich jsou shrnuty v dalSim textu a v tabulce
2.4 prilohy. Jednotlivé vlastnosti zavislé na imunitnim systému jsou znacné provazané a do jisté miry
spolu souvisi. Nasledné rozdéleni do podkapitol by tedy mélo slouzit spiSe k lepsi piehlednosti textu, nez
striktn€ vyclenit probirajici téma.

Vék

Stafi jedinci ma vliv na odezvu imunitnich bunék pii setkani s mitogeny, jak dokazal uz Smith
(1972) in vitro a pozdé&ji potvrdili na mnoha druzich ptakt napi. Tella et al. (2002) a Haussmann et al.
(2005), reaktivnost na PHA klesa s ptibyvajicim vékem. To by mohlo byt zptisobeno napft. tim, Ze se
mlad’ata v nizkém véku setkaji s v&tSim mnozstvim novych patogenti (Moller et al. 2003b) a tak se jim
vyplati investovat vice do mechanismi zajiStujicich pfezivani, nez dospélctim, ktefi investuji vetsi podil
zdroji do rozmnozovani. Alternativni vysvétleni by mohlo spocivat v imunologické paméti, aneb mladi
jedinci, ktefi jeSté nevlastni uplny arzenal pamétovych bunck, reaguji na PHA silnéji; nebo naopak ve
zvysujici se mife poskozeni organismu v disledku uvoliiujicich se volnych kyslikovych radikali s
pribyvajicim vékem (Alonso-Alvarez et al. 2004). Imunitni odpovéd’ na PHA je zavisla na véku mladat,
do dosazeni 12 dnli prudce roste a nasledn€ zacina pozvolna klesat (Tella et al. 2002). I méfeni v rizném
case hnizdni periody (a tak v rozdilném staii mlad’at) mtze pak byt jednou z pfi€in rozdilné reakce
jedinct na PHA mezi jednotlivymi studiemi.

Hmotnost & kondice jedince

Mezi hmotnosti (velikosti) jedince, kondici a schopnosti zareagovat na PHA potvrdilo pozitivni
korelaci mnoho studii, napt. (Horak et al. 2000; Tella et al. 2000b; Cichon et al. 2006; Brzek &
Konarzewski 2007; Bize et al. 2008). VSichni jedinci celi v ramci populace obdobnym tlaklim parazitd
nezavisle na télesné velikosti. Nicméné mnozstvi imunologickych jednotek (T bunck, makrofagh ci
protilatek) miize byt na velikosti téla zavislé (¢im vétSi organismus, tim mu pii stejném nastaveni
podminek koluje po téle vice bunék schopnych zasahnout v misté ohrozeni). Jiné mozné vysvétleni klade
vys$i hmotnost jedince naopak jako dusledek lepsi imunitni odezvy. Jedinci, ktefi maji 1épe vyvinut
funk¢ni imunitni systém, jsou zaroven schopni udrzet se v lepsi zdravotni kondici, ¢imz si mohli dovolit
vice vyrust a nasledné si tak i vétsi télesnou hmotnost udrzet. Horak et al. (2000) se domnivaji, Ze

imunitni systém je tak nakladny proto, Zze plsobi zaroven patologicky jak na parazity tak i na vlastni
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organismus a tak si jen jedinci v lep$i kondici mohou dovolit siln€j$i imunitni reakci, protoze se s

naslednym poskozenim dokazi 1épe vyrovnat.
Indikator kvality jedince

Samici mohou na kvalitu samce poukdzat mj. sam¢i sekundarni pohlavni znaky, jejihz exprese
mize byt ovlivnéna jednotlivymi parametry imunitniho systému. Jednotlivé znaky nelze povazovat za
stejnocenné indikatory, nebot’ je kazdy rozdiln¢ nakladny. Obsahové by toto téma bohaté poslouZzilo na
samostatnou praci, proto zde zminim danou problematiku pouze okrajové a predev§im ve vztahu k PHA.

Zbarveni piedstavuje jeden z nejnapadnéjSich sexualnich ornamentalnich znakd mnoha ptacich druhi.

V pfipad¢ znakl zapfiinénych karotenoidy je tfeba ziskat z potravy dostate¢né mnozstvi
prekurzorti a tyto latky dale metabolizovat. Stimulace imunitniho systému mulze u ptdkd zptsobit
oxidativni stres a tim pfesunout karotenoidy z ostatnich tkani do volné cirkulace, kde vychytavaji
nebezpetné volné radikaly (von Schantz et al. 1999; Costantini & Dell'Omo 2006). Z mnozstvi
karotenoidii vazanych v nejriznéjsich strukturach (zobak, pefi, aj.) 1ze usuzovat na kvalitu jedince (Perez-
Rodriguez et al. 2008). To potvrdil i (Mougeot 2008)), ktery manipulativnimi experimenty s barvou a
velikosti htebinku bélokura (Lagopus lagopus scoticus) dokazal, Ze barva koreluje s odezvou na PHA
Iépe nez velikost hiebinku. Socidlné dominantni hylové mexicti (Carpodacus mexicanus) byli schopni
siln€j$i imunitni odpovédi na PHA (Hawley et al. 2007). Obdobné koreluje barva, avSak zaloZena na
pterinovém pigmentu, a velikost hrudni skvrny tuc¢iaka patagonského (Aptenodytes patagonicus) s jeho
schopnosti zareagovat na PHA (Nolan et al. 2006). Dalsi ornamenty jsou zaloZené na melaninech.
Melaniny si organismus na rozdil od karotenoidi musi syntetizovat prevazné sam. Jako indikator kvality
je melaninovy ornament hojné zkouman napt. u vrabce domaciho (Gonzalez et al. 1999; Bonneaud et al.
2003; Buchanan et al. 2003). Dale lze na kvalitu jedince usuzovat i z rozli¢nych morfologickych struktur
(htebinkt, ostruh, délky per) ¢i symetrie téchto znakd.

Pohlavi jedince

Je ponékud komplikované urcit, jak souvisi mira imunitni reakce s pohlavim jedince. Ve vétSing
studii s patrnym rozdilem v reaktivnosti imunitniho systému na PHA byla zjisténa silnéj$i odezva na PHA
u samic (Fargallo et al. 2002; Tschirren et al. 2003; Muller et al. 2003; de Bellocq et al. 2007a), coz by se
dalo vysvétlit inhibicnim ucinkem testosteronu samct na vyslednou reakci vyvolanou PHA (Grossman
1985). Imunosupresivni vliv testosteronu vSak neni jisty, jak je vidét na prikladech mnoha studii, kde
vyzkumnici zadny rozdil v reakci na PHA mezi pohlavimi nezaznamenali (Tella et al. 2000a; Saino et al.
2002a; Jovani et al. 2004; Bize et al. 2005; Wilk et al. 2007). V nékterych ptipadech vSak dokonce na
PHA silngji zareagovali samci (Jovani et al. 2004; Dubiec et al. 2006), coz mohlo byt zplsobeno spis nez
samotnym vlivem pohlavi vétsi hmotnosti samcti (alespon v piipadé (Dubiec et al. 2006)). Dokud vSak
nezname presny mechanismus u¢inku PHA, miZeme se o hormonalnich regulacich imunitniho systému

jen dohadovat.
Stres, vliv manipulace

Stresovy hormon, kortikosteron, potlacuje reakci imunitniho systému (Siegel 1980) a snizuje tim

odpovéd’ na aplikovany PHA (Merino et al. 1999; Butler & Dufty 2007; Berzins et al. 2008).
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Imunosuprese v disledku stresu mize jednak adaptivné sniZzovat riziko autoimunopatologické reakce,
ktera se zvysuje napt. pii t¢zkém fyzickém vytizeni a jednak mize byt zplisobena trade-offs v realokaci
zdrojti pro jiné metabolické potieby organismu (Raberg et al. 1998).

Berzins et al. (2008) prokazali na zebticce (Taeniopygia guttata), Ze se Cas manipulace projevi v
PHA odezvé odlisn€¢ u obou pohlavi. Samci totiz reagovali na délku doby manipulace, kterad zpisobila
50% variace v mocnosti vzniklého otoku, u samic byl tento rozdil zanedbatelny. Na miru reakce vyvolané
PHA m¢la mensi vliv kazdodenni kratka manipulace s mlad’aty nez drzeni jedince po dobu 24 hodin pied
aplikaci PHA v zajeti, a to i v pfipad¢, Ze byla hmotnost jedincii béhem celého experimentu konstantni
(Butler & Dufty 2007). V zajeti je pfedevSim pfislusnik volné zijicitho druhu vystaven permanentnimu
stresu, ktery mtize mit vétsi celkovy dopad na hladinu stresovych hormontl v krvi a tim vice ovlivnit miru
reakce na PHA, nez narazové stresové situace. Abychom tedy zabranili zbyte¢nému zkresleni vysledki je

tteba pii pouzivani PHA testu omezit ¢as manipulace s jedincem na minimum.
Parazitace

Parazité stoji pfi volbé hostitele pted zasadnim trade-off. Z hlediska vyzivy parazita je totiz
mohou dovolit G¢innéjsi obranu, ¢imZ naopak snizi reprodukéni tspéch paraziti (Saks et al. 2006). VEtsi
hustota ektoparaziti by tedy mohla indikovat lepsi zdravotni stav hostitele (Lopez-Olvera et al. 2006;
Vaclav et al. 2008). Tschirren et al. (2007) manipulovali s pfisunem potravy mladatim sykory kondrary
(Parus major), pticemz vystavovali hnizda riznému tlaku ektoparazita (slepic¢ich blech). Blechy kladly
vice vajicek na lépe krmend mlad’ata sykor, ta vSak na zdklad€¢ své lepsi vyzivy dokazala rychleji
vyvinout imunitni odpovéd’ a tak sykory se silngjsi reakci na PHA nesly blechy s nizsi plodnosti a tim
mensim reproduk¢nim tspéchem. Zda se tedy, Ze nejlépe prosperuji parazité na jedincich stfedné dobré
kondice (Bize et al. 2008).

Imunitni odpovéd’ vyhodnocend PHA testem mulze byt zdvisla na intenzit€¢ nakazy parazity.
Hlodavci s vice blechami reagovali slab¢ji na PHA, neZ neparazitovana zvitata (de Bellocq et al. 2006).
Tentyz vztah prokazali Gonzalez et al. (1999) i Navarro et al. (2003) u vrabce domaciho (Passer
domesticus) infikovaného krvinkovkami (Haemoproteus), ¢i Johnsen & Zuk (1999) u kura domaciho
(Gallus gallus) parazitovaného stievnimi Skrkavkami (4scaridia galli). Jedno z moznych vysvétleni mtize
byt takové, Ze parazitovana zvirata soustiedi vétSinu imunitni obrany k boji s parazitem a schazi jim pak
energie na dostatecnou reakci imunitniho systému na PHA. Pravé alokace energie mezi dvé rozdilné
slozky imunitni odpovédi mlze byt vysvétlenim pro snizenou reaktivnost na PHA. Dal$im moznym
vysvétlenim nezavislém na mnozstvi dostupné energie by mohla byt antagonisticka regulace imunity Thl
a Th2 lymfocyty, tzn. pokud je jiz dfive aktivovand Th2 imunitni odezva nasmérovand proti parazitické
infekci, odezva Thl uplatiujici se pfi reakci na PHA je znacné inhibovana (Webster et al. 2002).
Zdrav¢jsi, tzn. mén€ parazitovany, jedinec by tak vykazoval siln€js$i imunitni odezvu na PHA, nez jedinec

parazitovany.
Limitace zdroji vyvola trade-off v investici dostupné energie. Napi. gravidni samice netopyra

velkého (Myotis myotis) hostily vice ektoparazitl Spinturnix myoti, nez ostatni samice z populace
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nejcastéji se vyskytujicich paraziti. Odezva na PHA bélozubky tmavé (Crocidura russula) totiz neodrazi
celkovou infekci helminty, ale negativné koreluje s mnoZzstvim tasemnic a pozitivné s pfitomnymi
hlisticemi (de Bellocq et al. 2007b). Zda se, Ze na rlizné parazity reaguje imunitni systém riznou mérou a
pomoci riznych imunologickych mechanismil. Miru imunitni odezvy jedince na PHA mutze ovlivnit
mnoho aspektil a to jak hustota parazit, tak napft. realokace zdroji mezi investicema do imunitni obrany
a do rozmnozvani.

Dédi¢nost imunity

Imunitni odezvu mutze ovlivnit fada faktorli, mezi vyznamné patii i genetické predispozice
organismu. Jeden z moznych zplsobl stanoveni miry zavislosti imunitni reakce na genech je zkoumani
nepfibuznych jedinci vystavenych stejnym podminkam. K eliminaci vlivu rozdilnych podminek se casto
pouzivaji tzn. crossfosteringy, kontrolované manipulac¢ni pokusy, kdy se zaménuji nejCastéji mladata
v hnizdech. Pfiemz lze vyuzit i srovnavani imunitni reakce mimoparovych (EPY, Extra-pair young) a
parovych (WPY, Within-pair young) mlad’at z jedné sntisky. Johnsen et al. (2000) i Garvin et al. (2006)
prokazali rozdil mezi EPY a WPY, kde v obou studiich EPY vykazovala siln€jsi reakci na aplikovany
PHA. Pficemz mlad’ata EP samce v cizim hnizd¢ reagovala siln¢ji na PHA, nez mlad’ata z hnizda
vlastniho (Garvin et al. 2006). To podporuje hypotézu komplementarnich genti, ktera predpoklada, ze
EPP mohou zvysSit miru heterozygotnosti mlad’at a tim zvysit pravdépodobnost jejich preziti do
reprodukéniho véku (Neff & Pitcher 2005). Edler a Friedl (2008) vsak u snovace Euplectes orix
vysledovali opa¢ny trend. WPY reagovali na PHA siln¢j$i odezvou nez EPY. Toto zjiSteni naopak
odporuje hypotézam dobrych i komplementarnich genti, podle ktery by si méla samicka vybirat EP
partnera podle jeho kvalitnich gend resp. podle gent, které se nejvice hodi k tém jejim z hlediska
pripadnych potomkt. V tomto konkrétnim ptipadé se zda, ze jsou EPY vynucena na samickach nasilim
EP samecky nizsi kvality nez je jejich socialni partner. Mira dédi¢nosti imunitnich predpokladii se vSak
mize ménit populaci od populace (Ardia & Rice 2006). Na zavér je vSak tieba poznamenat, Ze mnoho
studii neprokazalo zadny rozdil v sile reakce na PHA mezi EPY a WPY mladaty z téze sntsky (Kleven
et al. 2006; Cichon et al. 2006; Edly-Wright et al. 2007; Pitala et al. 2007b). To by znamenalo, Ze reakce
na PHA je ovlivnéna vice nedédicnymi vlivy ptisobicimi na hnizdo, ve kterém mlad’ata vyristaji, nez
jejich genetickymi predispozicemi.

Dostupnost zdroju

Potrava je jednim z nejdiilezitéjSich zdroji, bez niz se neobejde jak rist tak ani imunita zadného
jedince (Brzek & Konarzewski 2007). Reakce na PHA pozitivné koreluje s pfisunem potravy (Christe et
al. 2003; Cichon et al. 2006; Brzek & Konarzewski 2007). Dokazuji to i vysledky pokusu Snoeijs et al.
(2005), které prokazuji negativni korelaci mezi reakci na PHA a délkou tarzu u mlad’at sykory konadry
(Parus major), kterd byla krmena pouze matkou a pozitivni korelaci pokud se na krmeni podileli oba

rodic¢e. Podobné 1ze podstatny vliv dostupnosti potravy dokazat i manipulacnimi pokusy s poctem mlad’at
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ve snusce ¢i riznym rodic¢ovskym usilim (Saino et al. 2002b; Fargallo et al. 2002). Alonso-Alvarez et al.
(2007) umele zvysovali hladinu testosteronu zebtickam (Taeniopygia guttata), ¢imz docilili poklesu
jejich odpovédi na PHA. Pokud byl vSak ptakiim s vyss$i hladinou testosteronu podavan leptin (hormon
pozitivné regulujici metabolismus), zvySila se jejich imunitni odezva na uroven kontrolnich ptakt (viz téz
Lohmus et al. (2004)). To by mohlo svéd¢it na imunitni odezvu limitovanou zdroji. Z tohoto je patrné, ze
jednotlivé hormony se navzajem ovliviwuji a nelze tak chapat jejich plisobeni separatné.

Zivotni prostiedi

Jak uz bylo zminéno vyse, zivotni prostiedi miize mit na imunitni odezvu jedince vétsi vliv, nez
jeho genetické predispozice (Cichon et al. 2006; Pitala et al. 2007a). Odezva na PHA je slabsi v chladném
a vlhkém pocasi (Garvin et al. 2006), coz mize byt zptisobeno i tim, Ze toto pocasi limituje dostupné
zdroje. Zavislost imunitni odezvy na PHA prokazal na vlastovce stromové (Tachycineta bicolor) i Lifjeld
et al. (2002). Nezalezi vsak jen na dostupnosti potravy, kondice mlad’at a schopnost jejich imunitniho
systému adekvatné reagovat se u kolonidln€ hnizdicich ptaki snizuje se i se zvétsujici se hustotou hnizdni
populace (Tella et al. 2001). Negativni vliv na imunitni systém ma i znecisténé zivotni prostedi, napf.
tézkymi kovy, které se dostavaji s potravou do téla jedincti a nasledn€ se zde kumuluji a to predevsim
u vrcholovych predatorti (lunak hnédy, Milvus migrans) ¢i u ¢apa bilého (Ciconia ciconia) (Baos et al.
2006).

Sezonalita, cirkadidanni rytmy

Zivot mnoha ptakil pfedeviim mirného pasma je znaéné ovlivnén sezonalitou, kde se stiidajici se
reprodukce, migrace a zimovani promitaji i do fyziologickych procesti, napt. kolisani hladiny hormont
v krvi béhem roku (Buchanan et al. 2003). Béhem hnizdni sezény klesd u mlad’at lejska bélokrkého
(Ficedula albicollis) citlivost na PHA (Wilk et al. 2007). Odezva na PHA kolisa i cirkadianné, v noci je
siln€j$i nez béhem dne (Navarro et al. 2003). Avsak sila reakce na PHA se méni dokonce i béhem dne
(klesa s ptibyvajici hodinou méfeni). Martinez-Padilla (2006) to vysvétluje jako dasledek soupeieni
sourozencli béhem dne. Jeho ptedoklad potvrzuji i Lifjeld et al. (2002), ktefi ve své studii na vlastovce
stromové (Tachycineta bicolor) zjistili mj. to, Ze se odezva na PHA snizovala s pfibyvajicim nariistem
poctu mlad’at v jednom hnizdé€. To si miZzeme vysvétlovat veétsi fyzickou aktivitou mlad’at z pocetnéjsi
snlsky pravé v disledku boji o omezenou potravu (rodi¢ovské Usili neni mozné zvySovat do nekonecna)
a s tim spojenou vzrustajici miru stresu. Nejen z tohoto ptipadu je jasné€ patrné, Ze mira odezvy na PHA
neni vétSinou ovlivnéna pouze jedinou proménnou, ale sledovani evolu¢né ekologickych vztaht k
imunitnimu systému je znacné slozité a abychom tyto vztahy dokézali spravné interpretovat, je tieba co

nejucelenéjsi pohled na danou problematiku.

2.5 Aplikace a interpretace PHA testu

Test kozni hypersenzitivity na PHA se mtize zdat pro svou jednoduchost, prakti¢nost pfi praci v
terénu i relativni finan¢ni nendro¢nost idealnim postupem, jak efektivné u volné Zijicich druht stanovovat
schopnost imunitniho systému zareagovat na cizorodou agens. Jeho nespornou vyhodou je jiz zna¢né

mnozstvi studii, které jej vyuzivaji, zprvu pievazné na kuru domacim (Goto et al. 1978; Mccorkle et al.
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1980; Parmentier et al. 1993; Zuk & Johnsen 1998). Hlavni divod zna¢né oblibenosti pravé tohoto testu
spociva v jeho ,relativni® interpretacni jednoduchosti. Zméfenim otoku, jakozto ekvivalentu miry
imunitni reakce, dostaneme jediné konkrétni cislo, coZz je ohromna vyhoda pro dal$i srovnavani

a interpretaci vysledkd.

Ptesto vSak pfi pouzivani tohoto zdanlivé nejvhodnéjsiho testu pro evolu¢né ekologické studie
narazime na mnoha uskali, kterd limituji napf. prave interpretaci takto ziskanych dat. V prvé tade je
potieba si uvédomit, Ze PHA testem méfime reakci imunitniho systému na podnét, ktery je velmi
vzdéaleny ptirozené imunitni reakci. Toto vychdzi uz z podstaty PHA, ktery jakozto mitogen zplsobuje
nespecifickou polyklonalni aktivaci T lymfocytt témér okamzit€¢ (Licastro et al. (1993), viz také kap.

2.1.2), zatimco specifickd odezva T lymfocytii na normalni antigen trva nékolik dni.

Dalsi komplikace mohou nastat pfi samotném procesu méfeni. Manipulace s Zivymi bytostmi je
obecné slozitd, zvlasté pak s menSimi a neochoCenymi druhy ptakl, ¢imz mohou snadno nastat
nepfesnosti pti méfeni mocnosti kiidla, at’ uz pred anebo s otokem. Ziskané hodnoty jsou navic zavislé na
individualité¢ méfitele. Problém metodologického charakteru miize u voln¢ zijicich druhti predstavovat
také nutnost manipulace se zvifetem nejmén¢ ve dvou Casovych momentech, tj. pii aplikaci PHA a o
urcitou, presné definovanou, dobu pozdé€ji, pfi mefeni imunitni reakce. Zpétny odchyt konkrétniho
jedince v piesnou dobu je Casto, zvlast€¢ u dospélych ptakil, znacné€ slozity. Ackoliv je mnohdy mozné
drzet jedince po potiebnou dobu v zajeti, takovyto postup miize u volné zijicich druhti zpisobovat nemaly
stres (Butler & Dufty 2007) a ten pak mlze ovlivnit ndmi méfenou odezvu imunitniho systému (Merino
et al. 1999; Berzins et al. 2008). Snad prave proto jsou ¢astou modelovou skupinou mlad’ata altricialnich
druhti ptakt, u kterych nevznikd takovy problém s manipulaci, stresem a nacasovanim pokusu. Nelze
ovsem zapominat na skutecnost, Ze jak imunitni systémy, tak i ekologické podminky mlad’at a dospé€lych

jedinct se v mnohém lisi a ne vSechny vysledky ziskané jen na jedné skupiné lze tak generalizovat.

Pravé generalizace vysledki PHA kozniho testu je velmi problematickd. Jeden z problému
spoCiva v meéfeni odezvy imunitniho systému po rozdilnych ¢asech, dalsi v nejednotnosti mnozstvi
injikovanych latek navic o rozdilnych koncentracich, pficemz na vysledcich by se mohlo projevit i
uzivani nejednotnych produkti (PHA-P Sigma L1668, L8754, L9132, vSe viz tabulka 2.3 v pftiloze).
Jednotlivé studie se tak stavaji mezi sebou jen velmi obtizn€ korelovatelné. Mezi jednotlivymi druhy se
nachazi zna¢na diverzita v pribéhu bunécné reakce na PHA a v mite schopnosti na PHA odpovédét (Goto
et al. (1978), Martin et al. (2006), viz také kap. 2.3.4). Toto mize vychazet z rozdilné evoluce druhti a
jejich imunitniho systému.

Nameéfena hodnota je sice jednoznacna, avSak pii nasledné interpretaci vysledkl je nutné brat
ohled na to, ze nadmeérna aktivita nékteré ze slozek imunitniho systému (jeji hypersenzitivita) nemusi byt
v boji s parazity prospésna, naopak mize vlastnimu organismu znac¢né uskodit. Z tohoto diivodu nemusi
byt jedinec, u kterého se projevi nejvetsi otok zaroven jedincem, ktery je schopen se nejlépe vyrovnat s
parazity. K zjisténi, zda je silngjsi reakce imunitniho systému nasledek pravé probihajici parazitarni
infekce nebo navySeni poctu lymfocytl zapficinila az aplikace PHA, by stacilo provadét krevni roztéry
vzdy pted aplikaci PHA.
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Metoda predpoklada, ze velikost otoku zavisi na mnozstvi bun€k imunitniho systému (piedev§im
lymfocytl), které do mista stimulace infiltrovaly. AvSak Zadny edém neni tvofen pouze buiikami
imunitniho systému, ale podili se na ném ur¢itou mérou i dalsi slozky, jako napft. erytrocyty ¢i plasma,
v jejichz pomérném slozeni muze byt mezi jedinci znacna variabilita, a to bez ohledu na miru
infiltrovanych bun¢k imunitniho systému.

Z vyse uvedeného tak jasn¢ vyplyva, ze vypoveédni hodnota PHA testu ma zna¢na omezeni
a ipres velky zajem a Siroké uziti této metody vyvstavaji stale mnohé nezodpovézené otazky tykajici se
predev§im podstaty imunologickych mechanismil in vivo ptisobeni PHA na imunitni systém hostitele.
Nase dosavadni znalosti (viz kap. 2.3.2) imunologickych vlastnosti PHA in vitro a také Castecné (a velmi
nedokonale) prostudované Ucinky in vivo, vCetné vlivu mnoha riznych faktorti, které ovliviuji vysledek
imunitni reakce na PHA, urcuji limity interpretacniho ramce tohoto testu. Pfesto mohou vysledky ziskané
touto nenaro¢nou metodou podat uziteCné informace o stavu imunitniho systému studovanych zvifat.
Kazdy zjistény prikazny rozdil v intenzité podkozni bunécné reakce na PHA nam napovida o existenci
jakéhosi imunologického rozdilu mezi jedinci, ktery mtze byt dale zkouman. Zname-li navic bunécné
slozeni infiltratu a leukocytarni pomeéry v periferni krvi pted aplikaci mitogenu, je-li pozorovany rozdil
disledkem manipulativniho experimentu nebo mame-li k dispozici aditivni informace o zdravotnim stavu
vySetfovanych zvifat, otevira se nam cesta k dalsi detailni interpretaci nasich vysledkd. Ve své podstaté
velice nepfesny PHA test proto muze stat na pocatku konecného presného popisu evolu¢nich

i ekologickych vztahl imunitniho systému jedince a jeho okoli, zvlasté pak u volné Zijicich druht.

Jak bylo zminéno vySe, neni zatim o mechanismech pasobeni PHA in vivo pfili§ znamo.
Predpokladejme, Ze podstata imunologickych déji vyvolanych aplikaci PHA by mohla vychazet z jeho
vnitini struktury a specifickych vlastnosti tohoto mitogenu. V nasledujici Experimentalni ¢asti této prace
jsem se pokusila objasnit pisobeni PHA pravé na zakladé zndmych schopnosti jeho strukturnich

podjednotek, a tim zvysit interpretacni hodnotu tohoto testu.

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Uvod

Podstata imunologickych mechanismti, na kterych je PHA test zaloZen (sensu Smits et al.
(1999)), neni zatim zcela znama. Provedenim nasledujicich experimentti jsme se snazili jednak ovétit, zda
je kozni hypersensitivitni reakce po aplikaci PHA-P zplsobena specifickymi vlastnostmi tohoto
mitogenu, a pokud ano, kterd ze dvou izomer PHA (L nebo E, (Miller et al. 1975)), podrobnéji viz
kapitola 2.3.1.) zodpovida za vyslednou méfenou reakci. Pro srovnani ucinkd PHA s reakci na
nespecificky protein byl pouzit jako modelové inokulum bovinni sérovy albumin (BSA). Piipadna
stimula¢ni schopnost BSA nebo Cistych PHA-E tetramer, zptisobujicich vyhradné aglutnaci erythrocytu,

by do zna¢né miry zpochybnila dosavadni interpretacni ramec tohoto testu.
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3.2 Metodika

V pokusech bylo pouzito 48 mladych samcti zebticky pestré (Taeniopygia guttata), ziskanych ze
zajmovych chovi. Pokusnd zvifata byla ndhodné rozdélena do experimentalnich skupin a drzena v
prostornych klecich s pfistupem k vodé a potravé ad libitum. Kazdy jedinec byl oznacen unikatni
kombinaci barevnych krouzki. Pied kazdym pokusem bylo zvifatim ponechano minimalné 24 hodin na
aklimatizaci. Experimenty probihaly postupné, se vSechmi zvifaty v ramci jednoho experimentu bylo

nakladano shodné.

Experiment 1: Srovnani PHA-P a BSA
V prvnim pokusu bylo pouzito 10 exemplari. Tloustkomérem Mitutoyo, type 7301 (pfesnost

0,01lmm) byla zmeéfena mocnost obou kiidel v oblasti patagia, tj. v misté¢ budouci injekce, a to vzdy
opakované tfikrat. Do patagia pravého kiidla bylo subkutann€ injekovano 0,10 mg PHA-P (Sigma
Product No. L-8754) rozpusténého v 20 ul DPBS, zatimco do téhoz mista na levém kiidle bylo
injekovano 0,10 mg BSA (Sigma Product No. A-3902) rozpusténého ve stejném objemu DPBS. Thned po
injekci bylo kazdé pokusné zvite vraceno do klece a ponechano v klidu. Po 24 hodinach (+/- 1 hodina)
byla zmétena mocnost obou kiidel, opét vzdy tfi nezavisla méfeni. Za vysledny otok byl povazovan rozdil
v mocnosti kfidla 24 hodin po aplikaci pokusné latky a pted jeji aplikaci (Smits et al. 1999).
Experiment 2: Srovnavani PHA-L a PHA-E

Do pokusu bylo zatazeno 26 ex; experimentalni design byl, s vyjimkou aplikovanych latek,
shodny s experimentem 1. V tomto pokusu bylo subkutanné do patagia levého kridla injekovano 0,10 mg
PHA-L (Sigma Product No. L-2769) rozpusténého v 20 ul DPBS a do stejné oblasti pravého kiidla 0,10
mg PHA-E (Sigma Product No. L-8629) rozpusténého ve stejném mnozstvi DPBS.

Experiment 3: Srovnavani PHA-P a PHA-L
V tomto pokusu bylo pouzito 12 ex; experimentalni design byl opét shodny s pokusem 1. Do

patagia levého kiidla bylo subkutanné injekovano 0,10 mg PHA-L rozpustén¢ho v 20 pul DPBS a do
stejné oblasti pravého kiidla 0,10 mg PHA-P rozpusténého ve stejném mnozstvi DPBS.

Data byla statisticky analyzovana v programu S-plus metodou parového t-testu.

Pokus byl schvalen Etickou komisi PfF UK (¢.j. 4788/2008-30).
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3.3 Vysledky

Experiment 1: Srovnani PHA-P a BSA

Byl zjistén signifikantni rozdil mezi reakci na PHA-P a BSA (p<0,001). U vSech pokusnych
zvitat doslo k indukci otoku po aplikaci PHA-P, zatimco BSA nevyvolal zadnou reakci (viz graf 3.3/1).
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Graf 3.3/1: Porovnani intenzity reakce na BSA a PHA-P.

Experiment 2: Srovnavani PHA-L a PHA-E

Byl prokazan signifikantni rozdil mezi mirou reakce na PHA-L a PHA-E (p=0.013). U vSech
pokusnych jedincti zpisobila aplikace jak PHA-L, tak PHA-E hypersensitivni otokovou reakci, avsak ve
vsech ptipadech byla reakce siln€j$i na PHA-E nez na PHA-L (viz graf 3.3/2).
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Graf 3.3/2: Porovnani intenzity reakce na PHA-L a PHA-E.
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Experiment 3: Srovnavani PHA-P a PHA-L

Podle ptedpokladu u vSech pokusnych jedincti zpisobila aplikace PHA-P resp. PHA-L
hypersensitivni otokovou reakci (viz graf 3.3/3). Nebyl v8ak prokézan signifikantni rozdil mezi mirou

reakce na PHA-P a PHA-L (p=0,210).
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Graf 3.3/3: Porovnani intenzity reakce na PHA-L a PHA-P.

3.4 Diskuze

Prvni experiment prokazal, Ze otok vyvolany aplikaci PHA-P je skutecné zptsobeny specifickymi
vlastnostmi této latky, protoze aplikace jiné nepiibuzné latky proteinové povahy (BSA) Zadnou infiltraci
bun¢k do mista injekce nezpisobila. Ve druhém experimentu bylo zjisténo, ze reakce na PHA-E je
signifikantné siln€j$i nez na PHA-L. Tyto, pon€kud ptekvapivé, vysledky naznacuji, Ze se na vysledné
otokové reakci stimulované aplikaci PHA-P spolupodileji jak L tak E podjednotky. Nejedna se tedy Cisté
o disledek mitogennich vlastnosti PHA-P. Vétsi roli nez vlastni lymfoproliferace a nasleda atrakce bunék
imunitniho systému aktivovanymi T buiikami by mohla hrat pravé erytaglutinace.

Ackoli se totiz vyrazné méni zastoupeni jednotlivych bunécnych typl v misté zanétu v Case (viz
graf 2.3/1), zlistava mocnost otoku po 6 az 48 hodinach témér konstantni (Navarro et al. 2003). Zda se
tedy, Ze je otok zplisoben nejen bufikami imunitniho systému, ale i dal$imi slozkami, napt. tkanovym
mokem ¢i prave erytrocyty. Bylo vSak dokazano, Zze odpovéd na PHA je zavisla na pfitomnosti thymu v
ontogenezi jedince (Dukor & Dietrich 1967; Goto et al. 1978) a tedy na primarnim zdroji T lymfocytt.
Zvitata s neonatdlné¢ vyjmutym brzlikem totiz vykazovala slabsi odezvu na aplikovany PHA. Praveé za
touto slabsi odezvou by mohl stat pravé omezeny pocet dostupnych lymfocytt. Jelikoz vSak nebyl

wrwe

rozhodnout.

Je tedy znacné pravdépodobné, Ze v soucasnosti nejpouzivanéj$i test na stanovovani miry
bunééné imunity neméri prekvapivé jen aktivitu bunék imunitniho systému, nybrz také procesy na Grovni
srazeni krevnich bun¢k. Neni ovS§em vylouceno, ze i v téchto d¢jich dochazi k aktivaci produkce cytokinti
zpusobujicich naslednou infiltraci imunocytti do stimulované tkané. Vice informaci o mechanismu reakce

na PHA by mohla poskytnout analyza bunééného slozeni tkanového infiltratu po aplikaci PHA-L resp.
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PHA-E. V poslednim experimentu jsme nicméné ukazali, Ze mira hypersensitivni reakce neni prikazné
odlisna v ptipad¢ aplikace PHA-L vs. PHA-P. Miru reakce na PHA-P lze tedy povazovat za dobry
prediktor reakce na PHA-L a proto PHA-P muze byt pouzivano k méfeni imunitni reakce zpiisobené
L podjednotkami. Mohlo by tomu tak byt proto, Ze ve smési izomer, které jsou pritomny v PHA-P, je

veétsi zastoupeni podjednotek L. Tuto skute¢nost by bylo vhodné ovéfit.

4 ZAVER

Tato prace shrnuje dostupné poznatky o testu PHA indukované kozni hypersenzitivity,
v soucasnosti nejpouzivanéjsi ekoimunologické metod¢ slouzici ke stanovovani aktivity bunécné slozky
imunitniho systému. Nastinény jsou mnohé nedostatky pouzivani této metody, at uz metodického
charakteru ¢i pramenici z nedostatecnych znalosti podstaty imunologickych mechanismt in vivo piisobeni
PHA na imunitni systém hostitele, a z toho plynouci nespravné interpretace vysledki. Ke zlepSeni
vypovédni hodnoty PHA testu by bylo vhodné vysetfit stav imunitniho systému (napf. na zaklade
pocetnosti riznych leukocytarnich typti v krvi) jesté¢ pred samotnou aplikaci PHA, napf. parazitovani
jedinci maji totiz imunitni systém aktivovany jiz pfed aplikaci PHA, a nasledné vyvolana reakce
imunitniho systému tak mize byt siln€jsi (Saks et al. 2006). Takovyto postup by mohl zna¢né zptesnit

a usnadnit interpretaci ziskanych vysledku.

Jako klicova pro pochopeni mechanismu imunitni odpovédi na PHA in vivo se ukazala
skutecnost, ze v evolu¢né ekologickych studiich bézné pouzivany PHA-P je tvofen smési tetramerti dvou
izomernich podjednotek: L a E. Pokusy, zminéné v experimentalni ¢asti prace, kladou novy nahled na
funk¢ni podstatu imunitnich mechanismii vyvolanych aplikaci PHA. Ukazali jsme totiz, Ze reakce na
PHA neni zavisla jen na stimulaci T bunék PHA-L v inicialni fazi reakce a Ze obdobnou reakci mohou
vyvolat i tetramery PHA-E, které schopnost vazat a stimulovat lymfocyty nemaji. Reakce na PHA-P tak
muze byt zavisla na mnohem obecnégjSich signalech naruseni integrity organismu, v nichz se kombinuje
jak stimulace leukocytt, tak i reakce na aglutinaci erytrocytll v misté zanétu.

Pii interpretaci vysledkii bychom neméli zapominat, Zze PHA test je zaloZen pouze na stimulaci
jediné slozky imunitniho systému, a nelze tak z vyvolané imunitni reakce stanovit celkovy zdravotni stav
jedince, v mnoha studiich nespravné oznacovany jako tzv. imunokompetence. Pfi porovnavani
v ekologickych korelacnich studiich ndm tak vztah sledovanych life-history znaka s mirou reakce na PHA
nefika nic jiného, nez ze dani jedinci vykazuji silngjSi/slabsi citlivost na PHA nez jini. JelikoZ se vSak na
imunitni reakci vyvolané PHA podili mnoho riznych typl imunocytii a to antigenné nespecificky, je
reakce velmi komplexni a mlize naznacovat jakési obecnéjsi rozdily v reaktivité téchto bun¢k. Pokud vSak
zvazime vSechna omezeni pfi interpretaci vysledkd, ztstava PHA test i pfes znacné nedostatky pro svou
snadnou aplikovatelnost v terénnich studiich vhodnym nastrojem v prvni fazi vyzkumu zabyvajiciho se

sledovanim evoluc¢né-ekologickych vztaht k bunétné imunité, zejména pak u volné Zijicich druht.
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SEZNAM ZKRATEK

APC  (Antigen presenting cell), buiika prezentujici antigen
BSA  (Bovine serum albumine), albumin ze séra skotu
EP(Y) (Extra-pair (voung)), mimoparova (mlad’ata)

H/L (Heterophil/Lymphocyte ratio), pomér heterofilii ku lymfocytim
KLH (Keyhole limpet hemocyanin), hemocyanin z klistéte
LPS (Lipopolysacharid)

MHC  (Major histocompatibility complex)

PHA  (Phytohaemagglutinin), fytohemaglutinin

PBS (Phosphate buffer saline), fosfatovy pufr

SRBC (Sheep red blood cells), erytrocyty z ovce

TCR  (T-cell receptor), T-bunécny receptor

WP(Y) (Within-pair (young)), parova (mladata)
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PRILOHY

Tabulka 2.3.: Aplikace PHA in vivo - pfehled metodickych pfistupti riznych autort. Upravend a doplnéna tabulka z Vinkler (2005).

druh vek, PHA konc. Cas lokace injekce piesnost pocet poznamka zdroj
pohlavi (mg) PHA/ kontroly méfeni méfeni
PBS (h) (mm)
(mg/ml)
Ptaci:
Apus melba 25-42 0,1 5 24 patagium 0,01 4 (Bize et al. 2005)
dni
Apus melba 30 dni 0,1 5 24 patagium 0,01 ? PHA (Sigma (Bize et al. 2008)
L1668)
Carduelis adsamci 0,2 5 24 patagium 0,01 3 (Saks et al. 2003)
chloris
Carduelis ad 0,2 5 24 patagium 0,01 3 PHA (Sigma (Saks et al. 2006)
chloris L8754)
posuvné méfitko
Carpodacus adsamci 0,1 0,2 48 patagium 0,01 3 Posuvné mefitko  (Hawley et al.
mexicanus 2007)
Ciconia ciconia  37-67 0,2 2 24 membrana 0,001 3 (Jovani et al.
dni mezi prsty 2004)
Coracias 8-12dni 04 10 24 patagium ? 5 (Vaclav et al.
garrulus 2008)
Delichon urbica 15 dni 0,625 5 24 patagium 0,01 3 kontrola (PBS) (Christe et al.
2001)
Delichon urbica 15 dni 0,625 5 24 patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Christe et al.
2000b)
Delichon urbica 15 dni 0,2 4 24 patagium 0,01 ? (Marzal et al.
2005)
Delichon urbica 12 dni 0,02 0,5 24 patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Merino et al.
1999)
Emberiza 7 dni 0,1 5 24 patagium 0,01 1-2 kontrola (PBS) (Kleven & Lifjeld
schoeniclus senzitizaéni 2004)
injekce
Euplectes orix 10 dni 0,02 0,7 24 patagium 0,01 ? PHA (Sigma (Edler & Friedl
L9132) 2008)
Falco sparverius 22 dni 0,05 1 24 patagium 0,001 4 kontrola (PBS) (Tella et al. 2000)
Falco 24-26 0,05 1 24 patagium 0,01 3 Posuvné mefitko  (Costantini &
tinnunculus dni Dell'Omo 2006)
Ficedula 11 dni 0,2 5 24 patagium ? 3 kontrola (PBS) (Cichon et al.
albicollis 2006)
Ficedula 11 dni 0,2 5 24 patagium 0,01 3 (Wilk et al. 2007)
albicollis
Passer ad 0,025 0,625 24 patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Bonneaud et al.
domesticus 2003)
Passer ad samci 0,25 5 6a24 patagium ? 3 kontrola (PBS) (Buchanan et al.
domesticus 2003)
Passer 1K 0,025 0,625 24 patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Gonzalez et al.
domesticus samci 1999)
Passer ad 0,2 4 rizné patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Navarro et al.
domesticus 2003)
Passer 9 dni 0,04 1 24 patagium 0,01 4 senzitizacni (Westneat et al.
domesticus injekce 2004)
Passer 10 dni 0,04 1 24 patagium ? 3 kontrola (PBS) (Edly-Wright et al.
domesticus 2007)
Pavo cristatus adsamci 0,2 5 24 patagium 0,01 ? kontrola (PBS) (Moller & Petrie
2002)
Phasianus ad samci 1 10 24 patagium 0,01 3 (Ohlsson et al.
colchicus 2002)
Pica pica 15-18 0,5 5 24 patagium 0,01 3 kontrola (PBS) (Sorci etal. 1997)
dni
Pygoscelis ad 0,1 1 27,9 membrana 0,01 5 kontorola (PBS)  (Moreno et al.
antarctica mezi prsty 1998)
Riparia riparia 8 dni 0,2 5 24 patagium 0,01 3 PHA (Sigma (Brzek &
L8754) Konarzewski
posuvné méfitko  2007)
Serinus serinus 9 dni 0,5 5 24 patagium 0,01 ? kontorola (PBS)  (Hoi-Leitner et al.
2001)
Spheniscus pull. 0,2 2 24 membrana 0,001 3 (Tella et al. 2001)
magellanicus mezi prsty
Sturnus vulgaris 11 dni 1 10 24 patagium 0,001 3 PHA do obou (Granbom et al.
kiidel 2005)
Taeniopygia 11-13 0,2 10 24 patagium 0,01 ? kontorola (PBS)  (Birkhead et al.
guttata dni 1999)
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Tabulka 2.3 pokracovani

druh vek, PHA konc. Cas lokace injekce piesnost pocet poznamka zdroj
pohlavi (mg) PHA/ kontroly méfeni méfeni
PBS (h) (mm)
(mg/ml)
Taeniopygia ad samci 0,05 2,5 24 patagium 0,01 2 kontorola (PBS)  (Blount et al.
guttata 2003)
Taeniopygia ad 0,015 0,5 24 patagium 0,01 ? kontorola (PBS)  (Ewenson et al.
guttata 2001)
Taeniopygia ad 0,015 0,5 24 patagium 0,01 ? kontorola (PBS)  (Ewenson et al.
guttata 2003)
Taeniopygia adsamci 0,15 5 24 patagium 0,05 3 (McGraw & Ardia
guttata 2003)
Taeniopygia adsamci 0,15 5 24 patagium 0,01 3 (McGraw & Ardia
guttata 2004)
Taeniopygia ad 0,15 5 24 patagium 0,05 3 (McGraw & Ardia
guttata 2005)
Taeniopygia ad samci ? ? ? ? ? ? blize (Alonso-Alvarez
guttata nespecifikované  etal. 2007)
Tachycineta ad 0,2 5 24 patagium 0,05 2 kontorola (PBS)  (Lifjeld et al.
bicolor 2002)
Tachycineta 15 dni 0,06 2 24 patagium ? ? kontorola (PBS)  (Lozano &
bicolor Ydenberg 2002)
Tachycineta 10 dni 0,1 5 48 patagium ? 3 (Ardia & Rice
bicolor 2006)
Tachycineta ad 0,15 5 48 patagium ? 3 (Ardia & Rice
bicolor samice 2006)
Turdus merula ad samci 1,25 10 24 patagium 0,01 2 kontrola (PBS) (Faivre et al.
2003)
Troglodytes 12 dni 0,25 5 24 patagium ? 3 PHA (Sigma (Forsman et al.
aedon L8754) 2008)
Savci:
Crocidura ad 0,1 5 24 chodidlo 0,01 3 aplikace 10-12h  (de Bellocq et al.
russula 2007b)
Meriones ad 0,1 3,3 24 chodidlo 0,01 3 (de Bellocq et al.
crassus 2006)
Mus musculus ad 0,1 33 24 chodidlo 0,01 3 kontrola (PBS) (de Bellocq et al.
2007a)
Myotis myotis ad ? 0,02ml 10 chodidlo ? ? kontrola (PBS) (Christe et al.
samice 2 2000a)
Mpyotis myotis juv ? 0,02ml 10 chodidlo 0,01 ? (Christe et al.
il 2003)
Sus scrofa juv 0,1ml 2,5 72 podkozné ? 3 (Lopez-Olvera et
al. 2006)
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Tabulka 2.4: Aplikace PHA in vivo - stru¢ny pfehled miry odezvy na aplikaci PHA v zavislosti na riiznych faktorech.

faktor/druh reakce na PHA zdroj

Vék jedince

Ritizné druhy Mléad’ata reaguji na PHA silnéji nez dospélci (Tella et al. 2002)
Ciconia ciconia Odezva na PHA se s roky neméni (Jovani et al. 2004)
Taeniopygia guttata, Odezva na PHA se snizuje s vékem (Haussmann et al.
Tachycineta bicolor, 2005)
Oceanodroma

leucorhoa

Hmotnost/velikost

jedince

Apus melba odezva na PHA pozitivné koreluje s velikosti jedince (Bize et al. 2008)
Ficedula albicollis odezva na PHA pozitivné koreluje s velikosti jedince (Cichon et al. 2006)

Riparia riparia

Vliv pohlavi jedince
Ficedula albicollis
Hirundo rustica
Apus melba

Ciconia ciconia
Parus caeruleus
Larus ridibundus
Mus musculus

Vliv hormont
Junco hyemalis
Melospiza melodia

Taeniopygia guttata

Sialia sialis
Passer domesticus
Delichon urbica
Coturnix chinensis

Coturix coturnix
Kondice

Apus melba
Ficedula albicollis
Larus ridibundus

Parus caeruleus
Falco tinnunculus

Parazitace

ruzné druhy
Coracias garrulus
Myotis myotis

Sus scrofa
Carduelis chloris

Crocidura russula

Apus melba
Parus major
Mus musculus

Meriones crassus

odezva na PHA pozitivné koreluje s velikosti jedince

Mléad’ata z jedné sntisky nevykazuji zadny rozdil na PHA
Mléad’ata z jedné sntisky nevykazuji zadny rozdil na PHA
Mléad’ata z jedné sntisky nevykazuji zadny rozdil na PHA
Samci na PHA reagovali silngji nez samice (mlad’ata)
Samci na PHA reagovali siln¢ji nez samice (mlad’ata)
Samice na PHA reagovaly silnéji nez samci (mlad’ata)
Samice na PHA reagovaly silnéji nez samci (dospélci)

Testosteron snizuje reakci na PHA
Testosteron snizuje reakci na PHA

Testosteron snizuje reakci na PHA

Testosteron snizuje reakci na PHA (obsazeny ve Zloutku)
Kortikosteron snizuje reakci na PHA

Kortikosteron snizuje reakci na PHA

Leptin zvySuje reakci na PHA

Melatonin zvysuje reakci na PHA

Odezva PHA je zavislé na kondici jedince
Odezva mlad’at na PHA kles4 béhem hnizdni sezony

U mlad’at s pozdé¢jsim potadim lihnuti klesd odezva na PHA
Zhorseni hnizdni kondice se vice projevi u mlad’at sam¢iho pohlavi
Se zvySujici se koncentraci reaktivnich kyslikovych metabolit roste

PHA odezva

u vétsSiny PHA odezva nepoukazovala na miru parazitace

Vétsi zatizeni ektoparazity znamena silnéjsi odezvu na PHA
vice parazitovani jedinci vykazovali siln¢j$i odezvu na PHA

Mira parazitace pozitivné koreluje s odezvou na PHA

nachylnéjsi ptaci k ndkaze vykazovali siln¢jsi reakci na PHA

PHA negativné korelovalo s intenzitou tasemnic
PHA positivné korelovalo s intenzitou hlistic

Nejveétsi otok vykazuji ti, na kterych nejhife prezivaji ektoparazité,

nejvice parazitl je na stfedné otékajicich jedincich

Fekundita blech klesala s zvySujici se odezvou sykor na PHA

silngj8i odezva na PHA = Iépe odolavali parazitim

odezva na PHA nizsi u parazitovanych zvifat
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(Brzek &
Konarzewski 2007)

(Wilk et al. 2007)
(Saino et al. 2002)
(Bize et al. 2005)
(Jovani et al. 2004)
(Dubiec et al. 2006)
(Muller et al. 2003)
(de Bellocq et al.
2007a)

(Casto et al. 2001)
(Owen-Ashley et al.
2004)
(Alonso-Alvarez et
al. 2007)

(Navara et al. 2005)
(Martin et al. 2005)
(Merino et al. 1999)
(Lohmus et al.
2004)

(Moore & Siopes
2003)

(Bize et al. 2008)
(Wilk et al. 2007)
(Muller et al. 2003)
(Dubiec et al. 2006)
(Costantini &
Dell'Omo 2006)

(Tella et al. 2002)
(Vaclav et al. 2008)
(Christe et al. 2003)
(Lopez-Olvera et al.
2006)

(Saks et al. 2006)

(de Bellocq et al.
2007b)

(Bize et al. 2008)

(Tschirren et al.
2007)

(de Bellocq et al.
2007a)

(de Bellocq et al.
2006)



Tabulka 2.4 pokracovani

faktor/druh

reakce na PHA

zdroj

Myotis myotis
Passer domesticus
Passer domesticus
Gallus gallus
Indikator kvality
Tachycineta bicolor
Delichon urbica
Sturnus vulgaris
Passer domesticus
Melospiza melodia
Oenanthe leucura
Larosterna inca
Gallus gallus
Gallus gallus
Lagopus lagopus
scoticus

Carpodacus mexicanus
Alectoris rufa

Dédi¢nost
Euplectes orix
Passer domesticus
Ficedula albicollis
Ficedula albicollis
Hirundo rustica
Tachycineta bicolor
Geothlypis trichas
Luscinia svecica
Dostunost zdroji
Parus major

Myotis myotis
Taeniopygia guttata

Ficedula albicollis
Riparia riparia

Larus cachinnans
Colinus virginianus
Hirundo rustica

Pica pica
Parus caeruleus

gravidni samice hostily vice ektoparazitli a s ptibyvajicim stupném
gravidity klesala jejich odezva na PHA

slabsi odezvu na PHA tam, kde byla v¢tsi intenzita a rozmach
infekce krvinkovek (Haemoproteus)

slabsi odezvu na PHA tam, kde byla v¢tsi intenzita a rozmach
infekce krvinkovek (Haemoproteus)

odezva niz$i na PHA u parazitovanych stfevnimi Skrkavkami

(Ascaridia galli)

Silngjsi odezva na PHA u ¢asnéji hnizdicich samic
Jedinci schopni podruhé zahnizdit vykazovali siln€jsi odezvu na

PHA

Samci s intenzivnéj$im zpévem vykazovali silnéjsi odezvu na PHA

Odezva na PHA se snizovala (duben), ¢i zvySovala (listopad) se
zvetSujici se velikosti melaninové hrdelni skvrny

Inbreeding potlacuje reakci na PHA

jedinci se silngjsi reakci na PHA pravdépodobnéji prezivali
Mléad’ata ptakt s vétsimi ornamenty (s del$imi ,,kniry*) vykazoval

siln&jsi reakci na PHA

Samci s vét§im sexualnim ornamentem (hiebinkem) reagovali silnéji

na PHA

Dominantni samci s velkymi sexudlnimi ornamenty (hiebinky)
reagovali na PHA silné&ji, nez submisivni samci a¢ také s velkymi

hiebinky

intenzitou barvy hiebinku koreluje se silou odezvy na PHA

Socialné dominantni samci vykazovali silnéjsi reakci na PHA
PHA zvysil koncentraci cirkulujicich karotenoidi v krvi

EP mlad’ata reaguji na PHA slabsi odezvou nez WP mlad’ata z téze

sniisky

neprokazali rozdil mezi EP a WP mladaty z jedné sntisky v reakci na

PHA

neprokazali rozdil mezi EP a WP mladaty z jedné sntisky v reakci na

PHA

neprokazali rozdil mezi EP a WP mladaty z jedné sntisky v reakci na

PHA

neprokazali rozdil mezi EP a WP mladaty z jedné sntisky v reakci na

PHA

mira dédi¢nosti imunitnich pfedpokladti se méni populace od

populace

EP mldd’ata reaguji na PHA silnéji nez WP
EP mldd’ata reaguji na PHA silnéji nez WP

Zadny vliv mnoZstvi potravy na PHA odezvu a mnoZstvi blech

odezva na PHA pozitivné korelovala s vyzivou jedincii
PHA odezva se zvySovala s pfidavanym leptinem

odezva na PHA pozitivné korelovala s pfisunem potravy
odezva na PHA pozitivné korelovala s pfisunem potravy

Omezeni potravy snizilo reakci na PHA
Omezeni proteinil v potrave snizilo reakci na PHA
Priddvand potrava zvysila reakci na PHA

Pridavany methionin zvysil reakci na PHA
Pridavany methionin zvysil reakci na PHA
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(Christe et al. 2000)

(Gonzalez et al.
1999)

(Navarro et al.
2003)

(Johnsen & Zuk
1999)

(Ardia 2005)
(Christe et al. 2001)

(Duffy & Ball
2002)

(Gonzalez et al.
1999)

(Reid et al. 2003)
(Soler et al. 1999)
(Velando et al.
2001)

(Zuk & Johnsen
1998)

(Zuk & Johnsen
2000)

(Mougeot 2008)

(Hawley et al. 2007)
(Perez-Rodriguez et
al. 2008)

(Edler & Friedl
2008)
(Edly-Wright et al.
2007)

(Pitala et al. 2007)

(Cichon et al. 2006)
(Kleven et al. 2006)

(Ardia & Rice
2006)

(Garvin et al. 2006)
(Johnsen et al.
2000)

(Tschirren et al.
2007)

(Christe et al. 2003)
(Alonso-Alvarez et
al. 2007)

(Cichon et al. 2006)
(Brzek &
Konarzewski 2007)
(Alonso-Alvarez &
Tella 2001)
(Lochmiller et al.
1993)

(Saino et al. 1997)
(Soler et al. 2003)
(Brommer 2004)



Tabulka 2.4 pokracovani

faktor/druh reakce na PHA zdroj

Zivotni prostiedi

Zonotrichia leucophrys Z4dny rozdil v PHA odezvé mezi populacemi ani mezi réiznou (Owen-Ashley et al.
fotoperiodou 2008)

Geothlypis trichas Odezva na PHA je silngjsi pti chladnéj$im pocasi (Garvin et al. 2006)

Tachycineta bicolor Odezva na PHA se mezi lokalitami neménila (Ardia & Rice

2006)

rizné druhy Zemépisna §ifka nemd na odezvu na PHA Zadny prokazatelny vliv (Hasselquist 2007)

Ficedula albicollis Odezva mlad’at na PHA je zapfic¢inéna pfedevsim nedédicnymi vlivy  (Pitala et al. 2007)
pusobicimi na hnizdo

Ficedula albicollis Odezva na PHA je vice zavisl4 na prostfedi, ve kterém jedinec zije,  (Cichon et al. 2006)

nez na genetickych predpokladech

43



