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SEZNAM ZKRATEK

ACTH - adrenokortikotropni hormon

CBG
CRH
FMG
GC

HHS
SNS

—globulin vazajici kortikosteroidy (corticosteroithding globulin)
—kortikotropni hormon
— fekalni metabolity glukokortikoid
—glukokortikoidy
—hypotalamo-hypofyzarni systém

-sympaticky nervovy systém



1. Uvod

1.1 Prat se stresem zabyvat?

Stres ma podstatny vliv ndizné €lesné funkce. Jsou znamy jeho Skodlivénky na
imunitni  systém, reprodukci, rozpoznavani, chovamd. Stresové hormony, které jsou
uvolinovany v odpowdi na stres, hraji vyznamnou roli v Sirokém rézpotizi. AvSak stres neni
Z podstaty negativni, ve skatesti mize mit pozitivni dinky na fitness zvete tim, Ze zvySuje
dostupnost energie v kritické situaci (Goymann let1899). Dopad stresu na organismus je

tudiz nezbytné znat pro pochopeni a zlepSeni pribgpedravi a reprodukce jedince.

1.2 Glukokortikoidy

Vliv stresovych hormoin na chovani zvat neni Upld znam a wtSina behavioralnich
studii €chto hormoild se zandtila na zmény v hladinach glukokortikoid jako odpo¥di na
domrely stresor.

Glukokortikoidy (GC), mezi které pat kortizol a kortikosteron, zastavaji mnoho
dulezitych funkci v metabolismu, a to jakipbazalni, tak i streso¢ indukované hladif
hlavre vzristem dostupné energiées zvysSenou glukoneogenezi, snizenym vyuzitim giyko
snizenou citlivosti &i inzulinu a metabolismu bilkovin a tak Usnadiuji doruieni energie
pracujicim svalm zvySenim rychlosti dechu a sédé cinnosti, zvySuji krevni tlak, posunuiji
energetické zdroje péyz perifernich tkani, které neriieba zasobovat pro kratkodob#ehiti.
GC maji p@etné neurobiologické a imunologicke€irky - silné potlauji imunitu, projevy
chovéni, vyznamhse podileji na inhibici traveni, z&h a reprodukce dhem stresové odpodi
(Sapolsky et al. 2000).

Jestli hlavnim produkovanym glukokortikoidem budetizol nebo kortikosteron zalezi na
konkrétnim druhu zwéte (von Holst 1998). U ¢kterych malych savc je hlavnim GC
kortikosteron (hrabosi), uigdre velkych a velkych savickortizol (primati). Nekteré druhy
produkuji ve vyznamné i@ oba tyto hormony (veverky). Pénmezi €mito hormony se iiive
meénit v pribéhu Zivota nebo po stimulaci pomoci adrenokortikotido hormonu (ACTH).

Tyto dva hormony mohou mit ¥lé rozdilné funkce. Kortikosteron nidglad dominuje



v mozku, zatimco hlavnim glukokortikoidem v penifercirkulaci je kortizol (de Kloet et al.
2002). Mnozstvi uvoltnych GC nasledhodrazi zavaznost stresoru.
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Obr.1 Glukokortikoidy (pevzato Palme et al. 2005)
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1.3 Glukokortikoidové receptory

Glukokortikoidové receptory se nachazeji v adenofyge steji jako v mnoha dalSich
mistech mozku — hypotalamu, hipokampu a amygdaéani GC vdchto mistech slouzi ke
snizeni hladiny kortikotropniho hormonu (CRH) aesdbikortikotropniho hormonu (ACTH),
coz ma za nasledek snizenou sekreci GC. ACTH né¢nap vazbu na hypotalamus, kde
dochézi k regulaci produkce CRH.

Zname dva typy GC receptortypem | jsou mineralokortikoidni receptory, ktgsdu
normalre sdileny pi bazalni hladia GC a typem Il glukokortikoidni receptory, kteréjimairné
nizsi afinitu nez typ | a jsou primarrokupovany, kdyz je hladina GC vysSi &vddu stresu
(Sapolsky et al. 2000). Receptory typu Il hrajii minegativni zptné vazis GC v mozku.
Negativni zptnd vazba hypotalamo-hypofyzarniho systému (HHE3s preceptory typu |l
poméahé tento systém regulovat (Jessop 1999).

GC dosahuji cilovych tkani prdéstnictvim krve. Jako ostatni steroidy jsou vazany
v krevnim feCisti pomoci vazajicich neborgnaséovych proteii. Jedna se o globulin, ktery
vaze kortikosteroidy (CBG), a tim je chréarte@ degradaci. Pouze 5-10 % GC je nevazanych a
jenom tato voln&ast GC je biologicky aktivni (Rosner 1990). CBGugibk tomu, aby vazal
nadbytek GC, a tudiz chranil tkapied jejich vysokou hladinou. CBG tedy funguje jak&yjsi
rezervoar GC, které mohou byt rychle uvwin v odpo¥di na stres (Rosner 1990). Volné GC
jsou kEzné rychle vyloweny. Chronicky stres ma za nasledek vysokou kormenGC, ktera
zpasobi zn&nou redukci CBG a vast volnych GC (Boonstra 2005).

O tomto globulinu mluvime v souvislosti &its ,tlumici“ hypotézou (Romero 2002), nebo
s alternativni ,penasSéovou” hypotézou. Podle druhé hypotézy CBG sloukd jaransportni
molekula, ktera usnadje penos GC k cilovym tkanim, a tak potencélmprostedkovava
jejich pasobeni (Breuner & Orchinik 2002). Zjiti, ktera zdchto hypotéz je spravnd, neni ale

klicové pro sledovani zoofyziologickych il



1.4 Stresova odposd’

Stresova odpef¥ je kaskada udalosti, zpréstkovana propojenou - siti
neuroanatomickych struktur a perifernich ornigakteré vyvolaji fyziologické zgny a znény
chovani nezbytné pro znovuustanoveni rovnovahygarasmu. Kaskada udalosti je sgust,
kdyz je stresovy podi piijat mozkem zuiete. Jestli se tity podnst stane stresorem, zalezi na
individualnim vnimani kazdého jedince. To, co vyetresovou odp&d’ u jednoho druhu, ji
nemusi zpsobit u jiného a zalezi také na faktorech, jaka jsagF. reprodukni podminky,
pohlavi, std apod. (Reeder & Kramer 2005). Behavioralni odybwa stres riwe zahrnovat
vyhybani se ufitému chovani, poz#ménou schopnost poznavani, zvysSenou vSimavost,
posunuty smyslovy prah, zbystou panst’, potlateni potravniho a reprodékiho chovani.
Tyto behavioralni odpadi slouzi k gesngrovani chovani, které e pokr&ovat pozdji
(Zrani a rozmnozovani), k tomu, které je nezbytr@vypaadani se s okamzitym stresorem
(von Holst 1998). Behavioralni odp&i doprovazi spontanni stimula¢ady fyziologickych
proces. Dw¢ nejdilezit¢jSi fyziologické odpowdi na stresovy podih jsou stimulace
sympatického nervového systému (SNS) a hypotalaypoffizarniho systemu (HHS). Oba
systémy jsou aktivovany v centralnim nervovém systéa maji za nasledek pozminé
fyziologické procesy nejen v centralnim, ale i vifgenim systému. # jejich aktivaci dochazi k
mobilizaci energie a boji se zdrojem stresu (Reé&d€ramer 2005).

Stresovy podét zpasobi aktivaci paraventrikularnich jader hypotalamugz vede
k uvolreni CRH. Ten poté putuje skrz hypofyzarni vratnicagstém (uzaseny cirkulani
systém, ktery spojuje hypotalamusiegnim lalokem hypofyzy). Z adenohypofyzy se uvolni
ACTH, ktery psobi na kru nadledvin, kde d&em par minut dojde k sekreci
glukokortikoidnich steroidnich hormémo krve (Sapolsky et al. 2000).

Ackoliv kazda slozka stresové odgov spolupracuje s dalSimi slozkamijisobeni
rozlicnych hormoi je ¢aso¥ velmi variabilni. Uvolgni CRH, noradrenalinu a adrenalinu
nastava tért okamzi€, zatimco hladina ACTH a GC vzroste pa&kolika minutach
a zistdva zvySena po delSi dobu. Totdasovani zfisobi, Zze zwe mize Fesn€rovat své
chovani a energii na vyrovnani se s akutnim steesqlthem sekund) a jeho nasledkygliiem
minut), steji jako s podity, které se stavaji stresovymi pouze po del8asovém obdobi
(Boonstra 2005).
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Obr. 3Schéma uvokni glukokortikoidh pii stresové odpaidi (pievzato Boonstra 2005)

Seyle popsal stresovou odgdvtak, Ze se sklada z#i tasti, které jsou v sgasnosti
znamé jako hlavni adagta syndrom. Prvnéast tvdi ,alarmni faze* (aktivace SNS), druhou
Jrezistertni faze" (aktivace HHS) ardti zahrnuje ,fazi v§erpani“, Bhem které z&na mit
zvySena hladina GC Skodliveigky (Seyle 1956 ex Reeder & Kramer 2005). Stresusa je
tedy klicova pro UspSnou adaptaci zéitdavoda. Zaprvé dovoluje zvéti pomoci kratkodobych
adaptaci pezit pisobeni akutniho stresu (Sapolsky 2002), coz zawrkiagickou reakci ,utéct
nebo bojovat* na nejrozmagi stresové podity (vliv fyzickych a psychickych stresir
negiznivé p@&asi atd.). Zadruhé je zapojena ddroych aktivit spojenych s diurnalnim cyklem,
jako je nap. zvySena lokomoce, explard chovani, vyhledavani potravy apod. (Reeder &
Kramer 2005). Zaeti, tato osa je kibva v rekterych dlouhotrvajicich evotmich adaptacich na
konkrétni tlaky prosedi (Boonstra 2005).

Stres je nezbytnou séasti Zivota organistn pricemzZ je vystaven permanentnim&ram,
pokud se podminky prasdi neni. Stav homeostazy a stresova odibtaké nejsou fixni, ale
modifikované mnoha faktory, nag zkuSenosti (Reeder & Kramer 2005).



Stres ma pozitivni vliv, kdyZ je akutni (trv&kolik minut az hodiny); pokud trva delSi
dobu (dny aZz wmsice), jedna se o stres chronicky, kteryiadu negativnich dinku - inhibuje
rast, ovliviiuje dlouhodoByjSi preziti a fithess jedince sniZzenou plodnosti a zimadedolnosti
vaci riznym nemocem atd. Dlouhodobé vystaveni vysoké ma@C ma za nasledek smrt
nervovych buik, hyperglykémii, rezistencitgi inzulinu, svalovou a kostni atrofii, hypertenzi

nebo dokonce kolaps imunitniho systému az smrt.

2. LiSi se hladiny glukokortikoid & mezidruhov é?

Podil a sloZzeni GC a jejich metabblge vyznamé liSi mezi druhy (Mostl et al. 1999;
Bahr et al. 2000). Zatimco kortikosteron je hlavita@ u ptak a malych sawvic (hrabosi, mysi,
potkani, kralici), kortizol se vyskytuje u ryb a&t$ich savé (primati, psi, kaky, kons, prasata).
Ktémto rozdiim prispiva celafada faktoi, mezi nejvyznam¥si pati cirkadialni a

cirkannualni rytmy, potrava a cesta exkrece, scbsipsocialniho parovani atd.

2.1 Cirkadialni a cirkannualni rytmy

Cirkadialni a cirkannualni rytmy se vyznagnpodileji na modulaci hladiny GC v krvi a
metabolifi vylou¢enych do trusu. Rytmy u organisrjsou nezbytné pro regulovani energetické
vyvazenosti ve vztahu k praetli.

ZvySend hladina GC byla zj&ta @i vrcholeni cirkadialniho rytmu (Coe & Levine
1995), coz je doba prépred probuzenim ze spanku. Vrchol sekrece hotrmaistava ke konci
noci u primak a dalSich dennich zwit, zatimco u primagnnacnich zvfat jako je ¥tSina
hlodava@s se vrchol objevuje ke konci dne (Touma & Palme 20®vySena hladina GC
poskytuje dostatek energie pethné pro chovani, které nastava po probuzeni, jakaoaf.
zvySena pohyblivost, explamai chovani a vyhledavani potravy (Romero 2002, vwist
1998). U santiek kosman byl zaznamenan vyrazny vt hladiny fekalnich metabaiit
glukokortikoidi (FMG) odpoledne, narozdil od vzdrkbiranych rdno (Sousa & Ziegler 1998).
Tyto denni vykyvy mohou byt uiznych druli vyrazré odliSné. Pokud jsou GGEi jejich
metabolity sledovany v trusu, pak u malych sawtei se ¢asto vypraztluji, neni velkym

problémem zjistit zrny sekrece GC dnem dne. U zvat, ktera paebuji dlouhou dobu



k prachodu potravy sevem nebo se vypraidiji nepravidel (nag. vétSina masozravg, mize
byt nemozné tyto cirkadialni zmy zjistit (Touma & Palme 2005).

Hladina GC u savcje také modulovana sezanh(Kenagy & Place 2000, Romero 2002).
Vliv sezény na stresovou odpfal je vysoce druhay specificky. Dva odliSné druhy Zijici ve
stejném progedi mohou mit zrmé odliSnou odpo¥d na stresovy podi. Nagiklad sysel
Parryiv (Spermophilus parryji v zimé hibernuje, ale vykazuje dalekcétsi odpoed na
stimulaci ACTH neZcikari cerveny {[Tamiasciurus hudsonicysktery geziva zimu hajenim
individualniho teritoria a zdréj(Boonstra & McColl 2000).

Zmeny v hladirt GC v disledku sezény jsou zaznamenavany haundruhi Zijicich
v polarnich oblastech, kde je omezené mnozstvijzdrozneny sezény extréemni. Sezonni
zmeny sekrece GC se vyvinuly praygbdobré proto, aby umoznily zvatim vyrovnavat
energetické paeby napiklad znetnou metabolické rychlosti. Rychlost metabolismiseedns
meéni u jelena lesniho (Servus elaphus), kde doSleakrgmu vzéistu FMG v prosinci a lednu
(Huber et al. 2003), zatimco uekka dlouhoocaséhoPEromyscus maniculatug) nornika
rudohbetého Clethrionomys gapperyykazovaly sezonni vykyvy FMG maximum ni&jomu
srpna a z a v druhé polovia z&i (Harper & Austad 2001). Peacock et al. (2004)eavs
nezaznamenali Zadny rozdil v integzitnetabolismu u nornika rudéhcCléthrionomys
glareolug. Toto ale niZe byt spiSe vyjimka, nebwe WtSing studii byla zaznamenana zvySena
hladina GC Bhem nepiznivych podminek v zighnebo Bhem obdobi sucha (Harper & Austad
2001).

Vztah mezi konkrétni sezénou a hladinou GC je dvaiha pohlavi specificky
a pravépodobré zavisi na relativnich energetickych fedtach kazdého druhu v dané se&zon
Napriklad rekteri savci si ve zdrojoyomezeném a extrémnim pr@sti udrzuji energii pomoci
hibernace. ¥tSina spéiu se na hibernacifipravuje ukladanim tuku a zvySeni vahy je také
spojeno se zvySenou hladinou GC u mnoha drséwvé (Kenagy & Place 2000). Naopak
nizkou hladinu GC v dabpredchazejici hibernaci zil Kenagy a Place (2000) gipmanka
zapadnihoTamias amoenlis

Ani bazalni hladina GC, ani odgdvna stresor néatava konstantnidhem r@&niho cyklu
a zneny téchto dvou hladin nejsou nezbythlizce korelovatelné (bazalni koncentradeenbyt

nekdy vySSi a odpasd’ na stres rize byt ztlumena — Romero 2002).



2.2 Potrava a exkrece

Ziskat utity typ potravy (nebo mit nedostatek jiné potrazgjména v dsledku sezony)
muze byt pro zwie stresujicim faktorem. Samotna potrava, kterotezkonzumuje, pak tize
mit vliv na stanoveni hladiny FMG. Nappotrava bohat4d na vlakninu uie ovlivnit
metabolismus GC ve ist¢ (Wasser et al. 1993). Zivina potrava masozravcmize
obsahovat fmo GC (Millspaugh & Washburn 2004).

Kazdy druh ma také specifickou cestu odbouravaniv@étrech a odliSné mnozstvi a
druhy bakterii v zaZivacim traktu, které mohou relaovat GC. MnoZstvi FMG vylaienych
prostednictvim trusu se mezidruhbvyzname liSi - nag. pouhych 7% u prasat (Palme et al.
1996) az 86% u keek (Schatz & Palme 2001).

2.3 Socialni parovani

Navzdory vaznym poSkozenim, kter&igpbuje dlouhodabzvySena hladina GC gkolik
druhi ma konstanth zvySenou bazalni hladinu kortikostemidez toho, aniz by u nich
dochéazelo k &akym patologickym znam. Zda se, Ze socialni parovanicgsté zejmeéna
u druhi necitlivych va¢i GC, které jsou schopny produkovat mifadre vysoké hladiny GC.
NejznangjSimi zvirecimi modely ,kortikorezistence® jsou primati Novebwta anebo hlodavci
— nag. hrabo$ prérijni Nlicrotus ochrogastgr ktery m& az 10x vySSi bazdélni hladinu
kortikosteronu nez potkan (Taymans et al. 199A&tliJdruhové rozdily v sociélnich systémech

opravdu souviseji s pramami v aktivie HHS, neni stale jasné.

3. LiSi se hladiny glukokortikoid @ vnitrodruhov &?

Hladiny GC se také liSi v ramci konkrétniho druhmawislosti na ¥ku a pohlavi zvkte,
jeho socialnim postaveni, reprodnkm statutu, habituaci Z\dte na stres a mnoha dalSich
faktorech. Vnitrodruhové zémy v bazalni hladih GC tedy musime vzit v Gvahu, kdyz

pouzivame hladinu GC ke zhodnoceni stresu.



3.1 ek

Ke zménam hladiny GC dochazi jiZbem prenatalniho vyvoje jedince, ktery je citlivgy n
permanentni modifikace strefpkteré ovlivauji matku (Matthews 2002). Odp&ll GC na stres
bude naprogramovana odl&mokud matka nebude pod neustalym tlakem prdstPostnatalni
obdobi u potkain zahrnuje snizenou vnimavosicv stresu ve sta tii az ¢trnacti dri. Toto
obdobi je charakterizovano jakaisdledek necitlivosti nadledvini¢i ACTH. Mirny stresovy
podrét je pak nedostataey, aby pekonal ,hyporesponsivni“ obdobi. Intenzéi stres po
separaci od matky vSak produkuje vyznamné zvySkiiity HHS a dlouhotrvajici ziny v
expresi CRH v dosjosti (Bakshi & Kalin 2000). HraboSi prérijnifggmé tuto postnatalni
hyporesponsivni periodu postradaji & @ohlavi mohou byt &¥n¢ vystavena zvysené hladin
kortikosteronu (Shapiro & Insel 1990). Tito hrabgSou Zejm¢ vaci vysoké hladig
kortikosteronu rezistentni.

Jinak miZe vypadat stresova odpal/u mlalat a dosgici. Nagiklad nadledviny juvenii
hraboSe pensylvanskéh{Microtus pennsylvanicusjsou még vnimavé na ACTH nez
u dosglct (Seabloom et al. 1978). Naopak u mladych tsviZzlutok¥ichych je hladina
kortikosteroidi vyrazré vySSi nez u dosjca (Armitage 1991), zatimco €&ipmanka zapadniho
(Tamias amoensusebyl Zadny rozdil zaznamenan (Kenagy & Place 2000

Deregulace HHS nastavavé&kem, ale jeji podstata se pdd |iSi mezi druhy
i vnitrodruhow. S gibyvajicim wkem dochazi ke zhorSeni systému negativiitngp vazby,
kterd reguluje odpad GC na stres. Uienych druli sav@ od laboratornich potk#@naz po
primaty je ¢as zotaveni po stresovéem pétn (navrat k bazalni hladinGC) vyrazg vyssi

u starSich zwat nez u mladsSich (Sapolsky 1983b).

3.2 Pohlavi

Je znamo, Ze pohlavi hraje ddivou roli v metabolismu a exkreci sterdidTo je
pravdépodobré divod, pr@& nektera neéieni FMG ginesla dobré vysledky u jednoho pohlavi,
ale ne u druhého (Touma & Palme 2005). Za poldaspecifické rozdily mohou byt
zodpowdné Gzné faktory. Podle Breunera a Orchinika (2002) reajhéky vySsi hladinu GC
v plazneé nez samci, coz fize byt zgisobeno vysSi kapacitou globulinu vazajiciho steroid

ktery vykazuje jistou afinitu ke GC. Cirkulujici GfSou tedy ve zrnamém mnozstvi svazany
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globulinem, a tudiz celkova koncentrace G@zmbyt vySSi. Koncentrace GC se také vyznamn
liSi v prabéhu samiiho estralniho cyklu v isledku n&nici se koncentrace estrogenu a
progesteronu, jez oviiwiji expresi a zabirané¢hto globuliri v plazne.

Harper a Austad (2004) vSak ve svém pokusu ndgzjstdny vliv pohlavi na hladinu
FMG u kecka dlouhoocasého ani u nornika rutlEtého, coz je vifmém rozporu s mnoha
jinymi studiemi, které zaznamenaly pohlavni rozdilialadire kortikosteronu v plazg praw
kiecka dlouhoocasych nebo hraboSe prérijniho (Taymaak @097).

To, Ze samice maji vysSi hladinu GC je obecnym dieem ktery se vyskytuje
u VétSiny druhi savd. Je to zpsobeno zejména vlivem satith pohlavnich steroidna syntézu
a uvolreni GC z Kiry nadledvin. Sandky tudiZz maji robusijSi stresovou odp@d’ — nag.
samiky sysla Parryova odpovidaji na stresor dvanaatiodgm vziistem hladiny kortizolu
v plazme, zatimco u samicse kortizol zvysil pouzétyrikrat (Boonstra et al. 2001).ikzita
vyjimka z tohoto pravidla je u kaid pokreznich Pteropus hypomelanyskde samci maiji
vyrazre vysSi bazalni hladinu GC nez s@kyi (Reeder et al. 2004b), neni ale znamaogpro
Zaznamenané pohlavni rozdily v sekreci GC vSak mdbyd disledkem toho, Ze studované
populace jsou drZzeny v zajeti p@&kolik generaci, coz vyznamnovliviiuje rist, rychlost
dospivani a cirkulujici hladiny mnoha horniofMiller et al. 2002). Vysledky ziskané od
chovnych a vol# Zijicich zviat nentizeme tedy snadno srovnavat.

Také hladina metabailitvylou¢enych me@i nebo v trusu se e vyznama liSit mezi
pohlavimi. Touma et al. (2003) poprvé zaznament situaci u laboratornich mysi - samci
vylucovali okolo 73% radioaktivh zna&enych metabolit kortikosteronu trusem, zatimco
samtky vyluc¢ovaly touto cestou pouze 53%. Sa&kyi tudiZ vylwovaly mai vice metabolit
kortikosteronu nez samci.i®ody této odlisnosti jsou v3ak nejaski@asovy piibsh vylouseni
radioaktivnich metabolitv madi a trusu byl podobny u obou pohlavi. Podobné \dislebyly
zaznamenany pro kKky (Schatz & Palme 2001). Naopak u jalerozdily mezi pohlavimi

zaznamenany nebyly (Huber et al. 2003).
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3.3 Sociélni postaveni

Socialni interakce jsou vyznamnotiginou stresu u zvat. RozmnoZovaci ugph samé
se ¢asto odviji od jejich socialniho postaveni ve skéi@ koncentrace GC odrazi postaveni
samce V hierarchii. Ugkterych druli mtze byt udrZzeni vysokého socialniho postavetsim
stresem nez dominance samotna (Sapolsky 1992). Kdgiota populace roste, fata se
stavaji aktivijSimi v sociélnich interakcich. Vysoka hustota ehtgst disperze vede k socialni
nestabilit a je pravépodobré hlavni @icinou zvySené koncentrace GC u sa&Sapolsky
1983a). U monogamniho hraboSe prérijniho zvySeadirm kortikosteronu stimuluje parovani
u sam@, zatimco sandky maji na zvySeni kortikosteronu @p@u odpo¥d (DeVries et al.
1996).

Studie prova&ghé na zuiatech v zajeti ukazaly, Zze prohravani v bojictizenzvySovat
sekreci GC. Chronicky stres tak age potl&ovat reprodukci padzenych jeding
v kooperativi se rozmnoZzujici skupin(Johnson et al. 1992). V rozporu s touto hypot§zou
nedavné studie kooperativnich skupinfirgk, které ukazaly, Ze dominantni jedinci maji vice
zvySenou hladinu GC nez padzeni jedinci (Creel 2001). Zji&ti, Ze zvySeni hladiny GCiike

byt disledkem potizenosti nebo cenou za dominanci komplikuje pohkegocialni stres.

3.4 Reprodukeni status

Reprodukni status zvkte mize také ovlivnit hladinu hormanvylou¢enych do trusu.
U vysoce socialniho kalénmalajského Rteropus vampyrys ale ne u relativh solitérniho
kalorg Millerova (Pteropus pumilus bylo zaznamenano, Zze samci sidlici v rozmnoialjise
skupinach nili vyrazre vysSi hladiny GC &hem obdobi vysoké reprodirk aktivity nez samci,
ktefi Zili pouze v sarich skupinach (Reeder et al. 2004b). U sysla Paarymize byt hladina
kortizolu dokonce vysSi u sainoez samic ghem rozmnozovaci sezony (Boonstra et al. 2001).

Z energetického hlediska jerdzost a laktace nejvice metabolicky r@non obdobim
v Zzivott saméky. Neni tedy pekvapujici, Ze se tato 2at odrazi dramatickym posunem
v regulaci GC. Kuli t¢émto komplikacim jsou studie mnohetastji zameieny na samce
a samice jsou opomijeny. U s@vend mnoho samiek vysokou hladinu GC uprdset
a bthem pozdni kezosti. Tato hladina poklesne az po porodu ithametopyra hédavého —

Myotis lucifugu}, i kdyz Zistava stale zvySena v porovnani se samci #enahi samikami
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(Reeder et al. 2004a). Hladina GC v plazj@ mnohem vy3Si uibzich a kojicich sarek
Cipmanki zapadnich nez uédh, které pra¥ vylezly z nory po hibernaci neboéhem
prehibernaniho obdobi (Kenagy & Place 2000). Hladina GC vi&agtoupa blizko terminu
porodu u ¥tSiny druhi samic savit, protoZze spousti kaskadu udalosti, které vyvglajod
(Mostl & Palme 2002).

Navzdory tomu, Ze bazalni hladina GC je zvySeshetn pozdni gravidity, stresem
indukovana hladina GC¢hem l¥ezosti a laktace zuia¢ klesa (Lightman et al. 2001). Nap
(Seabloom et al. 1978). Navic nizSi citlivost ndgla na ACTH ntize mit podle Boonstra et al.
(2001) za nasledek zménou kapacitu vazanych kortikosterditdiag. u sysla kavkazského
(Spermophilus musicysgoz mize odrazet péeébu minimalizovat velké fluktuace GC u plodu
béhem krezosti a v novorozeneckém obdokhém laktace (GC mohou vstupovat dtatpres

mateéské mléko — Lightman et al. 2001).

3.5 Habituace

Jak si jednou zv& navykne na stres, e dojit ke zmenSeni n@tu hladiny GC
v odpovdi na stres. Nap jedinci malpy hadé (Cebus apella)zvykli na pravidelny odchyt
a odebirani vzork nereli zvySenou hladinu kortizolu, ovSem faia, ktera nikdy kive tuto
proceduru nepodstoupila, v&t kortizolu v plazmd vykazovala. U d&chto zvfat dosSlo
k poklesu hladiny kortizolu v plazfppo sedmi tydnech (Dettmer et al. 1996).

Prostedi, ve kterém zvata ziji, také znamé¢ modifikuje hladiny GC. Naiklad sysel
Parryiv je vice chronicky stresovan v borealnim lesewneblasti alpinskych luk, cozZ e byt
zpasobeno podle Hika et al. (2001) rozdilnym pkedan tlakem v &chto dvou prosedich.
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4. Vyvola zm éna chovnych podminek m éfitelny stres?

s

Monitorovat fyziologické a behavioralni parametmying Zijicich zviat je ¢casto obtizné
nebo dokonce nemozné My logistickym probléniim a potencialnim komplikacim spojenym
s chytanim a omezovanim divokych diuhK mnoha experimefim, Wetrg monitorovani
hladiny GC, se tedyasto pouZivaji zvata odchycena ve volngipdk a umistni do chot.
Jedna se n&jstji o drobné savce, jakymi jsou rididad hlodavci (mysi, hraboSi aj.). Jednim z
modelovych organisinse stava hrabos poliiicrotus arvalig, ktery je v naSich podminkéach
hojny, pongrné snadno odchytitelny a did snasi Zivot v zajeti. Také se rychle mnozi, tag&ze

mozné testovat vice generaci.
4.1 Ukznéni v pasti

Proces chyceni a nasledné omezetizenvyznama meénit sekr€ni vzoryfady hormoi
(Kenagy and Place 200®asto khem reékolika minut. Jedinci, kié zastali v pasti déle nez 4
hod., ngli vyrazre vysSi hladiny FMG v dkledku ulovenim vyvolané aktivity nadledvin nez ti,
ktefi v pasti stravili mé& nez 4 hod. a FMG odrazely bazalni hladinu GC |fda& Austad
2004).

Fletcher a Boonstra (2006) zkoumali u hraboSe peasgkéeho vliv chyceni do pasti na
stresovou odpad’. Tato udalost se pro hraboSe ukazala jako ¢jasimesujici a doslo
k okamzité aktivaci HHS. Zydta, ktera byla odchycena opako¥arypadala mnohem Klidj,
tiSe sedla v pasti aekala na manipulaci a vyp&gi misto toho, aby 2sile pobihala. | jejich
stresova odpad’ byla nizSi (Boonstra 2005).

Faktorem, ktery by mohl zvySovat rozdily v sekr&C mezi druhy, mize byt odliSna
délkacasu, které zwe v pasti stravi. Harper a Austad (2001) naSli tpodi vztah mezi délkou
¢asu stravenou v zajeti a hladinou FMG ie¢ka dlouhoocasého, avSak nikoli u nornika
rudohtbetého. OdlisSné vysledky mohou byt agpbeny nedostateou citlivosti analyzy
nékterych metabolit kortikosteronu (Touma et al. 2003) nebo tim, Zerkyg nebyly odebirany
ve stejnyc¢as khem dne, a tudiz denni kolisani GC mohlo vyslediiivioit. Fletcher
& Boonstra (2006) nenasli Zzadnou &most mezi dobou stravenou v pasti a hladinou
testosteronu a glukdzy; ta ale vykazovala zvySdnadinu stale. gkoliv jsou hrabosi znme
stresovani chycenim do pasti, prodlouzena dolganémi nema za nasledek postdmostouci
hladinu GC.
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4.2 Chov v zajeti

K definovanému stanoveni hladin GC resp. FMG nelppekréjSimu zhodnocenidinka
potencialnich stresdrmusi byt zviata drzena v laboratornich podminkach (Washbural.et
2003). Divoka zwviata drzena v zajeti vSak vykazuji hladiny FMG, &tésou vySSi nebo
dokonce niz8i nez u vain zZijicich jedind. Se vziistajici dobou stravenou zajeti
u odchycenych divokych ztdt bazalni hladina kortikosteronu klesaaslédku aklimatizace
(Wingfield et al. 1982). Jednotlivé druhy mohou ohyceni odpovidat odli§na doba
aklimatizace mze také byt velmi rozmanita. Pokud vSakiatd v zajeti netla dostateny ¢as
na aklimatizaci, odpad’ na Gzné stimuly nize byt pozminéna jejich nefirozenou hladinou
GC.

Laboratorni studie ukazaly, Ze nfidta matky, ktera byla vystavena vysoké hladitiesu
v dok® brezosti (nap z divodu odchytu matky) nebo ktera obdrZzela malo poghoironatéské
p&e, jsou negeneticky naprogramovana, aldfammefunkini stresovou osu, ktera owulivje

jejich preziti a reprodukci (Matthews 2002).

4.3 Nové prostedi

Je znamo, Ze u hlodavcvyvola pgemiseni do nového prostdi zvySenu stresovou
odpowd. Podle Harpera a Austada (2000) vykazovala odetéycevoka zviata gemistna do
klece vyrazné zvySeni FMG po 8 hod. odaku experimentu. Kdyzikcka dlouhoocasého a
nornika rudofbetého vystavovali nejen novému presli, ale i snizené teptof4° C po dobu
2 hod.), vrcholu hladiny GC bylo dosazeno jiz pbodl. od poatku stresu a k navratu k bazalni
hodnot dosSlo po 22 hod. od ukoéeni vystaveni chladu. Uvedeni atitbaké zjistili, ze
domestikované a odchycené divoké mysi domaci negjdlpnou odpoxd” na manipulaci, ale Ze
domestikované mySi zaZivaji v laboratornich podradhk gekvapiv veétSi stres nez ty
odchycené, coz je v rozporu s mnoha studiemi. Mdteal. (1999) totiz @&ekavatel ukazal, ze
divoka zvfata jsou vice nachylna na stres laboratorniho i@aishez domestikovani jedinci.
Vysledky mohou nazri@avat, Zze mezi druhy a jedinci (personalita) jsoanaatické rozdily ve
vnimani stresu, které mohou efekt domestikaekgnavat.

Celkova rovnovaha mezi exploraci a vyhybani se mavprostedi se mize nenit béchem

vyvoje jedince — liSi se u mi&@at a dosplcu. Vystaveni novému prastdi vyrazg zvysuje
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hladinu kortikosteronuiedevsim u juvenilnich mysi nilsky¢Arvicanthis niloticus)u kterych
dochézi k navratu k bazalni hladi@z po ®kolika hodinach, zatimco u dadpch jedind

k navratu dochazidmem hodiny (Novak et al. 2007). Miata jsou méh zkuSena a tudiz vice
zranitelna nez starSi jedinci, nicrdénové prodiedi vice prozkoumavaji, aby @&m mohla
ziskat patebné informace. ZvySena hladina GC jim pkpatobrg pomaha fipravit se na
ohroZeni, se kterym se mohou v nezndmém jmdissetkat (Novak et al. 2007). Macri et al
(2002) u laboratornich mysSi a potkaagijistil, Ze hladina kortikosteronu vasledku nového
prostedi vyraziji vzrostla u dospivajicich ztdt nez u mldat nebo dosflych jedindi.

Co se tykd umishi jedindi v chovu po skupinach, takigmis&ni paru jedingd nebo
dokonce pouze jediného potkana z klece g2enprojevit jako vyznamny stresor pro zbyvajici
obyvatele (Kask et al. 2001). Samci rudr ktéi byli chovani ve ¥kové i pohlavré smiSené
kolonii vykazovali nedekavany pokles v hladéinkortizolu ve ¥ku ¢tyi mésiar po gremiseni
do nového prosedi (Hennessy et al. 2006). Tento efekt se obfmil ohledu na to, jestli samci
byli testovani v izolaci nebo se safnispol&nici. Zvirata mladSi a starSi netyii mésice
vykazovala mnohem vysSSi odpml kortizolu, zejména kdyz byla izolovana. Ukazalg e
odlend a samostainzijici zvirata po wité dok® aklimatizace nejsou vice stresovana nez
skupina jeding v jedné kleci (Hunt & Hambly 2006).

Pri zvétSeni chovného prostoru skupina Sesti Samykazovala vyrazé mere stresu nez
v pavodnim progtedi (Hunt & Hambly 2006), coz je v kontrastu s dénkou, Ze zwtSeni
chovného progedi mize u samit vyvolat &tSi stres v tisledku zvySené agrese mezi samci
(Hurst et al. 1993).

4.4 Socialni separace

Odpowd HHS na stres je u saiin¢ samic ovlivigna @itomnosti nebo absenci partnera.
Dukazy o aktivaci HHS v odp@di na socialni separaci byly ziskany u mnoha drvsak
zvySena hladina kortikosteronu usfiedku izolace nebyla vzdy prokadzana (Brain & Banto
1979). Separace partifievykazujicich znaky entmi nédklonnosti vede k okamzité a stalé
odpowdi HHS, zatimco separace partingcte’i byli pridruzeni, ale nedavaji najevo naklonnost,
ma mensi nebo zadny vliv na aktivitu HHS (Hennd<€g77).

Carter et al. (1995) zkoumali hladinu kortikosterau samic hraboSe prérijniho, kterym
byly odebrany vajniky, a u nezkuSenych samdteri byli s uvedenymi sarkami sparovani

po dobu dvou tydih a potom: a) separovani na 24 hod., b) separovanigbu 24 hod. a
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nasledd se znovu setkali se znamym partnerem po dobu 30 0)i separovani a potom
umiseéni dohromady s nezndmym pohl&mezkuSenym samcem. S&Rky mely vyssi bazalni
hladinu kortikosteronu a vykazovaly drandgfjSi odpowd’ na socialni podity nez samci, ale
odpowd natizenou socialni separaci a znovusetkani byla paglabobou pohlavi. V pokusu b)
separace od partnera vyvolala malé zvySeni kottkosu a optovné setkani s partnerem bylo
spojeno s vyraznym poklesem hladiny kortikoster@iu pod bazélni hladinu. V pokusu c)
samiky, které byly umistny dohromady s neznamym samcemglymzvySenou hladinu
kortikosteronu, zejména ve srovnani s hladinou ikosteronu po znovusetkani se znamym
partnerem. AvSak pohlagmezkuSeni samci a samice, jeZ gkrkusSenost souziti s dodgm,
nepgibuznym jedincem, odpovidali na jejich prvni setkBmezndmym jedincem ofr&ho
pohlavi rapidnim poklesem kortikosteronu. Naopakbbsgi, kt& navazali parova pouta,
shledali vystaveni neznamému jedinci jako stresug@lost, zatimco znovusetkani se znamym
partnerem pro &bylo podrgtem redukujicim stres. Miia@ata hraboSe prérijniho vykazala gjBi
fyziologickou odpo¥d’ na separaci od matky neZ wiita blizce fibuzného hraboSe horského
(Shapiro & Insel 1990).

Samtky potkari c¢asgji vykazovaly zvySeny kortikosteron v souvislostizelaci nez
samci (Brain & Benton 1979), ale v pokusu, kterpaitddali Razzoli a Valsecchi (2006) byl
vliv separé&niho stresu po naruseni parového pouta zjistitplmyze u samg ale nikoliv u
samic tarbika mongolskél{8tylodipus andrewsi)Separace od znamého jedince je slozity jev:
izolovana zviata mohowelit vétSim energetickym pozadauk na udrZzeniétni teploty, ale
jsou vmeg komplikovaném progedi nez kontrola, se snizenou hmatovou, sluchovou,

chuwovou agichovou stimulaci, ktera je u hlodavoejdilezit¢jSi (Kim & Kirkpatrick 1996).

4.5 Chronicky stres

RozrusSeni laboratornich zZat je obvykle spojeno s probihajicim experimental®a,tento
konkrétni stres trva pouze kratkou dobgtSinou odezni ghem 24 hod. Kdyz je vSak Zei
béhem studie vystaveno nevhodnym podminkam, strest&é dlouhoda$jSim. Opakované
nebo dlouhotrvajici vystaveni fefe stresovému podiu vede k trvale vysokym hladinam GC,
které maji znén¢ Skodlivé &inky na organismus (Zisobuji mj. pokles hmotnosti a Ubytek
tukové hmoty, zakrni brzliku, z¢¥tSeni nadledvin, zvySeni krevniho tlaku). Negatsodialni
vztahy mohou také byt vyznamnym zdrojem chronickétresu (Bartolomucci et al. 2005).
Harper a Austad (2000)edpokladaji, Zze druhy odchycenéiirpdé budou odlisa citlivé na
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chronicky stres laboratorniho Zivota, ale Ze refdtihladina stresu mezi jedinci budéhbm
¢asu dosti konzistentni.

Studie podle Riche a Romera (2005) demonstrujegsokbzalni a stresdwndukované
hladiny GC na pt&atku a khem chronického stresu. AvSak mnoho dalSich stjddiilo, Ze
chronicky stres je spojen se zvySenim GC §nBartolomucci et al. 2005). Zmenseni stresové
odpowdi chronickym stresem badatet@sto pipisuji pivyknuti, mér casgji vycerpani,
nejpravépodobrgji se vSak jedna o kontrolovanou regulaci HHS vaadi na chronicky stres.
Tato odpo¥d’ by mohla mit za cil minimalizovani Skodlivyckidka chronicky uvohovaného
kortikosteronu (Romero 2002; Sapolsky et al. 20@)eny vnimavosti HHS na hormonalni
vyzvy naznduji, Ze pokles kortikosteronu nastdvatukvzménam ve fyziologii, nikoliv
V rozpoznavani ani ve vnimani stresoru. Chronickgssse tedy nemusi vzdy projevovat

vysokou hladinou kortikosteronu (Rich & Romero 2D05

5. Jak glukokortikoidy m  éFime?

Koncentrace GC je pouzivana jako indikatéitggmnosti stresu. Kteni hormoA, jejichz
hladina vzésta téndt okamzit, neni mozné u voinzijicich savé a tyto hormony je velmi
t¢Zké stanovit také u salvw zajeti. To, Ze mame nedostatek dat bazalniairhfaC u savit je
zpasobeno obtizemi ziskat vzorekhem par minut od vyruSeni &&inou do ti minut),
abychom se vyhnuli #feni odpo¥di na chyceni a odebrani samotného vzorku. DalSi
komplikaci je to, Ze &Sina savé jsou n@&ni a solitérni zvuata, ktera neni snadné vystopovat.
Stresem vyvolanou sekreci GC Ize tak u ¥ohijicich zviat nefit jednodusSeji nez bazalni
hodnoty, protoze &Sina zvfat stravi vice nez ccdi iminuty v pasti ped vlastnim odebranim
vzorku. Srovnavani zakladni hladiny GC a hladingré je dosazenogjaky cas po fisobeni
stresového podiu je jednou z hlavnich metod, ktera je pouzivapazkodnoceni stresové
odpowdi u savé a jinych obratlovi (Reeder & Kramer 2005). Aktivita SNSae byt u volg

Zijicich druhi negimo stanovena monitorovanim stde rychlosti nebo vykyk téIni teploty.
Jak ale mifit bazalni hladiny GC?
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5.1 Méreni GC z plazmy

GC a ACTH lze stanovit relati¢ensnadno (Reeder & Kramer 2005). Je znamo mnoho
metod dostupnych k &eni koncentrace GC a jejich metaholit viznych biologickych vzornk
Ke sledovani hladiny GC se tradé pouzivalo stanoveni v krvi.dem i minut od chyceni
musi byt odebran krevni vzorek pro stanoveni bazalmdiny GC. Naasovani je kliove,
protoze stresova odp&¥ je tak rychla, Zze koncentrace GC s€nmazvysSovat 3-5 minut po
chyceni (Reeder et al. 2004a).

Odebirani krve zvatim, zvlas&¢ opakované, je vSakasto stresujici udalosti, coz ma za
nasledek zvySeni hladiny GC vplazm Stres prozity &hem odebirani vzorku
a limitované mnozstvi celkové dostupné krve (zejmné@nmalych zvat jako jsou hlodavci)
zpisobuje vazna omezeni. Odebirani krevnich wWzarkize byt nebezpmé nebo dokonce
nemozné u divokych drih(Palme et al. 2005). Navic vzorek ziskany odelbmdkive nemusi
charakterizovat dlouhotrvajici hormonalni hladirwilk pulzacni sekreci GC do krve (Harper &
Austad 2000). V dsledku toho hladina GC v plazm spontans velmi kolisa - koncentrace
hormori miZe byt az desetindsobn&hlem reékolika minut (Ylénen et al. 2006; von Holst
1998). Je vSeobe&nuznavano, Ze hladina GC & se liSi mj. v zavislosti na cirkadialnich
rytmech (von Holst 1998), takze dany vzorek nakgmedstavuje koncentraci GC v krvi pouze

pro dany okamzik ¢ase.

5.2 Méreni metaboliti GC z trusu

Béhem poslednich dvaceti let se velmi vyuZivanou omiostalo nsfeni metabolii
steroidnich hormah z trusu (nebo mi). Tato metoda zmla byt propagovana ke konci
sedmdesatych let u ptila na poatku let osmdesatych minulého stoleti u saxt poslednich
letech je zavatha u vzfistajiciho poétu druhi. Tato neinvazivni metoda je nyni velmi
vyuzivana, slouzi k vySeni vztahu mezi hladinou GC & guSnym chovanim zkdte, jeho
reproduknim usgchem, prosperitou apod. (Millspaugh & Washburn 3004

FMG nabizeji skolik podstatnych vyhod.#dré vzorky mohou byt snadno sbirany bez
nutnosti vyruseni, odchyceni a manipulace séetin (Mostl & Palme 2002). Touto metodou
se také vyhneme nezbytnosti édb vzorku Ehem kratkéhocasového intervaluiit minut.

Vzorky miZzeme sbirat v pravidelnych intervalech vul@hu delSiho obdobi. Navic ve fekalnich
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vzorcich jsou tlumena kratkodoba kolisani a demmirg hladin GC (Palme 2005). FMG tedy
odréazi ptmérnou hladinu cirkulujicich GC za tité ¢asové obdobi, a tudiZz poskytujeprg]Si
zhodnoceni dlouhotrvajici hladiny GC nez krevnirkgdHarper & Austad 2000).

Palme et al. (1999) potvrdili, Ze koncentrace maifib kortizolu v trusu odrazi jeho
celkové vylodené mnozstvi, a tudiz odrazi sekreci kortizolu lIBp2 jeho koncentrace v krvi,
ktera se rychle smi. ProtoZze pouze voln&ast GC v krvi je dostupna pro metabolismus
a exkreci, koncentrace FGMgsrEji odrazi biologicky aktivnicast (Palme 2005). U mnoha
druhi (zejména u&h wtSich a udch, které je obtizné chytit) je toto neinvazivnimitorovani
jediny mozny zfisob skru vzork.

Navzdory vyhodam je zde i mnoho fakipkteré z&Zuji vyuZiti této metodiky. MnoZstvi
FMG miaze byt, podob# jako jiné fyziologické parametry, ovli¥no fadou faktoil. Je teba
pocitat s tim, Ze také hladiny FMG budou ovkwy délkoucasu, po kterou jsou Zata drzena
v zajeti, cirkadialnimi a cirkannualnimi rytmy (phlezité odebirat vzorky ve stejn§as v
praibéhu dne, pokud dochazi k opakovanyméremim Ehem dalSich dih nebo pokud
srovnhavame odlisné skupidypopulace zvat), kondici jedince, pohlavim (reproduk status),
vékem, socialnim postavenim gsie, potravou, technikou osemi, uskladédnim a stéim
vzorku, jeho stavem a hmotnosti. Co dale komplikaferpretaci a vyuziti tohoto apobu
stanoveni je iejm¢ druho¥ specificka odposd na vySe uvedené faktory (Millspaugh
& Washburn 2004). Zavisi také na metabolismu aeviksteroid, které se vyznan#lisi mezi
druhy a ®kdy dokonce mezi pohlavimi téhoz druhu. ®émevhodna je tato metodika pro
sledovani kratkodobych vyraznych pikrouma & Palme 2005). Tudiz tato neinvazivni matod
musi byt pelivé zvaZzena a asfena pro kazdy druh, nez dojde k jejimu vyuZiti i8toha badani

nebo v praxi.
5.3Casové zpozdni v exkreci

Aby mohla byt metodika adekvémplikovana, je zasadni znat dobu, po které seatyje
impuls objevi v trusu jako zvySeni hladiny metatiolGC. &tSina steroid (zejména GC) je
intenzivré metabolizovana v jatrech. Kortizol a kortikostesam o sob neni v trusu fitomen.
To plati i pro dalSi steroidy, jako je ragprogesteron a testosteronckéliv termin ,fekalni
glukokortikoidy* je ¢asto pouZzivan v literate, je nespravny, protoZe v trusu se vyskytuji hdavn
metabolity GC. Hlavni GC fitomné v krvi tedy ve skudeosti v trusu chybi (Touma et al.
2003).
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(prevzato Mostl & Palme 2002)

Metabolity jsou naslednvylouceny jako konjungaty (sulfaty nebo glukuronidyeg Zlg
do steva a pes ledviny do m& (Mostl & Palme 2002). Tyto produkty jsou vice pastné ve
vodk nez mivodni steroidyCast metabolit je ze steva reabsorbovana a vraci sétapo jater
(Palme et al. 2005). Na metabolity veéest pisobi mikrobialni enzymy, kterétrhou zmsobit
zmenu jejich struktury.

Rozdilné steroidni hormony jsou tedy metabolizovanyyloweny v odliSném mnozstvi
moci, trusem nebo dima cestami. U gkterych druli, jako jsou nafiklad kaiky nebo potkani,
je vysoké procento GC metabdlivylou¢eno gFes trus, zatimco u jinych (napu ovci, prasat,
psi nebo sloi) je hlavni cestou nio Bahr et al. (2000) zaznamenal, Ze u kosimamakaki a
Simpanz je 82— 91% kortizolu vyloteno md@i, zatimco 9-18 % je vylaeno trusem. Cestu
exkrece také vyznamdnovliviuji rozdily mezi pohlavimi. Touma et al. (2003) pap
zaznamenali tyto rozdily u mysi.

Doba pfichodu travené potravyisivem poskytuje hruby odhadakavaného zpoZdi.
Toto ¢asove zpozthi mize trvat méd nez 30 minut, ale také vice nez jeden den —digirsh
od druhu, ale &kdy také dokonce v ramci jednoho druhu a zavisaktavitnich rytmech zvat
(Touma & Palme 2005). U Kkat je v rozmezi 2-6 hodin, 6-12 h u mysi (Mdstl &rme 2002) a
az dva dny u Simpafiz U nornika rudoibetého a tectka dlouhoocasého byl vrchol hladiny
FMG v trusu zaznamenan po 8-12 hodinach od stresoéosti (Harper & Austad 2000).

Rytmy aktivity vS8ak mohou tuto dobu vyrazmzkratit ¢i prodlouzit. Pokud stresova udalost

21



nastane v inaktivni fazi, vrchol hladiny metahblkortokosteronu se u mySi domacictize
vyskytnout az po uplynuti 10 hodin, zatimagéem aktivni faze se tento vrchofige objevit jiz
po ¢tyfech hodinach. Znalostasoveho zpozahi ve fekalni exkreci u konkrétniho druhu je

rozhodujici pro uspg@dani experimentu, protoZe tekts nam ufuje dobu odebirani vzoik

5.4 ldentifikace vzorka

Trus sbirany pro analyzy FMG byémbyt znamého st od znamého jedince, coz je
casto obtizné zjistit ipstudiu v terénu. Shirani ne uplderstvych vzork predpoklada, ze trus
stale obsahuje biologicky reprezentativni mnoZBMIG. AvSak vzorky, které byly vystaveny
srazkam nebo nadfimym teplotam jiz pesné zhodnoceni hladiny FMG neumgiz (Khan et
al. 2002). Identifikace vzorku je nezbytn& monitorovani znmin hladiny GC wase z dvodu
odliSnosti hladin mezi jedinci odliSnéhc@lkw, socialniho postaveni a mnoha jinych faktor
(Keay et al. 2006). Vzorky od pr&wdchycenych zvat nebo zvat jiz zvyklych na fitomnost
¢lovéka mohou byt sbirdny po pozorovani defekace konkrétjedince. V jinych studiich byla
pouzivana barviva nebo byldigavana nap kukuicna zrna, malé barevné plastové koralky
nebo kousky barevnych stuzek doieeiho zradla. Tyto latkyipjdou spoléné s nestravenymi
zbytky potravy do trusu, coz usnadni jeho idekdifi. U zvfat, ktera nemohou bytiimo
pozorovana nebo naldkana na dame Zradlo, se pro identifikaci vzarpouzivd DNA.

V laboratornich pokusech je mozné pouzitadbeé zdizeni, které umaije i u socialy

Zijicich savé ziskat trus od jednotlivic bez geruSeni kontaktu se skupinou (Frynta et al.
submitted).

5.5 Uskladréni

Metody uskladani hraji dilezitou roli v kvali¢ a kvantit méenych FMG. Nejlepsi
moznosti je sbirat trus kratce po defekaci a coydeleji jej zmrazit alespopri teplog -20 °C
(Millspaugh & Washburn 2004; Palme et al. 2005; mau& Palme 2005). AvSak toto zmrazeni
neznti bakterialni enzymy, které metabolizuji steroieipkud tyto enzymy nejsou inaktivovany
pied uskladanim (vysuSenim, alkoholem), metabolismuézem pokr&ovat bezprosedre po

rozmrazeni (Mostl et al. 2005). Rozmrazeni viaorgplem (95° C) bakterialni enzymy ni
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DalSi moZnosti je udrZzovat kratké intervaly mezimoazenim a ifidanim organického
rozpoustdla (Mostl et al. 1999).

Zmrazeni neni vzdy mozné, zejména kdyz vzorkyasiér fimo v terénu. Po sesbirani
muzeme vzorky ukladat do konzetvach latek ve snazerguejit bakterialnimu rozkladu
metabolifi. Bez €chto ochrannych latek bylo zaznamenano,i®zpere se vyskytujici bakterie
a jejich enzymy degraduiji steroidni metabolighém rékolika hodin (Mdstl & Palme 2002) iP
zpracovani vzork tudiz musi dojit k rychléemu odstran vody vysuSenim (n@pv elektrické
peci) nebo aplikaci chemickych latek, jako je alkohebo kyseliny (Touma & Palme 2005).
U etanolu bylo zji&no, Ze zabiji bakterie a inaktivuje jejich destiukit enzymy pi bézné
okolni teplot (Wasser et al. 1988).ifdavek alkoholu ke vzorku vSak tgpbuje pomalou
steroidni extrakci, a tato ztrataupe ovlivnit vysledky (Palme 2005). Je tudiz vhodné
standardizovat jak mnoZstvi trusu, tak alkoholuwaZzivat pevd uzawené nadobky, abychom
se vyhnuli jakékoliv ztr& Podle Khana et al. (2002) bychom riimechavat vzorky v etanolu
pii pokojové teplat déle nez 30 dni. Dlouhodgbi uskladgni FMG v ethanolu je pak vhodné
kombinovat s nizsi teplotou (—20 °C), avSak ide@@nnegekratovat 90 — 120 dni. Vysledky
Khana et al. (2002)ipkvapiw ukazaly, Ze po delSi ddélskladovani doslo ke zvySeni stanovené
koncentrace FMG. Metoda, kterd poskytuje asi ngjlggpdminky pro uchovavani vzdrke
okamzité zmrazeni v tekutém dusiku (Wasser et9@8)L

5.6 Extrakéni procedury

5.6.1 Manipulace ve vzorky

U sav@ bylo zaznamenano, Zze FMG nejsou v trusu rowitaérozlozeny (Milllspaugh
& Washburn 2004), tudiz je dop@eno vzorky homogenizovat. Pro analyzu se pouZhafi
suché, nebo vihkéerstvé vzorky trusu,ifemz oboji ndfeni docela date koreluje (Wasser et
al. 2000). S vlhkymi ¢erstvymi vzorky se I|épe manipuluje a jsou mnoha abed
uprednositovany (Palme et al. 2005). Kdyz vS&drstvé vzorky trusu nejsou k dispozici nebo
kdyZz potebujeme nestraveny material hodit, pouzivany jsou vzorky suché (Millspaugh
& Washburn 2004).

Pred vlastnim pokusem je vhodné testovat stabilituGFaé& stejnych podminek proéedi,
jaké nastanou dhem experimentu. Bakterie v trusu se liSi odietei ke zuieti, a to jak

kvantitativre, tak kvalitativié, coz ma za nasledek individualni rozdily ve stebFMG (Mostl
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et al. 2005). Je tedy nezbytné vykonat pokusy tadsinim vzorki trusu od ®kolika zviat
obou pohlavi zkoumaného druhu, pokud vzorky nebudenou zamrazeny (Touma & Palme
2005). Musime také vzit v ivahu, Ze kontaminaceoudgha. napajeci voda, désnebo mei

muze u savit vyznamm ovlivnit koncentraci mirenych steroidnich metabdli{Palme 2005).

5.6.2 Vlastni extrakce

Pred analyzou musi byt FMG extrahovany z trusu. Pédiana et al. (2002) fzeme
etanol, ve kterém jsou vzorky uchovany, nechat oo pokojové teplat 1-3 dny ped
vlastni extrakci. Mostl et al. (2005) vSak otipd etanolu nedopotuji, protoze
znovurozpu&ni materialu B rozboru niize zmsobit problémy. Ragi tedy ethanol
neodpaujeme. V mnoha studiich se vyuziva lyofilizace,r&tedstrani ze vzotkvlhkost, ale
zarove je ponecha zmrazené (Khan et al. 2002). Potomygotky \&tSinou rozdrceny \féci
misce a pefiltrovany k odstraéni nejitiznéjSich neistot.

Vybér extrakéni procedury je velmidezity, protoZze FMG jsou s&si nekolika metabolit
s odliSnou polaritou odliSnou rozpustnosti ve védTouma & Palme 2005). Extrakce bylia
byt proto vykonana s#si rozpoustdel tak jednoduSe, jak jen to je mozné& Béznych
koncentracich je dopotavana smis metanolu a vody. NizSi mnozstvi FMG vSak zada
sofistikovarjSi extrakni procedury.

Platnost hormonalnich extr&akich metod vyZzadujetttaz &innosti znovuziskani hladiny
hormonu ze vzork trusu - k tomu se pouzivaji radioaktvanatené hormony (Goymann et al.
1999; Khan et al. 2002). Po extrakci je&ena koncentrace radioaktivanaieného hormonu
a jeho vy&Zzek je nasledhpouzit ke zhodnoceniiinnosti vy€znosti metabolit GC. Vysledky
ziskané pomoci radioaktivnoznaenych steroifl vSak neodrazi zcelaigsré znovuziskani,
protoze tyto steroidy se norméla trusu nevyskytuji (Mostl et al. 2005).

Co se tyka réreni FMG u sawt, doporienou procedurou jetaladné protepani vzorku
cerstvého vihkého trusu (asi 0,5 g) v5 ml 80% me&itanToto procento metanolu zajistilo
nejvyssi vygzek grirozerg se vyskytujicich metabalitu vSech dosud testovanych diudava
(Mostl & Palme 2002; Palme et al. 2005). Tato matmdprakticka, protoze nerteba Zzadného
odpdovani. Kdyz je vSak hmotnost vzorku mensi nez @Q8ochazi k ovlivéni vysledki
(Millspaugh & Washburn 2004). Chyby wbeni mohou obeenvzristat s malym mnoZstvim
vzorku a prodluZzovanirasové periody jeho skladovani (Touma & Palme 2005).
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5.7 Stanoveni FMG

K analyzovani FMG z extrahovanych vzorkmohou byt pouZity trzné procedury.
Vysokotlakova kapalinova chromatografie (HPLC)aze byt vyuZita k pesné separaci
jednotlivych FMG. Metabolity mohou potom byt teshmy a zhodnoceny na imunoreaktivitu.
(Wasser et al. 2000). HPLC je prokazanarespa metoda k identifikovani vSech metaliolit
piitomnych ve vzorku (Keay et al. 2006). Tato metesiak vyZzaduje laboratorni prosti vyssi
arovrg, kde je vybaveniadrg kalibrovano.

DalSi moZnosti jsou imunologické rozbory. Jednaosenetody, které jsou mnohem
levrejSi a dovoluji néfeni mnoha vzork béhem kratkéhocasu, ale jsou ménspecifické.
Narozdil od HPLC, imunologické rozbory vyuZivajioplatky, které neumatji specifickou
identifikaci vSech individualnich metabdiive vzorku. Vyuzivana je RIA (radioimmunoassay)
a hlavre EIA (enzyme immunoassay)id@inosti RIA je vysokaipsnost a fimocarost. Tento
rozbor ma ale uité nedostatky, protoZe je primé&rruréen k néfeni nemetabolizovanych
steroidi v plazné a spoléha se natikovou reaktivitu protilatky s vylaienymi metabolity.
PreferovagjSi metodou se stal EIA, ktery byl vyvinutimo pro FMG. Je ffesny, specificky a
dostaténe citlivy. Vyuziva skupino¥ specifické protilatky, které umaaji detekci rozkénych
FMG (Mdstl & Palme 2002). Testy RIA a EIA maji iswevyhody - vyZzadujinidla, ktera
musi byt uskladéna v chladu, pro pouziti RIA musime mit licenci pauzivani radionuklidl,

postupy vyZaduji inkubaci, odst’ovani, tepani aj., pro coz je nutné mfiglusné vybaveni.

5.7.1 Biologické/fyziologické ov  éFeni

K ovéteni vySe nazri@né metodiky je vhodné pouzit test s ACTH pro riooeni
naristu FMG v trusu. Poté, co je #afim injekené podan ACTH, dojde k uvoémi GC, coz
zpasobi vzist hladiny &hto steroid v plazng. Po rkolika hodinach se hladina navrati
k normalni bazalni hodnatTento vziist a pokles se objevi také u FMG v trusu potonjsoa
GC zmetabolizovany a vylgéany. Trus je sbiran dva a#i tiny pled injekci ACTH a @t az
sedm dni poté, coz dovolujégsnou dokumentaci vistu a poklesu hladiny GC (Goymann et
al. 1999). Test s ACTH tiZze byt také pouzit k siteni ¢asu, ktery GC péebuji k paichodu
travicim traktem (Keay et al. 2006). Tato techrikga pouzita naip u hraboSe pensylvanského

pii studiu sezénnich zén (Seabloom et al. 1978).

25



MuzZeme také pouzit potlavaci test s dexamethazonem.idta drzené po titou dobu
v omezeném prostoru - v pasti - majitskdku aplikace syntetického dexamethazaiilipné
stejnou hladinu GC. Dexamethazon zpiedkuje negativni zftnou vazbu na HHS a vraci proto
GC k bazalni hladih Potom je vhodné podat ACTH, ktery stimuluje preduGC, a nasledn
muzeme zhodnotit zvySenou hladinu GC. Odolnagt dexamethazonu @iZze indikovat, Ze je
zvire chronicky stresované (Sapolsky 1983bkktsré druhy zwviat jsou vSak firozerg
rezistentni uci dexamethazonu (Taymans et al. 1997), protoZze mw$enou hladinu GC -

nag. hrabo$ prérijni, veverk&rvenava, maata a ®kteri priméati Nového skta.

6. PFiprava budouciho experimentu
6.1. Co z reSerSe plyne proifjpravu budouciho experimentu?

Kdyz si planujemecasovy harmonogram odebirani fekalnich viaodkaného druhu,
musime vzit v Uvahu zejména ®di rytmy aktivity, ¢asové zpozZghi vexkreci
a defekani rychlost. Mezi ¢gmito parametry mohou také existovat slozité inteeakNapiklad
u mySi se mnozstvi produkovaného truséninv pribéhu dne v souladu se zgtimi rytmy
aktivity, coz ovliviiuje ¢asové zpozthi exkrece FMG (Touma et al. 2003).

Je doportieno pouZzivat dostatek &t obou pohlavi a nespoléhat se na vysledky ziskané
na rékolika individuich daného druhu. Kazdé iviby n€lo byt pouZzito jako vlastni kontrola,
¢imz minimalizujeme problémy individuélnich roZdil bazalni a vrcholové koncentraci FMG.

Metoda zamrazovani se jevi jako spolehliva. Po razeni je vSak nutné vzorky co
nejdiive zpracovat. U malych salcjako jsou hraboSi, bude nezbytné navazit men&izstai
trusu (0,059 — 0,1g) afipat adekvatni mnoZstvi alkoholu. Mohou tak vznikhahyby
v manipulaci s malymi vzorky a malymi objemy kapalChyby mohou byt minimalizovany

peclivym laboratornim postupem.
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6.2. Fiprava experimentatora

V ramci gipravy na magisterskou praci jsem se podilela rehyidch hraba$ polnich
a astnila se pilotniho pokusu, kteryhproweiit vSechny soéésti ,stresoveho” projektu - od
manipulace se zkaty aZz po analytické stanoveni metaliolDen ged pokusem jsem odebirala
kontrolni vzorek - vzdy ve stejnou dobutkvvykyvim GC v disledku cirkadialnich rytiin
Druhy den z&al vlastni pokus. Kazdé zei bylo umistno do specialniho boxu, kde bylo pevné
dno nahrazeno diatym pletivem, pod kterym byl filtéai papir, na ktery mohl trus van
propadavat. Vzorky byly sbirany po 4, 6, 8 a 10ihéch a co nejrychleji zamrazenij peplo®
-20° C. V prvnich vzorcich byl @kévan odraz bazalni hladiny GC, po 6 a 8 hodinégh
narist a po 10 hodinachiplizny vrchol. Poté byla zvata vracena do svéhdyodniho boxu.

Detailné jsem se natila také zpracovavat vzorky. Postup jsem si vyzkta$ia vzorcich
od rypodi. Den gred zpracovanim se trus necha vysusit v peci ageotézdrti pomoci tlaiku.
Nasledr se navazi (podle druhu) 100 - 250 mg vzorku, keéhu se fida 5 ml 80% metanolu,
poté se pouZzije kini vortex po dobu 30 s a $ms trusem se da zcentrifugovat (2500g; 15min.).
Nakonec se odpipetuji 4ml extraktu do specialniainmmvek. Takto jsou vzorkyipraveny pro

analytickou laboratio kde budou metabolity &&ny pomoci hmotnostni spektrometrie.

6.3. Plan pokusu

V chovech katedry zoologie jsou chovani, keofmych druhi hlodavdi, také hraboSi.
Doposud jejich umighi do tizreé velikych nadob a douené velikych socialnich skupin
probihalo vice ménintuitivné. Fripravovany pokus bude us@alan tak, abychom nalezli pro
hraboSe nejlepsSi mozné podminky chovu, tedy takkteée povedou k nejnizSim hladinam GC.
Testovany budou:

1) Tii velikosti chovnych nadob - T4, T3, T2

2) Umistni zvirat soliterni, v paru, celé rodiny, dvou cizich sanmbvou cizich

samic
3) Premistni do nového prostdi — nové chovné nadoby stejné a jiné velikosti

4) lIzolace z\iat drzenych ve skupima sdruzeni zvat drzenych samostatn
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