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Abstrakt

Hybridni zé6na mysi domaci je dlouhodobé sledovanym komplexem jedinct poddruhtt Mus
musculus musculus, Mus musculus domesticus a jejich hybridi. Tato hybridni zoéna je
povazovana za tenzni zénu, kterd je udrzovana rovnovahou mezi disperzi jedinct ke stiedu
hybridni zény a negativni selekci ptisobici proti hybridnim jedinciim. Jednim ze selek¢nich
faktorti udrzujicich tenzni zonu mtize byt snizena rezistence hybridnich jedinct k parazitarnim
nakazam. V této praci porovnavam variabilitu ve zdravotnim stavu mysi V ramci hybridni
z6ny mysi domaci pomoci hematologickych znaki a otokového kozZniho testu. Otokovy kozni
test je metoda méfeni prozanétlivé imunitni reakce. Protoze doposud pouzivana metodika
tohoto testu neumoznovala jasnou intepretaci vysledkl, Vv této praci jsme se zaméfili i na
optimalizaci této metody. Zjistili jsme, Ze pouziti konkanavalinu A (ConA) je u mySi mnohem
vhodnéjsi nez aplikace doposud pouzivaného fytohemaglutininu (PHA). Porovnani
zdravotniho stavu pomoci hematologickych metod i otokového kozniho testu shodné€ ukazalo,
ze poddruh M. m. musculus ma ptedpoklady pro zvySenou schopnost anti-parazitarni
rezistence oproti poddruhu M. m. domesticus. Hematologické vysetfeni dale ukazuje, ze
hybridni jedinci jsou V lepSim zdravotnim stavu oproti rodiCovskym poddruhiim. NaSe
vysledky tedy podporuji hypotézu hybridni rezistence. Parazity zprostfedkovand selekce

patrné nehraje vyznamnou roli vV udrzovani stability hybridni zony mezi obéma poddruhy.

Kli¢ova slova: hematologie, hybridizace, parazit, speciace, zanét, rezistence, konkanavalin A,
fytohemaglutinin, ConA, PHA, otokovy kozni test



Abstract

House mouse hybrid zone is a complex of subspecies Mus musculus musculus, Mus
musculus domesticus and their hybrids. This hybrid zone is considered as a tension zone,
maintained by balance between dispersion of individuals towards the zone center and
negative selection against the hybrids. Decreased anti-parasite resistance could be one of
selective factors which maintain the hybrid zone. In this thesis, | use hematological
methods and skin-swelling test to compare variability in mouse health state within the
house mouse hybrid zone. The skin-swelling test is a method measuring pro-inflammatory
immune responsiveness. Since the commonly adopted method to perform this test does not
allow clear interpretation of the test results, in this thesis I also aim to optimise the test
protoco . | found that utilization of concanavalin A (ConA) is more suitable in mice than
application of the commonly used phytohemaglutinin (PHA). Assessment of health state of
mice by both hematological methods and skin-swelling test consistently indicates increased
ability of anti-parasitic resistance in the subspecies M. m. musculus compared to subspecies
M. m. domesticus. Hematological examination further shows better health state of hybrid
individuals compared to parental subspecies. Our results support hybrid resistance
hypothesis. Parasite mediated selection most likely does not play significant role in

maintaining stability of hybrid zone between the two subspecies.

Key words: haematology, hybridisation, parasite, speciation, inflammation, resistance,
Concanavalin A, Phytohemagglutinin, ConA, PHA, skin-swelling test
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1 Uvod

Parazité jsou organismy, které napadaji hostitelské jedince, ziji na jejich ukor a zhorSuji
jejich zdravotni stav (Windsor, 1998). Zdravotni stav jedince ovliviiuje zasadné schopnost
piezivani a tedy i reprodukcni zdatnost jedince — fitness. Jedinec napadeny parazitem je tedy
oproti zdravému jedinci znevyhodnén. Proto je pro hostitele naprosto zasadni uc€inné obrana
proti parazitdirnim ndkazdm. Rozdilnd schopnost kompetice zdravych jedinci s lepsi
schopnosti parazitim odolavat a jedinci nemocnych je zdkladem takzvané parazity
zprostiedkované selekce (Schmid-Hempel, 2011). Tato selekce by méla u hostitelského druhu
vést k tvorbé adaptaci imunitniho systému ucinnych ke spektru paraziti, ktefi se vyskytuji
v daném ekologickém kontextu. Témto adaptacim se kazdy parazit neustale ptizptisobuje tak,
aby mohl hostitele i nadale vyuzivat a tak je hostitelsky druh se svymi parazity v neustalé
koevoluci. Tato koevoluce se obvykle oznaéuje jako evoluéni ,,zavody ve zbrojeni® (Dawkins
and Krebs, 1979; Woolhouse et al., 2002). Tyto zavody ve zbrojeni plné zapadaji do kontextu
hypotézy Cervené kralovny, ktera vysvétluje vznik extrémni variability v ramci hostitelskych
a parazitickych druhti jejich vzajemnou koevoluci. Variabilita je dle této teorie adaptaci
hostitele, ktera znemoziuje parazitim napadat vSechny jedince v populaci (Decaestecker et
al., 2007; Gandon et al., 2008; Woolhouse et al., 2002). Zavody ve zbrojeni a evoluce ve
smyslu Cervené kralovny jsou vsak nékterymi autory oddélovany (Gandon et al., 2008;
Woolhouse et al., 2002). Interakce mezi hostitelem a parazitem zasadné ovliviiuje evoluci
obou antagonistickych druhti. Pokud se dva hostitelské druhy vyviji oddélené, pak je obvykle
odlisna i jejich evoluéni historie stietdi s parazity. V takovém ptipadé dochazi u hostitelskych
druhti k odlisnym adaptacim, které vedou K optimalnimu pfizptisobeni imunitniho systému
k parazitim jednotlivych druhti. Timto zplisobem mulze koevoluce s parazity vést
k diferenciaci druhti a mezidruhové variabilit¢ (Kvac et al., 2013; Thornhill and Fincher,
2013).

Odlisnost ve schopnosti jedincti odolavat parazitim lze po infikaci pozorovat jako miru
zmény zdravotniho stavu. Nejvhodné€j$imi indikatory zdravotniho stavu jsou samoziejmeé
znaky, které pfimo souvisi s aktivitou imunitniho systému. Mnohé zmény imunologickych
indikatori zdravotniho stavu jsou specifické pro urcité typy paraziti a Vv ptipad¢ infikace
jinymi druhy parazit zlstavaji beze zmény. V piipadech, kdy klicovy typ parazita z hlediska
parazity zprostiedkované selekce neni znam, je lepsi vyuzit obecné znaky indikujici poruseni

homeostazy na systémové urovni. Proto je vhodné K urCovani zdravotniho stavu pouzivat
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naptiklad hematologické metody. Krev je totiz transportni médium organismu a do slozeni
krve se urcitou mérou promitaji prakticky veskeré zasadni zmény zdravotniho stavu (Davis et
al., 2008). Bil¢ krvinky, leukocyty, jsou hlavnimi efektorovymi buiikami imunitniho systému
a jejich mnozstvi a zastoupeni jednotlivych typt leukocyta v krvi miize indikovat zdvaznost a
typ parazitarni ndkazy. Hematologické vySetfeni proto muize dat dobré prvni voditko pro
posouzeni obecného zdravotniho stavu jedince. Jeho nedostatkem je ovSem skuteCnost, ze
rozbor krve pouze popisuje aktudlni stav, ale nedokdze urcit pfi¢inu rozdili mezi jedinci.
Vyhodou je proto kombinovat hematologicka data pfimo se zakladnim parazitologickym
vySetfenim. Abychom vsak byli schopni identifikovat rozdily v imunoreaktivité mezi jedinci a
urcit tak imunologické adaptace jednotlivych druhd, je potfeba provést funkéni testy. Ty je jiz
potieba provadét cilené s ohledem na uréitou vybranou skupinu paraziti. V obecné roving lIze
velice hrubé parazity obratlovci rozdélit na dvé velké skupiny, tj. na parazity K jejichz
eliminaci vedou adaptace protildtkové odpovédi (imunologické mechanismy typu Th2) a na
ty, které U¢inn¢ eliminuje zanétliva reakce (imunologické mechanismy typu Thl a Thl7)
(Finlay et al., 2014; Xiong et al., 2014). Vzhledem Kk negativni regulaci jednotlivych
slozek adaptivni imunity pfitom mulze intenzivni zanétliva reakce indikovat jak Gcelné
adaptace Th1l a Th17 imunity, tak i maladaptace a selhani Th2 imunity. Proto je dalsi vhodnou
metodou pro inicidlni vyzkum druhové specifickych evolu¢nich adaptaci méfeni intenzity

experimentalné navozené zanétlivé reakce.

V hybridnich zoénach pozorujeme kiiZeni diive oddélenych populaci ¢i druht, u kterych
mohlo dojit K rozriiznéni imunitniho systému pravé vlivem parazity zprosttedkované selekce
(Moulia and Joly, 2008). Podle hypotézy Dobzhanského a Miillera mize postupné hromadéni
zmén vést K inkompatibilitam druhti a zhorSeni biologické zdatnosti hybridnich jedinct
(Bateson, 1909; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942). Bylo formulovano nékolik hypotéz, které
predpokladaji vliv hybridizace na schopnost anti-parazitarni rezistence jedinct. Faktickych
ptikladd potvrzujicich jednotlivé hypotézy je vSak jen velmi malo (Fritz et al., 1994; Moulia,
1999). Vliv hybridizace na fenotypové vlastnosti volné zijicich jedinci je vyhodné studovat
v podminkach geograficky definované hybridni zony. Pravdépodobné nejstudovangjsi savci
hybridni zénou je hybridni zéna mysSi domaci, vznikajici mezi poddruhy Mus musculus
musculus a Mus musculus domesticus. Prestoze jiz tato hybridni zona byla zkoumana i
z hlediska anti-parazitarni resistence, vysledky jsou prozatim rozporuplné (Baird et al., 2012;
Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Studovan byl pfitom pouze efekt hybridizace na vyskyt

a prevalenci riznych vybranych druhi paraziti a nikoliv efekt na celkovy zdravotni stav.



V této praci jsem se proto zaméfila na stanoveni zdravotniho stavu a imunologické reaktivity
mysi V této hybridni zon¢ a to predevsim ve vztahu K rezistenci vi¢i helmintarnim parazitim,
ktefi patfi mezi nejlépe prostudované parazity mysi (pojmem helmint jsou v této praci

ozna¢ovani mnohobuné¢ni endoparazité).

1.1 Hematologie a vySetieni zdravotniho stavu

Hematologické parametry, jsou povazovany za vhodné znaky odrazejici zdravotni
stav jedincti (Chamond et al., 2010; da Silva et al., 2012). V ekologickych studiich jsou
pouzivany piedevsim technicky a metodicky nenaro¢né metody, které lze vyuZzit pti praci
Vv terénnich podminkach (Davis and Maerz, 2008; Davis et al., 2008; Salvante, 2006). Patii
mezi n¢ predevsim urceni hematokritu, absolutniho poctu erytrocytt, leukocytti a absolutniho
a diferencialniho poétu jednotlivych typt leukocyti (Davis et al., 2008). K analyze vétSiny

téchto parametrii se pouziva svételné mikroskopie, vyzaduji tedy minimdlni technické zazemi.

Erytrocyty, tedy Cervené krvinky, jsou nejpocetnéjSimi buiikami v krvi obratloved (u
laboratorniho kmene mysi C57BL/6 zhruba 9-10x10%/ uL krve; Klempt et al., 2006). Jejich
hlavni funkci je pfenos kysliku z plic do tkani (Granick, 1949). Snizeny pocet erytrocytl se
oznaCuje jako anemie a casto Se projevuje i snizenym hematokritem (pomér objemu
erytrocyti K objemu krevni plazmy). Z parazitarnich nakaz vyvolavaji anemii piedevs§im
trypanosomosy (Chamond et al., 2010; Coustou et al., 2012; Eze et al., 2013), v urcitych
ptipadech lze anémii pozorovat i po nakaze extracelularnimi bakteriemi (Talpur and
Ikhwanuddin, 2013) ¢i protozoalnimi parazity (Da Silva et al., 2011). Bilé krvinky, tedy
na ochran¢ organismu pied parazitarnimi nakazami. Leukocyty se u savcu tvoii v kostni dieni,
odkud putuji do krve. U zdravého jedince se vyskytuji leukocyty v krvi v relativné malém
mnozstvi (napf. u laboratorniho kmene mysi C57BL/6 zhruba 3-4 x10° uL krve; Klempt et al.,
2006), pti nakaze riznymi parazity v§ak miizeme pozorovat jejich nartst v periferni krvi (Fair
et al., 2007; Ots et al., 1998; Salvante, 2006). ZvySeny pocet bilych krvinek, takzvana
leukocytoza, je tedy obecné povazovan za indikator zhorSeného zdravotniho stavu. V savci

krvi se vyskytuje pét typti leukocytt:
Lymfocyty

Lymfocyty tvoti 55-95 % vSech bilych krvinek u savet (Campbell and Ellis, 2007). Jejich

pomérné zastoupeni je velmi zavislé na druhu a na fyziologickém a zdravotnim stavu zvifete.



U laboratornich mysi jich v krvi pozorujeme 1,3-8,4x 10% uL (Campbell and Ellis, 2007).
Lymfocyty mizeme rozdélit na tii velké skupiny (Cruse and Lewis, 1999): T a B lymfocyty a
NK bunky, které vsak od sebe navzajem pomoci svételné mikroskopie nelze rozlisit.
T lymfocyty pomoci T buné¢ného receptoru (TCR) na svoji membrané rozpoznavaji télu cizi
peptidy navazané na molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) antigen
prezentujicich bungk, coz vede K jejich dalsi diferenciaci. Aktivované T lymfocyty reguluji
imunitni odpovéd organismu, pifedevSim produkei cytokini a aktivaci dalSich
bunék imunitniho systému. B lymfocyty jsou buniky zodpovédné za protilatkovou imunitni
odpovéd’ savéiho organismu. B lymfocyty se po rozpoznani patogennich organismi pomoci
svych B-bunéénych receptort (BCR) a po stimulaci pfislusnymi T lymfocyty méni na
plazmatické bunky produkujici protilatky ke zni¢eni patogenu. T i B lymfocyty jsou schopny
tvofit pamétové bunky, které vyznamné urychluji imunitni odpovéd’ pti sekundarni nakaze.
NK bunky (natural killers — ,pfirozeni zabijaci®) jsou bunky, které maji za ukol nicit
predevsim viry napadené buriky ¢i jinak poskozené bunky (Cichocki et al., 2014). Zvyseny
pocet lymfocytt v krvi 1ze sledovat pii bakterialnich infekcich (Chen et al., 2001; Gupta et al.,
1999; Yu et al., 2010) ale i pii nadkaze malarii (Ricklefs and Sheldon, 2007) ¢i prvokem

Trypanosoma vivax (Blom-Potar et al., 2010).
Neutrofilni granulocyty (neutrofily)

Neutrofilni granulocyty, zkracené neutrofily, jsou fagocytické buniky s jadrem rozdélenym
do né&kolika lalokt (Cruse and Lewis, 1999). V Krvi mysi jich je 0,4 — 2,0x 10% uL (Campbell
and Ellis, 2007). Obsahuji granula oznaovana jako azurofilni (primarni), specificka
(sekundarni) a tercialni (Nathan, 2006). Azurofilni granula obsahuji myeloperoxidazu,
elastazu, kathepsin G, azurocidin, lipopolysaccharide-binding bactericidal permeability
increasing protein (BPI) a dalsi antimikrobialni latky. Specificka a tercialni granula obsahuji
napiiklad laktoferin a lipokalin, zabranujici bakteriim vézat pro né esencialni Zelezo, nebo
matrix-metaloproteinazy degradujici laminin a kolagen (Nathan, 2006). V neutrofilnich
granulocytech dochazi také Kk oxidativnimu vzplanuti — tvorbé kyslikovych radikald a
hydroxidperoxidazy pro zniceni bakterii. ZvySeni poctu neutrofilnich granulocytli vyvolavaji
predevsim nakazy extracelularnimi bakteriemi (Gupta and Hill, 1995; Quevillon et al., 2013).
Dals§im z ¢asto méfenych parametru je také pomér neutrofilii kK lymfocytim. Ten se zvySuje
predevsim ptisobenim stresovych faktori (Davis et al., 2008; Gross and Siegel, 1983), mezi

které mohou patfit i parazitarni nakazy (Harrington et al., 2012; Johnstone et al., 2012).
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Eosinofilni granulocyty (eosinofily)

V mysi krvi se nachazi od 0 do 5 % eosinofilnich granulocyti z celkového poctu leukocytl
(Campbell and Ellis, 2007). Eosinofilni granulocyty jsou asociované piedev§im s obranou
proti mnohobuné¢nym zivocisSnym parazitim (Geering et al., 2013). V jejich cytoplasmé jsou
granula obsahujici cytotoxické, antibakteridlni a anti-helmintarni latky jako je major basic
protein, eosinofilni peroxidaza, neurotoxiny a kationicky protein (Cruse and Lewis, 1999;
Doyle et al., 2013; Swaminathan et al., 2005). Eosinofilie je Castym privodnim jevem
schistozomalnich infekci (Eriksson et al., 2007; Horii et al., 1984; Silveira-Lemos et al.,
2008), dale je bézna pii nakazach hlisticemi (Doligalska et al., 1999; Knott et al., 2009;
Yasuda et al., 2012) ¢i tasemnicemi (Rausch and Fay, 2011).

Basofilni granulocyty (basofily)

cvwr

and Ellis, 2007). SpiSe, nez s protektivni imunitou jsou basofily davany do souvislosti
s alergickymi reakcemi. V jejich granulech je produkovan piedevsim heparin a histamin.
Basofily ovSem hraji roli i v obrané hostitele pted helminty ¢i ektoparazity (Falcone et al.,
2001; Karasuyama et al., 2011).

Monocyty

Monocyty jsou v priméru nejveétsi z leukocytt a vyskytuji se v krvi zhruba ve frekvenci 0
az 10 % z celkového poctu leukocytt (Campbell and Ellis, 2007). Z krve putuji do tkani,
pfedevS§im do mist kontaktu s vnéjSim prostfedim, kde se méni na makrofagy nebo dendritické
buniky (Gwinn and Vallyathan, 2006). Jejich hlavnim ukolem je fagocytdza a prezentace
antigenu. Fagocytované patogeny zabijeji pomoci oxidativniho vzplanuti a produkci NO.
Nardst v absolutnim po¢tu monocytl lze sledovat pii infekcich, kdy dochazi k celkovému

nartstu poctu bilych krvinek (Da Silva et al., 2011; Quevillon et al., 2013).

Hematologické vySetteni je V zoologickém vyzkumu vyhodné zejména diky technické
nendro¢nosti a nizké cené. Porovnanim jednotlivych parametri muizeme zjistit zdravotni
stav vySetifovanych jedinci. Zmény nékterych parametri jsou typické pii infekci urcitym
typem paraziti a mohou tedy dobte poslouzit pro odhad onemocnéni jedince. Reakce na riizné
parazitické druhy a naslednd zména hematologickych znakii je ale znacné€ variabilni.
Vysetieni hematologickych parametrii tedy neni ptesnou diagnostickou metodou, ale muze

byt dobrym prvnim voditkem pii urcovani zdravotniho stavu jedince.
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1.2 Zanétliva reakce

Zanét je obranou reakci téla na posSkozeni tkani, kterd ma za cil zlikvidovat zdroj
poskozeni a znovunastolit homeostazi organismu (Medzhitov, 2008). Zanét provazi Ctyii
zakladni pfiznaky — bolest, zvySeni teploty, zarudnuti a otok. Pfi zénétu se zvySuje
prostupnost cév, aby do tkan¢ mohly 1épe proudit slozky krve, jako je krevni plasma a
predevsim bilé krvinky. Zanétliva reakce je spousténa rozpoznanim cizorodych struktur, které
pronikly do organismu, a to piedev$im makrofagy a Zirnymi bunkami Vv napadené tkani
(Ashley et al., 2012). To vede k tvorbé chemokininti, které atrahuji dalsi bilé krvinky z krve
do napadené tkané. Zanétliva reakce se projevi zvySenym mnozstvim leukocytti v periferni
krvi a zménou hematologickych parametrd. Jako prvni do mista zanétu putuji neutrofilni
granulocyty, jejichz ukolem je ptedev§im fagocytace bakterialnich a virovych ¢astic (Geering
et al., 2013; Kobayashi, 2010). Zaroven dochazi k diferenciaci Thl lymfocytt, které stimuluji
makrofagy Kk produkci toxickych latek k niceni intracelularnich patogenti a dale prohlubuji
zanétlivou reakci produkci prozanétlivych cytokini (Anthony et al., 2007). Do mista zanétu
jsou v pozd&jsich fazich atrahovany také eosinofilni a basofilni granulocyty produkujici
mnozstvi antimikrobialnich peptidi (Geering et al., 2013). Na zanétlivé reakci se tedy mohou

podilet vSechny typy bilych krvinek specifickymi i nespecifickymi imunitnimi mechanismy.

V ekologickych studiich patti zanétliva odpoveéd’ mezi Casto méfené aspekty imunologické
reaktivity u volné Zijicich zvifat. K jejimu méfeni se pouzivd kozni otokovy test (skin-
swelling test; Kennedy and Nager, 2006; Smits et al., 1999). Pii této metod¢ se do podkozi
zvitete injikuje zanétlivy stimulant, ktery vyvola agregaci bilych krvinek ve tkani a vyse
popsanou zanétlivou reakci vedouci ke vzniku otoku v misté vpichu (Smits et al., 1999). Jako
zanétlivy stimulant se pouzivana zejména rostlinny lektin fytohemaglutinin (PHA) izolovany
z Phaseolus vulgaris (Ando et al., 2014; Kennedy and Nager, 2006; Smits et al., 1999).
Obdobné by bylo mozné pouzit lektin konkanavalin A (ConA) izolovany z Canavalia
ensiformis, ktery se jako PHA bé&zné pouziva v in vitro studiich (Akla et al., 2012; Ando et al.,
2014; Chen et al., 2014). Jak bylo popsano vyse, za normalnich podminek je zanétliva reakce
spousténa rozpoznanim patogennich ¢astic bilymi krvinkami a jeji dalsi priibéh je do znacné
miry zavisly na stimulaci TCR T lymfocyti piislusnymi antigeny. Mitogeny ConA a PHA
jsou schopné vazat se na receptory T bunék a tak stimulovat zanétlivou reakci bez pitomnosti
antigenu (Ando et al., 2014; Stadecke and Leskowit, 1974). ConA a PHA ale ptisobi na krevni

bunky riiznym zptsobem a reakce na tyto dva mitogeny je proto odlisna. ConA vaze v ramci
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T-bunécného receptoru (TCR) koreceptor CD3, ktery zprostfedkovava pienos signalu do
bunky, a je tak zodpovédny za selektivni aktivaci T bun¢k (Leavitt et al., 1977). PHA vaze
jak fetézce a, p a y TCR tak podjednotky membran erytrocytt (Leavitt et al., 1977). Pokusy
provedené na morcatech ukazuji, ze pfi zanétlivé reakci vyvolané PHA je do mista zanétu
atrahovano velké mnozstvi basofilti oproti reakci vyvolané ConA (Stadecke and Leskowit,
1974). PHA tedy pravdépodobné stimuluje ponékud odlisnou subpopulaci T lymfocyti nez
ConA, ktera 1épe stimuluje basofilni granulocyty (Leavitt et al., 1977; Stobo and Paul, 1973).
ConA ale u morcat stimuluje silngj$i zanétlivou reakci a v in vitro testech u mysi stimuluje
veétsi mnozstvi thymocytl i lymfocytd (Jones, 1973). V imunologickych studiich je u ptaku i
savcl nejcastéji pouzivanym mitogenem PHA (de Bellocq et al., 2006; de Bellocq et al.,
2007; Fernandez-de-Mera et al., 2009; Kennedy and Nager, 2006). Pribéh reakce na PHA byl
testovan predevsim na pta¢im modelu, kde byla prokazéana souvislost mezi velikosti otoku a
intenzitou imunitni zanétlivé reakce (Martin et al., 2006; Vinkler et al., 2010; Vinkler et al.,
2014). Prubéh zanétu vyvolaného PHA u savcu ale nebyl detailné prozkouman. Vyzkum
provedeny na netopyrech druhu Tadarida guanova (Tadarida brasiliensis) dokonce ukazuje,
7ze velikost otokové reakce neodpovidd mnozstvi jednotlivych typl  bilych
krvinek infiltrovanych do tkan¢ a ma tedy pon¢kud nejasnou vypoveédni hodnotu ve vztahu
K prozanétlivé bunétné reaktivité (Turmelle et al., 2010). Vhodngj$im mitogenem pro

stimulaci zanétlivé reakce u savci by tedy mohl byt ConA.
1.3 Hybridni zény

Hybridni zona je definovana jako geograficka oblast, ve které dochazi k setkavani a kiizeni
dvou diive odd€lenych druhd ¢i poddruhit a Kk produkci zivotaschopného hybridniho
potomstva (Barton and Hewitt, 1985). Jako tenzni hybridni zony jsou oznacované relativné
uzké a dlouhodob¢ stabilni zony (Key, 1968). Jejich udrzovani zavisi na rovnovaze mezi
disperzi jedinch rodi€ovskych druhtt do zony a selekci proti hybridnim jedinciim. Pokud by
proti hybridim selekce nepusobila, doslo by postupné k rozsifeni hybridni zony a splyvani
druht. Prili§ silna selekce by naopak znamenala zanik zony v disledku eliminace hybridnich
jedincii. Selekce proti hybridnim jedinciim je dle teorie Dobzhanského a Miillera zptisobena
hromadénim inkompatibilit v rodi¢ovskych druzich. V hybridnich jedincich se pak dle této
teorie setkavaji evoluci dosud nevyzkousené kombinace alel (Bateson, 1909; Dobzhansky,

1936; Muller, 1942). Studium hybridnich z6n je velmi zasadni z hlediska pochopeni vzniku a
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vyvoje druht. Pokud zjistime pfi¢iny zhorSené fitness hybridnich jedincii, pochopime, jaké

evolucni, genetické, ¢i environmentalni faktory hraji roli pii speciaci.

V hybridnich zénach, kde dochazi k sekundarnimu kontaktu jiz diive oddélenych
druht, se setkdvaji druhy, které maji odliSnou evolu¢ni minulost a tedy i1 odliSnou historii
stiett s parazity (Schmid-Hempel, 2011). V prabéhu ¢asu, kdy se druhy vyvijely oddélené,
pravdépodobné doslo u kazdého z druhti k riznym adaptacim imunitniho systému na parazity
vyskytujici se V jejich prostfedi (Woolhouse et al., 2002). Je ziejmé, Ze jedinci, vznikli
kiizenim takto diferencovanych druhit mohou mit oproti jedincim pivodnich druhi
modifikovanou parazitarni rezistenci. Bylo formulovano né€kolik hypotéz, které popisuji anti-
parazitarni rezistenci hybridnich jedinct (Fritz et al., 1994). Podle Aditivni hypotézy se
rezistence jedinci prvni generace hybridli (F1) neli$i od primérné rezistence jedinci obou
rodicovskych druhi. Tato hypotéza predpokladé aditivni dédi€nost znakl ur€ujicich odolnost
k parazitaim (Fritz et al., 1994; Orians and Fritz, 1995). Takovato primérna nachylnost
hybridi K fytofagnimu hmyzu v porovnani s rodicovskymi druhy byla popsana napiiklad u
kiizeni dubu Sedého (Quercus grisea) a dubu Gambelova (Q. gambeli) (Aguilar and
Boecklen, 1992). Stejné¢ tak u hybridnich jedinci mezi lejskem bélokrkym (Ficedula
albicollis) a lejskem c¢ernohlavym (F. hypoleuca) byla pozorovana primérna schopnost
odolavat parazitim rodu Haemoproteus (Wiley et al., 2009). Dalsi hypotézou je Hypotéza
hybridni dominance. Ta popisuje situace, kdy se hybridni jedinci mirou svoji rezistence
podobaji spise jednomu z rodi¢ovskych druht (Fritz et al., 1994). V takovém piipadé jsou
znaky od jednoho rodi¢ovského druhu pfedavany dominantné. Pokud je rezistence hybridnich
jedinct vyssi nez rezistence obou rodicovskych druhi, pak plati hypotéza hybridni rezistence
(Fritz et al., 1994; Moulia, 1999). V takovém piipad¢ pravdépodobné pusobi tzv. heterozni
efekt (heterosis), kdy kiizenim dochazi k potlaeni inbreedingu a vlivu recesivnich alel, nebo
se naopak projevi vyhoda heterozygotnich jedincta. Jako piiklad hybridni rezistence se Casto
uvadi situace popsana V hybridni zoné pytlonosa, kterd zaroven 1 velmi dobie demonstruje
vzdjemnou koevoluci a adaptaci parazita a hostitele. V§i Geomydoecus geomydis parazituji
hojné, ale prisn¢ specificky na pytlonosich nizinnych Geomys bursarius a stejn¢ tak vsi
Geomydoecus nebrathkensis jsou adaptovany pouze na Zivot pytlonosich Geomys lutescens
(Heaney and Timm, 1985). Hybridni pytlonose neni schopen diky silné koadaptaci napadnout
ani jeden z druhi v$i. Velmi malé mnozstvi v8i G. nebrathkensis vSak bylo na nékterych
hybridech pozorovano, proto se hybridni zoéna pytlonosi nékdy uvadi i jako ptiklad hypotézy
hybridni dominance (Fritz et al., 1999; Moulia, 1999). Posledni ze ¢tyt zakladnich hypotéz je

14



Hypotéza nachylnosti hybrida (Fritz et al., 1999; Fritz et al., 1994; Siemens et al., 1994;
Whitham et al., 1994). Tato hypotéza se tyka, na rozdil od pifedchozich hypotéz, predevsim
dalSich generaci hybridi (F2) a jedincti vzniklych zpétnym kiizenim. Hybridni jedinci maji
dle této hypotézy snizenou schopnost rezistence a to predevsim kvtli takzvanému hybridnimu
rozpadu, tedy rozpadu komplext koadaptovanych gent rodi¢ovskych druhti pii rekombinaci.
Za typicky piiklad hypotézy nachylnosti hybridi byla povazovéna situace Vv hybridni zéné
mysi domaci, ktera vznika mezi poddruhy M. m. domesticus a M. m. musculus (Moulia, 1999;
Moulia et al., 1991; Moulia et al., 1995; Sage et al., 1986). Nejasnost a mnoho dalSich
otazek do situace v této hybridni zon¢ ovSem vnesl posledni vyzkum, ktery ukazal, ze Vv jiné
Casti této hybridni zony vykazuji hybridi spiSe zvySenou rezistenci K helmintarnim parazitim
(Baird et al., 2012).

1.4 Vznik hybridni z6ny mysi domaci

Piedek dnesni mysi domaci (Mus musculus) obyval ptivodné oblast Asie (Suzuki and
Aplin, 2012). Mys se stala synantropnim druhem a v prubéhu holocénu spolecné s ¢lovékem
osidlila Evropsky kontinent (Bonhomme et al., 2011). Poddruh mysi domaci Mus musculus
domesticus (my$ zapadoevropska) putoval do Evropy takzvanou jizni cestou, ptes Malou Asii
a podél Mediteranni oblasti az do zapadni Evropy. Poddruh Mus musculus musculus (mys
vychodoevropska) se §ifil podél severniho biehu Cerného mote a dnes obyva vychodni a
severni ¢ast Evropy. Po sekundarnim kontaktu téchto poddruhii vznikla napii¢ Evropou
hybridni zbéna, prochéazejici Jutskym poloostrovem, Némeckem a dale celou stiedni Evropou
az k Balkanskému poloostrovu a pobiezi Cerného mote. Tato tenzni hybridni zéna je asi

20km 8$iroka a 2500km dlouha (Macholan et al., 2007).

Hybridni zéna mysi domadci je pravdépodobné nejzkoumanéjsi savei hybridni zénou
viubec (Shurtliff, 2013). Plati to i zhlediska vztahu Kk parazitarnim nakazam. Silny
vliv koevoluce mezi poddruhy mysi domaci a jejich parazity byl demonstrovan na vztahu
s Cryptosporidium tyzzeri (Kvac et al., 2013). Populace parazita napadajici M. m. musculus se
1i8i od populace napadajici M. m. domesticus a to nejen geneticky, ale i morfologicky. To
naznacuje silny disruptivni vliv interakce mezi hostitelem a parazitem na evoluci druht.
Hybridni zéna myS$i domaci byla z hlediska parazitace hybridnich jedincii zkoumana jiZ na
konci minulého stoleti (Sage et al., 1986). Studie provedena na 93 jedincich v ¢asti hybridni
z6ny prochdzejici jiznim Némeckem popisuje, ze hybridni jedinci jsou vyrazné vice napadeni

helmintarnimi parazity nez jedinci Cistych poddruhti vyskytujici se ve vétsi vzdalenosti od
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sttedu hybridni zony. U jedincti rodi¢ovskych poddruhti bylo ve stievech nalezeno v priméru
40 jedinct parazitd, hybridni jedinci byli oproti tomu parazitovani i vice nez 500 helminty
(Sage et al., 1986). Podobny vyzkum se stejnym vysledkem byl na 120 jedincich proveden i
v Danské ¢asti hybridni zony (Moulia et al., 1991). Obé prace piedpokladaji, Ze v hybridni
z6n¢ dochazi Kk rozpadu koadaptovanych genovych komplexti zajiSt'ujicich obranu pied
metazoalnimi parazity. Autorim druhé studie se pozdéji povedlo experimentdlné ovéfit
zvySenou nachylnost F1 Kk parazitické hlistici Aspiculuris tetraptera (Moulia et al., 1993).
Stejné tak byla v laboratornich podminkach demonstrovana i zvySena nachylnost hybridnich
jedincu K parazitovi Sarcocystis muris (Derothe et al., 2001). OvSem napiiklad u
protozoického parazita Trypanosoma musculi nebyla zvySena nachylnost hybridi prokazana
(Derothe et al., 1999). Piekvapivé, nejnovéjsi a také dosud nejrozsahlejsi studie hybridni zony
ale pfinasi pfesn¢ opacny vysledek. Analyza 689 mysi odchycenych Vv ¢esko-bavorském
useku hybridni zény ukazuje vyrazné snizeny pocet i diverzitu parazitickych druhd helminta
(Cestoda a Nematoda) u hybridnich mysi. Ackoliv je mozné, ze rizné, geograficky a ¢asove
oddélené populace obou poddruhit mysi vykazuji odlisné tendence, neni vylouceno ani to, ze
jsou jednotlivé studie zatizeny urcitou chybou v disledku relativné malé pocetnosti hybrida se
sttednimi hodnotami hybridniho indexu. Dal§im problémem je pak skute¢nost, ze dosavadni
vyzkum byl vzdy z vétSi Casti zaméfen na makroparazitické druhy (tasemnice a hlistice),
piicemZ zasadni roli vV udrzovani a evoluci hybridni z6ny mohou mit jiné skupiny parazitl —
napf. patogenni bakterie ¢i viry. Odpovéd’ na soucasné otazky tak muze pfinést pouze dalsi
vyzkum a to vyzkum zaméfeny na zhodnoceni celkového zdravotniho stavu mysi v hybridni
zOn¢ a jejich imunologické reaktivity a nikoliv pouze na detekci pocetnosti a prevalence

jednotlivych skupin parazitt.

Tato prace se snazi zmapovat imunologickou variabilitu vV ramci hybridni zony mysi
domadci. Pfestoze hybridni zéna mySi domdci patii mezi nejzkoumanéjsi hybridni zony, neni
dodnes ziejmé, jaky vliv ma hybridizace jedincti na zdravotni stav mys$i. Zakladem moji
diplomové prace je zmapovani zdravotniho stavu a imunologické reaktivity mySi pomoci
dvou odlisnych metod — pomoci hematologickych parametrii a otokového kozniho testu. Pro
zjisténi geneticky determinovanych rozdili v hematologickych znacich jsme pouzily inbredni
linie mysi domaci odvozené z volné Zzijicich jedinci odchycenych Vv hybridni zoné (wild-
derived strains). V ramci hybridni zony jsme hematologické parametry vyuzili k determinaci
zdravotniho stavu jedincl. Abychom mohli blize urcit pfi¢iny zmén ve zdravotnim stavu

mysi, byli vSichni jedinci v hybridni zon¢ vysetfeni na pfitomnost mnohobunéénych paraziti.
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Kromé zdravotniho stavu vySetiuji ve své diplomové praci i schopnost imunitni reaktivity
volné zijicich jedinci metodou otokového kozniho testu. Protoze vypovédni hodnota a
metodika tohoto testu nebyla u savcl zatim dobie prostudovéna, je soucasti prace i porovnani
dvou latek pouzivanych pro tento test. Tato prace tedy jako prvni porovnava pribéh zanétlivé
reakce experimentalné vyvolané u mys$i aplikaci PHA a ConA in vivo. Pro vyzkum
imunofenotypové variability Vv hybridni zoné jsme tedy provedli nékolik nezavislych
vyzkumnych praci, které jsou popsany V samostatnych kapitolach a v zavéru jsou spole¢né

shrnuty.

2 Cile prace

Hlavnim cilem mé diplomové prace je zhodnotit variabilitu ve zdravotnim stavu mysi v ramci
hybridni zony M. m. musculus a M. m. domesticus, pokusit se identifikovat jeji pfiCiny a
posoudit jeji vyznam pro udrZzovani hybridni zony mezi témito dvéma poddruhy mysi. Dil¢imi

cili prace pak je:

e Porovnat hematologické parametry z pfirody odvozenych inbrednich linii mysi domaci

e Pomoci hematologickych parametrii urcit zdravotni stav mysi vV hybridni zon€ mysi
domaci a zjistit, jak silna existuje zavislost mezi hematologickymi parametry a tdaji o
mnohobunéénych parazitech mysi v ramci hybridni zony

e S pouzitim laboratorniho kmene C57BL/6 zjistit, zda je pro vyuziti pfi otokovém
koznim testu u mysi vhodng&jsi stimulant ConA ¢i PHA

e Porovnat schopnost prozanétlivé imunitni reaktivity mySi Vradmci hybridni zony

pomoci otokového kozniho testu
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3 Hematologické parametry inbrednich linii

Inbredni linie mysi chované ve standardizovanych podminkéch piedstavuji cenny nastroj
imunologického i ekologického vyzkumu (Pialek et al., 2008). Smyslem hematologického
vysetieni u inbrednich linii mysi je piredev§im stanoveni referencnich hodnot pro jednotlivé
hematologické parametry pro dal$i srovnani. Krom toho vSak z pfirody odvozené inbredni
linie mohou poskytnout také prvni voditko pro stanoveni hematologickych rozdili mezi
poddruhy u mys$i chovanych V jednotnych podminkach. To muze odlisit genetické
predispozice od vlivu ekologickych faktorti plsobicich na jednotlivé hematologické
parametry. Jednotlivé, b&Zn&€ pouZivané laboratorni kmeny myS$i se vzajemné lisi ve
vySetiovanych hematologickych parametrech (Kelada et al., 2012; Klempt et al., 2006), je
tedy zfejmé, Ze jsou hematologické poméry V periferni krvi geneticky determinované. Rozdil
mezi kmeny odvozenymi z piirozenych populaci M. m. musculus a M. m. domesticus
vsak dosud nebyl zkouman. V této praci porovnavam 15 inbrednich kmenti mysi, z toho 13
odvozenych z mys$i odchycenych Vv ramci hybridni zény a dva klasické laboratorni kmeny.
Toto srovnani si klade za cil ukézat, zda jsou hematologické znaky u mysi chovanych ve
stejnych podminkach uniformni, ¢i zda se 1iS§i mezi jednotlivymi inbrednimi liniemi a mezi

poddruhy mysi domaci.

3.1 Metodika

3.1.1 Zvirata

K vySetfeni hematologickych znakid jsme pouzili 64 jedincti mysi doméci. Pouzili jsme
pouze jedno pohlavi, a to samce, protoZze hodnoty hematologickych parametrii se mezi
pohlavimi 1isi a u samic se mohou meénit v prubéhu estralniho cyklu (Willson et al., 2012).
Jedinci pochdzeli z vybranych inbrednich linii mySi doméaci reprezentujicich rizné mysi
populace, a to z laboratornich linii AJ (7 jedinct) a C57BL/6 (6 jedincu) a dale z linii
odvozenych z volné Zijicich populaci M. m. domesticus (SFEL, 6; SCHEFE, 7; SCHEST, 3;
SCHUNT, 8; SIT, 6; STRA, 6; STRB, 6), a z populaci M. m. musculus ( BULS, 7; BUSNA,
6; PWD, 7; STUF, 7; a STUS, 6) a z jedné linie odvozené z hybridni populace téchto dvou
poddruhta (SPLY, 9) (Pialek et al., 2008). Geograficky puvod linii odvozenych z volné
piirody je zndzornén na Obrazku 1. VSichni jedinci byli chovani v plastovych klecich (16 x 28

x 15 cm) pii stabilni fotoperiodé (14h osvétleni / 10h tma) a s pristupem ke granulovanému
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krmeni (ST1, VELAZ, Praha) a vod¢ ad libitum. VSichni jedinci pochazeli z chovu
prom. biol. Jaroslava Pialka, Csc. z deta$ovaného pracovisté Ustavu biologie obratlovct,

Akademie véd CR, v. v. i. ve Studenci.

3.1.2 Hematologie

Odbéry krve jsme provadéli v letech 2011-2014, vzdy skupiné 6 az 20 mysi (celkem 7
skupin). Kazdé mysi bylo odebrano 50-100 pL krve z retro-orbitalniho sinu heparinizovanou
sklenénou kapilarou (Klempt et al., 2006; Yardeni et al., 2011). 15 pL krve bylo napipetovano
do 285 uL Turkova roztoku (fedéni 20x) pro analyzu absolutniho poctu bilych krvinek.
Analyzu absolutniho poétu bilych krvinek jsme provedli pod svételnym mikroskopem
(Olympus BX51, Olympus Corporation, Tokyo, Japonsko) dle metodiky popsané
v (Campbell and Ellis, 2007) v Burkerovych komirkach v objemu 0,4 pL. Pro vypocet
absolutniho po¢tu Cervenych Kkrvinek jsme 15uL krve napipetovali do 2985 ul. Heyemova
roztoku (fedéni 200x). Heyemav roztok s krvi byl napipetovan do Biirkerovych komurek.
Sest velkych poli Burkerovy komuirky o celkovém objemu 0,024uL jsme vyfotili pod
mikroskopem se zvétSenim 100x (mikroskop Olympus BX51 s digitalni kamerou Olympus
DP71). V téchto Sesti polich byl nasledné absolutni pocet erytrocytli analyzovan v programu
CellCounter, ktery byl specialné pro tyto ucely vyvinut Mgr. Karlem Stépkou a RNDr.
Pavlem Matulou, Ph.D. na Katedfe pocitacové grafiky a designu, Fakulta informatiky,
Masarykova Univerzita v Brné.  Zbytek krve jsme ponechali v kapilarach pro analyzu
hematokritu. Kapilary s krvi jsme centrifugovali v hematologické centrifuze Niive HN 075
(Niive, Ankara, Turecko) pfi rychlosti 11 000g po dobu 5 minut. Hematokrit jsme méfili
digitalnim posuvnym méfitkem (KINEX CZ, Praha, CR) s piesnosti 0,01 mm, jako pomér
objemu cCervenych krvinek k celkovému objemu krve v kapilafe. Kone¢nou hodnotu

hematokritu jsme stanovili primérem z méteni jedné az tii kapildr s krvi.

Dale byl z krve zhotoven krevni natér. VSechny krevni natéry byly obarveny ¢inidlem
Wright-Giemsa modified (produktové ¢. WG128, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dle
pokynti vyrobce. Krevni natéry jsme analyzovali pod mikroskopem Olympus CX-31
(Olympus, Tokyo, Japonsko) se zvétsenim 1000x. Ke stanoveni diferencialniho poctu
leukocytli jsme na kazdém natéru spocitali frekvence lymfocytl, neutrofildi, eosinofild,
basofilti a monocyt ve vzorku 100-130 bunek (Ots et al., 1998). Buiiky byly identifikovany
dle atlasu Campbell and Ellis (2007).
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3.1.3 Statisticka analyza

V dil¢ich modelech jsme pomoci zobecnénych linedrnich modelt testovali zavislost
hematologickych parametri (hematokrit, absolutni pocet erytrocytti, absolutni pocet
leukocytti, absolutni a diferencialni pocet lymfocytt, neutrofili a eosinofilit) na poddruhu,
linii, v€ku a datu odbéru a interakcich poddruhu a véku, poddruhu a data odbéru, linie a véku
a linie a data odbéru. Proménna poddruh obsahovala ¢tyfi skupiny: M. m. musculus, M. m.
domesticus, hybridni jedinci a laboratorni linie. Zavislost absolutniho a diferencialniho poctu
basofilti a eosinofili nebyla testovana z divodu nizkého poétu téchto typu krvinek v krvi. Pro
kazdy hematologicky parametr jsme testovali vzdy dva modely, a to jeden obsahujici zavislost
na poddruhu a druhy testujici zavislost na linii. V modelech jsme pouzili quasipoissonovo
rozde¢leni, kromé absolutniho poctu leukocyti a lymfocytt, kde bylo z diivodu overdisperse
pouzito negativni binomické rozdéleni. Kategorie M. m. musculus a M. m. domesticus byli
porovnany pomoci Wilcoxonova testu porovnavajiciho rezidualy z minimalnich adekvéatnich
modelii bez proménné kategorie. Statisticka analyza byla provedena v programu R verze
3.1.0. (The R Foundation for Statistical Computing 2014).

SCHEFE
SCHEST
SCHUNT

Obriazek 1 Geograficky pivod z pFirody odvozenych inbrednich linii zkoumanych v této praci

Modré body znazorfiuji linie M. m. domesticus, fialové body M. m. musculus a ¢erveny bod hybridni
linii. Tmavé fialova linie zna¢i pozici hybridni zony mysi domaci.
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3.2 Vysledky

Pro posouzeni vyznamu geneticky danych rozdilti ve zdravotnim stavu mysi, které jsou
nezavislé na okolnim prostfedi, jsme testovali u mysi chovanych Vv konvenc¢nich chovech
zavislost jednotlivych hematologickych znakid na poddruhu (skupiny: M. m. musculus, M. m.
domesticus, hybridi, laboratorni kmeny) a na inbredni linii (vzdy dva nezavislé testy). Zjistili
jsme, ze hematokrit je u inbrednich mysi zavisly pouze na pfislusnosti jedince k dané inbredni
linii (MAM: Df=14/72, F=4,26, P<0,001) a na poddruhu je nezavisly (P>0,05). Také
absolutni pocet erytrocytii ovliviiuje ptislusnost K linii dale datum odbéru a interakce mezi
inbredni linii a datem odbéru (Tabulka 1), na poddruhu absolutni pocet erytrocytt zavisly
neni (P>0,05). Na rozdil od hematokritu je absolutni pocet erytrocyti také zavisly na véku
mySi. Absolutni pocet erytrocytl s vékem stoupd. Naproti tomu absolutni pocet leukocytii byl
zavisly jak na poddruhu a datu odbéru krve a na interakcei stafi mysi a poddruhu, tak i na linii,
datu odbéru a interakci linie a data odbéru (viz Tabulka 2). Mnozstvi leukocytd se stafim mysi
stoupa. Poddruh M. m. domesticus ma nejnizsi absolutni pocet leukocyt, nejvyssi absolutni
pocet pozorujeme u hybridni linie (viz. Graf 1), skupiny M. m. musculus a M. m. domesticus
se nelisi (P>0,050), vyrazné se ale odlisuji jednotlivé linie (viz Graf 2). Diferencialni pocet
lymfocytt je pak zavisly na poddruhu (MAM: Df=3/77, F=-25,01, P=0,015), ale kategorie M.
m. musculus a M. m. domesticus se nelisi (P>0,050), a je téz zavisly na linii, interakci mezi

linii a datem odbéru a v€kem a linii (viz Tabulka 3).

Tabulka 1 Zavislost hodnot absolutniho po¢tu erytrocyti na linii (MAM: linie+vék+odbér+linie:odbér Df=-53/36;
D=-2950,80; P<<0,001); odbér — datum odbéru vzorku, vék — vék jedince

proménna Df Deviance P
linie -46/36 -2721,700 <<0,001
vék -1/36 -104,000 0,003
odbér -38/36 -1980,100 <<0,001
odbér:linie -32/36 -1670,100 <<0,001
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Tabulka 2 Zavislost hodnot absolutniho poétu leukocyti na a) poddruhu (MAM: vék+poddruh+odbér+vek:poddruh
Df=13/83, LR=55,039, P<<0,001) a b) inbredni inii (MAM: linie+odbér+linie:odbér Df=49/83, LR=163,9387,7; P<<0,001).
odbér — datum odbéru vzorku; poddruh — piislusnost z piirody odvozené inbredni linie k poddruhu Mus musculus

proménna Df LR P

a)  odbér 6/76 42,06 <<0,001
poddruh 3/73 11,68 0,069
vék 4/74 96,27 0,014
vék:poddruh 3/73 8,47 0,037

b) linie 43/77 124,93 <<0,001
odbér 35/69 121,17 <<0,001
linie:odbér 29/63 99,53 <<0,001

Tabulka 3 Zavislost hodnot diferencialniho po¢tu lymfocyti na linii (MAM: vék+linie+odbér+vek:linietlinie:odbér

Df=-63/17; D=-216,71, P<<0,001); odbér — datum odbéru vzorku, vék — vék jedince

proménna Df Deviance P
linie -56/17 -196,61 <<0,001
vék -11/17 -14,74 0,018
odbér -34/17 -63,44 <<0,001
linie:odbér -28/17 -39,75 <<0,001
vék:linie -10/17 -12,60 0,034

Tabulka 4 Zavislost hodnot diferencialniho po¢tu neutrofili na linii (MAM: vék+linietodbér+linie:odbérdf=-53/27; D=-
144,48; P<<0,001); odbér — datum odbéru vzorku, vék — vék jedince

proménna Df Deviance P
vék -1/27 -10,18 0,033
linie -46/27 -415,65 <<0,001
odbér -38/27 -125,05 0,030
linie:odbér -32/27 -117,86 0,012

22



Na poddruhu je zavisly i diferencialni pocet neutrofila (MAM: Df=-3/77, D=-67,704,
P=0,012), kategorie M. m. musculus a M. m. domesticus se nelisi (P>0,050). Diferencialni
pocet neutrofili je dale ovlivnén 1 linii, datem odbéru a interakci mezi datem odbéru a linii a
také vékem mysi (viz Tabulka 4). Diferencialni pocet eosinofild je zavisly na linii (MAM:
Df=-14/66, D=-152,82, P<<0,001). Dale je téz zavisly na poddruhu a interakci
skupiny, mezi kategoriemi M. m. musculus a M. m. domesticus se nelisi (P>0,050). Absolutni
pocet lymfocyti je ovlivnén poddruhem a datem odbéru, mezi kategoriemi M. m. musculus a
M. m. domesticus se nelisi (P>0,050; viz Graf 3). Test zavislosti absolutniho po¢tu lymfocytt
na inbredni linii prokazal jako signifikantni linii, odbér a interakci mezi datem odbéru a linii
(viz Tabulka 6; Graf 4). Stejné tak absolutni pocet neutrofilti zavisi na linii, datu odbéru a
interakci data odbéru s linii (viz. Tabulka 7, Graf 5). Oproti tomu ale nezavisi na poddruhu
(P<0,05). Absolutni pocet eosinofilii je zavisly na inbredni linii (MAM: Df=-14/58, D=-
224,72, P<<0,001; viz Graf 6). V testu zavislosti absolutniho po¢tu eosinofili na poddruhu
pak jako proménné signifikantn¢ ovliviiujici teto parametr vychazi poddruh, vék, datum
odbéru a interakce poddruh:vék a poddruh:datum odbéru (viz Tabulka 8; Graf 7). Kategorie
M. m. musculus ma vétsi pocet eosinofilii nez kategorie M. m. domesticus (W=580, P=0,025).
I zde se pocet eosinofilil zvySuje se zvySujicim se vékem mysi. VSechny méfené parametry se
signifikantné 1i§i mezi inbrednimi liniemi. Pro primérné hodnoty jednotlivych parametrt viz

Pfiloha 1.

Absolutni poéet leukocyttl - poddruh
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2
I

1
I

0
1

1

Absolutni pocet leukocyti~ vék+ datum odbéru

Rezidualy z modelu:

-2

)
T T I I
Hybridni kmen Laboratorni kmeny M. m. domesticus M. m. musculus

Graf 1 Zavislost absolutniho poétu leukocyti na poddruhu Pro odfiltrovani vlivu véku a odbéru jsou na ose Y
zobrazeny rezidualy z modelu zavislosti absolutniho poctu leukocytl na véku a datu odbéru. Pro analyzu bylo
pouzito 9 jedinct hybridniho kmene, 12 jedincti laboratornich kmeni, 33 jedinci M. m. musculus a 36 jedinct
M. m. domesticus.
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Graf 2 Zavislost absolutniho poétu leukocyti na linii. Pro odfiltrovani vlivu data odbéru jsou na ose Y
zobrazeny rezidualy z modelu zavislosti absolutniho po¢tu leukocytli na datu odbéru. Modfe jsou znazornény
linie poddruhu M. m. domesticus, fialové M. m. musculus, ¢ervené hybridni linie a bile laboratorni linie.

Tabulka 5  Zavislost hodnot diferencidlniho poctu eosinofili na poddruhu (MAM:
poddruh+odbér+poddruh:odbér Df=-23/57; D=-152,76; P<<0,001); odbér — datum odbé&ru vzorku; poddruh —
pfislusnost z ptirody odvozené inbredni linie Kk poddruhu Mus musculus.

proménna DF Deviance P

poddruh -17/57 -141,51 <<0,001
odbér -20/57 -101,55 <<0,001
poddruh:odbér -14/57 -92,42 <0,001
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Rezidualy z modelu:
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Graf 3 Zavislost absolutniho poctu lymfocytii na poddruhu. Pro odfiltrovani vlivu data odbéru jsou na
ose Y zobrazeny rezidualy z modelu zévislosti absolutniho poctu lymfocytt na datu odbéru. Pro analyzu
bylo pouzito 9 jedinct hybridniho kmene, 12 jedinci laboratornich kment, 33 jedinctt M. m. musculus a 36
jedincd M. m. domesticus.
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Graf 4 Zavislost absolutniho po¢tu lymfocyti na linii. Pro odfiltrovani vlivu data odbéru jsou na ose Y zobrazeny
rezidualy z modelu zavislosti absolutniho poc¢tu lymfocytl na datu odbéru. Modfe jsou znazornény linie poddruhu M. m.
domesticus, fialové M. m. musculus, ¢ervené hybridni linie a bile laboratorni linie.
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Tabulka 6 Zavislost hodnot absolutniho poctu lymfocytd na a) poddruhu (MAM: odbér+poddruh Df=9/72
D=42,55, P<<0,001) a b) inbredni linii (MAM: odbér+linie+odbér:linie Df=-46/26; D=-2761,7; P<<0,001).
odbér — datum odbéru vzorku; poddruh — pfislu§nost z ptirody odvozené inbredni linie k poddruhu Mus

musculus
proménna DF Deviance P
a) odbér 6/69 33,13 <<0,001
druh 8/71 27,83 <0,001
b) linie -40/26 -1541,00 <<0,001
odbér -32/26 -1343,10 <<0,001
odbér:linie -26/26 -722,66 0,007

Tabulka 7 Zavislost hodnot absolutniho po¢tu neutrofili na linii (MAM: odbér+linie+odbér:line Df=-46/26;
D=-955,98; P<<0,001); odbér — datum odbéru vzorku; poddruh — pfislusnost z pfirody odvozené inbredni linie

k poddruhu Mus musculus

proménna DF Deviance P
linie -40/26 -587,93 <<0,001
odbér -32/26 -455,62 <<0,001
odbér:linie -26/6 188,89 0,033

Tabulka 8 Zavislost hodnot absolutniho poctu eosinofili na poddruhu

(MAM: odbér+druh+vék+odbér:druh+druh:vék Df=-24/48; D=-311,04; P<0,01); odbér — datum odbéru vzorku;
poddruh — pfislusnost z pfirody odvozené inbredni linie k poddruhu Mus musculus, vék — vek jedince

proménna DF Deviance P
poddruh -17/48 -197,86 <0,001
vék -3/48 -62,16 0,002
odbér -17/48 -198,71 <0,001
odbér:podruh -11/48 -98,51 0,0195
poddruh:vék -2/48 -29,18 0,0346
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Graf 5 Zavislost absolutniho po¢tu neutrofild na linii. Pro odfiltrovani vlivu data odbéru jsou na ose Y zobrazeny rezidualy
zmodelu zavislosti absolutniho poctu neutrofili na datu odbéru. Modfe jsou znazornény linie poddruhu M. m.
domesticus, fialové M. m. musculus, ¢ervené hybridni linie a bile laboratorni linie.
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Graf 6 Zavislost absolutniho poétu eosinofili na poddruhu. Pro odfiltrovani vlivu data odbéru a véku jsou na
ose Y zobrazeny rezidualy z modelu zavislosti absolutniho poétu eosinofili na véku a datu odbéru. Pro analyzu
bylo pouzito 9 jedinct hybridniho kmene, 12 jedinct laboratornich kment, 33 jedincd M. m. musculus a 36
jedincd M. m. domesticus.
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Graf 7 Zavislost absolutniho po¢tu eosinofilii na inbredni linii. Modfe jsou znazornény linie poddruhu M. m. domesticus,
fialové M. m. musculus, ¢ervené hybridni linie a bile laboratorni linie.
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3.3 Diskuze

Hematologické znaky jsou alespon Casteéné geneticky determinovany (Kelada et al., 2012)
a mohou tedy byt jak druhové tak individualné (genotypové) specifické. Piesto jsou
vSak vyrazné ovlivnény i dalsimi faktory, at’ uz vnitinimi nebo vnéj$imi (Kelada et al., 2012;

Klempt et al., 2006).

Zavislost hematologickych znaki na kategorii poddruh jsme objevili u absolutniho poc¢tu
leukocyta, diferencialniho i absolutniho poc¢tu lymfocyti, diferencialniho po¢tu neutrofild, a
diferencialniho 1 absolutniho poctu eosinofili. Diferencidlni pocet neutrofili je nizsi u
hybridni skupiny oproti v§em ostatnim skupindm. Absolutni i diferencidlni pocet eosinofilt je
niz$i u hybridni skupiny a skupiny laboratornich kment oproti skupinam M. m. musculus a M.
m. domesticus. Nejvyssi absolutni pocdet eosinofili mizeme sledovat u kategorie M. m.
musculus (viz Graf 6). V tomto parametru ale existuje vysoka variabilita mezi liniemi (viz
Graf 7) a zfejmé zde spiSe hraje roli vliv inbredni linie (vysoky absolutni pocet eosinofild u
linie STUS), nez rozdilnost poddruhti. Opaény trend pozorujeme u absolutniho i
diferencidlniho poctu leukocytli a lymfocyti, tedy niz§i pocet miizeme pozorovat u skupin
M. m. musculus a M. m. domesticus oproti hybridnim a laboratornim kmentim (viz Graf 1 a 3).
Vsechny zkoumané hematologické znaky se 1i§i v zdvislosti na inbredni linii. Ve vétSing
zkoumanych znakii muizeme mezi inbrednimi liniemi sledovat obrovskou variabilitu, jak jiz
bylo zminéno ve vztahu K eosinofilim (viz. Graf 4, 5 a 6). V hematologickych znacich se tedy
ve veétSin€ piipadd 1i8i spiSe jednotlivé linie, nez celé poddruhy mySi doméaci, nebot
hematologické znaky nejsou pfilis specifické pro jednotlivé poddruhy. 1 v parametrech, u
kterych lze pozorovat signifikantni rozdil mezi poddruhy se jednotlivé linie stejného
poddruhu odliSuji. VSechny zkoumané hematologické parametry jsou zavislé na datu odbéru,
a to Casto Vv interakci s linii (absolutni pocet leukocytl a erytrocytti a diferencialni i absolutni
pocet lymfocytli a neutrofiltl) a v interakci s poddruhem (absolutni a diferencialni pocet
eosinofiltt). U mysich inbrednich linii ovliviiuje vék absolutni pocet erytrocyti, V interakci
s poddruhem dale absolutni pocet eosinofili a leukocytl, a Vv interakci s linii diferencialni
pocet lymfocytli. Hodnoty vSech parametrii stoupaji s vékem mysi.

Jediny testovany hybridni kmen SPLY ma oproti kmentim odvozenych od ¢istych
rodi¢ovskych poddruhti vyssi absolutni pocet leukocyt a lymfocytl a nizsi pocet eosinofill
(viz Graf 1, 3 a 7). Mnozstvi eosinofilnich granulocytll je spojovano predevsim s nakazami

mnohobunéénymi parazity (Eriksson et al., 2007; Geering et al., 2013; Yasuda et al., 2012).
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Mysi nebyly chovany ve sterilnich ale v konven¢nich chovech, a proto zde muze, byt v malé
mife dochazet k parazitarnim nakazam. Nizky pocet eosinofilii by mohl znacit lepsi zdravotni
stav hybridnich jedincti. Na druhou stranu jsme u hybridniho kmene zaznamenali vyssi
absolutni pocet leukocyt 1 lymfocyti. Leukocytéza je Castym piiznakem mnohych
onemocnéni (Fair et al., 2007; Ots et al., 1998; Quevillon et al., 2013; Salvante, 2006).
V podminkach chovi, kde maji mysi dostatecné mnozstvi zdroji, mtize ale vysoké mnozstvi
bilych krvinek indikovat spiSe zvySenou investici do imunitniho systému, nez zhorSeny
zdravotni stav v dusledku parazitace (Salvante, 2006). ZvySeni absolutniho poé¢tu leukocytt a
lymfocytl u hybridni linie spole¢né s nizkym poctem eosinofilnich granulocyti mtze proto
byt ukazatelem jejich lepsi kondice a zdravotniho stavu (Salvante, 2006). ProtoZze jsme méli
k dispozici pouze jeden hybridni laboratorni kmen, je tézké tyto vysledky piili§ zobecnovat a
usuzovat z nich jednozna¢né na lep$i celkovy zdravotni stav hybridnich jedincd. | mezi
poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus se vyskytuji linie, které maji nizky pocet
eosinofilt, ¢i vysoky pocet lymfocytt a leukocytl jako hybridni linie SPLY (viz Graf 4,5 a 6).
Dulezity tedy nemusi byt vlastni hybridni status, ale spise alelickd vybava jednotlivych linii.
To také vyplyva ze skutecnosti, ze U inbrednich linii byla heterozygotnost potlacena oproti
jedincim/populacim V pifirod€ Vv zavislosti na poctu generaci po které byly drZeny V zajeti.
Variabilita v hematologickych parametrech je tak v souladu stouto hypotézou spise
zpusobena odlisnosti jednotlivych inbrednich linii, nez rozdily mezi rodi¢ovskymi poddruhy a
hybridnimi jedinci. ZvySeni poctu leukocytlii a lymfocyti a sniZzeni eosinofilii oproti
poddruhim M. m. musculus a M. m. domesticus jsme zaznamenali i u skupiny mysi
pochazejicich z laboratornich kment A/J a C57BL/6. Laboratorni kmeny mysi vznikly
ktizenim M. m. domesticus s hybridy mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. castaneus
(Takada et al., 2013; Yang et al., 2011), jsou tedy také hybridniho ptivodu. Podobnost mezi
linii SPLY a laboratornimi liniemi mutze naznacovat, ze hybridizace zpiisobuje zmény
v alelickych kombinacich geni imunitniho systému, které nesouvisi s heterozygotnosti

jedincu a které se mohou projevovat v nami métenych hematologickych parametrech.

Hematologické parametry jsou bohuzel vzdy silné¢ ovlivnény vnéj$imi podminkami
(Champy et al., 2004; Klempt et al., 2006). Vyznamnou roli hraje u v§ech nami zkoumanych
parametrti linie V interakci s datem odbéru ¢i samotné datum odbéru. To znamena, ze
hematologické znaky se méni Vv priibéhu roku rtizné u riznych inbrednich linii a to i za
standardniho svételného a tepelného rezimu chovného zafizeni. Dal$im faktorem, ktery

ovliviiuje hematologii mysi je ve€k. Ovlivnéni hematologickych znakd stafim zvifete je

30



béZznym jevem u mnoha druhd (Champy et al., 2004; Lugada et al., 2004; Mohri et al., 2007;
Xie et al., 2013). U mysi inbrednich linii ovliviiuje vek absolutni pocet erytrocyti, v interakci
s poddruhem dale absolutni pocet leukocytt a eosinofilt, a v interakci s linii také diferencialni
pocet lymfocytl. VSechny tyto znaky stoupaji se zvySujicim se veékem zvifete. NarGst
absolutniho poctu erytrocytti s vékem byl u mysi prokazan i v dalsich studiich (Mazzaccara et
al., 2008; Restel et al., 2014). Ve studii porovnavajici rizné vékové skupiny mysi ale nebyl
mezi v§emi skupinami pozorovan narist absolutniho poc¢tu leukocytt s vékem (Restel et al.,
2014), v jiné studii byl u n€kterych inbrednich linii zaznamenan dokonce pokles absolutniho

poctu leukocytd s vékem (Mazzaccara et al., 2008).

Tyto vysledky ukazuji, Ze hematologické znaky jsou u mys$i zna¢né ovlivnény vnéjSimi
vlivy i genetickym pozadim. Rozdily jsou ale patrné spiSe mezi liniemi, nez mezi poddruhy
myS$i doméci. Rozdily mezi hybridnim kmenem, laboratornimi kmeny a rodiovskymi
poddruhy by mohly poukazovat na zvySenou schopnost investice hybridd do imunitniho
systému, zptisobenou ovsem nikoliv zvySenou hetrozygotnosti na jednotlivych lokusech, ale
spiSe tvorbou novych alelickych kombinaci genii Vv hybridnim genomu. Bohuzel mame
k dispozici hodnoty pouze jediné hybridni linie, proto jsou tyto zavéry ponékud odvaznou
spekulaci a z nasich vysledki nelze spolehlivé posoudit rozdily mezi hybridnimi jedinci a

rodi¢ovskymi poddruhy.
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4 Hematologické parametry v hybridni zoné

V hybridni zéné mysi domaci dochazi ke ktizeni jedincti poddruh@ M. m. musculus a M. m.
domesticus a vzniku hybridniho potomstva. V hybridni z6n¢ doslo diky mnoha generacim
zpétného kiiZeni rodi¢ovskych poddruhi a hybridnich jedinct K introgresi genomu M. m.
musculus a M. m. domesticus a jiz zde prakticky nelze nalézt potomky prvni generace kiizeni
(Albrechtova et al.,, 2012; Macholan et al., 2007). Ackolivse na zakladé predchozich
parazitologickych vyzkumii ptedpoklada, ze existuji rozdily ve zdravotnim stavu mezi
rodi¢ovskymi poddruhy a hybridy, dodnes v tomto ohledu nepanuje shoda (Baird et al., 2012;
Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Vyskyt paraziti sam o sob¢ je$t¢ nemusi byt nutné
vyznamnym naruSenim homeostazy organismu vedoucim ke zhorSeni zdravotniho stavu.
Imunologické vyzkumy ukézaly, ze mnohé stfevni mikroorganismy i helminti hraji roli
endosymbiontii, kteti moduluji stfevni imunitu a pomahaji tak udrzet spravnou funkci
traviciho traktu (Maizels, 2009; van den Biggelaar et al., 2000). To ovSem plati jen pro uréité
druhy stfevnich helmintl a jen do urcité miry. Pfesto je potfeba odlisit pouhy vyskyt paraziti
od jejich SirSiho vlivu na zdravotni stav. Jednou z metod, kterou lze pouZit pro urceni
zdravotniho stavu obratlovcd je stanoveni odchylek hodnot hematologickych parametrd.
V této studii jsme pouzili soubor zakladnich hematologickych parametri pro vySetfeni
zdravotnitho stavu mysi Vv hybridni zéné. Abychom odhadli relevanci pivodnich
parazitologickych dat, byly vSechny mysi vysetfeny také na pfitomnost mnohobunécénych
parazitl. Ocekavame, Ze existuje zavislost mezi parazitaci jedince a hematologickymi
parametry indikujicimi zdravotni stav jedince. Pokud je zdravotni stav dvou poddruht mysi a
jejich hybridi rozdilny, budou se lisit hematologické znaky v zavislosti na hybridnim indexu,

ktery urcuje ptibuznost jedince ke dvéma zkoumanym poddruhiim.
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4.1 Metodika

4.1.1 Zvirata

Za ucelem vySetieni hematologickych parametrii a ureni mnozstvi parazitii bylo v letech
2008 a 2009 odchyceno 251 jedinci mysi ve zhruba 145 km dlouhém a 50 km
Sirokém Cesko-bavorském useku hybridni zony (viz Obrazek 2) (Bozikova et al., 2005;
Macholan et al., 2011; Macholan et al., 2008). Mysi byly odchyceny do dievénych ¢i
kovovych zivochytnych pasti na 77 lokalitach. Jelikoz mohou byt hematologické znaky i
nakaza parazity siln€¢ ovlivnény ro¢nim obdobim, odchyt probihal v obou letech vzdy
v rozmezi deseti dni vV poloving zafi. Tim byl omezen vliv sezony (Baird et al., 2012). Mysi

byly po odchytu umistény do samostatnych kleci s pfistupem vody a krmeni ad libitum.

i

A

M. m. musculus

CZ

M. m. domesticus

Obrazek 2 Pozice ¢esko-bavorského transektu v ramci hybridni zény mysi domaci Fialova linie znaci
polohu hybridni zény mysi domaci na evropském kontinentu. Zeleny obdélnik oznacuje ¢esko-bavorsky
transekt, ve kterém probihal odchyt jedinct. Upraveno podle Macholan et al. (2008).
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4.1.2 Hematologie

Krev byla mysim odebirana Vv celkové anestezii. MyS jsme uspali inhalaci halothanu,
krev jsme odebrali nastfihnutim karotid, a poté my$ usmrtili cervikalni dislokaci. VSem
myS$im jsme odebrali pfiblizné 500 pL arteridlni krve do heparinizované mikrozkumavky.

Jednotlivé hematologické parametry jsme stanovili zptisobem popsanym Vv kapitole 3.1.2.

4.1.3 VySetreni paraziti

VSsichni jedinci byli post mortem vysetieni na pfitomnost mnohobunécnych zivocisnych
paraziti (helmintd). Intenzitu ndkazy mysi helmintarnimi parazity uréila Joélle Goiiy de
Bellocq (University of Antwerp, Belgie) a Alexis Ribas (University of Barcelona, Spanélsko).
Vysettovani helmintarni parazité patiili do tfid Nematoda (hlistice) a Cestoda (tasemnice) a
fadi se mezi nejcastéjsi parazity mysi. V ramci téchto skupin byl ur€en pocet nejbeznéjsich
druht paraziti: Aspiculuris tetrapera Hymen diminita, Taenia taeniformis, Microthrix sp.,
Mesocestoides,  Calodium  hepaticum,  Masthoporus  muris,  Trichuris  muris,
Heterakisspumosa, Symphacia oblevata a Aspiculuris tetrapera. U vSech mysi byla dutina
btisni, jatra a zazivaci trakt vySetiena na pfitomnost paraziti pod binokularni lupou. Nalezeni
helmintarni parazité byli skladovani v oddélenych zkumavkach 70% etanolu a pozdéji urceni
do urovné druhu. V ptipadé, Zze bylo mysi slepé stievo vysoce parazitovano (>100 parazitii)
bylo do druhii ur¢eno pouze 100 helmintt a celkovy pocet byl ur¢en pomoci graduovanych

Petriho misek. Prevalence jednotlivych druhti parazitt viz Tabulka 9.

4.1.4 Stanoveni hybridniho indexu

Hodnotu hybridniho indexu jsme pfevzali z praci Albrechtova et al. (2012) a Baird et al.
(2012). K urceni hybridniho indexu bylo pouzito 1400 SNP markerti rozmisténych po genomu
ve vzdalenosti zhruba 1,86 Mb (Wang et al., 2011a). Hybridni index byl pro kazdého jedince

vypocitan jako proporce alel poddruhu musculus pres vsechny SNP.

4.1.5 Statisticka analyza

Pomoci Pearsonova korelaéniho testu jsme zjistili vzdjemnou korelaci hematologickych
parametrti a vzajemné korelace hmotnosti jedince, mnozstvi paraziti, hematologickych
znakl a hybridniho indexu. Abychom se vyhnuli efektu mnohacetného testovani, byly pro
urceni signifikance korelaci pouzity P hodnoty upravené Holmovou metodou korekce. Do

dalSich analyz jsme nésledné pouzili vzdy pouze jeden ze dvou korelovanych
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hematologickych znakii — tedy absolutni pocet erytrocytt, leukocytl, lymfocytii, neutrofilti
a eosinofili. Pocty monocyti a basofili jsme nepouzili z divodu jejich velmi nizké
frekvence v periferni krvi. Zavislost mezi hematologickymi parametry a mnoZzstvim
parazitarnich nakaz jsme analyzovali pomoci zobecnénych linearnich modelt. V modelech
bylo pouzito normalni rozdéleni, kromé modelu popisujiciho zavislost absolutniho poctu
eosinofilli (zde pouZzito quasipoissonovo rozde¢leni). Pro tuto analyzu jsme pouzili pouze
poCet paraziti druhu Trichuris muris, Symphacia oblevata a Aspiculuris tetraptera a
celkovy pocet parazitii skupiny Nematoda a skupiny Cestoda (tyto proménné jsou na sobé
nezavislé; r=0,056, P>0,050). Ostatni druhy paraziti jsme nepouzili kvuli jejich nizkému
vyskytu u mysi (viz Tabulka 9). Zavislost mezi hematologickymi parametry a mnozstvim
parazitarnich nakaz byla analyzovana pomoci zobecnénych linedrnich modelt. Do modelt
byla jako vysvétlujici proménna zahrnuta i hmotnost jedince, piestoze ta koreluje
S mnozstvim paraziti skupiny Cestoda. Tato korelace je totiz relativn¢ slaba a vysvétluje
tedy pouze malé procento variability (r=0,241). Absolutni hodnoty leukocytt, lymfocyta a
neutrofilll byly zlogaritmovany pro dosazeni normality rozdéleni dat. VV modelech bylo
pouzito normalni rozdé€leni, kromé modelu popisujicitho zavislost absolutniho poctu
eosinofilll (zde pouZito quasipoissonovo rozdéleni). Zavislost mezi hybridnim indexem a
hematologickymi znaky byla testovana pomoci linearni a polynomické regrese
Snormalnim a quasipoissonovym rozde€lenim. Absolutni pocty jednotlivych typt
bunék byly  zlogaritmovany pro dosazeni normality residui. Pro porovnani
hematologickych znakli mezi poddruhy byli jedinci rozdéleni do 3 kategorii dle HI (M. m.
domesticus <0,06, hybrid 0,06-0,94, M. m. musculus >0,94). Pro zjisténi rozdild mezi
kategoriemi jsme pouzili ANOVU a nasledné¢ Tukeyho test. Mezi volné Zijicimi a
inbrednimi  jedinci jsme porovnali hematologické parametry Wilcoxonovym

dvouvybérovym testem. Statistickou analyzu jsme provedli v programu R verse 3.0.1.
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Tabulka 9 Prevalence parazitarnich nakaz v hybridni zoné mysi domaci

Celkovy pocet paraziti udava celkové mnozstvi jedincii daného druhu parazita nalezenych v duting bfisni 253 volné Zijicich
mysi. Prevalence udava procento mysi nakazenych danym parazitem.

druh parazita celkovy pocet parazitl prevalence
Hymenolepsis diminuta 7 0,008
Taenia taeniformis 77 0,100
Microthrix sp. 107 0,42
Mesocestoides 54 0,025
Calodium hepaticum 1 0,004
Mastophorus muris 214 0,104
Trichuris muris 800 0,246
Heterakis spumosa 19 0,029
Syphacia obvelata 1927 0,600
Aspiculuris tetraptera 1329 0,438

Tabulka 10 Korelace hematologickych parametri u volné Zijicich mysi

P hodnoty jsou upraveny Holmovou metodou; r — Pearsoniiv korela¢ni koeficient

korelované hematologické parametry P r

Absolutni pocet erytrocytl / hematokrit <0,001 0,72
Absolutni / diferencialni pocéet lymfocytd <0,001 0,38
Absolutni / diferencialni pocet neutrofill <0,001 0,63
Absolutni / diferencialni pocet eosinofill <0,001 0,78
Absolutni pocet leukocytd / neutrofild <0,001 0,65
Absolutni pocet leukocytl / lymfocytd <0,001 0,88
Absolutni pocet leukocytt / eosinofilt <0,001 0,53
Absolutni pocet lymfocytl/ neutrofild 0,023 0,22
Absolutni pocet lymfocytl / eosinofild <0,001 0,49
Diferencialni pocet lymfocytl / neutrofil( <0,001 -0,94
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4.2 Vysledky

Pfi inicidlni analyze dat jsme u volné Zijicich mySi nalezli korelaci mezi nékolika
pozitivni korelace mezi absolutnimi a diferencialnimi pocty jednotlivych typt bunék a dale
pak mezi hematokritem a absolutnim poctem erytrocyti. Také existuje korelace mezi
hmotnosti mySi a mnozstvim tasemnic (Cestoda; r=0,25, P=0,010), hmotnosti a absolutnim
poctem eosinofila (r=0,22, P=0,034) a HI a hmotnosti (r=-0,38, P<<0,001). Nenalezli jsme
zadny vztah mezi absolutnim po¢tem erytrocytli a po¢tem paraziti (P>0,05). Celkovy pocet
bilych krvinek je zavisly na poétu tasemnic (MAM: Df=-2/234, F=7,14, P<0,01; tasemnice:
Df=-1/234, F=4,62, P=0,033; hmotnost: Df=-1/234, F=6,25, P=0,013). Absolutni pocet
neutrofilll je také zavisly na nakaze mysi tasemnicemi a hmotnosti (MAM: Df=2/236,
F=12,93, P<<0,001, hmotnost: Df=-1/234, F=7,87; P<<0,005; tasemnice: Df=-1/234,
F=11,858, P<0,01). Stejn¢ tak i absolutni pocet eosinofili zavisi na nakaze tasemnicemi a
hmotnosti mysi (MAM: Df=-2/234, F=-117,0, P<<0,001; hmotnost: Df=-1/235, F=22,961,
P=0,001; tasemnice: DF=-1/234, F= -63,85, P<<0,001). Naproti tomu absolutni pocet
lymfocyth neni zavisly na mnoZstvi Zadnych mnohobunéénych paraziti (P<0,05).
Vliv jednotlivych druhtt béznych parazitd (Trichuris muris, Symphacia oblevata a
Aspiculuris tetraptera) na hematologické parametry jsme neprokazali (P>0,05).

Absolutni pocet erytrocyti u mysi nemd souvislost s hybridnim indexem (P<0,05).
Zavislost mezi hybridnim indexem mysi, hmotnosti a mnozstvim krevnich bunék jsme
vSak prokazali u absolutniho poctu leukocytd (MAM: Df=-3/240, F=5,58, P=0,001; hmotnost:
Df=1/241, F=5,23, P=0,023; HI: Df=-2/240, F=3,30, P=0,038; viz Graf 8), absolutniho poc¢tu
neutrofild (MAM: Df=3/239; F=8,67; P<<0,001; hmotnost: Df=1/240, F=5,34, P=0,021; HI:
Df=-2/239, F=6,12, P=0,003; viz Graf 9) a absolutniho poctu eosinofila (MAM: Df=-3/233,
D=-100,43, P<<0,001; hmotnost: Df=-1/233 D=-30,67, P<0,001; HI: Df=-2/233, D=-47,27,
P<0,001; viz Graf 10). Zavislost na hybridnim indexu jsme neprokazali u absolutniho poctu
lymfocyti (P<0,05). Nami stanovené kategorie M. m. musculus, M. m. domesticus a hybridni
kategorie se 1isi v absolutnim poctu leukocyti (Df=250/2, F= 4,12, P= 0,0173), Tukeyho test
ale jako prukazny prokazal pouze rozdil mezi kategorii hybrid a M. m. domesticus (P=0,041)
Prokazali jsme ale také odliSnost vV absolutnim poctu neutrofila (Df=250/2, F=6,00, P= 0,003)
a to jak mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus (P=0,022) tak mezi skupinami M.

m. domesticus a hybrid (P= 0,003). Dale se kategorie 1isi v absolutnim poctu eosinofild
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(Df=250/2, F=9,22, P<0,001). Signifikantni jsou zde rozdily mezi kategoriemi M. m.
domesticus a hybrid (P<0,001) a M. m. musculus a hybrid (P=0,028). Porovnani absolutnich

poctl krevnich bunék mezi inbrednimi a volné zijicimi jedinci ukazuje, Ze inbredni jedinci

maji zvySeny pocet vSech typi krvinek, kromé neutrofila (viz Tabulka 11).

Absolutni pocet leukocytu v ramci hybridni zény
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Graf 8 Zavislost absolutniho poé¢tu leukocyti na hybridnim indexu Na ose Y je zndzornén logaritmus
hodnot absolutniho poc¢tu leukocytti. Pro analyzu bylo pouzito 251 jedinc.
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Absolutni po&et neutrofill v ramci hybridni zény
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Graf 9 Zavislost absolutniho po¢tu neutrofili na hybridnim indexu Na o0se Y je znazornén
logaritmus hodnot absolutniho poc¢tu neutrofila. Pro analyzu bylo pouzito 251 jedincu.

Absolutni poc€et eosinofilt v ramci hybridni zény
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Graf 10 Zavislost absolutniho poctu eosinofilii na hybridnim indexu Na ose Y znazornén logaritmus
hodnot absolutniho poctu eozinofild. Pro analyzu bylo pouzito 251 jedinct.
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Tabulka 11 Porovnani absolutniho po¢tu krvinek u volné Zijicich a inbrednich mysi

Porovnani bylo provedeno Wicoxonovym dvouvybérovym testem Pro porovnani bylo pouzito 251 volné zijicich jedincti a 78
inbrednich jedincti. SD — smérodatna odchylka

Volné Zijici jedinci

Inbredni kmeny

WilcoxonQv test

pramér SD pramér SD w P

Absolutni pocet erytrocytl 1021,07 =+ 168,83 1068,86 + 204,90 8410 0,003

Absolutni pocet leukocytt 38,02 + 24,28 69,51 =+ 42,97 14945 <<0,001
Absolutni pocet lymfocyt 62,05 + 16,59 68,98 + 13,78 1233 <<0,001
Absolutni pocet neutrofill 3245 + 16,83 20,40 *+ 12,37 4037 <<0,001
Absolutni pocet eosinofilll 2,44 + 2,96 3,79 + 3,72 4856,5 <<0,001
Absolutni pocet basofill 0,34 + 0,79 1,50 + 2,43 12413 <<0,001
Absolutni pocet monocytl 2,74 + 2,44 533 =+ 4,92 15209 <<0,001
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4.3 Diskuze

Bil¢ krvinky jakozto hlavni efektorové builkky imunitniho systému zprostiedkovavaji
obranu proti parazitarnim nakazam (Danilova, 2006). Proto jejich mnozstvi v periferni krvi

mize odrazet zdravotni stav jedinct (Roletto, 1993).

V nasi studii jsou nékteré hematologické znaky vzajemné korelované (viz Tabulka 10).
PredevSim existuje ziejma korelace mezi absolutnimi a diferencialnimi pocty jednotlivych
typi krevnich bunck, coz je dédno povahou téchto hodnot a metodou jejich vypoctu.
Diferencidlni pocet je totiz urCen jako procentudlni zastoupeni jednotlivych typt bilych
krvinek a absolutni pocet je pak vypocitan jako toto procento nasobené absolutnim poctem
vsech bilych krvinek. Proto korelace mezi absolutnimi a diferencidlnimi pocty jednotlivych
typt leukocyti nejsou nijak piekvapivé. Podobné se da vysvétlit i korelace mezi absolutnim
poctem erytrocytd a hematokritem. Hematokrit je stanovovan jako celkovy objem, ktery
zabiraji Cervené krvinky na jednotku krve a odrazi tak v sob¢ i informaci o jejich poctu na
objemovou jednotku. Tato korelace ale nemusi platit vzdy — vys§i hematokrit mize také
znacit vEtsi erytrocyty, ne jejich vyssi pocet. Tak tomu mutize byt naptiklad u ptakd, kdy se do
krve uvolni vétsi pocet velkych nezralych erytrocytd (Campbell and Ellis, 2007). U savci je
vSak takovyto vztah nepravdépodobny, protoZze nezrala stadia Cervenych krvinek se u nich
v krevnim obéhu prakticky nevyskytuji. Zajimavéa je pozitivni korelace absolutniho poctu
lymfocytd s absolutnim poctem neutrofild a eosinofilti. Tyto korelace znaci, ze spole¢né
vzriustaji pocty vSech typl bilych krvinek. Kromé hematologickych znakl jsme nalezli
korelaci i mezi hmotnosti mysi a hybridnim indexem. To neni nic pfekvapivého, nebot’ mysi
poddruhu M. m. musculus jsou mensi nez poddruh M. m. domesticus (Schwarz and Schwarz,
1943), je tedy zfejmé, ze maji i niz§i hmotnost. S hmotnosti dale pozitivné koreluje mnozstvi
paraziti skupiny Cestoda (tasemnice) a absolutni pocet eosinofili. V podrobné analyze se
nam pak podafilo prokazat, ze mnozstvi mnohobunéénych paraziti ovlivituje hematologické
znaky mysi. Zejména tasemnice ovliviiuji absolutni pocet leukocyt, neutrofilii i eosinofili.
Cim vice je my$ parazitovana, tim vét§i ma i mnoZstvi bilych krvinek v periferni krvi.
Absolutni pocet vSech leukocytll, neutrofil i1 eosinofilll je také ovlivnén hmotnosti mysi —
mysi s vétsi hmotnosti maji vétsi mnozstvi téchto bunék na objemovou jednotku krve.
Prevalence jednotlivych druht paraziti je uvedena v Tabulce 9. Pro porovnani zdravotniho
stavu mysi V ramci hybridni zony jsme analyzovali pouze vztah absolutniho poc¢tu vybranych

typti bungk s hybridnim indexem. Absolutni pocet leukocytli, neutrofilti i eosinofili, tedy
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vSechny parametry, u kterych jsme prokazali vztah K parazitirnim nakazam, jsou zavislé na
hybridnim indexu. U vSech téchto parametri pozorujeme stejny trend — tedy snizeni
absolutniho poc¢tu bunék smérem ke stfednim hodnotam hybridniho indexu (viz Graf 8, 9, a
10). Mysi v ramci hybridni zony nemaji odli$ny absolutni pocet lymfocyt, coz je parametr, u
kterého jsme neprokazali ani souvislost s pfitomnosti parazitdrnich nakaz. Absolutni pocet
neutrofild se ale lisi nejen mezi hybridnimi jedinci a rodiCovskymi poddruhy, ale je také
signifikantn¢ niz§i u poddruhu M. m. musculus oproti M. m. domesticus. Dale jsme zjistili, ze
inbredni jedinci, maji oproti volné zijicim mySim vyssi absolutni pocet vSech typii krevnich

bun¢k, vyjma neutrofilnich granulocyti.

VIiv mnohobunéénych paraziti na hematologické znaky byl pozorovan u mnoha
hostitelskych druht (Haenen et al., 2010; Palstra et al., 2007; Roletto, 1993). Tento typ
parazitarnich nakaz je spojovan pievazné s eosinofilii (Al-Obaidi, 2012; Balla et al., 2010;
Geering et al., 2013; Ovington and Behm, 1997). Infekce mnohobunécnymi Cervy vyvolava u
savcl imunitni odpovéd” Th2 typu, ktera vede predevsim K produkci protilatek typu IgE,
sekreci regula¢nich cytokini IL-4 a IL-5 nasledované aktivaci eosinofila (Ovington and
Behm, 1997). 1 u mysi Vv hybridni z6né miZzeme pozorovat zavislost mezi mnozstvim
eosinofili v krvi a intenzitou nakazy, ovSem pouze V souvislosti snakazou tasemnicemi.
Zvyseni poctu eosinofild v periferni krvi bylo dokumentovano naptiklad pii experimentalnich
nakazach mysi tasemnicemi Mesocestoides corti (Riley and Chernin, 1994) ¢i Hymenolepsis
nana (Parvathi and Karemungikar, 2011). Piestoze existuji mnohé doklady o zvySené aktivaci
eosinofilti zpisobené nakazou hlisticemi u mysi i dalSich druht (Bonne-Annee et al., 2011,
Gebreselassie et al., 2012; Knott et al., 2009; Reinhardt et al., 2011; Yasuda et al., 2012), nase
studie pon¢kud piekvapivé neprokazala zavislost mezi nakazou hlisticemi a absolutnim
poctem eosinofill. Experimentalné bylo ovSem prokazano, ze aktivace eosinofilnich
granulocytd Se nemusi nutné projevit Vv periferni krvi (Dixon et al., 2006). Porovnani nakazy
mysi parazity Trichinela spiralis a T. muris v ramci této studie také ukazuje, Ze imunitni
reakce na rizné druhy hlistic ma rizny efekt na hematologické znaky. Zatimco T. spiralis
vyvolad zvySeni eosinofilnich granulocytl, po infekci T. muris zistavaji hematologické

v

parametry v norm¢ (Dixon et al., 2006). Pravé T. muris patii mezi nejhojnéjsi parazity ze
skupiny tasemnic, které jsme Vhybridni zo6né pozorovali. Studie provedena
Dixon et al. (2006) tedy muze podat vysvétleni, pro¢ jsme nepozorovali vztah mezi potem
eosinofilnich granulocytl a intenzitou nakazy hlisticemi. Zmény V absolutnim poctu

eosinofilll v periferni krvi tedy neodrazeji infekci vSemi mnohobunéénymi parazity. Mnozstvi
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eosinofili zaroven koreluje s hmotnosti mysi, s kterou je taktéz korelované mnozstvi
tasemnic. Hmotnost mysi souvisi uzce s jejim vékem, mizeme tedy ptredpokladat, ze mysi
S vy$8i hmotnosti jsou také starSi. Vzristajici pocet eosinofili s vékem mysi jsme prokazali i
u inbrednich linii, coZ je ve shod¢ s touto pozorovanou korelaci. S vékem mysi vzrasta také
riziko stietll s parazity. To mlze byt vysvétlenim pro nalezené vyssi mnozstvi paraziti u mysi
s vyS$i hmotnosti.  Zavislost intenzity parazitarni ndkazy na staii jedince bylo popsano
napiiklad u surikat (Suricata suricatta), kde prevalence stievnich paraziti Toxocara
suricattae vzrista s vékem (Leclaire and Faulkner, 2014), ¢i u jestérky Lilfordovi (Podarcis
lilfordi), kde subadultni jedinci maji mensi mnozstvi paraziti nez dospély jedinci (Garrido
and Perez-Mellado, 2013). Studie paraziti na zajicich (Lepus europaeus) ale ukazuje, ze
v n¢kterych piipadech miize pocet riznych parazitdrnich druhti s vékem stoupat i klesat

(Chroust et al., 2012).

Intenzita nakazy tasemnicemi souvisi 1 Se zvySenim absolutniho poctu neutrofilii
v periferni krvi mysi. Neutrofilni granulocyty jsou piedevS§im fagocyty drobnych castic
(Geering et al.,, 2013), nehraji tedy vyznamnou roli v obrané¢ proti mnohobunécnym
parazitim. ZvySeni poctu neutrofili mize byt zpisobeno celkovym zhorSenim kondice a
zvySenym stresem u jedincl napadenych tasemnicemi (Davis et al., 2008). Vysoky pocet
neutrofil mizou vyvolat také ko-infekce helmintarnich parazitd s bakteriemi a viry, K jejichz
eliminaci jsou tyto bunky pfizpisobeny. S ko-infekcemi riznymi parazitarnimi druhy se
V ptirodé setkavame velmi Casto (Pathak et al., 2012; Petney and Andrews, 1998). Jedinci ve
Spatné kondici mohou byt zaroven parazitovani vétSim mnoZzstvim jinych typl parazitii (napf.
bakterii ¢i virtl), které zvysuji pocet neutrofild (Gupta et al., 1999; Quevillon et al., 2013).
V piipad¢ infekce nékterymi bakterialni ¢i virovymi infekcemi dochazi k aktivaci imunitniho
systému smérem K prozanétlivé imunitni odpovédi (Abbas et al., 1996). Modulace imunitni
odpoveédi timto smérem brani rozvoji Th2 reakce, ktera je nutna K eliminaci helmintarnich
parazita (Abbas et al., 1996). U jedincd, u kterych propukla zanétliva reakce spojena s

aktivaci neutrofilti pak miizeme pozorovat vys$§i mnozstvi helmintarnich parazitd.

Silnd zavislost mezi hematologickymi parametry a parazitarnimi ndkazami, pfedevSim
tasemnicemi, ukazuje, Ze hematologické znaky u voln€ zijicich Zivo€ichii jsou dobrym
voditkem K urceni zdravotniho stavu. V ramci hybridni zony je mozné sledovat rozdily
vV hematologickych parametrech, které odrazeji intenzitu parazitarnich nakaz, v zavislosti na
hybridnim indexu mysi. Z toho vyplyva, ze poddruhy mysi domaci a jejich hybridi se ziejmé

odlisuji ve zdravotnim stavu a schopnosti odolavat parazitim.
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Absolutni pocet neutrofild i eosinofili se snizuje smérem ke stiednim hodnotam
hybridniho indexu (viz Graf 9 a 10). Hematologické parametry tedy mohou naznacovat, ze
hybridni jedinci jsou méné parazitovani a jsou tedy V lepSim zdravotnim stavu. Nase studie
tedy podporuje hypotézu hybridni rezistence (Fritz et al., 1999; Moulia, 1999), podle které
maji hybridni jedinci zvySenou schopnost odolavat parazitarnim ndkazam. Tuto hypotézu
podporuje i studie Baird et al. (2012), ve které bylo porovnavano mnozstvi paraziti T. muris,
Taenia taeniaeformis a A. tetraptera and S. obvelata v zavislosti na hybridnim indexu mysi.
VSichni tito parazit¢ se u hybridnich jedinch vyskytovali v mensim mnozstvi nez u
rodi¢ovskych poddruhti. Platnost hypotézy hybridni rezistence v hybridni z6né¢ mysi domaci
podporuje i porovnani prubéhu experimentalni ndkazy u hybridi a rodicovskych poddruhii
parazitickym druhem A. tetraptera (Derothe et al., 2004). Hybridi prvni i dalSich (F3 a F4)
generaci ktizeni maji zvySenou rezistenci k A. tetraptera (byl u nich pozorovan nizs§i pocet
parazitickych jedincii) oproti rodiCovskym poddruhiim. Experimentalni nakaza prvokem
Trypanosoma musculi ale neprokazala zadny rozdil v nachylnosti poddruhd a jejich hybrida
(Derothe et al., 1999), a nakaza Sarcocystys muris ukazuje vy$Si nachylnost hybridnich
jedincu (Derothe et al., 2001). ZvySena resistence hybridnich jedinct tedy nemusi byt
vSeobecné platna. Resistence K riiznym parazitarnim nakazam je ustanovena riznymi zpisoby
a muze se mezi druhy i jedinci liSit. Rozpoznani parazitarnich ndkaz u hostitelem z Casti
funguje na takzvaném principu ,,zamku a kli¢e* (Agrawal and Lively, 2003; Flor, 1971;
Frank, 1993; Thompson and Burdon, 1992). Protoze rozpoznani a eliminace nakazy mize byt
vzhledem k této nakaze specificka, urcity genotyp hostitele zajiStuje rezistenci pouze vuci
urCité parazitarni nakaze, ¢i vuéi konkrétnimu genotypu parazita (Thompson and Burdon,
1992; Westerdahl et al., 2005). O resistenci hostitele Ize potom mluvit pouze ve vztahu ke
konkrétni parazitarni nakaze (Vinkler and Albrecht, 2011). U hybridnich jedinci muze
kombinace rodi¢ovskych genotypt vést vV nékterych piipadech K heteroznimu efektu (Derothe
et al., 2004; Moulia et al., 1995). To ovSem neznamena, ze u jinych adaptaci nemuze po
kiizeni poddruhti dochazet napiiklad krozpadu koadaptovanych genovych komplexa
zpusobujicich maladaptaci na parazitarni nakazu a snizeni resistence jedince. Naopak hybridni
rezistence by mohla vznikat pravé jako dusledek vzniku novych alelickych kombinaci napfti¢
geny Vv genomu. Néco takového, do urcité miry, naznacuji i naSe vysledky hematologické

studie u mysi inbrednich linii chovanych v konvencnich chovech (kapitola 3).

Porovnani mnoZstvi mnohobunéénych parazit v rdmci hybridni zony ukazuje také rozdily

mezi rodicovskymi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus (Baird et al., 2012). Jedinci
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piibuznéjsi poddruhu M. m. musculus jsou mnohem méné parazitovani, tento rozdil je
nejvyrazngj$i u nakazy tasemnici Taenia taeniaeformis (Baird et al., 2012). I tyto vysledky se
shoduji s nasi praci. Porovnani absolutniho poctu neutrofilt ukazuje signifikantni rozdil mezi
poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus. Mysi geneticky bliz§i poddruhu M. m.
musculus maji mensi pocet neutrofili oproti poddruhu M. m. domesticus. Jak jiz bylo zminéno
vySe, absolutni pocet neutrofili u mysi Vv hybridni zéné odrazi parazitaci jedince a
pravdépodobné celkovy zdravotni stav mysi. U inbrednich jedincti v podminkach chovil jsme
nenasli vyznamny rozdil v absolutnim po¢tu neutrofilti mezi poddruhy (kapitola 3), coz znaci,
7e tato zména je skutecné vyvoland zménou zdravotniho stavu. VySetfeni hematologickych
parametri ukazuje na lepSi anti-parazitarni rezistenci podruhu M. m. musculus. Odlisna
nachylnost rodi¢ovskych druhii K parazitim byla popsana i Vv hybridni zoné slavky, ¢i
V hybridni zéné parmy, ovSem V téchto piipadech méli hybridni jedinci vzdy primérnou
resistenci k parazitim (Coustau et al., 1991; Lebrun et al., 1992). Na druhou stranu vysetieni
mysi V hybridni zoné mysi doméci na pritomnost parazitickych microsporidii (Enterocytozoon
bieneusi a Encephalitozoon spp.) ¢i bakterii rodu Helicobacter neprokazalo zadny rozdil
vV nakaze mezi poddruhy (Sak et al., 2011; Wasimuddin et al., 2012). Poddruhy, které se
vyvijeji oddélené, si vytvaii v disledku koevoluce s parazitem nezéavisle na sobé adaptace
imunitniho systému. Adaptace na riizné parazitarni ndkazy se samozieymé liSi v disledku
vzajemné koevoluce s danym parazitem. Tato koevoluce byla recentné popsana i u mysi
domaci a prvoka Cryptosporidium tyzzeri (Kvac et al., 2013). Rezistence ¢i nachylnost
k parazitarnim nakazam je specificka (Agrawal and Lively, 2002; Thompson and Burdon,
1992; Westerdahl et al., 2005). Nelze tedy ocekavat odlisnou schopnost anti-parazitarni

rezistence mezi druhy proti vSem parazitim.

Imunitni systém a jeho jednotlivé slozky jsou obecné pokladany za fyziologicky nékladné
(Brown, 2003; Sadd and Schmid-Hempel, 2009; Strauss et al., 2002). Z toho vyplyva, ze
kvalita a mnozstvi zdroji ovliviiuje funkci imunitniho systému (Seppala and Jokela, 2010;
Siva-Jothy and Thompson, 2002; Venesky et al., 2012). Jedinci Zijici v prostfedi chudém na
zdroje si nemohou dovolit pfili§ investovat do obrany proti parazitarnim ndkazadm. Stejné
tak jedinci ve Spatné kondici maji zhorSenou anti-parazitarni rezistenci kvili nedostatku
zdrojti, které mohou investovat do rozvoje a udrzovani imunitniho systému. To potvrzuje i
srovnani hematologickych znaki inbrednich linii a mysi zijicich voln¢ v hybridni zoné (viz
Tabulka 11). Absolutni pocet bilych krvinek je u inbrednich mysi vyrazné vyssi nez u volné

ey

zijicich mysi. Inbredni mysi v chovech maji staly pfisun potravy a v§eobecné lepsi podminky
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nez volné zijici mysi, coZ jim umoziuje alokovat zdroje do imunitniho systému a udrzovat
staly vysoky pocet leukocytl. Signifikantné se mezi inbrednimi a volné Zijicimi jedinci
odlisuji 1 vSechny ostatni hematologické parametry (viz. Tabulka 11). Takové rozdily jsou
ocekavatelné u mysi Zzijicich Vv naprosto odlisSném prostiedi. Evidence o zménach
hematologickych parametri mezi voln¢ zijicimi zvifaty a zvifaty chovanymi V zajeti ale neni
jednozna¢na. U volné zijicich buvoli (Syncerus caffer) byli naméteny vyssi hodnoty
absolutniho poctu bilych krvinek nez u africkych buvolii chovanych v zajeti (Beechler et al.,
2009). Stejn¢ tak u volné Zijicich kocky divoké (Felis silvestris silvestris) byly zjistény vyssi
pocty bilych krvinek, neutrofili a eosinofild oproti kocce divoké chované v zajeti, ale
naopak nizsi hodnoty absolutniho poctu ¢ervenych krvinek (Marco et al., 2000; Racnik et al.,
2004). Hematologické vySetfeni volné zijicich a Vv zajeti chovanych plamenakt ptineslo
podobné vysledky jako nas vyzkum a ukazuje vyssi absolutni pocet bilych krvinek u jedinct
v zajeti (Puerta et al., 1992). Vliv odlisného prostiedi ve volné ptirodé a Vv zajeti neni tedy
jednoznacny. Jak jsme ukazali i v nasi praci, hematologické parametry jsou velmi proménné
Vv zavislosti na mnoha vnitinich 1 vnéjSich faktorech. Patfi mezi né i strava, stres, manipulace
se zvifetem ¢i zména jeho prostiedi (Fisher et al., 2010; Galeotti et al., 2010). Vysledky
porovnadni hematologickych parametrii u riznych druhli ve volné piirodé a v zajeti mlize byt
nejednoznacny, praveé kvili nesnadnému odliSeni pisobeni dalSich vlivi, které hematologické
parametry ovliviiuji. Jediny absolutni pocet bunck, ktery je zvySeny u volné Zijicich mysi
oproti inbrednim mySim je absolutni pocet neutrofill. Voln€ Zijici myS$i maji jisté vetsi
mnoZstvi parazitarnich nékaz, u kterych jsme prokazali vliv na absolutni pocet neutrofilii. Dle
nasich vysledkli ale mnozstvi parazitarnich ndkaz ovlivituje i absolutni pocet leukocytd a
eosinofild, které jsou u volné zijicich mysi sniZené oproti inbrednim jedinciim. ZvySeni poctu
neutrofilii v periferni krvi mysi v hybridni zoné tedy pravdépodobné ovlivituje spisSe celkovy
fyziologicky stres jedince (Davis et al., 2008; Dhabhar, 2002; Gross and Siegel, 1983).
Inbredni mysi v chovech jsou ziejmé vice zvyklé na manipulaci a proto u nich odchyt a odbér
krve nemusi vyvolavat tak silnou stresovou reakci a zvySeni poctu neutrofilti, jako u volné

ey

zijicich mysi.

Pokud zvyseny pocet bilych krvinek u inbrednich jedinc skute¢né znaci jejich lepsi
kondici a investici do imunitniho systému, pak by zvySeny absolutni pocet bilych krvinek u
rodi¢ovskych poddruhti oproti hybridnim jedincim V hybridni zoné mohl také naznacovat
opacny trend, nez je popsan vyse. Tedy ze rodicovské poddruhy jsou Vv lepsi kondici oproti

hybridnim jedincim. Protoze jsme vSak prokazali silnou zavislost mezi jednotlivymi
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bunéénymi typy a mnozstvim parazitarnich nakaz a naSe vysledky jsou také ve shod¢ se studii
porovnavajici mnozstvi paraziti Vv hybridni zoné (Baird et al., 2012), neni tento scénaf
pravdépodobny. Predpokladame, ze vSichni volné zijici jedinci maji celkoveé snizené mnozstvi
vSech bunécnych typt, kvili celkové velmi odliSnym podminkdm prostfedi. ZvySeni
absolutniho poétu leukocytl u jedinct vV ramei hybridni zony tedy neznaci lepsi kondici, ale

spiSe naopak vyssi parazitaci a zhorSeny zdravotni stav.
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5 Otokovy kozZni test: ConA vs. PHA

Otokovy kozni test (skin-swelling test) je nejbéznéji pouzivany test prozanétlivé imunitni
reaktivity v ekoimunologickém vyzkumu (Kennedy and Nager, 2006; Martin et al., 2006;
Vinkler et al., 2010). Nejcéastéji pouzivanym stimulantem pro tento test je PHA (de Bellocq et
al., 2006; Fernandez-De-Mera et al., 2008; Finger et al., 2013; Vinkler et al., 2012). Jelikoz
vsak PHA vaze kromé TCR i komponenty bunéénych membran erytrocyti (Leavitt et al.,
1977), je pouziti PHA v téchto studiich zatizeno interpretacnimi nejasnostmi ze strany
mechanismu aktivace imunity (Vinkler et al., 2010). In vitro studie navic ukazuji, Ze PHA je
relativné slab$im mitotickym aktivatorem T lymfocyti nez ConA (Jacobsson and Blomgren,
1974; Jones, 1973; Lindahlk, 1972). ConA se vaze specificky na koreceptor CD3 v ramci
receptorového komplexu TCR (Leavitt et al., 1977) a mechanismus aktivace imunity timto
mitogenem je tedy interpretacné piimocary. NaSim cilem bylo vylepsit metodiku otokového
kozniho testu pouzitim ConA namisto PHA jako stimulatoru. ConA vsSak dosud nebyl
v ekoimunologickych studiich aplikovan a ani mechanismus vlivu téchto dvou latek na
zéanétlivou reakci u mys$i nebyl dosud podrobné prozkouman. Aby bylo mozné testovat a
spravné interpretovat prozanétlivou imunitni reakci u mys$i Vv hybridni zoné€, bylo nejdiive
nutné porovnat vliv téchto dvou latek a zhodnotit vhodnost jejich pouziti pro otokovy kozni

test.

5.1 Metodika

5.1.1 Zvirata

Tticet pét mysich samct laboratorniho kmene C57BL/6 ve véku 44-121 dni bylo ziskano z
chovti Ustavu biologie obratlovcii, Akademie véd Ceské Republiky, v.v.i. ve Studenci. Kazdy

jedinec byl umistén v samostatné kleci s pfistupem ke krmeni a vod¢ ad libitum.

5.1.2 Plan pokusu

Téchto 35 mysi bylo rozdéleno do 7 skupin po 5 jedincich. VSichni jedinci byli zvazeni
S presnosti na 0,01 g. Pfed pokusem jsme vSem jedincim odebrali vzorek krve z ocasni zily
(ca 5 pL) a pfipravili krevni natér. Déle jsme zméfili tloustku pravé i levé tlapky
V metatarsalni oblasti, vzdy tfikrat, pomoci digitalniho tloustkoméru s piesnosti na 0,01mm

(Mitutoyo547-301, Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japonsko). Po pieméfeni jsme
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pokusnym mysim do podkozi stfedu ventralni strany metatarsu levé tlapky injikovali 0,025
mg konkanavalinu A (ConA) typ IV (produkt ¢. C2010, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
ziedéného 20 pL sterilntho DPBS (produkt ¢. D5652, Sigma-Aldrich) a stejné mnozstvi
fytohemaglutininu (PHA-P; produkt ¢. L8754, Sigma-Aldrich) zifedéného ve stejném
mnozstvi DPBS bylo injikovano do pravé tlapky. Kontrolni skupiné mys$i (n=5) jsme do
podkozi levé tlapky injikovali 20 uLL DPBS a prava tlapka zistala neoSetiena. U vSech jsme
toto oSetfeni provedli ve stejné denni dobé — mezi 16:00 a 20:00h. Poté byly mysi vraceny
zpet do svych kleci a ponechany zde v klidu do doby méfeni odpovédi. Velikost otokové
odpovédi jsme méfili po danych ¢asovych usecich Vv jednotlivych skupinach, tzn. po 3 h
(n=5), 6 h (n=5), 12 h (n=5), 24 h (n=5), 48 h (n=5) a 72 h (n=5). Opé¢t jsme tiikrat zméfili
tloustku tlapky s pifesnosti 0,01 mm (s repetabilitou r=0,99). Otokova odpovéd byla
vypocitana jako priamér ze tif méfeni velikosti tlapky mysi po pokusu minus primér z méfeni
velikosti tlapky pfed pokusem. Thned po pokusu jsme odebrali druhy vzorek krve (ca 5 pL)
k pfipravé dalsiho krevniho natéru. Nasledné jsme vSechny mysi usmrtili cervikalni dislokaci.
Z kazdé tlapky jsme odebrali nekropsii tkan¢ (vertikalni prafez tlapkou distalné od zaprsti,

cca 3 mm) a vzorek fixovali v 10% formalinu fedéném v DPBS.

5.1.3 Histologie a hematologie

Metody zde pouZité se shoduji s hematologickymi a histologickymi metodami popsanymi
ve Vinkler et al. (2010). Tkan z tlapek byla skladovana v 10% formalinu pfi +4°C a nasledné
zpracovany V komerc¢ni histologické laboratofi (BIOLAB Praha Laboratory, Praha). Zde byly
zality do parafinu, nafezany na lum fezy a obarveny hematoxylinem a eosinem. Byly
zhotoveny vZdy 3 fezy z oblasti metatarsu kazdého vzorku tlapky. Kazdy obarveny fez jsme
nafotili na tfech nezavislych mistech (tzn. 9 fotografii na vzorek) pod objektivem se 40x
zvétSenim (mikroskop Olympus BX51 s digitdlni kamerou Olympus DP71; software
Quick PHOTO Industrial verze 2.3; Promicra, Praha, Ceské republika). Buiikky na fezu jsme
poc¢itali na plose o velikosti 0,0025 mm? vprogramu IMAGEJ 1.44p software
(http://rsbweb.nih.gov/ij). Ve vzorku jsme urcili pét bunéénych typu: lymfocyty, monocyty,
neutrofily, basofily and erytrocyty. Z celkového poctu bunék byl prepocten pocet a typ
bun&k na plochu 0,01 mm?. Vsechny krevni natéry byly obarveny barvivem Wright-Giemsa
Modified (product No. WG128, Sigma-Aldrich). Diferencialni pocet bunék v krevnim natéru
byl stanoven podle Campbell and Ellis (2007) viz kapitola 3.1.2.
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5.1.4 Exprese cytokinti

Abychom urc¢ili intenzitu imunitni odpovédi, byl nasledné proveden druhy experiment, pfi
némz byla méfena exprese hlavnich prozanétlivych cytokina (IL-6 a IFN-y) v tlapkach mysi
po aplikaci PHA a ConA v dobé maxima otokové reakce zjisténé v pilotnim experimentu.
Mg¢éfeni exprese cytokinti bylo provedeno Ing. Miladou Chudickovou v laboratofi Prof. RNDr.
Vladimira Holang, DrSc na Ustavu molekuldrni genetiky AVCR, v.v.i. a zde je popsano
pouze struéné. Exprese prozanétlivych cytokini IL-6 a IFN-y byla zjistovana ve vzorcich
tkan¢ z tlapek kontrolni skupiny (nic a PBS, n=11 Kkontrolnich jedinct), nebo
tlapek osetienych ConA, PHA (n=11 pokusnych jedinct) pomoci gPCR. Tkan byla zmrazena
ve zkumavkach s 500 ul roztoku TRI (Molecular Research Center, Cincinnatti, OH). RNA
byla izolovana s pouzitim roztoku TRI a polyacrylového nosice (Molecular Research Center)
dle instrukci vyrobce. Jeden nug RNA byl oSetfen deoxyribonuldzou I (Promega, Madison,
WI) a zdroven pouzit na pro reverzni transkripci. cDNA byla nasyntetizovana za pouziti M-
MLV reverzni transkriptazy a ndhodnych primert (Promega) v celkovém reakénim objemu 25
ul. Pro kvantitativni real-timePCR (qPCR) byl pouzit iCycler (BioRad, Hercules, CA) a iQ
SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, CA) (Trosan et al., 2012). Pro amplifikaci byly
pouzity nasledujici primery: GAPDH (housekeeping gen): 5'-CCCAACGTGTCTGTCGTG-
3’(sense), 5’-CCGACCCAGACGTACAGC- 3’ (antisense), IL-6: 5'-
GGGCAAGATGATGCCAAA-3 (sense), 5 - TTGTGATGACAGTTTGGTGAGTC - 37
(antisense), IFNg: 5'-GGGTAACTGTGAATGTTCAATGG-3 (sense), 5'-
GCTCAGAAACCCAGTTGCAT-3" (antisense). Kazdy experiment byl proveden v duplikétu.
PCR probihala pfi téchto podminkach: denaturace pti 95°C po 3 min, nasledné 40 cykl pfi
95°C po 20 s, nasedani vlaken (annealing) pii 60°C po 30 s a elongace pii 72°C po 30 s. Data
o fluorescenci byla méfena v kazdém cyklu po elongaci pti 75°C po 5s a analyzovano pomoci
systétmu iCycler Detection, verze 3.1. Kazdy experiment byl proveden V triplikatu. Pro
vypocet exprese cilového genu v porovnanim s expresi referencniho GAPDH (pouzitym jako

endogenni kontrola) byl pouzit model relativni kvantifikace (ACp).

5.1.5 Statisticka analyza

Rozdil tloustky pravé a levé tlapky pfed pokusem a porovnani infiltrace bunék do tkané u
kontrolnich skupin jsme porovnali Wilcoxonovym testem. Pro srovnani infiltrace bunék do
tkan¢ u tlapek osetfenych ConA a PHA jsme pouzili Studentiv t-test. Pro porovnani otoku

tlapek kontrolni skupiny a skupiny oSetiené zanétlivymi stimulanty jsme pouzili analyzu
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variance (ANOVA). Jednotlivé pokusné skupiny (oSetfeni v riznych ¢asovych bodech) jsme
mezi sebou porovnali Tukeyho testem. Zavislost velikosti otoku a infiltrace bunék na case
odbéru, hmotnosti a véku jsme testovali pomoci zobecnénych linedrnich modelti (GLM).
Porovnani exprese cytokinli jsme testovali pomoci neparametrického Wilcoxonova testu.
Zavislost diferencialniho poctu jednotlivych typt bunék v periferni krvi mysi na ¢ase po
stimulaci jsme taktéz testovali pomoci GLM. Jako dalsi vysvétlujici proménné jsme, kromé
Casu po stimulaci, pouzili pocet daného typu bunék v krvi pfed stimulaci, hmotnost a

vék mysi. Statistickou analyzu jsme provedli v programu R verse 3.0.1.

5.2 Vysledky

Tloustka nestimulovanych tlapek (leva a prava) pred pokusem se signifikantné neliSila
(Wilcoxonav test, W = 541,50, P = 0,407). V ¢ase 24h po stimulaci nebyl zjistén signifikantni
rozdil v tloust’ce tlapek mezi nestimulovanou tlapkou a tlapkou oSetienou sterilnim PBS
(T-test, T =-0,3758, Df = 6,357, P = 0,719). PBS tedy nestimuluje otokovou reakci.
Naopak aplikace mitogent PHA i ConA vyvolava otokovou reakci spojenou se zvétSenim
tloustky tlapek oproti kontrolni skupiné oSetfené Cistym PBS (ANOVA, PHA: Df=6/28,
F=31,97, P<<0,001, ConA: Df=6/28, F=17,78, P<<0,001). K signifikantnimu zvétSeni
tloustky tlapek ptitom dochazi v ¢asech po 3, 6,12, 24 hodinach po aplikaci PHA a ve vSech
casovych bodech po aplikaci ConA (Tukeyho test, PHA pro casy 3,6,12,24 P <0,050, ConA
pro vsechny casové body P <0,050, viz Graf 11).

Vysledky hematologického vySetfeni ukazaly, Ze pocet neutrofili v periferni krvi mysi po
stimulaci mitogeny (parové ConA a PHA) je zavisly na ¢ase po stimulaci, neni ale z&visly na
stafi, hmotnosti ¢i podilu neutrofild pfed aplikaci mitogent (GLM: Df=1/28, F=8,15,
P<0,001). V prvnich tfech hodinach po stimulaci mitogeny doslo ke zvyseni relativniho poctu
neutrofild v periferni krvi (Wilcoxondyv test: W=0, P=0,008), mezi dal$imi ¢asovymi body

(3 az 72 h) se pak pomér neutrofili snizoval zpét k pivodnim hodnotam.

Piestoze aplikace PBS nestimuluje otokovou reakci, dochazi ve tkani k signifikantnimu
nartstu poctu bunék oproti kontrolnim neosetfenym tlapkam, tj. K infiltraci bunék do tkané
(Wilcoxonav test, W=25, P=0,011). Tato zména je dana ptredev$im infiltraci neutrofili do
PBS stimulované tkané (Wilcoxonuv test, W=23,5, P=0,028), pocet ostatnich buné¢nych typi

se mezi nestimulovanou tkani a tkani s injikovanym PBS nelisi.
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Graf 11 Casova dynamika otoku

Porovnani velikosti otoku po pouziti dvou stimulantti v jednotlivych ¢asovych bodech. Plné body znaci velikost
otoku po pouziti konkanavalinu A (ConA), prazdné body velikost otoku po pouziti fytohemaglutininu (PHA).
ConA vyvolava vyrazné vétsi otok nez PHA. Pro analyzu bylo pouzito vzdy 5 jedincti na kazdy ¢asovy bod.
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Po aplikaci ConA infiltruji bilé krvinky do tkané a jejich celkovy pocet je zavisly na Case
odbéru histologického vzorku po stimulaci (LM: Df=6/34, F=11,63, P<<0,01). Tukeyho test
ukazuje rozdil v celkovém poctu bunék oproti ¢asu 0 (signifikantni rozdil v ¢asech 12 a 24
hodin po oSetfeni), i mezi dal$imi ¢asovymi body (viz Graf 12). Z jednotlivych bunéénych
typt byla zavislost infiltrace na cCase po stimulaci prokazana pouze u neutrofild (LM:
Df=6/34, F=12,40, P<0,01) kde byly Tukeyho testem prokazany signifikantni rozdily mezi
jednotlivymi ¢asovymi body (viz Graf 13), a u makrofagi, kde jsme nalezli signifikantni
zavislost na véku a hmotnosti mysi (MAM: Df=8/34, F=4,95, P<0,001; ¢as po stimulaci:
Df=6/32, F=3,04, P=0,021; v¢k: Df=1/27, F=11,74 P=0,002; hmotnost: Df=1/27, F=3,13,
P=0,089). Pocet lymfocyti je po stimulaci ConA naopak nezavisly na ¢ase métfeni (P>0,05).

Celkovy pocet bunék ve tkani po aplikaci ConA
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Graf 12 Celkovy poéet bunék ve tkani po aplikaci ConA

Mnozstvi v§ech bunék infiltrovanych do tkané po aplikaci konkanavalinu (ConA) v jednotlivych ¢asovych
bodech. Po aplikaci ConA infiltruje do tkang€ nejveétsi mnozstvi bunék po 48 hodinach. Tukeyho testem jsme
prokazali signifikantni rozdily mezi ¢asovymi body 24h - 3h (P<0,001) a 12h-3h, 12h-6h, 24h-6h, 48h-12h,
72h-12h, 48h-24h, 72h-24h (P<0,05). Pro analyzu bylo pouZito vzdy 5 jedincti na ¢asovy bod.
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RovnéZ po aplikaci PHA zavisi celkovy poc¢et bunék infiltrujicich do stimulované tkané na
Case po aplikaci mitogenu a rovnéz na hmotnosti (MAM: Df=7/34, F=3,24, P=0,0125; ¢as po
stimulaci: Df=6/33, F= 3,45, P=0,0117; hmotnost: Df=1/28, F=5,14, P= 0,031). Tukeyho test
vSak prokazal signifikantni rozdil pouze mezi infiltraci bun¢k v ¢ase 0 a 48 hodin po stimulaci
(viz Graf 14). Infiltrace jednotlivych typu leukocyti se ale po aplikaci PHA na rozdil od
ConA nelisi v zavislosti na ¢ase po stimulaci tkané. Parové srovnani ukézalo signifikantni
rozdil mezi celkovym poétem leukocytt infiltrovanych do tkané po stimulaci ConA a PHA
(parovy t-test: T=2,06, Df=34, P=0,047). Ten je patrné dan rozdilem V poctu neutrofilti ve
tkani (parovy t-test: T=2,04, Df=34, P=0,049). Pocet lymfocytii a makrofagi ve tkani se mezi
odlisn¢ osetfenymi tlapkami nelisi (P>0,050). Rozdil v celkovém poctu bunék infiltrovanych
do pravé (osetfené¢ PHA) a levé (oSetfené ConA) tlapky je taktéz zavisly na Case po stimulaci
(MAM: Df=6/29, F=3,30, P=0,017; ¢as po stimulaci: Df=5/28, F=3,093, P=0,028; hmotnost:
Df=1/24, F=3,85, P=0,062). Tukeyho test ovSem ukézal, Ze rozdil mezi celkovym poctem
bunék v pravé a levé tlapce se mezi jednotlivymi ¢asovymi body signifikantné nelisi, 1isi se
pouze marginalné¢ nesignifikantné mezi ¢asovymi body 24 a 48 hodin (P=0,072). Stejné
tak rozdil v poctu infiltrovanych neutrofilt mezi tlapkami osetfenymi ConA a PHA je zavisly
na Case po stimulaci (LM: Df=5/29, F=3,70, P=0,013). Zde jsme prokazali signifikantni
zménu V rozdilu infiltrace do tkan¢ mezi 24 a 48 hodinami po stimulaci (Tukeyho test,
P=0,035). U PHA nebyla prokazana zadna souvislost mezi velikosti otoku a slozenim
buné¢ného infiltratu ¢i mnozstvim bunék ve tkani. U ConA je na druhou stranu zavislost
mezi otokem a mnozstvim bunék infiltrovanych do tkané silna (LM: Df=1/33, F=21,925,
P<0,001), coz je dano silnym vztahem mezi poctem neutrofili ve tkani a velikosti otoku

(MAM: Df=1/33, F=20,87, P<0,001; viz Graf 15).

V neoSetfenych tlapkach a v tlapkach oSettenych PBS (n=11) nebyla po 24 hodinach
zjiSténa zadna exprese métfenych cytokinG (IL-6 a INF-y). Exprese IL6 byla signifikantné
odlisna od kontrolni skupiny v tlapkach osetienych ConA (n= 11, W=121, P<<0,001) i PHA
(n=11, W=110, P<0,001). Stejn¢ tak byla zjisténa vyrazna exprese INF-y v tlapkach
oSetienych ConA (n=11, W=115,5, P<<0,001) i PHA (n=11, W=60,5, P<0,05). ConA
vyvolava vyrazné vyssi expresi obou cytokininli oproti PHA (IL6: W=121, P<<0,001; INF-y:
W=115,5, P<<0,001).
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Graf 13 Pocet neutrofili ve tkani po aplikaci ConA

Pocet neutrofilti infiltrovany do tkané po stimulaci konkanavalinem (ConA) V jednotlivych ¢asovych bodech.
K nejvétsi infiltraci neutrofilt dochazi po 24 hodinach. Prokazali jsme rozdily mezi ¢asovymi body 24h-3h
(P<0,001), 12h-3h, 12h-6h, 24h-6h, 48h-12h, 72h-12h, 48h-24h, 72h-24h (P<0,05). Pro analyzu bylo pouzito

vzdy 5 jedincti na casovy bod.
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Graf 14 Celkovy pocet bunék ve tkani po aplikaci PHA
Mnozstvi vech bunék infiltrovanych do tkané po aplikaci fytohemaglutininu (PHA) Vv jednotlivych ¢asovych
bodech. Po aplikaci PHA infiltruje do tkané nejvétsi mnozstvi bunék po 48 hodinach. Pro analyzu bylo pouzito

vzdy 5 jedincti na casovy bod.
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5.3 Diskuze

Otokovy kozni test je velmi rozSifenou a hojné pouzivanou metodou testovani zanétlivé
imunitni reaktivity voln¢ Zijicich zvitat (de Bellocq et al., 2006; Fernandez-De-Mera et al.,
2008; Finger et al., 2013; Wiley et al., 2009). Cilem nasi prace bylo porovnani ptisobeni dvou
mitogeni ConA a PHA. Pfestoze je PHA nejpouzivanéjSim stimulantem pfi tomto testu,
ConA se v in vitro testech jevi jako silngjsi stimulant T bunék savct a diky odlisné aktivaci

wewvr

etal., 1993).

Oba stimulanty, ConA i PHA vyvolavaji signifikantni otok tkang i infiltraci bunék do tkané
oproti kontrolnim skupinam. T#i hodiny po stimulaci mitogeny dochazi ke zvyseni poctu
neutrofilti v periferni krvi mysi, v dal§ich ¢asovych bodech se ale vraci k ptivodni hodnotg.
Toto kratkodobé zvysSeni je velmi pravdépodobné vyvolané pouze stresem, zplsobenym
manipulaci s mysi (Davis et al., 2008). U kontrolni skupiny, které bylo aplikovano PBS jsme
také zaznamenali prunik bun¢k do tkané, a to zejména neutrofili. To lze vysvétlit reakci
imunitniho systému na vpich jehly a poskozeni tkan&. Takovato reakce je ale mirna a
nevyvolava zadny méfitelny otok ani méfitelnou expresi prozanétlivych cytokini. Velikost
otoku 1 infiltrace bunék do tkané po aplikaci ConA a PHA je zavisla na Case po stimulaci
tkan¢, prubéh reakce se ale mezi ConA a PHA 1isi. Po aplikaci ConA dochazi
k signifikantnimu zvétSeni tloustky tlapky ve vSech Casovych bodech, pficemz nejvyssi
otok jsme zaznamenali vpo 24 hodinach (viz Graf 11). Celkové mnozZstvi
bunék infiltrovanych do tkané se li§i Vv zavislosti na Case po stimulaci, stejné tak jako
mnozstvi neutrofilnich granulocyti a makrofagh. Nejvyssi pocet bunék ve tkani jsme
zaznamenali opét po 24 hodinach (viz Graf 12). Po aplikaci PHA dochazi k signifikantnimu
zvétseni tloustky tlapky pouze do 24 hodin po aplikaci, pficemz otok je nejvyssi ve 3
hodinach, pozdéji otok tlapky postupné mizi (viz Graf 11). Mnozstvi bunék ve tkani je oproti
kontrolni skupin€ vyssi pouze po 48 hodinach a na rozdil od ConA zéavisi na hmotnosti mysi a
mnozstvi jednotlivych typ bunek ve tkani se v Case nelisi (viz Graf 14). Do tkan¢ osetfené
ConA infiltruje vyrazné vyssi mnozstvi neutrofilnich granulocytii. Rozdil v poctu bunék mezi
ConA a PHA se v case lisi, coz ukazuje na odlisny prubéh reakce na tyto dva mitogeny.
Rozdilna reakce na ConA a PHA u mysi byla pozorovana i v in vitro testech. ConA 1épe
stimuluje mysi thymocyty (Jacobsson and Blomgren, 1974) i T bunky (Jones, 1973) je
mozné, ze dokonce stimuluje odlisné subpopulace T bunék, nez PHA (Stobo and Paul, 1973).
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Velikost otoku vyvolana ConA odpovida mnozstvi infiltrovanych bunék do tkané, a to

predevsim neutrofilnich granulocytt.

Déale jsme pro porovnani intenzity zanétlivé reakce vyvolané ConA a PHA zméfili
mnozstvi cytokinii IL-6 a INF-y exprimovanych ve tkanich stimulovanych témito mitogeny.
Produkce IL-6 vede jednak k diferenciaci B-bunék na plazmatické bunky a v kombinaci
s TGF-B k diferenciaci Th17 buné¢k a jednak k produkci proteint akutni faze hepatocyty a ke
zvySovani teploty v mist¢ zanétu (Balkwill, 1992). Dale také stimuluje hematopoézu
granulocyta (Caracciolo et al., 1989). INF-y je produkovan piedev§$im prozanétlivymy
T lymfocyty a NK bunikami. Stimuluje fagocytujici buniky k produkci ROIs, RNIs a NO
(Kobayashi, 2010). Dale vede k zvySovani exprese MHC proteint, stimulaci Thl odpovédi a
tim prohlubovani zanétlivé reakce (Balkwill, 1992). Nase data ukazuji, ze ob¢ latky, ConA i
PHA, vyvolavaji expresi téchto cytokini. Exprese IL-6 i IFN-y je ale signifikantné vyssi
v tlapkach stimulovanych ConA. Pfestoze je PHA dosud nejpouzivangj$im stimulantem u
tohoto testu (Kennedy and Nager, 2006), ConA se pii pouziti na mysSich jevi ve vSech
smérech jako vhodnéjsi stimulant zanétlivé reakce. Reakce na ConA je u mysi oproti PHA
mnohem vyraznéj$i jak z hlediska velikosti otoku, infiltrace bunék do tkan¢, tak v mife

exprese prozanétlivych cytokint.

Jiz dtive bylo demonstrovano, ze velikost otoku i infiltrace bunék do tkané po stimulaci
PHA je v case proménna (Martin et al., 2006; Turmelle et al., 2010). U ptaku byl nejvétsi
otok po aplikaci PHA pozorovan az po 24h (Martin et al., 2006), u krokodyli po 12h (Finger
et al.,, 2013). Odlisny prubéh muze byt zpusoben rozdilnou davkou mitogenu vzhledem
prudce klesa, nejvétsi pocet bunék byl zaznamenan ve 48h (viz Graf 11 a 14). V case
proménna je i reakce na ConA. Otok vyvolany ConA u mysi dosahuje nejvyssi velikosti az po
24h, oproti otoku vyvolanému PHA je ale vyrazné vétsi (viz Graf 11). Vyssi je i infiltrace
bilych krvinek do mista otoku. Po aplikaci ConA se mezi jednotlivymi ¢asovymi body méni
jak infiltrace neutrofilti tak infiltrace makrofagt (viz Graf 13). Neutrofily jsou majoritnimi
buitkami, které do tkén€ infiltruji. Tim se naSe vysledky odliSuji od vysledkii pokust
provedenych na morcatech, kde aplikace ConA vedla predevsim K infiltraci lymfocytd a
makrofagl (Stadecke and Leskowit, 1974). Pribéh zanétlivé reakce vyvolané ConA se tedy
muze lisit 1 mezi ptibuznymi druhy. Velké mnozstvi neutrofili ve tkani ukazuje na Thl7
zprostiedkovanou zanétlivou reakci (lwakura et al., 2008). Je mozné, Zze ConA u mysi

stimuluje pravé Th17 subpopulaci lymfocytii. Th17 jsou bunky, které jsou znamé svym
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vyskytem V chronickych zanétlivych onemocnénich, pifi kterych dochazi k tvorbé granulomu
a nadmérné aktivité neutrofiltt (Pene et al., 2008; Tondell et al., 2014; Wang et al., 2011b).
Hlavnim produktem Th17 bungk je interleukin 17 (IL-17). Tento cytokin indukuje
v epitelialnich a endotelialnich bunkach expresi prozanétlivych mediatort, piedevsim IL-6,
IL-8 a TNF-a (Ouyang et al., 2008). Jak jiz bylo zminéno, ve tkani stimulované ConA jsme
pozorovali vysokou expresi IL-6. Exprese zminénych cytokininii vede ke stimulaci a
chemotaxi neutrofilnich granulocytti (Ouyang et al., 2008; Pelletier et al., 2010). Th17 ale
stimuluji neutrofily i pfimo, produkci GM-CSF, TNF- o a INF-y (Fossiez et al., 1996;
Pelletier et al., 2010). Prokazali jsme, Ze i prozanétlivy cytokin INF-y je exprimovan
Vv tlapkéch stimulovanych ConA ve velké mife. IL-17 je produkovan také neutrofilnimi
granulocyty, coz vede K pozitivni zpétné vazbé a prohlubovani zanétlivé reakce (Pelletier et
al., 2010).

Zakladnim ptedpokladem metody otokového kozniho testu je, ze velikost otoku je
odrazem imunitni reakce probihajici ve tkani. Tak je tomu pfi pouziti PHA u ptaka — velikost
otoku odpovida poc¢tu lymfocytt, heterofili a basofilt infiltrovanych do tkané (Martin et al.,
2006; Vinkler et al., 2012). Oproti tomu u mysi jsme po aplikaci PHA neprokazali Zadnou
souvislost mezi mnozstvim bunék ve tkani a velikosti otokové reakce. Stejny vysledek, tedy
nezavislost velikosti otoku na mnoZstvi jednotlivych typl infiltrovanych leukocytl, byl
prokazan i u netopyra (Turmelle et al., 2010). Otokova reakce vyvolanda PHA tedy
neodpovidd bunééné imunitni reaktivité, kterou jsme schopni histologickymi metodami
detekovat. ProtoZe neni zfejmé, jaké imunologické pochody velikost otoku pii pouziti PHA
ovlivituji, neni mozné vysledky takového testu ani jednoznaéné interpretovat. Naopak po
pouziti ConA je zavislost mezi velikosti otoku a buné¢nou infiltraci silna. Mnozstvi bunék ve
tkani je nejvyssi 24h po aplikaci ConA, tedy v Case, kdy je nejvyssi i otok tkané (viz Graf 11).
Pocet lymfocytl ve tkani se pii ConA stimulované zanétlivé reakci béhem 72 hodin, na rozdil
od poctu neurofill, signifikantn€ neméni. Lymfocyty jsou tedy aktivovany jiz na zacatku
zanétlivé reakce a jejich aktivita vede ke stimulaci neutrofilli, zvySovani poctu téchto
bunék ve tkani a zvétSovani otokové reakce. Silnou zavislost jsme prokazali pravé mezi

velikosti otoku a mnozstvim infiltrovanych neutrofilt (viz Graf 15).

Nas vyzkum ukazuje, Ze ConA je u mys$i vhodnéj$im stimulantem pro otokovy kozni
test, nez PHA, protoze vyvolava vyrazné silnéjsi a tedy i 1épe méfitelnou zanétlivou reakci.
Zasadnim zjiSténim je, ze oproti PHA, po aplikaci ConA odpovidd mnozstvi

bunék infiltrovanych do tkané velikosti otoku. Proto jsou vysledky otokového kozniho testu
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spouzitim ConA jasnéji interpretovatelné. Interpretaci zjednodusuje také znamy
mechanismus aktivace T bun¢k vazbou ConA vyhradné na CD3 TCR komplexu (Licastro et
al., 1993).

Meéieni otokové reakce vyvolané ConA odpovida pravdépodobné schopnosti zanétlivé
odpovédi predev§im Thl7 lymfocytd. Reakce na ConA je ale v ¢ase proménna, méni se
jak velikost otoku, tak bunéény infiltrat ve tkani. Je tedy nutné provadét méfeni velikosti

otoku vzdy ve stejné dobé po aplikaci stimulantu. Nejvhodnéjsi je méfeni po 24 hodinéch,

kdy je velikost otoku nejveEtsi.

ConA - zavislost velikosti otoku na poctu bunék ve tkani

neutrofily

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
velikost otoku (mm)

Graf 15 ConA — zavislost velikosti otoku na po¢tu bunék ve tkani
Pocet neutrofilti infiltrovanych do tkané po aplikaci konkanavalinu (ConA) zavisi na velikosti

otokové reakce vyvolané timto stimulantem. Pro analyzu bylo pouZito 30 jedinca.

59



6 Prozanéliva reakce v ramci hybridni zony

Zanétliva reakce je imunitni odpovéd na poruSeni homeostdze a patii mezi zékladni
mechanismy zajistujici obranu organismu pied patogeny (Danilova, 2006). Pro srovnani
schopnosti prozanétlivé imunitni reaktivity mysi v hybridni zon€ jsme pouzili vySe uvedeny
otokovy kozni test (kapitola 1.2). Na zakladé pilotnich testi (potvrzenych vysledky
v predchozi kapitole) jsme pro otokovy kozni test v hybridni zoné vybrali injikaci ConA.
Velikost vyvolaného otoku pak odrazi aktivaci T bunék prostfednictvim antigen-nespecifické
stimulace koreceptoru CD3 (Licastro et al., 1993), ktera vyvolava lokalni zanét spojeny
s otokovou reakci, ktera reflektuje schopnost prozanétlivé imunitni reaktivity jedince. Pokud
se 1i8i schopnost imunitni odpovédi mezi poddruhy a hybridnimi jedinci v hybridni zon¢, bude
velikost otoku zavisla na hybridnim indexu, ktery udava ptibuznost jedincti k poddruhiim

myS$i doméci.
6.1 Metodika

6.1.1 Zvirata

V Cesko-bavorském transektu hybridni zony (viz Obrazek 2) bylo v zati roku 2007 a 2008
odchyceno 170 mysi na 31 lokalitaich. Mysi byly odchyceny do dievénych ¢i kovovych
zivochytnych pasti, nasledné¢ umistény do samostatnych kleci s pfistupem vody a krmeni ad

libitum a zde po dobu od 1 do 7 dnii ponechany az do provedeni experimentu.

6.1.2 Plan pokusu

Kazdé mysi byla pfed pokusem zméfena vzdy tloustka jedné tlapky tfikrat, pomoci
digitalniho tloustkoméru s piesnosti 0,01 mm (Mitutoyo547-301, Mitutoyo Corporation). Do
podkozi této tlapky jsme injikovali 0,025 mg ConA typ IV (produkt ¢. C2010, Sigma-Aldrich)
ziedény 20 pL sterilniho DPBS (product No. D5652, Sigma-Aldrich). Experiment probéhl
vzdy v odpolednich a ve¢ernich hodinach mezi 13:00 a 00:00 h. Po 24 hodinach jsme zméfili
Sitku oteklé tlapky, opét tfikrat pomoci digitalniho tloustkoméru s piesnosti 0,01mm.
Tloustka tlapky ptfed i po experimentu byla vypoctena jako primér ze tii méfeni. Velikost
otoku, vyvolaného ConA Vv ¢ase 24h byla vypoctena jako rozdil mezi tloustkou tlapky po

experimentu a pied experimentem.

Hybridni index byl stanoven stejnym zptsobem jako je popsano Vv kapitole 4.1.5.

60



6.1.3 Statisticka analyza

Zavislost velikosti otoku na hybridni indexu, vaze mysi, pohlavi a roku, ve kterém byl
experiment proveden, byla testovdna pomoci polynomické regrese. Udaj o velikosti otoku
jsme zlogaritmovali pro dosazeni normalnich rezidui modelu. Statistickou analyzu jsme

provedli v programu R verse 3.0.1.

6.2 Vysledky

Testovali jsme zavislost velikosti otoku na hybridnim indexu mysi, vdze mysi, a pohlavi.
Velikost otoku neni zavisla na hmotnosti mysi ani na pohlavi mysi (P>0,050). Velikost otoku
zavisi pouze na hybridnim indexu (F=21,19, Df=-3/166, P<<0,001).

Velikost otokoveé reakce v hybridni zéné
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Graf 16 Velikost otokové reakce v hybridni zéné

Zavislost velikosti otoku po aplikaci ConA na hybridnim indexu mysi. Otokova reakceje vEtsSi u mysi
piibuznéjsim poddruhu M. m. musculus. Pro analyzu bylo pouzito 170 jedinc.
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6.3 Diskuze

Pro porovnani imunitni reaktivity mysi V ramci hybridni zény jsme pouzili otokovy
kozni test s ConA jako stimula¢ni latkou. Tento test prokazal silnou zavislost mezi hybridnim
indexem mysi a velikosti otokové reakce. Nase vysledky neukazuji rozdilnost jedinct z
¢istych rodi¢ovskych poddruhi od jedinci se stfednimi hodnotami hybridniho indexu.
poddruhy mysi domaci. Jedinci pfibuznéjs$i poddruhu M. m. musculus reaguji na stimulujici
ConA vyrazné vét§sim otokem, dochazi u nich tedy k masivnéjsi aktivaci imunitniho systému
a zanétlivych pochodi (viz Graf 16). To by mohlo znamenat, ze poddruh M. m. musculus ma
otokového kozniho testu u mysi M. m. musculus a M. m. domesticus tvrdi, Ze tato metoda
nijak nevypovida schopnosti anti-parazitarni rezistence (de Bellocq et al., 2007). V této praci
byl ale jako stimulujici mitogen pouzit PHA, u kterého jsme ani my neprokazali zavislost
mezi velikosti otoku a intenzitou bunééné odpoveédi. Zminéna prace také porovnava velikost
otoku s resistenci K helmintarnim parazitim, jejichz eliminace je zavisla na Th2 bunééné
odpovédi. ConA, ktery jsme pouzili, ale stimuluje zanétlivou odpovéd’ pravdépodobné
zprostiedkovanou Th17 lymfocyty. Pfredpokladame tedy, Ze poddruh M. m. musculus je 1épe
adaptovan na parazitarni nakazy, jejichZz eliminace je zavisld na prozanétlivé imunitni
odpovédi. Na druhou stranu, pouziti otokového testu u hyla rudého ukazalo, ze vétsi otokova
reakce znac¢i naopak hor$i zdravotni stav (Vinkler et al., 2012). V této studii byla prokazana
negativni korelace mezi velikosti otoku a sytosti ptaciho ornamentu, ktery je ukazatelem
zdravi jedince a odpovida schopnosti odolavat parazitim (Hill and Farmer, 2005).
Interpretace velikosti zanétlivé reakce tedy nemusi byt jednoznacnd. Silny pribéh zanétu
mize byt jak znamkou vyssi investice do tohoto obranného mechanismu, tak také znakem
neschopnosti spravné regulace imunitni odpovédi a vzniku imunopatologické reakce

poskozujici organismus (Graham et al., 2005).

Nase studie hematologickych znakii v rdmci hybridni zény ale podporuje spise
hypotézu, ze velikost otokové reakce u mysi odpovida schopnosti prozanétlivé reakce vedouci
k eliminaci parazita a koreluje pozitivné se zdravotnim stavem mysi. Jak jiz bylo zminéno
vySe, V periferni krvi mysi poddruhu M. m. musculus jsme pozorovali mensi mnozstvi
neutrofilnich granulocytii. MnozZstvi neutrofilli v krvi souvisi se zdravotnim stavem jedince

(Davis et al., 2008; Gupta et al., 1999). Predpokladame, ze kromé nakazy parazity ze skupiny
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Cestoda (kde jsme prokazali zavislost) odrazi pfedev$im mnozstvi bakterialnich a virovych
onemocnéni, K jejichz eliminaci jsou neutrofily pfizptusobeny (Geering et al., 2013; Quevillon
et al.,, 2013). Obranu proti témto typum onemocnéni zprostiedkovava pravé prozanétliva
odpovéd,, kterou jsme testovali pomoci otokové reakce. Lepsi zdravotni stav poddruhu M. m.
musculus ukazuje i srovnani mnozstvi parazitirnich nakaz v ramci hybridni zony. NaSe
vysledky ukazuji lepsi schopnost zanétlivé odpovédi poddruhu M. m. musculus v porovnani s
M. m. domesticus. U podruhu M. m. musculus byla také recentné popsana vyrazné vyssi
geneticka variabilita v receptoru TLR4 (Toll like receptor) oproti M. m. domesticus
(Fornuskova et al., 2014). TLR4 je transmembranovy receptor rozpoznavajici bakterialni
lipopolysacharidy a hraje tedy vyznamnou roli Vobrané organismu pifed bakteridlnimi
nakazami. Vy§$i variabilita v tomto receptoru muze pro populaci M. m. musculus jako
celek znamenat schopnost obrany proti SirSimu spektru bakteridlnich nakaz. Variabilita
Vv genech imunitniho systému v ramci populace spiSe nez schopnost rezistence jedince odrazi
silu selekce ze strany paraziti. Napiiklad variabilita v jinych zasadnich receptorech
imunitniho systému MHC (major histocompatibility complex) u mnoha hostitelskych druhd
koreluje s mnozstvim parazitarnich druhd, které tyto druhy napadaji (de Bellocq et al., 2008;
Simkova et al., 2006). Vyssi variabilita u M. m. musculus tedy mtze ukazovat na silngjsi
selekéni tlak na tento poddruh, zaroven ale mize byt také ukazatelem lepsi schopnosti na

selekéni tlak reagovat a adaptovat se na prirozené se vyskytujici parazitarni nakazy.

Otokovy kozni test ale na rozdil od hematologickych znakii neukazuje na rozdilnost
hybridnich jedincii od rodi¢ovskych poddruhii. Ve schopnosti prozanétlivé reakce tedy
pravdépodobné neplisobi heterozni efekt jako u schopnosti eliminace mnohobunécnych
parazitt. V této studii bylo ovSem pouZzito mensi mnozstvi jedincti a velmi malé mnozstvi
jedinct se stfednimi hodnotami hybridniho indexu, je tedy mozné, Ze odli$nou reakci se nam

nepodafilo prokézat kvili nedostate¢né velkému vzorku.
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Zaver

Zakladnim cilem této prace bylo zmapovat variabilitu ve zdravotnim stavu Vv hybridni z6né
myS$i domaci. Pomoci dvou nezédvislych metod jsme nalezli evidenci o rozdilech ve
zdravotnim stavu jak mezi dvéma poddruhy, tak mezi poddruhy a jedinci hybridniho puvodu.
Vysetteni hematologickych parametrt jedincti z pfirody odvozenych inbrednich linii ukazuje,
ze V podminkach standardizovaného chovu neexistuji vyrazné rozdily mezi jedinci poddruhu
M. m. musculus a M. m. domesticus. Pii vyzkumu volné zijicich mysi jsme ale nalezli vyrazné
rozdily Vv hematologickych parametrech odraZejici zifejmé jejich odliSnou miru
parazitovanosti. Hybridni jedinci maji snizené mnozstvi absolutniho po¢tu vsech leukocytd,
specificky eosinofili a neutrofilti. U vSech téchto parametri jsme prokazali silnou souvislost
s ndkazou mnohobunécnymi parazity. NaSe studie ukazuje, ze hybridni jedinci jsou zdravéjsi
a to patrné diky zvySené rezistenci K parazitarnim nakazam oproti rodi¢ovskym poddruhtim.
Nase zjisténi potvrzuji také vysledky vyzkumu, ktery porovnavd piimo mnozstvi
helmintarnich paraziti u jedinct v ramci hybridni zony (Baird et al., 2012). V hybridni zoné
mysi domaci tedy pravdépodobné plati hypotéza resistence hybrida (Fritz et al., 1994) . To by
znamenalo, Ze parazitarni nakazy nehraji vyznamnou roli v udrZzovani stabilni hybridni zony
oddélenych poddruhtt M. m. musculus a M. m. domesticus. Hybridni zéna mysi domaci tedy
pravdépodobné neni udrzovand parazity zprostiedkovanou selekci a Vv hybridni zoné
nedochazi k hybridnimu rozpadu, jak postulovaly dvé ptedchozi studie zabyvajici se timto
tématem (Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Dle teorie Cervené kralovny je pro
hostitelské populace vyhodné udrZzovani vysoké genetické variability, kterd znemoZiuje
parazitim pfizpusobit se vSem jedincim V populaci (Ladle, 1992; Wolinska et al., 2008).
Hybridizace dvou poddruhti mysi domaci mize vést k vytvareni nové genetické variability, na
kterou se parazité nem¢li moznost adaptovat a dochazi tak k zvyhodnéni hybridnich jedinct.
U hybridi ptsobi takzvany heterozni efekt, kdy kifizenim dochazi k odstranéni negativné
pusobicich recesivnich mutaci a k ziskani vyhod obou poddruhi (Hannon et al., 2011).
Hypotéza Dobzhanského a Miillera ale predpovida, ze Vv alopatrickych populacich dochazi
k vzniku a fixaci odlisnych alel (Bateson, 1909; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942). Pfi
sekundarnim kontaktu a kiiZeni téchto populaci vznikaji genotypy, ve kterych se setkavaji
dosud nevyzkouSené kombinace alel, které mohou byt vzijemné inkompatibilni a vést
k znevyhodnéni hybridnich jedinct. Baird et al. (2012) navrhuje, Ze vznik takovych

inkompatibilit je v genech imunitniho systému nepravdépodobny, pravé diky pusobeni efektu
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Cervené kralovny. Diky udrzovani vysoké genetické variability frekvenéné zavislou selekci,
nedochazi v oddélenych populacich k fixaci odlisnych alel a mezi poddruhy je udrzovan
znac¢na polymorfismus. Pokud se ale zamétime na dil¢i imunologické obranné mechanismy,
testu, pak naSe vysledky nijak nepodporuji pfedstavu zvySené prozanétlivé imunoreaktivity
hybridi. Obranu proti helmintarnim parazitim zajistuje ptedev§im Th2 typ imunitni odpovédi
(Ovington and Behm, 1997), zatimco otokovy kozni test s pouzitim ConA vyvolava
zéanétlivou reakci, pravdépodobné zprosttedkovanou Th17 lymfocyty. Je tedy pravdépodobné,
ze heterozni efekt plisobi jen na urcité aspekty imunitniho systému mys$i domaci, zatimco jiné
se tidi spiSe hypotézou dominance (Fritz et al., 1994). S tim by pak mohl souviset i odlisny
vyznam ruznych typu parazitt pii udrzovani hybridni zény nebo pfi prichodu riznych

genotypl parazitl pies tuto zonu.

Obé pouzité metody vySetfeni zdravotniho stavu ale ukazuji na zvySenou rezistenci
poddruhu M. m. musculus oproti M. m. domesticus. Hematologické parametry M. m. musculus
vypovidaji o nizsi parazitaci a tedy vyssi rezistenci tohoto poddruhu K parazitarnim nakazam.
Poddruhy se 1isi ptfedev§im Vv absolutnim poctu neutrofilnich granulocytd, coz jsou
fagocytické bunky zajistujici predev§im obranu proti virovym a bakterialnim nakazam
(Geering et al., 2013). Prokazali jsme ale i souvislost jejich po¢tu s mnozstvim parazitickych
tasemnic. Hematologické parametry se u inbrednich linii mySi dvou studovanych poddruhti
Vv kontrolovanych podminkach chovii vyrazné nelisi. To znaci, Ze zmény pozorované V radmci
hybridni zony jsou skute¢né vyvolany parazitaci a zménou zdravotniho stavu. U poddruhu M.
poddruhu M. m. domesticus. NaSe prace ukazuje, ze poddruh M. m. musculus je méné
parazitovan a ma lep$i schopnost prozanétlivé obrany proti ndkazam. S tim je opét ve shod¢ i
prace studujici mnozstvi mnohobunéénych cervii napadajicich mysi v hybridni zoéné (Baird et
al., 2012). U mysi poddruhu M. m. musculus byl pozorovan vyrazné niz§i pocet i nizsi
diverzita parazitt oproti M. m. domesticus. Mezi poddruhy mysi domaci bylo nalezeno mnoho
dalsich odlisnosti a to i behavioralnich. Samci poddruhu M. m. domesticus jsou oproti
samcum druhého poddruhu agresivnéjsi (Frynta et al., 2005; Munclinger and Frynta, 2000) a
jejich cCastejsi konfliktni interakce mohou vést KzvySenému vzajemnému piedavani
parazitarnich nakaz a zhorSenému zdravotnimu stavu tohoto poddruhu. Pokud je poddruh M.
m. musculus skutecné celkové zdravéjsi a tedy selektivné vyrazné zvyhodnén, mélo by

dochazet Kk jeho postupnému Sifeni na tzemi M. m. domesticus K posunu hybridni zony.
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Studium chromosomu X skute¢né naznacuje, Ze se hybridni zoéna v minulosti pohybovala
zapadnim smérem a tedy ze poddruh M. m. musculus postupné vytlatuje M. m. domesticus

z jeho izemi (Macholan et al., 2007).

Z nasich vysledku vyplyva, Ze parazity zprostfedkovana selekce nehraje roli v udrzovani
tenzni hybridni zony mysi domaci. Hybridni jedinci jsou pravdépodobné znevyhodnéni jinymi
mechanismy, nez zvySenou nachylnosti K parazitim. Velkou roli v udrzovani tenzni zony
hraje patrn¢ hybridni sterilita (Albrechtova et al., 2012; Janousek et al., 2012; Turner et al.,
2012). SniZzena schopnost reprodukce byla prokazana jak u laboratorniho kfiZeni tak i pfimo u
mys$i v hybridni zoné (Turner et al., 2012). U hybridnich jedinci midzeme pozorovat snizeny
pocet spermii i jejich zhorSenou pohyblivost (Albrechtova et al., 2012). Za hybridni sterilitu
jsou pravdépodobné zodpoveédné nékteré geny na chromosomu X (Bhattacharyya et al., 2014;
Janousek et al., 2012) mechanismy hybridni sterility a udrzovani hybridni zény ale nejsou

stale dokonale vysvétleny.
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Ptiloha 1 — hematologické parametry inbrednich linii

Ptiloha 2 — hematologické parametry volné Zijicich a inbrednich mysi
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