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1. Uvod

Parazité jsou vyznamnym &initelem uplatiiujicim se v fadé piirodnich procest. Casto
pusobi také jako dulezity selekéni faktor, ktery vyvolava evoluéni zmény u svych hostiteld.
I kdyz vtadé pripadd parazit svého hostitele nijak fyziologicky ani morfologicky
neovliviiuje, mohou nastat situace, kdy pfitomnost parazita zplisobi zménu v chovani
hostitele. Pfipady, kdy zmény v chovéani hostitele poskytuji vyhodu parazitovi, fadime
do kategorie manipulac¢niho ovliviiovani (Poulin, 1994).

Jednim z klasickych organismi, ktery umoziuje studium manipulaéni hypotézy, je
intracelularni parazit Toxoplasma gondii. Zivotni cyklus Toxoplasma gondii je nepiimy,
zahrnuje fazi asexualni a fazi sexualni. Asexualni faze probiha v mezihostiteli, kterym muze
byt kterykoli teplokrevny obratlovec vcetné ¢lovéka. Faze sexudlni probihd v definitivnim
hostiteli, kterym mohou byt pouze zastupci celedi Felidae. Cyklus je povaZovan
za kompletni, pokud je infikovany mezihostitel pozien predatorem (definitivnim hostitelem).
Na zéakladé tohoto heteroxeniho Zivotniho cyklu lze predpokladat, ze Toxoplasma gondii
muze ovlivitovat chovani svého mezihostitele ve svij prospéch tak, aby urychlila a zvysila
uspésnost svého Sifeni do hostitele definitivniho. Naptiklad, aby se mezihostitel stal snazsi
koristi kockovité selmy (Flegr a kol., 1996).

Jiz bylo publikovano nékolik studii zabyvajicich se vlivem toxoplazmézy na chovani
mezihostiteld, které manipulaéni teorii podpotily, avSak doposud nebyl objasnén
mechanismus, jakym Toxoplasma gondii své hostitele ovliviiuje. Jedna z hypotéz zamérena
na mechanismus pusobeni Toxoplasma gondii predpoklada, Ze v mozku infikovanych
mezihostiteld dochazi ke zménam hladiny dopaminu. V roce 1985 Stibbs namétil
v celém mozku mysi s latentni toxoplazmoézou o 14 % vyssi hladinu dopaminu nez u mysi
kontrolnich (Stibbs, 1985). Tuto hypotézu pozdéji nepiimo podpotily i studie na lidech.
Toxoplasma-positivni osoby dosahovaly signifikantné nizSich hodnot ve faktoru Novelty
seeking v Cloningerové dotazniku TCI (Flegr a kol., 2003) oproti osobam kontrolnim.
Piedpoklada se, Ze tento psychobiologicky faktor negativné koreluje s hladinou dopaminu.

V prvni ¢asti této prace jsme se nejprve zaméfili na zmény v chovani Toxoplasma-
positivnich mysi, které by mohly pfispét k snadnéjSimu ptenosu parazita do definitivniho
hostitele. Pfi sledovani zmén v chovani mysi s latentni toxoplazmozou jsme se téZ snazili
pouzit takové etologické testy, pomoci kterych Ize sledovat chovani ovlivnéné dopaminergni
aktivitou. V druhé casti jsme se soustiedili na studium vySe zmiflovaného mechanismu

pusobeni Toxoplasma gondii na mezihostitele. Porovnavali jsme pocet aktivnich



dopaminergnich neuroni v jednotlivych oblastech nervové tkané u Toxoplasma-positivnich a

kontrolnich mysi.

2. Toxoplasma gondii
V soucasné dobé je Toxoplasma gondii tazena do cCeledi Sarcocystidae, tadu
Eimeriida, ttidy Coccidea, kmene Apicomplexa (Corliss, 1994; Lee a kol., 2000).
Toxoplasma gondii patii mezi obligdtné intracelularni parazity, ktefi se mnozi
vyhradn& uvnitf hostitelskych bunék. Zivotni cyklus Toxoplasma gondii je neptimy- parazit
se asexualné rozmnozuje v mezihostiteli, sexudlni faze rozmnoZovani poté probiha pouze
v hostiteli definitivnim (Webster, 2001). V zZivotnim cyklu se Toxoplasma gondii vyskytuje

ve tiech riznych formach- sporozoit, tachyzoit a bradyzoit.

2.1. Asexualni ¢ast zivotniho cyklu v mezihostiteli

Béhem asexudlni ¢asti Zivotniho cyklu se uvnitt hostitelskych bun¢k mnozi tachyzoiti
opakovanou a rychlou endodyogonii. Po ur¢ité dob¢, pravdépodobné jako reakce na imunitni
odpovéd’ hostitele, zane parazit vytvaret tkanové cysty (Gross, 1996). Tkanové cysty
predstavuji velmi odolna stadia (pfezivajici az desitky let), jejich pifitomnost v tkanich je
zodpovédna za latentni fazi toxoplazmozy. Uvnitt cyst nalezneme velké mnozstvi bradyzoitu,
které se mnozi pomalou endodyogonii. Tkanové cysty se preferenéné vytvaieji v nervové
a svalové tkani infikovanych mezihostiteld (Jira a Rosicky, 1983). Cysty maji za nasledek
celozivotni imunni stimulaci hostitele jejimz vysledkem je mimo jiné obvykle celoZivotni

nespecificka imunita vici dalsi infekci Toxoplasma gondii.

2.2. Sexualni ¢éast zivotniho cyklu v definitivnim hostiteli

Po pozfeni infikovaného mezihostitele definitivnim hostitelem (ko€kovitou Selmou)
dojde k rozruSeni stény tkanovych cyst a uvolnéni bradyzoiti. Bradyzoiti penetruji
do epitelialnich bunék tenkého stieva, méni se v tachyzoity a zahdji dalsi fazi asexuélniho
mnozZeni endodyogonii a naslednou endopolygonii (Terner a kol., 2000). Po nékolika
generacich asexudlniho mnoZeni nastava faze sexudlni, tzv. gametogonie, kterd probiha
pouze v definitivnim hostiteli (v ko¢kovité Selmé) (Dubey, 1986). Po oplozeni makrogamet
mikrogametami vznikaji zygoty, které se vyviji v oocysty. Nevysporulované oocysty jsou
poté spole¢né s vykaly vylu€ovany do vnéjsiho prostiedi. Dozravani sporozoitti uvnitf oocyst

(tzv. sporogonie) nastava mimo té€lo definitivniho hostitele. Nevysporulované oocysty se



ve vnéj$im prostiedi stavaji zdrojem infekce pro dalsi hostitele. Infikovana kockovita Selma
vylucuje velké mnozstvi oocyst po dobu 1-3 tydni. Oocysty mohou v pidé za vhodnych

podminek piezZivat nékolik mésici az jeden rok.

3. Toxoplazmoza
Toxoplasma gondii vyvolavd u svych hostiteli onemocnéni, které se nazyva

toxoplazmoza.

3.1. Toxoplazméza u clovéka
Jak bylo zminéno jiZ v ivodu, mezihostitelem Toxoplasma gondii mize byt kterykoli
teplokrevny obratlovec véetné Elovéka. Toxoplazmézou je infikovano 30 az 60 % lidi
na celém svété, jedna se tedy o kosmopolitné rozsitené onemocnéni (Holliman, 1997).
VétSina autorti rozliSuje toxoplazmézu dle zpusobu nakazy na kongenitalni
a ziskanou. Ziskanou toxoplazmézu mizeme dale délit, podle klinickych hledisek, na fazi
akutni, chronickou (dlouho pfetrvavajici akutni ptfiznaky onemocnéni) a latentni (Holliman,

1997).

3.1.1. Kongenitalni toxoplazmaéza

O kongenitalni toxoplazmoéze se hovoii pti pienosu infekce z matky na plod.
Dusledky kongenitalni ndkazy zavisi nejen na pocétu a virulenci paraziti prenesenych
na plod, ale také na trimestru, ve kterém se matka toxoplazmézou nakazila. K pfenosu
Toxoplasma gondii na plod mize dojit pouze béhem akutni faze onemocnéni (tedy jestlize je
matka nakazena v pribéhu téhotenstvi, nebo doslo-li k nakaze kratce pied otéhotnénim).
Mezi klasickou triddu projevi kongenitdlni toxoplazmézy patii intrakranidlni kalcifikace,
hydrocephalus a mikropthalmie. Toxoplazmdza miiZe byt také pii¢inou mentalni retardace ¢i
chorioretinitis (Alford a kol., 1974). Vysoce pravdépodobny ptenos infekce z matky na plod
je ve tretim trimestru téhotenstvi (az 60 %). V tomto piipadé vSak nema tak zavazné
disledky pro plod (nékdy se projevi pouze séropositivitou ditéte). Naproti tomu pienos
infekce z matky na plod béhem prvniho trimestru je méné pravdépodobny, avsak duasledky
pro plod byvaji o to vaznéjsi (spontanni potrat, porod mrtvého plodu, hydrocephalus atd.)

(Gange, 2001).



3.1.2. Akutni faze ziskané toxoplazmozy

Tato faze je charakterizovdna pfitomnosti tachyzoitd v krvi a v ostatnich tkénich
infikovanych jedinct. V akutni fazi infekce dochazi k rychlému vzestupu hladin protilatek
typu IgM, IgA a pozvolnému vzestupu protilatek typu IgG (Kodym a Tolarova, 1998).
U ¢loveéka se tato faze toxoplazmdzy Casto projevuje nespecifickym zhorSenim zdravotniho
stavu- malatnosti, bolesti hlavy, horeckou, myalgiemi alymfadenopatii (zdufeni miznich
uzlin pfedevsim v oblasti krku a $ije). Tyto pfiznaky jsou obdobné b&znym virovym
onemocnénim (Holliman, 1997). Akutni fiaze se mulze téZ projevit psychiatrickymi
komplikacemi (desorientace, psychosy se schizofrenickymi ptiznaky, deprese) (Minto
aRoberts, 1959). Rada studii prokazala asociaci mezi akutni fazi toxoplazmézy
a schizofrenii, nebo vy$si prevalenci latentni toxoplazmézy u pacientli se schizofrenii nez
v normalni populaci. Teorie 0 mozné kauzalni souvislosti mezi toxoplazmézou a schizofrenii
ma vSak mnoho odpurct, toxoplazmoze je obvykle pfisuzovan spise nespecificky vliv tzv.

provokacniho ¢initele (Petrovicky a Vojtéchovsky, 1955).

3.1.3. Latentni faze ziskané toxoplazmozy

Latentni faze toxoplazmézy probihd u imunokompetentnich osob asymptomaticky,
trva zpravidla az do konce Zivota hostitele a z klinického hlediska se jevi jako nevyznamna.
K zavaznym klinickym ptiznakiim vSak muze dochazet u nékterych imunodeficientnich osob
(napt. u HIV pozitivnich jedincl), pfedevSsim postizenim CNS - toxoplazmaticka
encephalitis, meningo-encephalitis ¢i meningo-encephalo-myelitis (Powell a kol., 1978;
Heitman a Irizarry, 1991). Né&ktefi pacienti mohou trpét také psychickymi poruchami-
halucinacemi, nebo progresivni demenci (Hoschl a Balon, 1980).

Latentni faze toxoplazmézy mé vSak i u imunokompetentnich jedinci ziejmé
mnohem vét§i vyznam nez se piedpoklada. Béhem latentni faze toxoplazmoézy preziva
parazit v dormantni formé (bradyzoit) nejcastéji v nervové nebo svalové tkani svého
hostitele. Piedpoklada se, ze mozek hostitele je pro parazita vhodnym mistem odkud je
mozno ovliviiovat hostitele specifickymi zasahy do nervového systému. Tyto zasahy parazita
mohou vést ke zméné chovani hostitele.

Latentni faze infekce je charakteristickd pfitomnosti protilatek typu IgG, zatimco
protilatky IgM a IgA klesaji a do deviti mésicti od nakazy zcela vymizi (Kodym a Tolarova,
1998).

Vliv latentni toxoplazmoézy na ¢lovéka byl nejprve zkouméan v souvislosti



s psychiatrickymi onemocnénimi. Mnoha autory byly popsany psychoneurotické potize
u osob infikovanych Toxoplasma gondii (Wildfiihr, 1954; Pertrovicky a Vojtéchovsky,
1955). Vysoké procento Toxoplasma-positivnich osob bylo téZ pozorovano mezi
schizofreniky (Jirovec a Vojtéchovsky, 1957).

Od roku 1994 vsak Jaroslav Flegr a jeho kolektiv studuji vliv latentni toxoplazmozy
na osobnost a chovani zdravych lidi.

V prvni studii  bylo prostiednictvim 16-ti faktorového Cattelova dotazniku
porovnavano chovani, respektive psychologické profily, které toto chovani odrazeji
u studentt a pedagogti PfF UK (Flegr a Hrdy, 1994). Cattel v dotazniku rozliuje dva typy
rysi- povrchové a zdrojové. Povrchové rysy jsou nahodnou kombinaci projevi (napf.
inteligence a vzdélani), zdrojové rysy vytvarieji stavebni bloky osobnosti (Cattel, 1970).
V soucasné dobé existuje 30 téchto ryst, ztoho 16 jich méti 16 Catteliv PF (napi.: A-
vielost, N- naivita, E- dominance). Tento dotaznik se bézn¢ pouziva v psychologické praxi.
U muzli byly na zakladé¢ 16 Cattelova PF dotazniku zjiStény posuny priamérnych skore
vlivem latentni toxoplazmézy smérem k niz§im hladinam ve faktorech A (sizotymie,
afektotymie), G (sila superega) a Q3 (sebekontrola, sebepojeti) a smérem k vys$sim hladindm
ve faktoru L (podeztivavost, Zarlivost). O dva roky pozdéji byl tento soubor studovanych
osob rozsifen (Flegr a kol., 1996) a i na tomto rozSifeném souboru se opét potvrdil posun
ve faktorech G (sila superega) a L (podeziivavost, zarlivost) u Toxoplasma-positivnich muzi
oproti muzim kontrolnim. V této studii byly také pozorovany posuny v psychice nakazenych
zen. Toxoplasma-positivni Zeny dosahovaly oproti Zenam kontrolnim signifikantné vyssich
skore ve faktorech A (vielost), Q3 (sebekontrola, sebepojeti) a nizsich hodnot ve faktorech L
(podeztivavost, zarlivost) a N (naivita). Ve faktorech A (sizotymie, afektotymie), G (ochota
respektovat socidlni pravidla a normy), L (Zarlivost), N (naivita) a Q3 (sila vtle) je vliv
Toxoplasma gondii u Zen a muzi opacny. U faktoru O (nejistota, pocit ohroZeni) je vliv
shodny (vzestup), ale u Zen je mnohem slabsi.

Na zéklad¢é 16 PF Cattelova dotazniku lze tedy infikované muze ve srovnani s muzi
neinfikovanymi charakterizovat jako podeziivaveéjsi, rezervovanéjsi, s vétSim sklonem

cwwvr

Zeny infikované toxoplazmézou ve srovnani s Zenami neinfikovanymi se jevi jako
vice viel€, sebedisciplované, duveétivé a prirozené, narozdil od Zen neinfikovanych.

Positivni korelace mezi faktory G, F, H a L a délkou infekce ukazuje, ze s dobou
nakazy se zmény v psychice nakaZenych osob prohlubuji. Zda se tedy, ze specifické rysy

nezvysuji pravdépodobnost nakazy, ale Ze pfi¢inou zmény psychického rysu je nakaza (Flegr



a kol., 1996).

Vyssi hodnoty nékterych faktori B (inteligence), Q1 (radikalizmus), O (sklon
k pocitim viny) a Q4 (vysoka ergicka tenze) byly nalezeny u infikovanych Zen testovanych
na toxoplazmo6zu béhem téhotenstvi (Flegr a Havli¢ek, 1999).

V dal§im souboru 55-ti Zen vysetienych na toxoplazmézu béhem téhotenstvi, byla
prokazana korelace mezi délkou infekce a faktory A, G, F (Flegr a kol., 2000). Opakovan¢ se
tedy prokazala korelace mezi délkou trvani latentni toxoplazmézy a mirou posunu hodnot
ptislusnych psychobiologickych faktoru.

V souboru 857 vojaku zékladni sluzby Flegr a kolektiv (2003) pouzili mimo jiné také
Cloningertiv temperamentovy a charakterovy inventdf. Cloningerv temperamentovy
a charakterovy inventéat (TCI) zahrnuje 4 temperamentové dimenze - Novelty seeking, Harm
avoidace, Reward dependence a Perzistence. Novelty seeking piedstavuje tendence
vyhledavat a pozitivné prozivat nové zkusenosti a prostiedi. Harm avoidance je definovano
jako schopnost ucit se a ménit chovani nasledkem trestu nebo flustrace. Reward dependence
je schopnost vytrvat u uritého chovani v zavislosti na odméné nebo socidlnim ocenénim.
Perzistence méfi vytrvalost navzdory flustraci nebo tnavé (Cloninger, 1987). Na zakladé
neurofarmakologickych, neuroanatomickych a biochemickych dat byl kazdé temperamentni
dimenzi pfifazen specificky neurotransmiter: Harm avoidce - GABA a serotonin, Novelty
seeking - dopamin, Reward dependence - norepinephrine, Perzistence - glutamin a serotonin
(Cloninger a kol., 1993). Prostfednictvim tohoto dotazniku bylo u Toxoplasma-positivnich
muzi zjisténo snizeni pouze faktoru Novelty seeking (NS) oproti muzim kontrolnim. Pokles
Novelty seeking byl patrny ve ttech ze ¢tyf primarnich faktord NS (NS2 - impulsivita, NS3 -
extravagance, NS4 - nespofadanost). Naopak NS1 - explora¢ni excitabilita u Toxoplasma-
positivnich jedinci dosahovala mirné vysSich hodnot nez u jedinci kontrolnich. Nizké
hodnoty tii ze &tyf primarnich faktord NS (NS2 - NS4) ukazuji, Ze Toxoplasma-positivni
jedinci jsou v priméru vice premyslivi, rezervovani, pomali a se zvySenou sebekontrolou.
Maji také potebu byt organizovani a preferuji aktivity s ptesné danymi pravidly a ptedpisy.
Pouzitim Ottisova testu autofi t€éZ zaznamenali niz§i verbalni inteligenci u Toxoplasma-
positivnich muzi oproti muzim neinfikovanym. Ottisiv test je standardni verbalni
inteligenéni test, ktery se sklada ze 32 otazek zameétenych na veobecné informace.

Cloningeruv test byl pouzit i pfi testovani darci krevnich desti¢ek fakultni nemocnice
v Praze. Toxoplasma-positivni jedinci dosahovali opét nizSich hodnot ve faktoru Novelty
seeking nez jedinci kontrolni (Skallova a kol., 2005a).

Dalsi studie ukazuji, Ze jedinci infikovani latentni toxoplazmézou maji signifikantné



zhorSenou psychomotorickou vykonnost, coz se projevuje prodlouzenim reak¢nich Cast
ve srovnani s kontrolnimi jedinci (Havli¢ek a kol., 2001; Flegr a kol., 2002). Byla téz
shledana vyssi frekvence Toxoplasma-positivnich osob, které se staly obéti dopravnich nehod
(Flegr akol., 2002), coz miZe souviset se zhorSenim psychomotorickych funkci nebo
zménou nékterych osobnostnich rysi. Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
jedinci v psychomotorické vykonnosti a osobnostnich faktorech se opét zvySovaly v pribéhu
infekce. Naopak riziko autonehody v prubéhu infekce klesalo.

Dosavadni vyzkumy lze tedy shrnout tak, ze Toxoplasma gondii pravdépodobné
indukuje zmény v psychice nakazenych osob. Tyto zmény jsou charakteristické pro latentni

fazi toxoplazmozy, ktera byla az doposud povazovana za bezptiznakovou.

3.2. Toxoplazmoéza u hlodavcu

Pfirozenym mezihostitelem Toxoplasma gondii jsou drobni hlodavci. Akutni faze
u hlodavcid nastava taktka ihned po nakaze infekénimi sporozoity ¢i bradyzoity. Ty se poté
méni v tachyzoity, které putuji do vnitinich organd. Jiz po 2 tydnech dochézi k napadeni
srdce i mozku. Po infekci avirulentnimi kmeny Toxoplasma gondii je nejhorsi zdravotni stav
u mysi patrny piiblizné 10. - 14. den. V této dobé dochazi k vyraznému poklesu vahy, mysi
jsou shrbené a jejich srst je najezena. V tomto stidiu infekce neni imunita jes$té¢ zcela
vytvofena (Kodym, 1996).

V latentni fazi onemocnéni je jiZ imunita vytvofena, tachyzoiti se méni v bradyzoity,
adochazi k tvorbé tkariovych cyst. Maximalni pocet cyst v mozku je ve druhém mésici
po infekci (Kodym, 1996).

Pribéh onemocnéni samoziejmé ovliviiuje mira virulence kmene, velikost infek&ni
davky a druh hostitele, kterého Toxoplasma gondii napadne. RozliSujeme kmeny Toxoplasma
gondii na virulentni, které obvykle usmrcuji nakazené mysi jiz do 10 dnii, nebo cystogenni,
které tvofi pouze cysty a mysi neusmrcuji (Kodym a kol, 2002). Infekéni davka je druhym
ddlezitym ovliviiujicim faktorem. S jejim zvySenim dochazi ke zhorSeni prib&hu onemocnéni.
Napt. sniZeni infekéni davky tachyzoitii virulentniho kmene Toxoplasma gondii z 10° o 2 ady
vede az k 83 % snizeni mortality my$i kmene BALB/c (Araujo a kol., 1976). Posledni faktor,
ktery hraje dulezitou roli v pribéhu nemoci, je druh hostitele, ktery je napaden. Vysoce odolni
hostitelé jsou napf. potkani a lidé, mélo odolni hostitelé jsou naopak mysi, morcata a kralici
(Frenkel, 1988). Rozdily v pribéhu onemocnéni byly také pozorovany mezi jednotlivymi

kmeny mysi. Malo rezistentnim kmenem je napt. kmen BALB/c (Araujo a kol., 1976).



3.2.1. Zmény v chovani hlodavci

Pienos Toxoplasma gondii do definitivniho hostitele (kockovité Selmy) probiha
obvykle formou predace. Pfirozenou kofisti kocky (definitivniho hostitele) jsou drobni
hlodavci (mezihostitel). Uéelem manipulace mezihostitele je zvy3eni efektivnosti pfenosu
parazita do hostitele definitivniho.

Behavioralni efekt toxoplazmoézy byl nejcastéji studovan u laboratornich mysi. Jiz
roku 1978 Piekarski a kol. prokazal, ze Toxoplasma-positivni mys$i maji zhorSenou schopnost
uéeni oproti mySim kontrolnim. Na tuto studii o rok pozdéji navazal Witting (1979), ktery
potvrdil, Ze Toxoplasma gondii skute¢né ovliviiuje schopnost u€eni a prostorové paméti a to
1 po 6 tydnech od infekce. Toxoplasma-positivni mysi se uéily vyrazn€ pomaleji a pfi hledani
spravné cesty v bludisti také vice chybovaly.

Roku 1980 Hutchison a kol. pozorovali u Toxoplasma-positivnich mysi nizsi vyskyt
exploraéniho chovani (napt. panackovani) v novém prostiedi arény. Toxoplasma-positivni
mysi téz Castgji stiidaly jednotlivé prvky chovani nez mysi kontrolni (Hutchison a kol.,
1980a). Naopak Skallova roku 2005 pozorovala signifikantné¢ vyssi exploraci u Toxoplasma-
positivnich samic F1 kfiZzencti kmeni BALB/c a B10A (Skallova, 2005b).

Nékolik dalsich studii se vénovalo zménam v aktivit¢ infikovanych mysi.
Toxoplasma-positivni mysi testované v Open-field testu vykazovaly relativné niz$i preference
pro centralni oblast boxu. RovnéZ u nich byla pozorovana zvySend lokomocni aktivita
projevujici se vét§im poctem prob&hnutych &tvercti (Hay a kol., 1983c). Mysi infikované
kongenitalné i v dospélosti byly oproti kontrolnim vyrazné aktivnéjsi, a to jak v prostiedi
novém (Hay a kol., 1983c), tak i v prostfedi znamém (Hay a kol., 1985). Ve vsech ptipadech
zména v aktivité¢ nekorelovala s po¢tem tkanovych cyst v mozku ani s celkovym zdravotnim
stavem. V roce 2000 Hrda sledovala dynamiku zmén v aktivité infikovanych mysi v pribéhu
dvanacti tydnt od nakazy. Zjistila niz$i aktivitu u infikovanych zvifat v akutni fézi infekce,
pfi niz byly u vSech infikovanych zvifat pozorovany znamky onemocnéni. V latentni fazi
infekce se aktivita infikovanych mysi od kontrol jiz nelisila.

Dalsi studie prokazala zhorSené motorické schopnosti meéfené poctem pada
z rotyjiciho vélce u Toxoplasma-positivnich mysi oproti mySim kontrolnim (Hutchison a kol.,
1980c). Byl také pozorovan rozdil mezi kongenitalné a v dospélosti infikovanymi myS$mi
(Hay a kol., 1983b). Mysi infikované kongenitalné padaly signifikantné Castéji nez mysi
infikované v dospélosti a obé skupiny byly signifikantné horsi nez skupina kontrolni.

Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi mySmi kmene A byly



zaznamenany v experimentu, ktery byl zaméfen na rozpoznavani nového a starého prostiedi
(ramene) v Y bludisti. Kontrolni mySi davaly pfednost novému nezndmému rameni pred
starym, zatimco u myS$i Toxoplasma-positivnich nebyla pozorovéna zadna preference
(Hutchison a kol., 1980b; Hay a kol., 1984). SniZzena reakce na nové prostiedi korelovala
s poctem cyst v mozku infikovanych jedinci. Z téchto studii tedy vyplyva, Ze infekce
Toxoplasma gondii ovliviiuje u mysi schopnost rozliSovat mezi novymi a znamymi podnéty.

Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi mySmi byly zaznamenany
ivtestu sledujici socidlni chovani. U kongenitdlné nakaZenych samcd bylo pozorovano
zvyseni poctu prvka spojenych s agresi a dominanci (Arnott a kol., 1990).

Zmény v chovani byly pozorované i u Toxoplasma-positivnich potkand, Rattus
norvegicus. Toxoplasma-positivni potkani vykazovali vyssi aktivitu nez potkani kontrolni
(Webster, 1994a). Toxoplasma-positivni potkani oproti kontroldm dfive ztraceli obavu Zrat
z misky s novym podnétem (pach, miska, potrava), vykazovali tedy niz§i neofobii (Webster
a kol., 1994b). Zajimavé je, Ze tyto zmény chovani byly pozorovany jak u experimentalné
nakaZenych hybridl potkana divokého a laboratorniho, tak i u odchycenych divokych potkani
nakazenych pfirozenou cestou. Toxoplasma-positivni potkani rovnéz signifikantné Castéji
reagovali a zkoumali nové podnéty né€Z potkani kontrolni (Berdoy a kol., 1995). Mezi
kongenitalné infikovanymi a kontrolnimi samci kfizencd laboratornich a divokych potkant
nebyli pozorovany zadné rozdily v socidlnim postaveni ani v hladiné testosteronu (Berdoy

a kol., 1995).

4. Etologické testy pouzivané pii testovani zmén v chovani hlodavcu

Existuje mnoho druhli etologickych testl, které sleduji zmény v chovéni hlodavci.
Kazdy ztéchto testl je vzdy zaméfen na specifické prvky chovani. Vzhledem k tomu, ze
hlavni ¢asti této prace je sledovani zmén v chovani Toxoplasma-positivnich mysi,
v nasledujicich kapitolach jsou popsany nami hodnocené prvky chovani a metody jejich

mozného testovani.



4.1. Pachové preference

Obraz okolniho svéta je u mnoha zvifat vytvafen souborem pachovych signali.
Pomoci ¢ichovych organi zvifata objevuji potravu, vyhledavaji partnery a identifikuji
nepiatele (Isles a kol., 2001). Svij revir vymezuji pachovymi znackami a pachové Zlazy jim
pomahaji zahnat soka nebo demonstrovat jejich pozici ve skupin€. Pro nékteré zviteci druhy
jsou pachové znacky jednim z vyznamnych zpisobli komunikace. Napiiklad samci mys$i
pachem své moci vzbuzuji u samiéek ochotu k pafeni. Zvifata si jimi vSak dokazi sdélit i dalsi
emoce naptiklad neklid, strach nebo agresivitu (Brown, 1995).

Pii vybéru sexudlniho partnera zvifata preferuji predevSim zdravé neparazitované
jedince. Tento vybér jim tak umozni ochranu pfed kontaktem pfenosnymi nemocemi a zabrani
téZ pfenosu onemocnéni na potomstvo (Clayton, 1991). V nékterych piipadech mohou byt
parazitovani jedinci snadno odliSitelni od jedincd zdravych. Naptiklad u ptakd pfi napadeni
nékterymi parazity dochazi ke zméné ornamentace a vybarveni peii (Hamilton a Zuk, 1982).
U zvitat, ktera komunikuji pfedev§im pomoci ¢ichu, mohou k identifikaci parazitovanych
jedinct slouzit zmény pachu partnera, jelikoZ pach mo¢i mimo jiné odrazi zdravotni stav
jedince (Kavaliers a Colwell, 1993; Kavaliers a Colwell, 1995a; Kavaliers a Colwell, 1995b).

Samice pii vybéru sexudlniho partnera téz preferuji samce, ktefi vylucuji vyssi
mnozZstvi feromonu, tedy obvykle samce s vyssi hladinou testosteronu v krvi. Vyssi hladinu
testosteronu v krvi maji u savcd dominantnéj$i samci (Barnard, 1994). ZvySend hladina
testosteronu vsak na druhou stranu zpusobuje imunosupresi, kterdA miZze usnadnit nikazu
nékterymi parazity (Zuk and McKean, 1996). Zaroven vsak bylo prokazano, Ze socialné nize
postaveni jedinci (tedy jedinci sniz$i hladinou testosteronu v krvi) jsou pod tlakem
dominantnéjSich samci a maji nejen sniZenou $anci se Uspé$né rozmnozit, ale jsou téz
vzhledem k neustalé migraci a sniZzené znalosti okoli vystaveni i vy$§imu riziku predace

(Berdoy, 1994).

4.1.2. Testovani pachovych preferenci

K testovani pachovych preferenci hlodavci se nejCastéji pouziva Y-bludiste.
V jednotlivych ramenech bludisté jsou umistény rtizné pachové znacky. Testované zvife ma
na vybér, které z téchto ramen piednostné navstivi (Willis a Poulin, 2000; Ehman a Scott,
2001). Druhym typem aparatury je ¢tvercova aréna v jejiz rozich jsou jamky (nebo boxy) se
vzorky pachl. Pachové preference jsou nasledné hodnoceny jako rozdily v ¢asech stravenych

prozkoumavanim jednotlivych jamek (Berdoy a kol., 2000; Webster a kol., nepublikovano).
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4.2. Prostorova pamét’ a uceni

Pamét’ je schopnost organismu pftijimat, uchovéavat a vyvolavat piechodné vjemy a to
i po odeznéni vyvolavajicich podnéti. Pamét’ je nezbytnou podminkou vyvoje jedince, jeho
orientace a existence.

V mozku tento proces umoziuje velky pocet biochemickych a mikroanatomickych
zmeén na drovni synapsi, které ulozi vSechny zaznamy, jez organismus védomé i nevédomé
ptijme (Kulistdk, 2003). Presna lokalizace pamétového centra neni stanovena. Jednou
ze zakladnich struktur spojenych s paméti je hipokampus. Dulezitd je také mozkova kura,
ktera plni mnoho uloh zejména pfi vytvareni pamétovych stop pii procesu uceni, a striatum,
které je zapojeno predevsim do procesu uceni a planovani novych motorickych dovednosti.
Jak pfi ukladani dat, tak pti vybavovani informaci jsou ve vzdjemné souhie prefrontalni ktira
a hipokampus (Rokyta, 2002). Pamét’ a uceni je také ovliviiovano hladinou neurotransmiteru
dopaminu, zvlast¢ pak mezo-kortikalni dopaminergni projekci (viz. kap. 6.1.4.). Proces
vytvareni paméti se sklada ze tri casti:

1. Tvorba pamétové stopy, pii niz se vytvaii spoje mezi dvéma misty v mozku,

ptedevsim v mozkové kire a v hipokampu, je materidlnim zdkladem uceni a paméti.

Tato pamétova stopa je charakterizovana zménami morfologickymi (zvySeni poctu

presynaptickych va¢kt s mediatory), elektrofyziologickymi (zvySeni aktivity

jednotlivych neuronil) a zménami biochemickymi (zvySeni mnozstvi enzymu

a ribonukleové kyseliny).

2. Fixace, nebo-li konsolidace pamétové stopy projevujici se jako retence paméti.

3. Vybavovani pamétové stopy, nebo-li vlastni uzivani paméti. Pfi organickém

poskozeni mozku byvé nejdiive naruSena schopnost vybavovani pamétové stopy

(Rokyta, 2002).

Schopnost orientace v prostiedi je spole¢nd pro vétSinu ZivociSnych druhi. Objevem
hipokampalnich pyramidovych neuroni bylo umozZnéno studium prostorové paméti, ktera
hraje vyznamnou roli p#i navigaénim chovani zvifat (Hess, 2003). Orientaci v prostoru
vysvétluje teorie kognitivni mapy. Hipokampalni buiiky pfedstavuji zakladni prvky kognitivni
mapy a aktivita urité populace téchto bunék je vyrazem vybaveni pamétové stopy, ktera
informuje subjekt o jeho momentalni poloze (Rokyta, 2002). Napiiklad potkani s oboustranné
odnatym hipokampem nenaleznou v Morrisové vodnim bludisti podlazku pod hladinou vody,
zatimco zvife s normalnim hipokampem ji najde snadno (Morris a kol., 1982). Navigaci

u zvitat rozumime nalezeni optimalni cesty k cili ve znamém prostoru. Navigace piredpoklada
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praktické vyuziti prostorové paméti (Bure$ a Fenton, 2000).

Pomoci specificky zamétenych testi se mohou porovnavat schopnosti prostorové
paméti a uceni jednotlivych kment mysi (Upchurch a Wehner, 1989). Srovnani schopnosti
ucit se se povazuje za vhodné i pro zkoumani aspektti lidského chovani. Ptikladem mize byt
vyzkum nékterych lidskych nemoci (Valenti a kol., 2001), a¢inku navykovych latek (Cutler
a kol., 1996) ¢i ptisobeni stresu (McEvan a Sapolsky, 1995).

Své uplatnéni testovani prostorové paméti nachéazi téz pii studiu vlivu plsobeni
riznych parazitd na hostitele. Néktefi parazité u svych mezihostitelti zhorSuji schopnost u¢eni
a prostorové paméti (Witting, 1979). Tato zhorSeni u parazitovanych mezihostiteli muze
zvysit pravdépodobnost jejich uloveni predatorem (defenitivnim hostitelem) a tim uzavieni

Zivotniho cyklu parazita.

4.2.1. Testovani prostorové paméti a uceni

Prostorovd pamét je na behaviordlni drovni experimentdlné¢ studovana pomoci
riznych typh prostorovych bludist. Bludist¢ zpocatku odpovidala bézné predstavé mnoha
chodbicek a kiizovatek. Postupné se zacala pouzivat zjednodusena bludisté obsahujici jedinou
kifizovatku sriznym poétem chodbicek (bludist¢ tak mélo tvar pismene T, Y, nebo
viceramenné hvézdy). Zakladem testovani pokusnych zvitat v bludisti je spravné dokonéeni
pozadované ulohy (Stuchlik, 2003).

Standardem pro testovani prostorové paméti je Morrisovo vodni tUnikové bludisté
(Morris, 1981). Bludisté je tvofeno kruhovitym bazénem naplnénym vodou, ve kterém je
umistén ostrivek zpravidla lokalizovany ve stiedu bazénu. Potkani jsou vypousténi z riznych
mist na periferii bazénu a maji za ukol doplavat k ostrivku. Potkan ostrivek nevidi, jeho
polohu si tedy musi pamatovat vzhledem k okolnim pfedmétim. Po nékolika pokusech je pak
potkan schopen nalézt cil pfimou cestou z jakéhokoli mista bazénu. Dulezité je, Ze voda je
pro potkana pfirozenym prostfedim. Naopak mysi jsou jako plavci znevyhodnény, nebot’ je
pro n¢ t€z8i drzet hlavu nad vodou a sledovat okolni orienta¢ni body (Whishaw a Tomie,
1996). Z tohoto divodu se pro testovani prostorové paméti u mySi Castéji pouZivaji
suchozemska bludiste.

Existuji samoziejmé i dalsi testy, které mohou sledovat u hlodavci schopnost udit se.
Jednim z nich je test, ve kterém maji hlodavci za kol pfejit kladinu rizné Sitky nad volnym
otevienym prostorem. Pfechod kladiny je jednoduchym testem piedev§im pro sledovani

motoriky a koordinace testovanych zvifat (Guenther a kol., 2001). Pti opakovani testu, je vSak
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mozZné téZz pozorovat schopnost hlodavci ucit se co nejrychleji uniknout ze stresujiciho
prostiedi, kterym je volny otevieny prostor. NejéastéjSi postup testovani je nejprve piechod

Sirsich kladin a az poté kladin uzsich (Contet a kol., 2001; Deacon a kol., 2002).

4.3. Lokomoc¢ni aktivita a explorace

Lokomocni aktivita a explorace umozZiuji Zivym organismim piezit v pfirodé.
Lokomo¢ni aktivita je obvykle métena jako doba stravena pohybem. MizZe byt zjistovana
v dlouhém casovém useku v prostiedi pro zvife znamém, nebo naopak po nékolik minut
v prostiedi novém. S lokomo¢ni aktivitou souvisi explorace. Pro kazdé zvife je explorace
velmi dilezita, nebot’ umoziluje zvifeti pfesné poznat neznamé prostredi a tim i zvétsit Sance
na preziti v ném. S pomoci explorace objevuje zvife nové zdroje potravy, uéi se rozpoznavat
nova nebezpeci, pamatuje si Ukryty nebo vhodna mista pro stavbu hnizda (Franck, 1996).

Dilezitou ulohu v regulaci téchto prvkd chovani hraje motorické centrum centralni
nervové soustavy. Z tohoto centra jsou fizeny védomé, chténé, vili ovladané pohyby. Odtud
pak vede oboustranné spojeni s mozeckem, ktery se uplatiiuje pii regulaci svalového napéti,
pfi udrzovani rovnovahy a pii koordinaci volnich pohybu (Sternberg, 2002). Lokomocni
aktivita a explorace jsou ovliviiovany hladinou neurotransmiteru dopaminu, zejména pak
mezo-limbickou dopaminergni projekci (viz. kap. 6.1.4.).

Behavioralni efekt parazitace ma u zvifat ¢asto pravé charakter zmén v lokomoéni
aktivité a exploraci nakazeného jedince. Tato behavioralni zména muze vyrazné ovlivnit, zda
bude parazitovany jedinec uloven predatorem a tedy i definitivnim hostitelem (napf.
kockovitou Selmou).

Parazitovani jedinci se sniZzenou aktivitou pomaleji reaguji na bliZici se nebezpeci,
nebot’ jejich sniZzena zdatnost jim nedovoli rychly uték (Rau, 1983; Rau a Putter, 1984).
Na druhé strané néktefi parazité zplsobuji u svych hostiteld hyperaktivitu. Hyperaktivni
jedinci ubéhnou za stejny ¢as mnohem vétsi vzdalenost nez jedinci zdravi, pohyb takto
hyperaktivnich jedinct je ale ¢asto neorientovany, zmateny a napadny (Hay a kol., 1983a;
Hay a kol., 1983c; Webster, 1994a).

SniZeni explorace u parazitovaného jedince znamena napf. nalezeni men§iho mnozstvi
potravnich zdroji a tim i niz§i pfijjem energie, kterd je potiebnd pro ut€ék ¢i obranu
pted nebezpec¢im. Dusledkem sniZeni explora¢ni aktivity je hor$i a pomalej$i orientace

v novém prostfedi (Hutchison a kol., 1980; Rau a Putter, 1984).
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4.3.1. Testovani lokomocni aktivity a explorace

Lokomo¢ni aktivita a explorace je na behavioralni Grovni experimentalné studovana
pomoci riznych typt arén. NejpouzivanéjSim testem je Open-field. Testovaci aréna je
nejcastéji Ctvercova o rizné velikosti, ktera vétSinou zavisi na velikosti experimentalniho
zvitete. Plocha arény je liniemi rozdélena na mensi kvadraty (Frynta, 1992). V tomto testu
experimentator sleduje sérii prvkd chovani, napf. pocet panacki, ktery pravdépodobné
vyjadiuje exploracni aktivitu (Daecon a kol., 2002), pocet probéhnutych ¢tverct, ktery odrazi
lokomo¢ni aktivitu atd. Pomoci Open-field testu mizZeme sledovat lokomoéni aktivitu
v nezndmém prostiedi, v tomto ptipadé se délka pozorovani pohybuje mezi 3 - 10 minutami.
Lokomocni aktivita je vSak v tomto testu ovlivnéna nejen exploraci (Deacon a kol., 2002), ale
zaroven 1 anxietou zvifete (Rogers a kol., 1999). Interpretace vysledk v Open-fieldu je proto
problematicka (File, 2001).

Dalsim testem sledujicim lokomoc¢ni aktivitu a exploraci je Holeboard test. Narozdil
od Open-fieldu je vSak pomoci Holeboard testu mozné méfit tyto dva prvky chovani nezavisle
(File, 2001). Do testovaci arény je vlozeno nepravé dno, do kterého je vyvrtano 4, 8, nebo 12
otvorl o prameéru 15, 25 ¢i 30 mm (Rogers a kol., 1999; File, 2001; Deacon a kol., 2002).
Délka pozorovani se pohybuje od 3-10 minut. Lokomoce se v tomto testu opét méfi pomoci
poctu probéhnutych ¢tvercl, exploracni aktivita se sleduje jako frekvence zkoumani otvort
a Cas straveny touto ¢innosti (Deacon a kol., 2002).

Samoziejme i dalsi testy umoznuji stanoveni aktivity hlodavci. Jednim z nich je box
s umisténym kovovym béhacim kolotocem, ke kterému ma zvite volny pfistup. Pomoci ¢idel
napojenych na béhaci koloto¢ mize byt zaznamenavano mnozstvi otacek, rychlost i celkovy
¢as straveny béhanim v pribéhu ¢asového useku, ktery mize byt i né€kolik desitek hodin

(Festing a Greenwood, 1976; Lightfoot a kol., 2004).

5. Faktory které mohou ovlivnit sledované prvky chovani

Existuje cela fada fyziologickych faktort, které mohou ovlivnit vySe popsané prvky
chovani. Pfipadny vliv téchto faktorti je tedy v prubéhu etologického testovani tieba brat
v uvahu.

Jednim z takovych faktord jsou cirkadialni rytmy zvifat, nebo—li pravidelné stiidani
stavu bdélosti a odpocinku zvifete. V prib&éhu dne se vyrazné méni pfirozena aktivita zvifat.
Z tohoto diivodu je tfeba vSechny etologické testy provadét vzdy ve stejné fazi dne, nejlépe

v dobeé jejich pfirozené aktivity. Mysi a potkani jsou aktivni vtemné fazi dne, naopak
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ve svétlé fazi dne jejich aktivita vyrazné klesa (Nejedly, 1965).

Druhym faktorem, ktery by mohl mit vliv na nékteré nami sledované prvky chovani je
estralni cylus testovanych zvitat. MySi a potkani patfi mezi polyestrické Zivocichy
s endogennim rytmem, tzn. mezi ZivoCichy, ktefi mohou mit vice fiji (estri) do roka
a u kterych je dozravani pohlavnich bunék zcela nezavislé na vnéjSich podminkach. Slozity
regulatni mechanismus fidi opakovani rozmnozovacich cykll a estru v pravidelnych
intervalech po cely rok. Regulacni mechanismy jsou u hlodavcii stejné tak jako u vétSiny
obratlovci zabezpeceny slozitym komplexem hypotalamo-hypofyzalnich funkci.

U dospélych samic mysi chovanych oddélen¢ od samcii se opakuje estralni cyklus
v intervalu 4 - 5 dni s vyjimkou obdobi biezosti. Estralni cyklus zahrnuje Etyfi stadia, ktera
Ize od sebe presné odlisit mikroskopicky z vaginalniho vytéru - proestrus, estrus, metestrus
a diestrus. Proestrus trva asi 18 hodin, béhem né¢hoz se vyrazné zvétSuji folikuly
ve vajeCnicich. Vaje¢niky produkuji zvySené mnozstvi estrogenu a déloha zvétSuje své
rozméry. Stadium estru trva kolem 25 hodin. V této fazi je samice schopna uspesné se parit.
Ovulace probiha spontanné asi 10 hodin po za¢atku estru. Nasledujici fazi je metestrus, ktery
ma jen kratké trvani, pouze kolem 8 hodin. V této fazi dochazi ke zmenseni velikosti a snizeni
vaskulizace epitelu délozni stény. Posledni fazi je diestrus, trvajici 55 hodin.V této fazi je
délozni epitel nizky, Zlazy endométria jsou zmenseny (Palecek, 1994).

V pribéhu estralniho cyklu dochazi k pravidelnym vyraznym zménam hladiny
estrogenll v krvi. Od estru k metestru se hladina estrogeni méni aZz o 50 %. Chemicky patii
estrogeny k steroidnim hormoniim. Samic¢i pohlavni estrogeny jsou produkovany vajecniky
zejména ve folikularni fazi estralniho cyklu. Uginky estrogent jsou mnohostranné. Nejdéle je
znam vliv estrogenid na rozmnoZovani a pohlavni ¢innost (Rokyta, 2000).

V pokusech na laboratornich potkanech v Morisové vodnim bludisti se vSak ukézalo,
Ze estrogeny jsou dulezité 1 pro fixaci pamétové stopy a jeji vybavovani. Samice
laboratornich potkanii maji stejné jako samice mysi ¢tyfdenni estralni cyklus (proestrus,
estrus, metestrus, diestrus). V dobé&, kdy je hladina estrogend nizkd, méla zvifata vyrazné
zhor$enou vstipivost paméti i schopnost vybavovani. Naopak v dobé¢, kdy je hladina estrogent
vysoka, se viechny parametry uceni a paméti zleps$ily (Healy a kol., 1999). V jinych pokusech
byly estrogeny podavany laboratornim potkaniim v obdobi mimo estrus a jejich pamét’ se opét
vyrazné zlepsila (Sandstrom a kol., 2001).

Z experimentl tedy vyplyva, Ze estrogeny jsou velmi dilezité i pro uceni a pamét
hlodavcl. Z tohoto divodu je proto vhodné v pokusech zaméfenych na pamét a uceni

sledovat zaroven i fazi estralniho cyklu testovanych samic, aby byl odstranén jakykoli vliv

15



rozdilnych hladin estrogent v krvi.

6. Mechanismus pusobeni Toxoplasma gondii

Jak bylo jiz uvedeno, pohlavni rozmnozovani intraceluarniho parazita Toxoplasma
gondii probihé pouze v travicim traktu kockovitych Selem (v definitivnim hostiteli). Z tohoto
divodu je Toxoplasma gondii vystavena velmi silnému selekénimu tlaku na vytvofeni
specifickych mechanismi, pomoci kterych by se mohla zvySovat pravdépodobnost pienosu
do definitivniho hostitele. Jednim z nejucinnéjsich mechanismi je vyvolani zmén v chovani
infikovaného mezihostitele, které usnadni jeho uloveni predatorem (kockovitou Selmou) (viz.
kap. 3.2.1.).

Mechanismus ptlisobeni Toxoplasma gondii na chovani mezihostitele nebyl doposud
objasnény. Jedna z hypotéz predpoklada, Ze cysty v mozku maji ptimy efekt na centralni
nervovou soustavu a tim mohou zpiisobovat zmény chovani mezihostitele (Webster, 1994a;
Webster a kol.,, 1994b). Jini autofi popisuji, Ze metabolické produkty parazita v mozku
zpusobuji zapal a encefalitidu (Ferguson a kol., 1991). Tyto zmény nervové tkdné mohou byt
poté zodpovédné za zmény v chovani mezihostitele (Hay a kol., 1983a).

Vysledky nékterych studii v§ak vedou k domnénce, Zze Toxoplasma gondii ovliviiuje
hladinu dopaminu v mozku svych mezihostiteld. Roku 1985 Stibbs zjistil, Ze pfi latentni
toxoplazméze se v mozku mysi hladina dopaminu o 14 % zvySuje (Stibbs, 1985). Studie
toxoplazmoézy u lidi t€Z naznacuji, Ze by zmény v chovani jedinct s latentni toxoplazmé6zou
mohly byt zpiisobené vlivem parazita na dopaminergni aktivitu v mozku. Osoby infikované
Toxoplasma gondii dosahovaly signifikantné niZSich hodnot v psychobiologickém faktoru
Vyhledavani nového (Novelty seeking) v Cloningerové dotazniku TCI (Flegr a kol., 2003;
Skallova, 2005a). Na zékladé neurofarmakologickych a biochemickych dat se predpoklada,
Ze tato temperamentni dimenze Novelty seeking negativné koreluje s hladinou dopaminu.

Dopamin je neurotransmiter katecholaminového typu tvofici se v mozku
v dopaminergnich centrech (substancia nigra, tegument), z kterych je nasledné distribuovan
do specifickych mozkovych oblasti (bazalni ganglia, prefrontalni kortex, nucleus accumbens,
striatum atd.) (Tarazi, 2001). Zmény dopaminu v téchto oblastech maji riizny vliv na chovéni
jedince (Nieoullon, 2002). Jeho hladina u ¢lovéka ovliviiuje emoce, psychomotorickou
aktivitu, spanek, uceni a pamét’ (Bergquist a kol., 2001). U potkanti je dopaminergni aktivita
asociovana s exploraci, aktivitou, anxietou a reakci na odménu (Vallone a kol., 2000).
U mysi pak pusobi na lokomoci, reakci na odménu, panackovani, pamét’ a uceni (Stibbs,

1985).
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Jednim z onemocnéni souvisejicim s dopaminergni aktivitou mozku je schizofrenie,
pti které dochazi ke zvysSeni hladiny dopaminu v uréitych oblastech mozku (Sedvall, 1995).
Studie z roku 1957 poukézala na ojedinély vyskyt psychiatrickych piiznaki podobnych
schizofrenii pii akutni fazi toxoplazmozy. Mezi schizofreniky bylo téZ pozorovano vysoké
procento Toxoplasma-positivnich osob (Jirovec a Vojtéchovsky, 1957). Je tedy
pravdépodobné, ze pokud Toxoplasma gondii opravdu pisobi na hladinu dopaminu, mize byt
toxoplazmdza u citlivych osob jednim z rizikovych faktord pro rozvoj schizofrenie.

Hladinu dopaminu v jednotlivych oblastech mozku infikovanych a kontrolnich mysi
doposud nikdo neporovnaval. Roku 1985 Stibbs porovnaval pouze celkové mnozZstvi
dopaminu v mozku infikovanych a kontrolnich mysi (Stibbs, 1985). Jednou z metod, ktera by
mohla slouzit k porovnani hladiny dopaminu resp. poétu aktivnich dopaminergnich neuronti
v jednotlivych oblastech mozku mysi je imunohistochemickd metoda detekce a nasledné

vyhodnocovani pomoci automatizované analyzy obrazu.

6.1. Dopamin

Koncem padesatych let 20. stoleti provedl Arvid Carlsson sérii studii, které prokazaly,
Ze dopamin je dilezitym neurotransmiterem v mozku.

Neurotransmitery jsou latky uvoliované zneuronu do synaptické Stérbiny
a ovliviyjici aktivitu (excitovatelnost) pouze jedné nebo nékolika prostorové blizkych bunék.
Zajistuji tak mezibunétny prenos nervového signéalu. Z chemického hlediska se jedna
0 monoaminy, aminokyseliny a peptidy.

Monoaminergni systémy je mozné rozdélit do dvou zdkladnich podsystémi:
katecholaminergniho (buiiky systému obsahuji noradrenalin, adrenalin a dopamin)
a serotoninergniho (buriky systému obsahuji S5-hydroxytryptamin). Neurony obsahujici
monoaminy se nachdzeji pfedevS$im v mozkovém kmeni a maji rozsahlé vzdalené spoje

(Trojan a kol., 2003).

6.1.1. Syntéza a degradace dopaminu

Syntéza neurotransmiteri spoéiva v enzymatické upravé jednoduchych prekursort,
které se do neuroni dostavaji obvykle ve spolupraci s gliovymi burikami. Biosyntéza
dopaminu zac¢ina hydroxylaci tyrozinu, kterou katalyzuje tyrozinhydroxylaza na L-DOPA,
jejiz dekarboxylaci vznika dopamin. Pfeména tyrozinu na L-DOPA a L-DOPA na dopamin

probiha v cytosolu, poté je dopamin pienesen do zasobnich vac¢ka (Roth a Elsworth, 1995;
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Bergquist a kol., 2001; Fisar a Jirak, 2001).

Dopamin uvolnény pfi nervovém impulsu do synapse je ve velké mife zpétné
vychytavan do nervového zakonceni prostfednictvim transportérii (DAT), nebo je odbouran
intracelularné ~ monoaminooxidazou = (MAO) nebo  extracelularné  katechol-O-

methyltransferazou (COMT) (Shih a kol, 1999; Kukleta a Sulcova, 2003).

6.1.2. Dopaminergni neurony

Somata dopaminergnich neuronti lezi pfevazné v mesencephalonu a diencephalonu.
Dopaminergni neurony délime na skupiny neuronli znaCenych jako A8 - 17. Prvni
dopaminergni skupina neurond znac¢ena A8 lezi v lateralnich ¢astech nucleus reticularis pontis
oralis (rostralné souvisi se sustancia nigra, pars compacta). Poté nasleduje A9 - substancia
nigra, pars compata, A10 - area ventralis tegmenti, A11 - nucleus premamillaris dorsalis
(hypothalamus), A12 - nucleus infundibuly, A13 - zona interna (dorsomedial hypothalamus),
A14 - area hypothalamica anterior, A15 - area preoptica, A16 - bulbus olfactorius a posledni
A17 - soubor dopaminovych neuront v sitnici oka. Obecné lze tedy shrnout, Ze skupina A8 -
10 zasobuje dopaminem bazélni ganglia a kiru, A12 zasobuje neurohypofyzu, A11,13 - 15
zasobuje lateralni septum, hypothalamus a michu a Al6, 17 jsou tvofeny lokalnimi
interneurony v bulbus olfactorius vretiné (Roth a Elsworth, 1995; Petrovicky, 1998;

Tohyama a Takatsuji, 1998).

6.1.3. Receptory dopaminu

Doposud bylo identifikovano 5 podtypti dopaminovych receptord, které se déli
do dvou skupin na farmakologicky a biochemicky podobné D1 receptoru (D1, DS) nebo D2
receptoru (D2 D3, D4) (Sedvall, 1995). Podtypy D1 a DS jsou spojené se stimulaci
adenylcyklazy, podtyp D2 D3 a D4 sjeji inhibici (Riedel a Platt, 2004). Dopaminové
receptory jsou CasteCné ovlivnitelné obéma dal§imi katecholaminy (adrenalinem
a noradrenalinem) (Tarazi, 2001).

D1 a D2 receptory jsou oproti ostatnim podtypim v mozku Siroce distribuovany.
Afinita D3 D4 a D5 receptori pro dopamin je v nanomolarni nebo submikromolarni oblasti,

zatimco afinita D1a D2 receptori je niz$i (mikromolarni).
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Skupina D1 receptoru

D1 receptory jsou vysoce exprimovany v neostriatu, substancia nigra, nucleus accumbens
a v ¢ichovych lalocich, zatimco lokalizace D5 receptorti je mnohem vice omezena (Zvolsky,
1994). DS receptory nalezneme v hipokampu, thalamu, striatu a mozkové kiie (Riedel a Platt,
2004). D1 receptory reguluji kognitivni funkce (prostorova pamét’, uceni), kardiovaskularni
funkci a pohyb. Funkce D5 receptorti neni zatim zcela prozkoumana (Sedvall, 1995; Strange,

2000; Tarazi, 2001; Viggiano a kol., 2003b).

Skupina D2 receptoru

D2 receptory se vyskytuji ve dvou formach - kratké presynaptické (D2S) a dlouhé
postsynaptické (D2L). Stimulace D2S zptlisobuje pon€¢kud vétsi inhibici adenylatcyklazy nez
D2L (Fisar a Jirdk, 2001). D2 receptory jsou exprimovany v bazalnich gangliich, nucleus
accumbens a ventralni ¢asti tegmentu (Zvolsky, 1994; Riedel a Platt, 2004). D3 a D4 -
nalezneme piedevsim v oblastech limbického systému (Kerwin, 2000). D2 receptory se
u savcil podileji pfedevsim na kontrole aktivity. Funkce D3 a D4 receptorti neni piesné znama,
ackoliv jejich lokalizace v ¢astech limbického systému v mozku naznacuje jejich ptisobeni

na kognitivni funkce a emoce (Steiner a kol., 1998; Strange, 2000; Tarazi, 2001).

6.1.3.1. Naruseni funkce D receptori

Jak bylo uvedeno v ptedchozi kapitole, kazda skupina D receptord ma specificky vliv
na ur€ité¢ prvky chovani. Jiz mnoho studii se zabyvalo zménami v chovani mysi, které
nastavaji po podani antagonistd ¢i agonistli jednotlivych D receptorli, nebo zménami
v chovani mysi, jez maji absenci nékterého z typu D receptort.

Silna redukce panackovani, groomingu a deficit prostorové paméti byl pozorovan
umySsi bez DI receptori (DIR knockouty). Ke stejnym zméndm dochazelo i pii aplikaci
selektivnich D1 antagonisti. Ke sniZzeni lokomoce, pozornosti a po¢tu panackt dochazi
umys$i bez D2 receptori. Podani selektivnich D2 antagonisti vedlo rovnéZz k redukci
lokomoce a po¢tu panackt. U D3R KO mysi byla pozorovana hyperaktivita a snizena anxieta,
naopak mysi bez D4 receptorti vykazovaly anxietu zvySenou (Steiner a kol., 1998; Smith

a kol., 2000; Nieoullon, 2002; Viggiano a kol., 2003a; Viggiano a kol., 2003b).
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6.1.4. Dopaminergni drahy

Dopaminergni drahy muZeme rozdélit do dvou hlavnich skupin 1. mezencefalické
dopaminergni neurony vysilaji spoje hlavné do tfi oblasti - striata, kiry a limbického
bazélniho telencefala. 2. diencefalické dopaminergni neurony ovliviiuji ptedev§im hypofyzu

(Petrovicky, 1998).

Mezo-striaticka (nigrostriatalni) draha

Mezo-striaticka projekce vychazi z A8 - 10 (ze substancia nigra, pars compacta) a konéi
hlavné v dorzalnich a stfednich ¢astech striata (caudate putamen). Mezo-striaticka projekce
patii do soustavy spojui bazalnich ganglii. V jejich hlavnim okruhu (spojeni ve sméru: kura -
striatum - pallidum, substancia nigra reticularis - thalamus - kira) rozliSujeme podle korového
zaCatku 4 hlavni okruhy: senzo-motoricky, okulo-motoricky, asocia¢ni a limbicky okruh.
Mezo-stiaticka projekce ma vliv pifedev§im na emocionalitu, aktivitu, orientaci a reakci

na odménu.

Mezo-kortikalni draha

Mezo-kortikélni projekce vychazi ptedevS§im z A10 (area ventralis tegmenti) ve ventralni
oblasti. Vlakna mezo-kortikalnich drah probihaji ventradlnim mesencephalonem a vstupuji
do lateralniho hypothalamu. Na hornim konci hypothalamu se vldkna staceji pod corpus
callosum a vstupuji do cortex frontalis, cortex cingularis a cortex piriformis a entorhinalis.

Tento systém ma vazbu na pozornost, pohyb, exploraci, motivaci, ueni a pamét’.

Mezo-limbicka draha

Mezo-limbicka projekce vychazi z A10 (area ventralis tegmenti) a probiha shodné s vldkny
mezo-kortikalni projekce. Projekce do nucleus accumbens zacind v celé stiedni ¢asti Al0.
Projekce pro amygdalu zacina ve stfedni lateralni ¢asti A10. Projekce pro septum laterale
zaCina ve ventralni ¢asti A10. Projekce pro tuberculum olfactorius za¢ind v dorzélni ¢ésti
A10. Tento systém souvisi s motiva¢nim chovanim, zahrnujici aktivitu zavislou na odméné.
Mezo-limbické drahy jsou také asociovany slokomoci a exploraénim chovanim (Roth
a Elsworth, 1995; Hersi a kol., 1996; Fisar a Jirak, 2001; Tarazi, 2001; Nieoullon, 2002;
Trojan a kol., 2003).
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6.2. Imunohistochemie
Jednou zmetod, kterd mize slouzit k detekci aktivnich dopaminergnich neuroni
v jednotlivych oblastech nervové tkané mysi, je imunohistochemie.

Zéakladnim cilem imunohistochemickych metod je detekce specifickych antigennich
determinant (molekul nebo jejich ¢asti) v tkanich. Pro spravnost imunohistochemické detekce
ma zéasadni vyznam dokonalost fixace odebrané tkan€, nebot’ schopnost spravné identifikace
bunéénych proteinii zavisi na jejich zachovani v tkanovych fezech. DuleZity vyznam ma

samoziejme také spravné zvoleni typu imunohistochemického barveni (Cuello, 1993).

6.2.1. Fixace tkané

Cilem fixace je zachovani bunék a tkani ve stavu, ktery je co nejpodobnéjsi tomu,
v némz se vyskytuji za Ziva. Fixace zastavi metabolické dé&je stabilizaci enzymu a dalSich
proteini. Toho Ize dosahnout fixa¢nimi roztoky jako je napfiiklad roztok glutaraldehydu,
ethanolu atd., zmrazenim tkané a eventualné i teplem. Prikaz latky je tieba provadét in situ,
tj. pfimo v mist¢ jejiho normaélniho vyskytu v tkani. Pii fixaci je vzdy dulezity vybér
spravného fixativa, které je vazano na konkrétni reakci, kterou se snazime provadét, a na typ
prokazované latky (Beranova a Tonar, 2002).

JelikoZ je dopamin velmi nestabilni latka, pti jeho detekci je hlavni slozkou fixaze
glutaraldehyd, ktery tvoii stabilni dopamin-glutaraldehyd komplex. Na tento komplex se poté
vaze monoklonalni protilatka proti dopaminu (Geffard a kol., 1983; Chagnauda a kol., 1987).

6.2.2. Imunohistochemické barveni

Imunohistochemické barveni je cenna metoda pro detekci specifickych antigend
v tkanich. Imunohistochemické metody vyuzivaji mono ¢i polyklonalné znacené protilatky,
které lokalizuji a vizualizuji pfislusné tkanové antigeny na principu vazby antigenu
a protilatky. Imunohistochemie je vyuzivana ke specifi¢téjSimu prikazu latek schopnych
zucastnit se reakce jako antigeny (Cuello, 1993; Beranova a Tonar, 2002).

Imunohistochemické metody délime na tii nejcastéji uzivané typy - piimé, nepfimé
dvojstupiiové a nepiimé tiistupnové.

Piima metoda je nejjednodussi zptisob detekce lokalizace antigenu v tkéni. Primérni
protilatka je v tomto ptipadé oznac¢ena fluorochromem, enzymem nebo kovem. P¥imé metody

lze vyuzit pouze tehdy, je-1i antigen ve studované tkani v dostate¢né vysoké koncentraci.

Neptimé dvojstupriovéd metoda je oproti pfimé metodé¢ mnohem citlivéjsi. Na tkanové
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fezy se nejprve aplikuje neoznaCena primarni protilatka, kterd je specifickd proti
prokazovanému antigenu. Poté se nana$i druha (sekundarni) protilatka, ktera je znacena
fluorochromem nebo enzymem a imunologickou vazbou se vaze na protilatku primarni.

Nepiimé trojstupnové metody slouzi k zesileni signalu, pokud je mnoZzstvi antigenu
ve tkani nizké. V prvni fazi této metody reaguje primarni specifické antisérum s antigenem
prokazovanym ve tkani, v druhé fazi je aplikovana specifickd, neznacena, sekundarni
protilatka, ve tfetim pak znaceny komplex napiiklad PAP, tj. peroxidaza-anti-peroxidazovy
komplex. Tento typ imunohistochemické metody je mnohem citlivéj$i nez obé predeslé
metody (Beranova a Tonar, 2002).

Jednou z nejcitlivéjSich a nejvice rozSifenych metod patficich mezi tiistupriové
nepiimé imunohistochemické metody, ktera se pouziva pravé pro detekci dopaminu v nervové
tkani, je technika avidin-biotin komplex (ABC metoda). Princip této techniky spociva
v oznaCeni sekundarni protilatky biotinem a jeho nasledné vazbé s avidin-biotinovym
komplexem znacenym kienovou peroxidazou. Enzymaticka aktivita této peroxidazy poté
lokalizuje ta mista, ve kterych doSlo k primarni specifické reakci. Pfitomnost specifické
reakce se v dalsi fazi zviditelni vhodnou reakci, kdy produktem c¢innosti peroxidazy je
nerozpustny pigment (www.vectorlabs.com). Je-li detekéni komplex znacen peroxidazou,
pouziva se jako chromogen DAB, tj. chromogen 3,3’-diaminobenzin. Peroxidaza poté reaguje
se svym substratem, kterym je peroxid vodiku. Oxidaci DAB vznika v misté reakce stabilni

hnédy produkt, ktery se zachovava pti montovani fezi (Beranova a Tonar, 2002).

6.3. Analyza obrazu

Pocitacova analyza obrazu je moderni analytickd metoda, kterd je nepostradatelnou
metodou v mnoha odvétvich ptes aplikace v medicing, chemickém primyslu az po uplatnéni
v kriminalistice.

Pocitatova analyza obrazu zacina definovanim standardnich podminek pro dané
méteni. Tyto podminky musi byt poté zachovany po celou dobu méfeni, aby bylo dosazeno
opakovatelnych vysledkii. Obrazky pro analyzu obrazu jsou v soucasnosti snimany zpravidla
pomoci digitalni kamery.

Pocitacovou analyzou obrazu miiZzeme méfit velké mnoZstvi parametri snimanych
vzorki a to jak kvalitativnich tak i kvantitativnich. Za standardni funkce programu lze oznaéit
upravy jasu, kontrastu a intensity barev, pfevod barevného obrazu na Sedy, vyznaceni oblasti

zajmu (Region of Interest- ROI) a upravy jejich vlastnosti. Specializované€j§i programy
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umoznuji vykonavat analyzu podle riznych kritérii, méfit objekty podle vzoru, analyzovat
a transformovat barvy, aritmeticky a logicky kombinovat obrazy. Vysledky téchto hodnoceni
jsou dale ve vétsiné pripadech zpracovavany prislu$nymi statistickymi metodami (Jirak,

2004).

7. Vliv latentni toxoplazmozy na chovani F1 kfizencu mySi kmeni BALB/c

a CS7/b

7.1. Priprava experimentalnich zvirat

JelikoZ u inbrednich kmenii dochézi ke sniZeni Zivotaschopnosti a patrné i k naruseni
ptirozenych behavioralnich projevi pouzili jsme v baterii etologickych testd F1 generaci
kfizencd kment mysi BALB/c () a C57/b (&). Ktizenci téchto dvou inbrednich kment jsou
izogeneti¢ti, narozdil od rodiCovskych kmenG jsou vSak hybridi heterozygotni
a v behaviorélnich pokusech se projevuji podobné jako mysi outbredni.

Sedesat jedna samic a &étrnact samcti (AnLab) stafi 8 tydn o hmotnosti 19 - 20 g bylo
rozdéleno po 7 - 8 (samci po jednom) do standardnich chovnych boxi typu T3 (samice), T2
(samci). Pro chov slouzily infekéni chovy Prirodovédecké fakulty University Karlovy v Praze,
Vini¢na 7. Voda a granulované krmivo (ST1, Velaz) byly ptistupné ad libitum. V chovné
mistnosti byla udrzovana teplota v rozmezi 23 - 26°C a staly dvanactihodinovy svételny rezim
(temna faze dne od 14:00 - 02:00 hod.).

Po desetidenni habituaci bylo 31 samicim a 7 samclm perordlné¢ podano 0,5 ml
inokula obsahujici pfiblizné 10 tkanovych cyst Toxoplasma gondii cystogenniho
avirulentniho kmene HIF. Stejnym zplsobem bylo podano 0,5 ml fyziologického roztoku 30
samicim a 7 samcum kontrolnim. VSech 75 mysi inokulaci ptezilo.

U vSech experimentalnich zvitat byla v pravidelnych intervalech sledovana hmotnost
(2x tydn¢), vnéjsi priznaky onemocnéni (zména srsti, koordinace pohybt atd.). U samic byla
v dobé nékterych experimentl sledovana i faze estralniho cyklu pomoci vaginéalnich vytért.
Vsechny etologické pokusy (mimo testu s b&hacimi koloto¢i) byly provedeny 10 tydni
po infekci vzdy v temné fazi svételného cyklu (mezi 15:00 - 22:00 hodinou vecerni).

Po ukoncéeni vsech etologickych pokust byla zvifatim odebrana v anestesii krev
ze supraorbitalniho sinu. Stanoveni mnozstvi protilatek v krvi bylo provedeno komplement
fixacni metodou (KFR). Na zavér experimentu bylo téZ stanoveno primérné mnozstvi cyst

v mozku 12 infikovanych samic a 3 infikovanych samci. Mozek kazdého infikované zvitete
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byl zhomogenizovan ve fyziologickém roztoku ve sklenéném homogenizatoru.
Prostfednictvim mikroskopu bylo poté ve vzorku homogenatu spoc¢itdno mnozstvi cyst (10 x
15 pl) pii zvétSenim 40x. Pocet nalezenych cyst ve vzorku byl nésledovné ptepocten na cely

objem homogenatu.

Pivod experimentalnich zvifat pouzitych ve tiech ze ¢tyf testii pachovych preferenci

Test pachovych preferenci byl proveden celkem &tyiikrat, ve tfech pfipadech vSak byl
provadén na jinych souborech laboratornich mysi a tedy zcela nezavisle na baterii
etologickych testli popisovanych v této praci. Experimenty se lisily pouze kmenem pouzitych
mysi. Vysledky téchto experimentt (€. 1-3) jsou uvadény zaroven s vysledky experimentu
¢.4, ktery byl proveden na F1 generaci kiizenci kmenti mys$i BALB/c a C57/B
(30 Toxoplasma-positivnich a 30 kontrolnich samic, 7 Toxoplasma-positivnich a 7
kontrolnich samct) (AnLab).

Pro experiment ¢. 1 bylo pouzito 58 samic kmene BALB/c (28 Toxoplasma-
positivnich a 30 kontrolnich) (AnLab). Inokulace, pribéh infekce a detekce protilatek proti
Toxoplasma gondii je podrobné popsina v diplomové praci Sarky Karikové (2005).
Pro experiment ¢. 2 a 3 bylo pouzito 46 (23 Toxoplasma-positivnich a 23 kontrolnich) samcii
a 60 samic (30 Toxoplasma-positivnich a 30 kontrolnich) F1 generace kiizencti kmenl mysi
BALB/c a BI0A (AnLab). Inokulace, pribéh infekce a detekce protilatek proti Toxoplasma
gondii je podrobné popsana v diplomové praci Anny Skallové (2005).

Vsechna zvifata testovana v téchto experimentech byla infikovana pfiblizné¢ 10
tkaniovymi cystami stejnym avirulentnim cystogennim kmenem 7oxoplasma gondii HIF (viz.
kap. 6.2.). Zvitata byla v prib&hu testovani piiblizné stejného stati (5 mésict). Behavioralni

testovani probihalo ve vSech ptipadech cca 10-11 tydnt po infekci a vzdy v tmavé fazi dne.

7.2. Priprava inokula

Experimentalni mysi byly infikovany tkanovymi cystami avirulentnim cystogennim
kmenem Toxoplasma gondii HIF. Tento avirulentni cystogenni kmen byl izolovan
z mozkomi$niho moku HIV positivniho muze roku 1993 v Praze (Kodym a kol., 2002).

Mozky tfi infikovanych mysi byly zhomogenizovany ve fyziologickém roztoku
ve sklenéném homogenizatoru. Celkovy objem suspense byl 5 ml. Pocet cyst byl stanoven

pod mikroskopem a posléze piepoéitain na celkovy obsah suspense. Suspense byla dale
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nafedéna fyziologickym roztokem na celkovy objem 20 ml. Mysim bylo peroralné pipetou

aplikovano 0,5 ml inokula, které obsahovalo ptiblizné 10 tkanovych cyst.

7.3. Stanoveni mnozstvi protilatek v krvi komplement fixa¢ni reakci (KFR)

Krev odebrana ze supraorbitdlniho sinu byla sto¢ena a vzniklé sérum bylo 45 minut
inaktivovano v 56°C teplé vodni lazni. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo napipetovano
25 pl veronalového pufru (Complement fixation ditulent tables). Do kazdé prvni jamky bylo
pfidano 25 pl inaktivniho séra. Opakovanym pienesenim 25 pl smési séra a pufru byla séra
v jednotlivych jamkéch nafedéna dvojkovou fadou od 1:2 az po 1:4096. Prvni jamka fedéni
slouzila jako fedéni pomocné, nasledujici fedéni 1:4, do kterého se piidalo 25 pl
veronalového pufru, slouzilo jako kontrola antikomplementarity. Do jamek od fedéni 1:8 bylo
pfidano 25 pl antigenu (Sevatest toxoplasma antigen). Poté bylo do vSech jamek véetné
kontrol antikomplementarity napipetovano 50 pl komplementu (Sevatest toxoplasma
komplement). Desticky byly 30 sekund prottepany na tfepace a dany pres noc do vlhké
komirky. Nasledujici den byl pfipraven hemolyticky systém z Hemolyzinu (Sevac) a 2,8 %
suspense beranich erytrocyt v poméru 1:1, ktery byl senzibilizovan ve 37°C teplé vodni
lazni. Tento hemolyticky systém byl pfidan do vSech jamek v mnozZstvi 25 ul. Desti¢ky byly
protfepany a dany na 60 minut do vlhké komurky pii teplot¢ 37°C. Jako kontroly slouzily
znamé positivni a negativni lidska séra, standardné byla téZ provedena kontrola antigenu (25
pl veronalového pufru + 25 pl antigenu + 50 pl komplementu), kontrola komplementu (50 pl
veronalového pufru + 50 pl komplementu) a kontrola hemolytického systému (100 pl).
V poloviné inkubace byly destiCky opét protfepany. Piemisténim desticek do prostiedi
o teploté 4°C byla cela reakce zastavena. Po dvou hodinéch jiz byly vysledky odecitany.

Pokud sérum obsahuje specifické antitoxoplasmatické protilatky vznika komplex
antigen-protilatka, ktery vaZze komplement a tim zabraruje lyzi krvinek. Stupeii hemolyzy tak
odpovida mnozstvi protilatek v séru. Posledni fedéni, pti kterém krvinky jesté sedimentuji se
udava jako vysledny titr. Jestlize sérum naopak neobsahuje protilatky proti Toxoplasma

gondii nastava aplna hemolyza krvinek.
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7.4. Usporadani etologickych experimentu

Etologické experimenty byly provadény v Gnoru a bieznu roku 2005 (test pachovych
preferenci €. 1 byl provadén v kvétnu roku 2004, test pachovych preferenci ¢. 2 a 3 v zafi roku
2004) vzdy ve stejné experimentalni mistnosti v infekénich chovech Ptirodovédecké fakulty
University Karlovy (test pachovych preferenci ¢.1 ve statnim Zdravotnim Ustavu v Praze).
Do experimentélni mistnosti byla zvifata 3 hodiny pfed poc¢atkem kazdého pokusu pfenesena
a ponechana v klidu, aby se tak mohla habituovat na nové prostifedi. VSechna méfeni kromé
testu s béhacimi koloto¢i, ktery probihal 48 hodin, byla provadéna v tmavé fazi dne v rozmezi
15:00 - 22:00 hod. Test s bé&hacimi koloto¢i byl provadén 10 dni po ukonceni baterie
etologickych testi, nebot’ musela byt z technickych diivodi zménéna temna faze svételného
reZimu na 20:00 - 08:00 hod. a bylo nutno ponechat zvifatim dostatek ¢asu piizplisobit se
novym podminkdm. Samci byli testovany pouze v testu pachovych preferenci.

Kazdy pokus byl sniman videokamerou (spontanni aktivita v b&€hacim kolotoci
sniména ¢idly napojenymi na pocita¢, ktera zaznamenavala pocéet impulst v 30s intervalech)
a vyhodnocovan aZ po ukonéeni experimentl prostfednictvim programu The Observer.

Pro vétsi ptresnost vysledkii byla ve vybranych pokusech (osmiramenné radialni
bludisté, test pachovych preferenci ¢. 4) sledovana také faze estralniho cyklu testovanych

samic mysi.

7.4.1. Test pachovych preferenci

Test pachovych preferenci byl provadén v plastikovém akvariu o rozmérech (36 x 20 x
25 cm), ve kterém byla 1 cm vysoka podestylka Cistych hoblin. V akvariu byly symetricky
umistény dvé krabi¢ky (8 x 8 cm) s kruhovym otvorem o priméru 3 cm. Otvory krabiéek byly
orientovany vzdy od sebe (obr. €. 1). Do kazdé z krabi¢ek byl davan pét dni stary substrat (1-
2 cm) infikovanych a kontrolnich zvitat.

Kazdé testované zvife bylo umisténo do akvaria hlavou smérem ke sténé a ponechano
v akvéariu po dobu 10 minut. Poloha krabicek se substratem Toxoplasma-positivnich
a kontrolnich mysich byla ndhodné ménéna.

Po ukonceni kazdého pokusu byly krabi¢ky se substratem vyménény za krabicky se
substratem od zvifat jinych, celé akvarium bylo vymyto 96 % etanolem a podestylka byla

vyménéna za Cistou. Akvarium bylo vzdy umisténo na stejném misté v testovaci mistnosti
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a osvétleno 240 W &ervenou zarovkou znacky Phillips. Chovani mys$i bylo po celych 10
minut sniméno kamerou.

V pokusu byl vyhodnocovan &as straveny v jednotlivych krabickach, frekvence
navstév jednotlivych krabicek, ¢as straveny inaktivitou a pohybem.

Tento pokus byl proveden celkem 4x (viz. kapitola 7.1.). V experimentu ¢. 1 byly
hodnoceny pachové preference Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samic kmene BALB/c.
Tyto samice mély na vybér mezi pachem Toxoplasma-positivnich nebo kontrolnich samic
kmene BALB/c. V experimentu ¢. 2 byly naopak hodnoceny pachové preference samci F1
ktizence kmeni BALB/c a BIOA. Tyto samci méli na vybér mezi pachem Toxoplasma-
positivnich a kontrolnich samct F1 kfizence kmentit BALB/c a BIOA. V experimentu ¢. 3
byly hodnoceny pachové preference samic F1 kfizence kmeni BALB/c a B10A. Tyto samice
mély na vybér mezi pachem Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samci F1 kfizence kmend
BALB/c a B10A. Experiment ¢&. 4 byl totozny s experimentem ¢. 3, av$ak byly pouZzity mysi
F1 kiizence kmeni BALB/c a C57/b a zarovei byla u samic také sledovana faze estralniho

cyklu, ktera mize velmi ovliviiovat preference samic.

Obr. ¢. 1: Znazornéni testovaci aparatury v testu pachovych preferenci.
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7.4.2. Reakce na zménu potravy

V prubéhu jednoho tydne bylo vzdy po 24 hodinach méfeno mnoZstvi poziené potravy
u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mysi. Prvnich Sest dni bylo méfeno mnoZstvi poziené
standardni potravy (krmna smés pro hlodavce, ST1, Velaz). Po Sesti méfenich byla tato
potrava zménéna na krmnou smés pro laboratorni kraliky (KO-16, Velaz) (jiny tvar, sloZeni,
pach) a opét bylo po 24 hodiniach zméfeno mnozstvi poziené potravy.

JelikoZ byl tento experiment zaméfen na reakci testovanych zvifat na novy podnét,
kterym byla zména potravy, byl provadén pied experimentem s osmiramennym radidlnim
bludistém, nebot’ jiZ v tomto experimentu byla zvifatim podana odli§na potrava (jahle) nez

standardni krmna smés pro hlodavce.

7.4.3. Osmiramenné radialni bludisté

Osmiramenné radialni bludi$t€¢ bylo vyrobeno z prihledného plexiskla, jehoz zaklad
tvofil osmithelnik o strané 40 cm. Z centralniho osmiuhelniku o priméru 23 cm vychazelo
osm stejnych ramen $ifky 8 cm, délky 32 cm a vysky 20 cm (obr. €. 2).

Testovana samice byla umisténa pokazdé na zacatek stejného ramene (START) zady
k centru bludisté. Ukolem kazdé samice bylo nalézt odménu (3 zrnka jéhel) umisténou
na konci tietiho ramene napravo od startovného ramene (CIL). Mimo tohoto ramene byly
konce vSech ostatnich ramen oddéleny plexisklovou prepazkou.

Kazda samice byla pfed prvnim testovacim dnem ponechana 24 hodin bez jidla. Prvni
veer samice podstoupila 4 pokusy za sebou (v prvnim pokusu byly samice v bludisti
ponechany 3 minuty, aby si mohly dostate¢né prozkoumat nové prostredi), poté ji byla na 30
minut potrava vracena a nasledné opét odebrana. Nasledujici den byl postup zopakovan.
Kazda samice byla tedy testovana po dobu dvou vecert, prvni den byl den tréningovy, druhy
den pak den provéiovaci.

Bludisté bylo v pribéhu pokusti umisténo vzdy na stejném misté uprostied testovaci
mistnosti a osvétleno 240 W &ervenou Zarovkou znacky Phillips. Po kazdém pokusu bylo celé
bludisté vy¢isténo 96 % etanolem. Veskeré béhy byly zaznamenavany videokamerou.

V tomto pokuse byl hodnocen ¢as potiebny k nalezeni cilového ramene a pocet
provedenych chyb. Za chybu bylo povaZovano vbéhnuti do jiného ramene nez do ramene
s odménou. Pokud v3ak zvite do nespravného ramene pouze vstoupilo a opét vybéhlo, bylo

toto chovani hodnoceno jako pil chyby. Jestlize zvife odménu nenaslo do 3 minut (vyjma
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prvniho pokusu prvni tréningovy den), pokus byl ukonéen a zvifeti byl zapo¢itan maximalni

pocet chyb, neboli maximélni pocet provedenych chyb za 3 minuty (12,5 chyb).

Obr. &. 2: Znazornéni osmiramenného radialniho bludiste.

A/

7.4.4. Prechod kladiny

Kladiny byly tvofeny dievénou listou o délce 50 cm a $ifce 2,5 nebo 4,3 cm. Dievéna
lista byla vzdy upevnéna jednim koncem k pevné plose o rozmérech 30 x 30 cm a vyvySena
pfiblizné 50 cm nad povrchem, ktery byl pokryt dostate¢nou vrstvou €istych pilin pro ptipad
padu pokusného zvifete z kladiny (obr. €. 3).

Kazda testovand my$ byla na pocatku pokusu umisténa na volny konec kladiny,
hlavou smérem od pevné plochy. V testu byla hodnocena latence oto¢ky mySi smérem
k pevné plose, ¢as ptechodu po kladiné a dale pak celkovy ¢as straveny na kladin€é. Pokud
my$ kladinu nezdolala do 90 sekund byla rukou navedena k pevné ploSe, pokus tak byl
hodnocen jako za nesplnény. Testovanému zvifeti byl tak zapsan maximalni ¢as pfechodu
(90 sec.) Pokus byl povazovan za splnény pouze v piipad¢, jestlize mys stala vSemi Ctyfmi

nohami na pevné plose.



Kazda mys byla testovana po dobu Sesti dnl. Prvni tfi dny mély mysi za ukol piejit
kladinu o Sifce 4,3 cm, nasledujici tii dny pak kladinu o Sifce 2,5 cm. Kazdy den mys
podstoupila pouze jeden ptechod kladiny. Pofadi testovanych mysi bylo ndhodné ménéno.
Kladina byla vzdy umisténa na stejném misté v testovaci mistnosti a osvétlena 240 W

¢ervenou zarovkou znacky Phillips.

Obr. ¢. 3: Znazornéni testovaci aparatury v testu pfechodu kladin.

7.4.5. Holeboard-test

Test byl provadén ve ¢tvercové aréné o rozmeérech 60 x 60 x 40 cm. Aréna byla
vytvofena z ¢erného neprihledného plexiskla, na jejiz dno bylo vloZeno druhé ,,nepravé* dno,
ve kterém byly 4 pravidelné rozmisténé otvory o priméru 2 cm. Toto dno bylo téz rozdéleno
na 16 ¢tverci o velikosti 15 x 15 cm.

Mysi byly vkladany vZdy do rohu arény hlavou ke sténé a ponechany v aréné po dobu
10 minut. Cely experiment probihal po dobu 3 dni. Kazdy den bylo otestovano
5 infikovanych plus 5 kontrolnich mys$i s podanym ritanserinem a 5 infikovanych plus
5 kontrolnich mysi bez podani ritanserinu.

1,7 mg ritanserinu (A 68930, Sigma-aldrich) bylo rozpusténo v 2,96 ml 5 % gluko6zy a
v 45 ul koncentrované kyseliny octové. Testovanym mys$im bylo intraperitonealné aplikovano
100 pl roztoku drogy v davce 2 mg/kg. Poloviné kontrolnim a poloving infikovanym zvifatim
bylo stejnym zplisobem podano 100 ul roztoku 5% glukézy s ptidavkem 15 pl
koncentrované Kyseliny octové na 1 ml. Zvifata byla testovana 80 minut po aplikaci

ritanserinu (resp. roztoku 5 % glukézy s koncentrovanou kyselinou octovou).
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Po kazdém pokusu byla aréna vyc¢isténa 96 % etanolem. Aréna byla v priibéhu pokust
umisténa na stejném misté¢ uprostied testovaci mistnosti a osvétlena 240 W cervenou

zarovkou znacky Phillips. Kazdy pokus byl zaznamenavan videokamerou.

V tomto pokuse byla hodnocena:

Délka ocichavani — celkovy €as, ktery mys stravila o¢ichavanim otvort

Latence ocichadvani — Cas, ve kterém my$§ poprvé zacala o¢ichavat néktery z otvort

Délka zkoumani — celkovy ¢as, ktery mys stravila zkoumanim otvoru

Latence zkoumani — ¢as, kdy mys poprvé ponoftila hlavu do nékterého z otvoril az po linii usi

Frekvence zkoumani — pocet navstév otvord, pfi nichZ méla mys$ hlavu v otvoru

Inaktivita — Cas straveny pasivnim sezenim

Béh — ¢as straveny prostym pohybem bez panackl, zkoumani atd.

Grooming — Cas straveny ¢isténim

Latence 1. aktivity — latence opusténi ¢tverce, do kterého byla testovana my$ na za¢atku
experimentu umisténa

Panacky celkem — pocet viech panacku (s oporou i bez opory)

Ctverce — pocet &tverci, do kterych my3 vstoupila viema étyfma nohama

Pocet vstupu do stiedu — kolikrat mys vstoupila do sttedového ¢tverce vSema ¢tyima nohama

Cas straveny ve stiedu — Cas straveny ve stiedovém Ctverci

Obr. ¢. 4: Znazornéni testovaci aparatury v holeboard testu.

0y
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7.4.6. Test s béhacimi kolotoci

Testovaci aparatura byla tvofena plexisklovym akvéariem o rozmérech 36 x 20 x
25 cm, ve kterém byl umistén kovovy béhaci koloto¢ o priméru 14 cm (obr. ¢. 4). Akvarium
bylo uzavieno kovovym miizovym vikem se specidlnim c¢idlem, které snimalo jednotlivé
impulsy vychazejici z pohybujiciho se kolotoce. Toto ¢idlo bylo napojeno na pocitac, ktery
tyto impulsy z cidla v pilminutovych intervalech zaznamenaval. Na zakladé téchto
zaznamenanych dat byla poté vypocitana rychlost, ubéhnutd drdha a pocet aktivnich minut
v pribéhu testovani. Voda a granulované krmivo byly pfistupné ad libitum.V kazdém akvariu
byla vzdy umisténa pouze jedna mys po dobu 48 hodin. Zacatek testovani byl vzdy v 10:00
hodin.

Cely experiment trval Sest dni, za 48 hodin bylo otestovano celkem 10 mysi, vzdy
5 mysi infikovanych a 5 mysi kontrolnich. Akvaria byla po ukonéeni kazdého pokusu vymyta

96 % etanolem, a pfemisténa ndhodné na jiné misto v testovaci mistnosti.

Obr. €. 5: Znazornéni testovaci aparatury v testu s béhacimi kolotoci.
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7.4.7. Urceni faze estralniho cyklu u samic laboratornich mysi

Pti ur¢ovani faze estralniho cyklu bylo postupovano nasledovné (protokol: Urceni faze
estralniho cyklu u samic mysi domaci, Dusek). Nejprve byl proveden vaginalni vytér, kdy
bylo do vaginy samice opakované vstriknuto 4 pl sterilniho PBS a posléze byla tato suspense
nasata pipetou. Na odmasténé podlozni sklo byla suspense rozetiena a nechana uschnout.
Tento suchy natér byl poté zpracovan na trvaly preparat podle Pappenheimana. Nejprve bylo
naneseno May-Gunwaldovo barvivo po dobu 3 minut. Preparat byl oplachnut pod tekouci
vodou. Poté bylo naneseno PBS po dobu 1 minuty. Na zavér byl nanesen roztok Giemsa-
Romanovského (fedéni 1:10) po dobu 15 minut. Preparat byl opét oplachnut pod tekouci
vodou a nechdn uschnout. Tyto preparaty jiz byly prohlizeny a vyhodnocovany pod
svételnym mikroskopem.

Vyhodnoceni: 1. Proestrus - velké mnozstvi epitelialnich bun€k s velkymi jadry, casto
ve svazcich. 2. Estrus - velké mnozstvi plochych hranatych keratinizovanych bunék, ostatni
typy bun€k nejsou pfitomny. 3. Metestrus - velké mnozstvi kulovitych leukocytl (neutrofilni

granulocyty) s lalo¢natymi jadry. 4. Diestrus - velké mnozZstvi drobnych leukocytii a Slemu.

7.5. Statistické zpracovani dat

Data ziskana pii etologickych testech byla vyhodnocena prostiednictvim programu
STATISTICA 6.0. Pied samotnym vyhodnocenim dat byly ze soubori vyfazeny odlehlé
hodnoty, konkrétné hodnoty lisici se od priméru pro danou skupinu o vice néz 2,5 nasobku
smérodatné odchylky. Podil vyfazenych pozorovani v zadném piipadé neptesdhl 10 %.
Jelikoz neméla néktera data normalni rozdéleni, byla u téchto dat provedena transformace
ve tvaru X =log (X). V téchto ptipadech byly odlehlé hodnoty vyfazeny az po transformaci
dat. Pokud data obsahovala nulové hodnoty byla u nich pouzita transformace dat ve tvaru
X =log(X+1).

Pokud neni u jednotlivych etologickych testi uvedeno jinak byly pro testovani rozdild
mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi pouzity obecné linearni modely (GLM,
General Linear Models). Nezavislou proménou byla veli¢ina TOXO, odliSujici Toxoplasma-
positivni a kontrolni mysi. Jako kovariata byla zvolena ve vSech piipadech proménna
hmotnost, aby byl odfiltrovan ptipadny vliv hmotnosti na studovany efekt. V testech
ve kterych byla dale zaznamenavana faze estralniho cyklu (osmiramenné radialni bludiste) byl

ptipadny vliv této proménné opét odfiltrovan (dosazeni jako prvni nezavisla kategoricka
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proménna). Statistické modely pouzité v ostatnich etologickych testech jsou popsany vzdy
ve vysledkové ¢asti diplomové prace.
Rozdily v jednotlivych prvcich chovani byly povazovany za signifikantni pokud byla

dosaZena hladina vyznamnosti mensi nez 5 %.

7.6. Vysledky etologickych pokust

7.6.1. Klinické priznaky onemocnéni

V pribéhu celého pokusu byla u experimentalnich zvifat v pravidelnych intervalech
sledovana hmotnost a vnéjsi ptiznaky onemocnéni, u vétsiny infikovanych mysi vSak zadné
vyrazné ptiznaky onemocnéni pozorovany nebyly. Od 8. dne (u samic) a 11. dne (u samcil)
po infekci byl zaznamenan pokles vahy, kdy nejniz$i hmotnost byla shleddana 11. den
(usamic) a 14. den (u samci) po inokulaci (graf ¢. 1 a 2). Vahovy ubytek u samic byl
statisticky vyznamny mezi 11. — 14. dnem (p < 0,0007) u samcii mezi 13. — 17. dnem (p <
0,001).

Na zavér experimentu byla u vSech testovanych zvifat provedena detekce protilatek
v séru komplement fixaéni metodou. U vSech infikovanych samic i samci byla pfitomnost
protilatek potvrzena (100 % uspéSnost nékazy), zatimco u kontrolnich samic a samcti se
ptitomnost protilatek neprokazala. Po ukonéeni baterie etologickych testi (17 tydnt p.i.) bylo
mikroskopicky v mozcich infikovanych samic a samct nalezeno 40 - 280 tkanovych cyst
(n=15, Y =94 cyst/mozek). Zjistény titr protilatek koreloval s poctem nalezenych cyst

v mozku infikovanych samic.
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Graf ¢&. 1: Zmény v primérné hmotnosti samic F1 kiizence BALB/c x C57/b po infikovani
prvokem Toxoplasma gondii. Osa x znazoriiuje pocet dni po inokulaci, osa y zndzorriuje

hmotnost v gramech.
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Graf ¢. 2: Zmény v primérné hmotnosti samci F1 kiiZzence BALB/c x C57/b po infikovani
prvokem Toxoplasma gondii. Osa x znazoriiuje pocet dni po inokulaci, osa y znazoriuje

hmotnost v gramech.
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7.6.2. Testy pachovych preferenci

7.6.2.1. Rozdily v sami¢i preferenci pachu infikovanych a kontrolnich samic

(test pachovych preferenci ¢. 1)

Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi nebyl prokdzan statisticky
vyznamny rozdil v celkovém ¢&ase straveném uvnité boxt (GLM, p =0,17) ani v pachovych
preferencich, tj. v poméru €asi stravenych v boxu s pilinami infikovanych a kontrolnich
samic (Mann Whitney U test, p=0,19). Ani u ostatnich sledovanych prvki chovani (frekvence
navstév boxl, inaktivita, pohyb) nebyly mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi prokazany zadné statisticky vyznamné rozdily (GLM).

Primérné Casy stravené uvnitt jednotlivych boxl jsou zaznamenany v tabulce ¢islol.
Pfi vybéru mezi pachem Toxoplasma-positivni nebo kontrolni samice, samice vZdy vyrazné

preferovaly pach samice kontrolni (Dvouvybérovy t-test, p=0,001).

Tab. & 1: Rozdily v Case, ktery stravily Toxoplasma-positivni a kontrolni samice kmene
BALB/c uvnitt boxd s pachem pilin od Toxoplasma-positivnich nebo kontrolnich samic.
Primémé Casy stravené uvnitf boxl jsou uvedeny v sekundach, k témto hodnotam jsou

uvedeny pfislu$né smérodatné odchylky (SD). Dvouvybérovy t-test.

Box s pachem:
Samice: Kontrolni samice Infikované samice df p
prumér SD prumér SD
Kontrolni (n=30) 96,3 72,74 56,19 34,06 27 0,091
Infikované (n=28) 147,53 80,35 52,66 56,36 27 0,009
Celkem (n=58) 121,91 92,61 54,43 46,08 55 0,001
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Graf ¢&. 3: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi kmene BALB/c
v Case straveném uvnitt boxd s pilinami od Toxoplasma-positivnich nebo kontrolnich samic.

Osa y znazormiuje ¢as v sekundéch, chybové use¢ky znazortiuji smérodatné odchylky.
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7.6.2.2. Rozdily v sam¢i preferenci pachu infikovanych a kontrolnich

samcu (test pachovych preferenci ¢. 2)

Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samci
nebyl prokazan v celkovém cCase straveném uvnitt boxt (GLM, p=0,88). Mezi Toxoplasma-
positivnimi a kontrolnimi samci nebyl prokazén statisticky vyznamny rozdil ani v pachovych
preferencich, tj. v poméru ¢asi strdvenych v boxu s pilinami infikovanych a kontrolnich
samcl (Mann Whitney U test, p=0,61). U ostatnich sledovanych prvkt chovani (frekvence
navstév boxu, inaktivita, pohyb) nebyly rovnéz prokazany zZadné statisticky vyznamné rozdily
mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi.

Primémé Casy stravené uvnitt jednotlivych boxtl jsou zaznamenany v tabulce ¢islo 2.
Pi#i vybéru mezi pachem Toxoplasma-positivniho nebo kontrolniho samce, vzdy samci

preferovali pach samce infikovaného (p=0,023).
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Tab.¢. 2: Rozdily v Case, ktery stravili Toxoplasma-positivni a kontrolni samci F1 kiiZence
kmenti BALB/c x B10A uvnitf boxi spachem pilin od Toxoplasma-positivnich nebo
kontrolnich samcid. Primémé Casy stravené uvnitf boxd jsou uvedeny v sekundach, k témto

hodnotam jsou uvedeny pfislusné smérodatné odchylky (SD). Dvouvybérovy t-test.

Box s pachem:
Samci: Kontrolniho samce Infikovaného samce df p
prumér SD prumér SD
Kontrolni (n=23) 17,80 7,59 24,01 15,79 21 0,160
Infikovani (n=23) 14,66 9,75 23,03 14,18 20 0,081
Celkem (n=46) 16,23 8,55 23,50 14,65 44 0,023

Graf ¢. 4: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samci F1 kiiZzence kmeni
BALB/c x B10A v ¢ase straveném uvnitt boxt s pilinami od Toxoplasma-positivnich nebo
kontrolnich samcl. Osa y zndzortiuje ¢as v sekundach, chybové usecky znazoriuji

smérodatné odchylky.

g pach kontrolniho samce @ pach infikovaného samce

45
40
35
30
25

0| |
15
10

¢as (s)

kontrolni samci infikovani samci samci celkem

38



7.6.2.3. Rozdily v samiéi preferenci pachu infikovanych a kontrolnich

samci (test pachovych preferenci ¢. 3)

Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi nebyl prokdzan statisticky
vyznamny rozdil v celkovém c¢ase straveném uvnitf boxt (GLM, p=0,28). Statisticky
vyznamny rozdil nebyl prokdzan ani v pachovych preferencich, tj. v pomé&ru ¢ast stravenych
v boxu s pilinami infikovanych a kontrolnich samci (Mann Whitney U test, p=0,50).
U ostatnich sledovanych prvkt chovani (frekvence navstév boxi, inaktivita, pohyb) nebyly
opét prokaziny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi
a kontrolnimi samicemi.

Priméré Casy stravené uvniti jednotlivych boxl jsou zaznamenany v tabulce &islo 3.
Pfi vybéru mezi pachem Toxoplasma-positivniho nebo kontrolniho samce, vzdy samice

vyrazné preferovaly pach samce infikovaného (p=0,008).

Tab.&. 3: Rozdily v Case, ktery stravily Toxoplasma-positivni a kontrolni samice F1 kiiZzence
kmeni BALB/c x BI10A uvnitf boxt spachem pilin od Toxoplasma-positivnich nebo
kontrolnich samcid. Primérné Casy stravené uvnitié boxi jsou uvedeny v sekundach, k t€émto

hodnotam jsou uvedeny piislu$né smérodatné odchylky (SD). Dvouvybérovy t-test.

Box s pachem:
Samice: Kontrolniho samce Infikovaného samce df p
prumér SD prumér SD
Kontrolni (n=30) 18,50 16,57 27,10 18,36 28 0,041
Infikované (n=30) 9,98 13,38 15,70 11,34 27 0,100
Celkem (n=60) 14,32 15,55 21,54 15,57 56 0,008
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Graf ¢. 5: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kifiZzence kmenti
BALB/c x B10A v ¢ase straveném uvnitf boxt s pilinami od Toxoplasma-positivnich nebo
kontrolnich samcti. Osa y znazorfiuje ¢as v sekundach, chybové usecky zndzortiuji

smérodatné odchylky.
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7.6.2.4. Rozdily v samici preferenci pachu infikovanych a kontrolnich

samcii (test pachovych preferenci ¢. 4)

Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi nebyl prokazan v celkovych ¢asech stravenych uvnitf boxt (GLM, p=0,55). Mezi
Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byl prokazén statisticky vyznamny rozdil
v jejich pachovych preferencich, tj. v poméru ¢ast stravenych v boxu s pilinami infikovanych
a kontrolnich samcti (Mann Whitney U test, p=0,039). Toxoplasma-positivni samice oproti
samicim kontrolnim preferovaly signifikantn€ €astéji pach Toxoplasma-positivniho samce.

Primérné Casy stravené uvnitt jednotlivych boxi jsou zaznamenény v tabulce ¢islo 4.
Pii vybéru mezi pachem Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samcti, samice mimo obdobi
estru (samice v neestru) vyrazné preferovaly pach samce infikovaného (p=0,0008).

U ostatnich sledovanych prvki chovani (frekvence navstév boxd, inaktivita, pohyb)
nebyly shledany zadné statisticky vyznamné rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi

a kontrolnimi samice.

40



Tab. ¢&. 4: Rozdily v Case, ktery stravily Toxoplasma-positivni a kontrolni samice F1 k¥iZence

kmeni BALB/c x C57/b uvnitf boxti spachem pilin od Toxoplasma-positivnich nebo

kontrolnich samct. Primérmé €asy stravené uvnitf boxti jsou uvedeny v sekundach, k témto

hodnotdm jsou uvedeny pfislusné smérodatné odchylky (SD). Dvouvybérovy t-test.

Box s pachem:
Samice: Kontrolniho samce |Infikovaného samce df p
prumér SD prumér SD
Kontrolni |estrus 41,05 26,58 46,76 33,2 7 0,630
(n=30) (n=8)
neestrus 39,88 21,99 52,77 26,81 20 0,047
(n=21)
Infikované | estrus 4421 26,47 59,28 38,09 8 0,263
(n=31) (n=9)
neestrus 37,35 26,17 60,38 34,04 20 0,006
(n=22)
Celkem estrus 42,72 25,73 53,39 35,35 16 0,222
(n=61) (n=17)
neestrus 38,61 23,90 56,57 32,34 41 0,0008
(n=43)

Graf ¢. 6: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfizence kment

BALB/c x

C57/b (v estru) v ase straveném uvnitf boxt s pilinami od Toxoplasma-

positivnich nebo kontrolnich samct. Osa y znazortiuje €as v sekundach, chybové usecky

znazoriuyji smérodatné odchylky.
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Graf ¢. 7: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZence kment
BALB/c x C57/b mimo obdobi estru (v neestru) v ¢ase straveném uvniti boxd s pilinami
od Toxoplasma-positivnich nebo kontrolnich samci. Osa y znazoriiuje ¢as v sekundach,

chybové tsecky znazoriuji smeérodatné odchylky.
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7.6.3. Reakce na zménu potravy

V pribéhu sedmi dnd bylo méfeno mnoZstvi poziené potravy (meéteni ¢&. 1-6:
standardni krmna smés pro hlodavce, méfeni €. 7: krmna smés pro kraliky) u Toxoplasma-
positivnich a kontrolnich samic. Primérné hodnoty mnoZstvi poziené standardni krmné smési
pro hlodavce a krmné smési pro laboratorni kraliky béhem jednotlivych méfeni jsou uvedeny
v tabulce ¢islo 5. Po vSechny dny pokusu zkonzumovaly infikované samice vice standardni
krmné smési pro hlodavce neZ samice neinfikované. V prvnim a ¢tvrtém meéfeni byl tento
rozdil statisticky vyznamny (GLM, p=0,039 resp. p=0,042).

Po zaméné standardniho krmiva pro hlodavce za novy typ potravy (krmivo
pro kraliky) spotfeba krmiva poklesla u infikovanych i neinfikovanych mysi. Tento pokles
mnoZstvi potravy byl vyrazné€js$i u mysi infikovanych. Rozdil v poklesu spotieby krmiva mezi

Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samice v$ak nebyl signifikantni (GLM, p=0,150).
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Tab. & 5: Rozdily v mnoZstvi pozieného krmiva za 24 hodin u Toxoplasma-positivnich
a kontrolnich samic F1 kfiZzence kmeni BALB/c x C57/b. Primérnd mnozstvi krmiva jsou
uvedena v gramech, k t¢mto hodnotam jsou uvedeny pfislusné smérodatné odchylky (SD).
Méfeni €. 1-6 znazoriiuje mnoZstvi spotfebovaného granulovaného krmiva pro hlodavce
v prvnich 6 dnech pokusu. Méfeni €. 7 znazortiuje mnoZstvi spotiebované potravy sedmy den
pokusu, tj. po zaméné krmiva pro hlodavce za krmivo pro kraliky. Hodnoty statistické
vyznamnosti (p) byly ziskany metodou GLM.

Kontrolni (n=30) Infikovani (n=31)
Méreni F p

primér SD priumér SD

1 4,58 0,29 5,38 0,44 7,6 0,039

2 4,22 0,49 4,71 0,44 1,95 0,220

3 5,52 0,50 6,05 0,91 1,20 0,322

4 4,05 1,31 6,19 0,71 4,66 0,042

5 3,57 1,34 4,52 0,33 1,67 0,251

6 4,28 0,28 5,06 1,29 1,18 0,326

7 3,08 0,41 3,34 0,50 0,78 0,410

Graf ¢&. 8: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZzence kmenu
BALB/c x C57/b v mnoZstvi krmiva spotiebovaného za 24 hodin. Méfeni €. 1-6 znézortiuje
mnoZstvi spotfebovaného granulovaného krmiva pro hlodavce v prvnich 6 dnech pokusu.
Meéfeni €. 7 znazortiuje mnoZstvi spotfebovaného granulovaného krmiva pro kréliky (bé¢hem
7. dne pokusu). Osa x znazoriiuje ¢islo méfeni, osa y znazorfiuje mnoZzstvi krmiva v gramech,

chybové usec¢ky znaci smérodatnou odchylku.

O kontroly B infikovani

travy (g/mys)
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7.6.4. Sledovani prostorové paméti a schopnosti uceni v osmiramenném
radialnim bludisti

Primémé casy nalezeni cilového ramene sodménou v osmiramenném radidlnim
bludisti a pocet vstupi do nespravnych ramen (pocet provedenych chyb) u Toxoplasma-
positivnich a kontrolnich mysi v jednotlivych bézich jsou zaznamenany v tabulkach ¢islo 6
a’.

Signifikantni rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byl
pozorovan ve druhém a tfetim béhu druhy provétovaci den. Toxoplasma-positivnim samicim
oproti samicim kontrolnim trvalo signifikantné del§i dobu nez nalezly cilové rameno
s odménou (GLM, p=0,041 resp. p=0,035). Toxoplasma-positivni samice v téchto bézich téz
dosahly signifikantné vys$siho poctu chyb nez samice kontrolni (GLM, p=0,047 resp.
p=0,013).

U Toxoplasma-positivnich samic doSlo k signifikantné mensimu poklesu poctu
provedenych chyb pii hledani cilového ramene, tj. procesu uéeni, v pribéhu 7 béhd oproti
samicim kontrolnim (Repeated Measures Anova, p=0,028). Bez zahrnuti vysledk prvniho
béhu druhy provétovaci den (4. béh) byl efekt mensiho poklesu poctu provedenych chyb
pti hledani cilového ramene s odménou u Toxoplasma-positivnich samic vyraznéjsi (Repeated
Measures Anova, p=0,014). Statisticky vyznamny rozdil v poklesu c¢asu potiebného
k nalezeni potravy v pribéhu 7 resp. 6 beéhi mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi nebyl pozorovan.

Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi nebyl zaznamenan v prostorové paméti, tj. rozdilu ¢asu nalezeni cilového ramene
ani v po¢tu provedenych chyb pfi hledani cilového ramene, v 3. béhu prvni tréningovy den
a v 1. béhu druhy den provétovaci, tedy po 24 hodinové prodlevé (Repeated Measures Anova,
¢as nalezeni cilového ramene: p=0,64; pocet provedenych chyb: p=0,45).

Do statistickém modelu Repeated Measures Anova byla zahrnuta jako zavisla
proménna cas nalezeni cilového ramene resp. pocet provedenych chyb pii hledani cilového
ramene v hodnocenych bézich, nezavislou proménou byla veli¢ina TOXO. Hodnota p uvadi
statistickou vyznamnost R1 x TOXO interakce.

Nebyl zaznamenan zadny vliv faze estralniho cyklu na schopnost prostorového uceni .
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Tab. ¢&. 6: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 k¥izence kment
BALB/c x C57/b v €asech nalezeni cilového ramene v osmiramenném radialnim bludisti.
Primérné ¢asy nalezeni cilového ramene jsou vyjadfeny v sekundach, k témto hodnotam jsou
uvedeny piislusné smérodatné odchylky (SD). Vysledné hodnoty p byly vypoéteny metodou

GLM po odfiltrovani vlivu estralniho cyklu pro transformovana (logaritmovand) data.

Pokus |Den Kontrolni (n=30) | Infikovani (n=31) F p
prumér |SD prumér |SD
1 1 56,5 35,35 66,48 42,40 0,18 0,660
2 1 56,7 42,09 50,4 43,25 1,34 0,260
3 1 50,13 23,58 69,80 40,13 0,20 0,640
1 2 76,26 45,71 85,58 50,81 1,19 0,271
2 2 49,14 41,76 77,6 43,68 4,37 0,041
3 2 53,26 37,59 92,22 49,80 4,66 0,035
4 2 34,2 22,73 62,00 43,19 1,69 0,190

Tab. ¢. 7: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZzence kmenti
BALB/c x C57/b v po¢tu vstupd do nespravnych ramen (pocet provedenych chyb) pfi hledani
cilového ramene v osmiramenném radidlnim bludisti. Vysledné hodnoty p byly vypoéteny

metodou GLM po odfiltrovani vlivu estralniho cyklu pro transformovanéd (logaritmovand)

data.
Pokus |Den Kontrolni (n=30) | Infikovani (n=31) F p
prumér SD prumér SD
1 1 3,43 2,52 3,69 2,71 0,24 0,620
2 1 3,31 2,69 2,40 2,80 3,99 0,050
3 1 2,43 1,92 3,46 3,14 0,01 0,900
1 2 4,38 2,74 5,33 2,75 1,99 0,276
2 2 3,00 1,79 5,20 2,56 4,09 0,047
3 2 2,43 1,83 5,93 3,16 6,53 0,013
4 2 1,85 1,15 3,46 2,46 1,12 0,292
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Graf ¢&. 9: Rozdily mezi kontrolnimi a Toxoplasma-positivnimi samicemi F1 k¥iZence kmeni
BALB/c x C57/b v celkovém ¢ase straveném hledanim cilového ramene v osmiramenném
radidlnim bludi$ti druhy provéfovaci den. Osa y znali ¢as v sekundach, chybové usecky

udévaji smérodatnou odchylku.
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Graf ¢ 10: Rozdily mezi kontrolnimi a Toxoplasma-positivnimi samicemi F1 k#iZence
kmeni BALB/c x C57/b v poétu vstupi do nespravnych ramen (poet provedenych chyb)
pfi hledanim cilového ramene v osmiramenném radidlnim bludisti druhy provéfovaci den.

Osa y znaci pocet provedenych chyb, chybové use¢ky udavaji smérodatnou odchylku.
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Graf ¢ 11: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZence
kmeni BALB/c x C57/b v €ase hledani cilového ramene v osmiramenném radialnim bludisti
v prub&hu testovani prvni den tréningovy (pokus €. 1-3) a druhy den provéfovaci (pokus ¢. 4-
7). Osa x znazortiuje ¢islo pokusu, osa y znazoriiuje ¢as straveny hledanim cilového ramene

v sekundach.
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Graf ¢ 12: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 ki#{Zence
kmenit BALB/c x C57/b v po¢tu vstupli do nespravnych ramen (pocet provedenych chyb)
pfi hledani cilového ramene v osmiramenném radidlnim bludisti v prib&éhu testovani prvni
den tréningovy (pokus ¢. 1-3) a druhy den provéfovaci (pokus ¢. 4-7). Osa x zndzortiuje ¢islo

pokusu, osa y znazoriiuje pocet chyb provedenych pfi hledanim cilového ramene.
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7.6.5. Prechod kladin

Primémé hodnoty jednotlivych prvkd chovani na kladin€ o rtzné Sifce jsou
zaznamenany v tabulce ¢islo 8 a 9.

V prvnim a druhém pokusu na kladiné o Sifce 43 mm nebyl zaznamenin Zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi. Ve tfetim
pokusu na kladiné o $ifce 43 mm byl zaznamenan signifikantni rozdil v celkovém case
straveném na kladiné a v ¢ase potiebném k pfechodu kladiny mezi Toxoplasma-positivnimi
a kontrolnimi samicemi. Toxoplasma-positivni samice stravily na kladin€ v obou ptfipadech
signifikantné dels§i ¢as neZ samice kontrolni (GLM, p=0,016 resp. p=0,030). Celkovy ¢as
potfebny k pfechodu kladiny o Sifce 43 mm v prvnim pokusu u samic negativné koreloval
s hmotnosti (GLM, p=0,034).

V druhém a tfetim pokusu na kladiné o §ifce 25 mm byly zaznamendany rozdily mezi
Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi v ¢ase potfebném k pfechodu této kladiny.
Toxoplasma-positivnim samicim trvalo signifikantné del$i ¢as né€z tuto kladinu zdolaly
(GLM, p=0,037 resp. p=0,039).

Latence oto¢ky smérem k plo$iné se mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi mysi
v Z4dném pokusu nelisila.

Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byl zaznamendn signifikantni
rozdil v procesu uceni, tj. poklesu celkového ¢asu potfebného k ptechodu kladiny o Sifce 43
mm a 25 mm v pribéhu testovani. U Toxoplasma-positivnich samic dochazelo signifikantné
k niz§imu poklesu ¢asu potfebného k pfechodu kladin v prub&hu testovani oproti samicim
kontrolnim (Repeated Measures Anova, p=0,020).

Do statistickém modelu Repeated Measures Anova byla zahrnuta jako zavisla
proménna Cas potfebny k pfechodu kladin v jednotlivych pokusech, nezavislou proménou

byla veli¢ina TOXO. Hodnota p uvadi statistickou vyznamnost R1 x TOXO interakce.
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Tab. &. 8: Rozdily v primérnych ¢asech jednotlivych aktivit sledovanych na kladiné $ifky 43
mm u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samic F1 kfiZzence kment BALB/c x C57/b.
Primé€mé hodnoty aktivit jsou vyjadfeny v sekundach, k témto hodnotdm jsou uvedeny
pfislusné smérodatné odchylky (SD). Hodnoty statistické vyznamnosti (p) byly ziskany
metodou GLM.

Prvky Sitka | Kontrolni (n=30) | Infikovani (n=31)
chovani Pokus | lavky | primér | SD | primér | SD F p
(mm)

Otocka 1 43 7,82 2,95 8,88 7,29 | 0,70 | 0,405
Prechod 1 43 71,55 24,95 59,52 33,39 | 2,36 | 0,121
Celkovy ¢as 1 43 75,64 22,11 63,01 30,42 | 3,27 | 0,075
Otocka 2 43 7,41 5,89 6,07 4,76 | 0,87 | 0,352
Piechod 2 43 28,05 30,63 32,21 33,95 | 0,24 | 0,613
Celkovy ¢as 2 43 36,00 28,06 36,62 31,73 | 0,01 | 0,934
Otocka 3 43 5,98 6,18 7,110 7,50 | 0,41 | 0,520
Prechod 3 43 26,58 32,64 45,70 36,43 | 4,92 | 0,030
Celkovy ¢as 3 43 30,25 31,11 50,00 33,88 | 6,11 | 0,016

Tab. ¢&. 9: Rozdily v primérnych ¢asech jednotlivych aktivit sledovanych na kladiné $iiky 25
mm u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samic F1 kfizence kmeni BALB/c x C57/b.
Primémé hodnoty aktivit jsou vyjadfeny v sekundéach, k témto hodnotam jsou uvedeny
pfislusné smérodatné odchylky (SD). Hodnoty statistické vyznamnosti (p) byly ziskany
metodou GLM.

Sitka | Kontrolni (n=30) | Infikovani (n=31)

Prvky Pokus | livky | primér | SD | primér| SD F P
chovani (mm)

Otocka 4 25 5,15 4,65 7,94 13,07 | 1,16 0,280
Piechod 4 25 39,82 33,84 39,11 35,40 | 0,0004 | 0,980
Celkovy ¢as 4 25 433 32,34 | 4441 34,18 | 0,12 0,728
Otocka 5 25 7,72 6,81 6,63 5,63 0,35 0,553
Piechod 5 25 40,76 34,09 60,14 34,37 4,53 0,037
Celkovy ¢as 5 25 45,94 31,61 62,44 32,92 3,72 0,058
Otocka 6 25 5,07 4,92 5,09 3,77 | 0,0001 | 0,990
Piechod 6 25 31,99 30,15 49,57 33,83 4,42 0,039
Celkovy ¢as 6 25 36,44 28,05 51,74 32,35 3,69 0,059
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Graf ¢ 13: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kiiZence
kmenti BALB/c x C57/b v ¢asech pfechodu kladiny $itky 43 mm. Osa x znazorfiuje &islo

pokusu, osa y znazoriuje ¢as v sekundach, chybové tiseCky zna¢i smérodatnou odchylku.
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Graf ¢ 14: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZence
kmend BALB/c x C57/b v ¢asech pfechodu kladiny $itky 25 mm. Osa x znazoriiuje &islo

pokusu, osa y znazoriiuje ¢as v sekundéach, chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku.
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7.6.6. Holeboard test po aplikaci ritanserinu

Primérné hodnoty jednotlivych prvkd chovani sledovanych v Holeboard testu bez
aplikace a po aplikaci ritanserinu u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samic jsou
zaznamenany v tabulkach ¢islo 10 a 11.

Mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi, kterym nebyl aplikovan ritanserin, byly
zaznamenany signifikantni rozdily v prvcich Odichdvdni, Latence ocichavdni, Inaktivita
a Pocet probéhnutych ctvercu (tab. €. 10). Infikované samice zafaly signifikantné diive
ofichavat otvory (p=0,008) a stravily ocichavanim signifikantné del$i ¢as neZ samice
kontrolni (p=0,033). Infikované samice téz stravily signifikantné del§i ¢as inaktivitou

(p=0,048) a prob&hly signifikantné vice ¢tvercti nez samice kontrolni (p=0,042).

Tab. € 10: Primémé hodnoty prvka chovani sledovanych v holeboard testu u samic F1
ktizence kmene C57/b x BALB/c bez aplikace ritanserinu. U prvka Frekvence zkoumdni,
Pandcky, Pocet probéhnutych étvercii a Pocet vstupii do stFedu je uveden pocet, ostatni prvky
vyjadiuji délku trvani daného chovani v sekundach. Ke vSem hodnotam jsou uvedeny
ptislusné smérodatné odchylky (SD). Hodnoty statistické vyznamnosti (p) byly ziskany
metodou GLM analyzou modelu, ktery zahrnoval zavislou proménnou jednotlivé prvky

chovani, nezévislou proménnou veli¢inu TOXO, jako kovaridta byla zvolena proménna

hmotnost.
Kontrolni (n=15) |Infikovani (n=15)

Prvky chovani primér | SD |primér| SD F p
Oc¢ichavani 55,86 9,12 66,65 14,3 5,10 | 0,033
Latence o¢ichavani 33,89 8,094 | 20,66 13,37 | 8,52 | 0,008
Zkoumani 25,31 19,61 35,63 28,95 | 0,69 | 0,412
Latence zkoumani 147,33 47,32 | 135,92 13,72 | 0,39 | 0,531
Frekvence zkoumani 11,00 5,79 12,35 5,35 0,34 | 0,562
Inaktivita 19,92 8,53 28,03 9,92 4,40 | 0,048
Béh 400,21 4926 | 378,00 | 21,13 | 2,52 | 0,125
Grooming 6,45 5,55 7,32 6,17 0,174 0,671
Latence 1. aktivity 8,52 4,00 7,96 5,41 0,09 | 0,763
Panacky 49,08 15,94 | 52,93 19,24 | 0,74 | 0,395
Pocet prob&hnutych ¢tvercti 185,75 29,68 | 205,26 18,51 4,63 | 0,042
Pocet vstupti do sttedu 44,33 15,44 | 50,00 1494 | 4,04 | 0,317
Cas straveny ve stiedu 96,31 25,76 93,87 26,71 0,06 | 0,804
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Mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi po aplikaci ritanserinu byl zaznamenan
signifikantni rozdil pouze v prvku Grooming (tab. ¢. 11). Infikované samice po aplikaci
ritanserinu stravily signifikantné del§i ¢as groomingem neZ samice kontrolni po aplikaci

ritanserinu (p=0,035).

Tab. ¢ 11: Primémé hodnoty prvkd chovéni sledovanych v holeboard testu po aplikaci
ritanserinu u samic F1 kfiZence kmene C57/b x BALB/c. U prvkl Frekvence zkoumdni,
Pandcky, Ctverce a Pocet vstupil do stiedu je uveden podet, ostatni prvky vyjadiuji délku
trvani daného chovéni v sekundach. Ke v§em hodnotam jsou uvedeny pfislusné smérodatné
odchylky (SD). Hodnoty statistické vyznamnosti (p) byly ziskdny metodou GLM analyzou
modelu, ktery zahrnoval zévislou proménnou jednotlivé prvky chovéni, nezévislou

promeénnou veli¢inu TOXO, jako kovariata byla zvolena proménna hmotnost.

Kontrolni (n=15) | Infikovani (n=15)

Prvky chovini priumér SD |primér| SD F p

Oc¢ichavani 35,34 20,41 25,63 20,74 1,71 | 0,201
Latence o¢ichavani 38,81 28,58 46,74 34,69 0,80 | 0,378
Zkoumani 1,96 1,52 0,84 0,60 2,38 | 0,132
Latence zkoumani 102,3 89,52 51,27 34,19 1,758 0,191
Frekvence zkoumani 2,00 1,27 0,84 0,70 2,87 10,103
Inaktivita 164,5 116,6 | 228,58 | 185,96 | 1,35 | 0,241
Béh 365,88 84,36 | 309,95 | 153,84 | 1,62 | 0,212
Grooming 8,03 6,28 16,4 10,66 | 4,86 | 0,035
Latence 1. aktivity 12,83 11,38 16,85 16,31 0,54 | 0,464
Panacky 16,06 15,33 15,12 14,23 10,025 0,87
Pocet prob&hnutych étverct 128,9 58,21 | 118,18 76,65 0,20 | 0,652
Pocet vstupil do sttedu 19,92 10,42 | 20,28 15,06 |[0,005 0,944
Cas straveny ve stfedu 48,48 30,44 | 36,14 31,46 1,01 | 0,324
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Signifikantni vliv interakce infekce x ritanserin na chovani byl zaznamenan pouze
u prvku O¢ichavani (p=0,029) a prvku Grooming (p=0,033). V ostatnich prvcich chovani
nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil (tab. ¢. 12).

Cas straveny groomingem byl u infikovanych mysi vlivem ritanserinu statisticky
signifikantné zvysen (Tukeyho post hoc test, p=0,0007), u kontrolnich mysi nemél ritanserin
na Cas straveny groomingem uc¢inek (Tukeyho post hoc test, p=0,626). U infikovanych
1 kontrolnich mysi doSlo vlivem ritanserinu ke statisticky signifikantnimu sniZeni casu
stravéného ocichavanim (p=0,0001 resp. p=0,0037) a zkoumanim otvoru (p=0,001 resp.
p=0,012), u téchto zvifat také doslo k statisticky signifikantnimu sniZeni frekvence zkoumani
otvort (p=0,0001 resp. p=0,0003), sniZzeni poétu panackt (p=0,0001 resp. p=0,0002), poctu
vstupi do stfedu (p=0,001 resp. p=0,029) a poétu probéhnutych ctverci (p=0,0003 resp.
p=0,006) (Tukeyho post hoc test). Naopak vlivem ritanserinu do$lo u infikovanych
1 kontrolnich mysi k statisticky signifikantnimu zvySeni casu strdvéného inaktivitou

(p=0,0005 resp. p=0,006) (Tukeyho post hoc test).

Tab. €. 12: Hodnoty p vyjadifuji statistickou vyznamnost interakce infekce x ritanserin
na jednotlivé sledované prvky chovani v holeboard testu u samic F1 k#iZzence kmene C57/b x

BALB/c.

Prvky chovani F P

Oc¢ichavani 5,01 {0,029
Latence oc¢ichavani 2,19 | 0,144
Zkoumani 0,01 {0,907
Latence zkoumani 0,10 ] 0,740
Frekvence zkoumani 1,25 {0,260
Inaktivita 0,76 | 0,380
Béh 0,24 {0,620
Grooming 4,812 10,033
Latence 1. aktivity 0,0001 | 0,993
Panacky 0,97 10,320
Pocet probéhnutych ¢tverct 1,13 | 0,290
Pocet vstupt do stiedu 0,39 |0,530
Cas straveny ve stfedu 0,02 | 0,880

53



Graf ¢&. 15: Vliv ritanserinu na o¢ichavani otvorti v holeboard testu u Toxoplasma-positivnich
a kontrolnich samic mysi F1 kiizence kmenti BALB/c x C57/b. Osa y znadi ¢as v sekundach,
chybové usecky udavaji smérodatnou odchylku. Primémé asy stravené o€ichavanim otvort
jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulkach ¢. 10 a 11.

O kontroly/roztok sachréz{/ W infikovani/roztok 'siach}azy'
Okontroly/Ritanserin ~ Winfikovani/Ritanserin

Graf & 16: Vliv ritanserinu na ¢as straveny groomingem v holeboard testu u Toxoplasma-
positivnich a kontrolnich samic mysi F1 kfiZence kmenti BALB/c x C57/b. Osa y zna¢i ¢as
v sekundach, chybové use¢ky udévaji smérodatnou odchylku. Primémé casy stravené

groomingem jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulkach ¢. 10 a 11.

O kontroly/roztok sachrézy -inﬁkovani/roztrbk s;chrazyr
O kontroly/Ritanserin m infikovani/Ritanserin
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7.6.7. Sledovani spontanni aktivity v testu s béhacimi kolotoci

Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi v ub&hnuté
vzdalenosti, primérné rychlosti pohybu a po¢tu minut stravenych pohybem (pocet aktivnich
minut) v béhacim koloto¢i v priitbéhu 48 hodin jsou zaznamendany v tabulce &islo 13.

Toxoplasma-positivni samice ub&hly signifikantné del$i vzdalenost nez samice
kontrolni po oba dva testované dny (GLM, p=0,027 resp. p=0,038). Toxoplasma-positivni
samice téZ béZely po oba dva dny signifikantné vyssi rychlosti nez samice kontrolni (GLM,
p=0,020 resp. p=0,011). Statisticky vyznamny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi
a kontrolnimi samicemi nebyl prokazan v po¢tu aktivnich minut v pribéhu testovanych dnt
(GLM, p=0,399 resp. p=0,139).

Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byl zaznamenan vyrazny
signifikantni rozdil v ub&hnuté vzdalenosti a rychlosti pohybu v prubéhu prvnich 30 minut
testovani (GLM; ub&hnuta vzdalenost: p=0,0028; rychlost pohybu: p=0,003).

Vsechny hodnoty p vyjadiuji rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi Vv jednotlivych prvcich chovani po odfiltrovani proménné veli¢iny hmotnosti
(GLM). Bez odfiltrovani proménné veli€iny hmotnosti nedo$lo k vyraznym zménam
ve vysledcich. Ub€hnuté draha, rychlost pohybu a pocet aktivnich minut v Zddném ptipadé

nijak nekoreloval s hmotnosti.

Tab. €. 13: Rozdily v ub€hnuté vzdalenosti, rychlosti a poétu aktivnich minut v b&hacim
koloto¢i u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich samic F1 kfiZzence kmenid BALB/c x C57/b.
Ub&hnuté vzdalenosti jsou vyjadieny v metrech, primémé rychlosti pohybu jsou uvedeny

v metrech za sekundu. Hodnoty statistické vyznamnosti (p) byly ziskdny metodou GLM.

Kontrolni (n=30) | Infikovani (n=31)

Sledovany prvek: primér SD |prumér| SD F p
draha 1. den 6198,3 | 39239 | 8411,1 | 2849,6 | 5,20 | 0,027
draha 2. den 3030,4 | 1756,8 | 4010,2 | 1493,1 | 4,51 | 0,038
driha za oba dva dny 9228,7 | 4744,3 | 12421 | 34039 | 7,05 | 0,010
rychlost 1. den 0,130 0,066 0,164 0,039 5,70 | 0,020
rychlost 2. den 0,096 0,043 | 0,110 0,028 | 6,98 | 0,011
rychlost po oba dva dny 0,116 0,053 0,142 0,030 6,19 | 0,016
pocet aktivnich min. 1. den 791,2 326,7 850,7 124,9 0,72 | 0,399
pocet aktivnich min. 2. den 525,9 236,2 | 601,32 | 84,30 | 2,25 (0,139
pocet aktivnich min. 1317,1 470,0 | 1452,0 | 143,19 | 2,20 | 0,144
za oba dva dny
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Graf ¢. 17: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kfiZence kment
BALB/c x C57/b vdrahdch ubé&hnutych v pribéhu 48 hodin v b€hacim koloto¢i. Osa x
znazorfiuje denni ¢as (v hodinach), osa y zna¢i primérnou drahu v metrech. Temnd faze dne
od 20:00-08:00 hodin.
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Graf ¢. 18: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kiiZence kmene
BALB/c x C57/b v prumérnych rychlostech pohybu v pribéhu 48 hodin v be¢hacim koloto¢i.
Osa x znazoriiyje denni ¢as (v hodinach), osa y zna¢i primérnou rychlost v metrech

za sekundu. Temna faze dne od 20:00-08:00 hodin.
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Graf & 19: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kiiZence
kmenii BALB/c x C57/b v &ase straveném pohybem v koloto¢i (pocet aktivnich minut)
v pribéhu 48 hodin. Osa x znazoriiuje denni ¢as (v hodinach), osa y zna¢i priméry pocet

aktivnich minut v koloto¢i. Temna faze dne od 20:00-08:00 hodin.
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Graf ¢ 20: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kiiZence
kmenii BALB/c x C57/b vub&hnuté draze v b&hacim koloto¢i. Osa y znédzortiuje drahu

v metrech, chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku.
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Graf ¢ 21: Rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi F1 kiiZence
kmenii BALB/c x C57/b v rychlosti pohybu v béhacim koloto¢i. Osa y zndzortiuje rychlost

v metrech za sekundu, chybové usec¢ky zna¢i smérodatnou odchylku.
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8. Porovnani poctu aktivnich dopaminergnich neuronii v jednotlivych
oblastech nervové tkané mysi s latentni toxoplazmoézou a mysi
kontrolnich

Fixace mozkid experimentalnich zvifat a imunohistochemické barveni byly provadény
postupem pouzivanym pfi detekci dopaminu v nervové tkani (Ikemoto, 1997; Czyrak a kol.,
2000; Baker a kol., 2005).

Detekce poctu aktivnich dopaminergnich neuront v jednotlivych oblastech mozku
myS$i byla provedena celkem tfikrat.

Fixace mozkii a nasledné imunohistochemické barveni byly provedeny nejprve
u 14 samic mysi F1 kiizence BALB/c x C57/b (AnLab) stafi 11 mésic o hmotnosti 24 - 26 g,
které byly testovany v etologickych pokusech uvedenych v prvni ¢asti diplomové prace. Bylo
pouzito 7 samic s latentni toxoplazmézou (8 mésici p.i.) a 7 samic kontrolnich.

V druhém experimentu bylo pouZzito 12 samic mysi F1 k¥izence BALB/c x B10/A
(AnLab) stafi 24 mésici o hmotnosti 24 - 26 g. Tato experimentalni zvifata byla
testovana v baterii etologickych test odliSnych od souborii testli pouzitych vtéto praci
(Skallové, 2005). Bylo testovano 6 samic s latentni toxoplazmézou (18 mésict p.i.) a 6 samic
kontrolnich.

Ve tfetim experimentu byly pouZzity 4 samice kmene BALB/c x B10/A (Velaz) stafi
1,5 mésice o hmotnosti 20 - 21 g. Ve tfetim pokusu jsme sledovali pouze vliv sta¥ mysi
na histochemicky obraz; mysi tedy nebyly nakazeny Toxoplasma gondii.

Na zavér experimentu bylo provedeno piehledné, histologické barveni kazdého ttetiho
fezu kresyl violeti. Toto histologické barveni slouzilo k pfesné diferenciaci jednotlivych

oblasti nervové tkané.

8.1. Fixace mozku

Fixace vSech mozki prob&hla vzdy ve stejny den (v ramci pokust 1, 2 a 3). V prub&éhu
pokusu bylo zachovano pofadi infikovana, kontrolni, infikovand my$§ (kromé experimentu
¢. 3, ve kterém byly pouzity pouze mysi kontrolni).

Kazda my$ byla hluboce uspana Natkotanem (Zentiva) a intraperitonedlné injekci
v latentni davce anesteze (5 mg/kg). Po anestezii byla my§ upevnéna na pitevni misku.
Nejprve byla nastfiZzena té€lni dutina, rozstfihnuta Zebra a odklopen hrudnik tak, aby byl

snadny pfistup k srdci. Po zpfistupnéni srdce byl do levé pfedsin€ nastfiZzen otvor, aby mohlo
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dochazet k odtoku pfebyte¢né tekutiny. Do takto pfipraveného srdce byla zavedena do pravé
srde¢ni komory jehla napojend na pfivodni hadi¢ku. Nejdiive byla my$ perfundovana teplym
(37°C) fyziologickym roztokem s heparinem (cca. 60 ml fyziologického roztoku na mys$)
a poté fixovana studenou (4 - 8°C) fixazi (cca. 60 ml fixaZe na mys).

Za dobfe provedenou fixaci mozku jsme povaZovali situaci, pfi které doslo
k zesvétlani jater a celkovému ztuhnuti téla a vnitinich organt. Po perfizi byla provedena
disekce mozku z lebky, ktery byl déle fixovan ve stejném fixaénim roztoku 60 - 90 minut.
Po provedeni postfixace byl mozek vloZen nejprve do zkumavky s kryoprotektivnim
roztokem 20 % sachar6zy a nasledné pak do zkumavky s kryoprotektivnim roztokem 30 %
sachardzy (kazdy roztok cca. 1 den). Dlikladné prosyceni sacharézou se projevilo poklesem
mozku na dno zkumavky. Zafixovany mozek byl prosycen sacharézou, jelikoZz sacharéza

narozdil od vody netvoii ve tkani krystaly a tim tkan nepoSkozuje.

8.2. Krajeni zafixovaného mozku

V prvnim experimentu byl kazdy zafixovany mozek nasyceny sachardézou zalit
do teplé (70°C) Zelatiny. Takto vytvofeny Zelatinovy blocek s tkani byl pfipraven ke krajeni
na kryostatu (Leica). Vyhodou tohoto postupu bylo, Ze Zelatina slouZila jako pfichycovaci
¢ast ke stojanku pfi krajeni na kryostatu.

V druhém a tfetim experimentu byl kazdy zafixovany mozek nejprve na 5 minut
vloZen do -70°C a poté byl nechan v -20°C az do doby krajeni na kryostatu (Leica).
Nevyhodou tohoto postupu byla ztrata koncové &asti nervové tkané, kterd slouzila
k pfichyceni ke stojanku pfi krajeni na kryostatu.

Vlastni krajeni fezi bylo provadéno pH -23°C az -30°C. Siika jednotlivych fezi byla
35 pum. Rezy byly systematicky ukladany do Sesti-jamkové kultivaéni desti¢ky s acetatovym
pufrem s pfidavkem 0,1 % azidu a nésledné byly uchovavany ve 4°C dokud neprobé&hlo
imunohistochemické barveni. Pro del$§i uchovdni fezii byl kazdy 3. fez pfenesen
do kryoprotektivni smési, ve které mohou byt zafixované tkan€ uchovavany az po dobu

1 roku.
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8.3. Imunohistochemické barveni kryoiezi

Pro detekci aktivnich dopaminergnich neuronti v jednotlivych oblastech nervové
tkané¢ Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mys$i byla pouZita nepfimd, tfistupiiova, free-
floating ABC imunohistochemicka technika dle protokolu ,,Imunohistochemické farbeni
protilitkou  na dopamin.“  (Slovenskd akademie v&d, Ivanka pfi  Dunaji).
Na imunohistochemické barveni byl vybran vzdy kazdy 3. fez nervové tkané.

Postup imunohistochemického barveni byl nasledujici:

1. Nejprve byly vybrané vzorky pfeneseny do pfedem oznacenych lahvi¢ek obsahujicich
5 ml promyvajiciho pufru. Promyvéni bylo provedeno 3x po 10 minutach.

2. Po dikladném promyti byly vzorky inkubovany s 1 % H,O,. Inkubace trvala 30 minut
v peroxidazovém pufru. Do lahvi¢ek bylo opét davano 5 ml roztoku.

3. Po inkubaci byly vzorky promyty v promyvacim pufru (3 x 2 a 2 x 10 minut).

4. Po promyti byly vzorky blokovany v blokovacim pufru. VZdy 1 ml na lahvi¢ku
po dobu 30 minut.

5. Po 30 minutich blokovani byla pfidana primarni protilatka anti-dopamine rabbit
1:2500 do protilatkového pufru, vZdy 1ml na lahvi¢ku. Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany pfes noc na tfepacce pti 4°C.

6. Nasledujici den byly vzorky opét promyty v promyvacim pufru (3 x 2 a 2 x 20 minut).

7. Po promyti byla ke vzorkiim ptiddna sekundéarni protilatka: biotinylovand IgG mouse
anti-rabbit 1:200 (Biotinylated anti-Rabbit IgG, Vector Laboratories). Sekundéarni
protilatka byla pfidana do sekundéarniho protildtkového pufru s pfidavkem 1 % NGS.
Do lahvi¢ek bylo opét davano 5 ml roztoku. Vzorky jsme poté nechali na dobu 2
hodin inkubovat.

8. Po dvouhodinové inkubaci se sekundarni protilatkou byly vzorky promyty
v promyvacim pufru (3 x 2 a 2 x 20 minut).

9. Po promyti byl ke vzorkiim p¥idan avidin-biotin komplex: 1 % A a 1 % B (Vectastain
Elite ABC kit, Vector Laboratories) do primarniho protilatkového pufru, vzdy 5 ml
roztoku na lahvi¢ku. Vzorky byly poté inkubovany na dobu 1 hodiny.

10. Po inkubaci byly vzorky promyty v promyvacim pufru (3 x 2 a 2 x 20 minut).

11. Po poslednim dikladném promyti bylo pfistoupeno k samotnému barveni. Na barveni
byl pouzit DAB tetrachlorid (rozpustny v H,O). Roztok DAB byl vytvofen tésné
pted pouZitim (2,5 - 3 mg DAB na 5 ml promyvaciho pufru). Samotna reakce byla
spusténa pfidanim 3 % H,0; (15 pl 30 % H,0,). Pfiblizné po 4 - 10 minutach doslo
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12.

13.

k vybarvovani specifickych ¢asti mozku. Po vybarveni byly fezy pfeneseny
do promyvaciho pufru, aby doslo k zastaveni reakce (2 x 4 minuty). U vSech vzorkl
doslo k zastaveni specifické reakce ve stejny Cas.

Vybarvené a promyté fezy byly pfeneseny do velké Petriho misky s promyvacim
pufrem, poté byly fezy sefazeny podle atlasu (Franklin, 1997) a pfesouvéany Stétcem
na podloZni skla.

Podlozni skla byla nasledné susena volné na vzduchu ptiblizn€¢ 10 minut. Po vysuSeni
bylo kazdé podlozni sklo ponofeno do kadinky s destilovanou vodou a opét nechano
susit (2x), aby doslo k dikladnému vymyti soli z pufru. Nésledné byla vysu$ena
podloZni skla ponofena do kyvety s xylenem na odmas$téni a prosvétleni (cca. 15
sekund). Na odmasténd a prosvétlena podlozni skla s fezy bylo poté naneseno
montovaci médium DPX (Fluka) a pfiloZena skla kryci. Takto pfipravené preparaty jiZ
byly pouzity k uréovéni poétu dopaminergnich neuront v jednotlivych oblastech

mozku u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mysi.

Kroky 1 - 5 byly provadény v ledé, kroky 6 - 11 byly provadény pfi laboratorni teploté.

8.4. Histologické barveni kryofezii kresyl violeti

Pro morfologické rozliSeni jednotlivych oblasti nervové tkéné byl vzdy 3. fez

zafixovaného mozku obarven kresyl violeti. Toto barveni kresylovou violeti barvi cytoplasmu

nervovych bunék svétle modie a hrudky tigroidni substance a jadérka tmavomodre.

Histologické barveni bylo upraveno na barveni kryofezti. Nejprve byly fezy pfesunuty

podle atlasu (Franklin, 1997) na podloZzni skla, kterd byla potazena Zelatinou pro lepsi

pfichyceni fezii. Takto uspofddané fezy na podloznich sklech byla barvena.

Postup histologického barveni kryotezi kresyl violeti byl nasledujici.

1.
2.

Podlozni skla s fezy byla vloZena do destilované vody na dobu 24 hodin.

Po dikladném promyti byla podlozni skla s fezy ddna do 70 % alkoholu na dobu 48
hodin, nasledné pak do 96 % alkoholu opét na dobu 48 hodin.

Podlozni skla s fezy byla poté vloZena na 30 sekund do destilované vody.

Po vyndani z destilované vody byla podlozni skla s fezy ponofena do barvy kresyl
violet’ na dobu 15 minut.

Po patnécti minutach byla skla pfenesena do roztoku kyseliny octové I. dokud nedoslo

k diferenciaci nervové tkané (cca. 30 sekund).
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6. Takto diferenciované fezy byly vloZzeny do 70 % alkoholu na dobu 5 minut, nasledné
poté do 96 % alkoholu na dobu 5 minut.

7. Vlozenim fezli do roztoku kyseliny octové II. doslo k druhé diferenciaci nervové
tkané.

8. Diferenciované fezy byly nasledovné pieneseny do 100 % alkoholu na dobu 5 minut
(2x).

9. Po vyjmuti z alkoholu byly fezy ponofeny do xylenu na dobu 5 minut (2x).

10. V poslednim kroku bylo na takto obarvené fezy umisténé na podloznim sklu pfidano
montovaci médium DPX (Fluka) a pfikryty sklem krycim.

8.5. Pouzité chemikalie

Fyziologicky roztok- 0,9 % NaCl v destilované vod¢.

Anesteze- 5 % ketamin (Narkomon) + 2 % xylazin (Rometar) + fyziologicky roztok.

Acetatovy pufr- 0,1M roztok kyseliny octové + 0,1M roztok octanu sodného.

Fixad¢ni tekutina- 5 % glutaraldehyd + 1 % paraformaldehyd v acetdtovém pufru, 4,3 pH.

Zalévaci Zelatina- 200 ml destilované vody + 20 g Zelatiny + 60 g sachardézy + 200 pl azidu.

Zelatina na potahovani podloZnich skel- 0,1 g Zelatiny + 200 ml destilované vody + 0,1 g

KCr(SO04)..

Kryoprotektivni smés- 700 ml destilované vody + 300 g sacharézy + 10 g
polyvinylpyrolidonu + 300 ml etylenglykolu.

Roztok kyseliny octové I.- 0,5 1 dH,O + 0,5 ml CH;COOH

Roztok kyseliny octové II.- 0,51 96 % alkoholu + 0,5 ml CH;COOH

Promyvaci pufr- 0,05M Tris + 0,9 % NaCl, pH 7,6.

Peroxidazovy pufr- 0,05M Tris + 0,9 % NaCl + 1 % Na,S,0s, pH 7,6.

Blokovaci pufr- 0,05M Tris + 0,9 % NaCl (pH 7,6) + 10 % NGS + 0,5 % TritonuX.

Protilatkovy pufr- 0,05M Tris + 0,9 % NaCl + 0,5 % TritonuX , pH 7.4.

Jestlize bylo pfi pfipravé pufri tfeba pH sniZzit, byl pfidan roztok HCI. Naopak pokud bylo

tieba pH zvysit byl pfidan roztok NaOH.
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8.6. Analyza obrazu

Vybrané oblasti fezi nervové tkané byly snimany pomoci videokamery do programu
obrazové analyzy AnalySiS five pfi zvétSeni 20x. Prostfednictvim tohoto programu byl
ve vybranych oblastech nervové tkané zaznamendvan pocet aktivnich dopaminergnich
neuront. Poc¢et aktivnich dopaminergnich neuront jednotlivych skupin byl hodnocen vzdy
ve 3-4 fezech nervové tkané. Ziskany pocet aktivnich dopaminergnich neuront z jednotlivych

méfeni byl nasledné pfepocten na stejnou plochu nervové tkané.

8.7. Prubéh studie

JelikoZ v prvnim experimentu neprobé&hla specifickd reakce v poslednim kroku
imunohistochemického barveni, nemohlo byt provadéno dal$i vyhodnocovani prostfednictvim
analyzy obrazu.

V druhém experimentu specificka reakce v poslednim kroku imunohistochemického
barveni probé&hla. Zabarvené oblasti nervové tkan€ byly nejprve identifikovany na zékladé
srovnani fezii barvenych kresyl violeti a schémat v atlase (Takyama a Takatsuji, 1998).
Pfi dikladném prohlédnuti vSech imunohistochemicky barvenych preparatd vsak bylo
zjisténo, Ze nervova tkan testovanych zvifat vykazuje degenerativni zmény projevujici se
mimo jiné vyraznym poklesem poctu aktivnich dopaminergnich neuronti. Z tohoto divodu
jsme se rozhodli hodnotit poéet aktivnich dopaminergnich neurond pouze v oblastech, kde
byla tkan minimalné poskozena a kde pocet aktivnich dopaminergnich neuront byl dostate¢né
vysoky ke spolehlivému hodnoceni.

Oblasti ve kterych byl hodnocen pocet aktivnich dopaminergnich neuronti:

1. oblast substancia nigra, pars compacta, ve které se vyskytuji dopaminergni

neurony skupiny A9.

2. oblast periventricular hypothalamic nucleus, ve které se vyskytuji dopaminergni

neurony skupiny A14

3. oblast media preoptic area, ve které se vyskytuji dopaminergni neurony skupiny

AlS

Jako mozné vysvétleni degenerace nervové tkané a dopaminergnich neuroni ptipadalo
v uvahu vysoké stafi testovanych zvifat v experimentu ¢&islo 2. Abychom ovéfili nasi
domnénku, provedli jsme experiment tfeti, ve kterém jsme sledovali pouze vliv stafi mysi
na mnozstvi aktivnich dopaminergnich neuroni. U kontrolnich my$i stafi 1,5 mésice byl

hodnocen pocet aktivnich dopaminergnich neuronti ve stejnych oblastech nervové tkané€ jako
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v experimentu &islo 2. Ziskané vysledky byly nasledné porovnany s vysledky ziskanymi

z pfedchézejiciho experimentu.

8.8. Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla z divodu malého N vyhodnocovdna pomoci exaktnich testl
v programu STATXAT 4.0. Pro testovani rozdild mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi
samicemi (experiment ¢. 2) a mezi kontrolnimi samicemi stafi 24 a 1,5 mésice (experiment
¢. 3) byl pouzit Wilcoxon-Mann-Whitney test (Two-sided p-value). Nezéavislou proménou
v experimentu €. 2 byla veli¢éina TOXO, odliSujici Toxoplasma-positivni a kontrolni mysi.
V experimentu ¢. 3 byla nezavislou proménou zvolena veli¢ina STARI, odliSyjici kontrolni
mysi stafi 24 mésice a kontrolni mysi stafi 1,5 mésice.

Rozdily v po¢tu aktivnich dopaminergnich neuronti byly povaZovany za signifikantni
pokud byla dosazena hladina vyznamnosti mens$i neZ 5 %. Aby bylo moZno posoudit efekt
nizkého po¢tu N jsou ve vSech piipadech uvedeny jak vysledky exaktniho testu,
tak i vysledky asymptotického testu.
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8.9. Vysledky detekce poétu aktivnich dopaminergnich neuroni
v jednotlivych oblastech nervové tkané mysi s latentni toxoplazmézou

a mysi kontrolnich

8.9.1. Experiment ¢. 2

Podet aktivnich dopaminergnich neuronti ve sledovanych oblastech nervové tkané
u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mysi je zaznamenén v tabulce &islo 14.

Mezi Toxoplasma-positivnimi a Kkontrolnimi samicemi nebyl prokdzan Zadny
statisticky vyznamny rozdil v po¢tu aktivnich dopaminergnich neuronti v jednotlivych

sledovanych oblastech nervové tkan¢.

Tab. ¢ 14: Rozdily v poctu aktivnich dopaminergnich neuronii ve sledovanych
oblastech nervové tkan€ u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich my$i F1 kfiZence kment
BALB/c x B10A stati 24 mésice. Primémé pocty neuroni jsou ve vSech piipadech vztazeny

ke stejné plose nervové tkan€. Wilcoxon-Mann-Whitney test.

Skupina Kontroly (n=6) | Infikovani (n=6)
dopaminergnich p p
prumér | SD prumér | SD )
neuronu (exaktni) | (asymptotické)
A9 84,33 7,84 72,00 10,04 | 0,116 0,099
Al4 29,94 5,56 30,40 2,68 0,967 0,920
AlS 35,75 8,29 27,30 9,03 0,177 0,144
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Graf & 22: Rozdily v po¢tu dopaminergnich neuronti ve sledovanych oblastech nervové
tkané u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mysi F1 kiiZence kmeni BALB/c x B10A stéfi
24 meésice. Osa x znazormuje skupinu dopaminergnich neurondl, osa y znézorfiuje primérny
pocet aktivnich neuronti v dané sledované oblasti, chybové usecky znaéi smérodatnou

odchylku.
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7.6.2. Experiment ¢.3

Primérny podet aktivnich dopaminergnich neurond v jednotlivych oblastech nervové
tkané u 1,5 mésice a 24 mésice starych kontrolnich samic mysi je zaznamenan v tabulce &islo
15.

Mezi kontrolnimi samicemi stafi 1,5 mésice a kontrolnimi samicemi staii 24 mésice
byl ve v8ech pfipadech pozorovan signifikantni rozdil v po¢tu aktivnich dopaminergnich
neurond ve sledovanych oblastech nervové tkané. U kontrolnich mysi stafi 1,5 mésice byl
pozorovan vzdy signifikantné vys$§i pocet aktivnich dopaminergnich neurond nez

u kontrolnich mysi sta¥i 24 mésice.
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Tab. €. 15:

Rozdily v poétu aktivnich dopaminergnich neuronti ve sledovanych

oblastech nervové tkané u kontrolnich mysi odli$ného stafi (1,5 mésice x 24 mésice) F1

kiizence kmenti BALB/c x B10A. Primérné pocty neuront jsou ve vSech piipadech vztaZzeny

ke stejné plose nervové tkané. Wilcoxon-Mann-Whitney test.

Skupina Kontroly (n=6) | Kontroly (n=4)
dopaminergnich | stiFi24 mésici | staii 1,5 mésice p p
neurond prumér SD prumér| SD |(exaktni)| (asymptotické)
A9 84,33 7,84 164,06 | 44,92 | 0,009 0,0103
Al4 29,94 5,56 93,41 | 32,25 0,009 0,0105
AlS 35,75 8,29 72,00 | 5,78 0,009 0,0105

Graf ¢. 23: Rozdily v po¢tu dopaminergnich neuronti ve sledovanych oblastech nervové

tkdn€ u Toxoplasma-positivnich a kontrolnich mysi stafi 24 mésice a kontrolnich mysi stafi

1,5 mésice F1 kiiZzence kmenti BALB/c x B10A. Osa x znazoriiuje skupinu dopaminergnich

neuronl, osa y zndzorfiuje prumérny pocet aktivnich neuroni v dané sledované oblasti,

chybové use¢ky znac¢i smérodatnou odchylku.
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Priloha:
Obr. &. 1: Zobrazeni dopaminergnich neuront skupiny A9 v oblasti substanci nigra

v nervové tkani (Takyama a Takatsuji, 1998).

Obr. &. 2: Aktivni dopaminergni neurony skupiny A9 v oblasti substanci nigra v nervove
tkani mysi F1 kfizence kmeni BALC/c x B10A stafi 1,5 mésice (a) a staii 24 meésice (b).

Foceno pfti zvétSeni 10x.
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Obr. & 3: Zobrazeni dopaminergnich bune¢k skupiny Al4 voblasti periventricular

hypothalamic nucleus v nervové tkani (Takyama a Takatsuji, 1998).

Obr. &. 4: Aktivni dopaminergni neurony skupiny A14 v oblasti periventricular hypothalamic

nucleus v nervové tkani mysi F1 kiiZzence kmenii BALC/c x B10A stafi 1,5 mésice (a) a stari

24 mésice (b). Foceno pfi vétSeni 10x.
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Obr. & 5: Zobrazeni dopaminergnich bunék skupiny A1S v oblasti media preoptic area

v nervove tkani (Takyama a Takatsuji, 1998).

Obr. ¢. 6: Aktivni dopaminergni neurony skupiny A15 v oblasti media preoptic area
v nervové tkani mysi F1 kiiZence kmenti BALC/c x B10A stafi 1,5 mésice (a) a stati 24

mésice (b). Foceno pii vétSeni 10x.

a) b)
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9. DISKUSE

9.1. Prubéh infekce Toxoplasma gondii u mysi

Pribéh infekce Toxoplusma gondii zavisi nejen na virulenci kmene tohoto
intracelularniho parazita, ale také na velikosti infekéni davky, na zplsobu infikovani
a na druhu a kmeni hostitele, kterého parazit napada.

Vzhledem k tomu, Ze nasim tkolem bylo sledovani zmén v chovani mysi s latentni
toxoplazmézou (10 tydnt p.i.), bylo dulezité minimalizovat patologické pisobeni parazita.
Z tohoto divodu byly testované mysi infikovany avirulentnim cystogennim kmenem HIF
Toxoplasma gondii. Tento avirulentni kmen narozdil od kmend virulentnich, které usmrcuji
infikované mysi do 10 dnl po inokulaci, tvofi v tkanich infikovaného hostitele tkanové cysty
(Kodym a kol., 2002).

Vétsina doposud publikovanych vysledkii byla ziskana na mysich infikovanych
intraperitonealné, tedy nepfirozenou cestou ndkazy. Navic byly v téchto studiich pouzity
vysoké infekéni davky. Napiiklad Hutchison a kol. (1980a, c) pouzivali k infekci 20
tkanovych cyst, Witting a kol (1979) dokonce 30 tkanovych cyst. Mysi nakazené
intraperitonealné vysokym poctem tkanovych cyst mohou vykazovat jiné projevy chovani nez
mysi infikované peroralné nizkym poctem tkanovych cyst. JelikoZ jsme se v naSich
experimentech chtéli co nejvice piibliZit ptirozenym podminkdm, zvolili jsme peroralni
inokulaci deseti tkanovymi cystami.

Pribéh experimentalni infekce zavisi na kmeni mysi, ktery je infikovan. Araujo a kol.
(1976) pozoroval rozdilnou vnimavost inbrednich mysi k infekci Toxoplasma gondii.
Napiiklad mysi kmene DAB/I jsou k infekci pomérné rezistentni, zatimco myS$i kmene
BALB/c jsou velmi vnimavé. VEétsi vnimavost inbrednich kmentt mysi k infekci v porovnani
s F1 kfiZzenci dvou inbrednich kment pozorovala Zitkova (1996). F1 ktizenci jsou k infekci
ve srovnani s inbrednimi kmeny relativné rezistentni, nebot’ netrpi projevy inbreedingové
deprese, nebo-li zhorSenim zdatnosti v disledku kumulace recesivnich mutaci
v homozygotnim stavu (Flegr, 2005). Z tohoto divodu jsme v baterii etologickych test
pouzili F1 kfizence kment mysi BALB/c (@) a C57/b (&).

Pribéh infekce Toxoplasma gondii kmene HIF byl rychlejsi u F1 generace kiizenct
kmenii my$i BALB/c a C57/b nez u samic inbredniho kmene CBA/J infikovanych stejnym
kmenem parazita (Kodym a kol., 2002). To by mohlo souviset s pfitomnosti geni

pochézejicich od velmi vnimavého kmene BALB/c. Rychlejsi pokles vahy u F1 generace
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kfizenci by vSak také mohl odrazet nikoli vys$i vnimavost F1 k¥izenct, ale vyssi intenzitu
jejich imunitnich procesu. Statisticky vyznamny vahovy ubytek byl zaznamenan u samic mezi
11.-14. dnem p. i., u samct byl maximalni pokles vahy zaznamenan 14.-15. den p.i.. U samci
byl prubéh infekce pomalejsi nez u samic, coz bylo pravdépodobné zpisobeno vyssi
primérnou hmotnosti samct. V mozcich infikovanych mysi bylo17 tydnl p.i. nalezeno 40 -
280 tkanovych cyst (n = 15, & = 94 cyst/mozek). Pramérny pocet tkanovych cyst v mozcich
infikovanych mysi F1 kfizence BALB/c a C57/b byl o polovinu niZ8i nez primérny pocet
tkanovych cyst pozorovany pii stejné nakaze inbredniho kmene mysi CBA/] (& = 225
cyst/mozek) (Kodym a kol., 2002). Opét se tedy potvrdilo, ze F1 kiiZenci jsou ve srovnani

s inbrednimi kmeny mysi k infekci Toxoplasma gondii relativné rezistentni.

9.2. Vliv latentni toxoplazmo6zy na chovani F1 k¥izenci mySi kmenu

BALB/c a C57/b

Prvni ¢ast této prace byla zaméfena na ty zmény v chovani Toxoplasma-positivnich
mysi, které by mohly prfispét k snadnéjSimu pienosu parazita do definitivniho hostitele.
Jelikoz jsme se ve druhé casti této prace soustredili na ovéieni jedné z hypotéz mechanismu
puasobeni Toxoplasma gondii na svého mezihostitele, kterd ptedpoklada, ze v mozku
Toxoplasma-positivnich mysi dochdzi ke zménam dopaminergni aktivity, byla ztohoto
divodu cast etologickych testi zaméfena také na prvky chovani, které mohou byt
dopaminergni aktivitou ovlivnény: pamét a uceni (osmiramenné radialni bludisté, piechod
kladin), aktivita v novém a domacim prostfedi (kolotoce), horizontalni lokomoce v nezndmém

prostiedi, zvédavost nezavisla na lokomoci (holeboard).

9.2.1. Testy pachovych preferenci

Z vysledk testd pachovych preferenci je patrné, Ze samci i samice rozliSuji pach
infikované mysi od pachu mysi neinfikované. Na zakladé ¢eho mysi tento pach infikovaného
jedince rozeznavaji neni piesné znamo.

V nékolika studiich bylo prokazano, ze pach miize mimo jiné odrazet i zdravotni stav
jedince (Kavaliers a Colwell, 1993; Kavaliers a Colwell, 1995a). Zvitata mohou rozpoznévat
infekci pozménény repertoar peptidd, které jsou uvolfiovany z komplexi MHC antigent
do mo¢e (Ehman a Scott, 2002). Jinymi rozpoznavanymi latkami mohou byt opioidy
produkované jedincem v prub&hu infekce (zejména v akutni fazi), ktera pro zviie piedstavuje

urCitou formu stresu (Kavaliers a Colwell, 1993). Jelikoz jsme v naSich experimentech
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nepozorovali, Ze by se testovana zvifata pachu infikovanych jedincti vyhybala (vyjma
experimentu ¢. 1, ve kterém infikované samice preferovaly pach samic kontrolnich), tento
zpusob identifikace infikovanych jedinct se nam nezda pftili§ pravdépodobny.

Zvitata mohou v pachu druhého jedince rozpozndvat také ptitomnost feromon, latek
ur¢enych k pachové komunikaci mezi pfislusniky stejného druhu. Mnozstvi vylu¢ovanych
feromont zavisi na hladiné androgent v krvi jedince. Vice feromona vylucuji ti samci, kteti
maji hladinu androgeni v krvi zvySenou (Achiraman a Archunan, 2005). Jak bylo jiz v této
praci zminéno, vys$$i hladina testosteronu (jeden zandrogend) koreluje se zvySenou
dominanci a agresivitou jedince (Barnard, 1994). Samice pii vybéru sexudlniho partnera
v§eobecné preferuji samce s vyssi hladinou testosteronu tedy samce dominantnéj$i (Mossman
a Dickerman, 1996).

U Toxoplasma-positivnich samcti mysi kmene STR byla pozorovdna zvysena
agresivita vi¢i druhému samci. U téchto infikovanych samci se téZz zvysilo teritoridlni
chovani a vyrazné se rozvinula dominance (Arnott a kol., 1990). Je tedy pravdépodobné, ze
pokud by Toxoplasma gondii u svych mezihostiteli skute¢né zvySovala miru dominance
a socialniho postaveni, budou infikovani samci samicemi preferovani. Tuto hypotézu
podporuji i vysledky naseho experimentu, ve kterém samice opravdu stravily vice ¢asu v boxu
s pachem infikovaného samce (experiment ¢. 3, p=0,008).

Jelikoz vsak neni infekce Toxoplasma gondii kontaktem pfenosné onemocnéni, neni
zcela jasné, jaky prospéch by mohla piinést takovd zména chovani (zvySena dominance
v disledku vyssi hladiny testosteronu) mezihostitele parazitovi. Z evolu¢niho hlediska by
pro parazita bylo pravdépodobné vyhodnéjsi spise socialni postaveni mezihostiteli ve skupiné
snizovat, nebot’ pravé socialné niZe postaveni jedinci jsou vystaveny vys$Simu riziku predace
(Berdoy, 1994). Je viak mozné, Ze zvySena hladina testosteronu by mohla ovlivnit (sniZit)
intenzitu imunitnich reakci hostitele a tim tedy zvySit mnozZstvi bradyzoitl v téle hostitele.

Dalezitou roli v pachovych preferencich samic samoziejmé hraje i faze estralniho
cyklu. Dominantni a socialné vy$e postavené samce preferuji samice piedevSim v obdobi
estru, tedy v dob¢, kdy mohou byt timto samcem oplodnény (Mossman a Dickamer, 1996).

Z tohoto divodu jsme u testovanych samic v experimentu ¢. 4 zaznamenavali fazi
estralniho cyklu. Infikované samce preferovaly pouze ty samice, které byly v dobé testovani
v obdobi mimo estrus (experiment ¢. 4, p=0,0008). Oproti pivodnimu piedpokladu se
ukazalo, Ze infikovani samci jsou pro samice atraktivn€j$i nez samci kontrolni pouze
v obdobi, kdy nemiize dojit k oplodnéni. Pro tento vysledek v soucasnosti nemame Zadné

vysvétleni.

74



V ostatnich experimentech (¢. 1 a 2) byly sledovany pachové preference k jedincim
stejného pohlavi, tedy preference ,,socialni. V pfirodé samice preferuji kontakt se samicemi,
které maji podobné MHC antigeny (Penn, 1999). Kooperace (stavéni hnizda, hledani potravy
atd.) mezi nimi poté zvySuje jejich reprodukéni Gspésnost v piirodé (Konig, 1993). Na druhé
stran¢ samci v pfirozenych podminkach preferuji samce, ktefi maji nizsi socialni postaveni
(samce mén¢ dominantni a méné agresivni) a nemohou je tak nijak ohrozit (Penn, 1999).

V experimentu ¢. 1 infikované samice vyrazné preferovaly pach samice kontrolni
(p=0,009). Preference infikovanych samic k pachu samice kontrolni mohla byt disledkem
zvySené zvédavosti. Zvysena zvédavost u infikovanych samic byla zaznamenana v holeboard
testu popsaném v této praci. Infikované samice byly v holeboard testu hodnoceny jako
zvédavejsi také Skallovou (2005). V tomto piipadé se tedy pravdépodobné jedna spise
o preferenci nového (nikoli zdravého).

Samci naopak preferovali predev§im pach samce infikovaného (p=0,023). Je mozné,
Ze samci rozpoznavaji, ze infikovana zvifata jsou v hor§im zdravotnim stavu (bez ohledu
na pravdépodobné zvySenou hladinu testosteronu) a zdanliva preference infikovanych samct
je ve skute¢nosti projevem vyhybani se zdravym samctiim. JelikoZ jsme vSak u testovanych
samci hladinu testosteronu ani vzajemné interakce nezaznamenavali, je interpretace vysledku
tohoto i ostatnich testti velmi obtizna.

Zda vlivem Toxoplasma gondii skuteéné dochazi ke zméné vylu¢ovanych feromond,
které jsou zodpovédné za nasledné pachové preference mySi pozorované v naSich

experimentech je potieba objasnit biochemickymi testy.

9.2.2. Reakce na zménu potravy

V tomto experimentu jsme mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi
zaznamenali rozdily v denni spotfebé krmiva, tedy patrné v energetickych narocich
testovanych zvifat. Infikované samice po viechny dny pokusu spotiebovaly vice krmiva nez
samice neinfikované. V prvnim a ¢tvrtém meéfeni byl tento rozdil statisticky signifikantni
(p=0,039 resp. p=0,042).

Pivodni pokles hmotnosti zaznamenany mezi 11.-14. dnem p.i. u Toxoplasma-
positivnich samic byl vdobé =zacatku testu jiz kompenzovan, primérna hmotnost
infikovanych a kontrolnich mysi se tedy neliSila. ZvySena spotieba krmiva u Toxoplasma-
positivnich samic byla tedy patrné zpusobena zvySenim energetickych naroka hostitele

vlivem parazitace, ptipadné posuny v mechanismech regulace pfijmu potravy (pocit nasyceni
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atd.). Endoparazité jsou na svych hostitelich zcela metabolicky zavisli, proto i1 energie ziskana
hostitelem z potravy z ¢asti pfipada pravé jim (Barber, 2005). Energeticky néakladny je
soucastné také stale aktivovany imunitni systém infikovanych mezihostiteli (Sheldon
a Verhulst, 1996). Neni vyloucena ani moznost, Ze zvySeny piijem potravy u infikovanych
mysi je projevem manipulaéni aktivity Toxoplasma gondii.

Jiz v nékolika studiich bylo pozorovano, zZe infikovani hostitelé maji vlivem né€kterych
paraziti zvySené energetické naroky. Tyto jedinci musi poté v ramci svych energetickych
narokl v ptirodé stravit i vice ¢asu hledanim potravy, coz miZe ptredstavovat vyssi riziko
uloveni predatorem (Milinski, 1985; Godin a Sproul, 1988).

Po zaméné potravy poklesla spotfeba krmiva u infikovanych i kontrolnich mysi.
Jelikoz jsou mysi povazovany za zvifata neofilni, pozorovany pokles spotieby nového krmiva
byl pravdépodobné zpilsoben tim, Ze nova potrava pro mysi nebyla piili§ chutnd. Mezi
Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil v reakci na neznamou potravu (p=0,15).

K odlisnym vysledkim dosla Websterova a kol. (1994b), kterd pozorovala
u Toxoplasma-positivnich divokych potkanQ (Rattus norvegicus) snizenou averzi k neznamé
potravé oproti potkanim neinfikovanym. Neofobie vsak byla v této studii vyjadiena jako
»index neofobie* zahrnujici reakci jak na novou potravu tak i reakci na novy pach a na novou
misku. Je tedy pravdépodobné, Ze ptipadnou zménu v neofobii nezachyti pouze reakce zvifete
na jediny novy podnét (v naSem piipadé pouze zména potravy), ale reakce zvifete na vice
novych podnétd, které spolu uzce souvisi. Narozdil od mysi, které jsou v porovnani s jinymi
druhy savcl extrémné neofilni, jsou potkani povazovani ve vztahu k potravé za neofobni.

K obdobnym vysledkim jako Websterova dosli i Hutchison a kol (1980b) a Hay a kol.
(1984). V téchto studiich byla u Toxoplasma-positivnich my$i pozorovana sniZzena reakce
na nové, neznamé rameno v Y-bludisti. Autofi téchto studii vSak pfedpokladaji, Ze snizena
reakce na novy podnét u infikovanych jedinci je v tomto pfipadé zpisobena sniZenou
schopnosti zvifete zapamatovat si podnéty (sniZzena pracovni pamét), s kterymi se jiz setkalo

v minulosti (staré rameno v Y-bludisti).
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9.2.3. Sledovani prostorové paméti a schopnosti uceni v osmiramenném
radialnim bludisti

Toxoplasma-positivni samice nalezly ve druhém a tfetim béhu druhy provétovaci den
cilové rameno s odménou za signifikantné del3i dobu nez samice kontrolni. Samice v téchto
bézich téz signifikantné vicekrat vstoupily do nespravnych ramen (vice chybovaly) nez
samice kontrolni.

Schopnost udit se, v naSem piipadé co nejrychleji si zapamatovat nejjednodussi cestu
k odméné, zavisi na schopnosti zvifete orientovat se v prostoru, tedy na prostorové paméti.
Tyto dvé slozky chovani jsou spolu uzce spjaty a nelze je tedy od sebe presné oddélit
(Kukleta a Sulcova, 2003).

Schopnost prostorové paméti zvifete se pravdépodobné nejvice projevi po uréité
¢asové pauze mezi testy. Z tohoto divodu jsme zvolili k vyjadieni této schopnosti rozdil mezi
tfetim béhem v prvnim tréningovém dni a prvnim béhem druhého provétovaciho dne (po 24
hodinach). Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi v tomto pfipadé nebyl
pozorovan zadny signifikantni rozdil v ¢ase ani poctu provedenych chyb pii hledani odmény
(p=0,64 resp. p=0,45).

Schopnost ucit se jsme poté vyjadiili jako pokles ¢asu a poctu provedenych chyb
pfi hledani cilového ramene v pribéhu jednotlivych béht. U infikovanych samic byl
pozorovan signifikantné mens$i pokles poc¢tu provedenych chyb oproti samicim kontrolnim
(p=0,028). Infikované samice se tedy pravdépodobné ucily pomaleji, nebot’ k poklesu asu
a po¢tu provedenych chyb pfi hledani cilového ramene sodménou doslo u téchto samic
narozdil od samic kontrolnich az v poslednim b&hu druhy provétovaci den (7 béh).

Vyznamnou roli v u¢eni hraje mira motivace testovanych zvitat dokoncit pozadovanou
tlohu. Je tedy mozné, Ze pozorované rozdily mezi kontrolnimi a infikovanymi samicemi
mohly byt z¢&asti zpisobeny také snizenou motivaci infikovanych mysi hledat cilové rameno
s odménou. Jelikoz v3ak bylo u infikovanych mysi zaznamenano zlep$eni v poslednim b&éhu
testovani, pfipadny rozdil mezi kontrolnimi a infikovanymi samicemi v jejich motivaci
dokon¢it pozadovanou tlohu nebyl pravdépodobné ptilis vyrazny.

V experimentu jsme nezaznamenali Zadny vliv faze estralnitho cyklu na schopnost
prostorového uceni.

Zhorsena prostorova pamét’ a uéeni je mimo jiné spojovana se snizenou dopaminergni

aktivitou v meso-kortikalni draze, pfedevsim v hipokampu a prefrontalnim kortexu. Motivace
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je téz asociovana s dopaminergni aktivitou v meso-kortikalni projekci (Gasbarri a kol., 1996;
Viggiano a kol., 2003b).

SniZenou schopnost uceni a zhorSenou prostorovou pamét’ u Toxoplasma-positivnich
mysi pozoroval Piekarski a kol. (1978) a Witting (1979). V obou z uvedenych studii byla
testovana zvifata 14.-55. dni p.i. Vysledky téchto studii prokazaly, ze stupent zhorSeni
schopnosti uceni a prostorové paméti se s dobou od infekce snizuje.

Z naSich vysledkd je patrné, Ze urcité sniZeni schopnosti prostorového uceni
u infikovanych mysi pretrvava i 12 tydna (84 dnt) p.i.. Ackoli toto zhorSeni jiz neni tak
vyrazné jako v ¢asnych fazich infekce (Piekarski a kol., 1978; Witting, 1979), muze i piesto

zvySovat pravdépodobnost uloveni infikovaného mezihostitele predatorem.

9.2.4. Prechod kladin

Signifikantni rozdily mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byly
pozorovany ve tietim testu na klading o Sifce 43 mm a v druhém a tfetim na kladiné o Sifce 25
mm. V uvedenych ptipadech trvalo Toxoplasma-positivnim samicim oproti samicim
kontrolnim delsi ¢as nez kladinu zdolaly.

JelikoZ jsme v jednotlivych méfenich nezaznamenali mezi infikovanymi a kontrolnimi
samicemi rozdily v defekaci, ktera je povaZzovana za odraz anxiety u hlodavct (Contet a kol.,
2001), lze predpokladat, Zze rozdily v ¢ase piechodu kladin byly pravdépodobné zpisobeny
zhorSenymi motorickymi a koordina¢nimi schopnostmi infikovanych samic. Tuto nasi
domnénku podporuje i castéj$i zaznam signifikantnich rozdili mezi infikovanymi
motorické a koordina¢ni rozdily vzdy zaznamenany s vyssi pravdépodobnosti.

ZhorSenou motoriku a koordinaci u mysi s latentni toxoplazmoézou pozoroval
1 Hutchison a kol. (1980c). V jeho studii infikované mys$i v porovnani s kontrolami
signifikantné Castéji padaly z rotujiciho valce. Ke stejnym vysledkim dosel i Hay a kol.
(1983b) u kongenitalné infikovanych mysi.

Pii opakovaném testovani vSak u infikovanych samic soucasné dochazelo k mén¢
vyraznému poklesu v ¢ase potiebném k prechodu kladin nez u samic kontrolnich (p=0,020).
Nizs$i pokles ¢asu v pribéhu testovani byl tedy zplsoben nejen zhorSenim motoriky
a koordinace u infikovanych samic, ale pravdépodobné i sniZzenou schopnosti naucit se co
nejrychleji uniknout ze stresujiciho prostiedi (reprezentovaném v tomto experimentu

kladinou). Schopnost uit se je v tomto piipad¢ pfedstavovana zdokonalovanim ¢i zrychlenim
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pohybi. Tato forma wuceni je samozifejmé ovlivnéna motorickymi a koordina¢nimi
schopnostmi zvifete.

Z vysledku tedy vyplyva, Ze infikované samice maji patrné jak zhorSené koordinaéni
a motorické schopnosti, tak i zhorSenou schopnost ucit se. VSechny tyto pozorované zmény
v chovani opét mohou piispét k tomu, aby se stal infikovany mezihostitel snadnéjsi kofisti

predatora.

9.2.5. Holeboard test po aplikaci ritanserinu

Poloving testovanym mysim byl v tomto experimentu aplikovan ritanserin. Ritanserin
je vSeobecné znamy jako selektivni antagonista SHT2A/HT2C receptorti. Podani ritanserinu
v kombinaci s haloperidolem vede k celkové upravé lokomoce a explora¢niho chovani
potkana s modelovou psychozou (Palenicek, 2003). Ritanserin zptsobuje blokddu SHT2
receptord, ktera vyvolava zvyseni uvoliiovani dopaminu v meso-kortikalni draze (Svensson
akol., 1997; Fisar a Jirak, 2001; Horacek, 2004). Mikrodializa¢ni technikou bylo opravdu
zjisténo, Ze podani ritanserinu zvySuje hladinu dopaminu v prefrontdlnim kortexu potkana
(Pehek, 1996).

U infikovanych i kontrolnich samic, kterym byl aplikovan ritanserin v davce 2 mg/kg
doslo k vyraznému zvysSeni ¢asu straveného inaktivitou, sniZeni ¢asu stravené¢ho o€ichavanim
a zkoumanim otvoru, sniZeni po¢tu panackl a po¢tu probéhnutych ¢tvercua. Z téchto vysledka
vyplyva, ze aplikace ritanserinu zpusobila u kontrolnich i infikovanych mysi celkovou
hypoaktivitu, ktera byla pravdépodobné zptsobena aplikaci pfili§ vysoké davky ritanserinu.
Aplikace vysoké davky ritanserinu patrné vyvolala vyrazné zvySeni hladiny dopaminu
v prefrontalnim kortexu, kterd mohla nasledné inhibovat dopaminergni aktivitu v ostatnich
oblastech nervové tkané a zputsobit tak hypoaktivitu zvitat (Bubenikova, osobni sdéleni).

[ pfes vyraznou hypoaktivitu byly zaznamenéany signifikantni rozdily v pusobeni
ritanserinu na infikované a kontrolni samice u prvku O¢ichavani (p=0,029) a prvku Grooming
(p=0,033). Po aplikaci ritanserinu doslo u infikovanych samic k signifikantné vétSimu sniZeni
Casu straveného ocichavanim otvori neZz u samic kontrolnich. Naopak c¢as straveny
groomingem byl po aplikaci ritanserinu u infikovanych samic signifikantné zvySen,
u kontrolnich samic Grooming statisticky vyznamné ovlivnén nebyl. Tyto vysledky tedy

naznacuji, Ze infikované mysi na podany 1€k reagovaly odlisné od mysi kontrolnich.
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Zvyseni cCasu straveného groomingem po aplikaci ritanserinu u Toxoplasma-
positivnich my$i miiZze ukazovat na zvySenou senzitivitu dopaminergnich DI receptoru
(Bubenikova, osobni sdéleni).

Statisticky rozdilny vliv ritanserinu na kontrolni a infikované mysi byl zaznamenan téz
u prvku OCcichavani otvort. Infikované mysi bez aplikace ritanserinu stravily signifikantné
delsi ¢as ocichavanim otvori nez mysi kontrolni (bez aplikace ritanserinu) (p=0,033).
Zvyseny zajem o nové objekty je spojovan se zvySenou aktivitou D4 receptort
v prefrontalnim kortexu (Powell a kol., 2003). Po aplikaci ritanserinu doslo u infikovanych
mysi k vyraznému poklesu ¢asu straveného oc¢ichavanim otvort (p=0,001). Vyrazné zvyseni
hladiny dopaminu vlivem vysoké davky ritanserinu mohlo zptisobit u infikovanych mysi
utlumeni pravdépodobné senzitivnich dopaminergnich D4 receptort v prefrontdlnim kortexu
(Bubenikova, osobni sdéleni). To vSak nevysvétluje pokles casu stravené¢ho oc¢ichavanim
otvord, ktery byl zaznamenan také u mysi kontrolnich.

Jelikoz byl ritanserin podan patrné v piili§ vysoké davce, ktera mize pusobit zcela
odliSnym zplsobem nez davka optimalni je velmi tézké uvedené vysledky interpretovat.
Porovnani vysledki s literaturou je téz velmi problematické, jelikoz ve vétsin¢ dostupnych
studii byl ritanserin aplikovan v kombinaci s jinym farmakem a to pfedevS§im potkantim
s modelovou psychozou. Abychom =ziskali alesponi dil¢i vysledky tohoto experimentu,
porovnavali jsme chovani mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi bez aplikace
ritanserinu.

Mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi, kterym nebyl aplikovan ritanserin, byly
zaznamenany rozdily v nékolika prvcich chovani. I vtomto piipad¢ je vSak tieba brat
v uvahu, Ze témto mySim byl, ve stejné davce jako druhé skupiné mysi ritanserin, aplikovan
roztok sachar6zy. Tato samotna aplikace mohla zvifata uréitym zpisobem stresovat a ovlivnit
tak z¢asti 1 jejich chovani v holeboard testu.

Infikované samice stravily signifikantné¢ del$i cas inaktivitou (p=0,048), av3ak
v prubéhu testu probéhly signifikantné vice ¢tvercl nez samice kontrolni (p=0,042). Z téchto
vysledki tedy vyplyva, Ze infikované samice navzdory vy$$imu casu straveného inaktivitou
vykazuji v novém prostiedi vys$si horizontalni lokomo¢ni aktivitu nez samice kontrolni (File,
2001). ZvySena lokomo¢ni aktivita v novém prostiedi, vyjadiena poctem prob&hnutych
¢tvercl, je spojovana s vys$§i dopaminergni aktivitou v limbickém systému, predevsim
v nucleus accumbens (Kabbaj a Akil, 2001). Hay a kol. (1983c¢) téz u Toxoplasma-positivnich
mys$i zaznamenal zvySenou lokomocni aktivitu projevujici se vétSim poctem prob&hnutych

Ctvercu.
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Infikované samice zacaly také signifikantné¢ dfive ocichavat otvory (p=0,008)
a stravily ocichavanim signifikantné del$i ¢as nez samice kontrolni (p=0,033). Na zaklad¢
tohoto pozorovani lze infikované samice povazovat ve srovnani s kontrolnimi samicemi
za zvédavéjsi. S exploraci novych objekti u laboratornich mysi je spojena predevsim aktivita
D4 receptort v prefrontalnim kortexu (Powell a kol., 2003). Vyssi zvédavost u infikovanych

samic v holeboard testu zaznamenala i Skallova (2005).

9.2.6. Sledovani spontanni aktivity v testu s béhacimi koloto¢i

Po oba dva testované dny ubéhly infikované samice signifikantn¢ delsi vzdalenost nez
samice kontrolni (p=0,027 resp. p=0,038). Infikované samice téz v koloto¢i béZely po oba dva
dny signifikantné vyssi rychlosti (p=0,020 resp. p=0,011).

Z vysledki tedy vyplyva, Ze infikované samice jsou oproti samicim kontrolnim
aktivnéjsi jak v prostiedi novém (1. testovaci den) tak v prostiedi zndAmém (2. testovaci den).
V tomto pripad¢ tedy nelze povazovat habituaci za prvek, ktery by ovliviioval sledované
chovani. K podobnym vysledkiim dosel 1 Hay a kol. (1985), ktery pozoroval zvySenou
spontanni aktivitu v béhacim koloto¢i u kongenitalné infikovanych samcii.

Vyrazny rozdil mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi byl zaznamenan
v ubéhnuté vzdalenosti a rychlosti pohybu (p=0,0028 resp. p=0,003) v pribéhu prvnich 30
minut testovani, tedy v dobé, kdy bylo prostredi pro testovana zvirata doposud zcela neznamé.
Pocate¢ni zdznam chovani mysi v novém prostiedi vypovida o reakci zvifat na novy podnét.
Pozorovana pocatecni hyperaktivita u infikovanych samic tedy pravdépodobné odrazi
sniZzenou averzi infikovanych zvifat k novému prostredi. Infikované samice jsou tedy oproti
samicim kontrolnim, stejn¢ jako v holeboard testu, hodnoceny jako zvédavéjsi.

Néekteii autofi predpokladaji, Zze aktivita v béhacim koloto¢i nestanovuje lokomo¢ni
aktivitu jak se ve vétsiné studii predpoklada, ale zavislost zvifete na odmeéné. Tento nazor se
opira naptiklad o vysledky studie, ve které byl zkouméan ucinek amfetaminu. Aplikace
amfetaminu zlatym kieckim (Mesocricetus auratus) vyrazné zvySila jejich lokomocni
aktivitu v open-field testu, naopak aktivita v koloto¢i po aplikaci amfetaminu mnohonasobné
poklesla (Della Maggiore a Ralph, 2000). Autofi piedpokladaji, ze jedinci se sniZenou
dopaminergni aktivitou ve striatu, museji béhat za cenu stejného uspokojeni rychleji a delsi
¢as nez jedinci s dopaminergni aktivitou normalni (Tarr a kol., 2004).

Abychom dtkladnéji otestovali vySe zminénou hypotézu, zaznamenavali jsme

v naSem experimentu také Cas straveny pohybem zvitat v koloto¢i. Vysledky skute¢né
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potvrdily, Ze delsi ubéhnuta vzdalenost v pribéhu testovani u infikovanych jedinct nezavisela
pouze na vyssi rychlosti pohybu téchto zvifat, ale také na del$im case, ktery zvifata stravila
pohybem v koloto¢i. I kdyz rozdil mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi v Case
straveném pohybem v béhacim koloto¢i nebyl statisticky signifikantni, vysledky naznacuji, ze
zvySena aktivita v koloto¢i u infikovanych mys$i bude patrné opravdu souviset s jejich
zvySenou touhou po odméné, a tedy i s jejich snizenou dopaminergni aktivitou ve striatu.

Aktivita v béhacim koloto¢i ptina$i mysim podobné uspokojeni jako jidlo (Hoschl,
1996; Rhodes a kol., 2005). Jak bylo jiz vySe popsano, infikované samice v testu ,,reakce na
zménu potravy™ po vSechny dny testovani spotiebovaly vice krmiva nez samice kontrolni. Je
tedy mozné, ze infikované mysi, aby dosahly stejného uspokojeni (zvysSeni hladiny dopaminu
ve striatu) jako mysi kontrolni museji sezrat i vice potravy.

Z vysledkd experimentu s béhacimi koloto¢i je mimo jiné také patrné, ze
u Toxoplasma-positivnich myS$i nebyla zaznamenana Zadna zména v preferenci svétlé ¢i
tmavé faze dne, nebo-li v rozloZeni aktivity v pribéhu dne. Nejvyssi vzestup aktivity u vSech
testovanych mysi nastal vzdy vtemné fazi dne, zatimco ve svétlé fazi dne dosSlo naopak

k vyraznému poklesu této aktivity (Nejedly, 1965).

9.3. Detekce poctu aktivnich dopaminergnich neuronu v jednotlivych

oblastech nervové tkané mysi

Vysledky etologickych pokusi samy o sobé nemohou mechanismus pusobeni
Toxoplasma gondii vysvétlit. JelikoZ vétSina behavioralnich zmén pozorovana u infikovanych
mys$i pravdépodobné souvisi s dopaminergni aktivitou, rozhodli jsme se tyto zmény v chovani
porovnat s aktivitou dopaminergnich neuronti ve specifickych oblastech mozku infikovanych
zvitat.

JelikoZ se prvni pokus o detekci dopaminergnich neuroni mysi testovanych v sérii
etologickych testi zminénych v této praci, nezdatil, nasledujici experiment byl proveden
na souboru mysi testovanych v jinych etologickych testech (Skallova, 2005b). Tyto mysi vSak
byly velmi staré, takZe imunohistochemické nélezy byly dosti nejasné. Ve tietim experimentu
jsme sledovali pouze vliv stafi my$i na histochemicky obraz. Z tohoto divodu byly
porovnavany mladé (stafi 1,5 mésice) mysi, které nebyly nenakazeny Toxoplasma gondii, se

starymi nenakaZzenymi my$mi stejného kmene (z experimentu €. 2).
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9.3.1. Experiment ¢. 1

Pfi¢ina naseho netspéchu v prvnim experimentu byla s nejvétsi pravdépodobnosti
vysoka teplota Zelatiny, do které byl kazdy zafixovany mozek zalévan. ZvySend teplota
vyvolava v tkani fadu zmén, véetné denaturace nékterych proteinti, z tohoto diivodu je prvni
¢ast imunohistochemického barveni protilatkou na dopamin provadéna pii 4 °C (Benarova
a Tonar, 2002).

Metoda zalévani do zelatiny se v histologii pouziva predev§im z ddvodu
zpevnéni zafixované tkan€. Vyhodou tohoto postupu je ale také to, Ze zelatinovy blocek slouzi
zaroven k prichyceni ke stojanku mikrotomu a diky tomu nedochazi ke ztratdm koncovych

¢asti tkang, tak jak je tomu pii pouhém zmrazeni.

9.3.2. Experiment ¢. 2

Jelikoz byla nervova tkan vSech zvifat testovanych v experimentu ¢. 2 degenerovana
(vakuolizace) a pocet dopaminergnich neuront byl vlivem této degenerace celkové velmi
nizky, byli jsme nuceni detekovat pocet dopaminergnich neuroni pouze ve tfech oblastech
nervové tkané (skupiny A9, Al4, Al15).

Prvni hodnocenou skupinou byly dopaminergni neurony skupiny A9, lokalizované
ve ventralni ¢asti sttedniho mozku v oblasti substancia nigra. Axony téchto neurond jsou
vysilany pfedevSim do striata a vytvareji tak mezo-striatalni (nigrostriatalni) dopaminergni
projekci. Tato dopaminerni drédha ma vliv pfedev$im na emocionalitu, reakci na odmeénu,
orientaci a aktivitu jedince (Arnold, 1996).

DalSimi skupinami dopaminergnich neuronti, které jsme méli v tomto experimentu
moznost porovnavat, byly skupiny A14 a AlS5. Uvedené skupiny dopaminergnich neuront,
lokalizované v mediobazalnim regionu hypothalamu inervuji lateralni septum, hypothalamus
a michu. Dopaminergni draha vychdzejici z hypothalamu moduluje produkci a uvoliovani
hypofyzalnich hormont. Hypothalmus se podili na regulaci cirkadidlnich rytmd, télesné
teploty, hladu atd. (Czyrak a kol., 2000; Kobayashi a Sano, 2000).

V mozku Toxoplasma-positivnich mysi byla zaznamenana o 14 % vyssi hladina
dopaminu nez v mozku mys$i kontrolnich (Stibbs, 1985). Tato studie by mohla ukazovat
na moznost, Ze infikované mysi maji zvyseny pocet urcitych skupin dopaminergnich neuront,
které jsou zodpovédné za pozorovanou zvysenou hladinu dopaminu v nervové tkani. Hladina
dopaminu v mozku nezavisi vSak pouze na poctu dopaminergnich neurond, ale také

na mnozstvi pfitomné tyrozinhydroxylazy a specifickych prekursorti (tyrozinu) v neuronech,
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které jsou nedilnou soucasti tvorby neurotransmiteru dopaminu (Karasawa a kol., 1999). Je
treba také zduraznit, Ze zvySeni hladiny dopaminu v celémmozku o 14 % je
z neurofyziologického hlediska povazovano za prakticky nevyznamné. Za neurofyziologicky
vyznamné je obvykle poklddano az zvySeni hladiny dopaminu v celém mozku o desitky
procent (Bubenikova, osobni sdéleni).

Mezi Toxoplasma-positivnimi a kontrolnimi samicemi nebyl pozorovan signifikantni
rozdil v poctu aktivnich dopaminergnich neurond (skupin A9, Al4, A15) v hodnocenych
oblastech nervové tkané.

Zajimavé vsak je, ze pocet dopaminergnich neuronti skupiny A9 byl u infikovanych
samic viditeln¢ (nesignifikantn€) nizs$i nez u samic kontrolnich (p=0,099). Nesignifikantni
vysledek testu mohl byt v tomto ptipad¢ zplisoben nizkym poctem dopaminergnich neuront,
které bylo mozno v mozcich (starych) mysi detekovat. Niz§i pocet dopaminergnich neurond
v substancia nigra muze zpusobit snizeni dopaminergni aktivity ve striatu (Arnold, 1996).
Snizena dopaminergni aktivita ve striatu, je zodpovédna za zvySenou zavislost jedince
na odméné (Tarr a kol., 2004). Na druhé stran¢ snizena dopaminergni aktivita v nigrostriatalni
projekci mize mit za nasledek celkové snizeni aktivity zvifete (Arnold, 1996).

Detekce poctu dopaminergnich neuront v experimentu ¢. 2 byla provadéna v nervové
tkani kontrolnich a infikovanych mysi testovanych v baterii etologickych testi odlisné
od souboru testi pouzitych v této praci (Skallova, 2005b). Z tohoto divodu je tieba tyto
vysledky porovnavat piedevsim s vysledky téchto etologickych testu.

Infikované mysi v testu s béhacimi koloto¢i ubehly signifikantné delsi vzdalenost nez
mysi kontrolni (Skallova, 2005b). Pouzitim ptesné€j$i aparatury v experimentu popsaném
v této praci jsme prokazali, Ze tato del$i ubéhnuta vzdalenost je zptisobena jak vyssi rychlosti
pohybu infikovanych mys$i tak i1 delSim ¢asem strdvenym pohybem v b&hacim koloto¢i.
Na zakladé téchto dvou experimenti lze predpokladat, Ze infikované mysi maji oproti mysim
kontrolnim pravdépodobné zvysenou touhu po odméné, ktera mize byt zplisobena sniZenou
dopaminergni aktivitou ve striatu. Vysledky imunohistochemické studie tuto hypotétu
podporuji.

Dopaminergni aktivita v nigrostriatalni projekci vSak také ovliviiuje aktivitu jedince.
U infikovanych mysi Skallova (2005b) zaznamenala sniZzenou lokomo¢ni aktivitu v open-field
testu, vyjadfenou nizSim pocétem probéhnutych ¢&tvercd. ZvySend lokomocni aktivita
u infikovanych mys$i, vyjadiend vys$Sim pocétem probéhnutych ¢tvercl, byla naopak
zaznamenana v této praci pii pouziti holeboard testu. Rozdily ve vysledcich mohou byt

zplisobeny nejen odlisnou testovaci aparaturou, ale také nizkym pocétem testovanych jedinci
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v holeboard testu a rozdilnym experimentalnim usporadanim etologickych testl. Snizena
lokomo¢ni aktivita v neznamém prostiedi, vyjadiena poctem prob€hnutych ¢tvercii, souvisi
predev$im se snizenou dopaminergni aktivitou v limbickém systému (nucleus accumbens)
(Kabbaj a Akil, 2001). Z tohoto divodu tedy nelze urcit, zda ndmi pozorované sniZzeni poctu
dopaminergnich neurond v substanci nigra by mohl mit vliv na zménu lokomoc¢ni aktivity
infikovanych mysi.

Abychom ovéftili zda opravdu dochéazi u infikovanych mysi ke zménam hladiny
dopaminu v urCitych oblastech nervové tkané je nutné tento experiment zopakovat
a porovnavat pocet vSech skupin dopaminergnich neuroni, a to predevSim téch, které se
Ucastni hlavnich dopaminergnich projekci (skupiny A8, A10). Pro maximalni pfesnost
vysledki je nezbytné zaznamenavat pocet dopaminergnich neuront na kazdém fezu nervové

tkané a jak také ukazaly vysledky pokusu €. 3 (viz. nize) pouzivat mysi vhodného stafi.

9.3.3. Experiment ¢. 3

v

Jednim z moznym vysvétlenim degenerace nervové tkané mysSi v experimentu ¢. 2
bylo vysoké stafi testovanych zvifat. Z tohoto divodu byl také proveden experiment ¢. 3,
ve kterém jsme sledovali pouze vliv stafi na histochemicky obraz nervové tkang.

Pokles hladiny dopaminu u starSich mysi byl prokazan v mnoha ptedchozich studiich
(Dean a Fowkes, 1992; Kish a kol., 1992). Existuje n€kolik pficin, které mohou byt
zodpovédné za pokles hladiny tohoto neurotransmiteru. Jednou z nich je zvySena aktivita
monoaminooxidazy, ktera ve vétsi mife odbourdva dopamin a tak prispiva k degeneraci
dopaminergnich neuront (Dollemore, 2002). Druhou pii¢inou je snizeni hladiny tyrozinu,
ktery je prekursorem dopaminu. Tteti mozZnosti je pak nedostate¢na hydroxylace tyrozinu,
ktera mlze zpusobit deficit aktivity tyrozinu (Karasawa a kol., 1999).

V experimentu ¢. 3 jsme prokazali, Ze vSeobecné nizky pocet dopaminergnich neuront
pozorovany v nervové tkani mysi v experimentu ¢. 2 je opravdu zpuisoben jejich vysokym
stafim. Z vysledki experimentu €. 3 je patrné, Ze u mysi ve véku 24 mésice dochazi az k 50 %
poklesu po¢tu dopaminergnich neuronti ve srovnani se situaci u mysi véku 1,5 mésice.

Do stafi 5 mésici nejsou u laboratornich mysi pozorovany zadné zmeény v poctu
dopaminergnich neuroni, oviem od staii 8 mésicii za¢ina pocet dopaminergnich neuronti
u laboratornich mysi rychle klesat (Karasawa a kol., 1999). Neni tpln¢ jasné, zda ma tento jev
néjaky biologicky vyznam, nebot’ v ptirodé se mysi dozivaji obvykle stafi 10-12 mésict

(Nejedly, 1965), tedy o polovinu méné nez bylo staii testovanych mysi v experimentu €. 2.
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K ovéfeni zda skutecné dochazi u Toxoplasma-positivnich mySich ke zméndm v poctu
dopaminergnich neuroni ve specifickych oblastech nervové tkané a tedy i k zménam hladiny
dopaminu, bude potieba tento pokus zopakovat na mladych laboratornich mysich (do véku 5

meésicit).

9.4. Mechanismus pusobeni Toxoplasma gondii

Touto praci jsme se snazili neptimym i pfimym dikazem ovéiit, zda Toxoplasma
gondii ovliviiuje chovani svych mezihostitell prosttednictvim neurotransmiteru dopaminu.

Vysledky naSich etologickych a imunohistochemickych experimentd ukazuji, ze
zmény v chovani infikovanych laboratornich mysi by mohly byt opravdu zpisobeny zménami
v dopaminergnim systému.

ZhorSena prostorova pamét’ a schopnost uceni je spojovana se snizenou dopaminergni
aktivitou v meso-kortikalni draze, pfedevSim v hipokampu a prefrontalnim kortexu (Gasbarri
a kol., 1996; Viggiano a kol., 2003b). Zvysena horizontalni lokomoc¢ni aktivita v novém
prostfedi (v naSem pfipadé reprezentovaném holeboard arénou) je spojovana s vyssi
dopaminergni aktivitou v limbickém systému (Kabbaj a Akil, 2001). ZvySena explorace
novych objektd je u laboratornich mysi asociovana se zvySenou aktivitou D4 receptord
v prefrontalnim kortexu (Powell a kol., 2003). ZvysSena aktivita v béhacim koloto¢i je
spojovana se snizenou dopaminergni aktivitou ve striatu (Tarr a kol., 2004). Piedpoklad, ze
dochézi u infikovanych mysi k poklesu dopaminergni aktivity ve striatu podporuji i vysledky
imunohistochemického experimentu.

Nase vysledky naznacuji, Ze infikované myS$i maji pravdépodobné sniZzenou
dopaminergni aktivitu v meso-striatdlni a meso-kortikalni projekci. Snizend dopaminergni
aktivita maze byt u infikovanych mys$i kompenzovana zvySenou senzitivitou dopaminergnich
receptorti. Nékteré prvky chovani pozorované u infikovanych mysi v holeboard testu jsou
spojovany se zvySenou senzitivitou dopaminergnich receptorti (D1 a D4 receptory). Jelikoz
vSak tento pokus nebyl proveden za zcela optimdlnich podminek (aplikace prili§ vysoké
davky ritanserinu x samotna aplikace roztoku sachar6zy) nelze pozorované chovani
testovanych zvifat povazovat za zcela prikazné.

Na zaklad¢é etologickych testt se také Skallova (2005b) domniva, Ze u infikovanych
mysSi dochazi pravdépodobné k poklesu dopaminergni aktivity v meso-striatalni projekci.

Ackoliv etologické testy i provedeny imunohistochemicky experiment naznacuji, ze

Toxoplasma gondii u svych mezihostiteld pravdépodobné snizuje dopaminergni aktivitu
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v ur¢itych oblastech nervové tkané, je tieba k ovéfeni této domnénky provést dalsi
imunohistochemické experimenty zamétfené nejen na srovnavani poctu jednotlivych skupin
dopaminergnich neuronti, ale také na detekci dopaminergnich receptort ptipadné prekursort

dopaminu.
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10. Zavérec¢né shrnuti

1. Prokazali jsme, ze kfiZzenci dvou inbrednich kment (F1 kiiZenci kmenti BALB/c
a C57/b) jsou odolnéjsi proti infekci Toxoplasma gondii nez mysi inbredniho kmene CBA/J

(Kodym a kol., 2002).

2. Samice 1 samci v testech pachovych preferencich rozlisovali pach infikovanych
jedinc od pachu jedincG kontrolnich. Zda vlivem Toxoplasma gondii skuteéné dochazi
ke zméné vylu¢ovanych feromond, které jsou zodpovédné za nasledné pachové preference

mysi pozorované v nasich experimentech je potfeba objasnit biochemickymi testy.

3. Mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi jsme nepozorovali statisticky vyznamny
rozdil v reakci na neznamou potravu. Infikované samice po vSechny dny méfeni spotiebovaly
vice krmiva nez samice kontrolni. ZvySené energetické naroky infikovanych mysi byly

pravdépodobné zplisobeny parazitaci.

4. U infikovanych samic byla oproti samicim kontrolnim i 12 tydnd p. i. zaznamenana
snizend schopnost ueni a prostorové paméti v osmiramenném radialnim bludisti. Rozdily
mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi jiz nebyly tak vyrazné jako v ¢asnych fazich
infekce (Piekarski a kol., 1978; Witting, 1979). SniZzena schopnost prostorového u¢eni mize
byt zpisobena sniZzenou dopaminergni aktivitou v meso-kortikalni projekci (Gasbarri a kol.,

1996).

5. Infikované samice pii ptechodu rizné Sirokych kladin dosahovaly horsich vysledk
nez samice kontrolni. Del$i ¢as potiebny k piekonani lavky mohl byt zptisoben zhorSenou
motorickou schopnosti infikovanych zvirat, ale také pravdépodobné zhorSenou schopnosti

ucit se co nejrychleji opustit otevieny prostor.

6. U infikovanych samic doslo po aplikaci ritanserinu k signifikantnimu zvySeni ¢asu
straven¢ho groomingem, u kontrolnich samic Grooming statisticky vyznamné ovlivnén nebyl.
ZvySeny Cas straveny groomingem by mohl byt u infikovanych mysi zpisoben zvySenou
senzitivitou jejich dopaminergnich D1 receptori (Bubenikovd, osobni sdé¢leni).
U infikovanych samic (bez aplikace ritanserinu) byla oproti samicim kontrolnim (bez aplikace

ritanserinu) zaznamenana zvySena lokomoc¢ni aktivita v nezndmém prostiedi, kterd je
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spojovana s vyss$i dopaminergni aktivitou v limbickém systému (Kabbaj a Akil, 2001). Tyto
infikované samice byly v holeboard testu také hodnoceny jako zvédavejsi. ZvySend zvédavost

je asociovana se zvySenou aktivitou dopaminergnich D4 receptorl v prefrontdlnim kortexu

(Powel a kol., 2003).

7. Na zéaklad¢ vysledki ztestu s béhacimi koloto¢i lze infikované samice narozdil
od samic kontrolnich povazovat za aktivnéjsi a pravdépodobné vice zavislé na odméng.
Zvysena zavislost na odmeéné je spojovana se snizenou dopaminergni aktivitou ve striatu (Tarr
a kol., 2004). U infikovanych samic ve srovnani s kontrolami byla mimo jiné zaznamendna
vyrazna hyperaktivita v poc¢atku testovani, kterd je patrné odrazem snizené averze

infikovanych zvifat k novému prostiedi.

8. Mezi infikovanymi a kontrolnimi samicemi jsme nezaznamenali statisticky
vyznamny rozdil v po¢tu dopaminergnich neuront skupiny A9, A14 a A15. Zajimavé je vSak
zjisténi nizSiho poctu dopaminernich neuronit skupiny A9 v substancia nigra u infikovanych
my$i. SniZzeny pocet dopaminernich neuronii v substancia nigra muize mit za nasledek
snizenou dopaminergni aktivitu ve striatu, kterd je spojovdna se zvySenou zavislosti
na odméné. Vysledky imunohistochemické studie tedy podporuji vysledky ziskané v testu

s béhacimi kolotoéi.

9. Prokazali jsme, Ze u laboratornich mysi ve véku 24 mésice dochazi az k 50 %
poklesu poctu dopaminergnich neuroni ve srovnani se situaci umysi stafi 1,5 mésice.
V imunohistochemickych experimentech zaméfenych na dopamin je tedy potfeba testovat

pouze mladé laboratorni mysi.

10. Vysledky behavioralnich a imunohistochemickych experimenti jsou celkove
vsouladu sna$i vychozi hypotézou, ze Toxoplasma gondii ovliviiuje chovani svych
mezihostiteld prostrednictvim neurotransmiteru dopaminu. Pozorované zmény v chovani
1 zdznam niz$iho poctu dopaminergnich neuronli v substancia nigra u infikovanych mysi
ukazuji na patrné snizenou dopaminergni aktivitu v meso-striatalni a meso-kortikalni projekci.
Tento pokles dopaminergni aktivity mize byt kompenzovan zvySenou citlivosti nékterych

dopaminergnich receptoru.
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