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Abstrakt

MUP (hlavni me@ové proteiny, angl. Major Urinary Proteins) jsourci@onové
pienaSée zapojené do chemické komunikace u mysi domisitis(musculys Komplexy
MUP s ligandy zprogedkuji informace o genetickém pozadi jedince a wpovaeji
individuélni pachovy profil. Jsou vyznamn& pircovani gibuznosti, zasadniho faktordip
volbé reprodukniho partnera. #edpoklada se, Zze produkce MUP je vlivem tlaku patilao
vybéru energeticky nakma a vysilany signal je dny (angl. honest). Tato teorie zatim
nebyla experimentatnprokazana, stegnjako vliv dalSiho silného selékiho tlaku - infekce
parazity. Ve své praci jsem sledovala vliv infelgagazitemToxoplasma gondina produkci
MUP. Z vysledk vyplyva, Ze dochazi ke zm¢ produkce u infikovanych zkdt obou pohlavi.
U sam@ mnozstvi MUP klesa na uravéastrovanych saniqrespektive kontrolnich samic).
Z podrobrjSi analyzy piibéhu infekce usuzujeme, Ze energeticka &dost tvroby MUP
neumozuje jejich produkci v prvni fazi infekce wbné mie, protoze energie jergrinosts
smefovana do boje s infekciCast&ny naist produkce v pozfBi fazi si vysetlujeme
dulezitosti pachové komunikace. Snizeni hladiny MUPamocného zwéte by mohlo
prispivat k jeho tolerovani ve speofesti ostatnich jediric Infekce né¢la negativni vliv nejen
na produkci MUP, ale i na reprodirk potencidl sami projevujici se signifikanth nizsi
hmotnosti cauda epididymis, tedy parametru, kteinadi produkci spermii. Z dalSich, @dh
vysledki jsem potvrdila rozdily v produkci MUP mezi samcsamicemi u inbredniho kmene
C57BL/6 a Kizendi voln¢ zijicich mySi Mus musculus V rozporu s éive publikovanymi
daty byl rozdil gkolikanasoba mensi. Vzorky nasbirané&hem experimentu byly vyuZity i
pro stanoveni z#m v koncentraci MUP, které mohou bytigpbeny degradaimi procesy
nastavajicimi v pgrbéhu zpracovani a skladovani vzorkii zménou koncentrace ndo
Odstrarni soli srazenimipd uskladanim vzorki ani odlisné skladovaci teploty (-20 °C a -80
°C) neovlivnily kvantitu MUP ve vzorcich. i€ pozorovanou variabilitu v mnozstvi

metitelnych MUP nebyla z&na mnozstvi ghem skladovani signifikantni.

Kli¢ova slova: hlavni ma&ové proteiny, MUP,Toxoplasma gondii paraziti, infekce,

feromon, pachova signalizace



Abstract

Major Urinary Proteins (MUP) are pheromonal trarttens involved in chemical
communication in rodents. Complexes of MUPs anandy mediate information about
genetical background of an individual and co-créadésidual scent profile. They play a
significant role in kinship determination, the aaldactor in the choice of a mating partner. It
is assumed that the MUP production is energeticiiypanding due to the pressure of sexual
selection, and the transmitted signal is thus ssgd®o be honest. This theory hasn't yet been
experimentally tested, neither was proven the efiEanother intense selection pressure- a
parasitic infection. In my thesis, | describe tiffe& of an infection of a parasifexoplasma
gondiion MUP production. The results suggest that tldyoetion is altered in both sexes, the
production decreasing in males to the level of ncakdrates (or the female level). Considering
the results of more detailed analysis of the inéectve assume that the energetical demands
of the MUP production doesn’t allow the productadrordinary amounts if MUPs during the
first phase of the infection as the energy is prilpaevoted to the infection control. The
increased production in latter phase can be at&bto the importance of scent
communication. Decreased levels of MUP in a disstasgmal might help it being tolerated in
the society of other individuals. The infectionlirgnced negatively not only the MUP
production but also the reproductive potential @mes, which was manifested by significantly
lower weight of cauda epididymis, reflecting thesp production. Furthermore, partial
results also confirmed differences in MUP produtti@tween males and females in inbred
strain C57BL/6 and in crossbred free-living migecbntradiction to previously reported data,
the difference was several folds lower. In the sewf the experiment | have also observed
possible shifts in measurable amounts of MUPs duhe storage caused by degradation
processes. Neither the effect of different stotageperatures (-20 °C and 80 °C) nor the
effect of elimination of salts by coagulation wdserved. Despite the observed variation

between intervals the effect of time on the MURma¢ was not found significant.

Key words: Major Urinary Proteins, MUPToxoplasma gondiparasites, infection,

pheromone, odor, scent marking
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1. Uvod

U mySi domaci Mus musculus probiha komunikace mezi jedinciigulevsim
pomoci pachovych zidak. Cichem je detekovaniada informaci spojenych s reprodukci
a udrZzovanim teritoria (Ganem et al. 2005). Pachpkgfil mysi je individuélni a
umoziuje odliSeni jeding (Ferkin, Li 2006). Silnym tlakem k vyt¥eni tohoto systému
je pohlavni vykr, neb@ samice schopné odliSit néipuzné a zdravé jedince maji
zna&nou reproduéni vyhodu. Signalni molekuly, produkované jednimietem a
piijimané dalSimi jedinci, zde slouzi kigmosu informace o vysilajicim jedinci.
Predanim pachového signalu Ize také modulovat chowamyziologii pijimajiciho
zvirete. V obou fHpadech mohou byt signalni molekuly ozemay jako feromony. Ty
jsou charakterizovany jakoékave latky schopné tgobit na chovani a fyziologii
piijemce. Feromony tedy mohou jakepaSet informace a @gobit @imou znénu
chovani jedince (signélni feromony, angl. releagarlson and Butenand 1959), tak
vyvolat dlouhodobjSi postupné zemy fenotypu (spoudti feromony, angl. priming,
Wilson and Bossert 1963, Novotny et al. 1991, Jwm<003). Kromd klasickych
feromoni existuji molekuly, které feromony transportujiddé se o dva furtki typy
proteini: proteiny gendésejici feromony z viiitiho do vijSiho prostedi a proteiny,
které feromony z volného présti vazou a mohou zpréstikovavat i jejich vazbu na
receptory (Endler 1992). \fipads téchto latek byvaji receptorem transmembranové
proteiny asociované s G-proteiny (Buck and Axel1)99

Prvnim objevenym s&im feromonem je afrodisin z vaginalniho sekretecki
(Singer et al.1986). V sdasné dob je u hlodavé prokazano &kolik feromon a jejich
transportnich protetn Komplexy feromon, jejich prenaSéa a receptar funguji podle
obecného schématu. Feromony, vyaree nagiklad v jatrech¢i slinnych Zlazach, se
Spoji s transportnimi proteiny a jako komplexy sargerularni filtraci dostavaji do nmio
¢i slin. Spolu s mdi jsou vyloweny do vrjSiho prostedi, jako sotast slin jsou
nanaseny na srstfsemcisténi. Ve vrgjSim prostedi transportni proteiny degradujimz
uvoluji feromony, které se diky své&avosti dostavaji do vzduchu. Zho mohou byt
vychytany transportnimi proteinyipmajiciho jedince a po kontaktu¢ghovou sliznici

aktivovat receptory.



Signalizujici jedinec

Typ maolekuly  Funkce Lokalizace
. . . . Feramony se dostavaji do
Feromon Tékava Signal transpotnich protein po
syntéze w teanich —jatra, slinna
molekula ety

MUP Protein Trangport Z jater transportovan komplex

proteinu s tékawvou molekulou

{manamer) glomeral armi filtraci,
deponovan spolus modi &
slinami, Feremon je uwolnénze
schnouciho a rozpadajiciho

. proteinu.
Obp Frotein Transport

{manamer)

Ze vzduchu jsou feromony
wyehytany transportnim
proteinem, napi. Obp, kterd

GPCR proteinem, napi. Obp, které

{transmermbranoeyg casto primo zprostredkuji

receptur} wazbu na GFCR receptar.

Visladkem je aktivace

5 7 receptory 3 pienos signalu.

Socialné modulovany jedinec

Obr. 1: Dogma feromonové komunikace

Z proteini transportujicich feromony jsou u mysi hogastoupeny hlavni nfove
proteiny (Major Urinary Proteins, MUPs). Jak nazespovid4, jsou produkovany
piedevSim jatry a uvabvany do mei, ve které tvei hlavni proteinovou slozku (Riimke
and Thung 1964, Finlayson et al. 1965, Flower 1996pu obsazeny i ve slinach, do
kterych se dostavaji ze slinnych zlaz, a pépediobré i v dalSich &lnich sekretech
(Shaw et al. 1983, Shahan et al. 1987, Utsumi.e€t249). Transportuji ven Zl&a malé
signaliz&ni molekuly, chrani je protigsobeni vnitniho i vrgjSiho prostedi (Finlayson
et al.1963, Jemiolo et al. 1985), prodluzuji dobjich pisobeni (Hurst et al. 1998) a
podileji se svou diverzitou na uteai vysledného signdlu. MUP piatdo Siroké
proteinové rodiny nazyvané lipokaliny (Bocskei ét #992). Ta je charakteristicka
terciarni strukturou - soudkovitym tvarem s dutinou, ve které jsou transpostt® malé
molekuly (Flower 1996). i#¢naSenymi ligandy je Siroké spektrum chemicky ogih




latek (Flower 1996, Marie et al. 2001), aledkalika fylogeneticky starSich lipokalinse
jedna o &lu nebezpéné ¢i prebyt&né molekuly. Je tedy mozné, Zévpdni Glohou
téchto proteii nebyl genos signalnich molekul, ale ,scavenger role“, tedklizeci,
Cistici funkce (Grolli et al. 2006). které z lipokaliri se také zapojuji se do transportu
Zeleza nezbytného pro mnohé mikroorganismy a mdh&upisobit antimikrobials
(Goetz et al. 2002; Fischbach et al., 2006; Sndi72 shrnuto v Stopkova et al. 2009).
Infekce parazity jsou, spolu s pohlavnim ¥gdm, pravdpodobrié dva nejsilijsi
faktory usmérnujici evoluci komunikace. Paraziti jsou také, at@sps nckterych
piipadech, tlakem usfmujicim pohlavni vybr (Freeland 1976). &em interakce
parazita s hostitelem ime byt pozminén pach hostitele a jeho schopnost pachové
signdly gijimat. Poznénény pachovy profil nize vznikat jako nasledek obranné reakce
hostitele, vedlejSiho efektu infekce bez zjevnydhmivnich ryd nebo se rive jednat o
manipulaci ze strany parazita. Manipulagininparazit chovani hostitele tak, aby zvysil
pravaEpodobnost svéhoipnosu (Manipuléni hypotéza, Barnard and Behnke 1990).
VétSinou jsou za manipulaci povazovany specifick&myn jako je ztrata strachu z
pachu kaky, je-li pro parazita ké&ka definitivnim hostitelem. Hranice mezi manipulaci
vedlejSim efektem nékazy (nasledkem oneminpn ktery vede ke z#ém¢ chovani,
nemusi byt vzdy jasnvymezitelnd. Zmdina pachu hostitele je jednim z fakipkteré
mohou socialni interakce a chovani oubvat. Je znamo &kolik ptipadi infekce
parazity, kdy se pach jejich hostiteméni, a hostitelé jsou tak zdravymi jedinci
rozpoznani (Scott 1990, Kavaliers and Colwell 1998Ble 1996). O mechanismech,
kterymi tyto zngny probihaji, je znamo podstatmére. PrestoZe na teoretické arovni je
zmeéna MUP khem infekce parazity diskutovana, vysledky konkidtnexperimerit
zatim publikovany nebyly. Ve své préaci se proto & na vztah mezi produkci MUP
u laboratornich mysi a infekci parazitdimxoplasma gondiiSledovala jsem jak celkové
mnoZzstvi MUP u infikovanych mysi v porovnani s kotami, tak dynamiku produkce v
pribé¢hu infekce. Mteni dynamiky MUP Bhem infekce rlo zamezit situaci, kdy se
nepod& zachytit kratkodobou zému, gipadré bude znina typicka jen pro jednu z fazi
infekce. Aby se vyladil vliv pohlavi hostitele, byli v pokusech pouzgamci i samice.
V praibéhu pokusu byla ®&fena hmotnost, souvisejici se zdravotnim stavem

infikovanych mysi, a v z&u pokusu byla saniem vypreparovana a zvazena testes



a cauda epididymis prezentujici reprothukpotenciél (Jones et al. 2007). Z vyskedk
experimentu vyplyva, Ze infekce ma na tvorbu MUR.Wedinci infikovaniT. gondii
maji snizenou hladinu MUP. Samci sniZuji produlkeiinove kontrolnich samiciehoz
bylo zatim docileno pouze kastraci sémc

2. Cil prace

Vzhledem k absenci publikovanych experimentalniat tykajicich se vlivu
parazita na produkci MUP (respektive lipokélinsem se rozhodla zatiit primarré na
potvrzenic¢i vyvraceni jejich diskutované pramlivosti. V SirSim ndtitku bylo smyslem
prace pinést dalSi poznatky o latkdch zapojenych do pa&hkemunikace, a to
prostednictvim parazita jako nového faktoru. Produkce Mpod vlivem parazita
pusobiciho na progdi hostitelského organismutée ginést informace o natoosti
produkce a jeji nezbytnosti. Experiment se tak kibtfématu evoluce komunikace a
ekofyziologie. Zarovie jsme d&ekavali nové informace o interakci parazita s
hostitelskym organismenT.oxoplasma gondiie probaddanym parazitem, vyvolavajicim
v organismu hostitele mnohé &ny etné zmen v chovani. Teoreticka zma pachu po
infekci toxoplasmou by mohla vést ke &mam v socialnim zdenéni hostitele a finaset
tak parazitovi vyhodyT. gondiije pro tyto vyzkumy vhodnym kandidatem také proto,
Ze myS domaci je jejimipozenym hostitelem.
V teoretickécasti této prace nadtiji problematiku pachové preference a jeji vyznam n
poli parazitologie. Nasleduje sty prehled tykajici se MUP. V dalgasti se zartuji
na informace o pouzitém parazitavigondii V praktickécasti uvadim mnou provédé
pokusy a jejich vysledky. Diskuze se tyka i pakukteré slouzily jako pilotni a které

nejsou v celém rozsahu v této praci uvedeny.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Paraziti a pachova preference

Socialni Zivot pnasi pes radu evoldnich vyhod také vysSi prajmbdobnost
nakazy parazitem. Paraziti, zvladt s jednohostitelskymi cykly, se zvySujici sedtos
jedinai na malém prostoru spiSe naleznou dalSiho hostiEal#ata, kterd jsou schopna
nakazené jedince rozpoznat a vyhnout se jim, Adgkana’hou vyhodu. Ta se projevi
zejména bhem pdeni. Vyler spravného partnera, se kterym bude jedinec plodit
potomstvo, je pod silnym evehim tlakem (Hamilton 1980, Moller and Saito 1994).
Samice, kterd se vyhne infikovanému samci a bugédese zdravym jedincem, sniZuje
pravdepodobnost fimé nakazy (teorie/fmé vyhodyAble 1996 a/nebo zvySuje kvalitu
svych budoucich potomKteorie dobrych gehFisher 1958). Je totiz pra¥dodobné, ze
rezistentni jedinec ma ,dobré geny“, které haeg@ infekci chrani. To sameé, s

prihlédnutim k relativé nizSi investici do potomstva, plati pro samce ¢A1896).

Tyto teorie plati za #kolika predpokladi. Kromg samotné schopnosti rozpoznat
infekci by nelo platit, Ze signdly, dle kterych je hodnocen xdtai stav zwviete jsou,
alespa do ukité miry, ugimné (angl. honest signal). Tohouke byt docileno
nakladnosti prezentovanych ziaRyto znaky byvajtasto pohlavé druhotnymi znaky.

Z hlediska investované energie mohou byt t¥d&ona tvorbu i na udrzovani. Druhotné
pohlavni znaky mohou svou fyziologickou nepraktisti nositele omezovat, jako
nagiklad dlouh& ocasni pera branici v letu (Balmfdrdle1993). Druhotné znaky, které
samce zvyhaitlji v pohlavnim vybru a zarove je néjakym zpisobem omezuiji, jsou
zakladem teorie handicapu (Zahavi 1975). Do téttedaie pravdpodobré pati i
vysoka hladina sa#ého pohlavniho hormonu testosteronu. Ten je znateminantnich
jedinai, se kterymi se samicegainosty pai, a zarove tento hormon fisobi negativé
na imunitni systém. Vysokou hladinu testosteronalsinize dovolit pouze samec, ktery
je schopny tento handicagekonat (Folstad and Karter 1992, Wedekin and Faidst
1994). To také znamen4, Ze ne kazdy samec, ktena mparazity, je ug@dnosiovan v
pohlavnim vylru. Submisivni samec, ktery se nevystavuje rizikets s jinymi samci a

ma nizkou hladinu testosteronu (a tudiz neznevy#mmn imunitu), nize mit mén
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parazifi (Getty 2002). V firozenych situacich tak samice pr&pddobré vybiraji mezi
zdravotnim stavem, miroufipuznosti, dominantnim postavenim a s nim spojenou
prezentaci druhotnych pohlavnich zfig&dince. VSechny tyto teorie jsou opodstathn
pouze v pipact, Ze v girodk a u sledované skupiny pohlavni ¥flsamic funguje a
samice nejsou spiSe znésWany agresivnimi samci.

U mnoha saut se v rozpoznani jedince a ziskavani podésiich informaci o &m
velkou vzdalenost a také dita ,vypovédni hodnota“.Cich totiz poskytuje informace,
které nemusi byt vysilajici jedinec schopen ovtivmagiklad stav mikroflory. Schopnost
odlisit infikované jedince byla testovana na labomaich mySich, &Sinou s pouzitim
dvojramenného bludi&t V jednom z ramen byl prezentovan pach infikovanéh
druhém pach zdravého jedince, fippcE pach jiného druhu zkgte ¢i jiny, neutralni
pach (mandlova esence) slouzici jako kontrola (Egid Brown 1989, Wagner 1998).
Sledovala se jak preference pachu, tak doba, pokjedince pach zaujal. Vybere-li si
jedinec pach jednoho ze dvou testovanycliatypreferuje pach zdravého jedince, a tedy
diskriminuje nemocné zké. Nentizeme ovSem z tohoto pokusu vyvozovat, Ze se
nemocnému zvéti vyhyba. To dokazuje az pokus, kdy testujicteyreferuje neutralni
pach¢i kontrolu ged pachem spojenym s infikovanym jedincem. Bylovpaano, Ze
samice se vifrozenych {i semi-girozenych) podminkach s vybranymi samci také vice
p&ily (Wagner 1998, Drickamer et al. 2000). To potyez Ze vyBr pachu zdravého
jedince je motivovan pohlavnim v§tem (ne nafiklad jen zajimavosti podtu).
Otazkou je, do jaké miry jsme v laboratornich pod@ch schopni testovat hypotézu
dobrych gefi. To, Ze samice v pokusu preferuji kontrolni samweznamena, Ze si
vybiraji samce s lepSimi geny, Ktgsou \i¢i nakaze rezistentni, ale samce,tkte
ptivodcem infekce do styku n#gli.

Z divodu gilis Sirokého rozpti této problematiky se v dalSim textu zabyvam jen
vlivem infekce na pachovy profil jedince a reakeimj, neba’ zde mize mit produkce
MUP roli. Stranou nechavam schopnost nakazenycimggdsignaly gijimat, dale
zpracovat a také odliSnosti v pachové prefereschtd jediné. Schopnost odliSit

infikované jedince podle pachu byla experimentélprokdzana jak u nakaz
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jednohostitelskymi, tak vicehostitelskymi parazifyajici zpravidla mezihostitele a
definitivniho hostitele, nezbytného pro ukeni reprodu&niho cyklu).

Rada z vy3e zmimych teorii byla testovana na mysich infikovanycragitem
Heligmosomoides polygyryscott 1990, Kavaliers and Colwell 1995b, Kavaliet al.
2003a). Jedna se a&imou gastrointestindlni trichostrongyloidni hlistipro kterou je
myS @irozenym hostitelem. Spolu s trusem hostitele odejiavajika parazita, kterd
jsou po kratké periad infekéni pro dalSiho hostitele (parazit je geohelmingkal
modelovy parazit jeHeligmosomoides polygyruzajimavy také tim, ze véle
infikovanych mysi byva iitomen maly pdet parazit a neprojevuji se zadné vyrazné
znamky nemoci. Aktivita a reprodéki chovani astavaji také stejné (Hart 1990).
Odolnost proti parazitovi je zdeidicna (Keymer et al. 1990), ie tedy byt testovana
teorie dobrych geh (Fisher 1958, ex. Edwards 2000, Kavaliers et @042. Potvrzeno
bylo jak odliseni pachu infikovanych saimdak i gimé vyhybani se tomuto pachu
(Wagner 1998, Kavaliers et al. 2003b). V experiraehts timto parazitem byla takée
prokdzana spojitost mezi viftem pachu samce a vysSi ochotou kepas timto samcem
(Ehman and Scott 2002). Déle se sledoval vlierzrtestosteronu u samaa vykgr
samic.H. polygyrusma negativni vliv na hladinu testosterorfuvyelkém pd@tu parazit
v téle mySi (Barnard et al. 1998). Samice se vyhybaghp infikovanych sanficjak v
receptivni fazi estralniho cyklu, tak mimo ni (Kéees et al. 2004). Vzhledem k tomu, Ze
samice v nereceptivni fazi estralniho cyklu dawvaijédnost kastrovanym saim
(Mossman end Drickamer, 1996), usoudili &utdanki, Ze samice nereagovaly na
hladinu testosteronu infikovanych saimale gimo na jejich zdravotni stav (Kavaliers et
al. 2004). Samci se chovali pod@bjako samice, vyhybali se pachu infikovaného
jedince. Samci s&Simi sexualnimi zkuSenostmi byli vybikg&i a projevovala se u nich
vétSi neochota (it se s nakazenou samici (Kavaliers et al. 2001).

Podobné vysledky jako u pokusse zviaty infikovanymi H. polygyrus byly
ziskany s paraziterimeria vermiformis. E. vermiformig protozoalni parazit pati
mezi Apicomplexa, tedy organismus velmi vzdalenistidim, ke kterym pat vySe
zmirgny parazit. Odolna stadia jsou vylmma spolu se stolici hostitele a po kratké
period, béchem které dochazi k vysporulovani, se oocysty gtantekénimi. Nékaza

probiha orals, parazit osidluje travici trakt. Sté&jnako v gedchozim fipac samice
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mySi rozpoznavaly infikované samce a aktiae vyhybaly jejich pachu (Kavaliers and
Colwell 1995a, Kavaliers and Colwell 2005). Na padiikovanych sami, kteri byli ve
fazi, kdy se v jejichde jeSt netvdi infekéni stadia, reagovaly samice stejako na
samce v poziSi fazi infekce. Byl tak potvrzent@dpoklad, Ze samice nereaguji na
uvoliovana reprodutni stadia parazita (Kavaliers et al. 1997). DalSparazity, u
kterych byl potvrzen vliv na pach hostitele jsoseiminceTaenia crassicepgGourbal
and Gabrion, 2004} ymenolepis diminut@illis and Poulin, 2002), hlistic€richinella
spiralis ( Klein et al. 1999) a protozoalni paraBibesia microt{Smith et al. 1996)T.
crassicepsaa T. spiralisjsou zndmé tim, Ze vyvolavaji celéadu dalSich fyziologickych
zmen u svych hostité@l (Larralde et al.1995, Wilson 1993) a takéma pachu neniifis
piekvapiva. Hypotéza, tykajici se nebaedpgimé nakazy od infikovanych samdyla
testovana na mySich hosticich ektoparazity. Sansee vyhybaly pachu saric
infikovanych vSiPolyplax serrata(Kavaliers et al. 2003b) a sniZzovaly tak rizik@astni
nakazy.

Samice jsou schopné odliSovat nejen jedince nakagekaryotnimi organismy, ale
i virem chripky, pro ktery neni mySipozenym hostitelskym druhem. Infikovani samci
ztraceli pro samice atraktivitu, nabgamice davali fgdnost pachu zdravych saima
zarown reagovaly stejp na pach infikovanych sarinca vzorky s vodou. Vyhybavé
chovani potvrzeno nebylo (Penn et al. 1998). Dal§iny pasobicimi na pach saric
jsou mysi nadorovy virus (mouse mammary tumor viMBI TV, Yamazaki et al. 2002)
a virus kli¥ové encefalitidy (tick-born encephalitis virus, TBE Posledni znfiovany
patogen zvySoval, jako jediny ze sledovanych, #trialk infikovanych samg, a to
prostednictvim zvySené hladiny testosteronu. Vzhlederorku, Ze se virus neige
pienaset imo z jednoho hostitele na druhého béropnosti vektoru, je manipulace ze
strany parazita nepragplodobna (Moshkin et al. 2002).

Vyhybani se pachu nakaZzeného jedince souvisi s&bdgxkuSenosti a ,,znadmosti“
pachu. Samice, které byly kratce vystaveny pacfikowaného samce, se v nasledujicim
pokusu mé# vyhybaly tomuto pachu (Kavaliers et al. 2003b)séamic, které jsou v
kontaktu s pachem samce infikovanéhieligmosomoides polygyrusebo Eimeria
vermiformis dochazi k zajimavému fyziologickému jevu, vyvol@amalgezie (inhibice

bolesti). Jsou-li samice vystaveny pachu kastrowargamcei samce s nizkou hladinou
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testosteronu, k signifikantnimu vyvolani analgernedojde. U samic, kterym byla
piedloZzena mo fyzicky stresovaného samce, k vyvolani analgezisiaj ale v
signifikantré niz§i mfe nez Bhem reakce na pach infikovaného jedince. Austudie
vyvozuji, Ze samice vifpad reakce na pach infikovaného jedince reaguji naipled
pachové zn&y asociované s infekci, nikoliv na #Zmy spojené s nizkou hladinou
testosterongi pachem stresovaného mtie (Kavaliers and Colwell 1992, Kavaliers et al.
1998).

Z predchoziho shrnuti vyplyv4, Ze samice jsou schopitiBavat samce infikované
jak mnohobuaé¢nymi a protozoalnim parazity, tak viry. Ve vSedtippdech si&l pach
moci ¢ podestylky. Mechanismy, jakymi ke 2m¢ pachu dochazi, budou
pravdEpodobré rizné. Mize dochazet k odlisné exkreci latek ovéimgich hladinou
testosteronu a dalSich hornégrprodukfi imunitnich drah, metabolitnebo pimo latek
uvolovanych parazitem a v neposlediai® i ke zneénam jak feromot, tak jejich

transportél, predevsim MUP.

3.2. Hlavni moéové proteiny, MUP

MUP (Major Urinary Proteins), hlavni mimvé proteiny jsou proteiny/enasejici
ruzné nepolarni ligandy, z nich2které jsou feromony. Poméahaji vytetpachovy profil
mysSi (Cheetham et al. 2007, Arakawa 2007) a daBliottava: (Daniszova et al. 2009) a
postupnym uva@bvanim prodluzuji fisobeni feromah (Hurst et al. 1998). Jsou
vyuzivany jak na vnitrodruhové, tak mezidruhovévidroa podileji se na tvotb
reprodukeni bariéry (Bowers and Alexnader 1967, Christopinel 8audoin 1997). Na
vnitrodruhové arovni jsou vyuzivany ke komunikaezinjedinci, prezentujiftbuzenské
vztahy a socialni postaveni, spolu s MHC antigenyaeji individualni pach (Hurst et
al. 2001). Nejen fenasSené ligand, ale/mo i MUP se mohou vazat na receptory a
pusobit tak jako feromony (Moor 2006). MUP a jejidgaindy funguji jako oba typy
feromont, tedy informuji a zaroveovliviauji fenotyp jedince. Z néjgich praci vyplyva i
dalsi funkce MUP, spojena s regulaci metabolisnukdgy, lipidi a pimo souvisejici s
nekterymi typy diabetu u mysi (Zhou et al. 2009, étal. 2009).
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Ligandy genasené MUP jsowkavé hydrofobni molekuly. Patmezi & fada
feromoru vyuzivanych Zziveéichy i rostlinami. Mezi ligandy fgnasenymi MUP se
neiastji vyskytuji thiazol (2-sec-butyl-4,5-dihydrothialjoa brevicomin ((R,R)-3,4-
dehydro-exo-brevicomin) (Cabaggiony 2000), daledaen (E,E-alfa-farnesen, E-beta-
farnesen), heptanon (6-hydroxy-6-methyl-3-heptanan)geraniol (3,7-dimethyl-3,6-
octadien-1-ol). Thiazol a brevicomin vyvolavaji egivni chovani u samgNovotny et
al. 1985), u samic indukei synchronizaci estralnich cyk{Jemiolo et al. 1986) (samice
mySi domaci jsou polyestrické, estrus se u nickevaljg v pravidelnych intervalech 4-6
dni). Farnesen je obetnuzivanym odorantem, ktery je r#gad zodpo¢dny za
typickou vani jablek. U mysSi stimuluje agresivni sé&inchovani. Heptanon urychluje
nastup puberty u samic (Jemiolo et al 1989). Fygicka reakce na geraniol je zatim
neznama (Novotny et al. 1985, Novotny et al. 198@yotny et al. 1999a, Novotny et al.
1999b).

MUP chrani ligandy jak ve vriitim prostedi €la, tak ve vijSim prostedi po
odchodu s m& nebo slinami (Ferkin and Leonard 2008). Mingtm tMUP degraduje a
uvohuje ligandy. Ty jsou ze vzduchu nasat§fjgmcem, u kterého aktivuji receptory
hlavniho ¢ichového epitelu a vomeronasalniho organu (VNO) et al. 1997,
Chamero et al. 2007). Hlaviichovy epitel byl dlouho povaZzovan za orgétjimajici
jiné nez feromonové podty a pijem feromor byl dlouho diskutovdnDnes se
piiklanime k ndzoru, Ze oba systémy, jak hlasiohovy epitel, tak vomeronasalni organ
jsou dilezité pro kompletni detekci feromonélnich signéKu et al. 2005). Signal,
vyvolany aktivaci receptarferomony, je veden do hlavni¢ichovych laloki a dale do
¢ichovych oblasti #ry mozku. Rsobeni feromain detekovanych iigs hlavnicichovy
orgadn, na endokrinni systém je zptedkovano aktivaci neurénv predni ¢asti
hypotalamu, kde dochazi k nasledné produkci GnRbiné@otropin release hormone)
(Boehm et al. 2005). Kro#gnhlavniho ¢ichového epitelu jsou feromony detekovany i
vomeronasalnim organem. Ten se nachaztsiny savé a je specializovan natipem
feromoni, prindSenych aktivét nasadvanym vzduchem (Halper a Martinez-Marcos 2003)
U mySi se nachazi v oblasti nasalniho septa, nidctwity tvar a je vyplan mukusem,
ktery je stabild&jSim prostedim pro &¢kavé molekuly (Meredith and Oconnell 1979). Na

VNO se nachazeji dva typy odl&mprostoroé¢ uspdadanych receptér- v apikalni
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a v bazalnicasti VNO (Dulac and Axel 1995). Tyto receptory msiéjnou terciarni
strukturu jako receptory hlavnihgichového organu. Jsou to proteiny se sedmi
transmembranovymi doménami na vnit strag interagujici s G-proteiny. Navazany
feromon zméni konformaci transmembranovych domén a uvolnidtagodjednotku G-
proteinu. Pes adenylat cyklazu produkujici cAMP dochazi k depraci a vzniku
akeniho potencialu (Buck and Axel 1991). Kazdy recejgaasociovany s jednim typem
G-proteinu (Del Punta et al. 2002). Z fylogenetidkyanalyz je &&ejmé, Zze se MUP
vyvijely spol&né s £€mito receptory (Chamero et al. 2007). Signal z&gich¢asti VNO

je predavan do anteriorm posteriorni¢asti gidatnych¢ichovych lalok (Brennan and
Keverne 2004), déle putujergs specifickou oblast amygadaly do hypotalamu, raent
regulujiciho endokrinni stav zete a hladinu produkovanych horniiorV hypotalamu
jsou produkované liberiny, peptidické hormony, eilijici dale hypofyzu. V fednim
laloku hypofyzy (adenohypofyza) se tvglykoproteinové hormony - folikuly stimulujici
hormon, luteiniz&ni hormon a prolaktin. Tygsobi jak na reprodéki sytém samic, tak
na spermatogenezi a produkci testosteronu u &af@nasSeny signal miji hlavni
mozkova centra a je takipman newdoms. Zmény v hypotalamu jsou zodpssané jak
za kratkodobé zemy v chovani, tak dlouhotrvajici endokrinni posyMeredith 1998).
Vroce 2004 obdrZeli Richard Axel a Linda Buck zgzkum v oblasti receptar

aktivovanych odoranty &chu obect Nobelovu cenu.

Obr. 2: Umisténi vomeronaséalniho organu (VNO) a pfidatného &ichového laloku u mysi (AOB).
Déle jsou v obrazku zobrazeny hlavni €ichovy epitel (OE), Grueneberguv ganglion (GG),
septalni organ Masera (SO), nosni dutina (NC), hlavni &ichovy lalok (MOB)

(podle Ferrero and Liberles 2009)
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V pripad ligandi vazajicich se na receptory nelze hilve prenosu signalu
zpisobeném MUP. Existuji ale studie dokladajici fyagitkou zménu pHijemce po
aktivaci receptar prostednictvim MUP, u kterych byly v§snény piirozené ligandy. Pro
vytésreni prirozenych ligand se vyuzivd kompetitivni ligand, menadion, ktery
nezmsobuje u mysi Zadnou fyziologickou reakci (Robertsd al. 1998). S ifmym
pusobenim MUP je spojen@ada otazek, ndfklad jak se ne&kavé proteiny dostavaji k
epitelu a jakym zfgsobem jsou zdefpimany.

Klastr geri pro MUP lezi nac¢tvrtém chromozomu mysSi (Kauter et al. 1982,
Bennett et al. 1982, Bishop et al. 1982) a je n&jp®jSim a nejvice kompaktnim
klastrem mezi mySimi lipokaliny. Klastr obsahuje 4@ni a pravépodobré dalSi
nejmer ¢tyii geny se mohou nachazet v dosud nejasnych oblte@iac sequence gaps),
21 gerii koduje proteiny a 19 génsou pseudogeny (Stopkova et al. 2009). V klastru
mySi kmene C57BL/6 Ize odliSit dvskupiny gen, centrélni skupinu typickou pro
C57BL/6 s¢etnymi pseudoreplikacemi, ktera je vzajensekverné a pravapodobrt i
funkéné podobrjSi nez druhd, starSi skupina (Logan et al. 200&)kdva et al. 2009).
Funguje zde alternativni sé&bt posunyctecich ramé a dalSi mutace (nejbrejSi jsou
substituce lysin-glycin, Robertson et al. 1996)nBero MUP jsou duplikované, coz je
pravdEpodobré disledek tlaku pohlavniho v¢tu na zvySeni produkce MUP (o tomto
principu vice Ohno 1975). Primarni struktura MURIingiliS konzervovana, typicka je
terciarni struktura, kterou sdili cela proteinov@ina lipokalini. Je tvdena osmi
antiparalelnimp-listy, tvoricimi B-barel eliptického tvaru s dutinou (Flower 19933 j&
vypinéna pgevazre hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky, které vabhidrofobni
ligandy a zarowe celou strukturu stabilizuji (Lucke et al. 1999yn&za MUP probiha
piedevsim v jaterni tkani a spousti se s nastuperarpuldéle jsou MUP tvi@ny v Zlaze
slzné, podelistni, podjazykové, fiusni a miléné. Zasadni vliv jater na mnoZstvi
produkovanych MUP je danigdevSim jejich velikosti. Dnes je znamo nejié&b
izoforem &chto proteii (shrnuto v Stopkova et al. 2009) neni ovSem jaskéyelky je
funkeni rozdil mezi jednotlivymi izoformamMolekulova hmotnost MUP je 18-20 kDa
(Krauter 1982, Duncan et al. 1988).
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Obr.3: Terciarni sturktura MUP (Institute for Pheromone Research, Indiana University, :

www.indiana.edu/~iphero/research.html)

MnoZstvi produkovanych MUP oviliwji pohlavni hormony (Thung 1956, Stopka
et al. 2007), produkce je vySSi u s@m€estosteron ma zasadni vliv a Ize jeho podanim
zvysit produkci u samic aZz na hodnoty obvyklé u caméhoZz kmene, naopak kastraci
samd Ize snizit hladinu jejich MUP na uraveamic (Hastie et al. 1979). Mechanismus
pusobeni testosteronu nenfepré znam. Ovliwovany mohou byt ndjklad jaterni
bunky, které jsou hlavnim mistem syntézy MUP a zafiogpedl€haji vlivu testosteronu .

K efektivnimu misobeni testosteronu na produkci MUP je nezbytn&chinstitna Zlaza
produkujici tyroxin. Potvrzen byl také vliv kortizoa ristového hormon. V kombinaci s
testosteronem bylo dosazeno vyrg&ich znén v produkci MUP nez ip uZiti kazdého
hormonu zvIéa& (Koenig et al. 1980, Knopf et al. 1983).

Na produkci MUP ma zésadni vliv pohlavi a genetipkeadi jedince, a to jak u
voln¢ Zijicich mysi, tak u inbrednich kmeerjFinlayson et al. 1965, Mudge et al. 2008).
Zastoupenim jednotlivych izoforem i celkovym mnezst MUP se tvéi pattern typicky
pro kmen a pohlavi. V literate Ize najit u samicaz 5-20krat vysSi produkci nez u samic
(Hastie and Held 1978). V mych pokusech byl roxdirodukci MUP mezi pohlavimi
vyrazreé nizsi, a to jak u inbredniho kmene, takiiz&nd divokych mysi. Individualni
variabilita MUP u jeding inbrednich kmeije v porovnani s divoce Zzijicimi jedin®us

m. domesticusninimalni (Robertson et al. 1997, Payne et al.120Rozdily jsou mezi

19



jednotlivymi laboratornimi kmeny, a to v celkovémnoistvi MUP a v zastoupeni
jednotlivych izoforem. V ramci inbrednich linii se¢lenuji dwé skupiny s podobnym
fenotypem MUP, danym spdieym pedkem é&chto linii (Robertson et al. 1996,
Cheetham et al. 2009). éB¢ pouzivané kmeny reprezentujici tyto skupiny jsou
C57BL/6 (skupina ozrmvana Mup-a2) a BALB/c (skupina Mup-al) (Krauter akt
1982, Cheetham et al. 2009)eP rozdilné mnozstvi produkovanych MUP vyuZivaji v
pachové komunikaci tyto proteiny jak samci, tak E@mORE pohlavi navic pomoci MUP
ovliviuji fenotyp op&ného i stejného pohlavi. U divokych mySi poddruh
M. m. domesticusa M. m. musculusspoluvytvdeji MUP reprodu&ni bariéru branici
kiizeni tchto dvou poddruin (Boursot et al. 1993, Stopkova et al. 2007). B&EeMUP
podileji na vytvéeni individualniho pachu jedince (Hurst et al. 200Ien odrazi
piibuzenské vztahy, socialni statusiete, jeho fyziologicky stav (Chamero et al. 2007,
Stopka et al. 2007) a pomaha samicim veéuylveprodukniho partnera (Sherborne et
al. 2007, Thom et al. 2008).

Samci vyuzivaji md ke zn&eni teritoria, odlis& ji distribuuji submisivni a
dominantni samci (Desjardins et al. 1973, Richldodst 1999). VySe postaveni samci se
snazi pachovou stopu ostatnich sampiezna&kovat, pach jiného samce u nich vyvolava
agresivni chovani. Pachové Zkg umoziuji komunikaci bez imého kontaktu, coz je
vyhodné jak pro submisivni samce, fkteadtji opusti Uzemi dominantniho samce a
neriskuji tak napadeni (Drickamer 2001, Novotny30@ak pro samce dominantni, kte
snizenim mnozstvi utdlkSeti energii a také snizuji prayplodobnost zrami (Hurts et al.
1993). Pro samice jsou ligandy sdolh MUP atraktivni. Rednosts se pé s
dominantnimi samci, jejichZz pachové ZkwjsoucetrgjSi acerstwjSi. Také jsou schopné
odlisit cizi, nové samce aipuzné jedince (Hurts, Rich 1999). Ligandy, ktewy3uji
atraktivitu samg, jsou brevicomin a thiazol, které zard@venezi samci vyvolavaji
agresivni chovani. Farnesen je signalem dominangeodili se také na vyvolani
agresivniho chovani (Novotny 2003). Inbredni kmemySi maji vyraz& sniZzenou
variabilitu MUP (Cheetham 2009) a pra&pddobré i schopnost odliSovat podle pachu
mcci individua, coZ niZze vést k niZSi né agrese, nez je&bné u vol’ Zijicich mysi.

Reakce samic na MUP produkovan&mla pohlavimi zahrnuje¢kolik vSeobect

znamych fenomén souvisejicich s nastupem estralniho cyklu a doi. Ve ¥tSing
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piipadh byla nejdive pozorovana reakce naéitpmnost jedince, pozfl byla potvrzena
dostaténost pachu z mi ¢i podestylky k vyvolani jevu. U mladych samic, \gpanych
pachu dosglého samce, dochazidasrgjSimu nastupu puberty (Vandenbergh 1969), a to
jak po kontaktu se samcem, tak pouze s jehdi ifi@rickamer and Murphy 1978). Efekt
je zavisly na produkci safifth pohlavnich horman neba pach juvenilnichdi
kastrovanych sanic prectasny nastup puberty nevyvola (Lombardi et al. 1976,
Drickamer and Murphy 1978). Samice Zijici ve skdgimbez samce maji nastup puberty
naopak opozghy. U izolovanych samic k opo&di nedochéazi (Vandenbergh et al. 1972).
Pach samic tedy zpomaluje nastup puberty u ostas@imic. Dale fitomnost dosglého
samce zkracuje estralni cyklus a negatipisobi na jeho pravidelnost (Whitten efect,
Whitten 1959, Jemiolo et al. 1986). Efekt je sp&ugkes VNO, samice s odstrgmym
VNO na pach v tomto sénu nereaguji (Marchlewska - Koj et al. 2000). Bsiréayklus
muze byt také prodlouzeti Upln¢ potlaten pachem dosfych samic, za tento efekt (Lee-
Boot efekt) je zodpovedna stejna latka, ktera udgdh samic vyvolava pozgi nastup
puberty (Novotny et al. 1999). Délka oestru samigcich spoléné, je dana velikosti
skupiny (Jemiolo et al. 1986). Viipad tohoto efektu neni VNO nutny, i po jeho
odstrarni dochazi k prodluzovani cyklu a snizovani jehavptelnosti. Je tedy mozne,
Ze je informace f@davana i prosgtdnictvim jiného signalu nebo je feromonigpbujici
tento efekt (2,5-dimethylpyrazin) figman receptory hlavniho¢ichového epitelu
(Marchlewska - Koj et al., 2000). Pach samce ma mkjen na estralni cyklus ale i
prabéh biezosti samic. U samice, ktera se v rané fézzdisti setkd se samcem, se kterym
se nepéila, mize dojit k geruSeni bezosti a nastupu nového estru. Tento efekt jako
prvni popsala v roce 1959 Hilda Bruce a po tétcabelde byva také oztavan. Jako v
ostatnich gipadech i zde stda ma ¢i podestylka samce, neni nezbytna jelidopmnost
(Vandenbergh 1969, Marchlewska - Koj and Bialy D98 vyvolani efektu je nutna
identifikace samce jako ciziho. Pr&pddobnost potratu u laboratorni mysi je vysSij je-l
cizi samec z jiného inbredniho kmene (Parkes di9@l1). Vet efekfi neni kompletni a
nezabiha do podrobnosti, ale pro ilustraci vyznastippachu v reprodukci je dostgici.
Tyto fyziologické znény jsou reakci na celkovou pachovou &g vyznam MUP je ale
pravéEpodobrg znany. Samotné MUP {sobi v rkterych fyziologickych zrénach

spojenych s ovulaci samic (More 2006). Pomoci kexipferomori s MUP komunikuji
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ob¢ pohlavi, samci reaguji na MUP produkované samic&amice modulaci produkce
vlastnich MUP prezentuji nastupujici receptivni &stralniho cyklu (Stopka et al. 2007)
a stavaji se tak pro samce atrakdjgh(Hayashi and Kimura 1974).

Za primarni ulohu lipokalit byva povaZovan transport futrkich ligand: k cilové
tkani, ¢i naopak do v&sSiho prostedi. Je ovSsem mozné, Ze lipokalinyvpdre slouZzily k
odstraiovani potenciaka Skodlivych molekul¢i podobnou cestou chranily organismus
pied Skodlivymi zédsahy (,scanvenger role“, odklizeole) (Stopkova et al. 2009).
Schopnost eliminovat z organismu nebeéngeci cizorodé latky si zachovalyc¢hteré
lipokaliny podnes. V fipac siderocalinu (syn. NGAL., Lcn2) se jednd o vazbu
bakterialnich transportérzeleza (Goetz et al. 2002, Mori et al. 2005), kgdon YodA
vaze kovy na svém povrchu (David et al. 2003). S&atek Zeleza v prastdi organismu
muze pisobit jako antimikrobialni agens, a tyto lipokalitak mohou mit protektivni roli
(Fischbach et al. 2006, Smith 2007kkkéré lipokaliny jsou schopné chranit organismus
pied nasledky jsobeni volnych radikél Specificita této interakce neni zatinegr®
znama, obecenh se exprese éthto lipokalimi zvySuje, je-li organismus vystaven
stresujicim podminkam — niajkyslikové radikaly, peroxid vodiku, rentgenovéréeni
(Charron et al. 2008, Ganfornina et al. 2008). Hoto hlediska jsou lipokaliny velmi
zajimavou skupinou protein potencialg vyuZzitelnou pro studium evoluce komunikace
obecr (Stopkova et al. 2009).

MUP nejsou jedinymi lipokaliny zapojenymi do cheké#ckomunikace u mysi.
DalSimi hojrg exprimovanymi transportnimi proteiny jsou Obp (@atd binding protein)
(Bignetti et al. 1985). Zajimavosti je lokalizace/3ith Obp, vazanych na X pohlavni
chromozom. Umighi na X chromozomu, ktery je u samidtpmen ve dvou kopiich a u
sama@ v jedné, s sebou nesékteré specifické dkledky. Aby se pohlavi neliSila v ei
exprese gel) dochazi ke kompenzaci davky genlJ savaé inhibici jednoho z X
chromozoni samic, tzv. lyonizace. Déle geny uniigt na X chromosomu podléhaji
rychlejSi evoluci (Fast-X hypotéza, Charleswortt68,9zpochyb#éna Thornton 2006,
potvrzena Counterman et al. 2004 ). Usristgeri na pohlavnich chromozomech neni
pravdEpodobrg ndhodné, narozdil od giema autozomech, které spolu krommisgni
nemaji ¥tsSinou nic spoléného. V pipact X chromozomu séasto jedna o geny spojené

s pohlavnim vybrem a rozmnoZovanim. ProtoZe se chromozom X vygkyiusama
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v jedné kopii, geny, umi&é na tomto chromozomu, se ve fenotypu samce viajg\p
(hemizygotni expozice). Diky tomuto tlaku dochéaai X chromozomu k hromadi
geni, pro samce vyhodnych, respektive k eliminaci igennegativnim vlivem (Rice
1984). Mizeme tedy fedpokladat, Ze Obp maji vyznam v reprodukci. Olmqu jsaké
jedny ze zastugic lipokalini, o kterych se domnivame, Ze podporujedstavu o
,scanvenger” roli (Grolli et al. 2006).

Obp se nachazeji nejen u hlodaykrys, Keckt) a dalSich savg ale i u hmyzu
(shrnuto v Vosshall and Stensmyr 2005). U mySi meeffiopnost vazat nejen odoranty,
nybrz Sirokou Skalu latek (Steinbrecht 1998, Pevsteal. 1990). U&chto lipokalini je
také gedpokladana odklizeci role, odsioaani gebyte&nych ligand: po jejich interakci
s receptorem. Obp by tak poméhal receptory deakdivfLazar et al. 2002). Prvnim
objevenym Obp byl protein z nosni sliznice krav igazpyrazin (2-isobutyl-3-
metoxypyrazin), od #oz byl odvozen fvodni nadzev - Pyrazine binding protein
(Bignetti et al. 1985). Odorant v nazvu Obp je @amd zavadjici, protoze ligandy
mohou byt i feromony. Naopak neni vyt@no, Zze MUP nejsou schopné vazat odoranty.
Cela situace se navic komplikuje nejasnou defiatdrant/feromori. Oba dva typy
latek jsou zapojené do chemické komunikace. Terfilgol dokumentuje obecny
problém i objevovani novych lipokaliina definovani jejich funkci. Stejpako je jasné,
Zze Obp, popisovany jako nazélni protein, neni exgvian pouze v nosni sliznici, tak
MUP jako protein z mi je sowasre slozkou slin. Prvni objeveny saveromon, Kec¢i
afrodisin (Vincent et al. 2001), protein s obdobrionkci, jako maji MUP u mysi, neni
podle definice feromon, ale transportni proteinie&feromony. Nejasné hranice mezi
feromony a odoranty, négsnosti v nomenklata a fylogenezi jednotlivych lipokalin
stejre jako funkeni zastupnost dkterych lipokalini prispiva k povrchnim znalostem
téchto proteiri, a donedavna tak byla role lipokalipontkud prehlizena. Dnes vime, Ze
lipokaliny jsou zapojeny nejen do modulace pachiaw@unikace, transportu ligatidren
z la, ale i v jejich optovném pijmu a zpracovani signalu, distici a ochranné funkci,
véetng antimikrobialnich aktivit. Stoupa jejich vyznanmmedicirgé, neba’ jsou zapojeny
dotady imunitnich reakci (Flower 1994). V neposlegtE jsou vyznamnou sloZkou slin
krevsajicich¢lenovai, kterd usnatlje sani krve (Ribeiro et al. 1995, Montfort et al.
2000, Sangamnatdej et al. 2002, Calvo et al. 20@5s and Ribeiro 2008).
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3.3. Parazit Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii je dvouhostitelsky protozoalmape pat-ici mezi Apicomplexa,
jehoz definitivnim hostitelem jsouckovité Selmy. Ke svémugmosu vyuziva teplokrevné
obratlovce, ve kterych se nepohlawnnozi a tva tk&iové cysty. Definitivni hostitel se
nakazi poZzenim tchto cyst, stadia z nich uvé@ma se mnozi pohlavra vytvéi oocysty,
které odchéazeji s trusem hostitele ven (Fayer 198@fipad mezihostitele fize penos
parazita prolzhnout také kongenité tedy z matky na jeji plod pomoci invazivnich
stadii - tachyzoit (Frenkel 1988). T. gondii byla objevenactha francouzskymi badateli
roku 1908 u hlodavce gundiho saharského (Ctenotiectyundii), podle ¢hoz dostala
druhové jméno. Patogenni projevy u lidi s jejialvgicem jako prvni prokazaksky
vedec Jank v Praze roku 1923 (Jarikl923). Aby zvysSila Sancignosu do definitivniho
hostitele, ktery je nezbytny k ukeni vyvoje, ovlisuje toxoplasma chovani mezihostitele
(Webster et al. 1994). | na lidské hostitele ménatb sréru vliv a miZze modulovat jejich
chovani (Flegr and Hrdy 1994, Flegr et al. 1996).

Toxoplasma gondise fadi mezi Alveolata, jedné ze skupin tidd (,grupy")
Excavata. Déle jéazena doifdy Coccidea a spolu gidami Gregarinidae a Hematozoa
tvoii skupinu Apicomlexa (Hausmann and Hulsmann 2003}o skupina je typicka
svym apikalnim komplexem vyuZzivanynti prstupu parazita do lwky a @i tvorbe
parazitoformni vakuoly. VSechna apicomplexa jsoligdnimi intracelularnimi parazity.
V rdmci apicomplex se vymezuji nasledujici skupipiyoplasmida, zahrnujici n#glad
babesie, haemosporidie s nejz@@im zastupcem Plasmodium, gregariny a
cryptosporidie. Posledni skupinou jsou kokcidiegr&t je mozné rozdit na stevni
kokcidie (enteric coccidia), kde nalezneme mime j@merie, a kokcidie t¥éci tkaiové
vyzkumu z roku 2003 za pouZziti sekvenci SSU rRiBimmondia hammon@iNeospora
caninum jejichz spolény predek se oddil ptiblizné pred 12 miliony lety (Sibley 2003).
V ramci gibuznych skupin je toxoplasma charakteristickak&ivoSkalou mezihostité)
zahrnujici v podstat vS8echny teplokrevné obratlovce. ¥anku z roku 1980 je
zminovano 350 druinzvirat s prokdzanou nakazou (Fayer 1980).

V roce 1953 doslo k odliSeni dvou skupin dle vinde a tvorby cyst u mysi

(Frenkel 1953), dnes odliSujemié lhlavni linie kmeri ozn&ovanéiimskymi ¢islicemi
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I, I, Il a malou skupinu kmeln pro kterou se pouziva ozfemi kmeny exotické. Kmeny
jednotlivych linii vyvolavaji ézné imunitni odpo¥di, s ¢imZ souvisi mira jejich
virulence a patologické projevy (Howe, Sibley 199gdym et al. 2002). Rozdily
najdeme i v genomu a v geografickém roadi (Lehmann et al. 2006, Bontell et al.
2009). Obecaje priabeh infekce kmeny toxoplasmy zavisly na kmenu pasaditfeleni
davce, zpsobu infekce, genetickém pozadi hostitele a jeloahkim zdravotnim stavu
(Sibley 2003).

Cyklus je primars dvouhostitelsky, jak ale bylo zmimo vySe, nize dochéazet k
pienosu mezi mezihostiteli pienim hostitele s tk@vymi cystamici kongenitalnim
transferem. Ve vyvoji parazita existufi stadia, vSechna schopna infekce — tachyzoity
(délici se v pseudocystach), bradyzoity ffiedtkaiové cysty) a sporozoity (v oocystach).
Tachyzoity byvaji ve starSich pracich ozmeany jako trofozoity nebo endozoity a jsou
zodpo¥dné za stavy i akutni fazi toxoplasmosy. Dcila se dostavaji ipmenou
bradyzoifi ¢i sporozoiti z cyst. V této fazi dochazi k diseminaci parazDubey 1998).
Rychlost, zfgsob Sfeni a cilova mista se vyrazhsi u jednotlivych kmet@ a souvisi s
virulenci jak v akutni, tak v poZ@ich fazich onemoani (Barragan, Sibley 2002, Saeij
2005). Tachyzoity je mozné nalézt kri|ntich tekutinach, slzach, nazalnich sekretech,
slinach, spermatu, vaginalnim sekretu,éma mléku (Saari and Raisanen 1977). Pod
tlakem imunitniho systému dochazi kepené tachyzoiti na bradyzoity (cystozoity,
Frenkel 1988). Ty jsou obe&nodolrgjSi proti proteolytickym enzyim, jsou méa
pohyblivé a exprimuiji jiné proteiny. Struktérpsou podobné tachyzdéin, jen o ®&co
StihlejSi a jejich jadro je vice posunuté k posteimu konci biky. Vytvari tkainove
cysty, ve kterych se skryvajitgd imunitnim systémem a mohou se dale mnozit
endodyogonii (roztleni matéského organismu na dva dicwé). Velikost cyst je
promenlivd, od mladych Gtvdrdo velikosti 5 pm obsahujicich pouze dva bradyzpd
cysty obsahujici stovky organiéns pfimérem az 100 um. Bradyzioty uvhityst jsou
pramérné 7 um dlouhé. Tvid se brzy po infekci v mnoha tkanicHa, v plicich, které
byvaji zasazeny nejvice, v jatrech, ledvinach, vaexh, mozku a &ch. Lokalizace a
pocet cyst jsou zavislé na kmenu parazita a druhuitktest pongrné nejvice cyst v
mozku v porovnani s jinymeknimi organy nalézame u mysi a krysérgt cyst je tenké a

pruzna, neobsahuje glykogen ani jiné polysachaidy je divod, pra@ se cysty Spatn
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barvi stibrem). Je slozen& jak z parazitélnich, tak hdskjeh komponent (Frenkel
1988, shrnuto v Dubey et al. 1998). Veétsiném mikroskopu (uzipzvétSeni 40krat) je

cysta dobe patrna jako Seda kulovita struktura s dvojiténat.

© Helena Neumayerova

Obr.4: Cysta Toxoplasma gondii ve svételném mikroskopu

(s laskavym svolenim Heleny Neumayerové, Ustav parazitologie, Brno)

Mezihostitelé se mohou nakaziékolika zpisoby. Nefasgji pozienim infekinich
oocyst, porenim tkaovych cyst, dale transplacent§lnméré casto transplantaci
infikovaného organu. Transplacentalni neboli kortgémi infekce plodu je zisobena
tachyzoity pechazejicimi skrze placentu (Dubey et al. 199infekce zfisobena
prasknutim tkéovych cyst byla prokdzana na mySim modelu, kdeélamna
pravéEpodobnost reinfekce pozitivni vliv niz8i hladinaerieronuy (Thompson et al.
2008). U lidi je povazovana za velmi vzacnou a piodinou imunosupresi paciénfLuft
and Remington 1992).i€nos pes mléko nebyl zatim potvrzeniggtoZe existuji nalezy
prevazi tachyzoiti v mléce experimentatmakazenych kiek (Powell et al. 2001).

Definitivni hostitel, k@kovita Selma, se nakazi genim tkaovych cyst i oocyst.
Mozné je uvazovat také o oralni ndkaze volnymi yarady ¢i tachyzoity, nejedna se ale
o typicky zpisob infekce. B infekci oocystami je usfnost ndkazy kek zavisla na
davce cyst, na rozdil od infekce mysi, kde nenkdawezhodujici (Dubey 1998).

Obecrt se pouzivaji  infekci laboratornich zvat # postupy - oralni cestou

(negastji se jedna o homogenat mozkové tkarakazené mysi s definovanymdépem
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tkénovych cyst s bradyzoity), intraperitoneélfpouziva seip infekci tkaiovymi cystami
a volnymi stadii) a subkutaantkaiové cysty a volna stadia). Virulence bradyaait
laboratornich kmehn je zavisla na zjsobu podani parazita. Jsou-li bradyzoity podany
mySim oral@, jejich infelkénost je tisickrat nizsi neZipsubkutanni infekci, ktera je pro
mysSi ¢asto letalni. Silnd reakce po subkuténni infekézenbyt dana neépozenym
postupem, P kterém se parazit vyhne styku s agresivnimi twi avami hostitele.
Vysledky vySe zmiénych experimerit podporuji pedstavu o pibéhu pirozeného
cyklu. Oocysty, utené k nakazeni mezihostitele, jsou velmi idfékoro mysi a neni zde
rozhodujici jejich davka. Pro Eku jsou oocysty méninfekéni a patogenni, naopak
kocky produkuji oocysty po pdeni i rekolika malo bradyzoit. Mala infekénost oocyst
pro definitivniho hostitele neni pro kokcidie tykéc(Dubey 1998, Dubey 2006)

U experimentalé nakazenych mysi byvaji odliSitelné&dféze infekce. Akutni faze
probiha prvni dva a#ittydny od infekce, chronickd nastupuje rigje ticet dni od
infekce. V akutni fazi se pomnoZzuji tachyzioty padaji dalSi btky a organy, u mysi se
mohou vyskytovat znamky nemoci, nahrbenost, polatblfes. Spise nez latentni faze
(bezgiznakova, typicka pro lidské pacienty) je pro miygicka faze chronicka, kdy se
zlepSuje stav zwéte, ale jsou patrné zndmky nemoci. Za latentnii iamysi bych
povaZovala dobu nejmémva nésice po nakaze, kdy na #fi nejsou znatelné zndmky
nemoci a jeho vaha se vyrovnaiaiim kontrolnim. LepSi snasenlivost jedné z fazi
infekce neznamena nwnlepSi Sance nar@ziti faze druhé, funguji zde odliSné
mechanismy obrany (Suzuki et al. 1993).

Uhyn nemusi byt doprovazen vysokym ¢mn cyst v mozkuéi rozvojem
encefalitidy. U citlivych mySi dochazi k zvySenén&éivosti a nekréze plic a jater
(Suzuki 1993, Brown and McLeod 1994). Je gomi obtizné identifikovat btky, které
se aktivé zapojuji do pohlcovani a destrukce parazita d@oih,tkteré byly parazitem
aktivné napadeny. V obouifpadech se vytiéparazitoformni vakuola, ale bky reaguji
odlisre. Napiklad dendritické biiky, které byly aktivé penetrované, maji sniZzenou
produkci MHC-II (souvisejici s jejich roli antigeprezentujicich buik) a LPS
indukovanou maturaci - snizenou schopnost odpowvidabakterialni lipopolysacharid
(LPS), ktery vyvolava dozravani dendritickych Bkiishrnuto v Dzierszinski and Hunter

2008). zda se, Ze dendritickéttey budou hrat zasadni roliipdiseminaci, umaoiujici
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nékterym kmerim parazita dostat se i do imunologicky privilegogemorgari (Lambert
et al. 2009, Lambert and Barragan 2010). Zajim&yestchopnost toxoplasmy vytet
parazitoformni vakuoly a naslegtinysty i v bezjadernych likach (Romano et al. 2008).

Nezbytnym pedpokladem pro Ugpné zvladnuti infekce a vznik protektivni
imunity je vytvaeni efektivni bu&né odpowdi. VyuZity jsou jak CD8, tak CD4,
produkujici IFNy (Araujo 1991). CD8 hiky a MHC | antigeny brani formaci cyst v
mozku (Suzuki et al. 1993), CD4 s&astni procesu kontrolujiciho jejich tvorbu (Araujo
1991). Zcela zasadni roli ve vytemi rezistence ma IFiN-a dalSi prozastlivé cytokiny
(Silva et al. 2000). Pro potiani infekce je ovSem nutné udrzet rovnovahu mezi
prozartlivymi a protizaretlivymi slozkami imunity (Suzuki et al. 1993, Dzginski and
Hunter 2008). V pib¢hu akutni faze {sobi IFNy spol&né s TNFe aktivaci makrofag.
Presto se neobjevil rozdil v mnozstvi IENu citlivé a rezistentni mysSi v akutni fazi
(Suzuki et al. 1993). Do slozitych imunitnich prsicgsou zapojené cytokiny IL-2, IL-6,
IL-10, IL-15, 1I-12 a IL-4. Jen u posledrzminovaného dochazi k poklesu (Deckert-
Schllter et al. 1995). Produkce cytakie ovliviena genotypem parazita (Robben et al.
2004).

[I-10 je produkovan makrofagy a mikrogliemi v pategmu mozku zdravych mysi,
pii mozkové encefalitiél je jeho produkce zvySena (Deckert-Schluter etl@b5). K
tomuto stavu pspiva i aktivita CD4 a CD8.Mobeni interleukiih mize mit specificky
vliv na odlisné tkaa ¢i stadium parazita. Neutralizaci IL-10 asociovarsomaftistem
IFN-g a TNF-a doSlo k poklesu o parazit, zda se tedy, Ze tento cytokin owije
perzistenci parazita v mozku (Deckert-Schluter 1et1897). Ri toxoplasmose iire
dochéazet k poskozentip i zde ma IL-10 regutmi roli, jeho tvorba omezuje vznikajici
poskozeni (Lu et al. 2003). U HIV pozitivhich patdiemize poruSeni rovnovahy mezi
IL-10 a ostatnimi cytokiny vyvolat reaktivaci (Desrk-Schliter 1997). IL-12 je cytokin,
u kterého se fiedpokladana ochranna funkce nepotvrdila. | bez jgbdoy byly mysi
schopné vytviit si protektivni imunitu (Lieberman et al. 2004e pravdpodobné, Ze
vliv IL-12 je zavisly na genotypu parazita, mysSgewaala rozdilg na jeho produkci ip
nakaze virulentnim a avirulentnim kmenem (Robbev20

Vliv na pribéh infekce maji pohlavni hormony (Liesenfeld et 2001). Samice

snaseji infekci fire, maji vy3Si umrtnost spojenou s vySSimét@m tachyzoii
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(¢i parazitoformnich vakuol)dnem faze akutni i vySSim @i@m tk&ovych cyst v mozku
béhem faze chronické (Roberts et al. 1995). Jejithvast je vyvolana nizsi hladinou
testosteronu, ktery ma dokonce ochranny vliv, jgalinicim po infekci udle podavan.
Testosteron neé@obi na parazity ifimo, potl&uje Thl (buknou) imunitni odpodd
(Liesenfeld et al. 2001).

Aby zvySila pravdpodobnost penosu na definitivniho hostitele, manipuluje
toxoplasma svym mezihostitelem. Manipulace je dp&&, zmenéno je chovani, které
pienos ovliwiuje (Webster et al. 1994, Webster 20011)I€ité je, Ze se nejedn& pouze o
zmeny v praibéhu akutni faze, kdy se dajicekavat zminy v chovani vzhledem k
Spatnému zdravotnimu stavu iBte, ale i ve fazi latentni, tedy beézmakové. U
infikovanych mysi se projevuje snizend neofobieratst z novych podit),
hyperaktivita (Webster al.1994) a zhorSend schdpodBSit mezi starymi a novymi
stimuly (Hutchinson et al. 1980, Hay et al. 198Kakaza toxoplasmosou zvysSuje
explor&ni aktivitu mySi (Hay et al. 1985 ), snizujas stravenyistenim a péi o srst
(Webster 2007), ne¢ni chuitové preference (Vyas et al. 2007).

Zminované chovani Ize wvylozit jako pro toxoplasmu vyhéd Jeden
z nejdilezit¢jSich objewi této oblasti potvrzujici manipulaci s hostitelem $nizeni
strachu z pachu k&y, v nékterych pokusechipchazejici az v jeho vyhledavéani. Tento
jev byl popsan u mysi jak v akutni, tak latentrdi flafekce. Vyhybani se oblastem s
pachem psa doklada, Ze &ma je specificka a netyk& se obecného stra¢hd moznymi
predatory (Berdoy et al. 2000, Webster 2007, Vyasale 2007b). V pokusech
zabyvajicich setichem byvacasto jako odorant pouZita mgoredatora, ktera, jak
upozornil Vyjas Wlanku z roku 2007, nemusi byt nejvheéifi. Pach kei¢i deky vyvolal
v kontrolnich mysSich &Si strach nez pach &&i moci. Je logické, Ze vifrozené situaci
hraje roli celkovy pach kiky. Reakce hlodavcna ka@ici pach je zavisla na mnozstvi a
intenzig stimulu. V grafickém znazoé&ni autofi ¢lanku tvdi reakce mySi na intenzitu
pachu Kivku ve tvaru obraceného pismena U. Nevarujiiipguré lakavé jsou tedy pro
infikované zvfe hodnoty fblizn¢ uprosted Kivky (1pl masi), pti této davce byly
v chovani infikovanych a zdravych jedincpozorovany nejtSi rozdily. Bylo by
vyswtlitelné, Zze v pipacs, kdy je signal velmi slaby, je mala Sance, Ze bugé ulovena
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koc¢kou, a parazit by tak vyhodu neziskal. Naopak jsiinal giliS silny, nedokaze
parazit pekonat vrozeny strach zete z tohoto pachu (Vyjas 2007a).

Na otazku, zda se po nakazeéninsocialni postaveni jedince, zatim nezname jasnou
odpowd. Studie, ve které se sledovalo chovani hlodavakutni fazi nic podobného
nepotvrdila (Berdoy et al. 1994). U krys nakazeniohgenitalg k Zadné diskriminaci
nedochazelo (Berdoy et al. 1994) stejako u krys v chronické fazi infikovanych
intraperitonedléd (Vyas et al. 2007). K jinému vysledku deébpGonzéalez a jeho
spolupracovnici v pokusech s krysami testovanyinidhy po infekci (jednalo se o
intraperitonedlni infekci tachyzoity, chovani nebyhvislé na velikosti infeki davky),
nakazend zvata projevovala o ostatni jedincetsi zdjem (Gonzalez et al. 2006).
Celkow situace hovii spiSe v neprosgph teorie zminéného socialniho chovani, alegpo
u mysi. DalSi uceleny vyzkum na toto téma by lFhgsny.

Mechanismus vedouci ke Zng cichové preference neni zatim znam. Vzhledem k
specifickému posunu v chovani je jakid¢ma odmitan vznik zéu a encefalitidy, coz
by také nevysstlovalo zneény chovéani v chronické fazi (Skallova et al. 200&)jimavé
je rozmis¢ni cyst u chronicky infikovanych mysi. Mozek jeesizasazen v podstately,
dvojnasobny peet cyst vSak rizeme nalézt v amygdaleré® tu vedou drahy spojené s
ucenim, emocemi, tedy i strachem. Neni jasné, jasmp probiha reakce na pognv
2007b). Moznym voditkem je hladina neurotransniit@fopaminu, serotoninu), jejich
metabolifi ¢i receptofi. Po podani antagonisty receptoru N-methyl D-aspgfdMDA)
nebo antagonisty serotoninu dochazi u infikovanyefiat k obdobné ztratstrachu z
predatora (Berdoy et al. 2000). Blizky vztah mezpaiminem a zvySenym vyhledavanim
novych podgta (novelty seeking) byl prokazan jak na krysach [Det al. 1996), tak na
mysSich (Skallova et al. 2006, Hodkova 2006). O slasti dopaminu s psychickymi
poruchami a fisobenim toxoplasmy se naznych urovnich spekuluje jiz delSi dobu
(Flegr et al.2003, shrnuto v Yolken et al. 2009).0¢e 2009 vysla publikace, jejiz atito
objevili v genomu toxoplasmy geny pro tyrosin hydrézu, enzym, ktery seigs L-
DOPA, (astni tvorby dopaminu. Vyrazny ridét exprese génpro jeden z d&hto
enzymi je zaznamenan¢hem gemeny tachyzoit na bradyzoity a zda se, zZe je pro

bradyzoity a tvorbu tk#ovych cyst specificky. Tyrosin hydroxyldza s&he vyskytuje
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u zivaticha, u prvoki se jednd o enzym naprosto ojetiim K ¢emu je toxoplasmou
vyuzivan neni jasné. Auticstudie navrhuji &kolik hypotéz. L-DOPA, ktera je enzymem
konvertovan z tyrosinu, je prekurzorem dopaminhojehladina je vyssi u infikovanych
zviat a je spojena s tvorbou cyst, tedgghodem do poz§Bich fazi infekce a umaaje
parazitu ovliwovat chovani hostitele. Cilem by tedy byla manipeldostitelem. L-
DOPA byva také spojovana s oxidativnim stresemazpimize poskozovat hostitelskou
buiku pomoci kyslikovych radikal(ROS). Otazkou ovSem je, jak by parazit produkci
ROS usnirnoval tak, aby zaroweneposkozoval viastni bly. Alternativre je L-DOPA
zabudovavana do&t tkarovych cyst Bhem jejich tvorby. U parazitBimeria tenellaje
DOPA souasti glykoproteif tvoricich stnu oocysty, ovSem zde se jednd o stadia
uréena k peziti ve vigjSim prostedi, kterd s hostitelentips neinteraguji (Gaskell 2009).
U blizce gibuzného parazita Neospora caninum byly objevegyani peptidové motivy
obdobné, jako mé tyrosin hydroxyldza u toxoplas@gmotny enzym zatim potvrzen
nebyl. Kron¢ dopaminu se po infekci parazitemémn i hladina serotoninu, dalSiho
neurotransmiteru. U infikovanych mysi v latentrdifdosahuje 114 % obvyklé hodnoty u
zdravych mysi (Stibbs 1985).

K objas®ni mechanismu vlivu dopaminu namube pomoci spojitost mezi
schizofrenii a &dinky IéCiv, pouZivanych § schizofrenii. NakaZené krysy, kterym byla
podana léiva, kkZn¢ se pouzivajici na poélmou l&€bu schizofrenie (haloperidol),
projevovaly tSi strach z pachu kky, tedy se fbliZzily chovani zdravych zvat
(Webster et al. 2006). O haloperidolu $edpoklada, ze je antagonistou dopaminu, ktery
by mohl byt spojnikem mezi schizofrenii a toxoplasmZ neurologickych studii vime,
Ze jak v gipact onemocgnim schizofrenii, tak infekci toxoplasmou byvajimozku
casto zasazeny gliové fiky, special® astrocyty (Cotter et al. 2001, Webster et al. 2006
Léciva také negativéipisobila na replikact. gondiiin vitro (Jones-Brando et al. 2003).
Nekteri autdi se domnivaji, Ze toxoplasmause byt gimo faktorem vyvolavajicim

n¢které typy schizofrenie ( shrnuto v Yolken et &09).
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4. Prakticka ¢ast

4.1.Pokusna zviata a design pokué

Pokusna zvata v experimentech s parazitéfoxoplasma gondibyla chovana v
bariérovych chovech Statniho zdravotniho Ustavul(SZraha). Byly pouzity dva
soubory zwuiat laboratorniho kmene mysSi C57/Black obou pohl&viprvnim souboru
byla zviata umisina po tech jedincich v chovné nadgtsamci a samice v odleénych
mistnostech. Ve druhém souboru bylaiatd umisina jednotli¥ ve spoléné mistnosti.
Po celou dobu ha zvitata volny pistup k vo@d a potra¢. Ve vSech pokusech byl
pouZziti kontrolni jednici, se kterymi se manipulévaobdobi jako s jedinci
infikovanymi, krong infekce samotné. Zkdta byla po odiru mati vazena, neldse
predpoklada, Ze z ubytku vahy lze sledovat zdravsitaw zviete. Po skoteni pokug
byla zviata utracena.

Prvni soubor obsahoval 30 mysi, 15 samd5 samic. Vzdy 9 bylo infikovano a 6
slouzilo jako kontrolni jedinci. Infekce préibla po tydnu habituace, zata v té dob
vazila pameérné 20 g. K infekci byl pouzit kmen HIF, 15 cyst. Véma zvfata, kterym
bylo podano infe&ni inokulum, byla infikovana. Infeki davka se ukazala jakdils
vysoka a ¥tSina zvfat posla doif tydni od infekce. Ostatni mysi byly utraceny.

V druhém souboru bylo 22 sama 22 samic. 12 jedifimn bylo podano infekni
inokulum, 10 jeding slouzilo jako kontroly. Infekce préhla po tydnu habituace, zata
v té dolg vazila pameérné 20 g. K infekci byl pouzit kmen HIA. gondii infekéni
inokulum obsahovalo 8 cyst. Usmost infekce byla zjiha z krve na konci pokusu.
Jeden samec, kterému bylo podano i&Mékinokulum, se nenakazil a byl ze souboru
vyrazen. Celkem byla ndcodebrana osmkréatied infekci, tyden po infekcétrnact dni
po infekci a dale v intervalu 14 dnposledni odér byl proveden 98 dni po infekci. Vzdy
pii odbéru masi byla zvirata vaZzena. Po utraceni bylaiatim odebrana testes, mozek,
slinivka, leva a prava cauda epididimys adetmy, rekteré vzorky byly pouzity v jinych
studiich. MnozZstvi protein ve vzorku bylo mfeno pomoci cipové kapilarni
elektroforézy (Experion Automated ElectrophoredstiSn, Bio-Rad, USA), fednosts

vzdy z jednoho odbu, a to kombinaci nakaZeny-kontrolni vzorek.
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Koncentrace proteinv madi zavisi na mnozstvi produkovaneé &gndvieieni
mnozstvi kreatinu, ktery je produkovan v konstamtninoZzstvi, mi umoznilo it
koncentraci m& a pomoci &chto hodnot sledovat miru exprese praieBehem
kratkodobého skladovani v mrazu (- 20 °C) by &lerdochézet k degradaci kreatininu
(Schultz et al. 2000).

V pokusech byl pouZzit kmen HIF. gondii avirulentni kmen Il. linie. Jedn& se o
cesky izolat ziskany z HIV pozitivniho pacienta. Byiskdn od dr. Kodyma, v jehoz
laboratdi je kmen udrzovan pasazovanirfep mysiho hostitele. K infekcédhto mysi
bylo pouZito tkéovych cyst z mozku infikované mysi.

Pro sledovani vlivu pohlavi na produkci MUP bylaupita data, ziskana jak z vySe
zmirgného, druhého souboru (pouze kontrolnitatd), tak data z dalSiho experimentu
provad¢ného tymem doc. Stopky. Jednalo se o vzorkycinmskané ze v zajeti
narozenych Kzend@ mysi Mus musculuodchycenych ve volnétjpodé v okoli Vidre.
Zvitata byla ve spot@mé mistnosti, po celou dobwla volny @istup k vo@ a potra¢.

Vzorky pro sledovani vlivu manipulace na kvantituJ® byly ziskany z m®
odebrané i samicim. M@ byla smichana a roZigéna doctyi skupin: A, B, C, D. V
kazdé skupi#é bylo minimalre Sest vzorlk obsahujicich 5 pl ndo@ Vzorky skupiny A a B
byly vysrdZzeny, C a D ponechany uvpdnim stavu. Vzorky ze skupiny A a C byly
zamrazeny f teplot -80 °C, B a D $ -20 °C. Ve vzorcich bylo pomo¢ipové kapilarni
elektroforézy zrsfeno mnozstvi MUP. Prvni vzorek byl testovan innedgebrani, dalsi
v nasledujicich intervalech: po 24 hodinach, 7 tindd dnech, 30 dnech, 60 dnech a po
200 dnech.

4.2.Metody a odbér vzorki

4.2.1. Infekce

Pred infekci byly vytvéeny péary zviat se stejnou hmotnosti, z nichz vzdy jedno
bylo infikovano a druhé ponechano jako kontrolmfekce probihala veéku 70 dri,
vaha zvfat v dolg infekce byla v roz§ti 17-25 g v zavislosti na pohlavi z&t. Infelénim
agens byly tk&iové cysty ziskané z mozku laboratoinfikovanych inbrednich mysi. K
pripraw infekéniho inokula byly pouzity vzdy minimatndveé, maximalr tii infikované

mySi. Ty byly usmrceny a byly jim vyjmuty mozky, ét& byly zhomogenizovany
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Vv jemnou suspenzi a smichany s fyziologickym roetok Nekolik kapek suspenze bylo
pouZito ke spd&itani pamerného pétu cyst pod sételnym mikroskopem. Cysty byly
viditelIné @i 40nasobném z¥Seni. V pipact poteby bylo inokulum dale fadno
fyziologickym roztokem. Za infekceschopné byly pbe@any pouze celé, neposSkozené
cysty s doke viditelnou stnou. PoSkozené nebo nepravidetaarované cysty a volna
stadia nebyly zohledny pii vypoétu infekéni davky. Inokulum bylo podano or#&ln
pipetou. V pipadt, Ze se Sgka ucpavala, byla pouzZita nova. Po oralnim poddtd b
zvirata sledovana a vripact poteby donucena se olizat. Kontrolnim jedinc bylo
obdobnym zpisobem podano stejné mnoZstvi fyziologického roztoku

MySim prvniho souboru byla podana infek davka 15 cyst, ta se ukazala jako
piili$ vysoka a proto byla zkdta z druhého souboru infikovana davkou 8 cyst.sispst
infekce byla zjifovana az po sk@eni experimentu. Zyéta, u kterych nebyla infekce

prokdzana, byla ze souboruragena.

4.2.2. Odkér modi

Mo¢ byla odebirana v rannich hodinackekiéri jedinci maili ptimo po uchopeni,
u rekterych bylo méeni vyvolano jemnou maséazi pddiku. V pipac, Ze se nepovedlo
mo¢ odebrat, byla odebrandilplizné za hodinu. M¢ byla uskladana v -20 °C a do{

roku od odbru zpracovana.

4.2.3. Odkeér krve a piiprava séra

Uspesnost nakazy byla potvrzena vy&etim séra z krve odebrané na konci pokusu.
Krev byla odebirana i kontrolnim jediinm z divodu dodrzeni stejnych podminek pro
ob¢ skupiny i mozného dalSiho vyuZiti sér. K ziskaniekbyly jednotlivé mysi nafaty
pod IR lampou (hlava byla kryta protiimému dopadu stla) a poté umishy do
speciali upraveného drzaku. Ocas mysi byl v natazené palegpoda u Kene ocasu
nafiznut Ziletkou, krev byla odebrana dsté ependorfky a po samovolném zastaveni
krvaceni mys vracena do klece. Na kazdou mys bylaZita cist4 Ziletka. Timto
zpisobem se podido z kazdé mySi odebrat maximéli® ml krve. V gipac druhého
soubory byla krev odebranadhiem usmrcovani mysi. Mysi byly nejprve usmrcenyepo

jim bylo jehlou nabodnuto srdce a odséaté krev biglle zpracovana.
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Z odstéaté a stené krve (1000 ot&k po dobu 10 minut) bylo ziskano sérum, které
bylo zmrazeno na -20 °C, transportovano do Retmietaboratde pro toxoplasmosu
(SzU Praha) a zde vy$eho metodou KFR (Komplement fixai reakce). Zbylé sérum
bylo uskladgno @i teplot -20 °C.

4.2.4. Méreni hmotnosti pokusnych zkat
Po kazdém odiiu mai byla experimentalni zvéta vazena. Na laboratorni vahy
byl poloZen trychty z alobalu, do kterého byla umisa myS. Mysi z druhého souboru

experimentu byly vaZzeny pomoci 2&nych vah i po smrti.

4.2.5. Odkér a méi'eni hmotnosti testes a cauda epididymis
Po usmrceni byly mySim odebranydbstes, vypreparovany dbauda epididymis

a zvazeny.
4.3. Proteomické a imunologické laboratorni techniky

4.3.1. Méieni mnozstvi MUP ve vzorkuGipova kapilarni elektroforéza

Na cipovou kapilarni elektroforézu jsem pouzila 1 jgmoazené ma. Pred viastni
elektroforézou jsem vzorky vysrazela, aby se oddyrpiebyte&né soli. Ke vzorku (1 pl)
jsem gidala desetindsobné mnoZstvi ledového acetonds $em 30 minut stéla i
10 000 otékach. Po steeni jsem ependorfky otésla, opatrt odséla pebyt&ny aceton
a vzorek v otektenych ependorfkach nechala 20 minut susit v DyngdWW&o vysuseni
zastal vzorek ve form pelet. Ty jsem rozpustila ve 4 ul destilované vodyzZ je dle
manualu pozadovany objem vzorku gipovou elektroforézu.

Reagencie pro kapilarni elektroforézu (Experion2Bfb Reagente and Supplies,
Bio-Rad) jsem nechalaigd vliastnim pouzitim 15 minutrippokojové teplat. Behem
rozpousni pelet jsem siffipravila redukujici a neredukujici pufr. Redukujfmifr se
pripravi smichanim pufru s merkaptoethanolem (2-Maaethanol, Sigma-Aldrich) v
poneru 30:1, k neredukujicimu se namisto merkaptoetbaptida stejné mnoZzstvi
destilované vody. Pufry jsem stla a nasled& promisila. K vzorkm jsem pidala 2 pl
neredukujiciho pufru a stita je. K markeru, kterého jseméta stejné mnozstvi jako
vzorku, tedy 4 pul, jsemifgala 2 pl redukujiciho pufru a sita. Vzorky a marker jsem

vlozila do termomixeru (Thermomixer comfort, Epperfii a nechala 4 minuty#p95 °C
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za mirného michani reagovat. Po 4 minutach jserdalgrvzorky a marker z termostatu
a po zchladnuti je stda a n&edila 84 pl destilované vodyiipravila jsem si dva gely,
¢iry a obsahujici barvu (gel byl s barvou smichgoowéru 520 ul gelu : 20 pl barvy),
ktera se vaze na proteiny a umoje tak jejich vizualizaci. ¥d pouZitim gél je nutné je
piefiltrovat za pouZiti filtrovacich nddobek a cefutgace (15 minutip 10 000 otékach).

Do cipu (Exeprion Pro260 chips) jsem nanaSela 12 piu gédsahujiciho barvu do
piislusné jamky ozri@né GS (gel-stain). Poté jsetip vioZila do gistroje uteného

k pInéni ¢ipu (Experion Priming Station, Bio-Rad), nastayit&zadované parametry tlaku
a doby (B2) a nechala gel nasat do cek&pa. Po nasati jsentgbyte&ny gel odstranila.
Do jamek ozné&nych GS jsem ap nanesla 12 pl gelu obsahujiciho barvu a do jamek
ozna&enych G (gel) 12 pkirého gelu. Hpravené ngedné vzorky a marker jsem
centrifugovala, promichala a @¢@gpu nanesla 6 pl, vzorky do jamek oZeaych 1-10 a
marker do posledni volné jamkyiiFhanasSeni jak géltak vzorki jsem se snazila
nevytv&et bublinky, pokud se bublinka vytkia, bylo nutné vzoreki gel vysat a znovu
nanést. Vyplany ¢ip jsem viozila do fistroje (Experion Automated Electrophoresis
Station, Bio-Rad) a spustila program. Po cca 30utérch byl proces ukd@en, vzorky
jsem vyjmula a do ffistroje jsem vlozZil&ip pro promyvani s nanesenym promyvacim
roztokem a nechala 2 minuty promytigPavené vzorky a marker uloZené v chladu jsou

stabilni @iblizné 24 hodin, namichané agfiltrované gely 3 sice.

4.3.2. MéiFeni mnozstvi kreatininu ve vzorku

Kreatinin jsem nifila v co nejblizSi dob od neieni proteird, ve druhém souboru se
nejednalo o rozptyl delSi nez dva dny.

K 1 pl vzorku mei jsem gidala destilovanou vodu tak, aby vysledny objem43yl
pl. Fipravila jsem si reageni roztok smichanim hydroxidu sodného a kyselikyquié
(Kreatinin, BioVendor) v porru 1:4 a nechala ho 20 minufippokojové teplat
reagovat. Spektrometr (SmartSpect 3000, Bio-Ra jsastavila na vinovou délku 492
nm a ged vzorky jsem zgfila absorbanci destilované vody (pro otai pozadi) a
standardu. Standard i destilovanou vodu jsem sr@cheeagetnim roztokem v pogru
50 pl: 500 pl reagemiho roztoku. Standard (Biocal, BioVendor) je da@idwe forng
praSku a ped pouZitim je nutné ho fedit na poZadovany objem. Pé&me rychle

degraduje, proto pokud je to moznéppavime standard vzdierstvy. V mych pokusech
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jsem standard pouzivala, dokud jeho absorbancesiakkbod 500 nm. Nadny vzorek
mcci jsem smichala s 200 ul reagaifho roztoku, kolikrat protahla Sgkou, aby se
vzorek s roztokem ddb promichal, fenesla ho daisté kyvety a na spektrometru
zn¥fila absorbanci. Prvni hodnotu jsem éidigla po 30 sekundach od smichani vzorku s
reagednim roztokem, druhou hodnotu po dalSich 60 sekund&o kazdémiétim
vzorku jsem znovu z#ila standard a destilovanou vodu. Kreatinin je Wnstabilni po
dobu Sesti @siai.

4.3.3. Uréeni miry nakazy - Komplement fixai reakce (KFR)

Metoda zaloZen&a na reakci protilatek s antigeneaktvaci komplementu. Tuto
metodu jsem rozfila na d& c¢asti a ndfreni provadla ve dvou dnech. Séra jsem
deaktivovala ve vodni lazni o teptob6 °C po dobu 30 minut. Poté jsem jerethla
dvojkovou tadou. Do vSech jamek jsem nakapala vychlazeny aéon pufr (VP) o
objemu 0,025 ul. Do prvni jamky jseniigala 0,025 pl séra agnasela stejny objem do
vSech jamek wadk, dosahla jsem tak pozadovandieotni. Prvni jamka slouzila jako
pomocnéredni, z druhé jamky (1:4) jsem &idla redéni 1:8 a to tak, Ze jsenvigala
0,025 VP, promisila a 0,025 pl &p odebrala. Jamka slouzila jako kontrola
antikomplementarity séra, proto jsem do ni mistiganu gidala 0,025 ul VP. Do vSech
dalSich jamek odedni 1:8 (kontrola) jsem fidala 0,025 pl antigenurgdime podle
vyrobce). Do vSech jamekgetns kontroly, jsem fidala 0,05 pl komplementu. Desku
jsem nechala prtgpat na iepace 30 sekund a dala ji na noc do lednice do vihké
komirky. Krom¢ kontroly antikomplementarity jsem pouZila gegtozitivni a negativni
kontrolu, kontrolu antigenu, kontrolu komplementkantrolu hemolytického systému.
Pro tuto metodu jsem pebovala krvinky. PouZila jsem berani krvinky nalogeétyfi
dny v Alsevero¥ roztoku. Ped pouZitim jsem krvinkyfikrat proprala v VP, 10 minut je
st&ela. Z krvinek a VP jsem skipravila 3% suspenzi (néilad 0,3 pl krvinek a 9,7 pl
VP). PouZila 0,5 pl suspenze a 4,5 pl destilovaydy\a snis znefila na spektrometru
pii vinové délce 541 nm. Zji&ou optickou denzitu jsentlila 0,5. Ve vysledkiisla za
desetinou ¢arkou udavaji, jakym mnoZzstvi VP igalime kazdy pl suspenze na
pozadovanou optickou denzitu. Déle jse&dila hemolyzin. Lyofilizovany hemolyzin o
objemu 1 pl jsem rozpustila ve 100 ul VP a ucholaay dale v mrazaku. Do reakce

jsem pouzila hemolyzin makny VP v pondru 1:200. Druhy den jsem sitipravila
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hemolyticky systém (HS). Smichala jsem 2,8 % suggdaninek a néediny hemolyzin v

poméru 1:1. Nechala jsem roztok senzibilizovat ve votizni o teplot 37 °C a 30
minut. Kazdych 10 minut jsem roztok promichala taky krvinky nezlyzovaly. Do
vSech jamek §etre kontrol) jsem nakapala 0,025 pl HS a nechala lutaiprotepat na
trepace. Vlozila jsem destku do vihké konirky a vzorky inkubovalaip teplog 37 °C

po dobu 30 minut. Poté jsem dékti znovu naiepace protebala a vrétila ji do vihké
komirky na 30 minut. Reakci jsem zastaviléepdanim destky do chladu. Za dv

hodiny jsem od#tala vysledek.

Kontroly antigenu, komplementu a negativni sérunsinaiistat negativni, kontrolni
pozitivni sérum nesmi byt antikomplementarni a mds$ahovat titru stanoveného
vyrobcem (v rozmezi jednolfedni Ize tolerovat odchylku).

Za infeléni byla povazovana zigta s titrem protilatek rovnym a vysSim nez 256. V
prvnim souboru doslo k uhynitginy jedind, po snizeni infedni davky na minimalni
moznou hodnotu seétSina zvfat nakazila a i@zila. Nenakazen& zaita, kterym bylo
podano infekni inokulum, byla z pokusvyloucena. VSechna vy3eni byla provaéha

jak na vzorcich z infikovanych, tak ze zdravychiavpro o¥ieni spravnosti postupu.

4.3.4. Test vlivu manipulace se vzorky na kvantitu MURfipova kapilarni
elektroforéza

Vzorky byly skladovany ve standardnim objemu 5 mr@ozstvi MUP jsem ifila
v triplikdtech. Red vlastnim mdenim mnoZstvi proteih pomoci cipove kapilarni
elektroforézy jsem vzorky, usklaéime nevysrazené, vysrézela desetinasobnym
mnoZstvim acetonu, pelety rozpustila v 20 pl destihé vody. Z tohoto mnozstvi bylo
tiikrat odebrano 5 pl a ziskany takvzorky pro triplikat. Vzorky, které byly skladoné
jiZz vysrédZené jsemifmo rozedila nejprve 5 pl a po té 20 ul destilované vdslgmotna

elektroforéza probihala obdobjako je popsano v odstavci I1.3.a.

4.4. Analyza dat

4.4.1. Vypacet celkové produkce a exprese MUP u infikovanyckantrolnich zviat
Porovnavala jsem pmérné hodnoty produkce a exprese MUP u Samsamic za

cely experiment, zvl&Spro infikovana a kontrolni zkata. Hodnotu exprese MUP u

jedince jsem sptala dosazenim do vzailas Exp= P/((1/C)*Cref), kde P je hodnota
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produkce, C je hodnota kreatininu pro dany vzorékref je maximalni nabyta hodnota

kreatininu.

4.4.2. Vliv pohlavi na produkci MUP
V piipadt kmene C57BL/6 jsem porovnavalaipwrné hodnoty produkce MUP u
kontrolnich zvfat ziskané &hem celého experimentu, tj. gonéru z osmi odBra.

V ptipad kiizend divokych mySiMus musculuse jednalo o data z jednoho édb

4.4.3. Vypafet mnoZstvi kreatininu v mé

Z meieni kreatininu jsem ziskala éWodnoty pro kazdy tieny vzorek, mnozstvi
kreatininu reagujiciho s komplexem kyseliny pikr@ee30 sekundach a 60 sekundach od
smichani reagenci. Ogitla jsem prvni hodnotu &feni vzorku od druhé (A), stejny
postup jsem pouzila pro hodnoty n&ené pro pozadi (B, blanc, destilovanou vodu) a
standard (C). Ziskané hodnoty jsem dosadila docezbest X3*( LA- IB)/( £C- £B),

kde cst je 337 umol/l. Ziskala jsem mnoZzstvi kreati ve vzorku (umol/l).

4.4.4. Vypacet normalizované produkce MUP - dynamika produkceJi

Hodnotu produkce MUP, tedy koncentraci MUP ve vegrisem ziskala pomoci
Cipové kapilarni elektroforézy. Normalizovana datem ziskala dosazenim do vate
Pn=Pj/Pak, kde Pj je hodnota produkce MUP u jedjroedany odér, Pak je hodnota
medianu hodnot exprese u kontrolnich jedipoo dany odér. Timto postupem byla data
normalizovana. Ve statistickém vyfia a grafu byly pouzity pouze normalizované
hodnoty infikovanych mysi. Dale jsem soubor zprataw programu Statistika. Data
byla ped samotnou statistickou analyzou zlogaritmovana gosazeni normalniho

rozlozeni.

4.4.5. Vypofet normalizované exprese MUP - dynamika exprese MUP

Hodnotu exprese MUP u jedince jsem &fmla dosazenim do vzailas Exp=
P/((1/C)*Cref), kde P je hodnota produkce, C je fatd kreatininu pro dany vzorek a
Cref je maximalni nabyta hodnota kreatininu. Noirmlanou expresi jsem ziskala
dosazenim do vzotku En= Ej/ Emk, kde Ej je hodnota exprese MUP jedipro dany
odber, Emk je hodnota medidnu exprese MUP kontrolnéclina pro dany odér. Timto

postupem byla data normalizovana a ve statistick@oactu a grafu byly pouzity pouze
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normalizované hodnoty infikovanych mysSi. Déle jssoubor zpracovala v programu
Statistika. Data bylaipd samotnou statistickou analyzou zlogaritmovamadasazeni
normalniho rozlozZeni.

Normalizaci dat jsem ziskala pém nikoliv absolutni hodnotu. Tato metoda mi
pomohla odfiltrovat ruSivé faktory (napzmenu kvality krmiva, kterd by u obou skupin
vyvolala odezvu) a Zghlednit data. Zobrazovana je také&ma u nakazenych jedihc
oproti kontrolam, u kterych jsemrgrpokladala stabilni hodnoty. Normalizaci se také

odfiltroval vliv pohlavi na mnoZzstvi produkovanystuUP.

4.4.6. Vliv infekce na hmotnost testes a cauda epididymis

Vhledem k malym rozdilm v hmotnosti mezi afma testes a @&ma caudami
jedince byl v analyze pouzit jejich (pnér. Déle jsem soubor zpracovala v programu
Statistika. Data bylaipd samotnou statistickou analyzou zlogaritmovamadasazeni

normalniho rozlozeni.

4.4.7. Vliv infekce na hmotnost pokusnych Zéait

Infikovand zviata Ehem infekce snizuji svojiélesnou hmotnost, respektive
nedochazi k jejimu navySeni. Hmotnostraviak niize byt markerem zdravotniho stavu
zvitat. Normalizovanou hmotnost jsem ziskala dosazefdmzor€éku Mn= Mj/ MmKk,
kde Mj je hmotnost jedince pro dany @&dbMmk je hodnota medianu hmotnosti
kontrolnich jediné pro dany odér. Timto postupem byla data normalizovana a nasledn
logaritmovéana. Déle jsem soubor zpracovala v progrétatistika. Pouzit byl obecny

linearni model, analyza kovariance.

4.4.8. Test vlivu manipulace se vzorky na kvantitu MUP
MnoZstvi MUP ve vzorcich bylo &eno v triplikatech, ve statistické analyze byl

pouZzit jejich ptimér.
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4.5.Vysledky a grafy

4.5.1. Vliv pohlavi na produkci MUP (Graf 1.)

Potvrdila jsem vy3Si produkci a expresi u kontrdinisamé v porovnani
s kontrolnimi samicemi a toriplizné 1,5krat u kmene C57BL/6, 4 krat u F1 generace

kiizend kmeni C57BL/6 a u F1 generace mysi odchycenych ve vafinéds.

4.5.2. Celkova produkce a exprese MUP u infikovanychiati(Graf 2., Graf 3.)

Jak v gipact samd tak samic dochéazi u infikovanych gat k poklesu produkce a
exprese MUP. U infikovanych saihgsou pfmérné hodnoty za cely experiment
srovnatelné s gmeérnymi hodnotami kontrolnich samic (resp. kastrow@mysama).

Efekt je signifikantni, coZ dokladaji niegkryvajici se konfindani intervaly.

4.5.3. Dynamika produkce a exprese MUP vi®éhu ndkazy u samé (Graf 5.)

V prabéhu ndkazy se hladina MUP signifikastméni na arovni produkce i exprese
(F (14, 158)= 9,82, p>0,0001).

V pocateini fazi ndkazy je exprese MUP signifika&étniZzSi nez u kontrolnich
jedinal 7 dni od infekce (p.i.) (odib 1-2, p=0,02, Fisher LSD test) a 14 dni p.i. @dh-
3, p=0,0000015, Fisher LSD test). V dalSi fazi daihk postupnému nastu produkce
MUP u infikovanych zviat. Hodnoty nedosahuji, s vyjimkou @b 52 dni p.i. (odér
7), hodnot kontrolnich jediric

Na urovni produkce MUP dochazi k signifikantnimuzemi 28 dni p.i. (odiy 1-4,
p=0,01, Fisher LSD test) a 42 dni p.i. (¢db-5, p=0,04, Fisher LSD test). V nasledujici
fazi k pozvolnému ndistu. Hodnoty exprese nedosahuji, s vyjimkou éoadb38 dni
p.i.(odkEr 6), hodnot kontrolnich jediic U infikovanych jedind@ dochazi nejprve ke
snizeni exprese, a naslédmprodukce MUP.

4.5.4. Dynamika produkce a exprese MUP vi®é¢hu ndkazy u samic (Graf 6.)

V pribéhu nakazy dochazi k obdobnym @mam hladiny MUP jako u saracV
dalSi fazi dochazi k postupnému it produkce MUP u infikovanych Zei. Hodnoty
nedosahuiji, s vyjimkou odhu 52 dni p.i. (odér 7), hodnot kontrolnich jedific Hladina
MUP se méni na urovni produkce i exprese, efekt neni sigatfii, jedna se pouze o
trend (F=1, 69, p=0,064).
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V pocateni fazi nakazy je exprese MUP signifikaéitnizSi nez u kontrolnich
jedinax 7 dni od infekce (p.i.) (odb 1-2, p=0,005, Fisher LSD test) a 14 dni p.i. db
1-3, p=0,008, Fisher LSD test). V dalSi fazi do¢hépostupnému zvySovani exprese
MUP infikovanych zvfat, hodnoty nedosahuji hodnot kontrolnich jetlinc

Na drovni produkce MUP dochazi k signifikantnimuzemi 42 dni p.i. (odiv 1-5,
p= 0,01, Fisher LSD test). V dalSi fazi dochazioktppnému ndistu produkce MUP
infikovanych zvfat. Hodnoty infikovanych jediric nedosahuji hodnot kontrolnich
jedinai. U infikovanych jediné dochazi nejprve ke snizeni exprese a naslpdrdukce
MUP.

4.5.5. Zmény hmotnosti testes a cauda epididymis (Graf 4.)

U infikovanych mySi nedochazi ke #n& hmotnosti testes v porovnani
s kontrolnimi jedinci (F=0,04, p=0,85, ANOVA). Hnmmast cauda epididimys u
infikovanych mysi je signifikanth nizSi v porovnani s kontrolnimi jedinci (F=6,6,
p=0,02, ANOVA).

4.5.6. Vliv infekce na hmotnost pokusnych zait (Graf 7.)

V akutni fazi infekce dochazi k poklesu hmotnostthou pohlavi a v pozgich
fazich infekce k oftovnému vzestupu. K vyrovnani hmotnosti infikovamyedind
s kontrolami Bhem experimentu nedoslo. Zma hmotnosti éhem infekce je statisticky
signifikantni (H (7, N=177) = 79,5, p=0,0000, KraskVallisova ANOVA)

4.5.7. Vliv hmotnosti zvfat na produkci MUP
Hmotnost nema signifikantni vliv na produkci MUP =(F6, p=0,19,
Cas * LogHmotnost F=1,19, p=0,3, GLM (smi$eny model)

4.5.8. Test vlivu manipulace se vzorky na kvantitu MUP @&18.)
Na mnozstvi rétitelnych MUP ve vzorku ne#fa vliv skladovaci teplota (-20 °C,
-°C) ani odstraéni soli ze vzorku. Zgna mnozstvi r¥itelnych MUP ve vzorcich neni

statisticky signifikantni (p=0,76, Friedmanova AN@V

42



6000

Produkce MUP ug
/ml

2000

4500

Produkce MUP ug
/ml

C57BI

5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500

Sex

F1 Mus musculus divokéa

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Sex

Graf 1.: Viiv pohlavi na produkci MUP
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V grafu je zobrazena pmérna produkce, u kmene C57BL/6 produkuji sanidblzné

1,5kréat vice MUP nez samice, u F1 generace myshyagoych v pirodk produkuji

samci iblizné 4krat vice MUP neZ samiceidPuSovanda spojnicdippiva k gehlednosti

grafa, nejedna se o znazemi kontinualni vekiny.
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Soucasny efekt: F(1, 37)=1.8071, p=.18704
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Toxo-negativni Toxo-pozitivni T Samci

Graf 2.: Celkova produkce MUP u kontrolnich a infikovanyctviat

V grafu jsou zobrazeny pmérné hodnoty infikovanych a kontrolnich zai za cely
praibéh experimentu. U obou pohlavi dochdzhém infekce ke sniZeni produkce, u
samd@ hodnoty klesaji na urovienemanipulovanych samic. Efekt je signifikantniz co
dokladaji nepekryvajici se konfideni intervaly. Spojnice mezi body fippiva

k prehlednosti graf, nejedna se o znazemi kontinualni veliiny.
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Soucasny efekt: F(1, 38)=.01365, p=.90760
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Graf 3.: Celkova exprese MUP u kontrolnich a infikovanychiat

V grafu jsou zobrazeny pmérné hodnoty infikovanych a kontrolnich zai za cely
praibéh experimentu. U obou pohlavi dochazihém infekce ke sniZeni produkce, u
samd@ hodnoty klesaji na urovienemanipulovanych samic. Efekt je signifikantniz co
dokladaji nepekryvajici se konfindsi intervaly. Spojnice mezi body fippiva

k piehlednosti graf, nejedna se o znazemi kontinualni veliiny.
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Soucasny efekt: F(1, 20)=.03743, p=.84855
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Graf 4.: viiv infekce na hmotnost testes a cauda epididymis

V prvnim grafu je zobrazena pnérna hmotnost testes u kontolnich a infikovanych
zvitat, ve druhém mmérna hmotnost cauda epididymisétim infekce nedochazi ke
zmeéné pramérné hmotnosti testes u infikovanych iati Pimérna hmotnost cauda

epididymis u infikovanych mysi je signifikartmizsi. ReruSovana spojnicefippiva

k pirehlednosti graf, nejedna se o znazemi kontinualni veliiny.
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Samci: Wilks lambda=.28599, F(14, 158)=9.8179, p=.00000
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Graf 5.: Dynamika produkce a exprese MUP vighu nakazy u sami

V grafu je zobrazena logaritmovana normalizovanddpkce a normalizovana exprese
MUP u infikovanych samicv porovnani s kontrolnimi samci v intervaledteg infekci,
tyden po infekcigtrnact dni po infekci a dale v intervalu 14idi¥imka prochéazejici O
piedstavuje hodnoty kontrolnich taf. Dynamika produkce a exprese je obdobnd, k
casrgjSimu sniZzeni dochazi na Urovni exprese. Po dolpergrentu nedoSlo aZz na
vyjimky (bod 6 u produkce a 7 u exprese) k vyrovirfémdnot infikovanych a kontrolnich
zvitat jak u produkce, tak exprese. Vliv infekce nadpikeci a expresi MUP u saringe
statisticky signifikantni. Spojnice mezi bodjigpiva k gehlednosti graf, nejedna se o

znazorini kontinualni vekiny.
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Samice: Wilks” lambda= 74915, F(14, 152)=1.6867, p=.06362
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Graf 6.: Dynamika produkce a exprese MUP vigighu nakazy u samic

V grafu je zobrazena logaritmovana normalizovar@dpkce a normalizovana exprese
MUP u infikovanych samic v porovnani s kontrolnisamicemi v intervalech ipd
infekci, tyden po infekcigtrnact dni po infekci a dale v intervalu 14udrFimka
prochazejici 0 f@dstavuje hodnoty kontrolnich taf. Dynamika produkce a exprese je
obdobna, KasrgjSimu sniZzeni dochazi na Urovni exprese. Po dolanitrexperimentu
nedoslo k vyrovnani hodnot infikovanych a kontromgviat jak v gipac produkce, tak
exprese. Vliv infekce na produkci a expresi MUPamg: je nesignifikantni, jedna se o
trend. Spojnice mezi bodytippiva k gehlednosti graf, nejedna se o znazemi

kontinualni veliny.
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Souéasny efekt: F(7, 161)=2.0692, p=04973
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Graf 7.: Vliv infekce na hmotnost pokusnych zeit

V grafu je zobrazen Ubytek hmotnosti infikovanyclySinbthem infekce v intervalech
pied infekci, tyden po infekcitrnact dni po infekci a dale v intervalu 14udifimka
prochazejici 0 fedstavuje hodnoty kontrolnich #af. V akutni fazi infekce dochazi
k poklesu u obou pohlaviii tydny po infekci k optovnému néistu hmotnosti u sanic
K vyrovnani hmotnosti infikovanych a kontrolnichdieci nedoslo. Vliv infekce na
hmotnost zvat je statisticky signifikantni. Spojnice mezi bopyspiva k gehlednosti

grafia, nejedna se o znazemi kontinualni veliny.

49



Graf primért z vice proménych
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Graf 8.: Test viivu manipulace se vzorky na kvantitu MUP

V grafu je zobrazeno #&itelné mnozstvi MUP #hem skladovani (po odebrani, po 24
hodinach, 7 dnech, 14 dnech, 30 dnech, 60 dnech2@@® dnech). Vzorky skupiny A a B
byly vysrdzeny, C a D ponechany uvpdnim stavu. Vzorky ze skupiny A a C byly
uskladrény pri teplo -80 °C, B a D $ -20 °C. Po 7 dnech skladovani nabyva mnozstvi
MUP ve vSech vzorcich maxima a dale klesa.éd@an nefitelnych MUP  Bhem
skladovéani neni statisticky signifikantni, vliv tefy a odstra#éni soli ze vzorku také neni
statisticky signifikantni. Spojnice mezi bodyigpiva k gehlednosti graf, nejedna se o

znazorini kontinualni vekiny.
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4.6. Diskuze

Rozdil v mnozstvi MUP produkovanych samci a samideyhvyrazré mensi nez
byva udavano v literate. U zviat kmene C57BL/6 byla produkce MUP u samic
priblizné 1,5krat mensi nez safcu vzorki kiizendi F1 generace divokych myBlus
musculus4krat menSi produkce u samic (Graf 1.). \Mlgghu inbredizace se mohly
zafixovat nejentizné alely MUP, ale itizné zfiisoby regulace jejich produkce, cohie
mit za néasledek i odliSnou miru pohlavniho dimonfis Malym rozdilem v produkci
MUP mezi pohlavimi se kmen C57BL/Gilgizuje situaci u divokych mysi a je proto
vhodnym modelem. DalSi vyhodou mySi kmene C57BLjédaim z dvoda, prad byly
pouzity v mych pokusech, je typizace jednotlivyctURI mySi tohoto kmene pomoci
hmotnostni spektrometrie ¥grichozich pokusech (Z. Zdrahal nepublikovana data).

Beéhem infekce doSlo u mysi k vyraznému snizeni MUB a sam@ na hodnoty
srovnatelné se zdravymi samicemi (Graf 2., Graf Bgdobného efektu bylo u sainc
dosaZzeno pouze jejich kastraci. Jednd se zatim ao n#ysiligji pusobici faktory.
Prekvapivé také byly zgmy hmotnosti primarnich pohlavnich ziiakamé odebranych
na konci pokusu (100 drpo infekci). V gipad testes se hmotnost organu infikovanych
a kontrolnich sanic neliSila, naopak hmotnost cauda epididymis bylafikovanych
sama@ signifikantre nizsi (Graf 4.). V cautlepididymis dochazi k zéwecné proteinové
maturaci spermii spojené se &mu sloZzeni butné membrany a spermie jsou zde
skladovany ped ejakulaci (shrnuto v Cooper 2007). Snizena hosbttrauda epididymis
tak odpovidd snizené produkci spermii (Cooper, YewzD03), tedy nizSimu
reproduknimu potencialu infikovanych jedific Divodem, pré dochazi ke snizeni
hmotnosti cauda epididymis fip zachovani hmotnosti testes, ube byt \&tSi
konzervativnost testes, dolozené fiklpd WtSi konzervativnosti exprimovanych gera
pomalejSi reakce na stimuly vimtho prostedi Také mize dochazet k zbyéni testes
vlivem hormori, hmotnost by vtomto ffpact namisto produkovanych spermii
zvySovala tvéici se tké. Stejnd hmotnost testes tak nemusi odporovat progiukci
spermii infikovanych zwat. Podobné snizeni hmotnosti cauda epididymiggehovani
hmotnosti testes bylo pozorovano u potkanfikovanych T. gondii (Terpsidis et al.

2009). MUP mohou na spermatogeneésqbit prostednictvim endokrinnich faktoy
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piipadré pres interakci se selenocystein lydzou (Tobe et #&092 Selen je
pravdéEpodobré nezbytnym prvkemip spermatogenezi (Shalini and Bansal 2005).

Vztah infekce, produkce MUP, hmotnosti a repraghiko potencialu infikovanych
zvitat je pondrné komplikovany. U produkce MUP infikovanych mysi dejk navySeni
hodnot v pozgsi fazi infekce (Graf 5., Graf 6.), na rozdil ochdtnosti infikovanych
zvirat, ktera po infekci klesne a do konce experimemtdojde k vyraz&jSimu nafistu
(Graf 7.). Ve statistickém zpracovani seftopné navySeni produkce a setrvale nizka
hmotnost infikovanych zvat projevi signifikantnim vlivem infekce na produkdUP,
signifikantnim vlivem infekce na hmotnost a zamwesignifikantnim efektem ipad
vlivu hmotnosti na produkci MUP. Traghi¢ oddlovanou akutni fazi, trvajicitiplizné
dva tydny, charakteristickou mnoZenim invazivnidads parazita, tak spiSe nez
hmotnost doklada produkce MUP. V této fazi byl ggatdravotni stav také subjektivn
vniman jako nahrbenost, najeZzenost a neochota ybpoh

Celkové snizeni MUPd&hem infekce doklada namost produkceéthto proteir,
respektive jejich cenu. Ta byla doposud odvozovpoaze z teoretickych znalosti,
predevsim z vysokého procenta MUP ze vSech produkehajaternich MUP a také z
predpokladdaného silného tlaku pohlavniho &b V pokusu doklada vysokou
energetickou natmost také dynamika produkce MURHem infekce. Odéime-li dvé
faze infekce, fekryvd se doba trathé¢ udavand pro akutni fazi infekce s rapidnim
poklesem produkce MUP zakienym dosaZzenim minimalnich hodnot. Produkce MUP
je tedy nejnizsi v dah kdy organismus mysi pravpodobré investuje nejvice do boje
s parazitem. Poipkonani akutni faze dochazi k zvySeni produkce Mo pozorovani
Ize interpretovat jakoipdnostni investici do obnovy pachové komunikacelkpaujici
na jeji vyznam. Res zvySeni produkce MUP v p@#i fazi neni dosaZzeno stejnych
hodnot jako u kontrolnich ztdt a je&t 42 dni po infekci je u samaozdil signifikantni.
Je tedy otazkou, funguji-li MUP jako tipiny signal (angl. honest signal)étizzm akutni
faze je hladina MUP nejnizsi, tedy odpovid&gtku boje s infekci. V dalSich fazich vSak
dochazi k mirnému zlepSeni zdravotniho stavu, mvadelného spisSe na fyziologii Zat
nez nalistem vahy, a po#émné rychlému vzéstu hladin MUP. Nepo#n zlepSeni
zdravotniho stavu a hladin MUP tak pragddobré ukazuje snahu infikovanych safnc

priblizit se prezentaci svého pachu zdravym jeitimca to fes to, Ze infikovani samci
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maji minimalé v zawru infekce nizSi reproddki potencial. Mnozstvi MUP,
produkované &hem akutni faze, by tak vypovidalo spiSe pro tguedstavujici MUP
jako ugimny signal, spojeny s nafoosti produkce. Kdybychom n&dli o naristu
produkce MUP po akutni fazi, byla by nizsi produkcanfikovanych mysSi v chronické
fazi v kombinaci s nizSi produkci spermii dchto zviat také dobrou podporou
upiimného signalu MUP. Jak je v8ak patrné, snaZzi fleouani samci obnovit tvorbu
MUP tak, aby sefjblizili samaim kontrolnim, pestozZe jejich reproduki potencidl je
nizsi. K rozvijeni dalsi diskuze nam chybi znalststvu tvorby spermii dhem akutni
faze, dalSi markery zdravotniho stavu mygipgdre tvorby invazivnich stadii spojenych
s patologickymi efekty po celou dobu infekce.

Z etologickych pokus je Zejmé, Ze i vyrazh nizSi znény v hladit MUP, nez
jsme sledovali v naSem experimentu, maji na chowdini Piikladem mohou byt
cyklické zneny behem estralniho cyklu samic (Stopka et al. 2007).0kétvi MUP,
produkované kastrovanymi samci, dosahuje obdobhgdmot jako u samic, tedy jako u
infikovanych sam& v mém pokusu. S kastrovanymi samci se samice &gagbdiit. Z
téchto znalosti suzujeme zrnam MUP u infikovanych mysSi vyznam v socialnich
interakcich. V etologickych pokusech setraw v latentni fazi toxoplasmoézy (mysi F1
generace #Zendi BALB/c a C57BL/6, kmen parazita HIF) byla pozorogaodliSna
reakce na pach nakazenych sanicsamic. Jednoziaa diskriminace infikovanych
sama@ vSak pozorovana nebyla. Vysledky nebyly jednotniSity se v zavislosti na
kmenu experimentalnich mysi (Hodkova 2006). Komténaami pouzitého kmenu mysi
a kmenu parazita We¢hto pokusech testovana nebyla, a jak vyplyva zhpitotnich
pokugi, ma na produkci MUP vliv. Chovani, které bylo pam@né u jinych kmeh
infikovanych mysi, tak nemusi odpovidat naSemu rwde

MUP funguji nejen jako zdroj informaci, ale mohaké stimulovat fijemce a
modulovat jeho fenotyp. Z&nu fenotypu nmize vyvolat nejen produkcédhto latek, ale
také jeji pozastaveni. N&klad byla-li u samice pachem samce vyvolana réoeiptaze
estralniho cyklu, rive zastaventi sniZzeni produkce stimulujicich latek estrusstop
oddalit. Z tohoto pohledu je mozné, Ze snizena ykoel MUP khem akutni faze
infekce, kdy jsou zwata nejvice zasazena nemoci, je €ilsnizovana samcem. Kdyby

samec samici stimuloval v déb kdy je sniZzena jeho schopnost seitpgpouze
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by zvySoval Sanci, ze se samice &sp sp&i s jinym samcem. V pozgich fazich
infekce, kdy se zdravotni stav petie lepSi, dochazi k obnowvorby MUP. Podobny
efekt miZze platit i pro samici, ktera hladinou MUP signajenastup estru.

SniZeni produkce MUP iie mit pro signalizujiciho samce ochranny efekin8&a
kteri maji vysokou hladinu MUP, se prezentuji jako daamitni a vystavuji se vySSimu
riziku agresivity ze strany dalSich dominahtpostavenych samc SniZzenim hladiny
MUP by se mohl infikovany samec Utok vyhnout. Podobnby sniZeni hladiny MUP
mohly vyuZivat i samice. Prezentovani submisivitgdouci k tolerovani nemocného
zvitrete ostatnimi jedinci, fize byt jednim ze socialitu podporujicich mechaiigang!.
pro-social behaviour). émito mechanismy se vystiuje tolerovani nemocnych jediinc
ve spolénosti, festoZe nefinaseji Zzadny uzitek.

V pokusu bylo sledovano slozeni &none jeji distribuce. Je znamo, Ze nasgb
znakovani ma vliv socialni postaveni jedince (Desjasdet al. 1973, Rich and Hurst
1999) a je mozné, Ze infikovani samci distribuugicrndliSnym zgisobem, jak s ohledem
na ¢etnost znéek, tak na objem uvibvané mei. Z vlastnich odbra maci nebyli
infikovani samci subjektivhvnimani jako mé&ochotni meit, rozdil v objemu odebrané
moci pozorovan nebyl. Z odebraného mnoZzstviochoty zvfat mait vSak nelze o
zachazeni s néd usuzovat, nelibneni jasné, zda n#iglad infikovani samci nezgluji a
mo¢ zadrzuji, a proto je mnozstvi odebranécmwysSi nez u kontrolnich sarinc
znakujicich¢asto.

Vzorky mai, pouzivané k eni mnozstvi protein) stejré jako k etologickym
pokusim, byvaji z¢asovych dvodi skladované v mrazu. Existujeékolik praci,
upozonujicich na degradaci protéin bchem zmrazeni iezitych napiklad z
diagnostického hlediska (Bhatnagar et al. 2007, ulichet al. 2000) aclanek
poukazujicich na rozdilnou reakci mysi &erstvou a skladovanou mdFranke and
Hoffman, 1994). Autti posled®& zmiiovanéhoclanku se domnivaji, Zze dochazi k
degradaci MUP a fpdiasnému uvokni navazanych ligand na studium zgn
samotnych MUP se nezdimji. V mém experimentu nebyla Zma v mnozstvi MUP
v mati béhem skladovani signifikantni,fgstoZze se projevovala obdobna dynamika u
vSech sledovanych vzarkv riznych teplotach a s obsahem soli). Tyden po skéagiov

mnozstvi mdtitelnych MUP nabyvalo maxima, do 14tddochézelo k navratu kipodni
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hodnot a po 200 dnech skladovani pokleslo mnozstvi MUR/zaku na minimalni
hodnoty a pedpokladam, Ze vifpadt dalSiho ndfeni by nadale klesalo. Dale jeegmé,
Ze nezaleZi na teplgtpri které byla me¢ skladovana, a vzorky mohou byt uskléay v
béZnych mrazacich. Odsoleni vzorku také skenrma mnoZzstvi MUP vliv (Graf 8.). Ve
vysledném grafigipové kapilarni elektroforézy nebyl viditelny praki ktery by mohl
odpovidat potenciath degradovanym MUP. iBstoZze zrna mnoZzstvi MUP é&hem
skladovani neni signifikantni, ke Zmdm dochazi aipdpokladadm, Zze mnozstvi MUP
nadale klesa. Z#gma mnozstvi MUP ve vzorku ine byt zgsobena déma efekty:
degradaci MUP nebo zmou koncentrace ndo V mém n#ifeni, kdy dochéazelo
k poklesu mnozstvi MUP, nebude mit koncentrace&inpoavdpodobr vliv, nebad
mnozstvi MUP se sniZuje, tudiz je prépddobné, Ze nedochazi ke zRa$tmasi (kdy
by se mnozstvi MUP jevilo jako vyssi). Yipact, Ze by ke zhu®vani mai dochazelo,
byl by efekt snizovani mnozstvi MUP jeésdtyrazrejSi. Zmenu koncentrace nio béhem
skladovéani by tak bylo v budoucnu vhodné sledoVaké neni #ejme, jak k degradaci
MUP dochézi. Zda se jedna o Uplny rozpad strukkteya dale neni detekovatelna jako
ptvodni protein, nebo dochézi pouze k u¥alinligandu a pomoci elektroforézyétime
mnozstvi prazdnych MUP. Uvaini ligandi neovliviiuje vysledky naSi prace, je vSak
podstatné pro etologické pokusy. Obedmy potencialni degradace MU& zména
koncentrace mo nentla vysledky moji prace ovlivnit, nebos experimentech se vzdy
jedna o relativni posr, tedy mnoZstvi produktu u nakazenéhoretd v porovnani s
kontrolnim. Tato Uvaha je spravna tigact, Ze u obou stavdochazi k obdolkinrychle
degradaci proteiha vlivem infekce neni poztnéna propustnost ledvin.

Vznik zarétu je jednim z faktar, ktery se také d@¥e na zminé¢ produkovaného
mnoZstvi MUP podilet. Z vysledipokusu s parazitem Leishmania sp. je viejnze, Ze
hladina MUP se iize nenit béhem infekce parazitem, aniz by seinma hladina
zaretlivych proteini, v naSem pokusu CRP (C-reaktivni protein, protghkatni faze).
MoZnost, Ze se hladiny MUP u infekci parazit@oxoplasma gondimeni, predevsim
v akutni fazi, kali zanétu ovSem vylodit nelze.

K teoreticky moZznému zvySeni tvorby MUP u infikoyah mySi nedoSlo. V
piipadt parazita, ktery by manipulaci zvySoval atraktidiuého hostitele (n@ppohlavre

pienosny parazit§i parazita, ktery by seienaSel jinym zfisobem mezi mezihostiteli,
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by se zvySena tvorba MUP dalaettdvat. K pochopeni zim v produkci MUP a jejich
vyznamu ma zasadni vliv nakladani jedingtislusného druhu s latkami zapojenymi
v reprodukci (hormony, feromony, proteinovéepasée, imunologicky aktivni latky a
dalSi). Existuji-li dva druhy, z nichZz u jednohoctiézi k p&eni pravidels po delSim
¢asovém useku a u druhého se jedingi pasto a nepravide#n tvorba latek zapojenych
do reprodukce bude odliSna. Pro prvni typ je vyR@drudrzovat hladinuéthto latek na
minimu a v obdobi rozmnozZovani produkci navySitdidei druhého typu budou mit
produkci stale vysokou, neb& p&eni mize dojit kdykoliv (Keverne 2005). Budeme-li
pak sledovat tyto dva druhy v experimentu, sledijinagiklad vliv infekce parazity na
mnozstvi transportnich protéinreakce mMze byt jina a interpretace zaw@idi. U jedindi
druhu, ktery udrzoval nizkou hladinéchto proteiti, neba@ neprobihalo obdobi péni,
nemusi ke sniZeni dojit. Naopak druh, u kteréhdipeda energeticky n&na tvorba
transportnich proteinstale, Bhem infekce tvorbu snizi. V obou experimentech byth

dosli k odlisSnym zagram, tykajicim se jak wlezitosti, tak upimnosti vysilaného signalu.
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5. Zavér

Ve své diplomové pracitpdkladam prvni experimentélniakaz vlivu infekce
parazitem na produkci a expresi MUP mysSi domacidabby vliv infekce parazitem
Toxoplasma gondibyl pozorovan jak u produkce, tak exprese MUP.ntikovanych
mysSi je celkova produkce a exprese nizSi nez ur@mith zvfat, a to u obou pohlavi. U
infikovanych sam& dochazi ke snizeni produkce a exprese na finogmanipulovanych
samic, respektive kastrovanych samiedy proti tlaku pohlavniho vyhu, ktery naopak
tvorbu saniich MUP zvySuje. V prbéhu infekce mé produkce a exprese srovnatelnou
dynamiku, po odfiltrovani ifrozerg vyssiho mnozstvi MUP u safhobdobnou pro ab
pohlavi. Snizeni MUP v pbéhu akutni faze (trvajici prvnicttrnact drii od infekce)
doklada energetickou namost produkce. Zima produkce a exprese MUP neni trvala a
dochazi k jejimuwasténému obnoveni v pozgich fazich infekce. iedpokladam, ze
zvirata investuji fednosti do stabilizovani tvorby MUP a obnoveni pachovéigo&u,
coZz doklada vyznamnost MUP v pachové komunikaciaBapravépodobré nebude
ovliviiovat znénu MUP prostednictvim pohlavnich hormdnneba@ pozorované efekty
byly obdobné u obou pohlavi. Funkce MUP jako zpemfitovatele pachové signalu
piimo souvisi s reprodukci, a jak ukazuji ve své ipramdukce MUP odrazi produkci
spermii. Infikovani samci maji spolu se snizenadpkci MUP také sniZzenou hmotnost
cauda epididymis, ve které jsou spermie skladovéhyohoto pohledu Ize MUP
povazovat za ujmny (angl. honest) signal prezentujici aktualgreduleni potencial
jedince.

Z vysledk pilotnich pokus je Zejmé, Ze vliv infekce je zavisly na kmenu parazita
a kmenu mysi. Experimenty s jinym parazitem n&ajiaze ovlivréni produkce MUP
muzeme @ekavat i u dalSich paraéile¢ v odliSné sile a sénu. Z €chto pokud také
vyplyva nezavislost zemy produkce MUP na tvodzaretu. Vliv na produkci lipokalig
spojenych s pachovou komunikaci, zejména MUP, kmké@vat i u dalSich paragit
Mechanismy a dopad na hostitele se budou goabbré liSit.
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