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1 UvOoD

Parazité jsou nesporné nedilnou soucasti nasich zivott. Kazdy ¢lovek prisel do styku
S parazitem alesponi jednou za svij zivot, a to védom¢ nebo dokonce i nevédomky. Miizeme
snimi sdilet sviij domov, své télo. Nepochybné z tohoto vztahu ¢erpaji mnoho vyhod, to
samé ale nelze fici o jejich hostitelich. Infekce parazitem nemusi vzdy hostiteli ztrpCovat
zivot, a tak si mize parazit prilepSovat bez védomi hostitele. Ne vzdy je to takto poklidné
souziti. Parazit¢ mohou ZzZivot také znepiijemnit — kolik lidi se mohlo uSkrabat kviili
zavsivené hlaveé, muselo od sebe odhanét komary nebo hledalo zptisob, jak nejlépe odstranit
klisté? Oba dva jedinci, parazit i hostitel, na sebe vzajemné pusobi. Jak vlastné reaguje
hostitelska imunita, je-li t€lo napadeno? A jak se tato imunita vlivem ¢asu a parazitismu
méni a formuje? Podle Tschirren a kol. (2011) je mozné, ze parazité maji vliv na diverzitu
a frekvenci alel v hostitelskych genech pro imunitu, a to by znamenalo, Ze evolu¢ni boj
mezi parazity a hostiteli miize mit ve vysledku pozitivni smérovou selekci na hostitelské
obranné geny, a také hnat vyhodné mutace k fixaci. Hlavni roli v rozpoznani riznych
molekul specifickych pro mikroby (PAMPS) hraji tzv. pattern-recognition receptors
nebo Cesky zvané patogeny rozpoznavajici receptory (PRRs). Do skupiny téchto receptoru
patii Toll-like receptory (TLRs), které byly objeveny vroce 1997, jak uvadi Tschirren
(2015). Vétsina savet ma 10 az 13 ruznych TLR z nichz kazdy rozeznava jiné patogenni
struktury, coz vede k iniciaci prozanétlivych reakci (Oliveira-Nascimento a kol., 2012).
Pocet studii zabyvajicich se moznou spojitosti mezi TLR polymorfismem a infekénimi
onemocnénimi se stale zvysuje. I tato bakalatrska prace se zabyva tim, jaky vliv maji parazité

na variabilitu téchto receptort.

Hlodavci jsou znami pienaSeCi riznych patogend, maji celou $kalu parazitli a jsou
rozsiteni témet po celém sveté. Na jejich odchyt neni potieba velkych, slozitych pasti. Neni
tedy zadnym piekvapenim, Ze slouzi jako objekty mnoha pozorovani. Jako model pro nase
pozorovani jsme si vybrali téi druhy hrabosovitych hlodavci (Mi. arvalis, Mi. agrestis,
My. glareolus), u kterych jsme zjistovali pfitomnost vnitinich parazitd (Eimeria spp.)

i ektoparazitt (v§i rodu Hoplopleura).



2 LITERARNI PREHLED
2.1 Charakteristiky danych Zivocichu

Charakteristika hostitelu

2.1.1 Hrabosoviti (Arvicolidae)

Celed’ hrabo3ovitych patii do skupiny hlodavet vyskytujicich se v chladném a mirném
pasu severni polokoule. Tato ¢eled’ se vyznacuje specifickymi urCovacimi znaky. Jednim
z nejdulezitéjsich morfologickych znakt je zptsob Uponu svalu Zvykaciho (musculus
masseter). Tato Celed ma myomorfni typ svalového uponu. Dal§im charakteristickym
znakem jsou stoli¢ky, které jsou vétSinou bez kofene, s vysokymi korunkami, mohou
dortstat (hypsodontni typ zubu) a jejich tieci plochy utvaieji hrbolky ve tvaru trojuhelniku.
U Zadného zéastupce této celedi se nenachdzeji licni torby na rozdil od jinych skupin
hlodavct. Na ptfednich koncetinach maji Ctyfi prsty a na zadnich pét (Andéra a Horacek,

2005).

2.1.2 Nornik rudy (Myodes glareolus)

Nornik je rozsifen v Malé Asii a téméf v celé Evropé s vyjimkou Pyrenejského
poloostrova, Recka, Islandu a stfedomoiskych ostrovi. Lze ho poznat zejména
podle napadné zbarvené srsti do rezava, vétsi velikosti usnich boltcti a del§iho ocasu, ktery
ma obvykle 45-60% délky téla, nezli maji jini zastupci ¢eledi hrabosovitych. Bficho byva
svétlej$i az nazloutlé barvy, v zimnim obdobi né€kdy cisté bilé. NejCastéji se vyskytuje
vV listnatych a smiSenych lesich s podrostem, v zim¢ ho miizeme nalézt v obytnych budovéch,
ke kterym se stahuje. Aktivni byva pievazné v noci. Z mechu a listi si stavi hnizdo, které
byva nadzemni a ukryté mezi pafezy nebo v kotfenech stromli. Na hnizdo navazuje systém
nor s mnoha vychody a zasobarnami. Zivi se rostlinami a nejvyrazngji ze viech nasich
hrabosovitych i Zivo¢i§nou potravou, ktera se sklada zejména z broukd, housenek a mrtvych

zivoCicht. Ve vyssich poctech mize Skodit ohryzem kiry (Andéra a Horacek, 2005).

V poslednich letech panoval pon¢kud nejednoznacny ndzor na spravné taxonomické
oznaceni nornika. V roce 2005 Musser a Carleton pouzili oznaceni Myodes, které se Siroce

uchytilo. O pét let pozdéji ovsem Tesakov a kol. (2010) publikoval obsahly clanek,



zduvodnujici, ze spravny nazev je (jiz diive uzivany) Clethrionomys. Aktualné (snad jiz)
posledni prace (Carleton a kol., 2014) toto tvrzeni vyvraci, a dokazuje, Ze platny latinsky
nazev je vzhledem k ptivodni literatufe Myodes, kdezto ostatni pouzivané nazvy jsou jen
synonyma. Proto je v textu této prace pouzivano jméno Myodes, zatimco v ndzvech vzorka

se jesté objevuje pavodni Clethrionomys, odkazujici na nazev platny v dobé sbéru vzork.

2.1.3 Hrabos polni (Microtus arvalis)

Hrabo$ polni je rozsifeny témét v celé Evropé kromé Skandindvie a Stiedomofti. Srst
muze mit od ZlutoSedé¢ az po mirn¢ narezavélou, na btiSe Sedobilou se Zlutym nadechem.
Usni boltec je silny a mensi velikosti, pokryty chloupky. Zadni chodidla ma nepigmentovana
a obvykle mensi nez 18 mm. Ocas ma kratsi nez nornik rudy. Vyskytuje se prevazné
na suchych mistech oteviené krajiny. Radé€ji se vyhyba mistim s hustym porostem.
V zimnim obdobi se stahuje do sypek, a proto patii mezi vyznamné zeméd€lské Skudce.
Je aktivni ve dne i v noci. Z travy si stavi hnizdo, které lezi uprostied soustavy nor, z nichz
vedou vychody s vyhrabky. Po opusténi nory za sebou nechdva vykousané a uSlapané
cesticky. Jeho stravu tvofi hlavné listy a stonky, nékdy hmyz, pti pfemnozeni mize dochéazet

ke kanibalismu (Andéra a Horacek, 2005).

2.1.4 Hrabos§ mokiadni (Microtus agrestis)

Hrabos§ moktadni je rozSifeny na velké ¢asti Evropy vyjma Irska a Islandu. U nas se
nachazi v polohach od 140 m n. m. do 1600 m n. m., na rozdil od dvou piedeslych druhd, jez
se vyskytuji po celém uzemi CR (Andéra a Horadek, 2005). Malokdy se vyskytuje
Vv teplejSich oblastech (Andéra a Benes, 2001). Je snadné si jej splést s hraboSem polnim,
avSak oproti nému maé tmavsi barvu S obCasnym vyskytem cernych chloupkt v srsti. Bficho
je Sedavé se Zlutym nadechem. Dalsi odliSnosti je dvoubarevny ocas a vétsi blanity uSni
boltec, jez prekryvaji dlouhé chloupky. Spolehlivym znakem je velikost zadnich chodidel,
kterd je obvykle vétSi nez 18 mm. Chodidla jsou naspodu tmavé pigmentovand. V dobé
rozmnozovani se samci vyznaCuji charakteristickym zdpachem. Nejcastéji se naléza
na vlhkych, porostlych mistech jako jsou podmacené louky, raSeliniSt¢ nebo mokiady
(Andéra a Horacek, 2005). Pokud by doSlo k odvodnéni lu¢nich biotopid, mohlo by dojit
az k Gplnému vymizeni tohoto druhu (Andéra a Benes, 2001). Zivi se nejéastéji travinami.

Hnizda mé& nadzemni, sestavena z rozkousanych stébel a listti trav (Andéra a Horacek, 2005).



Hrabo§ mokfadni, spolu s hraboSem polnim i nornikem rudym, je loven vétSinou druhi

nasich sov (Andéra a Benes, 2001).

2.1.5 Fylogeneze hostitelu

V soucasnosti platné druhy hraboSovitych hlodavct nelze povazovat za stalé formy.
Jasné se od sebe diferencuji, ale zahrnuji i kryptické jedince, ktefi by se v mnoha pifipadech
dali povazovat za jiny samostatny druh (Jaarola a kol., 2004). Analyzy mitochondrialni DNA
(mtDNA) ukazuji na vysoky stupen nukleotidové diverzity vramci jednoho druhu
(Jaarola a Searle, 2002. Druh My. glareolus je rozdélen na osm odlisnych fylogenetickych
vétvi (karpatskou, zapadni, vychodni, Spanélskou, italskou, balkanskou, kalabrijskou
a uralskou) (Filipi a kol., 2015). U druhu Mi. arvalis existuji ¢tyfi linie (zapadni, vychodni,
centralni, italska), pficemz o dvou z nich (vychodni a zapadni) se vedou spory. Vychodni
linii pfedstavuje Mi. obscurus, zapadni Mi. arvalis. Nekteti autofi tyto dvé linie povazuji
zadva odlisné druhy, jini uvadéji, Ze jsou to dvé karyotypické formy jednoho druhu
(Mi. arvalis arvalis, Mi. arvalis obcurus) (Heckel a kol., 2005; Jaarola a kol., 2004).
U sekvenovani mtDNA druhu Mi. agrestis byly nalezeny tti fylogenetické linie (zapadni,
vychodni, jizni). Jaarola a kol. (2004) prokazali, ze jizni linie je novym morfologicky
i karyotypicky  kryptickym  druhem.  Kjejich  separaci doSlo  pravdépodobné

béhem posledniho zalednéni (Jaarola a Searle, 2002).
Charakteristika parazita

2.1.6 Eimeria spp.

Eimeria je vnitrobuné¢ny parazit a patii do skupiny nejpocetnéjSich a druhové
nejbohatsich kokcidii, které spadaji do kmene vytrusovet (Apicomplexa) (Volf a kol., 2007).
Ve svém zivotnim cyklu je vdzana pouze na jednoho hostitele a v hostitelském téle se naléza
predevsim ve stfevnim traktu. K infikaci dochazi po poziti sporulovanych oocyst z vykalu.
V burikach gastrointestinalniho traktu poté dochazi k asexualni a sexualni reprodukci
parazita. Infikace mize zpusobit anorexii, ibytek vahy, silny prijem a smrt. Nékteré druhy
jsou v8ak nepatogenni (Zajac a Conboy, 2006). ,,Pro urceni je diilezité zndt pocet sporocyst
V oocyste, pocet sporozoitii ve sporocystach, morfologii oocyst a sporocyst, typ hostitele

avyvojového cyklu, tkanovou a orgdanovou specificitu. “(Volf a kol., 2007, str. 99).



Oocysty rodu Eimeria (viz Obr. 1) mohou byt eliptického az kulovitého tvaru. ,,Obsahuji
ctyri  sporocysty  se  Stiedovymi  télisky,  kazda  sporocysta  obsahuje  dva
sporozoity. “(Volf a kol., 2007, str. 100). Kdetekci oocyst ve vykalech se pouzivaji
odstiedivé nebo jednoduché flotacni techniky (Zajac a Conboy, 2006).

Obr. 1:Oocysta rodu Eimeria (Zdroj:Zoologie, online, cit. 2018-02-28).

2.1.7 Vsirodu Hoplopleura

V§i patii mezi bezkiidly hmyz. Jsou to ektoparazité, kteti se zivi krvi hostitele. K sani
maji uzpusobené Ustni ustroji, které je modifikované v bodavé saci aparat s vysunovatelnym
styletem. Krev saji z cévy, a to i n¢kolikrat za den. Jejich Zivotni cyklus (viz Obr. 2) je vazan
jen na jednoho hostitele. Jsou schopny piezit pouze nékolik hodin nebo i dnii mimo svého
hostitele (Volf a kol., 2007; Zajac a Conboy, 2006). Krev sajici v8i (Anoplura) jsou jednim
Z nejmensich podiadi, nicméné maji vice nez 540 popsanych druhti (Dong a kol., 2014;
Krémar a Trilar, 2017). VSi byvaji Casto sledovanymi ektoparazity, protoze maji velky
veterinarni vyznam. Zpuasobuji ekonomicke ztraty dobytéi produkce a nékteré druhy mohou
prenaset patogeny na hostitele (Krémar a Trilar, 2017). Hoplopleuridae je velmi riznoroda
skupina se 162 popsanymi druhy a rod Hoplopleura je jeden z nejbohatsich. Obsahuje 141
popsanych druhti u hlodavct a pistuchovitych z fadu zajicovel, navic tento rod spada

do odlisné fylogenetické vétve nez vsi lidské, praseci, konské nebo krysi (Dong a kol.,



ey

2014). Vsi parazitujici na hlodavcich ma smysl zkoumat, protoze lidé a hlodavci Ziji v tésné
blizkosti, a tudiz existuje moznost pfenosu patogeni mezi nimi (Chakma a kol., 2017).
Je vSak Casto obtizné je posbirat z zivych hostiteli a mize to byt tézké také pii pitve
pro jejich snadnou piehlédnutelnost pii prohlidce srsti (Weaver, 2017). Ve vyzkumu
S. Chakmy a kol. (2017) byly nalezeny dva druhy krev sajicich v$i (Polyplax spp.,
Hoplopleura spp.), které sice neparazituji na lidech, ale pfenaseji mysi tyfus mezi hlodavci,
aten muZze byt nakonec pienesen na Clovéka jinym hematofdgnim clenovcem
(napf. klistétem), ktery parazituje na hlodavcich i lidech. Krémar a Trilar (2017) uvadi,
ze euroasijskou faunu podiadu Anoplura predstavuji druhy Hoplopleura affinis,
Polyplax serrata a Haematopinus apri. Mezi holarktické druhy patii napiiklad
Hoplopleura acanthopus.

Obr. 2:Zivotni cyklus v&i (Zdroj:vsi.nazory.cz, online, 2018-02-28).

2.2 Imunitni obrana hostitele

Patogeny se vyznacuji specifickymi vzorci tzv. ,pathogen associated molecular
patterns™ (PAMP), které jsou rozpoznavany ,,patogeny rozeznavajicimi receptory” (PRR),
kam patii 1 skupina receptort TLR. TLR se nachdzi na fagocytech, buiikdch imunitniho
systému, které jsou schopny fagocytovat (pohlcovat Castice z okoli) (Jilek, 2014). Tim,
ze TLR rozpoznaji patogen, indukuji expresi prozanétlivych cytokin (napf. nckterych

interleukinti, TNF), a tim nepfimo ovliviiuji samotny proces fagocytdzy. Fagocyt



(napf. makrofag, dendritickd bunka) pohlti cizorodou ¢éstici, zlikviduje pohlceny
mikroorganismus za pomoci riznych enzymii a nékteré fagocyty dokazou jejich malé ¢asti
prezentovat na svém povrchu pomoci molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC 11). Ulohou MHC Il molekul je prezentovat peptidy antigeni pomocnym
Th lymfocytam (Thl, Th2). To, jaky Th Ilymfocyt se aktivuje, zAvisi na druhu
produkovanych cytokint (IL-12 pro stimulaci Thl, IL-4 pro stimulaci Th2), a jaké cytokiny
budou produkovany prostfednictvim dendritickych bunék, zavisi na kombinaci receptori
piirozené imunity a na piitomnosti cytokini a faktorti produkovanych jinymi buiikami
nespecifické imunity. Imunitni reakce typu Thl je reakce zanétliva a slouzi jako ochrana
pted intracelularnimi parazity. Po obdrzeni signalu spolupracuji Thl lymfocyty s makrofagy
a stimuluji jejich pfeménu na aktivni makrofagy. Funkci imunitni reakce typu Th2 je ochrana
pred extracelularnimi parazity. Tento druh lymfocytt podporuje produkci protilatek (IgE)

a také spolupracuje hlavné s bazofily, eosinofily a Zirnymi buitkami (Hotejsi a kol., 2013).

2.2.1 Toll-like receptory

Jde o skupinu receptort, ktera je soucasti bun€k imunitniho systému. Jedna se o stary
a velmi U¢inny obranny mechanismus, diky kterému je imunitni systém schopen rozeznat
nebezpecné mikroby a aktivovat fagocytézu (Jilek, 2014). Patii do multigenové rodiny, ktera
se vyvinula genovou duplikaci (Tschirren a kol., 2011). Tyto receptory se nachazi jak
na povrchu, tak 1 uvnitf bunék a jsou schopné rozeznat napi. lipopolysacharid
gramnegativnich bakterii nebo urcité posloupnosti bazi DNA a jiné souc¢asti mikrobialnich
bunék (viz Tab. 1). Jinak feCeno dokazou rozpoznat typické vzory ¢i molekuly z mikrobu
a jimi poSkozenych bun¢k (PAMP). Patii tedy mezi tzv. ,patogeny rozeznavajici receptory*
(PRR) (Hoftejsi a kol., 2013; Jackson a kol., 2009; Jilek, 2014; Oliveira-Nascimento a kol.,
2012; Tschirren a kol., 2011; Tschirren a kol., 2013). Tento funk¢éni obranny mechanismus
mize ale nékdy slouzit jako tzv. maladaptace, a to v pfipad€ absence patogenll. Jakym
zpiisobem se hostitel bude adaptovat na pfitomnost parazitl, zalezi na mnoZstvi vloZené
energie do obrany (trade-off). P#i kratkodobé interakci s parazity se ocekava zvySeni
investic do specifické antigenni odpovédi a pii dlouhodobé interakci zvyseni investic

do vrozené imunity (Rynkiewicz a kol., 2013). Dnesni vétsina lidi a domestikovanych zvifat



bez parazitli maji siln¢j$i vrozenou imunitu nez v historii, coz ¢asto vede k autoimunitnim

porucham (Jackson a kol., 2009).

Tab. I: Vybérovy piehled TLR.

Bunécna

Receptor | lokalizace Ligand Puvod ligandu

TLR1 povrch triacylpeptidy (myko)bakterie
zymosan, plisné, gram-pozitivni
peptidoglykan, bakterie

TLR 2 |povrch kys. lipoteichoova

TLR3 |nitro dvouvlaknova RNA viry
lipopolysacharid, f(izni | gram-negativni

TLR 4 po\/rch protein bakterie, RSV virus

TLRS5 |povrch flagellin bakterie

TLR6 |povrch diacyl-lipoproteiny mykoplazmata

TLR7 nitro jednovlaknova RNA viry

TLR 8 nitro jednovlaknova RNA viry
nemetylovand  DNA,

TLR9 nitro dvouvldknova DNA bakterie, viry

TLR 11 |nitro profilin

Zdroj:(Hotejsi a kol., 2013; Jilek, 2014)

2.2.2 Studie

Parazit¢ ovliviiuji hostitele, jejich infestace vyvolava imunitni odpovéd’, a proto
existuje predpoklad, ze mohou byt hlavni spoustéce evoluce genti pro imunitu. Je snaha tento
piedpoklad podlozit dikazy, nicméné¢ je obtizné vysledovat zmény ve frekvencich alel napii¢
Casem, aby se dalo pfimo demonstrovat parazity fizenou evoluci genil pro imunitu u zvitat
zijicich volné v ptirod€. Dilkazy jsou také nepatrné kvili nedostatku informaci o rozsifeni
nakazy parazitem. VSechna pozorovani se ale nevztahuji jen na zvifata. Je mnoho studii
0 TLR polymorfismu a infek¢nich chorobach v lidské populaci, napt. studie s dikazem,
ze samotny nukleotidovy polymorfismus v lidském TLR2 ovliviiuje nachylnost k lymské
borelioze (Tschirren a kol., 2013), nebo studie pojednavajici o tom, Ze rozmach

Plasmodium sp. je silnym prediktorem pro alely rezistence vi¢i malarii (Tschirren, 2015).



Tschirren a kol.

V roce 2011 vydal ¢asopis Evolution ¢lanek od B. Tschirren a kol. (2011) na téma
diverzita TLR2 u hlodavct. Pozorovani bylo provadéno na dvou sympatrickych druzich
hlodavcu (Apodemus flavicollis, Myodes glareolus). Pracuje se s hypotézou, ze populacni
genetické analyzy gendl pro imunitu mohou objasnit selekci zprosttedkovanou parazitem,
a jeho roli ve vytvaieni diverzity uvniti i napfi¢ populacemi. Vzorky byly nasbirdny v roce
2008 v jiznim Svédsku. Analyzovan byl isek bazi, ktery obsahoval funkéné relevantni mista
spojend s rozpoznavanim patogenu a heterodimerizaci TLR2-TLR1. Béhem evoluce se
vtomto Useku vlivem pozitivni selekce také formovaly kodony. VIiv na diverzitu TLR
mohou mit samoziejmé neutralni procesy jako napi. efekt zakladatele, drift nebo migrace,
aproto byly k analyze pouzity mikrosatelity. Ve vysledku byla zjisténa mensi diverzita
umysice lesni (A. flavicollis) — pouze 6 polymorfnich mist, oproti tomu nornik
(My. glareolus) mél 37 polymorfnich mist. Existuje moznost, zZe tyto rozdily jsou projevem
odchytu druhti v odlisnych stadiich TLR2 evoluce. Nicmén¢ vysledky poukazovaly na to,
ze selekce TLR2 u nornika je prostorové heterogenni, a Ze rozdily v tlaku selekce nartstaji

se zvetsujici se geografickou vzdalenosti mezi populacemi (Tschirren a kol., 2011).

O dva roky pozdéji vySel Clanek s podobnym zaméfenim, tentokrat zkoumajici
spojitost mezi TLR2 polymorfismem a vlivem borelie (Borrelia afzelii) u nornika rudého
(My. glareolus). Tento druh hrabose ma 15 odlisnych TLR2 haplotypt, které se uskupuji
do t#i klastri (TLR2¢1, TLR2¢2, TLR2c3). V pozorovani Tschirren a kol. (2013) byl u klastru
nez jedinci s haplotypy klastru cl. Ukazala se také spojitost mezi TLR2 genotypem
a vékovou kategorii. VétSi rozmach borelie se objevil u dospélcli neZ u juvenild, ale lze
ptedpokladat, ze mladi jedinci byli pouze krat$i ¢as vystaveni moznosti infekce. Dospéli
samci byli vice infikovani borelii nez samice. To mize byt vlivem vét§i pohybové aktivity
nebo také vyS$i hladiny testosteronu, coz negativné ovliviiuje kontrolu nad parazity.
Navzdory témto rozdilim u pohlavi byl vztah mezi TLR2 genotypem a infekci B. afzelii
v celkovém vysledku shodny u obou pohlavi. V tomto vyzkumu lze tedy hlavné prokazat
korelaci TLR2, s nizkou infikaci borelii (Tschirren a kol., 2013).



O dalsi dva roky pozdéji vedla Tschirren (2015) vyzkum o formovani vrozenych
imunitnich gend nornika rudého (My. glareolus) vlivem parazita Borrelia burgdorferi.
Je nesnadné zjistit udaje o rozsifeni borelie v hlodav¢i populaci, a tak byla v tomto vyzkumu
pouzila data o evropském rozsiteni lymské boreliozy (LB) u lidi. Samoziejmé tato data
slouzila pouze jako hruby odhad, protoze mnoho faktorti miize ovlivnit informace o rozsiteni
LB, jako napiiklad spravnd diagnostika, zivotni styl, a také fakt, Ze nckteré druhy borelii
neinfikuji hlodavce. Ve vysledku pozorovani se ukazala pozitivni souvislost mezi frekvenci
TLR2: a rozsitenim LB. V zemich s absenci LB chybély i TLR2c. Bez rizika ndkazy by
stala pfitomnost téchto receptorti zbytecné naklady (trade-off) (Tschirren, 2015; Rynkiewicz
a kol., 2013). Pro dalsi pozorovani je nutné sledovat nevyhody rezistence pii absenci
patogenu. Podle Tschirren (2015) byla u norniki s TLR2¢2 vétsi pravdépodobnost,
ze nebudou infikovani borelii, coz je dalsi diivod pro¢ povazovat hypotézu, Ze borelii

zprostiedkovana selekce formuje evoluci TLR2 hlodavct, za pravdivou.
Jackson a kol.

Jakd je souvislost mezi imunosupresivnimi parazity a odpovédi pies tumory
nekrotizujici faktor alfa (TNFa) zprostfedkovany TLR, zajimalo Jacksona a kol. (2009). Ten
si za svého modelovehohostitele vybral Apodemus sylvaticus a sledovani ektoparazité byli
naptiklad Ixodes trianguliceps, Polyplax serrata, z endoparaziti naptiklad Brachylaemus
recurvum, Calodium hepaticum, Eimeria spp., Heligmosomoides polygyrus. Populace
bez imunosupresivnich paraziti mohou mit nepfirozené zvySenou hladinu aktivity vrozené
imunity, ktera mize vést ke zvySenému riziku imunopatologickych procest. V tomto ¢lanku
se dozvime, Ze nejsilnéjsi odpovéd’ na ligandy mély v experimentu TLR2 a TLRO.
Nejsilngj$i odezva byla zaznamenana u v§i (P. serrata). Bylo zredukovano 50% TLR2
a TLRY odpovédi. Existuje domnénka, Ze ve§ slouzi pouze jako vektor a imunosupresorem
je mikrobialni patogen. U vétSiny paraziti v tomto vyzkumu byla zaznamenana negativni
korelace s TLR, tzn. inhibice imunitnich odpovédi. U Eimeria spp. vSak byla zjisténa
pozitivni asociace sodpovédmi TLR7, TLR9 a TIR (toll-interleukin 1 receptor)
(Jackson a kol., 2009).
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Zhou a kol.

Vyzkum TLR samoziejmé neprobiha jen na hlodavcich. Ve svém pozorovani se
Zhou a kol. (2013) zaméfil na hospodaisky hojné¢ vyuzivany kur domaci infikovany kokcidii
Eimeria tenella. Duvod zaméteni jeho prace je kvuli velkym ekonomickym ztratam, které
zpusobuji kokcidiézy. Snaha o vytvoieni vakciny vedla ke sledovani imunitnich odpovédi
hostitele. Vyvolani imunitni odpovédi probihalo stimulaci teplem zabitych sporozoitt
E. tenella in vitro. Po této stimulaci se vyrazné zvysila exprese mRNA pro vSechny TLR
(krom¢ TLR21) u makrofagli a heterofilnich granulocytd. Je zndmo deset kufecich TLR,
z nichz pét se nachazi i u ¢lovéka a mysi. Unikatni TLR15 se nachazi pouze u ptaku. A pravé
tento typ TLR mél spolu s TLR4 a MyD88 nejvyraznéji zvySenou expresi v experimentu.
Vysledky tedy jasné prokazuji, ze se tyto tii receptory zapojuji do rozpoznavani sporozoitt

Eimeria tenella a do nasledného pienosu signalu (Zhou a kol., 2013).
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3 CILEPRACE

Na jiz vyizolované DNA z ptiblizn¢ 200 hrabosSovitych hlodavct provést PCR se
specifickymi primery amplifikujicimi gen pro TLR2 a ziskané sekvence pouzit
pro fylogenetické a populaéné-genetické analyzy.

Overit druhovou determinaci hostitelit (hraboSovitych hlodavetl) molekuldrnimi

metodami.

Zjistit variabilitu toll-like receptoru 2 (TLR2) u raznych populaci tii druht
hraboSovitych hlodavct odchycenych na riznych lokalitach Evropy.

Porovnat vysledny pattern s daty o parazitovanosti hostitele — zda byl dany hlodavec
napaden ektoparazity (vS$i, roztoCi), ¢i endoparazity (kokcidie, nematoda), a jak se

tato skute¢nost odrazi v genetické struktute ¢i variabilité TLR2 receptoru.

12



4 METODIKA

4.1 Puavod studovaného materiélu

Materiadl ke zpracovani byl ziskdn ze sedmi evropskych zemi — Bulharska,
Ceské republiky, Finska, Chorvatska, Mad’arska, Polska a Ruska (Obr. 3). V Ceské republice
vzorky pochazely z oblasti jiznich Cech, severni Moravy a severozapadnich Cech (Obr. 4).
Z ostatnich zemi byly vzorky takeé z nekolika lokalit (Tab. V). Sbéry provadéli ¢lenové
laboratofe profesora Hyp$i v obdobi ¢erven — listopad, 2010 — 2015.

Obr. 3: Sbéry vzorkt v Evropé (Upraveno z: Mapa Evropy, online, 2018-02-05).
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Obr. 4: Sbéry vzorkt v CR (Upraveno z: Pamatky UNESCO CR thinglink, online, 2018-02-
05).

4.2 lzolace DNA
K izolaci DNA byl pouzit Blood & Tissue Kit (Qiagen). Jako zdroj DNA slouzil kus
tkan¢ hostitele, vétSinou dva prsty ze zadni tlapky. 1zolace byla provedena podle protokolu

od vyrobce.

4.3 PCR (Polymerase chain reaction)

Pro amplifikaci urcité c¢asti DNA (zajisténo specifickymi primery amplifikujicimi geny
pro TLR2 receptor podle  Tschirren a kol. (2011); Forward: 5'-
CATCCATCACCTGACCCTTC-3; Reverse: 5-CCAGTAGGAATCCTGCTCG-3") byla
pouzita metoda PCR.

4.3.1 Pouzité chemikalie a pomiicky
e Pufr (10x buffer)
e Vyizolovana DNA
e Nukleotidy (ANTPs)
e Primery (F; R)

e Taq polymeraza (Roche)

14



e PCRH20
e Mikropipety
e Mikrozkumavky typu Eppendorf

4.3.2 Postup préace

1. Na jeden analyzovany vzorek bylo pouzito 2,5 ul pufru, 0,5 ul nukleotidd, 0,5 ul
primeru F, 0,5ul primeru R, 0,25 ul Taqg polymerazy (Roche) a 18,75 pl PCR vody.

2. Smeés téchto latek byla pridana ke 2 pl vyizolované DNA pomoci mikropipet riznych
nastavitelnych objemt (2,5 pl; 10 pl; 20 pl; 200 pl) do mikrozkumavek typu

Eppendorf. Pipetovani probihalo na ledu.

3. Nasledn¢ byly vzorky vloZzeny do termocykleru a byl spustén program Roche test

(Tab. 11).

Tab. Il: Prab&h PCR.

Proces Teplota |Doba trvani
uvodni denaturace |94°C 2 min
denaturace* 94°C 30s
annealing* 55°C 30s
elongace* 68°C 3 min
finalni elongace 68°C 7 min

*procesy oznacené hvézdickou se opakuji 35 krat

4.4 Elektroforéza

Agardzova elektroforéza je standardni metoda pro separaci nukleovych Kkyselin.
Elektroforetickd mobilita zavisi na odliSné hmotnosti molekul a elektrickém naboji

(Westermeier, 2001). Pomoci gelové elektroforézy byly separovany amplifikované

fragmenty DNA.
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1.

441 Pouzité chemikalie a pomicky
Agardza
Pufr TAE 1x
SYBR Green
Ladder (1 kb)
Erlenmeyerova batika
Elektroforetické ptislusenstvi (vana, vanicky, hieben, utésnéni boki, zdroj napéti)

Parafilm

4.4.2 Postup prace
Na ptedvazkach bylo navazeno 0,2g agardzy a v odmérném valci bylo odméfeno 20
ml pufru.(Na ptipravu vétsiho gelu bylo pouzito 0,5g agardzy a 50 ml pufru.)
Tyto dvé slozky byly smichany v Erlenmeyerové bance a nasledné zahiivany
v mikrovinné troubé po dobu piiblizné 30 sekund.
Po zahfati byla batika mirné zchlazena pod studenou tekouci vodou.
Roztok byl nasledné prelit do elektroforetické vani¢ky s vlozenym elektroforetickym
hifebenem. Roztok se nechal tuhnout po dobu 30 minut.
Po ztuhnuti byl gel vloZen do elektroforetické vany a zalit pufrem tak, aby vSechny
jamky byly prelity.
Na parafilm byly aplikovany 4 pl PCR produktt a ke kazdému pfidana kapka barviva
SYBR Green, nasledné bylo vSe rozpipetovano do jamek agar6zového gelu.
Pro kontrolu bylo do prvni jamky napipetovano 4 pl obarveného ladderu.
Elektroforéza byla spusténa piiblizné na 20 minut pii 100 V.
Po dokonceni elektroforézy byl gel prosvicen pod UV svétlem kvili vizualizaci

rozdélenych fragmentd DNA (Obr. 5).
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Obr. 5: UV vizualizace PCR produktt (Zdroj: autor prace, 2017).

4.5 Enzymatické ¢isténi PCR produkti

Pro odstranéni (degradaci) nezalenénych nukleotidi a primert bylo pouzito

enzymatické CiSténi.

4.5.1 Pouzité chemikalie
e Enzym FastAP (termosensitivni alkalicka fosfataza)

e Enzym Exonukleéza I

4.5.2 Postup prace
1. Do kazdého PCR produktu bylo pfidano 0,2 ul FastAP a 0,2 ul Exo | pomoci
mikropipety. Pipetovani bylo provadéno na ledu.
2. Nasledn¢ byly vzorky vlozeny do termocykleru a zpracovany v programu s nazvem
Enzclean (Tab. IlI).

Tab. I11: Prab&h enzymatického ¢isténi PCR produkti.

Proces Teplota Doba trvéani
inkubace 37°C 15 min
inaktivace 85°C 15 min

Zdroj: Thermo Fisher Scientific Inc., online, 2018-01-20

17



4.6 Priprava vzorku, sekvenovani

1.
2.

Z kazdého piecisténého PCR produktu bylo odebrano 10 pl.

K 5 ul produktu bylo ptidano 5 ul primeru F a k dal$im 5 ul produktu bylo pfidano 5
ul primeru R. Pipetovalo se do mikrozkumavek typu Eppendorf, které byly opatieny
zamkem.

Nasledné byly takto oSetfené produkty posldny na sekvenovani do spolecnosti

SEQme (www.segme.eu).

4.7 Fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly nasledné¢ podrobeny fylogenetickym analyzdm v rtiznych

pocitacovych programech.

1.

Sekvence byly zkontrolovany v databazi NCBI (National Center for Biotechnology
Information;https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pro spravnost ureni druhu
hostitele.

Vsechny sekvence byly jednotlivé vloZzeny do programu SeqScanner v1.0 (Applied
Biosystems). Zde byl vybran usek smyslupInych bazi.

Vybrany Usek bazi byl nasledné zpracovan v programu Editseq v5.05 (DNASTAR
Inc.) pro kontrolu uplnosti tripleti vybraného tseku a spravnosti ¢teciho ramce.
Kontrola probihala pomoci translace do proteint.

Sekvence vzorki s primerem F a sekvence vzorka s primerem R bylo nutno spojit
v jednu sekvenci (tzv. kontig) pomoci programu Segman v5.05 (DNASTAR Inc.).
Spojené sekvence byly manualné upraveny v programu Bioedit v7.0.5.3 (Hall, 1999).
Tento program slouzil k odstranéni mezer mezi bazemi a k sjednoceni délek
sekvenci. Po upraveni téchto nedostatki byl v tomto programu vytvofen vysledny
alignment.

Ke konstrukci fylogenetickych stromd a vypoctu podpor jednotlivych uzli bylo
pouzito vice programii k porovnani vysledkd. Byly pouzity Phyml v2.4.3
(Guindon a Gascuel, 2003) a MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist, 2001).
Pro MrBayes bylo zapotiebi piekonvertovat soubor do formatu nexus za pomoci
programu Seaview4 (Gouy a kol.,, 2010). Analyzy v programu MrBayes byly

pocitany pro 10 mil. generaci.
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.V programu Treeviewvl1.6.6 (Page, 1996) byl zobrazen fylogeneticky strom, ktery
byl nasledné upraven v programu Inkscape v0.92. Jako outgroup byla vzdy pouzita
sekvence z Apodemus flavicollis.

. Fylogeneticka sit’ byla vytvofena pomoci PopART v1.7 (Bandelt a kol., 1999).
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5 VYSLEDKY

Odchycené druhy Mi. arvalis, Mi. agrestis a My. glareolus byly vySetfeny na pfitomnost
paraziti, v této praci zaméfenych na kokcidie rodu Eimeria a v§i rodu Hoplopleura.

Pfitomnost ¢i absence téchto parazitd je zaznamenana v Tab. 1V.

Tab. 1V: Parazitovanost odchycenych druhid hrabosovitych hlodavca.

Druh Celk. pocet | Eimeria | Hoplopleura | E+H Negativni
My. glareolus 94 45 7 5 37
Mi. arvalis 71 27 13 7 24
Mi. agrestis 30 15 1 3 11

Zkratky: E- Eimeria, H- Hoplopleura

Nejvice odchycenych hrabosovitych hlodavct bylo vroce 2014. V ramci zemi,
kde probihaly sbéry studovaného materialu, byla Ceska republika spoleénym mistem
pro vSechny tii sledované druhy a nejmensi pocet riznych ¢eskych lokalit mél Mi. agrestis.
Od tohoto druhu bylo odchyceno nejméné jedinci (Obr. 10). Ve Finsku byli odchyceni
pouze jedinci druhu My. glareolus, ne vSichni byli stejnou mérou parazitovani, ale i ti ktefi
méli shodné typy parazitl, se ve fylogenetickém stromé nepfifadili k sobé (Obr. 8).
Mi. agrestis ma ve fylogenetickém stromu dvé skupiny. Bulharska je naprosto kompaktni,
druha ma uvniti drobné Elenéni (Obr. 6). My. glareolus ma podobné rozdé¢leni, vétSina
vzorkll je v polytomii, ale oddé€luje se i né€kolik malych klastrti (Obr. 8), coz je jasné
viditelné i na Obr. 9. Naproti tomu Mi. arvalis je homogenni skupina, kde je naprosta vétSina
vzorkl v polytomii (Obr. 7). Vétsina vzorku sdili v ramei druhu stejny haplotyp, ale vlivem

genovych mutaci se vzdy n€kolik vétvi u kazdého druhu oddélilo (Obr. 10).

Porovnani mnou ziskanych sekvenci hostiteltt s databazi GenBank ukazalo, ze ne
vSechny druhy hrabosii byly spravné urceny. Piiblizné 13 % z celkového poctu vzorki (195)
bylo na zakladé molekularnich metod determinovano jako jiny druh. Fylogenetické analyzy
u vSech druhtit mély podporu vétveni (posterior probabilities) vzdy vétsi nez 0, 50. V ramci
jednoho druhu se vyssi fylogenetickd diverzita objevila u Mi. agrestis (vétev s jedinci
z Bulharska se na zaklad¢ analyzy v programu MrBayes vyrazné oddélila od ostatnich

jedinct, viz Obr. 6, coz ale neni patrné na haplotypové siti vytvoiené programem PopART).
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Pro pichlednéjsi orientaci a porovnani byly do analyz pouzity také modelové
sekvence TLR2 receptoru (z GenBank) dalSich zastupct hraboSovitych hlodavcii. Jednalo se
o druhy Apodemus flavicollis (JN674551.1), Arvicola terrestris (HM215599.1), Myodes
glareolus (KM979286.1), Microtus arvalis (HM215597.1) a Microtus agrestis
(HM215596.1).

V zévislosti na ptitomnosti a druhu parazitl (viz Tab. IV) se neprojevila zna¢na diverzita.
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11 Apodemus flavicollis
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Obr. 6: Bayesian inference tree pro Mi. agrestis s hodnotami posterior probabilities u jednotlivych uzlt.

Druhy parazit: oranzova- Eimeria, zelena- Hoplopleura, modra- Eimeria + Hoplopleura, zadna- bez parazitt
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Obr. 7: Bayesian inference tree pro Mi. arvalis s hodnotami posterior probabilities u jednotlivych uzld.

Druhy paraziti: oranzova- Eimeria, zelend- Hoplopleura, modréa- Eimeria + Hoplopleura, Zadna- bez paraziti
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Obr. 8: Bayesian inference tree pro My. glareolus s hodnotami posterior probabilities u jednotlivych uzla.

Druhy paraziti: oranzova- Eimeria, zelenad- Hoplopleura, modra- Eimeria + Hoplopleura, zadna- bez paraziti
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Obr. 9: Fylogeneticky strom s rozsifenim druhii (hodnoty post. probabilities/bootstrap MrBayes/Phyml).
(Mapy upraveny z: Mapa Evropy, online, 2018-02-05).

la- Mi. agrestis: C. Budgjovice, Luznice, Struznd, Bochov, Litvinov (CZ), Pskov (RU), Veliko Svinjicko
(HR), Medgyesegyhaza (H), (zelend); 1b- Mi. agrestis: Mohyla Kosmatka, Kamen Brjag, Kabile (BG),
(Servena); 2- Mi. arvalis: C. Budgjovice, Struzna, Litvinov, Novy Ji¢in, Cheléice, Petrov nad Desnou, LuZnice
(C2), Ljetnica, Mohyla Kosmatka, Kamen Brjag (BG), Alsonémedi, Sari, Kecskeméti Utca, Korosladany,
Medgyesegyhaza (H), Pultusk (PL), Veliko Svinjicko, Jamarica (HR), (zlutd); 3a- My. glareolus: Litvinov,
Struznd, Jachymov, Luznice, Novy Ji¢in, Petrov nad Desnou, Jeseniky (CZ), Pskov (RU), Pultusk, Nowy
Zyzdroj, Gierzwald (PL), Isojarvi, Yldjarvi (FIN), (modréd); 3b- My. glareolus: Novy Ji¢in, LuZnice (CZ),
Nowy Zyzdrdj, Pultusk (PL), Sari (H), Sunja, Veliko Svinjicko, Jamarica (HR),Pskov (RU), Ylojarvi (FIN),
(fialovéd). Zkratky stati: BG- Bulharsko, CZ- Ceské republika, FIN- Finsko, HR- Chorvatsko, H- Madarsko,
PL- Polsko, RU- Rusko
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Obr. 10: Haplotypové sité na zakladé 195 ziskanych sekvenci TLR2 z odchycenych hraboSovitych hlodavci

[barvy odpovidaji liniim ve fylogenetickém stromu (Obr. 9)].
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6 DISKUZE

Studie TLR maji vyznam pro pochopeni reaktivity hostitelské imunity, a také toho,
jak velky faktor piedstavuji parazité. Zabyvat se timto tématem znamena mapovat oblasti
imunologie, ale i evolu¢niho vyvoje dvou navzajem se ovliviujicich druhd. Problematika
TLR neni tak dobie prostudovdna jako MHC. Pii zadani hesla MHC do portélu
Web of Science (https://webofknowledge.com) najdemel8 800 odkazii a pfi zadani hesla
TLR jen 3 755.

Tato prace se nezaméfuje pouze na jeden druh parazita, ale naopak zahrnuje zastupce
ektoparazitii i endoparaziti. Tato volba je velmi vyhodna z hlediska vétsi jistoty u spravnosti
vysledku. Jinymi slovy, kombinaci téchto rozdilnych skupin paraziti ziskavame jistotu,
ze hostitelskd imunita byla néjakym zptasobem ovlivnéna. Pokud bychom zvolili pouze
zastupce ektoparaziti, nemohli bychom si byt zcela jisti mirou zasazeni do systému hostitele.
K infestaci parazitem mohlo dojit ve velmi kratkém ¢asovém tseku, a tak by jakykoli vliv
nemusel byt patrny, navic po smrti hostitele, kterd nastava pti nékterych odchytech, maji
tendenci opustit télo hostitele, a tak by jejich pfitomnost nebyla zaznamenana. VSi jsou
vhodnymi parazity pro sledovani, protoze jsou to parazité permanentni na rozdil od roztoct,
ktefi parazituji kratkou dobu. Jejich ptitomnost nemusi byt vSak vzdy zaznamenana, protoze
se pii prohlidce srsti snadno piehlédnou diky své malé velikosti. Endoparazité nam vnaseji

do studie vice jistoty.

Parazitovanost se mezi jednotlivymi druhy studovanych hlodavcu nijak vyrazné nelisi.
Nicméné si lze povSimnout, ze infekce v§i rodu Hoplopleura je procentualné vyssi
u Mi. arvalis nez u My. glareolus. Mohla by s tim souviset mira socidlnosti druhut, a tudiz
i snaz§i pfenos paraziti mezi jedinci. Z téchto dvou druhti je Mi. arvalis socialnéjsi
(Laakkonen a kol., 1998). Infekce kokcidiemi Eimeria spp. je procentualné vyssi
u Mi. agrestis nez u zbyvajicich druhd. Vlhké prostfedi, ve kterém se tento druh casto
vyskytuje, poskytuje oocystdm lepSi podminky pro pieziti nez prosttedi suché
(Vance a Duszynski, 1985). Vzorky pouzité v této praci nebyly vybrany nahodné. Z nasich
sbéru a lokalit byly ucelové vybrany tak, aby kazda lokalita obsahovala vzorky, kde byly

jak vsi, tak i eimerie, a aby z kazdého mista bylo zastoupeno alesponi 10 hostitelt.
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Ziskané sekvence TLR nevykazuji zadny pattern zavisly na parazitovanosti hostitele,
ale odrazeji spiSe fylogenezi hostitele. Pro lepsi vizualizaci byl dataset rozdélen na ¢asti
odpovidajici jednotlivym druhtim hostiteld. U Microtus agrestis mizeme vidét zietelné
odliseni bulharské vétve jedinct od skupiny jedincii z ostatnich zemi. Tento druh hrabose se
déli na tfi mitochondrialné odlisné linie (zapadni, vychodni, jizni). Vétev jedinct z riznych
zemi bychom mohli pfitadit podle Jaarola a Searle (2002) na pomezi zapadni a vychodni
linie, bulharskou vétev na pomezi zapadni a jizni linie. Neni zde vidét Zadna diverzita zavisla
na parazitech. Ve fylogenetickém stromu Mi. agrestis je ponékud zvlastni vétveni jednoho
vzorku z Mad’arska (HGagr0601), ktery se od ostatnich vzorkt vice ptiblizil k Mi. arvalis.
Tento vzorek byl vicekrat analyzovan a pokazdé molekularné vyhodnocen jako Mi. agrestis,
tudiz se vétveni nevztahuje ke Spatnému urCeni. Mohlo by to byt v disledku odlisné
mtDNA. Tento vzorek by mohl spadat do jizni linie druhu na rozdil od ostatnich vzorku.
U Microtus arvalis neni vidét zadné vyrazné vétveni, jedinci pochazeji ze stejné
mitochondrialni linie. Hrabo$ polni se d€li na ¢étyfi linie a vzorky materialu z odchycenych
jedinct v této praci odpovidaji dle Heckel a kol. (2005) vychodni linii. U Myodes glareolus
existuje osm linii, v nasich vysledcich lze pozorovat nepatrné vétveni do dvou linii. Skupina
oznaCovana jako 3b v barevné vyzna¢eném fylogenetickém stromé (Obr. 9) spada podle
Filipi a kol. (2015) na rozhrani zapadni, karpatské a vychodni linie. Skupina oznaovana
jako 3a spada na rozhrani vychodni a karpatskeé linie. Je zajimavé, ze vétve 3a a 3b jsou si
velmi podobné az na to, ze 3b obsahuje navic vzorky z Chorvatska. Ptesto, Ze obsahuje také
dobam, kdy jednotlivé populace byly v glacialnich refugiich, v mistech, kde bylo pfiznivéjsi
klima. Dlouhé roky nebyly v kontaktu a alopatrickou speciaci se u nich nahromadily jiné
mutace nez v jinych populacich. V interglacidlu se zase tyto skupiny vratily do pivodné
zalednénych oblasti. Stale to byli jedinci, ktefi nejsou geneticky daleko od sebe, takze se
stdle mohli kiizit mezi sebou, ale odlisné mutace v genomu ziistavaji a piedavaji se dal
(matrilinearni dédi¢nost mitochondrialni DNA), a tak se refugia daji takto zpétné geneticky
vystopovat. Vétsina fylogenetickych stroml neukazuje pfiliSné vétveni, prestoZze se jedna
0 sekvence z hostitelit odchycenych v riznych oblastech napfi¢ Evropou, tedy pochazejicich
z riznych populaci, které se logicky geneticky lisi. Vysledny pattern je dan tim, Ze TLR

(naptiklad oproti mitochondridlnim ¢i jadernym gentim) neni gen, ktery by vykazoval
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dostate¢nou vnitrodruhovou variabilitu, a byl by tedy standardné pouzivan timto zpisobem.
V analyze programu PopART nejsou linie Mi. agrestis zcela oddéleny. TLR neni marker
pro fylogenezi, a tudiz neni fylogeneticka sit’ zcela piesnd, ale stoji za ukézku. Oproti tomu

program MrBayes je v tomto ohledu pfesnéjsi, jelikoz se jedna o rozsahlou analyzu s 10 mil.

generaci, které jsou podpoiené vysokymi hodnotami posterior probabilities.

Spravnost morfologické determinace jednotlivych druhi byla potvrzena
molekularnim uréenim vSech zde zkoumanych vzorki hrabosovitych hlodavct. Toto uréeni
ukdzalo na nespravné zarazeni nékolika hrabosi do druhu pfi odchytu. Tyto omyly vSak
nejsou nijak piekvapivé. VSechny tii druhy zde pozorovanych hraboSovitych hlodavct jsou
si velmi podobné vzhledem i misty vyskytu a ¢lovek je snadno zaméni (viz kapitola Literarni
ptehled). Pro ukazku diverzity ¢eledi byly do analyz zatazeny i n¢které dalSi druhy hlodavc
(viz kapitola Vysledky). Celkem bylo zpracovano 217 vzorki DNA, ale v koneéné
fylogenetické analyze uz jen 195 (Tab. VI). Ne vsechny vzorky vySly béhem PCR
a elektroforetického zpracovani (zietelné na UV vizualizaci), a to 1 pfestoze byly zpracovany
vicekrat. Divodem mize byt nizkd koncentrace DNA, poSkozena DNA z divodu stafi
vzorku, mozné fragmentace (a tedy znehodnoceni DNA), kvuli opakovanému pouzivani
vzorkl 1 k jinym analyzdm ostatnich ¢lenti laboratoie (DNA byla opakované rozmrazovana
a zmrazovana, coz ma vliv na jeji kvalitu.).

Existuje velké mnozstvi védeckych praci, které prokazaly vztah aktivity TLR
S piitomnosti patogenii. Nicméné je dulezité v téchto vyzkumech pokracovat a dale
prohlubovat znalosti v oblastech imunologie a fylogeneze. V této praci (ktera je spiSe pilotni
studii na dané téma) se sice nepodatilo tuto hypotézu potvrdit, ale zatim byly k analyzam
pouzity jednoduss$i pocitaCové programy, které zcela jasné nemohou prokazat vétsi
variabilitu mezi jedinci parazitovanymi bud’ kokcidii Eimeria spp. nebo v§i rodu
Hoplopleura, mezi jedinci infikovanymi obéma druhy a mezi jedinci bez paraziti. Z tohoto
diivodu bude v budoucich analyzach vzorkh TLR2 u hraboSi pouzit mnohem
sofistikovanéjsi program (PHASE), ktery by mél pfinést kyzené vysledky pro potiebny
podklad nasi studie. To bude planem mé magisterské prace, kdy pro zpracovani dat pouziji
i set piipravenych sekvenci TLR2 receptoru z mySice temnopasé (Apodemus agrarius),

a pokusim se tyto vysece jejich imunologickych profilli porovnat mezi sebou.
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7 ZAVERY

V prubéhu prace jsem si osvojila nékteré laboratorni techniky a nastudovala
problematiku tématu interakce hostitel — parazit.

Diky molekularni analyze byla zajisténa spravnost urc¢eni odchycenych druhti
hrabosSovitych hlodavct.

Na variabilit¢ TLR2 receptoru se neprojevil vliv zddného ze studovanych parazitti
(Eimeria spp. a Hoplopleura spp.), a to ani jejich prosta ptitomnost/absence,
¢1 spole¢ny vyskyt.

Variabilitu TLR nelze prokézat jednoduchymi pocitacovymi analyzami.

Ziskala jsem nova data, ktera budou pouzita v dalSich rozsifenych analyzach.
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9 SEZNAM PRILOH

Tab. VI: Zpracované vzorky DNA.

Tab. V: Lokality evropskych zemi odchytu.

Zemé Lokalita
Bulharsko |Ljetnica, Mohyla Kosmatka,
Kamen Brjag, Kabile
Chorvatsko | Veliko Svinjicko, Jamarica, Sunja
Finsko Isojarvi, Ylojarvi
Alsonémedi, Sari, Kecskeméti
Mad’arsko | Utca, Korosladany,
Medgyesegyhaza
Pultusk, Nowy Zyzdroj,
Polsko Gierzwald
Rusko Pskov

Zdroj: autor préace, 2018

Nazev Druh Lokalita Endoparazité Ektoparazité
BHagr0203 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria X
BHagr0204 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BHagr0205 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria X
BHagr0403 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BHagr0404 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BHagr0701 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BHagr0702 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria Hoplopleura
BHagr0704 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria X
BHagr0705 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria X
BHagr0706 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BHagr0707 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria Hoplopleura
BHagr0709 | Mi.agrestis Bulharsko Eimeria X
BHagr0710 | Mi.agrestis Bulharsko X X
BOCHagr46 | Mi.agrestis Bochov Eimeria X
CBagr8 Mi.agrestis |CB X X
HGagr0601 |Mi.agrestis | Madarsko X X
CHagr2 Mi.agrestis | Chorvatsko Eimeria Hoplopleura
LITagr11514 | Mi.agrestis Litvinov Eimeria X
LITagrl4 Mi.agrestis Litvinov Eimeria X
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L1Tagr2814 | Mi.agrestis Litvinov Eimeria X
LUZagr23 |Mi.agrestis | Luznice Eimeria X
LUZagr36 |Mi.agrestis | LuZnice X X
LUZagr4dl |Mi.agrestis | Luznice Eimeria X
RUagr0914 | Mi.agrestis Rusko Eimeria X
RUagr1114 |Mi.agrestis Rusko Eimeria X
RUagr4 Mi.agrestis Rusko X X
STRagr0211 | Mi.agrestis Struzna X X
STRagr32 Mi.agrestis Struzna Eimeria X
STRagr35 Mi.agrestis Struzna Eimeria X
STRagr5 Mi.agrestis Struzna X Hoplopleura
BHarv0101 | Mi. arvalis Bulharsko Eimeria X
BHarv0206 | Mi. arvalis Bulharsko X X
BHarv0207 | Mi. arvalis Bulharsko Eimeria X
BHarv0405 | Mi. arvalis Bulharsko Eimeria X
BHarv0406 | Mi. arvalis Bulharsko X X
CBarv01 Mi. arvalis  |CB X
CBarv08 Mi. arvalis  |CB Eimeria X
CBarvl Mi. arvalis  |CB X X
CBarv2 Mi. arvalis CB Eimeria Hoplopleura
CBarv3 Mi. arvalis CB X Hoplopleura
CBarv4 Mi. arvalis  |CB Eimeria X
CBarv5 Mi. arvalis CB Eimeria Hoplopleura
CBarv6 Mi. arvalis  |CB Eimeria X
CBarv7 Mi. arvalis CB Eimeria Hoplopleura
HGarv0501 | Mi. arvalis Madarsko X X
HGarv0601 | Mi. arvalis Madarsko Eimeria X
HGarv0602 | Mi. arvalis Mad’arsko Eimeria X
HGarv0603 | Mi. arvalis Mad’arsko Eimeria X
HGarv1401 | Mi. arvalis Madarsko X Hoplopleura
HGarv1402 | Mi. arvalis Mad’arsko X X
HGarv1403 | Mi. arvalis Mad’arsko X Hoplopleura
HGarv1408 | Mi. arvalis Mad’arsko Eimeria X
HGarv1409 | Mi. arvalis Mad’arsko X X
HGarv4 Mi. arvalis Mad’arsko Eimeria X
HGarvb Mi. arvalis Mad’arsko X X
HGarv7 Mi. arvalis Mad’arsko Eimeria X
CHarvl Mi. arvalis Chorvatsko X Hoplopleura
CHarv102 Mi. arvalis Chorvatsko X X
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CHarv2 Mi. arvalis Chorvatsko X Hoplopleura
CHarv3 Mi. arvalis Chorvatsko X X
CHarv4 Mi. arvalis Chorvatsko X Hoplopleura
CHarv9 Mi. arvalis Chorvatsko Eimeria X
CHELarvl |Mi. arvalis Chelcice X Hoplopleura
CHELarv13 |Mi. arvalis Chelcice X X
CHELarv2 | Mi. arvalis Chelcice X Hoplopleura
CHELarv3 | Mi. arvalis Chelcice Eimeria Hoplopleura
CHELarv6 | Mi. arvalis Chelcice Eimeria Hoplopleura
CHELarv8 |Mi. arvalis Chelcice X X
LITarvl Mi. arvalis Litvinov Eimeria Hoplopleura
LITarv10 Mi. arvalis Litvinov Hoplopleura
LiTarvll Mi. arvalis Litvinov X X
LITarv2 Mi. arvalis Litvinov X X
LITarv3 Mi. arvalis Litvinov Eimeria X
LITarv4 Mi. arvalis Litvinov Eimeria X
LITarve Mi. arvalis Litvinov X X
LITarv7 Mi. arvalis Litvinov Eimeria Hoplopleura
LITarv8 Mi. arvalis Litvinov X X
LUZarv1l Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv17 Mi. arvalis Luznice X X
LUZarv26 Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv27 Mi. arvalis Luznice X X
LUZarv32 Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv3315 | Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv3515 | Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv4815 | Mi. arvalis Luznice Eimeria X
LUZarv5615 | Mi. arvalis Luznice Eimeria X
NJarv12 Mi. arvalis Novy Ji¢in X X
NJarv19 Mi. arvalis Novy Ji¢in X Hoplopleura
NJarv32 Mi. arvalis Novy Ji¢in X Hoplopleura
NJarv88 Mi. arvalis Novy Ji¢in X X
PLarvll Mi. arvalis Polsko X X
PLarv13 Mi. arvalis Polsko X X
Petrov n.
PnDarv2 Mi. arvalis Desnou X Hoplopleura
STRarv0208 | Mi. arvalis Struzna X X
STRarv0209 | Mi. arvalis Struzna Eimeria X
STRarv2 Mi. arvalis Struzna Eimeria X
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STRarv37 Mi. arvalis Struzna Eimeria X
STRarv39 Mi. arvalis Struzna Eimeria X
STRarv4l Mi. arvalis Struzna Eimeria X
STRarv43 Mi. arvalis Struzna X X
STRarv44 | Mi. arvalis Struzna X Hoplopleura
FINcg24 My. glareolus | Finsko X X
FINcg27 My. glareolus | Finsko Eimeria X
FINcg28 My. glareolus | Finsko X X
FINcg29 My. glareolus | Finsko Eimeria X
FINcg32 My. glareolus | Finsko X Hoplopleura
FINcg33 My. glareolus | Finsko Eimeria X
HGcgl My. glareolus | Mad’arsko Eimeria X
CHcgl1l My. glareolus | Chorvatsko X X
CHcg?2 My. glareolus | Chorvatsko X X
CHcg3 My. glareolus | Chorvatsko X X
CHcgb6 My. glareolus | Chorvatsko X X
CHcg7 My. glareolus | Chorvatsko X X
JACHcgl0 | My. glareolus | Jachymov X Hoplopleura
JACHcgll |My. glareolus | Jachymov X X
JACHcgl6 |My. glareolus | Jachymov X X
JACHcg2 My. glareolus | Jachymov Eimeria Hoplopleura
JACHcg3 My. glareolus | Jachymov X
JACHcg5 My. glareolus | Jachymov X
JEScg My. glareolus | Jeseniky Eimeria X
LITcg0214 | My. glareolus | Litvinov Eimeria X
LITcgl My. glareolus | Litvinov Eimeria X
LITcgl103 My. glareolus | Litvinov X X
LITcg36 My. glareolus | Litvinov X Hoplopleura
LITcg40 My. glareolus | Litvinov Eimeria X
LITcg6 My. glareolus | Litvinov Eimeria X
LITcg8 My. glareolus | Litvinov Eimeria X
LITcgD2 My. glareolus | Litvinov X X
LUZcg05 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcgl12 My. glareolus | Luznice X X
LUZcg18 My. glareolus | Luznice X X
LUZcg2 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg20 My. glareolus | Luznice X X
LUZcg22 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg25 My. glareolus | Luznice Eimeria X
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LUZcg26 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg27 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg29 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg3 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg30 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg31 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg33 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg34 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg35 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg37 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg3701 | My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg39 My. glareolus | LuzZnice X X
LUZcg40 My. glareolus | LuZnice X X
LUZcg44 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg47 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg51 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg6 My. glareolus | Luznice Eimeria X
LUZcg60 My. glareolus | LuZnice Eimeria X
LUZcg61 My. glareolus | LuZnice Eimeria X
LUZcg62 My. glareolus | LuZnice Eimeria X
LUZcg67 My. glareolus | LuZnice Eimeria X
LUZcg8 My. glareolus | LuZnice Eimeria X
LUZcg9 My. glareolus | LuzZnice Eimeria X
NJcg My. glareolus | Novy Ji¢in Eimeria X
NJcgll My. glareolus | Novy Ji¢in X X
NJcgl3 My. glareolus | Novy Ji¢in X X
NJcgl4 My. glareolus | Novy Ji¢in X X
NJcgl5 My. glareolus | Novy Ji¢in X X
NJcg39 My. glareolus | Novy Ji¢in X X
NJcg4?2 My. glareolus | Novy Ji¢in X X
PLcg My. glareolus | Polsko X X
PLcg21 My. glareolus | Polsko X X
PLcg22 My. glareolus | Polsko X Hoplopleura
PLcg27 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg28 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg32 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg33 My. glareolus | Polsko X X
PLcg4 My. glareolus | Polsko X X
PLcg6 My. glareolus | Polsko X Hoplopleura
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PLcg7 My. glareolus | Polsko Eimeria Hoplopleura
PLcg78 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg8 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg82 My. glareolus | Polsko X Hoplopleura
PLcg83 My. glareolus | Polsko X Hoplopleura
PLcg96 My. glareolus | Polsko Eimeria X
PLcg98 My. glareolus | Polsko X X
Petrov n.
PnDcg3 My. glareolus | Desnou Eimeria Hoplopleura
RUcg My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg022 My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg030 My. glareolus | Rusko X X
RUcgl1 My. glareolus | Rusko Eimeria Hoplopleura
RUcg14 My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg16 My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg22 My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg25 My. glareolus | Rusko Eimeria X
RUcg33 My. glareolus | Rusko Eimeria Hoplopleura
RUcg9 My. glareolus | Rusko X X
STRcg0205 | My. glareolus | Struzna X X
STRcg25 My. glareolus | Struzna Eimeria X
STRcg26 My. glareolus | Struzna Eimeria X

Zdroj: autor préace, 2018
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