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Abstrakt

Olfaktorické receptory piedstavuji jednu zkliCovych komponent nejstarStho smyslu
senzorického vnimani svéta — Cichu. Tento zplsob vnimani okoli je extrémné rozvinut
zejména u hlodavcl, u kterych participuje rovnéz na spousténi sexudlniho chovani ¢i
agresivity. Exprese olfaktorickych receptortt vSak neni omezena pouze na olfaktorické
organy. Nachazime je v celé fadé tkani. My jsme se zamétili na jejich expresi v testes a
V jednotlivych stadiich spermatogenze. Miru exprese vybranych receptori v testes a
¢ichovych tkanich jsme porovnavali u dvou druhti mysic, Apodemus sylvaticus a Apodemus
microps, které se lisi svym socialnim uspofadanim a mirou promiskuity. Toto jsme provedli
za pomoci 454 transkriptomového sekvenovani a kvantitativni PCR. V testes jsme detekovali
expresi jiz popsanych tfid olfaktorickych receptor (odorantové receptory a vomeronasalni
receptory typu 1), nové prichazime s detekci exprese dalSich typi (receptory asociované se
stopovymi aminy a vomeronasalni receptory typu 2). Vysledky diskutujeme v kontextu
rozdilného socidlniho uspofadani obou druhli mySic a také v kontextu potencidlni ucasti na

spermatogenezi a/nebo roli ve zralych spermiich.

Abstract

Olfactory receptors are the key component of the oldest sense of senzoric evaluation of surrounding
environment — sense of smell. This sense is extremelly higly developed in rodents, as it is involved in
modulation of sexual behaviour and aggresivity. However, the expression of olfactory receptors is not
limited only to olfactory organs. There is evidence of expression in various tissues. We focuse on
expression in testicular tissue and in stages of spermatogenesis. Also, we interspecifically compare
the level of expression of several receptors in testes and olfactory tissues of two rodent species of the
genus Apodemus (A. sylvaticus and A. microps). To analyze this, we utilized 454 transcriptomic
sequencing as well as quantitative PCR. We have detected expression of already described olfactory
receptros superfamilies (odorant receptors and vomeronasal receptors typel). For the first time we
present detected expression of trace- amine associated receptors and second type of vomeronasal
receptors. We discuss our results in context of different social context of two presented species. In the

same way we discuss potential role in spermatogenesis and/or in spermatozoa.



Uvod do tématu diplomové prace

Chemosenzorické receptory jsou naprosto zasadnimi ¢lanky vnimani chemického svéta
obklopujiciho zivocichy, kdyz predstavuji samotné receptorové molekuly zapojené ve vazbé
chemickych latek pfinaSenych na povrch senzorickych epitelti at’ uz z potravy, vzduchu nebo
vody. Takové chemické latky oznacujeme jako ligandy; molekuly schopné “zapadnout® do
vazebné kapsy receptoru a tak aktivovat signalizacni kaskddu na membrané bunék c¢i
senzorickych neuronti, ktera vede nasledné k rozpoznani pivodu a vyznamu ligandu (Munger
et al. 2009; Touhara & Vosshall 2009). V této praci jsem se zamé&fil na sav¢éi olfaktorické
receptory, které jsme nalezli v testes dvou druhti mySic rodu Apodemus. Jedna se o
odorantové receptory (také nazyvané olfaktorické receptory; ORS), vomeronasalni receptory
dvou rodin (znamé také jako feromonalni receptory; VRS) a receptory asociované se
stopovymi aminy (TAARs). VSechny tii1 typy receptorii participuji na vnimani chemického
svéta. Neni proto prekvapivé, Ze primarnimi misty exprese takovych receptort jsou ¢ichové
organy, u savcu representované hlavnim ¢ichovym epitelem, vomeronasalnim organem,
septalnim organem a Griinebergovym gangliem (znazornéno v BOX 1). Béhem nékolika malo
let od objeveni genové rodiny ORs identifikovanych rozborem cDNA olfaktorického epitelu
potkana (Buck & Axel 1991) ptichazi fada studii nalézajicich expresi ORs v dalSich tkanich.
Takovou expresi autofi nazyvaji ektopickou, jelikoz se nachazi v tkanich, kde se exprese dané
skupiny gent tradicné neptfedpoklada. Jak vSak dals$i prace (vCetné této) pozdéji naznaci,
nejedna se o piesné oznaceni (De la Cruz et al. 2009). Jednou z prvnich objevenych tkani
s ektopickou expresi jsou testes a rizna stadia spermatogeneze savcu (Parmentier et al. 1992;
Vanderhaeghen et al. 1993; Walensky et al. 1995; Vanderhaeghen et al. 1997; viz kapitoly 1.1
a 1.3). Studie postupné ukazuji, ze repertoar ORs exprimovany v testes je druhové specificky.
S objevem exprese vomeronasdlnich receptorti skupiny 1 na mySich spermii je jasné, ze
repertoar chemosenzorickych receptor exprimovanych v testes a spermiich neni omezen jen
na jednu tfidu (Tatsura et al. 2001). Pocet nachazenych ttid exprimovanych v testes i v
samotnych vyvojovych stadiich spermatogeneze tato diplomova prace rozsifuje o dalsi dvé

tridy.

Dvé€ zéasadni funk¢ni studie chovani lidskych a mySich spermii v gradientech odoranti
(Spehr et al. 2003; Fukuda et al. 2004) ukazuji na piekvapujici vysledky: a) ORs mohou
pfedstavovat ty molekuly, které fidi navigaci spermii k jistému zdroji odorantu fungujiciho
jako chemicky atraktant spermii; b) receptory pravdépodobné zodpovédné za vnimani

gradientu odorantu spermiemi jsou druhové specifické, nejsou kodovany ortholognimi geny.



Fukuda et al. (2004) navic ukazuji, ze odorant bourgeonal, chemoatraktant lidskych spermii,
nefunguje jako chemoatraktant pro spermie mysi. Na vyznamu tak nabyva Casto diskutovana
moznost, ze druhové specifické repertoary olfaktorickych receptorit mohou hrat roli jednak
V rozpoznavani jedincti stejného druhu, indukci reprodukéniho chovani (na Grovni ¢ichovych

organtl), jednak v kompetici spermii a tedy i potencialné pfi tvorbé mezidruhovych bariér.

Ve stejném roce, kdy Buck a Axel popisuji nové proteinové rodiny odorantovych
receptortl, pfichazi na jiném poli védy dalsi zasadni objev. Ralt et al. (1991) publikuji studii
vlivu folikularni kapaliny Zen na chemotaxi a akumulaci muzskych spermii. Jedna se o prvni
studii ukazujici na moZny smér, kam se divat pfi studiu navigace ¢i obecné pohybu spermii
savcu. Prace navazuje na pfedchozi objev kratkych peptidi uvolilovanych z vaje¢ného obalu
jezovek Arbacia punctulata a Lytechinus pictus, které zpasobuji akumulaci spermii (Suzuki &
Garbers 1984). Suzuki a Gabers uvadgji, ze peptidy (Resact u A. punctuata a Speract L.
pictus) uvolnované z vaje¢nych obali dvou druhti atrahuji pouze spermie stejného druhu.
Ziskavame tak ukazkovy ptiklad komunikace vaji¢ek a spermii vedouci ve vodnim prostiedi
(jezovky maji vnéjsi oplozeni) k uspéSnému oplozeni skrze potencial spermii lokalizovat
druhii s prekryvajicim se vyskytem a tedy 1 potencidlnim setkdvanim druhové rozdilnych
gamet (Sharp & Gray 1962). Vratme se k savcum, konkrétné ke studiim ukazujicim na ptivod
chemoatraktant. Ralt et al. (1991) pouzivaji k vyvoldni chemotaxe spermii folikularni
kapalinu. Z moznych kandidatnich molekul zodpovédnych za chemotaxi vyluc¢uji progesteron
a 17p-estradiol; neukazuji vSak na potencidlni chemoatraktanty. Sun et al. (2004) ukazuji, Ze
chemotaxi spermii vyvolavaji jednak kumularni buniky obalujici vaji¢ko, jednak vajicko
samotné. Zminuji nékolik zajimavych poznatkl; mj. ukonéeni sekrece chemoatraktantli po
vstupu spermie do vajicka, nebo také koncentraéné zavislou inhibici chemotaxe (ptili§ nizké a
vysoké koncentrace chemoatraktanttii) (Sun et al. 2005). Jiné prace (za vSechny jmenujme
praci od Teves et al. (2006) ), ve stejném duchu ,,vraci do hry“ progesteron jako kandidatni
molekulu pro chemotaxi spermii. Predpokladem pro vyvolani chemotaxe je vSak dostatecné
nizka (pikomolarni) koncentrace progesteronu (Teves et al. 2006). Ostatné, receptory pro
progesteron byly na spermiich ¢lovéka nalezeny také (Kaupp et al. 2008). Chemotaxi spermii
mysi vyvolava také Allurin, peptid z vajecného obalu drapatky vodni (Xenopus laevis), ktery
je homologicky k sav¢i proteinové rodiné CRISP (,,cysteine-rich secretory proteins®) (Kaupp
et al. 2008). Kandidatnim chemoatraktantem je také chemokinovy protein Rantes, ktery

zpusobuje kromé chemotaxe T lymfocytl, eosinofili a monocytl, také chemotaxi spermii



(Isobe et al. 2002). Chemokinové receptory (CCR3 a CCR5) byly rovnéz nalezeny na
lidskych spermiich (Kaupp et al. 2008). Pomérné¢ dlouho je znama také exprese chutovych
receptorii na spermiich, u kterych se diskutuje mj. role v regulaci spontdnni akrosomové
reakce nebo v kapacitaci spermii (Li 2013). Z uvedeného je tedy ziejmé, Ze komplexita

receptorti exprimovanych na spermiich je vysoka.

Vychozi poznatky této diplomové prace jsou tedy jasné: olfaktorické receptory by mohly
participovat na navigaci spermii k vajicku nebo hrat roli v pribéhu spermatogeneze a
naptiklad vCasné aktivace kapacitace spermii v priab&hu jejich cesty z epididymis dovnitf téla
samice. Toto Ize pfedpokladat nejen na zakladé zminénych studii vlivu odorantti na spermie
Clovéka a mysi, ale rovnéz ze znamych ¢i pravdépodobnych ligandl, které olfaktorické
receptory vazi v olfaktorickych organech. Poukazuji na vazbu peptidd, hormonti, stopovych

amintl, alifatickych alkohold, ¢i dalSich (viz ptislusné kapitoly 1.2, 2.3, 2.4 a 3.2).

MozZnou roli olfaktorickych receptorit jsme se rozhodli ovéfit na urovni celych
transkriptomt testes V mezidruhovém Srovnani, legitimni a hojné¢ uzivané moznosti studia
genli a vlivl, kterym jsou vystaveny. Pro porovnani jsme uzili dva druhy mySic rodu
Apodemus. Prvnim zastupcem je mySice kfovinna (Apodemus sylvaticus), druhym mysSice
malooka (A. microps nebo také A.uralensis). Oba druhy mySic se na pomyslném kontinuu
socialnich (socialita — solitérnost) a parovacich systém (monogamie — promiskuita) lisi.
Mysice malooka piedstavuje spiSe socialni a monogamni druh (s men$im podilem
mimoparovych paternit), zatimco mySice kiovinna je naopak spise solitérni, agresivnéjsi druh
s vysokou mirou promiskuity (Bryja & Stopka 2005; Bryja et al. 2008). S vyuzitim nové
generace sekvenovani (454 FLX+) jsme ziskali transkriptomové databaze testes (ale také
¢ichovych tkani a slinnych zlaz) obou zminénych druhti. Porovnani databazi ukazalo, ze se
repertoary olfaktorickych receptorii v testes obou druhti lisi. V testes obou druhti mysic navic
nachdzime i skupinu vomeronasalnich receptort typu 2 a také TAARs. Tuto skutecnost
popisujeme, alespoil dle mé znamé literatury V Case psani téchto fadk, jako prvni. Nasledné
jsem analyzoval relativni expresi vybranych receptoru v testes a ¢ichové tkani u ¢tyf jedincti
obou druhti. Pro potvrzeni mozné role receptorti na spermiich ¢i béhem jejich vyvoje jsem
provedl stanoveni relativni exprese ve vyvojovych stadiich spermatogeneze u ctyf jedinct
mysice kiovinné. Vysledky diskutuji v kontextu potencialni funkce danych receptort jak na

urovni jednotlivych stadii spermatogeneze, tak v kontextu socidlniho uspofadani obou druhi.
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Pritez ptislusnymi pracemi, které predstavuji myslenkové pozadi a vychodiska prace se

snazim zprosttedkovat ve tfech kapitolach (1, 2 a 3) literdrniho ptehledu, které jsou dale

¢lenény na tfi ¢asti (Obecny vod, Ligandy specifické pro danou rodinu receptort a Ektopicka

exprese). Kapitoly jsou vénovany tém rodindm olfaktorickych receptort, které jsme nalezli

alespon v jednom transkriptomu testes (ORs, V1Rs a V2Rs, TAARS). V kapitolach Ize nalézt

tzv. BOXy, které rozsifuji probirana témata a (snad) pomahaji k SirSimu pochopeni problému.

Metodickou ¢ast predstavuji kapitoly 4, 5 a 6. Vysledky prezentuji v kapitolach 8, 9 a 10.

Zjisténé poznatky dale diskutuji v pfisluSné ¢asti prace.

Cile diplomové prace

Pomoci transkriptomového sekvenovani stanovit a porovnat repertoary olfaktorickych
receptoru pritomnych v testes dvou druhtt mysic rodu Apodemus, mysice malooké (A.

microps resp. A. uralensis) a mySice kiovinné (A. sylvaticus).

Porovnat miru relativni exprese téchto receptori Vtestes a cichovych tkanich

(olfaktoricky epitel a vomeronasalni orgéan) u vice jedincti obou druht.

Overit, zda se olfaktorické receptory exprimuji v jednotlivych stadiich

spermatogeneze.
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Literarni pirehled

1 Odorantové receptory

1.1 Uvod do odorantovych receptort

Za objevem nejvétsi genové rodiny saved — odorantovych nebo také olfaktorickych
receptorti (OR sg., ORs pl.) - stoji autofi, které budeme i nadale vidat pti objevovani dalSich
tfid chemosenzorickych receptorti: Richard Axel a Linda Buck (1991). Ti sice nejprve popsali
18 potkanich ORs exprimovanych v olfaktorickém epitelu potkana (Rattus norvegicus),
pozdé&jsi hledani potencidlnich genli pro ORs v celogenomovych sekvencich vSak ukazuji na
enormni repertoar receptori piitomnych zejména u savcd, ale i dalsich tiid obratlovct (Nei et
al. 2008). Prvni identifikace ORs prob&hla pomoci RT-PCR pii vyuziti RNA z olfaktorického
epitelu potkana (Buck & Axel 1991). ORs jsou exprimovany skute¢né zejména v hlavnim
¢ichovém epitelu, nalézame je ale také na senzorickych neuronech septalniho organu (Kaluza
et al. 2004), vomeronasalniho organu (Lévai et al. 2006) a také Griinebergova ganglia
(Fleischer et al. 2006). VSechny 4 zminéné organy se ucastni olfaktorického vnimani a tak je
pravdépodobné, ze ORs budou ve vSech vykonavat funkci receptoru pro odoranty, ktery
spousti signaliza¢ni kaskadu na membranach senzorickych neuront. Ektopické expresi ORs

se vénuji nize.

ORs jsou membranové receptory spiazené s heterotrimerickymi G proteiny (z angl. G-
protein coupled receptor, GPCR sg., GPCRs pl.) a v ramci GPCRs nalezi do,,rhodopsin-like*
rodiny, tfidy A (Fleischer et al. 2009). ORs prochazi membranou sedmi transmembranovymi
doménami tvofenymi z 19-26 aminokyselin. Ty vytvari v roviné membrany bunék vazebnou
kapsu, ktera usti do extracelularniho prostoru ze kterého selektivné vaze ligandy. Jednotlivé
transmembranové domény (TM) jsou propojeny tfemi extracelularnimi a tfemi
intracelularnimi smyckami a protein kon¢i dvéma koncovymi doménami — extracelularni N-
terminalni doménu a intracelularni C-terminalni doménou (Buck & Axel 1991). Kodujici
oblast ORs je pfedstavovana jedinym exonem o délce ~1000 bp a je translatovana do proteini
o délce ~320 aminokyselin (Buck & Axel 1991; Fleischer et al. 2009). Srovnavaci analyza
aminokyselinovych sekvenci ORs potkana a myS$i ukazuje pomérné dobfe konzervované
motivy typické pro danou skupinu receptorl. Nejvice konzervovanym je motiv
MAYDRYVAIC[KN]P na konci TM3 (typicky az pro 90 % ORs) (Zhang, Zhang, et al.
2007), dale LHTPMY motiv v 1. intracelularni smyéce, SY motiv na konci TM5, FSTCSSH
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na zacatku TM6 a PMLNPF v TM7 (Fleischer et al. 2009). Geny pro ORs nachazime

v klastrech rozprostfené v celém genomu, coz vypovida o velkém vyznamu tandemové

BOX 1 Cichové organy
Signaliza¢ni kaskada olfaktorickych receptori

CNG channel ~ Ca?*-activated
CI” channel

a) Sagitalni Fez hlavou mysi, ktery zobrazuje 4 olfaktorické organy a hlavni olfaktoricky lalok (MOB).
Na fezu jsou patrny znacené senzorické neurony, které se shlukuji v neuroepitelech ¢ichovych organi:
MOE - hlavni ¢ichovy epitel, VNO — vomeronasalni organ, SO — septalni organ a GG — Griinebergovo
ganglium.

b) Fluorescenéné znacené 2 typy olfaktorickych senzorickych neuront. Levy panel zobrazuje
senzorické neurony zakonéené mikrovilli, typickymi vybézky pro vomeronasalni senzorické neurony nebo
pro nékteré burky cichového epitelu. Pravy panel zobrazuje neurony zakoncené ciliemi, typickymi pro
olfaktorické senzorické neurony.

¢) Model signalizacni kaskady spusténé vazbou ligandu na OR na membrané olfaktorického
senzorického neuronu. ORs po zachyceni ligandu zménou konformace aktivuje disociaci G proteinu
slozeného ze 3 podjednotek (Gogir, GB a Gy). Gagr nasledné zapina adenylat cyklazu typu III (ACIID),
ktera vytvari cAMP. ZvySena hladina cAMP otevird CNG kanal (cyklickymi nukleotidy otevirany kanal)
a dochazi k prichodu sodnych (Na*) a vapenatych (Ca®*) iontti pfes membranu dovnité buiiky. Ca**
nasledné otevira chloridovy kanal (Ca**otevirany CI™ kanal). Takto dochazi k depolarizaci membrany a
vzniku akéniho potencidlu. Literatura: Munger at al. (2009), Touhara a Voshall (2009). Obraz prevzat
z Munger et al. (2009)
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duplikace v evoluci ohromného repertoaru ORs. Klastry ORs tak nalézame téméf na vSech
chromosomech ¢loveéka i mysi (Glusman et al. 2001; Niimura & Nei 2003; Niimura & Nei
2005).

Zminéné obii repertoary genti pro ORs nachdzime napfi¢ tfidami, kdyz nalézame v
genomech drapatky (Xenopus tropicals) ~1638, u vacice (Monodelphis domestica) ~1200, u
potkana ~1250 a mySi ~1000 potencialn¢ funkénich (intaktnich) genti (Nei et al. 2008;
Niimura 2009). Na opa¢né stran¢ v pomyslném srovnani po¢ti ORs stoji vodni Zivocichové,
jejichz repertoar intaktnich ORs se pohybuji v rozmezi fadové desitek genti. Mensi repertoar
ORs gent ma napiiklad mihule moiska (Petromyzon marinus, 27 intaktnich gent). Jejich
dulezitost vsak ukazuje jejich exprese, vykazujici rozdily v zavislosti na tiech vyvojovych
stadiich, kterymi prochazi (Libants et al. 2009). Ptitomnost gend podobnych ORs byla
potvrzena v genomu kopinatce Branchiostoma floridae (Churcher & Taylor 2009) i na urovni
exprese Vv olfaktorickych neuronech rostralniho epitelu kopinatce B.belcheri (Satoh 2005).
Geny se spoleénymi aminokyselinovymi motivy ORs bezlebe¢nych i obratlovcl rovnéz
nalézame v genomech koralnatci (Nematostella vectensis, Anthozoa) a ostnokozctu

(Strongylocentrotus purpuratus, Echinodermata) (Churcher & Taylor 2011).

Na zéklad¢ anatomického a funkéniho rozdé€leni ¢ichového epitelu drapatky bahenni
(Xenopus laevis) pro vodni a terestrické prostiedi a na tomto zavislé exprese dvou skupin ORs
navrhli Freitag et al. (1995) rozdéleni odorantovych receptor na dvé tiidy. Ttida I by méla
piedstavovat receptory uzpusobené na detekci odoranti z vodniho prostfedi, tiida 11
Z terestrického. Dany koncept ramcove plati, je vSak jasné ze tfida II se objevuje i u vodnich
zivocichtl a stejné tak tiida I u terestrickych. Kompletni zhodnoceni vyvoje konkrétnich linii
odorantovych receptorit v zavislosti na jejich schopnosti véazat odoranty rozpustné a

nerozpustné ve vod¢ u vodnich a terestrickych zivoc¢icha ptinasi Niimura (2009).

Prostiedi jisté determinuje repertodr ORs, podobny vliv vSak ma také rozvoj dalSiho
smyslu. Dobfe prozkoumanym ptikladem jsme my, lidé, stejné¢ jako cela linie uzkonosych
opic (Catarrhini). Srovnani podilu pseudogenti ze 100 nahodné vybranych genti pro ORs mezi
opicemi uzkonosymi a ploskonosymi (Platyrrhini) provedli Gilad et al (2004). Ukazalo se, zZe
starosvétska skupina izkonosych opic ma vyrazné vyssi podil pseudogent, nez jak je tomu u
novosvétské skupiny. Jedinou vyjimkou vramci ploskonosych opic by vieStan cerny
(Alouatta caraya), ktery se podilem pseudogend blizi uzkonosym opicim. Spojovacim

¢lankem mezi vieStanem Cernym a opicemi starého svéta, ktery vysvétluje vysokou miru
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pseudogenizace, je trichromatické vidéni. Fenomén ztraty funk¢nich gend pro ¢ich v dusledku
rozvoje trichromatického vidéni je zndm pod nazvem ,,Colour vision priority hypothesis*
(Gilad et al. 2004).

1.2 Ligandy pro ORs a receptorovy kod

Ligandem pro tyto receptory jsou jednoduSe odoranty (proto primarné nazvany
odorantové receptory). Touhara a Voshall (2009) je definuji jako chemické latky, které
aktivuji olfaktorické senzorické neurony a jejichz molekularni hmotnost se pohybuje obvykle
do 300. Odoranty jsou jednoduse jakékoliv molekuly produkované vSemi zivymi organismy,
ale také anorganické molekuly nikoliv nutné biologického ptivodu (CO,, SO, kovy atd.),
které jsou zivo¢ichové schopni vnimat a vyuzivat k orientaci (Touhara & Vosshall 2009).
Odoranty mohou byt aldehydy, ketony, alifatické alkoholy ale i dalsi latky, navic vazané
dalsimi typy receptora (Peterlin et al. 2008; Grosmaitre et al. 2009; Yoshikawa et al. 2013).

BOX 2 Receptorovy kéd
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Schéma receptorového koédu ukazuje, jak rtizné odoranty aktivuji (barevné
zvyraznéni) ruzné receptory. Ackoliv jeden receptor vdze néekolik odorantd,
konkrétni odorant aktivuje vzdy pouze jistou kombinaci receptort.
Pievzato z Malnic et al. (1999).
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Jednotlivé odoranty mohou byt z chemického hlediska velmi podobné, piesto je
vnimame odlisné (Malnic et al. 1999, Figure 7). Potencialni mnoZzstvi odorantt tvoticich svét
pachli presné nezname, je vSak pravdépodobné, ze fadove prevySuje i ten nejveétsi repertodr

olfaktorickych receptort.

Pokusy s m&fenim pfechodnych zmén intracelularni koncentrace Ca®* v olfaktorickych
senzorickych neuronech po stimulaci ligandy ukazaly na unikatni moznost, jak pomoci fadove
niz§iho mnozstvi ORs detekovat mnohem vys$si mnozstvi odorantd (Malnic et al. 1999; Kajiya
et al. 2001). Jedna se ,,receptorovy kod* (schematické znazornéni v BOX 2), kombinatorni
moznost identifikace ligandu pomoci aktivace n€kolika — pro dany ligand specifickych-
receptortl a nasledné i senzorickych neuronti. Konkrétni kombinace aktivovanych neuront je
nasledné zpracovana mozkem a usti v konkrétni pfedstavu — rtizi, maso atd. Bylo ukazano, ze
jeden odorant aktivuje signalizaci na nékolika senzorickych neuronech, které se vSak odlisuji
v exprimovaném OR. Zaroven, jeden konkrétni OR je schopen odpovidat na vazbu vétsiho
mnozstvi odorantli, ma jisty vazebny rozsah. A konecné, jednotlivé odoranty aktivuji pro né
specifickou mnozinu senzorickych neuront (Malnic et al. 1999; Kajiya et al. 2001).
Komplexitu receptorového kodu dale zvySuji tzv. antagonisté — molekuly, které se vazi do

vazebné kapsy receptoru, ale nevyvolavaji konformacni odpovéd’ (Oka et al. 2004).

1.3 Ektopicka exprese

Odorantové receptory byly pomérné zahy po objeveni Richardem Axelem a Lindou
Buck (1991) detekovany také v testes lidi a pst (Parmentier et al. 1992; Vanderhaeghen et al.
1993). Ob¢ citované prace nalézaji transkripty odorantovych receptori v pozdnich stadiich
spermatogeneze (kulaté a elongované spermatidy) a dochazi k zavéru, ze by ORs mohly hrat
roli v detekci chemickych signald bud’ béhem stadii spermatogeneze, nebo v samotnych
zralych spermiich jako regulatory chemotaxe spermie. Tomu by ostatné napovidala také
lokalizace na hlavnim respiraénim centru spermii - kréku (,,midpiece®) (Vanderhaeghen et al.
1993). Zvysena respiraéni aktivita v kr¢ku a zvySena motilita bi¢iku byla totiz pozorovana u
spermii jezovek (Arbacia punctuata a Lytechinus pictus, Echinodermata) po stimulaci
druhov¢ specifickymi peptidy (resact a speract) (Suzuki & Garbers 1984). Ptritomnost ORs na
elongovanych spermatidach a rovnéZ na krcku spermii byla ndsledné prokazana také u
potkana (Walensky et al. 1995). Zde byla navic pozorovana jejich kolokalizace s moznymi
proteiny zapojenymi v desensitizaci olfaktorickych receptori - G protein receptorovou
kinazou 3 (GRK3) a [-arrestinem2, coz dale ukazalo na moznou dulezitost konceptu

olfaktorickych receptorti jako regulatortt chemotaxe (Walensky et al. 1995). Mnozstvi
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exprimovanych ORs v testes 4 druhti savcll (pes 12 ORs, potkan 25 ORs, mys 22 a ¢loveék 18
ORs) ukézalo na druhovou specificitu v repertodru exprimovanych ORs v testes
(Vanderhaeghen et al. 1997). Nasledna analyza téchto sekvenci ORS exprimovanych v testes
ukazala na vysokou homologii receptortt v mezidruhovém srovnani (Vanderhaeghen et al.
1997). Naopak, v porovnani se vSemi ORs daného druhu nevykazuji ORs exprimované
V testes zadné spole¢né motivy, nalezitost do stejné podrodiny a ani nepochazi ze stejnych
genomickych lokaci (Vanderhaeghen et al. 1993; Vanderhaeghen et al. 1997). Analyza
substitu¢nich poméri (synonymni vs. nesynonymni zamény) receptorti exprimovanych
V testes mysi a potkana v porovnani s olfaktorickymi receptory Cichového epitelu ukézala, ze
testikularni ORs podléhaji pomalejsi evoluci, jelikoz vykazuji vét§i mnozstvi konzervovanych
pozic a to zejména v urcitych doménach (Branscomb et al. 2000). Prvni interpretaci takového
vysledku je podle autori moznost zapojeni téchto receptorti napfi. ve fyziologickych
procesech a vyvoji spermii. Druhou moZnost ukazuji nékteré ORs exprimované
Vv olfaktorickém epitelu, které rovnéz vykazuji vy$si miru konzervovanych pozic — mozna pro
vazbu specifického ligandu. To by mohlo rovnéz vysvétlovat pomalejsi evoluci testikularnich
ORs, které by -v piipadé platnosti role v chemotaxi spermii- jisté mély fungovat jako
specializované receptory pro velice Gzky okruh tkani ¢i bunék pii navigaci spermie k vaji¢ku
sami¢imi pohlavnimi cestami (Branscomb et al. 2000). | s ohledem na vysledky prezentované
Vv této diplomové praci nutno dodat, Ze ob¢ interpretace se vzajemné nevylucuji. Podporou pro
takové tvrzeni uvadim do kontextu prace zabyvajici se ektopickou expresi ORs v i mimo

testes ¢loveéka a mysi nize. Exprese ORs vsak byla detekovana rovnéz v testes kura domaciho

(Gallus gallus) (Steiger et al. 2008).

MOR23 (mysi OR 23), je ziejmé jednim z nejznaméjSich a nejlépe prostudovanych
odorantovych receptort, jelikoz jde o gen pravdépodobné se ucastnici hned nekolika
zasadnich procesti.  Prvni zajem si ziskal pro jeho soucasnou expresi jak v olfaktorickém
epitelu mysi, tak v testes (Asai et al. 1996). Tehdy se totiz autorim podatilo identifikovat 2
odli$né, tkanoveé specifické regiony iniciace transkripce. Ukazalo se, Ze dany gen vyuziva
svého exonu v 5" netranslatované oblasti pro iniciace transkripce v olfaktorickém epitelu,
zatimco v testes ke stejnému Gcelu vyuziva intronu pied samotnou kodujici sekvenci (Asai et
al. 1996). Pomérné zahy se ukazuje, ze stejny receptor exprimovany na mySich
olfaktorickych senzorickych neuronech odpovidd na vazbu lyralu (BOX 4) zvySenim
intracelularni hladiny Ca®* (diisledek aktivace signalizacni kaskady) (Touhara et al. 1999).

Takové zjisténi je jiz jen krok od studie stopujici pohyb mysich spermii v gradientu lyralu ¢i
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studie akumulace spermii pobliz zdroje tohoto odorantu. Ty provadi autorsky tym prave

BOX 3 Predpokliadana signaliza¢ni kaskdda na membrané spermie
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Model signalizacni kaskady spusSténé vazbou ligandu na ORs na membrané spermii. Pfevzato
z Walensky et al. 1995. V levém hornim rohu je zobrazena pravdépodobna lokalizace proteind signalni
kaskady ORs na membrané kréku spermie. Po vazbé ligandu na chemoreceptor (OR) dochazi ptes Go k
aktivaci adenylat cyklazy III (AC), ktera nasledné zveda hladinu cytosolického cAMP. To zpusobi
otevieni CNG kanalu, ktery propousti Ca®* do intracelularniho prostoru spermie. Zvysena hladina Ca* je
spojena se zménou pohybu (A motility) a konformace biciku. Alternativni cestou je aktivace fosfolipazy C
(PLC), kter4 nasledné generuje IP;. Tuto molekula aktivuje uvoliiovani Ca®* z intracelularnich zasobniki a
to spousti jiz zmifiované dé&je na membrané ¢i chovani spermie. -arrestin 2 spolu s GRK3 participuji na
desensitizaci (inaktivaci) receptoru v komplexu s ligandem. Literatura: Touhara a Voshall (2009),
literatura a model: Walensky et al. 1995.

kolem Kazushigeho Touhary a jedna se o prvni funkéni studii dokazujicich ucast
odorantového receptoru v chemotaxi spermii mysi (Fukuda et al. 2004). Ukazuji, z2 MOR23
je exprimovan asi v30 % ovalnych spermatid, a ze stejné mnozstvi spermii odpovida
zvy$enim nitrobunééné hladiny Ca®* pravé po stimulaci lyralem. Dokazuji, Ze pravé lokalni

zvyseni cytosolické hladiny Ca** je nezbytné pro indukci akumulace spermii kolem zdroje
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lyralu a pfipadné zméné konformace bi¢iku spermie (Fukuda et al. 2004). Studie dale uvadi,
ze 22 ze 49 spermii vykazuje chemotaxi smérem ke zdroji lyralu a Zze u 18 (36 %) z nich byly
pozorovany prokazatelné zmény sméru v pohybu v narGstajicim gradientu lyralu. Na zakladé
téchto vysledki autofi diskutuji moznou roli receptori ve fenoménu intergametické selekce,
nebo roli ORs v kapacitaci spermii (Fukuda et al. 2004). Jisté poznatky podporujici
ORs exprimovanych v testes a Vv jednotlivych stadiich spermatogeneze mysi (Fukuda &
Touhara 2006). Vté ukazuji pomoci fluorescenéni in situ hybridizace, ze v jedné
spermatogenni bunice je exprimovano vice ORs a Ze se repertoar ORs v jednotlivych
spermatidach mize liSit, stejné¢ jako se muze liSit exprese jednotlivych ORs v pribéhu
spermatogeneze (Fukuda & Touhara 2006). Zajimavé je, ze ptitomnost exprese ORs pouze
V jisté proporci spermatid a spermii ukazovaly také starsi, jiz zminované prace a jedna se tedy,
alespon v ramci savcu (pes, potkan, mys, ¢lovek), o Siroce rozsiteny jev (Vanderhaeghen et al.

1993; Walensky et al. 1995; Vanderhaeghen et al. 1997).

MOR23 hraje pomérné vyraznou roli také v reparaci svalové tkdn€ mysi. V ptipadé jeho
absence dochazi ke zvySené tvorbé rozvétvenych svalovych vldken, kterd jsou nachylna
k poskozeni (Griffin et al. 2009; Pavlath 2010). Vysoka exprese tohoto genu (ale i jeho
tradicnich komponent signalni transdukce, jako Gogr a adenylat cyklaza III) byla
zaznamendna pravé v prubéhu migrace myoblasti k poSkozenému mistu svalové tkané
(Griffin et al. 2009; Pavlath 2010). Ob¢ studie poukazuji na souCasné zapojeni dalSich
odorantovych receptori v kompletnim prubéhu reparace svalové tkané — od proliferace
myoblasti az k jejich fizovani a tvorbé svalovych vlaken. Nedavno byly publikovany prace
ukazujici mozné zapojeni ORs v 1é¢b¢ rakoviny prostaty (Neuhaus et al. 2009), karcinomu
tenkého stieva (Cui et al. 2013) ¢i 1é¢be obezity (Primeaux et al. 2013).

Dalsi z praci evidujicich dileZitou roli ORs u c¢lovéka se zabyva diferencialné
exprimovanymi geny v gonadach potracenych 10tydenich ploda (Goto et al. 2001). Ukazuje
se, ze gen pro OR (OR7E24) je specificky exprimovan nezavisle na pohlavi a to konkrétné
V buitkdch primordialni zérode¢né linie, které jsou v daném stadiu vyvoje (10tydeni plod)
v migratorni fazi (Goto et al. 2001). Migrace a odorantové receptory piedstavuji ziejmé
uéinné funkéni propojeni, jak také ukazuje studie pohybu lidskych spermii v gradientu
bourgeonalu. Tento odorant je vazan lidskym receptorem hOR17-4 a vyvolava aktivaci
signalni transdukce na spermiich, ktera vede ke zvySeni rychlosti pohybu spermie

(chemokineze), k chemotaxi spermii a jejich akumulaci u mista zdroje odorantu (Spehr et al.
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2003). Zminéné vysledky samoziejmé stavi odorantové receptory do kategorie geni
potencialn¢ velkého biomedicinského dopadu, at’ jiz se jedna o 1é¢bu poranénych svali ¢i
svalovych nemoci, 1é¢bu rakoviny, obesity nebo mozné vyuziti pii lécbé neplodnosti. Jak
ukazuji studie velkého mnozstvi ORs pomoci metody microarrays, transkripty ORs jsou
detekovatelné v mnoha tkanich riznych druhti (Zhang et al. 2004; Zhang, Cruz, et al. 2007,
De la Cruz et al. 2009) a casto pievySuji svou hladinou exprese zminované testikularni a
olfaktorické tkan¢ (Feldmesser et al. 2006). Mezidruhové srovnani exprese ORs v tkanich
¢loveéka a Simpanze ukazuje na nendhodnou expresi ortholognich genti ve stejnych tkanich a
ve shod¢ s Branscomb at al. (2000) ukazuje na pomalejSi evoluci takovych ektopicky
exprimovanych ORs v porovnani s ORs exprimovanymi jen v ¢ichovém epitelu (De la Cruz et
al. 2009). Nejvétsi mnozstvi ektopicky exprimovanych ORs se nachazi v srdci a plicich
(Zhang, Cruz, et al. 2007), coz dale implikuje zapojeni ORs ve fyziologickych procesech

savéich tél.

BOX 4 Chemotaxe a akumulace spermii

0 min 2 min 6 min 8 min 10 min

Buffer s = = = = :
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Srovnani akumulace mySich spermii u zdroje lyralu a kontrolniho zdroje (Buffer). Pievzato z Fukuda
et al. (2004). Na snimcich je patrnd postupna akumulace spermii snimana po 2 minutach od aplikace
roztoku (¢as 0 min).

Chemicka struktura 2 odorantt, po kterych se spermie mohou ,utlouct”. Jako chemoatraktant pisobi
bourgeonal na lidské spermie exprimujici hOR17-4, stejnym zpisobem pusobi lyral na spermie mysi s
exprimovanym MOR23. Literatura: Spehr et al. (2003), Fukuda et al. (2004)
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Obrazky chemickych molekul: wikipedia.org
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2 Vomeronasalni receptory

Pod pojmy vomeronasalni ¢i feromondlni receptory se skryvaji dv€é skupiny
transmembranovych receptort sprazenych s G proteiny - VIRs a V2Rs. Nazev ziskaly jednak
dle vomeronasalniho (Jacobsonova) organt, kde byly nalezeny a kde jsou dominantné
exprimovany ve vomeronasalnich senzorickych neuronech, jednak dle schopnosti odpovidat
aktivaci signalizani kaskady na feromony (Dulac & Axel 1995; Herrada & Dulac 1997,
Fleischer et al. 2009). Vomeronasalni receptory typu 1 (V1Rs) byly identifikovany s vyuzitim
metody klonovani cDNA knihoven ziskanych z jednotlivych vomeronasalnich senzorickych
neurond potkana (Dulac & Axel 1995). Pomérné zahy byly nalezeny V2Rs a spolu s nimi také
dvé subpopulace vomeronasalnich senzorickych neuronti, které odliSuje umisténi jejich
neuronovych tél bud’ v apikalni, nebo v bazalni vrstvé (Herrada & Dulac 1997). Ukazalo se,
7ze zatimco VIRs jsou exprimovany v senzorickych neuronech apikdlni vrstvy
vomeronasalniho neuroepitelu, v senzorickych neuronech basalni vrstvy jsou exprimovany
V2Rs (Herrada & Dulac 1997). Jelikoz jde evolu¢né o dvé zcela nezavislé receptorové linie,

bude kazdé vénovana samostatna Cast.

2.1 Vomeronasalni receptory typu 1 (V1R)

V1Rs nalezi vramci GPCRs do tfidy A, stejné¢ jako odorantové receptory nebo
receptory asociované se stopovymi aminy (TAARSs). Podobn¢ jako u ORs, jde 0 membranové
proteiny se 7 transmembranovymi doménami, extracelularnim N koncem a intracelularnim C
koncem a se specifickou expresi pouze jediného typu receptoru na senzorickém neuronu
(Pierce et al. 2002). Obdobné jako zminéné typy chemosenzorickych receptorl, také
vomeronasalni receptory jsou kodovany jednim exonem (o délce ~900 bp) (Dulac & Axel
1995). Na aminokyselinové urovni sdili potkan a my$ n€kolik motivii spole¢nych 90 % téchto
receptoru (Zhang et al. 2007). Obecné motivy platné univerzalné pro danou rodinu receptort
nezname, coz muze byt zpisobeno napiiklad pro V1Rs typickymi, druhové specifickymi
evolucemi duplikovanych gend, jejichz dasledkem je az 70% sekvenéni identita v ramci
jednoho druhu a pouze 15% identita mezi dvéma druhy (Fleischer et al. 2009). V1Rs geny se
nachazi (az na vyjimky) v klastrech; u mysi nalézame geny pro VIR v 9 klastrech na

chromosomech 1,4 a 7, zatimco chromosomy 14 a 17 obsahuji pouze jediny VIR gen (Zhang
et al. 2007).

Catherine Dulac a Richard Axel (1995), autofi prvni prace o V1RS, odhaduji na zakladé

hybridizace cDNA s genomickou DNA repertoar v genomu potkana (Rattus norvegicus) na
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30 az 40 VIR gentl. Pozd¢jsi prace pracujici s osekvenovanymi genomy savcu ukazaly
presnéjsi a nutno dodat, zasadné vyssi poéty VIR gend (Nei et al. 2008). Repertoar potkanich
VI1Rs se tak ukazal nékolikanasobné vyssi, kdyz vykazuje 102 funkénich VIR genl. Mys
(Mus musculus) ve svém genomu nosi az 240, vacice (Monodelphis domestica) 98 funk¢énich
V1R gent (Nei et al. 2008; Young et al. 2010). Absolutnim rekordmanem, nejen mezi savci
sensu lato, je s280 funkénimi VIRs geny ptakopysk podivny (Ornithorhynchus anatinus)
(Grus et al. 2007), ktery tak ukazuje na mozné bohaté vyuzivani téchto receptori ve svém
semiakvatickém zpUsobu zivota. Oproti tomu, u delfina nenachazime zadny funkéni gen pro
VIRs a stejny stav odhaluji také genomy netopyrd (Young et al. 2010). Lidé, ackoliv
v dospélosti postradaji vomeronasalni orgéan, si zachovavaji az 5 funkénich VIR geni a
podobné mnozstvi vykazuji také genomy naSich blizkych pribuznych (Simpanz, gorila,
orangutan apod.) (Young et al. 2010). Mensi pocty V1IRs (~2-6) byly ale také detekovany
v genomovych a ¢cDNA sekvencich ryb (Dukes et al. 2006; Nei et al. 2008) a plazu
(Brykczynska et al. 2013). Ptaci, resp. genom kura domaciho (Gallus gallus) nevykazuje
funk¢éni ani pseudogenizované geny VIR vibec (Shi & Zhang 2007). Genom drapatky
tropické (Xenopus tropicalis) obsahuje 21 VIRs genti. Po¢ty gentl pro VIRs ¢astecné ukazuji
na vhodnost daného typu receptort spiSe pro terestrické prostfedi, jelikoz vazi volatilni,
tékavé latky (volatilni feromony) (Shi & Zhang 2007). Nicméné univerzalné platné pravidlo
toto neni. Ukazuje to naptiklad maly repertoar 1 az 2 genu VIRs u plazi, kteti by podle
zminéné hypotézy i vzhledem K zasadni funkci Jacobsonova organu plazi, méli mit receptoru
vice (Brykczynska et al. 2013). Pomérn¢ maly repertoar vomeronasalnich receptorti u ¢lovéka
a uzkonosich opic je ptipisovan (vétSinové) ztraté jejich funkce s rozvojem trichromatického
vidéni a S nim spojenym visudlnim hodnocenim okoli, v€etné socidlniho a sexualniho statutu

jedinct stejného druhu (Zhang & Webb 2003).

2.2 Vomeronasalni receptory skupiny 2 (V2R)

Vomeronasalni receptory skupiny 2 (V2RS) jsou dal$i nezavisle vzniklou skupinou
chemosenzorickych receptorti. Byly popsany jako druha skupina feromondlnich receptorii
vomeronasalniho organu, kde jsou - na rozdil od VIRs - exprimovdny v basalni vrstvé
senzorického neuroepitelu (Herrada & Dulac 1997). V2Rs se také od V1Rs lisi podjednotkou
G proteinu Go,, se kterou se sprahuji (Herrada & Dulac 1997). V klasifikaci GPCRs nalezi do
relativné malé tfidy C, ktera je specifickd velmi dlouhymi extraceluldrnimi N-koncovymi
smyckami, které se pravdépodobné Ui€astni vazby ligandu, ale také dimerizace membranovych

proteinu (Pierce et al. 2002). Zatimco ORs, TAARs a V1Rs jsou kodovany jednim exonem,
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V2Rs jsou kodovany nékolika exony. Stejné jako ostatni chemosenzorické receptory, i V2Rs

jsou ptitomny v klastrech na nékolika chromosomech (Fleischer et al. 2009).

V2Rs jsou jedinou skupinou chemosenzorickych receptorti, jejiz zastupci jsou
v genomech primatd (Homo sapiens, Pan troglodytes, Macaca mulatta), psa (Canis lupus
familiaris) a kravy (Bos taurus) pouze v nefunkénim, pseudogenizovaném stavu (Young &
Trask 2007). Stejné jako skupinu V1Rs, ani V2Rs nenalézame v genomu kura domaci ani
v pseudogenizovaném stavu (Shi & Zhang 2007). Tradicné vysoky pocet této skupiny
receptortt nalézdme v genomech hlodavcl, ktefi vykazuji 121 (M. musculus) a 79 (R.
norvegicus) intaktnich gend pro V2Rs. Vysoky pocet 86 funkénich V2R gent si uchovava
vacice krysi (Monodelphis domestica) (Young & Trask 2007). Funkéni geny pro V2Rs
nalézame také u ryb, kde nalézame: 44 genti u Danio rerio, 18 genti u Takifugu rubripes a 4
geny u Tetraodon nigroviridis (Shi & Zhang 2007). Nejvyssi znamy pocet potencionalné
funk¢nich genti zname v genomu drapatky tropické (Xenopus tropicalis), ktera by mohla ve
svych chemosenzorickych organech pfizpusobenych na vodni i na terestrické prostiedi
exprimovat az 249 V2Rs genu (Shi & Zhang 2007). Mohutna expanze V2Rs geni byla
detekovana u uzovky Cervené (Pantherophis guttatus), u které s vyuzitim transkriptomového
sekvenovani vomeronasalniho organu, bylo nalezeno minimalné 116 V2Rs gent
(Brykczynska et al. 2013). Stejna studie uvadi 37 V2R gent u anolise rudokrkého (Anolis

carolinensis).

Zvlastni monofyleticka podrodina C vomeronasalnich receptort skupiny 2, oznacovana
také jako V2R2 (nebo V2R;), je pifitomna v genomech napii¢ t¥idami obratlovcd (vyjma
ptaku), byt’ ¢asto jen v pseudogenizovaném stavu (Young & Trask 2007; Brykczynska et al.
2013). Stejné jako v senzorickych neuronech hlodavcu, také u hadu byl pozorovan specificky
vzorec koexprese jediného V2Rs genu spolu s jednim genem podrodiny V2R2 (Silvotti et al.
2007; Brykczynska et al. 2013). Navic, V2Rs ¢asto kolokalizuji na dendritech senzorickych
neuront také s proteiny skupiny MHC Ib, tzv M1 a M10, které¢ jsou exprimovany pouze
V basdlni vrstvé vomeronasalniho organu. Je mozné, ze rodina MI10 spolu s -2
microglobulinem a vzdy jednim z genti V2Rs tvoifi na membrané senzorickych neuronti
basalni vrstvy VNO proteinové komplexy (Loconto et al. 2003). Zda tyto komplexy pfispivaji
néjakym zplsobem k vazbé ligandu, nebo zda v ptipadé n&kterych V2Rs hraje roli potfeba
molekuly M10 Kk transportu na membranu, ¢i zda plati obé moznosti, nevime (Dulac &
Torello 2003; Silvotti et al. 2005; Fleischer et al. 2009).
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2.3 Ligandy pro V1R a jevy spojené s jejich vazbou

Vomeronasalni receptory obou typi byly nalezeny jako jeden z poslednich ¢lankt
fetézce feromondlni komunikace. Autofi studie popisujici tehdy novou rodinu
predpokladanych feromonélnich receptorit VIR jiz méli diky tfadé studii, které také ve své
praci cituji, pomérné jasnou predstavu o funkci vomeronasalniho organu (Dulac & Axel 1995
a reference tam uvadéné). VEédeli, ze je zapojen zejména v instinktivnich odpovédich na
ptijem feromonu, jakymi je vyvolani stereotypniho chovani u piijemce (agrese nebo chovani
spojené s rozmnozovanim), neuroendokrinnich zmén (indukce puberty a estru samic
V piitomnosti samce), a Ze je spojen se senzorickou evaluaci fenotypu druhého jedince a mtize
také hrat zasadni roli pfi speciaci a tvorbé mezidruhovych bariér (Keverne 2002; Chamero et
al. 2012).

Jakou chemickou povahu vSak maji ligandy pro V1Rs? Jednd se vétSinou o malé,
volatilni organické molekuly obsazené v moci hlodavci (2,5-dimetylpyrazin, 2-heptanon, 6-
hydroxy-6-metyl-3-heptanon a nebo 2,3-dehydro-exo-brevicomin) nebo ve vyméscich
prepucialnich slinnych Zlaz (a- a p-farnesen) (Leinders-Zufall et al. 2000). Jako mozné
ligandy pro VIRs jsou rovnéz diskutovany sulfatované steroidy, které by mohly ptispivat
k rozpoznani fyziologického statutu jedincu stejného druhu, jejich hormonalniho vyladéni a
naptiklad hladiny stresu (Chamero et al. 2012). Jelikoz jde o latky Spatné€ rozpustné ve vode¢,
jsou Casto pfenaseny uvnitt proteind. To je i pripad 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazolu, ktery

spousti sam¢i agresivitu (vice v kapitole 2.4).

Meéieni akcnich potencidli na membran¢ vomeronasalnich senzorickych neuronti
(VSNs) vyvolanych aktivaci receptoru po vazbé ligandu ukazuji, ze oproti olfaktorickym
receptorim jsou V1Rs vysoce selektivni a také, co do koncentrace ligandi, vysoce sensitivni
(jedny z nejsensitivnéjSich chemoreceptoru viibec) (Leinders-Zufall et al. 2000). Autofi studie
tak na zéklad€ téchto poznatkli ptredpovidaji, Ze nedochazi k ptekryvu vazebnych specifit
jednotlivych receptorti, jaky nalézdme u ORs, a Ze na dany ligand odpovidaji pouze
vomeronasalni senzorické neurony S konkrétnim V1Rs (Leinders-Zufall et al. 2000). Opa¢ny
zavér ale ukazuje exprese 5 funkénich lidskych V1Rs receptorti na HelLa bunkach, kde
jednotlivé receptory vazi 19-140 ligandt (C9 a C10 alifatické alkoholy a aldehydy). VIRs lidi
tak vykazuji znaény piekryv ve vazebné specifit¢ a tedy i pravdépodobné kombinatorni
kodovani daného ligandu (Shirokova et al. 2008). Vzhledem Kk tomuto zavéru a k expresi
V1Rs pouze v neuronech hlavniho ¢ichového epitelu (absence VNO u lidi) (Rodriguez et al.

2000), 1ze ptredpokladat, ze lidské V1Rs funguji spiSe jako odorantové receptory, nez jako
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receptory feromonalni (Shirokova et al. 2008). Tomu odpovida i sprazeni lidskych VIRs
s podjednotkou heterotrimerického G proteinu Gog, kterou hojné vyuzivaji pravé ORS
(Shirokova et al. 2008). Oproti tomu,V1Rs hlodavct jsou sptazeny pravdépodobné s Gig, a
dalsimi (Dulac & Axel 1995; Fleischer et al. 2009). Rovnéz kanal TRPC2, specificky pro
V1R signalizaci, je v genomu ¢lovéka v nefunkénim stavu (Young & Trask 2007) a podporuje

tak vyse uvedenou hypotézu.

BOX 5 Feromony

Témér stejné dlouho, jako existuje fenomén feromonalni komunikace se diskutuje nad tim, co vlastné jsou
,feromony* a co uZ jsou odoranty. Casto citovanou definici feromonu navrhli Karlson & Liischer (1959),
kdy pod pojmem ,,feromon® oznacuji ,,substanci vypousténou jedincem dané¢ho druhu, ktera vyvolava
urcité stereotypni chovani a/nebo endokrinologickou odpovéd v dal§ich jedincich stejného druhu‘.
Touhara & Voshall (2009) navrhuji rozsifeni této definice na substance, které jsou uZzivané pro
vnitrodruhovou komunikaci, at’ vyvolavaji behavioralni ¢i fyziologické zmény, nebo ne. Dalsi autofi
(vice Brechbiihl et al 2009) vsak uzivaji termin ,,alarm pheromones®, cozZ mohou byt latky produkované
jedinci stejného, ale i jiného druhu (typicky predatorem, viz box Stopové aminy) a vyvolavaji zmény
V chovani (napf. disperze) i fyziologii prijemce (vyssi hladina adrenalinu apod.).

MUP1 - tercidlni
struktura

—~

2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazol

S

Obrazky chemickych molekul: wikipedia.org

2.4 Ligandy pro V2R a jevy spojené s jejich vazbou

V ptedchozi kapitole vénované ligandiim receptorti V1Rs jsem uvedl, Ze V1Rs detekuji
zejména volatilni 1atky, ¢asto obsazené v moc¢i hlodavcl. Takové latky jsou casto prenaSeny
Vv télnich kapalinach a vynaseny ztéla pomoci lipokalinl, proteinové rodiny s typickou
tercialni strukturou (8vlaknovy beta barel) (Stopkova et al. 2009). Primarni funkci takovych
proteinll byla a je internalizace riznych latek a nasledny export do lysozomu nebo ven z téla a

jedna se tak o funkci vyrazné spojenou s imunitnimi a fyziologickymi mechanismy (nejen)
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zivoCichl. Zaméfme se na lipokaliny hojné obsazené v moc¢i (MUP, z angl. Major Urinary
Proteins), slinach (OBP, z angl. Odorant Binding Proteins) nebo slzach (ESP z angl. Exocrine
Secretory Proteins) zvifete, tedy viceméné v sekretech dostupnych dal§im jedinciim stejného i
ciziho druhu. Je nasnadé, ze takové molekuly mohou podlehnout dalsimu kolu evoluce a
predstavovat napt. jednak pasivni nastroj pro udrzeni teritoria (postupné praskani MUP a
uvoliiovani volatilnich informacnich molekul), idedlni néstroj pro pfenos a ochranu snadno
degradovatelnych molekul s feromonalni funkci (Stopkova et al. 2009) nebo se konec¢né
mohou samotné stat feromony ¢i indikatory socialniho nebo zdravotniho stavu (Chamero et
al. 2007).

Je znam priiklad 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazolu, ktery je pfenasen hlavnimi mocovymi
proteiny (MUP) a u samct mys$i (M. musculus) spousti agresivni chovani. Pfi separaci této
volatilni latky bylo ukdzano, Ze interaguje pouze Se subpopulaci apikalnich senzorickych
neurontt exprimujicich VIRs a ze samotnd volatilni latka vyvolava silnou behavioralni
odpoveéd’. Piekvapenim vSak bylo, Ze stejné silnou behavioralni odpovéd’ vyvolavaji samotné
purifikované proteiny MUP a to jediné pies populaci basdlnich senzorickych neuronil
exprimujicich V2R (Chamero et al. 2007). Dnes jiz notoricky znamym ptikladem feromonu
spoustejiciho sexudlni chovani u samct kiecka je afrodisin, odorant vazebny protein (OBP)

pritomny ve vaginalnim sekretu samic kiecka (Singer et al. 1986).

Dalsimi ligandy V2Rs jsou ziejmé peptidy, Casto pritomné mj. v sekretech ruznych Z1az
facialni oblasti. Znamym ptipadem je ESP1 (zkratka z angl. ,,Exocrine gland secretory
peptide®), ktery je obsazen v sekretech slznych zlaz samct mysi (Kimoto et al. 2005). Jedna
se 0 peptid o velikosti ~7 kDa, ktery je deponovan do facialni oblasti mySiho samce, odkud se
dostava do vomeronasalniho organu samic a tam aktivuje signalizaci senzorickych neuroni
exprimujicich V2Rs (V2Rp5) (Kimoto et al. 2005; Haga et al. 2010). Tyto neurony nasledné
spousti neuralni drahy zahrnujici amygdaloidni a hypothalamické jadra a vedou k vyslednému
zvyseni sexualni receptivity samic (Haga et al. 2010). Facialni oblast je ¢astym mistem zajmu
pti socialnich interakcich jedinct stejného druhu a je proto pravdépodobné, ze pravé pii
téchto interakcich dochazi pomérné snadno k €ichové evaluaci druhého jedince. V takovém
kontextu nepiekvapi pifitomnost dalsich 23 peptidi rodiny ESP v sekretech extraorbitalni
lakrimalni zlazy, Harderianovy Zlazy ¢i podcelistni mandibularni slinné zlazy (Kimoto et al.
2005). Sexualn¢ specificka exprese téchto peptidit u mysi byla popsana i v dalsich studiich a
zde také byla pozorovana i specificka exprese u jednotlivych mySich kment (Kimoto et al.

2007). Ze peptidy funguji jako feromony ovliviiujici receptivitu samic nejen savci ukazuji
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napt. studie mlo¢ika (Plethodon jordani a P. shermani) (Rollmann et al. 1999; Houck et al.
2007).

V ptedchozich ptipadech jsem ukazal peptidové ¢i proteinové feromony, tedy latky
ovliviwyjici chovani a fyziologii jedinca stejného druhu (Vice v BOX 5). Existuji vSak latky
umoznujici individudlni rozpoznavani jedinci? Podle nékterych studii ano, lakavymi adepty
na takovou funkci jsou kratké peptidy (8-9 aminokyselin) vazané molekulami hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) 1. tfidy (Leinders-Zufall et al. 2004). Molekuly MHC
1 tfidy jsou znamé molekuly, které na povrch bunck vystavuji kratké peptidy vznikajici
proteolytickou degradaci uvnitt bunék. Vazebné zlabky MHC molekul 1 tfidy se 181, jelikoz
jsou ,,obrazem* alelickych variant daného genu, a tedy 1 vazi odlisné peptidy. Peptidy, které
dand MHC molekula vaze, tak vlastné ptredstavuji zrcadlovy obraz strukturniho uspotadani
vazebného zlabku a tedy i genetického polymorfismu (Leinders-Zufall et al. 2004; Boehm &
Frank Zufall 2006; Kelliher 2007). Objev byl popsan diky ptsobeni peptidi jako ligandt pro
mysi vomeronasalni senzorické neurony s exprimovanymi V2Rs (Leinders-Zufall et al. 2004).
Ukézalo se, ze prave tyto peptidy obsazené v moc¢i zplisobuji potraty u gravidnich samic mysi
(efekt Bruceové), pokud pochazi ze samici nezndmych samcu. Stejny efekt vyvola i moc
familiarniho samce, do které jsou ptidany purifikované peptidové ligandy pro MHC 1. tiidy
ze samce neznamého (Leinders-Zufall et al. 2004). Peptidové ligandy pro MHC molekuly 1.
titidy zfejm¢ hraji roli také v individualnim rozpoznavani ryb (Gasterosteus aculeatus)
(Boehm & Zufall 2006; Kelliher 2007). Také samice jeStérky obecné (Lacerta agilis)
vykazuje preferenéni pareni se samci s odliSnym MHC genotypem (Houck 2009), coz jen dale
ukazuje, ze individualni rozpoznavani pomoci MHC peptidi maze byt Siroce rozsSifenym

jevem.

2.5 EKtopicka exprese vomeronasalnich receptorti

Vomeronasalni receptory nalézdme pouze v chemosenzorickych tkénich, v naprosté
vEét§iné pouze ve vomeronasalnim organu. U skupiny V1Rs tvofi vyjimku receptory lidi (a
tedy asi i primatt), které jsou exprimovany v hlavnim ¢ichovém epitelu (Rodriguez et al.
2000). Jediny zastupce V2Rs (V2r83), byl detekovan v Griienebergovu gangliu mysi
(Fleischer et al. 2006). Vomeronasalni receptory nalézame také v olfaktorickém epitelu kozy
(Wakabayashi et al. 2002). Ve vsech téchto pfipadech se vSak jedna pouze o

alternativni expresi v dalsim olfaktorickém organu.
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Feromonalni receptory VIRs vSak byly také nalezeny v testes mysi (Tatsura et al. 2001),
nasledné také v testes kozy (Wakabayashi et al. 2002). Tatsura et al. identifikovali 9 odlisnych
V1R genl v testes a nasledné provedli in situ hybridizaci s MRNA na koronalnim fezu
semenotvornymi kanalky. Timto zptsobem lokalizovali transkripty dvou vomeronasalnich
receptort (ozna¢ovanych TVR2 a TVR7Y) pouze Vv kulatych a elongovanych spermatidach. Pti
uziti stejnych riboprob ukézali, ze dané receptory jsou exprimovany také v apikalni vrstveé

vomeronasalniho organd.

Ektopicka exprese V2Rs v testes zatim ziejmée nebyla popséana, alespoiit mné neni takova
studie znama. Je mozné, ze prichazime s objevem exprese V2Rs v testes a v jednotlivych

stadiich spermatogeneze jako prvni.

BOX 6 Signalni transdukce vomeronasalnich receptoru

V1Rs jsou exprimovany ve vomeronasalnich senzorickych neuronech apikalni vrstvy. V téchto neuronech
se obvykle sprahuji s Gaj, podjednotkou heterotrimerického G proteinu. V senzorickych neuronech
basalni vrstvy jsou exprimovany V2Rs, které se sprahuji s Ga,. Po navazani feromonu dochazi ke
konformacni zméné receptoru. Tato konformacni zména aktivuje G podjednotky heterotrimerickych G
proteinii a dochazi tak k aktivaci signalizacni kaskady a naslednému vzniku akéniho potencialu, diky
kterému se na membrané neuronl nese informace o navazani ligandu (feromonu) ve vomeronasalnim
organt az do pridavnych olfaktorickych bulbu (dile AOB). Informace z neuronu apikalni vrstvy se
dostava do anteriorni poloviny AOB, zatimco neurony basalni vrstvy vedou informaci do posteriorni
poloviny AOB. Z obou polovin jsou informace nadale oddélené vedeny do distinktnich regioni amygdaly.

Signalizacni kaskada obou typt vomeronasalnich receptor vedouci ke vzniku akéniho potencialu neni
podrobné znama. Pravdépodobné slozky ukazuje obrazek. Konformaéni zménou receptori (V1Rs a V2R)
dochazi k aktivaci heterotrimerickych G proteinovych podjednotek (disociace na Ga; a GPy), které aktivuji
fosfolipazu C (PLC). Fosfolipaza C 3$tépi membranové lipidy za vzniku inositol-1,4-5-trifosfatu
(Ins(1,4,5)P3) a diacylgylcerolu (DAG). DAG dale aktivuje iontovy kanal TRPC2 (,,Transient receptor
potential canonical ion-channel 2), ktery se otevie a vpousti extracelularni Ca®* do cytosolu buiiky. Na
zvySeni intracelularni koncentrace Ca” participuje také vznikly IP; (uvolnéni Ca®* nitrobun&énych zasob
do cytosolu). Dochazi k otevieni Cl” kanali a vznika a §iFi se akéni potencial. (Literatura: Munger 2009,
Chamero et al. 2012; obrazek: Chamero et al. 2012).
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3 TAARs, receptory asociované se stopovymi aminy

3.1 Uvod do TAARs

Receptory asociované se stopovymi aminy (TAAR, z angl. Trace Amine-Associated
Receptors) jsou pomérné neddvno objevenou rodinou transmembranovych GPCRs
(Lindemann et al. 2005). Jedna se o proteiny se sedmi transmembranovymi useky,
extracelularnim N koncem a intracelularnim C koncem. TAARs pfedstavuji koherentni linii
spadajici (stejné jako ORs a VNRs) do ,,superrodiny” rhodopsinovych receptort. VSechny
savéi TAARs sdili peptidovy motiv (NSXXNPXX[YH]XXX[ZF]XWF) ptitomny na 7 TM
doméné a (vyjma TAAR?2) jsou kodovany 1 exonem o délce ~1000 bp (Lindemann et al.
2005). Rodina TAARSs byla utvarena liniové specifickymi duplikacemi jednotlivych gent, coz
se odrazi i na pritomnosti téchto gend v klastrech. Zatimco u sav¢ich druhit TAARs tvofi
jediny klastr na jednom z chromosomi (Gloriam et al. 2005; Lindemann et al. 2005), u
paprskoploutvych ryb jsou pfitomny geny pro TAARs minimaln€ na dvou chromosomech,
coz je zpusobeno ziejmé celogenomovou duplikaci (Gloriam et al. 2005; Hashiguchi &
Nishida 2007). Rybi genomy vykazuji také vyssi pocet funkénich genti pro TAARs (Danio
rerio 109, Gasterosteus aculeatus 49, Oryzias latipes 25) ve srovnani se savci (Monodelphis
domestica 22, Mus musculus 15, Homo sapiens 5) nebo s ptaky a zabami (Gallus gallus 3,
Xenopus tropicalis 6) (Gloriam et al. 2005; Hashiguchi & Nishida 2007; Mueller et al. 2008).

3.2 TAARs ajejich ligandy

Prvni zastupci (TAAR1 a TAAR?2) byli identifikovani jako receptory vazajici stopové
aminy, coz jim také dalo nazev (Borowsky et al. 2001; Bunzow et al. 2001; Lindemann et al.
2005). Stopové aminy (p-tyramin, B- fenyletylamin, tryptamin atd.) jsou endogenni latky
centralni nervové soustavy savcl, které jsou piibuzné biogennim aminim (adrenalin,
noradrenalin, dopamin, serotonin atd.), kolokalizuji s nimi v neuronech a jejich syntetické i
degradacni drahy se piekryvaji. Nazev ziskaly podle stopového mnozstvi (0,1-10 nM), ve
kterém se v nervové soustavé vyskytuji (Zucchi et al. 2006). JelikoZ jsou tyto latky spojovany
s neurologickymi problémy jako je deprese a schizofrenie, objev prvnich zastupcii TAARs
(potencidlnich farmakologickych cila), které vyrazné odpovidaji na vazbu stopovych amind,
ptivolal velkou pozornost (Bunzow et al. 2001; Borowsky et al. 2001; Zucchi et al. 2006).
Druhou vlnu z4jmu na rodinu TAARs strhla Linda Buck spolu se Stephenem Liberlesem
(2006), kteti TAARs oznacuji jako druhou tfidu chemosenzorickych receptorii

exprimovanych v hlavnim ¢ichovém epitelu mysi domaci (Mus musculus). Stejni autofi
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ukazuji, Ze vSechny mysi Taar geny (vyjma Taarl) jsou exprimovany v olfaktorickych
senzorickych neuronech a to v podobné mife jako ORs a podle stejného pravidla ,jeden
neuron - jeden receptor (Liberles & Buck 2006). TAARs mohou ziejm¢ vyuzivat Gogir Nebo
Gi a ptredavat signal stejnou cestou, jakou vyuzivaji ORs a VNRs (Liberles & Buck 2006;
Fleischer et al. 2007). Jak shrnuje Liberles (2009), vétsina TAARs vaze nékteré z amini, at’
uz biogennich ¢i stopovych, a to napfi¢ tfidami obratloveti. Na zakladé exprese
v olfaktorickych organech, znalosti ligandi pro TAARs ¢i na zékladé poznatkii o pfitomnosti
biogennich a stopovych aminii v mo¢i mizeme usuzovat, ze TAARs mohou hrat dilezitou
roli v socialni a/nebo sexualni komunikaci obratlovct (Liberles & Buck 2006; Fleischer et al.
2007; Hashiguchi & Nishida 2007; Mueller et al. 2008; Wallrabenstein et al. 2013).
Jako podporu takové hypotézy uvadim ptiklad receptorit TAARS a TAAR4. Mysi receptor
TAARS je silné aktivovan moci mySich samci, ktefi vSak musi dosahnout alespont véku
puberty (Liberles & Buck 2006). Puberta a adultni vék samci mysi jsou doprovazeny vyssi
hladinou trimetylaminu v moci (oproti samicim) a pravé trimetylamin je zfejmé agonistou
receptoru TAARS (Liberles & Buck 2006). Toto potvrzuje ostatné i nova studie provadéna na
lidském otrhologu TAARS, ktery rovnéz nejsiln€ji odpovida na vazbu trimetylaminu a stejné
jako v ptipad¢ mysi ¢i potkana je exprimovan v MOE (Wallrabenstein et al. 2013). Hledani
Taar genti v genomu kura domaciho (Gallus gallus) ukazuje na moznou paralelu napii¢
dvéma tfidami (savci a ptaci). U kura byly nalezeny sice pouze 3 funkéni geny pro TAARs,
mezi nimi je vSak pravé ptai ortholog mysiho genu Taar5 (Mueller et al. 2008). Autofi
zaroven piipominaji studii (Robacker et al. 2000) odhalujici pfitomnost trimetylaminu ve

vykalech husi¢ky podzimni Dendrocygna autumnalis.

Druhym piikladem je stopovy amin -fenyletylamin, ktery spousti signalizacni
kaskadu TAAR4. Jedna se o vyznamnou latku, kterd je obsazena ve vykalech Selem v
podstatné zvySené mife ve srovnani s jejich kofisti (hlodavci, herbivoti atd.) (Ferrero et al.
2011). B-fenyletylamin je rovnéz ve zvySené mife obsaZzen v moc¢i stresovanych zvifat a lidi a
u lidi je také spojen s depresemi nebo nedostatkem pozornosti zpusobené hyperaktivitou
(Zucchi et al. 2006; Wallrabenstein et al. 2013). V uvedeném kontextu neni pfekvapenim, ze
oba zminéné receptory (TAAR4 a TAARS) jsou exprimovany kromé MOE také
v olfaktorickych senzorickych neuronech Griinebergova ganglia (Fleischer et al. 2007),
organu s potencidlni funkci detekce tzv. ,,Alarm* feromonli a kairomonti (Brechbiihl et al.
2008). Role TAARs se tedy ziejmé neomezuje jen na vnitrodruhovou komunikaci, ale mize

hrét zésadni roli pti detekcei jinych druht.
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Zasadni roli mohou piedstavovat TAARs exprimované v Griienebergovu gangliu mysi
(M .musculus) a potkant (Rattus norvegicus). Bylo ukazano, ze u mysi a potkana je pocet
olfaktorickych senzorickych neuronti (OSNs) exprimujicich pravé TAARs nejvyssi pted nebo
tésné¢ po narozeni, a Ze v prubéhu zivota se pocet takovychto OSN exprimujicich TAARs
dramaticky (o ~63 %) zmensi (Fleischer et al. 2007). Autofi stejné studie predpokladaji, ze by
urcité “vyladéni“ zminéného orgéanu, typické pro dany vék, mohlo souviset s interakci
mladéte s matkou a indukovat u mlad’at naptiklad sani nebo filidlni imprinting (Fleischer et al.

2007). V souladu s tim uvadéji, ze po¢et OSNs obecné v Griienebergovu gangliu také klesne,

ale jen o 12%. To mize ukazovat na jinou funkci daného organu v dospélosti.

BOX 7 Stopové aminy

Stopové aminy jsou molekuly tvofené z aromatickych aminokyselin. Svou strukturou se podobaji
biogennim amintm, jako jsou adrenalin a noradrenalin (vznikajici z tyrosinu), serotonin (vznikajici
z tryptofanu) nebo histamin (vznikajici z histidinu). Zatimco u bezobratlych ptedstavuji stopové aminy
hlavni neurotransmitery, v centralni nervové soustavé savcu predstavuji ~1 % koncentrace biogennich
aminl. Produkovany jsou také v bakteriich, houbach a rostlinach a pfitomny jsou i v jidle (cokolada, syr)
nebo v ¢erveném ving. Podani jidla bohatého na stopové aminy a na inhibitor monoaminoxidazy (enzym
degraduji stopové aminy) u lidi vede k fadé¢ etologickych jevi jako je zvySena ostrazitost, podrazdénost,
nespavost, snizeny apetit nebo na druhou stranu euforie. Rada jevii byla pozorovana rovnéz na fyziologické
urovni (zvySeni neuralnich odpovédi na dopamin a noradrenalin, a dalsi).

V textu zminény B-fenyletylamin u potkanid napi. snizuje sekreci prolaktinu. Potkan a mys v behavioralnich
experimentech vykazuji aktivni snahu vyhnout se mistim S vysokou koncentraci tohoto kairomonu, napf.
moéi Selem. Pro Selmy, zejména kockovité, dana latka mlize naopak predstavovat sexualni ¢i socialni
informacni molekulu. Podobné, trimetylamin je diskutovan jako sexudlni feromon hlodavci, zatimco lidé
maji jeho pach spojen s chorobami (napf. vaginalni choroby) a hnilobou rybiho masa. Nicméné¢ je také ve
vysS§i mife nalézan v moci napi. menstruujicich Zen a jeho hladina v moci je zfejmé ovlivitovana sexualnimi
hormony. Uzita literatura: Zucchi et al. 2006, Ferrero et al. 2011, Wallrabenstein et al. 2013; obrazky:

wikipedia.org
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2
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3.3 Tkanova exprese TAARs

TAARs vykazuji expresi také v jinych, nez jen ve vySe uvedenych chemosenzorickych
tkanich savci a ryb (OE, GG, u ryb také ret) (Hashiguchi & Nishida 2007). U savctu byly
detekovany v mnoha tkanich (mozek, zaludek, amygdala, ledviny, plice, tenké stfevo, jatra,
zluénik). TAARI nebyl nikdy lokalizovan v MOE ani v Griienebergovu gangliu a patrné hraje

roli v mozku savcu (Zucchi et al. 2006).
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V této praci ukazuji, Ze TAARSs jsou exprimované ve varlatech a v jednotlivych stadiich
spermatogeneze mySic (Apodemus microps a A. sylvaticus). Dle dostupné literatury, v Case

tvorby této diplomové prace na tuto skute¢nost upozoriiujeme jako prvni.
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Materialy a metody

4 Priprava cDNA vzorku pro 454 sekvenaci

Béhem vsech nasledujicich krokti jsme peclivé dbali na sterilitu prace, pouzivali jsme
pouze $picky s dvojim filtrem (Eppendorf) a plastové sterilni mikrozkumavky (Eppendorf).
Pracovali jsme na misté uréeném pro praci s RNA a vzdy nosili a vhodné ménili latexové

rukavice.

4.1 Biologicky material

Tkan€ pro RNA jsme odebrali dvéma dospélym samctim druhit Apodemus sylvaticus a
Apodemus microps, kteti byli F1 generaci jedinci odchycenych z lokality Drnholec a
JeCmenisté (Jihomoravsky kraj, okres Bieclav). Oba samci byli chovani ve stejnych

podminkach se svételnym rezimem 12-12 a s piistupem k potraveé ad libitum.

4.2 Odbér vzorku a homogenizace tkané

Pfed samotnym odbérem tkani (testes, vomeronasalni organ a hlavni ¢ichovy epitel)
jsme piipravili a sterilizovali pomoci RNaseZAP (Sigma-Aldrich) pracovni prostor a nastroje.
Do 2ml homogeniza¢nich mikrozkumavek s MagNA Lyser Green Beads (Roche) jsme piidali
600ul smési RLT pufru (RNeasy Mini Kit, Qiagen) a B-mercaptoetanolu (Sigma-Aldrich)
v poméru 10ul B-ME na 1ml RLT.

Praci stkanémi jsme provadéli na sklenéné podlozce obalené aluminiovou folii
oCisténou RNaseZAP (Sigma-Aldrich), kterda byla navic umisténa na ledu. Toto opatieni
zabranovalo degradaci RNA ribonukleazami z okoli (napi. lidskd ktize je silny zdroj
ribonukleaz) a zpomalilo degradaci RNA  vtkanich béhem prace s nimi.
Jako vyhodné se ukdzalo pracovat v tymu alesponn 3 lidi, coz pii vhodném rozdé€leni roli
umoznilo odebrat a zhomogenizovat vSechny tkané (vyjma zde uvadénych jsme odebrali
vSechny typy slinnych 7ldz, vzorek jaterni tkdn¢ a sleziny) do cca 5 minut od usmrceni
zvitete. Kombinace rychlého odbéru tkani a stabilizace jejich RNA (nejlépe
v homogenizované tkani) se ukazala pfi praci s druhem Apodemus sylvaticus jako naprosto

zasadni.

Thned po usmrceni samce cervikalni dislokaci jsme odebrali ob¢ testes (bez epididymis).
Nuzkami jsme nastiihli testikularni obaly a vymackali parenchymatickou ¢ést. Protoze jde o

tkan velkého objemu a hmotnosti, bylo nutné parenchymatickou ¢ast rozdélit na dily o
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maximalni vaze 25 mg. Dily jsme ihned vlozili do homogeniza¢nich mikrozkumavek a
nechali 40 s homogenizovat v MagNA Lyser (Roche) homogenizatoru pii rychlosti
7000 ot - min™. V &ase prace s testes jsme odebrali vomeronasalni organ a hlavni &ichovy
epitel a zmrazili tekutym dusikem. Do pfipravené homogenizaéni mikrozkumavky jsme
vlozili vomeronasalni organ spolu s Cichovym epitelem. Nasledné jsme homogeniza¢ni
mikrozkumavky vlozili do MagNA Lyser homogenizatoru a pfi rychlosti 7000 ot - min™

homogenizovali po dobu 40 s.

4.3 Izolace RNA

RNA z homogeniza¢nich mikrozkumavek byla izolovdna pomoci RNeasy Mini Kit
(Qiagen) a bylo postupovano podle standardniho protokolu pro ZivociSné tkéané.
Metoda vyuziva selektivni vazby RNA vsech typl o délce >200 bp na silikadtovou membranu.
Mizeme takto izolovat az 100 pg RNA, kterd je navic zbavena RNA kratSich 200 bazi
(v€etne tRNA, 5,8S a 5S rRNA). Posledni krok, eluci RNA z membrany do 1,5ml sbérné
mikrozkumavky jsem provedl v ptipadé testes pomoci 50 pl NF-H,O (,,nuclease-free* voda,
Ambion), v pfipadé¢ smésného vzorku z olfaktorického a vomeronasalniho organu pomoci

30ul NF-H,0.

4.4 Kontrola a méreni kvality a koncentrace RNA

Kvalitu (integritu) a koncentraci RNA jsme ovéfili dvéma zpusoby. Prvnim byla
klasicka gelova elektroforéza (AGE) a zméfeni koncentraci a Cistoty roztoku RNA pomoci
NanoDrop ND-1000; druhym zplisobem bylo méieni integrity (RIN) pomoci ptistroje Agilent
2100 Bioanalyzer a kitu Agilent RNA 6000 Nano (dle standardniho protokolu). Na zakladé
téchto méfeni jsme vybrali pro dalsi kroky vedouci k sekvenaci transkriptomu vzorky AS
12045 T2, AS 12045 NOS a AM 12046 T2 a AM 12046 NOS (AS — Apodemus sylvaticus,
AM — Apodemus microps, 12045 a 12046 Ciselné oznaceni jedince, T2 — jedna z paru testes,
NOS — smésny vzorek hlavniho olfaktorického epitelu a vomeronasalniho organu). Kvalita 1
Cistota naSich vzorkih RNA se ukézala jako velmi dobrd nezdvisle na uzité metod¢ (viz

Obrazek 1, 2 a Tabulka 1), coz je dulezity predpoklad k uspesné sekvenaci transkriptomu.
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™ T ey e 'T1 T2  SL1 SL2 —Nos
12045 12045 12045 12045 12045 12045 12046 12048 12046 12046
AS AS AS AS AS AM AM

AM  AM  AM

Obrazek 1 Gelova elektroforéza RNA

AS - Apodemus sylvaticus, AM - Apodemus microps; 12045, 12046 — individualni znaceni jedincl; Nos-smésny vzorek
hlavniho cichového epitelu a vomeronasalniho organu; T-testes, SL-slinné zlazy. Testes a slinné Zlazy jsou parové a byly
odebirany a RNA z nich izolovéna jednotlivé, proto znaceny T1/T2 & SL1/SL2.

Pro dalsi praci s RNA (RT-PCR a normalizace cDNA) a naslednou sekvenaci jsme vybrali vzorky tkani (T2, NOS) jedincd AS
12045 a AM 12046.

Koncentrace
Individuum A260/280 A260/230
(ng/pl)
Apodemus 12045 Testes T2 2,16 2,04 1358 9,50
sylvaticus Nos 2,15 2,10 810 8,80
Apodemus Testes T2 2,18 2,24 1116 9,60
] 12046
microps Nos 2,12 2,16 189 8,00

Tabulka 1 Vlastnosti RNA

Poméry A260/230 a A260/230 ziskdny pomoci méfeni pfistrojem NanoDrop ND-1000; v pfipadé Cistoty RNA by méla byt
hodnota A26/280 v rozmezi 1,8-2,2 a hodnota A260/230 vy3s$i nez 1,8.

Hodnoty RIN (RNA integrity number) ziskdny pomoci méfeni na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer. RIN by se mélo co mozna
nejvice blizit hodnoté 10, kterd znaci absolutné intaktni (nedegradovanou) RNA. Hodnota RIN = 5 indikuje ¢astecné
degradovanou RNA, RIN = 1 degradovanou RNA.

» »
Ladder 12045 12045 12046 Ladder 12046
AST2 ASNOS AM NOS AM T2
—_— Obra'ﬂzek Z.Vi’rtuélni g,eIO\./é eIek.troforéza RNA testes a NOS obou
— druhd, vznikly pomoci Agilent Bioanalyzer a programu 2100 Expert.
— P — Obrazek obsahuje také 2 sloupce Zeb¥ikl, které odpovidaji uZiti 2
= e mikrogipd (1. pro AS T2, AS NOS a AM NOS, 2. pro AM T2). Legenda
— k nazvim: viz Obrazek 1. VSechny vzorky obsahuji 2 vyrazné pruhy,
které odpovidaji malé (18S) a velké (28S) ribozomalni jednotce.
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4.5 Reverznitranskripce

Piepis mRNA do cDNA a jeji amplifikaci jsme provedli pomoci SMARTer PCR cDNA
Synthesis Kit a Advantage 2 Polymerase Kit (Clontech). Metoda vyuziva CDS primeru, ktery
je komplementérni k polyA koncim mRNA a dochazi tak ke specifickému prepisu mRNA pii
uziti celkové RNA bunky. Po syntéze prvniho ¢cDNA vlédkna piida termindlni transferdzova
aktivita reverzni transkriptazy ke 3’konci syntetizovaného cDNA vldkna navic urcity
oligonukleotidovy usek. Transkriptdza provadi dany krok preferencné po piepisu celé
sekvence mRNA do cDNA a “ozna¢i* tak takova cDNA vlakna. V nasledné amplifikaci
cDNA pomoci ,nested“ PCR diky tomu nebude dochazet k exponencialni amplifikaci
kratkych cDNA vlaken, kterd vznikaji pfedCasnou terminaci transkripce. Tento jev je Castym
problémem reverznich transkriptaz a vede k menSimu zastoupeni sekvenci blizkych 5" konci
transkriptu. ,,Nested“ PCR, vyuziva znamych sekvenci na obou koncich vlaken cDNA, které
jsou dany uzitim CDS primeru a oligonukleotidového konce ptidavaného reverzni
transkriptazou. Diky tomu dochéazi k exponencidlni amplifikaci pouze téch vlaken, kterd

obsahuji oba konce.

Vyhodou SMARTer kitu je také jeho kompatibilita s normaliza¢nim kitem Trimmer-2
cDNA Normalization Kit (Evrogen). Pravé kvili optimalnimu pribéhu normalizace bylo

nutné postupovat dle protokolu normalizacniho kitu (Appendix A), navic s uZzitim

modifikovaného CDS primeru (5-AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTGTTTTTTTCTTTTTTTTTTVN-3) &
amplifika¢niho kitu Advantage 2 Polymerase Kit (Clontech). Ziskali jsme prvni vlakno cDNA

a thned pftistoupili k dal§imu kroku.

4.6 cDNA amplifikace

Amplifikaci cDNA jsme provedli podle protokolu Trimmer-2 Normalization Kitu
(Appendix A), nicméné misto uvadéného Encyclo PCR kitu (Evrogen) jsme uzili Advantage 2
PCR kit (Clontech). Tento kit je jednak vhodny k pifipravé ¢cDNA k normalizaci, jednak

obsahuje vhodnou polymerazu pro ptesnou amplifikaci kompletnich cDNA sekvenci pii long-

distance PCR (LD PCR).

Soucasti protokolu je optimalizace poétu PCR cykli pro amplifikaci cDNA. Tato
pomérné pracna metoda piispiva k pfesnosti amplifikace celych usekd cDNA tim, Ze umozni
zvolit optimdlni pocet PCR cykli pro konkrétni tkan tak, aby cDNA byla v idedlni
koncentraci pfi minimalnim mnozstvi chyb. Odebirali jsme postupné Spl PCR produktt v 13,

15., 17., 19,, 21. a 24. cyklu PCR a néslednou elektroforetickou analyzou na 1.5% gelu jsme
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urcili optimalni pocet cykli (Obrazek 3). Optimalni pocet cykli PCR se na gelu jevi jako stav,
kdy abundantni transkripty tvofi stfedné silné pruhy (relativné k pruhtim 1kb zebtiku), které
by mély byt co moznd nejostiejSi. Pokud se pruhy abundantnich transkripti jevi jako
rozmazang, jde pravdépodobné o pfili§ velké mnozstvi PCR cykli. Pokud nejsou pruhy jasné
viditelné, jde pravdépodobné o ptili§ maly pocet PCR cyklii. My jsme optimalni pocet urcili
jako takovy, kdy pruhy byly nejjasnéjsi a piesto stdle ostré a pruhy stejnych vzorki
odebranych o 2 cykly pozdéji se jiz jevily rozmazané (viz Obrazek 3). Pro vzorky AS T, AS
NOS a AM T jsme stanovili optimalni pocet cykli na 14, pro vzorek AM NOS na 16 cykla.
Piivodni vzorky odebrané po 13. cyklu jsme nasledné podrobili dodate¢nému poctu PCR
cykli tak, aby se jejich pocet shodoval s poctem optimdlnich cykli uréenych pro kazdy

vzorek.

s ._ .
o LLLLEL [T ITIT
— . 4 7:
13 15 17 19 .214 23 13 15 17 19 21 53 13 15 ; 17 ;9 A2‘I~ 2;

Salivary giand AM Nasal tissue AM Control sample (Mouse liver)
Testes AS Salivary giand AS Nasal tissue AS Testes AM
- 1 1 A, : .
13 15 17 19 21 237 43 5 A7 d9 2123 i3Nis M7 3d o1 23 sl s a7 d9 21 23

Obrazek 3 Gelova elektroforéza vzork( amplifikované cDNA ukazuje, jak se méni zastoupeni jednotlivych transkriptl po 13.,
15.,17.,19,, 21. a 23. cyklu.

PCR produkty jsme nasledné vy¢istili pomoci MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen)
dle postupu uvedeného v manualu Trimmer-2 Normalization Kit.
V souladu s protokolem pro normalizaci cDNA jsme se rozhodli jesté s ¢asti ziskané ds
cDNA provést jeji precipitaci. Takto pfipravenou ds cDNA jsme poté zkontrolovali pomoci

elektroforézy na 1,5% agarosovém gelu.
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4.7 Normalizace cDNA

Normalizace cDNA je metoda Gpravy cDNA uzivana pro zvySeni pravdépodobnosti
¢teni vSech exprimovanych sekvenci b&éhem transkriptomového sekvenovani. mRNA
eukaryotickych bun¢k totiz z ptiblizné 20 - 40 % tvofi pouze n€kolik malo (~5-10) siln¢
exprimovanych gent (Carninci et al. 2000). Tyto sekvence by bez uziti normalizace byly
béhem sekvenace Cteny fadoveé vicekrat, nez geny zbyvajici, kterych je vsak nékolik tisic ¢i
desitek tisic (Carninci et al. 2000) a de facto by zbyte¢né ,zabraly” misto ostatnim,
vzacngjSim transkriptim. Tato diplomova prace se napiiklad zabyva jednou skupinou
receptori sprazenych s G-proteiny (GPCR). Exprese této skupiny receptori obecné je
v buiikach pomérné siln¢ regulovana a pohybuje se v rozpéti 0,001-0,01% celkové exprese
(Fredriksson & Schioth 2005) a 1 proto bylo vhodné vyuZit normalizaéni protokol. Trimmer —
2 normalizaéni kit (Evrogen) vyuziva specifikou nukledzu isolovanou z kraba kamcatského
(Paralithodes camtschaticus). Jedna se o enzym (duplex-specific nuclease, DSN) preferen¢né
Stépici dvouvlaknové molekuly nukleovych kyselin (ds DNA, RNA-DNA vlékna).
V piipadé, Ze denaturovanou cDNA nechame renaturovat, se v roztoku cDNA budou
S nejvyssi pravdépodobnosti primarné tvofit ds cDNA molekuly praveé téch gend, které byly
Vv tkani nejvice exprimované a tudiz se jejich vlakna v roztoku cDNA nejspiSe naleznou.
Pokud nechdme renaturovat cDNA po optimalni dobu,
naprosta vétSina ds ¢cDNA bude tvofena abundantnimi a
sttedn¢ abundantnimi  transkripty, naopak vzacné
transkripty budou stale ve formé jediného vlakna.
V takovéto situaci Ize s vyhodou pouzit DSN a nepomér v

zastoupeni transkriptt v roztoku cDNA snizit (Zhulidov et

—
—
pem——
i al. 2004).
pro——
- s 4.7.1 Testovani aktivity DSN enzymu
Prvnim krokem bylo nutné otestovani aktivity DSN
Ladder G E enzymu. Rozpustény DSN enzym lze uchovéavat v -20°C

Obrézek 4 Gelova elektroforéza - Test  (dle vyrobce po dobu 3 mésicl, vlastni zkuSenosti ukazuji
aktivity duplex-specifické nukleazy
(DSN). Z leva doprava: Zebfik (1kb), vyrazné delSi dobu), avSak je zasadni pii kazdém uZiti
kontrola ,C“ experiment ,E“. U
vzorku ,E“ je patrna aktivita DSN, kdy €Nzymu otestovat jeho aktivitu. Kontrolni cDNA (Trimmer-2

nejsou patrné pruhy kontrolni cDNA A A A A . . . i .
viditelné u vzorku ,C* (kde nebyl usit NOrmalization Kit) jsme proto inkubovali v jedné reakci
DSN). , .. , .
s DSN enzymem, v druhé bez néj. Analyza obou reakci na

1,5% gelu (Obrazek 4) ukazala zasadni rozdil zptisobeny st€penim DNA nukledzou, kdy u
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vzorku ,,C* (bez enzymu DSN) jsou 2 jasné pruhy, zatimco u vzorku ,,E* (pfitomen DSN
enzym) jsme vidéli pouze Spatné spatfitelny, nekoncentrovany pruh o minimalni velikosti

(<100bp). Mohli jsme tedy pokracovat, aktivita enzymu byla idedIni.

4.7.2 Denaturace cDNA a hybridizace

Doba hybridizace rozhoduje o mife renaturace cDNA vldken a neméla by dle
protokolu byt mensi nez 4 hodiny ¢i naopak vétsi nez 7 hodin. V ptipad¢ nedostatecné doby
ponechané hybridizaci hrozi, Ze normalizace nebude dostatecné ucinna. V ptipadé piekroceni
7 hodin hybridizace naopak hrozi $tépeni enzymem DSN i méné castych transkriptd
v disledku ponechani ptiliSné doby k reasociaci jejich vlaken. My jsme se rozhodli pro 6

hodin renaturace.

4.7.3 Normalizace a nasledna amplifikace cDNA

Také v ptipad€ normalizace se jedna o vzorkove specifickou zalezZitost, kterou je nutné
optimalizovat pomoci vystaveni kazdého vzorku cDNA tiem koncentracim DNS enzymu (1,
%, Y4) a navic opé€t uzit kontrolu (bez DSN) pro optimalizaci poctu amplifika¢nich cykli.
Po skonceni normalizace jsme pomoci kontrolnich vzorka urcili pro kazdy vzorek pocet
potiebnych cykli. Na 1,5% agarosovém gelu jsme porovnali 5 pl odebranych z kontrolnich
vzorkli po 7., 9., 11. a 13. cyklu amplifika¢niho programu. Ur¢ili jsme pro kazdy vzorek (AS
T, AS NOS, AM T a AM NOS) optimalni pocet cykli dle kriterii popsanych u Obrazku 5.
Optimalni pocet cykla pro kontrolni vzorky byl v ptipadé AS T a AM NOS 9 cykli, pro AS
NOS a AM T 8. Uvedené pocty cykli predstavuji optimalni pocet cyklti pro kontrolni,
nenormalizované vzorky. Normalizované vzorky byly navic podrobeny dalSim 9 cyklim
normalizace. Celkovy pocet PCR cykli pro normalizované vzorky AS T a AM NOS tak byl
18, zatimco pro AS NOS a AM T byl 17.

Amplifikované normalizované vzorky jsme porovnali na gelu s kontrolnim vzorkem a
rozhodli jsme se uzit vzorky normalizované za uZiti nejvys$si koncentrace DSN, které se ndm
zdaly idedlni. Vybrané vzorky, spolu se vzorky kontrolnimi, jsme poté zkontrolovali pomoci

Agilent Bioanalyzer (Obrazek 6).

Vybrané vzorky jsme poté ptecistili pomoci MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen)
dle standardniho protoklu. VSechny produkty normalizace jsme uchovévali do dal§iho pouZziti

v -20°C.
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Obréazek 5 Gelova elektroforéza optimalizaénich, nenormalizovanych vzorki (bez DNS). Cisla predstavuji stav cDNA pfi
amplifikaci v 7., 9., 11. a 13. cyklu. Nazvy popisuji tkan, AS — Apodemus sylvaticus, AM — Apodemus microps. Optimalni pocet
cykl amplifikace by mél byt o 1 PCR cyklus pred tzv. fazi platd, kterd je patrna vyraznym zesilenim signalu oproti stavu o 2
cykly zpét. Optimalni pocet cykld by mél byt reprezentovan pruhy abundantnich transkriptt o pfiblizné polovicni sile (jasu)
vUci odpovidajicim pruhdm Zebfiku. Cykly nasledujici po fazi platé rozpozname tak, Ze jejich ,smear” (skvrna) subjektivné
“roste” smérem ke katodé i anodé, nékteré slabsi pruhy viditelné ve fazi plato ¢i v predchozich cyklech se mohou
“rozmyvat”. JelikoZ jsme odebirali vzorky z amplifikacni reakce vidy po 2 cyklech, museli jsme poditat také s tim, Ze pravé
fazi plato na gelu neuvidime a uvidime aZ vzorky o 1 cyklus po fazi plato. Pro vzorky AS T a AM NOS jsme jako fazi plato urcili
10. cyklus, tedy 9 PCR cykll jako optimalni pocet cykli amplifikace. Pro vzorky AS NOS a AM T jsme fazi plato vidéli v 9.
cyklu, proto jsme urili jako optimalni 8 cykl( amplifikace.
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Apodemus
sylvaticus
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Obrazek 4 Virtualni gelova elektroforéza vytvorend na zakladé vysledkd cDNA méreni pfistroje Agilent Bioanalyzer.

Normalizované vzorky (ozna¢ené DSN) obou druh jsou pfitomny na gelu v duplikatech (2 sloupce). Ze srovnani
normalizovanych a kontrolnich (,,control“) vzorkd jsou patrny ucinky duplex-specifické nukleazy,
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4.8 Priprava cDNA knihovny

Pripravu knihovny pro sekvenaci jsme provedli podle protokolu Rapid Library
Preparation Method Manual (454.com). VSechny pouzité enzymy, reagencie a nebulizacni
nadoby jsou soucasti GS Rapid Library Preparation Kit (Roche), pouze RL MID adaptory
jsou soucasti GS FLX Titanium Rapid Library MID Adaptors Kit (Roche).

4.8.1 Nebulizace - fragmentace ds cDNA

Piiprava c¢cDNA knihovny musi byt samoziejmé¢ poplatnd jednak aplikacim
pfipravujicim vzorky k sekvenaci (vazba na DNA vazebné kulicky), jednak schopnostem
sekvenacnimu systému. Sekvenac¢ni systém GS FLX+ je schopen detekce az ~1000 bp
dlouhych ¢teni (primérné vsak okolo 500 bp). Prestoze jde co do velikosti jednotlivych ¢teni
souCasn¢ o nejlepsi sekvenaéni systém, velkd cast sekvenci transkriptii je jednoduse delsi.
Prvnim krokem tak musi byt nebulizace ds cDNA. Jedna se o ndhodné, mechanické Stépeni
ds cDNA molekul diky tlaku plynného dusiku. Vzniknou tak fragmenty o délce 300-800 bp
(Knierim et al. 2011). Toto opatieni zaruci, ze se fragmenty budou v naslednych aplikacich
Iépe vazat na DNA vazebné kulicky, ale také se zvy$i pravdépodobnost sekvenace celych
sekvenci pravé diky fragmentaci cDNA. Jednotlivé kontigy (¢tené sekvence fragmentil) se
poté pomoci systémového software slozi a takto ziskdme v idedlnim piipadé celou sekvenci

transkripta 1 nékolik kb dlouhych.

Nebulizaci jsme provedli podle zminéného protokolu, s odliSnym nastavenim tlaku
plynného dusiku na 35 ¥ (2,413 bar). Vznikly roztok nebulizované ds cDNA jsme poté
piecistili pomoci MiniElute PCR Purification kitu (Qiagen) dle postupu uvadéného
v protokolu (Rapid Library Preparation Method Manual).

4.8.2 Pripojeni adaptorti - oznaceni tkanového ptivodu knihoven

Sekvenac¢ni sytém FLX+ umoziiuje pomoci RL MID adaptoru oznacit kazdou jednu
sekvenci daného vzorku. RL MID adaptor mlize byt pfipojen pouze na slep¢ zakoncené konce
cDNA molekul. Nebulizace vSak generuje jak slepé konce, tak tzv. 3’a 5" lepivé konce. Diky
PCR metodé ,,Fragment End Repair® dochazi pomoci T4 polymerdzy k odstranéni lepivych
konctl a vznikaji tak konce slepé. Zaroven dochazi k fosforylaci 5” konci ds cDNA vldken
pomoci polynukleotidové kinasy (PNK). Na slepé konce se poté pomoci ligazy ptipoji
RL MID adaptory. Jedna se o ds DNA vldkna s jednim koncem slepym a na druhé strané
S pfesahujicim 5° koncem. Slepé konce zarucuji, ze pravé tyto budou ligovany k cDNA

vlaknim vzorku. Pfidanim RL MID adaptoru do smési pfiddvame ekvimolarni mnoZstvi
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Adaptoru A a Adaptoru B. Oba typy adaptori obsahuji mista pro amplifikacni primery
(20 bp), kli¢ pro ,,base calling™ (4 bp) i sekvenci MID. MIDy — Multiplexové identifikatory -
jsou sekvence o délce 11 bazi, pomoci kterych lze na ptiklad — jako v nasem ptipadé- oznacit
tkanovy puvod kazdé sekvence a nasledné tak sekvenovat i n€kolik desitek knihoven
najednou. Sekvenacni software tyto MID sekvence rozpoznava a ur¢i, v jakém vzorku (tkani)

byl transkript nesouci dany MID ptitomen. Jde také o vhodnou ochranu vii¢i kontaminaci.

4.8.3 Odstranéni malych fragmenti

Produkty ptfedchozi reakce jsme ptecistili pomoci magnetickych kuli¢ek (Agencourt
AMPure XP, Beckman-Coulter), které v kombinaci se Sizing Solution (GS Rapid Library
Preparation Kit, Roche) tvoii uc¢inny systém schopny odstranit malé DNA fragmenty (<300
bp), enzymy a nukleotidy ¢i dalsi reagencie uzité v pfedchozich aplikacich. Metoda vyuziva
znamé purifikaéni techniky zaloZené na reversibilni imobilizaci DNA na karboxylovaném

povrchu magnetickych kulicek (DeAngelis et al. 1995).

4.8.4 Kontrola kvality ds cDNA knihovny

Kvalita knihovny byla kontrolovana s vyuzitim systému FlashGel (Lonza). Vyhodou
tohoto systému je vyssi detekéni schopnost ve srovnani s elektorforézou na EtBr/agarosovému
gelu, vyssi rychlost (6 min oproti ~30 min) a pohodli. U vSech vzorkl jsme vidéli nejasny

kontinualni pruh v rozmezi cca 400 bp az 1500 bp, coz znaci vcelku dobrou kvalitu knihovny.

Obrazek 5 Kontrola produktt ds cDNA knihovny. Nejasny
kontinudlni pruh u vsech vzorkt byl v rozmezi 400 — 1500
bp.

AST ASSL ASNOS AMT AMSL AMNOS Ladder

4.8.5 Fluorimetricka kvantifikace ds cDNA knihovny

Kvantifikaci knihoven jsme provedli pomoci fluorimetru Hoefer DQ 300. Minicell
adaptor jsme vlozili do pfistroje v poloze ,,Blue*. Nastavili jsme parametry méfeni UV/B na
,»Blue* (modry kanal) a STD VAL (standartni hodnotu) na 250 (ndvod k nastaveni ptistroje na

strankach  vyrobce: http://www.hoeferinc.com/). Zmétili jsme hodnoty relativnich
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fluorescencnich jednotek (RFU) vSech knihoven a jejich hodnoty zadali do webové aplikace
»Rapid Library Quantitation Calculator® (my454.com). Po zaddni hodnot RFU vzorkl
aplikace zobrazi, jak nafedit knihovnu daného vzorku s TE pufrem do celkového objemu

500 pl o koncentraci 10" molekul/pl.

4.9 Emulzni titrace

Jedna se o zpusob, jakym urCit potiebné mnozstvi konkrétni cDNA knihovny pro
uspésné provedeni tzv. ,,velkoobjemové* emulzni PCR tak, abychom optimalni mnozstvi
obohacenych kuli¢ek pro sekvenéni reakci. Jde o proceduru, kterou musime udélat pro kazdy
vzorek zvlast a de facto jde o simulaci finalni, ,,velkoobjemové* emulzni PCR pomoci
,maloobjemové* emulzni PCR. Ta ukdaze, jaky procentualni podil obohacenych kulicek
ziskdme pfi rdznych vstupnich objemech cDNA knihovny a nasledné jsme schopni zvolit
vhodné mnozstvi cDNA knihovny (v poctech molekul na kulicku) pro velkoobjemovou
emulzni PCR. My jsme se oproti standardnimu protokolu (emPCR Amplification Method
Manual — Lib L SV) rozhodli provést tuto simulaci se 4 vstupnimi objemy (2, 8, 24 a 112
molekul cDNA na kulic¢ku, viz Tabulka 2).

Jako optimalni mnoZstvi vytézku obohacenych kuli¢ek po provedeni emPCR se udava

10 %. Dle protokolu prave takovy podil pii nasledné sekvenaci poskytuje nejlepsi vysledky.

AS/AM 2 2 0,5 ul
AS/AM 8 8 2 ul
AS/AM 24 24 6 ul
AS/AM 112 112 28 ul

Tabulka 2 ukazuje, jaky objem knihovny (ul) jsme pfidali do mikrozkumavek obsahujicich stejné mnoZstvi DNA vazebnych
kulicek. Hodnoty prostfedniho sloupce odpovidaji poctu cDNA molekul na 1 DNA vazebnou kulicku pfi
zvoleném obejmu knihovny. Koncentrace obou knihoven je 9,6x106 mlk/ul.

Sekvenacni systém, ktery jsme vyuzili (GS FLX+ Titanium, Roche), nabizi
sekvenovani na pikotitracni desti¢ce (PTP) rozdélené nejméné na 2 oddily. JelikoZ kazdym
rozdélenim PTP zmenSime plochu urcenou pro sekvenaci (a tedy i vysledné pokryti
transkriptomu) a jelikoZ jsme kazdy vzorek oznacili pomoci multiplexnich identifikatora

(umoziujicich ur€eni ptivodu transkriptli pomoci sekvena¢niho software), rozhodli jsme se
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pro zakladni moznost déleni na dva oddily. Proto jsme z ptipravenych cDNA knihoven (10’

mlk/ul) tkani vytvotili dvé druhové specifické knihovny AM a AS.

4.9.1 Emulzni PCR

Podstatou emulzni PCR je, Ze se pomoci homogenizatoru (v naSem piipad¢ kolem
cDNA vazebnych kuli¢ek) utvofi na rozhrani vody a oleje kapénky, tzv. ,mikroreaktory*
obsahujici slozky amplifikaéniho mixu (amplifikani primery, polymeraza, nukleotidy atd).
V mikroreaktoru v zasadé probiha klasicka PCR, avsak diky uzavieni pouze jedné molekuly
cDNA v kapénce nedochazi k preferencni amplifikaci kratSich cDNA molekul. Emulzni PCR
je tak idealni variantou komplexni amplifikace celych knihoven 1 pfi jejich niZSich vstupnich
koncentracich (Williams et al. 2006). Vystupem emulzni PCR jsou DNA vazebné kulicky
obalené amplifikovanymi molekulami cDNA. Protokol nabada k vypoctu podilu ziskanych
kulicek, ktery by se mél pohybovat okolo 65%. Tato informace je zajimava hlavné kvili
zlepSeni vlastni manudlni prace pii odsavani a dal§i manipulaci s produkty emulzni PCR.

Vysledky ukazuje Tabulka 3.

AS 2 0,251 8,498 x 10° 89 %
AS S 0,245 8,434 x 10° 869
AS 24 0,247 8,246 x 10° 85%
AS 112 0,221 6,908 x 10° 64 %
AM 2 0,239 7,623 X 10° 765
AM 8 0,235 6,903 x 10° 8%
AM 24 0,239 6,743 x 10° 67 %
AM 112 0,243 7,942 x 10° 80 %

Tabulka 3 ukazuje podil ziskanych DNA vazebnych kuli¢ek po emulzni PCR a vSech naslednych procedurach.

Nazvy mikrozkumavek v prvnim sloupci odpovidaji druhovému plvodu knihoven (AS-Apodemus sylvaticus, AM-Apodemus
microps) a vlozenému objemu knihovny, pfepocitaného na mnozstvi molekul cDNA na 1 kulicku (2/8/24/112). Zméili jsme
objem suspenze v mikrozkumavkach (V syspenze)- Pomoci pfistroje CASY (Innovatis, Roche) jsme zméfili koncentraci

(Mpicer-mi-1 ) 3 Wl kaZdé suspenze. Dle vzorce: x(%) = X 100, kde pocatecni mnozstvi vloZzenych

Mylozenych kulitek

kuli€ek (Myiozenych kuticek) i€ rovno 2,4 X 10°, jsme byli schopni spogitat podil ziskanych DNA vazebnych kulicek.
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4.9.2 Obohaceni DNA vazebnych kuli¢cek

Z predchozich krokii jsme ziskali suspenzi DNA vazebnych kuli¢ek. Je vSak nezbytné
oddélit ty DNA vazebné kulicky, které opravdu vazi na svém povrchu molekuly cDNA
(obohacené) a kulicky, které nevazi zddné molekuly cDNA. Oddélime tak pomérné znacnou
¢ast kulicek (vysledny podil ukazuje tabulka 4), které by jinak pouze zabiraly mnozstvi
sekvenaCnich jamek a potencidl sekvenatoru by zustal nevyuzit. Toto provadime pomoci
paramagnetickych obohacujicich kulicek (,,Enrichment Beads®), které maji na svém povrchu
streptavidin. Streptavidin vaze biotin na B adaptorech cDNA molekul. Pokud mikrozkumavky
se suspenzi DNA vazebnych kulicek a obohacujicich kuli¢ek vlozime na magneticky stojanek
(Invitrogen), ke stén¢ mikrozkumavky blizké magnetu budou magneticky vazany pouze DNA
vazebné kulicky s amplifikovanymi molekulami ¢cDNA. Nezadoucich kulicek se mtizeme

odmytim zbavit.

4.9.3 Odstranéni obohacujicich kuli¢ek a priprava ss cDNA

V predeSlém postupu jsme se zbavili kulicek, které nevazi molekuly cDNA.
Dalsim krokem bylo odstranéni paramagnetickych obohacujicich kuli¢ek navazanych na
molekuly cDNA. Zbavenim se téchto obohacujicich kuli¢ek odstraftujeme problém, kterym je
ds cDNA templat, jez vznikl pti emPCR. Sekvenator totiz pracuje na principu fluorescen¢niho
signalu emitovaného pii syntéze vlakna dle sst cDNA templatu. V roztoku NaOH se ds
cDNA vlakna denaturuji a zatimco jeden fetézec je uchycen na DNA vazebné kuli¢ce, druhy
fetézec (s biotinylovanym obohacujicim primerem ¢i B adaptorem) je vazan pies vazbu
streptavidin-biotin stale na obohacujici kuli¢ce. Jelikoz odstrafiujeme obohacujici kulicky,
odstranime spolu s nimi i vlakna na n¢ navazana. Ziskame DNA vazebnou kuli¢ky s mnoha

ss cDNA fetézci, které jsou identické.

4.9.4 Priprava pro sekvenacni reakci a vypocet podilu obohacenych kulicek

Emulzni titrace je primarné provadéna pro determinaci takového vstupniho mnozstvi
cDNA knihovny, ze kterého pii nasledné velkoobjemové emulzni PCR ziskdme idedIni
mnozstvi obohacenych DNA vézebnych kuli¢ek. Nicméné produkty emulzni titrace
(maloobjemové emulzni PCR) se nijak nelisi od téch z velkoobjemové emulzni PCR a
samoziejmée se do sekvenacni reakce mohou vlozit také. Proto jsme ptidali ke kulickdm
vazajicim ss cDNA vlakna sekvenaéni primer. Na konci postupu jsme také urcili, jaky je
procentualni zisk DNA vazajicich kulicek a urcili jsme, jaké mnoZstvi cDNA knihovny pfidat
do tvorby velkoobjemové emPCR. Z vysledku v tabulce 4 je patrné, ze v ptipadé knihovny

AM je vhodné vloZit do velkoobjemové emulzni PCR objem knihovny odpovidajici 2
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molekulam cDNA na kuli¢ku, zatimco v ptipadé knihovny AS 1,7 molekulam cDNA na
kulicku.

AS 2 0,1036 2,997 x 10° 13%
AS 8 0,1008 8,446 x 10° 39%
AS 24 0,1122 11,58 x 10° 54 %
AS 112 0,106 14,27 x 10° 63%
AM 2 0.1026 2,25 x 10° 10 %
AM 8 0,1069 6,839 x 10° 30 %
AM 24 0,118 10,83 x 10° 53 %
AM 112 0,1204 11,02 x 10° 55 %

Tabulka 4 ukazuje podil ziskanych obohacenych DNA vazebnych kulicek na konci emulzni titrace.
Nazvy mikrozkumavek v prvnim sloupci odpovidaji druhovému plvodu knihoven (AS-Apodemus sylvaticus, AM-Apodemus
microps) a vlozenému objemu knihovny, pfepoéteného na mnozstvi molekul cDNA na 1 kuli¢ku (2/8/24/112). Zméfili jsme
objem suspenze (VZ2yspenze) v mikrozkumavkach (1. sloupec). Pomoci pfistroje CASY (Innovatis, Roche) jsme zméfili
koncentraci 3 ul suspenzi z kazdé mikrozkumavky (Mobonacenych kutitek-mi-1)- Dle vzorce

)= Mybonacenych kutizeremi~1 XV Zsuspenze % 100

xgr(% jsme vypocetli percentuelni zisk DNA vazajicich kulicek (xgg), kde

Nylozenych kulitek

Vi v s v . v . .y . 6
pocatecni mnozstvi viozenych kuliek (Ny1osenych kuticek) i€ rovno 2,4 X 10°.

4.10 Velkoobjemova emulzni PCR

Velkoobjemova emPCR je posledni fazi ptfed samotnou sekvenacni reakci. V zasadé¢ se
jednd o stejnou reakci, jakou jsem popsal v predeslé kapitole Emulzni titrace, vysledkem je
vsak vétsi, dostateCny objem obohacenych DNA vazebnych kuli¢ek, které jsou nasledné
sekvenovany. Postupovali jsme dle standardniho protokolu (emPCR Amplification Method
Manual — Lib L LV) svyuzitim reagencii GS Titanium LV emPCR Kit (Lib-L).
Emulzni titrace ukézala, ze pro knihovnu AS je potieba vlozit mnozstvi knihovny

odpovidajici 1,7 molekul cDNA na kulicku, pro knihovnu AM 2 molekuly cDNA na kulicku

Nmolekul
kuli ¢ku
9x106

x 35%106
(Mmotekur ). Dl vzorce  Viginopny =

kuli ¢ku

knihovny potfebujeme pro piipravu emulzni PCR. V piipadé¢ AM knihovny se jednalo o 7,3

jsme vypocetli, jaky objem dané

ul, v ptipad¢ knihovny AS o 6,2 pl.
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Podil ziskanych DNA vazebnych kulicek po provedeni emulzni PCR ukazuje tabulka 5.
Tabulka 6 ukazuje podil obohacenych DNA vazebnych kulicek.

Ziskali jsme amplifikované knihovny AM a AS, pfipravené pro sekvenaci. Podil
obohacenych kuli¢ek obou knihoven se blizil 10 % a jednalo se tedy o dobry vysledek

(protokol takto oznacuje rozmezi 5-20 %), slibujici kvalitni sekvenaci. Ihned jsme postoupili
dale.

Podil ziskanych kuli¢ek x (%)

Oznaceni Objem (ml) = Pocet kuli¢kek na 1 ml

mikrozkumavky = Vigpenze

(Miaicormi—t)
kulicek-ml U 3
Soucet na knihovnu

1 suspenze
AS1 1,204 10,11 x 10° 36,88
74,063

6
AS 2 1,214 10,72 x 10 37,183

)
AM 1 1,104 11,04 x 10 34,823

73,9

6

AM 2 1,174 11,65x 10 39,077

Tabulka 5 ukazuje podil ziskanych DNA vazebnych kulicek po emulzni PCR. Nazvy mikrozkumavek v prvnim sloupci
odpovidaji druhovému plvodu knihoven (AS-Apodemus sylvaticus, AM-Apodemus microps), Ciselné oznaceni 1 a 2 je
identifikacni. Zméfili jsme objem suspenze (Vg spenze) v Mikrozkumavkach (1. sloupec) a pomoci pfistroje CASY (Innovatis,
Roche)  jsme  zméfili  koncentraci 3 ul  suspenzi zkazdé  mikrozkumavky  (Rgicermi-t).  Dle

i - Vsus enze . v . ’ . 3 wr s . v vz v s
vzorce x(%) = Brasticetemy™t T suspenze o 99y jsme vypocetli percentuelni zisk DNA vézajicich kuli¢ek (x(%)), kde poé&ateéni

Nylozenyckulicek 6
mnoZstvi vlozenych kuli¢ek (Nyjgzenyckuticek) i€ rovno 35 X 10°.

Objem (ml) Pocet kuli¢kek na 1 ml

knihovna Podil ziskanych kuli¢ek x (%)

suspenze (nkuliéekml_l)

zaokrouhleno

AM 1,034 4644 x 10° 14

6
AM 1,0 3,000 x 10 8,5

Tabulka 6 ukazuje podil ziskanych obohacenych DNA vazebnych kulicek. Nazvy knihoven odpovidaji druhovému plivodu
knihoven (AM — Apodemus microps, AS — Apodemus sylvaticus). Zméfili jsme objem suspenze (VZ2gyspenze) knihoven a
pomoci pfistroje CASY (Innovatis, Roche) jsme zméfili koncentraci 3 pl z obou suspenzi (M gy ier-mi-1)- Dle

Mticekmi—1 ¥V Zsuspenze

vzorce xgp(%) = X 100 jsme vypocetli percentuelni zisk obohacenych DNA vazebnych kuli¢ek

Nylozenych kulicek 6
(xpr (%)), kde pocatecni mnoistvi vioZzenych kulicek (y1ozenych kuticer) j& rovno 35 X 10°.
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5 Sekvenace pomoci GS FLX+ Titanium

Porovnavani transkriptomu tkani nemodelovych druht je bez utvoteni transkriptomovych
databazi nesnadny a zdlouhavy tkol. Jednou z relativné stale novych a velmi rychlych cest
tvorby takovych databazi je masivni paralelni pyrosekvenovani. My jsme se rozhodli pro uziti
sekvenacniho systému ,,Genome Sequencer FLX+ Titanium®, ktery je v soucasnosti pro dany
ucel co do poctu (~1 000 000 ¢teni*) a délky ctenych sekvenci (~ 700 bp*), piesnosti (99,997
% pti 15nasobném Cteni baze*) ceny a koneéné i uzivatelské naroc¢nosti asi nejlepsim feSenim

(*zdroj: http://454.com/products/gs-fIx-system/index.asp).

Detailngjsi nastin principu fungovani sekvenace umozni logické navazani na predchozi
ptipravu amplifikované knihovny. Béhem emulzni PCR jsme ziskali na kazdé obohacené
DNA vazebné kuli¢ce asi 10 milionii jednovldknovych identickych kopii ptivodné jediné
vlozené molekuly ¢cDNA (Droege & Hill 2008). Kazda kopie obsahuje na jednom konci
adaptor A, na druhém adaptor B. Zatimco na adaptory A je navazan sekvenacni primer,
adaptory B vazi oligonukleotidy DNA vazebnych kulicek a imobilizuji tak kopie na kulicce.
Primér DNA vazebné kulicky obalené miliony kopii je ~ 30 um. Sekvenace probiha na
pevném podkladu, kterym je pikotitra¢ni desticka (PTP, rozméry 70 mm x 75 mm). PTP
obsahuje 1,6 milionu jamek o priméru ~44 um. Diky tomu se do jamky vejde vzdy pouze
jedina DNA vazebna kulicka obalena prave a jen klony jedné urcité sekvence. DNA vazebna
kulicka je dale ptekryta dalSimi 2 vrstvami kuli¢ek (enzymovymi a PPiasovymi kulickami) a
spolu s nimi imobilizovana v jamce 4. vrstvou, tzv. tésnicich kulicek (,,Packing Beads®).
PTP je po vloZeni do sekvenatoru postupné cyklicky omyvana jednim ze 4 deoxynukleotida
ve fixnim potadi (TACG). Nukleotidy se dostavaji do jednotlivych jamek a v piipadé, ze jsou
komplementarni k templatovému vladknu v misté prvni neparové baze, jsou pomoci DNA
polymerasy inkorporovany do fetézce. Inkorporaci nukleotidu doprovazi uvolnéni
anorganického pyrofosfatu (PPi), ktery je nasledné¢ pomoci enzymu sulfurylasy v pfitomnosti
adenosin 5" fosfosulfatu konvertovan na ATP. ATP pohani enzym luciferasu, ktery nasledné
oxiduje pigment luciferin na oxyluciferin, coz doprovazi emitace fotonu. Navaznosti reakci
zminénych dvou enzymil bioluminiscence (sulfurylasy a luciferdzy) jist¢é dopomahd jejich
imobilizace na enzymovych kuli¢kach. Svételny signal z kazdé jamky je zaznamendvan
pomoci CCD kamery a dale zpracovan pomoci systémového software. Intenzita signalu (do
jisté miry) odpovida poc¢tu inkorporovanych nukleotidti (Droege & Hill 2008; Margulies et al.
2005). Pro sekvenaci se tedy namisto ATP uziva ATPaS (deoxyadenosin 5" a-thiotrifosfat),
ktery neni substratem pro luciferazu (Gharizadeh et al. 2002; Ahmadian et al. 2006). Mezi
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jednotlivymi fazemi omyvani PTP nukleotidy je vzdy zafazeno promyti enzymem apyrasou,
ktery z nukleotidii odstraniuje - a y- fosfat. Zamezuje tak inkorporaci vice druht nukleotidi
v momenté, kdy pfistroj snima signal spojeny s inkorporaci pravé a pouze jediného typu
nukleotidu. Podobny tucel plni i vrstva PPiasovych kulicek, ktera zabranuje kontaminaci

anorganickym pyrofosfatem z/do okolnich jamek.

Ptiprava a naneseni 4 vrstev kuli¢ek na PTP je prakticky poslednim manualnim ukonem,
jelikoz od vlozeni ptipravené PTP do sekvenatoru a jeho spusténi je vSe pln¢€ automatizovano.
Ptipravu PTP 1 sekvenaci samotnou provadime dle postupu uvedené¢ho v sekvenacnim
manualu pro GS FLX+ / XL+ (454.com). Sekvenace probéhla se 400 cykly, kdy je
béhem jediného cyklu kazda jamka PTP vystavena postupné roztoktim vSech 4 nukleotidu.

6 Sekvenacni data a jejich zpracovani

Program GS Sequencer automaticky ukladal jak jednotlivé snimky PTP b&hem
sekvenace, tak vSechna data nasledn¢ automaticky zpracoval a vygeneroval soubory sekvenci,
které byly ¢tené v pribehu sekvenace (dale tyto sekvence oznacuji jako ,.Ctené sekvence®).
Pomoci programu jsme roztiidili jednotlivé sekvence dle jejich tkanového ptivodu vyuzivaje
identifikatortt MID ctenych spolu se zbytkem kazdé molekuly cDNA. Déle jsme odstranili
umeéle piipojené useky na koncich jednotlivych ctenych sekvenci (primery uzité béhem
reverzni trankripce, RL MID adaptory). Ziskali jsme Sest databazi ze Sesti uzitych knihoven
(AS T, AS NOS, AM T, AM NOS a dale 2 knihovny slinnych Zlaz obou druhit). Data jsme
dale zpracovali pomoci programi GS Refference Mapper a GS De Novo Assembler. Oba
programy se snazi ¢tené sekvence poskladat do jednotlivych kontiga a ziskat tak kontinualni
sekvenci transkriptl Ci jejich ¢asti. Provadi to na zéklad¢ identickych tsekt jednotlivych
ctenych sekvenci, které vhodné poskladany tvoii sety prekryvajicich se useki jednotlivych
transkripta. Kontigy jsou konsensualni sekvence téchto piekryvajicich se sekvenci a
implicitné jsou tedy delsi nez jednotlivé ctené sekvence a je jich méné.
Program GS De Novo Assembler skladani sekvenci do kontigi provadi autonomné, naopak
GS Refference Mapper se snazi poskladat jednotlivé ¢tené sekvence za pomoci mapovani dat
na vstupni soubor genti ¢i celych genomi. Takovy postup samoziejmé snizuje variabilitu
V moznostech skladani ptekryvajicich se sekvenci na sebe.
Data jsme zpracovali uzitim obou programu a ziskali jsme takto piekvapivé odlisné druhové

specifické transkriptomové databaze (vice v kapitole 9).
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Program GS Refference Mapper, s vyuzitim mapovani na znamé genomy druhtt Mus
musculus a Rattus norvegicus, poskytl lepsi vysledky. Proto jsem dale pokracoval s daty (fasta

sekvencemi) generovanymi timto programem.

6.1 Vyhledavani olfaktorickych receptori v transkriptomové databazi

Fasta sekvence ziskané programem GS Refference Mapper redlné predstavuji tkanove
specifické, transkriptomové databaze. Aby bylo mozné se v takovychto velkych datovych
souborech orientovat a vyhledat geny naseho zajmu, je vhodné pojmenovat jednotlivé kontigy
podle nejlepsiho vysledku, ortologu ziskaného pomoci vyhledavaciho algoritmu BlastX.

Vyuzili jsme proto volné dostupny program Blast2GO (http://www.blast2go.com) , ktery byl

schopen samoc¢inné, po nahrani transkriptomové databdze, postupné¢ vyhledavat
v nonredundantni databdzi NCBI ortologické sekvence a pfifazovat jména nejlepSich
vysledki naSim sekvencim. Sekvence olfaktorickych receptorti nalezené pomoci Blast2Go
jsme poté navic manualné ovetili v databazi Ensembl

(http://www.ensembl.org/Multi/blastview), za pouziti pfednastavenych kritérii programu BlastX

a vyhledavani pouze viici Mus musculus.

7 Relativni kvantifikace exprese olfaktorickych receptort

Pomoci sekvenace cDNA knihoven jsme ziskali pfedstavu o tom, které geny jsou
exprimovany v konkrétnich tkanich. Nicméné data ziskand timto zplisobem o mife exprese
genll vypovidaji jen zCasti a spiSe orientacné. Vysledna data samoziejmé mj. velmi zavisi na
rozsahu normalizace, které jsme vSechny vzorky vystavili. Navic u gend s nizkou hladinou
exprese, jakymi pravé receptory sprazené s G proteiny obecné jsou, nemusi nutné ani fakt
absence sekvence daného receptoru ve vysledné databazi znamenat, ze dany gen neni v dané

tkéni exprimovan.

Cilem této Casti prace je porovnat a) pocet a miru exprese olfaktorickych receptort
exprimovanych v testes a nosni tkani dvou druht rodu Apodemus (A. microps a A. sylvaticus)
a b) porovnat expresi vybranych receptori v jednotlivych vyvojovych stadiich
spermatogeneze. Méfeni exprese jsem provadél pomoci systému LightCycler 480 Real-Time
PCR (Roche), ktery zahrnuje kompletni vybavu (hardware, software, chemie) potiebnou pro
dané ucely (slozky reakéni smési a nastaveni parametrii kapitola 7.1). Systém spoléha na
specifickou amplifikaci cileného produktu pomoci kombinace primerti a sond. Metoda méfeni

mnozstvi amplifikovanych useki ¢cDNA v redlném c¢asu pracuje prakticky na stejném
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principu, jako klasickd polymerazovéa fetézcova reakce (PCR), nicméné zde je mnozstvi
amplifikované cDNA méfeno v kazdém cyklu pomoci fluorescenéniho signalu odpovidajiciho
poctu amplifikovanych vldken. Fluorescen¢ni signdl z kazdé jamky a cyklu amplifikace je
programoveé zpracovan do kiivky sledujici pribéh amplifikace. Prvni faze kiivky neni
odlisitelna od k¥ivky generované prazdnymi jamkami desticky nebo od negativni kontroly,
program nedokaze v dany moment fluorescenci produktu odecist od fluorescence pozadi.
Nasledny vzestup kiivky (resp. fluorescence) ptedstavuje ,.exponencidlni fazi a kopiruje
exponencialni amplifikaci produktu. Tato faze je nejdtlezitéj§i pro vypocet bodu
oznacovaného jako ,,Crossing point“ (dale Cp). Jeho hodnotu pro kazdou k¥ivku je vypoctena
standardni metodou maxima druhé derivace. Ziskané hodnoty Cp slouZi pro vypocet hodnot
relativni exprese analyzovanych vzorkl. Treti faze fluorescencni kiivky predstavuje fazi

plato, ve které fluorescence dale neroste.

Vysoka citlivost metody real-time PCR je jisté vysoce zadouci vlastnosti, zejména pfi
limitovaném mnozstvi cDNA. Vysoka sensitivita ale pfedstavuje také potencialni nebezpeci
snadného zkresleni vysledkt (napt. diky neptesnosti pipetovani ¢i nahodnym efektim). Proto
méfime expresi daného genu v dané tkani vzdy tiikrat. Nasledné pracujeme s primérnym Cp
téchto tii méfeni. Pokud standardni odchylka primérného Cp je >0,5, vylucujeme takovy
vzorek z dalsi analyzy. Pro rtznorodost porovnavanych tkani jsme se rozhodli pracovat
s relativni kvantifikaci genové exprese. Namétené hodnoty Cp genui naseho zajmu (CpCil)

vztahujeme k expresi vybraného referen¢niho (CpRef) genu podle vzorce:

)P Kkde E predstavuje efektivity nasedani

Relativni exprese genu = (Eref)CpRef/ (E.;
primeru referenéniho genu (Eer) @ genu naseho zajmu (E.;). Efektivity nasedani primerd jsem
experimentaln¢ zmétil. VSechny geny mély efektivity nasedani primertt ~2, coz je hodnota
odpovidajici 100% efektivité reakce. Vyjimkou byly geny OIfr750 s E.; =1,8 a Olfr161 s E.;

=1,9.

K vypoctu relativni kvantifikace jsme vyuzili referenéniho genu RPLP1 (ribozomalni
velka proteinovéa podjednotka 60S). Jako vhodny referencni gen se rovnéz ukazal ATP5b (B
podjednotka mitochondrialni ATPazy), jehoz primérna exprese sledovala expresi RPLP1 (viz
Graf 1 a 2). Vypocet relativni kvantifikace jsme provedli pro ¢ichové a testikularni tkané ctyt

jedincti daného druhu.
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7.1 Reak¢ni smés a parametry qPCR

Objem reak¢ni smési na 1 jamku byl 10 ul.

Slozeni: 5 ul PCR mix (LC480 Probes Master,Roche),
0,1 pl sondy (UPL probe, Roche),
0,2 pl forward primer,
0,2 ul reverse primer (sekvence primert viz tabulka 7),
3,5 ul H,0 (LC480 PCR grade, Roche),
1 pl cDNA (postup ziskani cDNA nize).

Pro méteni genové exprese jsme vyuzili bilych, 384jamkovych desticek (Roche).
Expresi jsme mé&tili pomoci pristroje LightCycler480 (Roche). Nastaveni systémového

software (detekéni format atd.) zobrazuje Obrazek 8.

Taar9 TGCACACACCGACGAACT CACTGTCACGCCTACCAAGA #49
Taar6 TGGTCAGGTCCATCGAGAG AACAAAACGCCACATCACAG #7
VR1rll TGCATCATTTGTCTCCTGAGTT AATAAAGATGTATTGGGACTGATGG #64
VR2r18 AGCTGTGGTCCAGGGTTCT TTTTGGTTGGAAATGTGCTTC #112
VR2r85 GCAGACTGCTGCTTTGATTG CCAGATCTGCTGTCTCATTGG #104
Olfr15 ATGGAGGCTGTGTCACTCAA CACCACGAGCAGTATGCA #5
Olfr128 GCTTTGCTCTTCTTGGTGACA GGTCCAGTGTTGTGATGGTG #62

Olfrl6l TCCTCCTGGGTCTCTCCA TGGCCAGGTAAATGATGAGG #3

Olfr750 GAGCGCCATTTTCCTCTATG CACGGTTACTGACCAGTTCG #21
RPLP1 TCAGTGAGCTGAACGGAAAA CAGCAGAAACAGCCACAGC #40
ATP5b CATTGCCAAGTGCATTGAAG GTTCACATGACCGGCTGAG #142

Tabulka 7 Vybrané geny a jejich primery uZité pro analyzu genové exprese v Cichovych tkanich a testes. Zapis obou primer
je v poradi od 5 konce k 3"konci.

Postup izolace RNA a nasledny prepis do cDNA

RNA c¢ichovych tkani a testes ze dvou jedinci obou druhti (mySice kifovinné i mysice
malooké¢) jsem izoloval metodou kolonkové izolace (kapitola 4.2 a 4.3). RNA zbylych vzork
(opét 2 sady ¢ichovych tkani a testes od obou druhtl) jsem izoloval ze zamrazenych (-80°C)
vzorkil. Vzorky byly homogenizovany a zamraZzeny v RNAzol RT (MRCgene). Pii izolaci
mRNA jsem postupoval dle standardniho protokolu, postup ,,I.-1. Isolation of mMRNA and

micro RNA Fraction* (http://www.mrcgene.com/rnazol.htm). Ptipadnou kontaminaci DNA v

ziskané RNA jsem oSetfil inkubaci s DNasou | (Fermentas) a nasledné piepsal RNA do
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cDNA s vyuzitim kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Oba kroky
ptipravy cDNA (oSetieni RNA DNasou I i nasledny piepis do cDNA) jsem provedl dle

dodavaného standardniho protokolu (http://www.thermoscientific.com).

RNA ze vzorkli zFACS jsem izoloval pomoci RNeasy Micro kitu (Qiagen) a
postupoval jsem dle standardniho navodu, véetné oSetieni proti kontaminaci DNA. Ziskané

vzorky jsem piepsal stejnym zpispbem, jako ostatni vzorky (viz vyse).

Run Protocol ‘ Data ‘ Run Notes ‘

Setup

Detection Format [ ~c.o- = -| ((Customizey Block Size [~ Plate ID [~ -5:27c  Reaction Volume [ =]

Color Comp ID | Lot No | Test ID

Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
preincubation 1 ~“{Hone -
¥ amplification 45 “H{quantification -

cooling 1 ~{Hone -

Target (°C) | Acquisition Mode | Hold (hh:mm:ss) = Ramp Rate | Acquisitions (per Sec Target | Step Size | Step Delay

D> KO@]>]

: : (*Cls) . “C) : °C) : *C) ) (cycles) :

ER - |Hone *|00:00:10 ~14.8 = -0 = ~10 =
60 ~lsing1e 00:00:30 2,5 = 0 = o =
72 ~|None 00:00:01  —{4,8 = 0 = o =

Obrazek 6 Obrazek zobrazuje vyrez systémového prostredi software LightCycler480 SW 1.5 (Roche). Zaroven zobrazuje
jednotlivé parametry méreni (detekéni format, jednotlivé kroky inkubacniho programu atd.).
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Vysledky

8 Vysledky sekvenace transkriptomi tkani

Pomoci sekvenovani nové generace (GS FLX+) jsme ziskali transkriptomové databaze tti
tkani (testes, slinné zlazy a ¢ichové tkan¢) dvou druhli mysic. Statistiky sekvena¢niho b&hu
ukazuje tabulka 8. Ackoliv se primérné délky ¢teni vyrazné lisi od hodnot, kterych je
dosahovano pfti uziti modelovych organismi, stile se jednd o velky soubor pomérné¢ dobie
vyuzitelnych dat. Zluté zvyraznéné fadky tabulky 8 ukazuji na podobné primérné délky &teni
u obou druhli. Region 2 s tkanémi mySice kiovinné prevySuje poctem ctenych sekvenci
0 ~100 000 pocet regionu 1 S tkanémi mySice malooké. Vysledny soubor ¢tenych sekvenci
jsme skladali do kontigi s vyuzitim 2 systémovych programt — GS De Novo Assembler a GS
Refference Mapper (viz kapitola 6). Vystupy obou programti jsme analyzovali pomoci
programu Blast2Go. Po skonceni vyhledavaciho algoritmu (BLASTX) jsme porovnali oba
soubory. Ptekvapily nas zasadné odlisné vysledky vystupt téchto 2 programu. S ohledem
na zadani prace uvadim konkrétni pfiklad pravé na olfaktorickych receptorech. Zatimco pti
pouziti programu GS Refference Mapper jsme nalezli v testes a Cichovych tkénich >300
olfaktorickych receptorti, pii uziti GS De Novo Assembler jsme nalezli pouze jediny
olfaktoricky receptor (pouze v jediné tkani — nosnich tkanich A. microps). Vzhledem k tomu,
ze ¢ichové sliznice jsou primarnim mistem exprese olfaktorickych receptorti a nelze oc¢ekavat
expresi jediného OR, rozhodli jsme se dale pracovat s vysledky programu GS Refference

Mapper. Tabulka 9 ukazuje pocet kontigu ziskanych v dané tkani pomoci tohoto programu.

Celkovy pocet jamek 1,116,227 1,173,659 2,289,886
Jamky se sekvenci adaptoru 1,080,340 1,133,853 2,214,193
Jamky proslé filtry 578,570 678,272 1,256,842
Celkovy pocet bazi 233,174,452 274,757,156 507,931,608
Primérna délka 403.02 405.08 404.13
Standardni odchylka v délce 154.04 163.57

Nejdelsi ¢tena sekvence 928 1,590 1,509
Nejkratsi ¢tena sekvence 40 40 40
Median délky ¢tenych sekvenci 440.0 450.0 445.0

Tabulka 8 (nad popisem) Statistické zhodnoceni sekvenacniho béhu na GS FLX+ ukazuje tabulka 8 (nad timto popisem).
Regiony 1 a 2 odpovidaji poloviné PTP desticky. Je patrny rozdil v hodnotach obou regionl zplsobeny zfejmé kvalitou RNA
nebo knihoven mezi dvéma druhy. Zluté zvyraznéné radky prestavuji zasadni hodnoty.

Tabulka 9 (pod popisem) ukazuje pocet kontigli (sloZenych jednotlivych ¢teni) ziskanych programem Refference Mapper.

Tkai Testes Slinné 7lazy  Cichové sliznice Testes  Slinné 7lazy  Cichové sliznice
Pocet kontigi 18905 14871 22840 17907 9372 23128
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9 Repertoary olfaktorickych receptori v transkriptomech dvou

druhii rodu Apodemus

9.1 Repertoar olfaktorickych receptorii v testes obou druhti

Jak jiz bylo vySe uvedeno, ziskané sekvence (kontigy) jsme analyzovali pomoci
algoritmu BLASTX svyuzitim volné¢ dostupného programu Blast2Go (pii zakladnim
nastaveni vyhledavani). Tento program piifazuje za nazev kontigu jméno proteinu s nejvyssi
identitou. Program vyhledava pouze v pfeddefinovanych databazich, ze kterych jsme vybrali
jako nejvhodnéjsi (resp. jedinou vhodnou) databazi NCBI. Proto nese fada genu, kterym
program Blast2Go pfitadi jméno nejlepsiho vysledku vyhledavani, nazev predikovaného
proteinu atd. To, jak jsme zjistili, mize byt problém pii ndsledném srovnani poctu genil
exprimovanych ve dvou a vice tkanich. Stane se tedy, ze dvéma ziejmé identickym parcidlnim
sekvencim, které se 1isi pouze délkou, program ptitadi dva odlisné nazvy. Dal§im problémem
je zna¢na nejednotnost nazvl olfaktorickych (hlavné odorantovych) receptorit napti¢ druhy.
Jednotlivé geny u vice druhii nesou Casto stejny ndzev, a¢ se nejedna o ortologni geny.
Problémem je i opacny ptipad, kdy existuji dva a vice nazvi pro identicky gen (napf.
zminovany MOR23, MOR267-13 ¢i Olfrl6 jsou identické geny,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18313). Oba piipady zobrazuje prvni a druhy sloupec

tabulky 10. Bylo tedy nutné ovétit sekvence olfaktorickych receptoru a to viuci jedné, druhoveé
specifické databazi. VSechny sekvence olfaktorickych receptort z testes obou druhii jsme tedy

ovétili pomoci BLASTX na strankach http://www.ensembl.org/Mus_musculus/blastview, kdy

jsme vyhledavali nejlepSi shodu vi¢i mysSi proteinové databdzi. Vysledky vyhledavani

zobrazuje tabulka 10.

Zjistili jsme, Ze repertoary olfaktorickych receptori exprimovanych v testes obou
druht se dle sekvenac¢nich vysledkii podstatné 1i8i. Nejbohatsi ¢ast repertoaru olfaktorickych
receptorti u obou druhti tvoii odorantové receptory. Porovnani sekvenacénich vysledkt ukazuje
11 ORs exprimovanych v testes obou druh. Porovnani déale ukazuje na 12 ORs
exprimovanych pouze v testes mySice malooké a jinych 16 ORs exprimovanych v testes
mySice kfovinné. Celkovy pocet ORs exprimovanych v testes mysice kifovinné a mysSice
malooké (27, resp. 23 ORs) se nijak zasadné¢ neodliSuje od udavaného repertodru ORs
exprimovanych v testes u dalSich hlodaveu - potkana (25 ORsS) ¢i mysi (22 ORs)
(Vanderhaeghen et al. 1997). Takovy vysledek ukazuje na jistou konzervativnost poctu

exprimovanych receptorti mezi jednotlivymi druhy hlodavci. Ve srovnani s detekci 66 ORS
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v testes pomoci mikro¢ipt navrZzenych na kompletni repertoar ORs mysi (Zhang et al. 2004),
je metoda 454 sekvence jist¢ méné senzitivni. Na druhou stranu lze oCekavat, ze tato nami
uzitd metoda zachyti pravdépodobné spise ty transkripty, které jsou exprimovany nendhodné a

v dané tkéni jsou exprimovany uceln¢.

Testes obou druht

Olfr161 (OR1361-like) A. sylvaticus A. microps

Olfr734 (OR4m1-like) Olfr212 (OR212) Olfr378 (OR1)

OIfr179/317 (OR317/0R2w3-like) | Olfr711 (OR6-like) OIfr862 (OR58)

Olfr128 (OR14j1-like) Olfr223 (OR15) Olfr201 (OR5acl-like)

OIfr312 (OR312) OIfr510 (OR484) OIfr976 (OR976)

Olfr821 (OR821/0OR6¢74-like) OIfr204 (OR5ac1-like) OIfr767 (OR-likeProteini9)

OIfr398 (OR398) Olfr126 (OR14j1-like) OIfr20 (OFSM2-like)

OIfr285 (OR285/0R8s1-like) OIfr761 (OR14j1-like) OIfr156 (ORensp00000348552)

Olfr1535 (OR2g6-like) Olfr543 (OR52k1-like) Olfr15 (OR2c1-like)

OIfr706 (OR2ag1-like/OR2ag2-like) | OIfr860 (OR58) Olfr116 (OR127)

OIlfr750 (OR6s1-like) Olfr1136 (OR1136) OIfr295 (OR292)

CELKEM: 11 ORs Olfr1137 (OR1136) Olfr31 (OR2t1-like)
Olfr213 (OR6c75-like) Olfr315 (OR2t33-like)
Olfr1351 (OFSM17-like) CELKEM: 12 ORs

OIfr1352 (ORfamily7)

OIfr157 (ORensp00000348552-like)
OIfr594 (OR52e2-like)

CELKEM: 16 ORs
VOMERONASALNi RECEPTORY
Vmn1r11-001 Vmn1r84-001 Vmn1r65-001
Vmn1r9-001 Vmn2r10-001
Vmn2r118-001
Vmn2r18-201
Vmn2r60-001
Vmn2r83-001
Vmn2r85-001

Taar6-001 Taar9

Tabulka 10 Porovnani jednotlivych detekovanych receptor( v testes mezi druhy mysice kfovinné (Apodemus
sylvaticus) a mysice malooké (A. microps). Ve sloupci , Testes obou druh(” jsou zobrazeny ty receptory, které
jsou exprimovany v testes obou druh(. Druhové specifické receptory jsou v odpovidajicich dvou sloupcich. Za
nazvy odorantovych receptorl jsou v zavorkdch uvedeny ndzvy ziskané pomoci programu Blast2Go, ktery
vyhledava shody z databaze vSech organism(. Blast2Go pojmenoval napf. receptory OIfr126, 128 a 761 stejnym
nazvem, ackoliv jde dle vysledk( BlastX vici proteinové databazi mysi o odlisné geny.

V testes jsme detekovali také dalsi tii tfidy olfaktorickych receptort: receptory
asociované se stopovymi aminy (TAARs), vomeronasalni receptory typu 1 a 2 (VIR a V2R).
Expresi VR1 v testes a na spermatidach jiz detekovali jini autofi pfed nami (Tatsura et al.
2001; Wakabayashi et al. 2002; kapitola 2.5). Detekce exprese V2Rs a TAARS v testes zatim
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ziejme neni popsana. Opét, u obou druhii mysic nachdzime jak receptory pritomné v testes
obou druhii, tak receptory s potencialné druhové specifickou expresi. Zajem poutd rovnéz
exprese Vmnr2r18 v testes, jelikoz jde o receptor popsany jako jediny vomeronasalni receptor
ptitomny v senzorickych neuronech Griinebergova ganglia (Fleischer et al. 2006). Senzorické
neurony Griinebergova ganglia exprimuji kromé zminéného vomeronasalniho receptoru
zejména TAARs. Jednim z nich je rovnéz Taar6 (Fleischer et al. 2007). Druhy receptor
asociovany se stopovymi aminy, Taar9, je zndm svoji expresi v epifyze Clovéka nebo také

kosternim svalstvu, ale i dalSich tkanich (nejen ¢loveka) (Liberles & Buck 2006).

9.2 Olfaktorické receptory v ¢ichovych tkanich

Soucasti sekvenacniho béhu byla rovnéZ sekvenace smésného vzorku cichovych tkani,
tedy hlavniho cichového epitelu a vomeronasalniho organu. Pro takové feSeni jsme se
rozhodli zejména pro ne zcela jasné rozdéleni exprese jednotlivych receptorovych tiid mezi
témito tkanémi. U obou druhti mysic repertoary odorantovych i vomeronasalnich receptoru
exprimovanych v ¢ichovych epitelech prevySuji repertoary piitomné v testes, coz neni
zadnym piekvapenim. Zmifovand studie detekce olfaktorickych receptorit v tkdnich mysi
pomoci mikroCipt uvadi 817 ORS s vyraznou expresi v hlavnim ¢ichovém epitelu (Zhang et
al. 2004). Takové senzitivity nemiize pouzita metoda 454 sekvenace piirozené dosahovat.
Pfesto se domnivam, ze pomérné¢ vysoké hodnoty detekovanych transkripti jsou v zasadé
velmi dobrym vysledkem i s ohledem na obecné nizkou expresi GPCRs (Fredriksson &
Schioth 2005). Typicky OR je exprimovan pouze v jediném ze 100 000 olfaktorickych
senzorickych neuronu (Vassar et al. 1993). Je tedy jasné, Ze abundance konkrétnich

transkriptt v ¢ichovém epitelu bude ziejmée spise nizka.

Nase vysledky zobrazuji tabulky 11 a 12. Tabulka 11 ukazuje dramaticky rozdil v po¢tu
osekvenovanych vomeronasalnich receptori piitomnych v ¢ichovych epitelech mezi
srovndvanymi druhy. Vysledky sekvenace ukazuji, Ze mysice kifovinnd exprimuje v ¢ichové
tkani ¢tyfnasobny pocet vomeronasalnich receptort, nez mysice malooka (28 u A. sylvaticus
vs. 7 A. microps). V zasadé stejné dramatickou situaci ilustruje rovnéz tabulka 12, ktera se
zabyvéa pouze detekci odorantovych receptorti v tkdnich obou druhi. Zde naopak mySice
malooka vykazuje vyrazné vyssi pocet osekvenovanych odorantovych receptorii v ¢ichovych
tkanich, nez mysice kfovinna (165 u A. m. vs. 63 u A. s.). Je samoziejmé otazkou, co tyto

vysledky realné znamenaji pro oba druhy mysic.
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Z tradicniho pohledu na rozdéleni roli odorantovych (detekce odoranti spojena
s védomymi reakcemi) a vomeronasalnich receptorti (detekce feromonti spojena s procesy
nevédomé modulace fyziologie a chovani) lze usuzovat na jeden zdsadni rozdil. Ten navic
koreluje s mirou sociality obou druhti a s mirou mimoparovych paternit. MoZna interpretace
vysledkii ukazuje na koincidenci vétSiho repertodru vomeronasalnich receptord, tedy
receptorti spojovanych se spousténim agresivity a sexudlniho chovani (Dulac & Torello
2003), a vysoké miry promiskuity a agresivity u mysice kiovinné (Bryja et al. 2008). V této
interpretaci koincidence miry promiskuity, miry sociality (Bryja & Stopka 2005) a poctu
vomeronasalnich receptorti Ize rovnéz interpretovat vyznamné niz$i pocet vomeronasalnich
receptort spiSe monogamni mySice malooké. Jednoduseji: Vysledky ukazuji na vyssi rozvoj
(a tedy 1 vy$$i vyznam) modulace chovani u promiskuitnéjsiho druhu (mysice kfovinné), ve

srovnani s druhem spiSe monogamnim (mysice malooka). Vice se tomuto vénuji v diskuzi.

Apodemus sylvaticus Apodemus microps

Testes (8)

Vmnlrll

Vmnrlc3

Testes (3)

Vmnlrll

VmnrlRd7

Vmn1r84

Vmnrld16

Vmnlr65

VmnriRj2

Vmn1r9

Vmnrlg7

Vmn2r10

Vmn2r77

Vmn2rl118

Vmnrlrl85

Vmn2r79

Vmn2rl8

VmnrlRa9

Vmnr26

Vmn2r60

VmnrlRal6

Vmnr82

Vmn2r83

VmnriRb2

VmnrRc28

Vmn2r85 VmnriRb8

VmnrlRc21

VmnrlRc6

VmnrlRe2

VmnrlRe4

VmnrlRe8

VmnriRfl

VmnrilRf3

VmnriRf4

VmnriRh4

VmnrlRil

VmnrlRi6

VmnrlRi7

VmnriRj2

Vmnr26

Vmnr2R1

Vmnr2R26

Vmnr2r53

VmnrRc28

Vmn2r87

Vmn2r90

TAARs

Testes (2)

Testes (1)

Taar6 Taar6 Taar8c

Taar9

Tabulka 11 Srovnani repertodru vomeronasalnich receptord a TAARs v ¢ichovych tkanich (hlavni olfaktoricky epitel a
vomeronasalni organ) mezi mysici kfovinnou (Apodemus sylvaticus) a mysici malookou (A. microps).

Tabulka 12 (dalsi strana) Srovnéni repretoaru odorantovych receptort v ¢ichovych (hlavniho olfaktorického epitelu a
vomeronasalniho organu) a testikularnich tkanich mezi mysici kifovinnou (A. sylvaticus) a mysici malookou (A.microps).

59



Apodemus sylvaticus Apodemus microps
Testes (27) Testes (23)

Olfr 126 Olfr 6 Olfr 711 Olfr 15 Olfr 1 Olfr 450 Olfr 885 Olfr 1307
Olfr 128 Olfr 15 Olfr 786 Olfr 20 Olfr 33 Olfr 453 Olfr 894 Olfr 1314
Olfr 157 Olfr 33 Olfr 802 Olfr 31 Olfr 44 Olfr 458 Olfr 906 Olfr 1337
Olfr 161 Olfr 50 Olfr 810 Olfr 116 Olfr 51 Olfr 464 Olfr 907 Olfr 1353
Olfr 179 Olfr 101 Olfr 834 Olfr 128 Olfr 52 Olfr 491 Olfr 908 Olfr 1360
Olfr 204 Olfr 107 Olfr 846 Olfr 156 Olfr 53 Olfr 497 Olfr 909 Olfr 1366
Olfr 212 Olfr 109 Olfr 851 Olfr 161 Olfr 60 Olfr 507 Olfr 910 Olfr 1368
Olfr 213 Olfr 111 Olfr 862 Olfr 179 Olfr 61 Olfr 508 Olfr 914 Olfr 1377
Olfr 223 Olfr 112 Olfr 888 Olfr 201 Olfr 93 Olfr 527 Olfr 922 Olfr 1378
Olfr 285 Olfr 113 Olfr 889 Olfr 285 Olfr 97 Olfr 530 Olfr 938 Olfr 1389
Olfr 312 Olfr 116 Olfr 909 Olfr 295 Olfr 98 Olfr 555 Olfr 955 Olfr 1392
Olfr 398 Olfr 120 Olfr 912 Olfr 312 Olfr 124 Olfr 564 Olfr 960 Olfr 1428
Olfr 510 Olfr 121 Olfr 983 Olfr 315 Olfr 130 Olfr 568 Olfr 963 Olfr 1437
Olfr 543 Olfr 122 | Olfr 10C1 like Olfr 378 Olfr 134 Olfr 570 Olfr 965 Olfr 1450
Olfr 594 Olfr 124 Olfr 398 Olfr 136 Olfr 578 Olfr 970 Olfr 1454
Olfr 706 Olfr 126 Olfr 706 Olfr 139 Olfr 592 Olfr 975 Olfr 1474
Olfr 711 Olfr 127 Olfr 734 Olfr 154 Olfr 605 Olfr 976 Olfr 1511
Olfr 734 Olfr 128 Olfr 750 Olfr 161 Olfr 609 Olfr 981 Olfr 1513

Olfr 750 Olfr 130 Olfr 767 Olfr 174 Olfr 610 Olfr 985

Olfr 761 Olfr 131 Olfr 821 Olfr 177 Olfr 615 Olfr 993

Olfr 821 Olfr 135 Olfr 862 Olfr 179 Olfr 640 Olfr 995

Olfr 860 Olfr 136 Olfr 976 Olfr 181 Olfr 644 Olfr 1009

Olfr 1136 Olfr 140 Olfr 1535 Olfr 187 Olfr 646 Olfr 1010

Olfr 1137 Olfr 142 Olfr 195 Olfr 651 Olfr 1015

Olfr 1351 Olfr 144 Olfr 196 Olfr 666 Olfr 1018

Olfr 1352 Olfr 161 Olfr 197 Olfr 677 Olfr 1019

Olfr 1535 Olfr 201 Olfr 201 Olfr 683 Olfr 1023

Olfr 211 Olfr 202 Olfr 684 Olfr 1030

Olfr 212 Olfr 211 Olfr 685 Olfr 1032

Olfr 273 Olfr 213 Olfr 689 Olfr 1038

Olfr 298 Olfr 220 Olfr 710 Olfr 1042

Olfr 319 Olfr 221 Olfr 716 Olfr 1043

Olfr 324 Olfr 229 Olfr 730 Olfr 1044

Olfr 348 Olfr 231 Olfr 734 Olfr 1057

Olfr 414 Olfr 318 Olfr 745 Olfr 1079

Olfr 449 Olfr 319 Olfr 746 Olfr 1095

Olfr 452 Olfr 323 Olfr 748 Olfr 1123

Olfr 457 Olfr 329 Olfr 749 Olfr 1124

Olfr 476 Olfr 332 Olfr 777 Olfr 1141

Olfr 479 Olfr 365 Olfr 784 Olfr 1170

Olfr 484 Olfr 368 Olfr 788 Olfr 1183

Olfr 488 Olfr 381 Olfr 834 Olfr 1189

Olfr 518 Olfr 382 Olfr 837 Olfr 1223

Olfr 533 Olfr 390 Olfr 847 Olfr 1226

Olfr 539 Olfr 403 Olfr 854 Olfr 1241

Olfr 552 Olfr 419 Olfr 857 Olfr 1252

Olfr 574 Olfr 432 Olfr 866 Olfr 1259

Olfr 671 Olfr 446 Olfr 869 Olfr 1274

Olfr 672 Olfr 449 Olfr 876 Olfr 1299
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Rodina receptorti asociovanych se stopovymi aminy byla popsdna jako druha ttida
receptoru olfaktorického epitelu (Liberles & Buck 2006). Tomu nase vysledky prakticky
vilbec neodpovidaji, kdyz podle vysledki sekvenace nachazime pouze jediny receptor této
rodiny Taar8c exprimovany pouze ve smeésném vzorku Cichovych epitelt mySice malooké.
Zajimavé je, ze jde o receptor zapojeny v detekci stopovych aminti v moci potkana (Ferrero et
al. 2011).

9.3 Statistické zhodnoceni distribuce exprese olfaktorickych receptoru

V ptedchozi kapitole jsem komentoval ndpadnou koincidenci vyS$§itho mnoZstvi
vomeronasalnich receptorii u druhu s vyssi mirou promiskuity. Nase vysledky (tabulky 10, 11
a 12) dale ukazuji na vyssi repertoary vsech rodin olfaktorickych receptort v testes mysice
kifovinné a na vyrazné¢ vys$i pocet odorantovych receptorti v Cichovych tkdnich mysSice
malooké. Rozhodli jsme se déle statisticky zhodnotit vyznamnost propor¢ni distribuce v testes
a Cichovych tkanich v mezidruhovém srovnani pomoci Fischerova testu. Ten ukazal na
nendhodnost takové distribuce celkového mnozstvi olfaktorickych receptori ve dvou tkéanich
mySic (p<0,00042). Tento vysledek tedy ukazuje na (potencialné funk¢éné) vyznamny vyssi
podil olfaktorickych receptort v testes mySice kiovinné ve srovnani s mysici malookou. U té
muze naopak znamenat potencidlné vysSsi dulezitost exprese veétSitho mnozstvi receptor
Vv Cichovych epitelech. Stejny test jsme provedli pro vSechny tii skupiny receptorti nezavisle.
Hodnoty testu ukazaly na nenahodnou distribuci exprese odorantovych receptorti v tkanich
(p<6,36x109). U zbylych tfid receptori mozny vyznam exprese receptori ve dvou tkanich

dany test statisticky nepodporuje (VRs: p>0,27; TAARs: p=0,5).

10 VysledKky relativni kvantifikace genové exprese

Statistické testy nemusi vypovidat o funkénim vyznamu exprese konkrétnich receptort
prakticky nic. Rozhodli jsme se proto ovéfit a porovnat miru relativni exprese vybranych
receptortt pomoci metody real-time PCR. K navrhu primeri pro real-time PCR jsme pouzili
sekvence ziskané pomoci transkriptomového sekvenovani (kapitola 7.1). Pomoci relativni

kvantifikace genové exprese jsme se rozhodli analyzovat:

1) Relativni miru exprese v testes a ¢ichovych tkanich obou druhti mysic.
Zajimalo nas, zda exprese vybranych receptori ukaZze v mezidruhovém srovnani

n&jaky rozdil. Abychom ziskali statisticky podlozené vysledky, provedli jsme
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stanoveni relativni exprese u 4 jedincti obou druhti. Vysledky uvadim v kapitole
10.1.

2) Druhym cilem bylo zjistit, zda jsou olfaktorické receptory
identifikované v testikularni tkani exprimovany rovnéz v jednotlivych stadiich
spermatogeneze. JelikoZ pracujeme s volné zijicimi, nemodelovymi organismy, byli
jsme znacné limitovani dostupnymi tkanémi (napf. néasledek dlouhé zimy pocatku
tohoto roku). Tato limitace je divodem absence tkani mysSice malooké v nasledujici
analyze exprese olfaktorickych receptorii Vv jednotlivych stadiich spermatogeneze.
Predpokladame vsak, ze se receptory detekované v testes obou druhti mysic,
potvrzené  ve spermatogennich  stadiich jednoho druhu, budou s velkou
pravdépodobnosti exprimovat u druhého druhu tamtéz. Vysledky uvadim v kapitole
10.2.

10.1 Exprese receptort v ¢ichovych a testikularnich tkanich dvou druhii
Naméiené a vypoctené hodnoty relativnich expresi (postup ziskani a vypoctu dat
v kapitole 7) deviti olfaktorickych receptori jsme dale analyzovali pomoci programu
STATISTICA (StarSoft). Pro analyzu rozdili exprese vybranych receptorti ve dvou tkanich u
dat ze ¢ty jedincti obou druhti jsme zvolili metodu ANOVA. Vysledky analyzy zobrazuje
graf 1. Srovnadni variance expresi receptori ve dvou tkanich ukazuje, ze hodnoty expresi
receptort v ¢ichové tkani nikdy neptfevySuji hodnoty exprese v testes ani u jednoho z druht.
Analyza interakce druh-gen-tkan neodhalila zadny signifikantni rozdil mezi dvéma druhy
mySic a expresnim vzorcem ve studovanych tkanich (F (8,108)=0,29436; p=0,96651).
Nasledny Fischertiv Post-hoc test ukazuje na nékolik potencialné vyznamnych odli§nosti
v expresi receptori v mezidruhovém srovnani. Exprese Taar6 v testes mySice kiovinné
ukazuje na signifikantné vyssi miru exprese nez v nosni tkani (p=0,035). Rovnéz v piipadé
Taar9 nachazime vyS$$i miru exprese v testes mySice kfovinné, nicméné ta lezi tésné za hranici
signifikace (P=0,06). Naproti tomu exprese stejnych geni v testes a Cichovych tkanich u
mysice malooké nevykazuji Zddny signifikantni rozdil. V pifipadé vomeronaséalniho receptoru
Vmnrlrll (ddle VRIrll) nachdzime u obou druhii signifikantné vysSi expresi v testes
(p=0,002 u A. sylvaticus; p=0,003 u A. microps). Velky rozdil v mezidruhovém srovnani
vykazuje exprese vomeronasalniho receptoru typu 2, Vmnr2r18 (dale VR2r18), jehoz exprese
V tkdnich mysSice malooké je o 15 tadi niz$i, nez exprese dan¢ho genu v testes mysice
kfovinné. U té je tento receptor opét vyrazn€ vice exprimovan v testes nez v ¢ichovych

tkanich (p = 0,006). Podobny trend u stejného druhu vykazuje rovnéz dalsi receptor skupiny
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V2R, Vmnr2r85 (dale VR2r85), u kterého vsak rozdil lezi na hranici vyznamnosti (p=0,06).
Zadny ze studovanych odorantovych receptorti nevykazuje statisticky vyznamné diference
v expresi mezi ¢ichovymi tkanémi a testes. Urcity trend vySSi exprese v testes ve srovnani

s ¢ichovymi tkanémi vykazuje pouze Olfr750 (p=0,07).

Relativhi abundance mRNA (log10)
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Graf 1 Zobrazeni pridmérnych hodnot relativni exprese (relativni abundance mRNA) 9 gen( pro olfaktorické receptory.
Variabilitu v hodnotach relativni exprese zobrazuji konfidencni intervaly. Exprese byla méfena ve dvou tkdnich (testes a
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Cichové tkané) u 4 jedincli obou druhu mysic (A. micorps a A. sylvaticus). Exprese téchto gend byla vztaZzena k expresi RPLP1.
Vytvoreno v programu STATISTICA.

10.2 Exprese receptorti v jednotlivych stadiich spermatogeneze

Jednotliva stadia spermatogeneze byla ziskana z testes 4 jedinct mySice kiovinné
pomoci metody FACS. Jedna se o spermatogonie (S1), primarni spermatocyty ve tiech fazich:
leptotene (S2), zygotene (S3) a pachytene (S4); dale sekundarni spermatocyty (S5),
dozravajici spermie pritomné v hlavé (S6) a ocasu (S7) nadvarlete. Pro relativni kvantifikace
exprese jsme opét uzili referenéniho genu RPLP1. Jak ukazuje graf 2, expresi tohoto
referen¢niho genu velmi dobie sleduje exprese dal§iho potencidlniho referencniho genu —
ATP5b. Hodnoty relativni exprese jsme analyzovali v programu STATISTICA (StarSoft)
s vyuzitim metody ANOV A pii opakovanych méfenich. Jak je patné z grafu 2, mezi expresi
gentl V danych stadiich S1-S7 nenalézdme signifikantni rozdily (ANOV A testovani genu proti
fazi, p=0,999). Vyjimku predstavuje VR2r18, jehoZz exprese se 1iSi od ostatnich gent (Fischer
Post-hoc test). Ve fazich S1-S5 je exprese tohoto genu signifikantné nizsi vaéi referenénimu
genu RPLP1 (p<0,0001). Poté strmé narGstd aZ na Grovenl miry exprese ostatnich
olfaktorickych genii. Rovnéz porovnani miry exprese genu VR2r18 ve fazi S7 vii¢i fazim S1
az S5 vykazuje signifikantni rozdil (S7 vs. S1: p=0,031; S7 vs. S2: p=0,037; S7 vs. S3:
p=0,036; S7 vs. S4: p=0,042; S7 vs. S5: p=0,037). Vyrazny nastup tohoto genu v zavérecnych
fazich spermatogeneze (resp. zrani spermii) v nadvarleti ukazuje na jeho moznou dulezitost ve
zralych spermiich (napf. kapacitace spermii nebo ucast v chemotaxi). Vysledek v zasadé
potvrzuje detekci vomeronasalnich receptort typu 1 (TVR2 a TVR7) pomoci in situ

hybridizace v ovalnych a elongovanych spermatidach (Tatsura et al. 2001).

Ostatni geny vykazuji vzajemné podobné expresni vzorce napii¢ stadii. S ATP5b a
RPLP1 (nulta hodnota, jde o referen¢ni gen) vykazuji podobnou expresi ve stadiich S6 a S7,
ktera je charakterizovana zaveérecnym horizontalnim narovnanim ktivky prochazejici praiméry
relativnich expresi. Tuto ¢ast expresnich kiivek lze pravdépodobné vysvétlit postupnym
vypindnim exprese a postupnou degradaci RNA ve stadiich dozravéani spermii (S6 az S7).
Podobny prabeh exprese vétSiny sledovanych receptorit naptic jednotlivymi stadii nevylucuje
mozné zapojeni genli ve spermatogenezi. K tomuto ostatné dochazi i Fukuda & Touhara
(2006), ktefi detekuji s vyuzitim metody in situ hybridizace, expresi n¢kolika odorantovych

receptortl v pachytene spermatocytli a nasledujicich stadiich.
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Graf 2 Graf zobrazuje primérné hodnoty relativni exprese 9 gen( pro olfaktorické receptory. Variabilitu namérenych
hodnot zobrazuji konfidenéni intervaly. Ciselné oznageni vyvojovych stadii: 1 - spermatogonie, dalsi tfi odpovidaji stadiim
primdrnich spermatocytd (2 — leptotene, 3 - zygotene, 4 - pachytene), 5 — sekundarni spermatocyty, dale dozréavajici
spermie v hlavé (6) a ocasu (7) nadvarlete.
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Diskuze

Exprese olfaktorickych receptort v testes a dalSich tkénich je centrem z4jmu tady studii
prakticky jiz od objeveni rodiny odorantovych receptor (Buck & Axel 1991). Jiz od prvnich
studii (Parmentier et al. 1992; Vanderhaeghen et al. 1993) se tato exprese mimo ¢ichové tkané
oznacuje jako ,,ektopicka® a tento termin se dale uziva (De la Cruz et al. 2009). Ostatné, tato
prace neni vyjimkou. S aplikaci novych technik na tuto oblast ,.ektopické exprese®
olfaktorickych receptorii se stale vice ukazuje, ze zejména odorantové receptory ¢asto maji
v dalSich tkanich (srdce, plice atd.) vysS$i expresi nez v samotném olfaktorickém epitelu
(Feldmesser et al. 2006; Zhang, Cruz, et al. 2007). Nové poznatky ukazuji rovnéz na funkéni
zapojeni olfaktorickych receptort v potencialné biomedicinsky vyznamnych procesech jako je
reparace svalové tkané (Griffin et al. 2009; Pavlath 2010). Zjistény byly rovnéz v migratorni
fazi primordialnich bun¢k lidskych embryi (Goto et al. 2001) a zfejmé mohou piedstavovat
kli¢ové molekuly zodpovédné za chemotaxi spermii (Spehr et al. 2003; Fukuda et al. 2004).
Vyvstava tak otazka, co je vlastné primarnim mistem exprese olfaktorickych receptord a co je
jejich primarni roli. Vysledky prezentované v této praci by mohly ptispét k pochopeni tohoto

problému.

Vysledky srovnani relativni exprese osmi studovanych gend Vv jednotlivych stadiich
spermatogeneze ukazuji na podobnou diferencialni genovou expresi napii¢ stadii. To ukazuje
jednak na nenahodné zapinani a vypinani genové exprese, které je spole¢né studovanym
genim, jednak na mozné zapojeni studovanych genli ve spermatogenezi. K podobnému
zaveéru v otazce exprese odorantovych receptori dochdzi i Fukuda & Touhara (2006).
Vyrazné odliSnym piipadem se zda byt exprese vomeronasalniho receptoru Vmnr2r18, jehoz
mnozstvi strmé narusta v poslednich zkoumanych stadiich (dozravajici spermie hlavy a ocasu
nadvarlete). Tento receptor by mohl piedstavovat potencialné dalSiho kandidata na funkci ve
zralych spermiich, tfeba pravé v chemotaxi spermii nebo dalSich zésadnich procesech
(kapacitace). Obavame se vSak, ze pouzity zpisob analyzy abundance mRNA pomoci
relativni kvantifikace vuci referenénimu genu mize byt problematickym v ptipadé studia
exprese V poslednich stadiich dozravani spermii. Zde lze oéekavat vypinani genové exprese
(Hecht 1998) a je tedy otazkou, zda strmé stoupani exprese genu Vmnr2rl8 neni néjak
ovlivnéno prave efekty spojenymi s degradaci mRNA a vypinanim exprese. Oba procesy by
ziejm& mnohem vice postihly abundanci mRNA vysoce exprimovanych gent, jakymi jsou
pravé referencni RPLP1 ¢i jeho expresi sledujici ATP5b, coz by zapticinilo zkresleni v trendu

relativni exprese zbylych gen. Bude tedy nanejvy§S vhodné ovéfit vzorec exprese
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referennich geni, nejlépe asi pomoci absolutni kvantifikace. Na druhou stranu, nase
vysledky nejsou v rozporu s metodicky odliSnou studii, ktera rovnéz detekuje expresi
vomeronasalniho receptoru az pravé ve vyvojovych stadiich ovalnych a elongovanych
spermatid (Tatsura et al. 2001). Tato stadia v nasi analyze chybi. Poslednim stadiem ziskanym
pomoci metody FACS z testes jsou sekundarni spermatocyty, které vykazuji velmi nizkou
relativni expresi Vmnr2rl18. Dohromady s vysledky zminované prace (Tatsura et al. 2001)
vSak muzeme spekulovat o spusténi transkripce VR gend ihned poté, co sekundarni
spermatocyty podstoupi druhé meiotické déleni a vstoupi do dals$iho stadia spermatogeneze a
stanou se z nich spermatidy. V takovém piipadé by $lo jisté o velmi zajimavy proces, nebot
exprese daného genu Vmnr2rl8 by — v pfipadé spravnosti naSich dat- mohla souviset
s migraci nezralych spermii z testes do nadvarlete. Podle nasich dat nemizeme vyloudit ani
piipadnou funkci dalSich analyzovanych receptort ve zralych spermiich. To bude predmétem
dalsiho badani. Siroky repertoar receptori, véetné téch detekujicich biogenni & stopové
aminy (TAARs) a kratké peptidy (V2Rs), by v ptipadé funkce ve zralych spermiich mohl
vytvaret ze spermatickych vlacka ,,detekéni monstra® par excellence, ne nepodobnd ¢ichovym

organtim hlodavct.

V této praci jsem se veénoval rovnéz mezidruhovému porovnani repertoaru
olfaktorickych receptorii mezi ¢ichovymi tkanémi a testes. Velikost a rozdil repertoara
olfaktorickych receptort pfitomnych v testes a Cichovych tkdnich obou druhti ukazuji na
statistickou nenahodnost takového druhové specifického rozlozeni (Fischertiv exaktni test,
p<0,00042). Jak uz jsem diskutoval v kapitole 9.2, rozdilné podily exprimovanych receptori
V testes u obou druhtt mysic mohou byt mj. disledkem odlisSného socialniho uspotadani téchto
dvou druhti. Tomu by ostatné nasvédcovaly 1 vysledky srovnani miry relativnich expresi mezi
Cichovou tkani a testes. U mySice kfovinné jsme pozorovali vyssi expresi v testes hned u
n€kolika receptort (at’ jiz tésné za hranici ¢i v ramci signifikance), zatimco u mySice malooké
jen u jediného. Je samoziejmé otazkou, co by udélalo rozsifeni analyzy o dalsi receptory,
nebot’ porovnavame pouze ~1/3 gent pro olfaktorické receptory, které jsme zachytili pomoci
sekvenace transkriptomu testes. Zde prezentované vysledky vsak veelku jednotné ukazuji na
vyss§i expresi olfaktorickych receptorii v ¢ichovych tkanich mySice malooké ve srovnani
s mysici kfovinnou. Moznych vysvétleni tohoto jevu je jisté mnoho. Mezidruhové srovnani
ukazuje na rozdilné socialni chovani a rozdilnou miru mimoparovych paternit. V pomysiném
kontinuu monogamie-promiskuita stoji mySice malooka s niz§im podilem mimoparovych

paternit blize monogamii, zatimco mysice kiovinnad je promiskuitni druh (Bryja & Stopka
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2005; Bryja et al. 2008). Je mozné, Ze tento zasadni rozdil, ktery se mj. projevuje v odlisné
strategii vybéru partnera, mize stat za vyssi expresi olfaktorickych receptorti v ¢ichovych
neuroepitelech mysice malooké. Ta je totiz spiSe monogamnim druhem a jako takovy musi
investovat do vybéru partnera vice, nez promiskuitni mysice kiovinna (Stopka & Graciasova
2001). U té lze naopak piedpokladat vétsi investici do proteini ucastnicich se kompetice
spermii (Immler et al. 2007), kterymi pravé olfaktorické receptory potencialné participujici na

chemotaxi spermii mohou jisté byt (Spehr et al. 2003; Fukuda et al. 2004).

Jak ukazuji studie genetického polymorfismu v lokusu pro arginin-vasopresinovy
receptor (V1aR) u rodu Microtus (Nair & Young 2006) a ¢loveéka (Walum et al. 2008), geny
¢1 jejich varianty mohou ovliviiovat chovani i na takové Urovni, jakym je samci preference
tvorby part (tedy i1 preference monogamie). V podobném duchu bychom mohli vysvétlit
mnohem vyssi pfitomnost vomeronasalnich receptort, konkrétné VIRs, u mySice kifovinné ¢i
naopak, mensi repertoar téchto genti u mysice malooké (viz tabulka 11). Tyto proteiny jsou
totiz zapojeny ve vazbé feromont, latek ovlivitujicich chovani a fyziologii, mimo jiné jsou
spojovany se spousSténim agresivity nebo také sexualniho chovani (Dulac & Torello 2003).
Lze tedy diskutovat o0 tom, ze naptiklad vyrazné agresivnéj$i chovani mySice kfovinné, stejné
jako jeji promiskuita, je spojena prave s vysSim repertoarem vomeronasalnich receptort, které
spousti po aktivaci feromonem piislusSné neurdlni centra vedouci ke zméné chovani a
fyziologie. Opakem by mohl byt piipad mySice malooké, kterd by v takovém piipadé vice
spoléhala na olfaktorické receptory a také na neurdlni okruhy, se kterymi jsou spojeny.
Olfaktorické receptory sice nejsou tradicné spojovany s ovlivilovanim sexualniho chovani,
nicméné rostouci evidence toho, ze tomu tak muze byt, tento pohled méni (Touhara &
Vosshall 2009). Nazornym piikladem je (opét spiSe monogamni) ¢lovék, ktery vykazuje
expresi odorantového receptoru potencialné zodpovédného za chemotaxi lidskych spermii
zaroven v testes a Cichovém epitelu (Spehr et al. 2004). Latkou vyvolavajici chemotaxi
spermii je bourgeonal (Spehr et al. 2003) — latka hojné vyuZzivana v parfémech. A pravé muzi
jsou ti, ktefi vykazuji vyrazné vys$i senzitivitu k tomuto odorantu ve srovnani s Zenami
(Olsson & Laska 2010). Leslie Voshall (2004) vtipné komentuje tuto koincidenci dualni
exprese odorantového receptoru v kontextu fenoménu ,lasky na prvni pohled”. AZ dalsi

studium ukéze, zda takovou ,,lasku na prvni poc€ich® mizeme ocekévat tfeba i u mysic.
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Zaver

Pomoci transkriptomového sekvenovani jsme ziskali repertoary olfaktorickych
receptort pritomnych v testes dvou druhti mysic. Vysledky sekvenace ukazuji na
odli$né repertoary gent pro olfaktorické receptory exprimované v jednotlivych
tkanich. Statistické zhodnoceni podilu exprimovanych receptora v testes a ¢ichovych
tkanich dvou druhi rodu Apodemus ukazuje na nenahodnost takového rozlozeni

(Fischeruv exaktni test, p<0,00042).

Porovnani miry relativni exprese vybranych olfaktorickych receptorti vtestes a
¢ichovych tkanich u ¢tyf jedincti obou druhti ukazalo na vyS$i expresi vybranych
receptort v testes. Mysice kifovinna vykazuje nékolik receptort se signifikantné vyssi
relativni expresi v testes, mySice malookd vykazuje takovy receptor jen jeden.
Vysledky prvnich dvou cila diskutuji v kontextu rozdilného socialniho a parovaciho

systému téchto dvou druhti mysic.
Ovetili jsme expresi genti vybranych olfaktorickych receptord v jednotlivych stadiich

spermatogenese mysice kirovinné. Ukazali jsme na jejich potencialni roli v tomto

procesu tvorby a zrani spermii.
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