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Abstrakt

Tato bakalaiska prace pojednéava o nejvetsi genové roding savcet, kterd koduje olfaktorické
receptory. Olfaktorické receptory nalezi do podrodiny rhodopsin-like GPCRs, staré 600 az
800 miliont let. Minimaln¢ od této doby hraji olfaktorické receptory, soucast jednoho

z nejstarSich smysli (Cich), zasadni roli v detekci chemickych latek at’ uz ve vodé, nebo ve
vzduchu. Ohromny repertoar olfaktorickych receptorti a jeho zmény v pritbehu evoluce u
dualezitych taxont zivocicht je v praci zmapovan s diirazem na mnozstvi a podil funk¢nich a
nefunk¢nich genil pro olfaktorické receptory. Tyto hodnoty jsou totiz jednim z kritérii
hodnoceni olfaktorickych schopnosti zvitat. Olfaktorické receptory jsou umistény typicky na
povrchu senzorického neuronu ¢ichového epitelu, kde vazi riizné odoranty a spousti
signalizacni kaskadu vedouci k depolarizaci membrany neuronu. Piiblizn€ polovina prace
proto shrnuje poznatky o molekularni biologii olfaktorickych receptord, jako je jejich
struktura, zasadni slozky signalizaéni kaskady (Goolf, ACIII, CNG kanal, Ca®" dependentni
CI kanal), stejn¢ jako slozky potfebné k navratu do stavu steady-state. Urcitd Groven exprese
olfaktorickych receptort ve velkém mnozstvi non-olfaktorickych tkani (svaly, sperma, mozek
atd.) ukazuje na mozné diilezit¢ biomedicinské role té€chto receptorti.

Kli¢ova slova: olfaktorické receptory, GPCR, evoluce, ¢ich, receptorovy kod

Abstract

This bachelor thesis deals with the largest gene family of mammals which encode olfactory receptors.
Olfactory receptors fall in rhodopsin-like GPCRs subfamily, approximately 600 - 800 millions of
years old. At least from this time, olfactory receptors play, as a part of one of the oldest senses (smell),
fundamental role in detection of chemical cues from water or air. This work summarizes large
repertoire of olfactory receptors and its changes during the evolution of important animal taxons with
emphasis on number and fraction of functional and nonfunctional olfactory receptor genes. Those
values are part of criteria used for olfactory ability of animals. Olfactory receptors are typically placed
on surface of sensory neuron placed in olfactory epithelium, where they bind various odorants and
triggers signal cascade which leads to neuron’s membrane depolarization. Therefore, about one half of
this work summarizes knowledge of olfactory receptor’s molecular biology like their structure, main
parts of signal cascade (Gaolf, ACIII, CNG channel, Ca®" dependent CI” channel) just as parts needed
for steady-state establishment. Expression of olfactory receptors detected in amount of non-olfactory
tissues (mussels, sperm, brain etc.), indicate possibly important biomedical roles of this receptors.

Key words: olfactory receptors, GPCR, evolution, sense of smell, receptor code



Uved

Olfaktorické receptory jsou nejvétsi genovou rodinou savceil, nachdzime je ale i v fadé
linii obratlovct (Nei et al. 2008). Tyto receptory nalezi do rhodopsin-like rodiny GPCRs
(receptort sprazenych s G-proteiny), ktera vznikla v genomech zivocicht pied 600 - 800
miliony let (Rompler et al. 2007). Samotné olfaktorické receptory ale nachazi sviij pivod
nekde u piedka zahavci a bilateralnich zivocichil (Niimura 2009; Churcher & Taylor 2011).
Prvnim cilem prace je shrnuti znalosti 0 mnozstvi genti pro olfaktorické receptory (dale OR
geny) tak, aby byla zachycena ptedstava o stavu genovych rodin, podrodin a mnozstvi genti
olfaktorickych receptorti u vSech hlavnich taxonii zivoc¢ichi. Prace se tedy nezaobird jemnymi
rozdily v poctech OR genil. Ty jsou Casto vysledkem odliSnych nastaveni parametrii pro
fazeni prerusenych sekvenci do kone¢ného poctu funkénich a nefunkcnich genii nebo
pouzitou verzi sekvence genomu. Zejména u savcu je téchto jemnych rozdild opravdu dost,
coz je zpusobeno jednak zatazenim fady druht do celogenomovych sekvenovacich programd,
jednak mnozstvim OR genti dosahujicich ~1500. Na druhou stranu, u celé fady zastupct
uvadim pocty genii ziskanych ze vzorku tkan€é, PCR a degenerovanych primera, které se od
vysledkt pfesnéjsiho hledani OR genti v sekvencich mohou lisit.

Rozsahem asi polovi¢ni ¢ast prace je vénovana problému predani signalu tvoreného
olfaktorickym receptorem v okamziku zachyceni odorantu. Opét, neni v mych silach zachytit
v daném rozsahu prace poznatky o vSech slozkéach kaskad, snazil jsem se proto vybrat hlavni
proteiny nutné pro pienos signalu. Témi jsou vétSinou bézné komponenty signalni transdukce,
pouze specifické pro olfaktoricky senzoricky neuron. Jedna se o adenylat cyklazu, cyclickymi
nucleotidy otevirany kanal, protein Ric-8B a vyznamnou roli maji i proteiny desenzitizace.
Velky vyznam ma objev receptorového kodu (Kajiya et al. 2001), ktery pfinasi vysvétleni
detekce mnozstvi odorantii fadove pievysujiciho pocet OR genti i téch nejbohatsich
obratlovcl. Co vSak jsou ony odoranty? Jsou to chemické latky, které aktivuji olfaktoricky
receptor, nasledné olfaktoricky senzoricky neuron a indikuji tak vnimani pachu. Molekuldrni
hmotnost odorantt je asi 300 a men¢; mize se jednat o produkty metabolismu, anorganické
latky (SO,, nékteré kovy atd.) (Touhara & Vosshall 2009). Pro naprostou vétSinu
olfaktorickych receptorti nezname ani jeden z jeho odoranti a tento fakt nastesti ,,kazi*
nékolik studii (naptiklad Spehr et al. 2003; Fukuda 2004).

Pod pojmem ,,olfaktorické receptory* jsou v této praci predstavovany olfaktorické
receptory obratlov¢iho typu. Prace nepojednava o olf. receptorech hmyzu, které nejsou

ptfibuzné a maji pfevracenou membranovou topologii (Touhara & Vosshall 2009).



Literarni reSerse

1. Historie, obecné informace o molekulach ORs a jejich lokalizaci

Roku 1991 byl v ¢asopise Cell publikovan ¢lanek o objeveni nové multigenové rodiny
receptoril sprazenych s G-proteiny (GPCRs): rodiny olfaktorickych receptort, nalézanych v
membran¢ bunék olfaktorického epitelu potkana (Buck & Axel 1991). Autoti tak vyznamné
prispéli k charakterizaci prvniho ¢lanku predikovaného fetézce predani chemického signalu
zachyceného v ¢ichovém epitelu na ciliich OSNs do hlavniho ¢ichového bulbu a dale do
vyssich mozkovych center. Roku 2004 byli za tento objev vyznamenani Nobelovou cenou

(The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2004) (Miller 2004).
1.1. ORs maji 7 transmembranovych a-helikalnich domén

Olfaktorické (dale ORs pro pl., OR pro sg.) receptory maji, stejn¢ jako ostatni GPCRs
(Strader et al. 1989), sedm transmembranovych helikdlnich domén (Strader et al. 1989; Buck
& Axel 1991). Transmembranové domény olfaktorickych receptorti jsou slozeny z 19-26
aminokyselin a obsahuji iseky maximalni sekvencni podobnosti ostatnim GPCRs (Buck &
Axel 1991). Protein lezi v membrang tak, Ze N-termindlni doména a tfi ze smycek spojujicich
transmembranové domény Usti do extracelularniho prostoru, C-terminalni doména a zbylé tii
smycky do prostoru intraceluldrniho (Buck & Axel 1991). N-terminalni doména obsahuje
glykosylacni misto, C-terminalni doména cysteinovy zbytek (L. Buck & Axel 1991). Ten
ziejme slouzi jako misto pro palmitoylaci (Buck & Axel 1991), coz je reversibilni
postransla¢ni modifikace proteinu hydrofobni kyselinou palmitovou (C;sH3sCOOH) (vice o
palmitoylaci napt. Dietrich & Ungermann 2004). C-terminalni doména je takto ukotvena
k membrané (Buck & Axel 1991). Konzervované cysteiny nalezneme i v sekvenci prvni a
druhé extracelularni smycky, kde zfejmé formuji disulfidickou vazbu (Buck & Axel 1991).
Potud jmenované vlastnosti byly spole¢né pro ORs obecné. Transmembranové oblasti TM3,
TM4 a TMS se vSak od sebe v aminokyselinovém slozeni mezi jednotlivymi zastupci
multigenové rodiny ORs velmi 1i8i, coZz by mohlo napovidat o potencialni roli téchto 3 domén
v selektivni vazbé ligandl (Buck & Axel 1991). Zmény sloZeni téchto domén by zapficinily
vazbu jiného ligandu, jiné zmény zas vazbu dalSiho ligandu atd. Takto lze vysvétlit ohromnou

divergenci ORs zejména v téchto doménach: TM3, TM4 a TMS5 (Buck & Axel 1991).



1.2. ORs patii mezi GPCRs

ORs jsou GPCRs. GPCRs se déli na zdklad€ sekvenéni podobnosti do péti rodin a ORs
jsou fazeny do Rhodopsin-like rodiny (Fredriksson & Schioth 2005). S pfihlédnutim k
poznatkiim ziskanym z jinych GPCRs (Kobilka et al. 1988), charakterizovali Axel a Buckova
(1991) tieti intracelularni smycku jako mozné misto vazby G-proteinu. Ve stejném duchu,
analogicky k ostatnim GPCRs, vysvétlili nékolik konzervovanych serint a threonint v tieti
intracelularni smycce jako mozné misto fosforylace kinazami zapojenymi v procesu

desensitizace (Buck & Axel 1991).
1.3. Olfaktorické receptory se nachazi na ciliich OSNs

Olfaktorické senzorické neurony (dale OSNs) jsou pomyslnou vykonnou slozkou
olfaktorického systému. Olfaktoricky systém savct je rozdélen na nékolik ¢asti, které jsou
anatomicky 1 funk¢né rozdilné. Jedna se o hlavni ¢ichovy epitel (MOE), vomeronasalni organ
(VNO), septalni organ (SO) a Griinebergovo ganglium (GG) (Munger et al. 2009). Kazdy
z téchto kompartmentli ma své specifické populace OSNs, které se 1i$i morfologii OSNs,
expresi chemosenzorickych receptorti (spolu s ptfislusnymi proteiny signalni transdukce) a
kone¢né 1 axonalni projekci do odlisnych ¢asti hlavniho, piipadné ptidavného olfaktorického
senzorického bulbu. Tato ¢ast pfedniho mozku je primarnim mistem zpracovani informaci,
které jsou dale prfedavany do vysSich olfaktorickych center (Munger et al. 2009). Lokalizace
uvedenych organii a projekce do ¢asti olfaktorického senzorického bulbu je zndzornéna na
obrazku 1.

Olfaktorické receptory se nachézi typicky na povrSich OSNs hlavniho ¢ichového
epitelu. Na povrchu kazdého OSN je vystaven pouze jeden typ olfaktorického receptoru
(,,One neuron-one receptor rule®) (prvni zminka v Malnic et al. 1999; Imai & Sakano 2009).
OSN:ss, které expresuji stejny olfaktoricky receptor vysilaji své axony do stejného mista
v olfaktorickém bulbu (Imai & Sakano 2009). Rada studii ukazuje, Ze ORs hraji v obou

zminénych fenoménech zasadni roli (Imai & Sakano 2009).
1.4. Ektopicka exprese olfaktorickych receptori

Olfaktorické receptory jsou expresovany v olfaktorickych tkanich (MOE, olfaktoricky
bulbus atd.), avSak nejen tam. Pro tento pfipad exprese ORs v jinych nez olfaktorickych
tkanich, mluvime o ektopické expresi. Ta byla potvrzena ve spermiich, varlatech, jazyku,

placenté, stievech, jatrech a v dalSich tkanich (Spehr et al. 2006). Analyza expresnich dat



velkého mnozstvi tkani ukéazala, Ze kazda prozkoumana tkan expresovala alespon jeden OR
(Feldmesser et al. 2006). Jak Feldmesser et al. (2006) upozornili, alespon ¢ast ektopické
exprese ORs nemusi mit zadny funkéni vyznam a je selekéné neutralni.

Vyse uvedené tvrzeni vSak jisté nebude zaleZitosti mysSiho olfaktorického receptoru 23
(MOR-23) a jeho exprese ve svalové tkani, kde se ti€astni regeneracnich procest (Griffin et
al. 2009). Dulezita role je ptikladana i hOR17-4, olfaktorickému receptoru pfitomnému na

lidskych spermiich (Spehr et al. 2003).

Obrazek 1 — Medialni fez modelovou lebkou se znazornénymi organy olfaktorického systému a jejich projekci
do hlavniho ¢ichového bulbu (MOB) nebo pfFidavnych ¢ichovych bulbli (AOB). GG — Griinebergovo ganglium,
SO - septalni organ, VNO- vomeronasalni organ, MOE- hlavni ¢ichovy epitel. Podle Munger et al. (2009),
upraveno.

2. Signalni transdukce olfaktorickvch receptorii obratlovci

Procesem signalni transdukce je minéna pfemeéna signalu obsazeného v
molekule odorantu, ktery vazbou na odpovidajici olfaktoricky receptor aktivuje signalizacni
kaskady vedouci k preméné na signal elektricky, Sifici se na membrané olfaktorického

senzorického neuronu.
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2.1. Vazba odorantu

2.1.1. Svét modelovani

V hledani a predikci vazebného mista ORs jsme odkazani na experimentalné zjisténé
struktury dalSich GPCRs, jelikoz zatim nebyla experimentalné stanovena ani jedna struktura
OR. Jak jsem jiz uvedl vyse, jednotlivé ORs se v sekvenci transmembranovych oblasti TM3,
TM4 a TMS5 od sebe velmi lisi, coz by mohlo napovidat o potencialni roli téchto 3 domén
v selektivni vazbé ligandt (Buck & Axel 1991). Tuto moznost viceméné potvrzuji i modely
zalozené na porovnavani konzervovanych aminokyselinovych pozic v sekvenci receptorii
mezi ortholognimi a paralognimi pary (Pilpel & Lancet 1999; Lapidot et al. 2001; Kondo et
al. 2002; Man et al. 2004). Predpoklad je, Ze mezi pary paralognich receptorti bude sekvencni
variabilita podstatné vyssi nez u ortholognich part, které by mohly vézat podobny nebo stejny
ligand. Porovnanim sekvencnich variabilit parti orthologli a parti paralogi mizeme ziskat
aminokyseliny intragujici s ligandy (velmi zjednodusSen¢). Tento piedpoklad studie splituji

(Pilpel & Lancet 1999; Lapidot et al. 2001; Kondo et al. 2002; Man et al. 2004).
2.1.2. Man et al. 2004

K vazb¢ odorantu pravdépodobné dochazi v tzv. vazebné kapse (angl. binding pocket),
misté tvofeném transmembranovymi doménami olfaktorického receptoru TM2 az TM7 a
druhou extracelularni smyckou (Man et al. 2004). Autofi studie nalezli potencionélni ligand-
vazebna mista, jimiz mélo byt 22 konzervovanych aminokyselin v
sekvencich transmembranovych domén (TM2 az TM7) a v 2. extracelularni smycce (Man et
al. 2004). Pii homolognim modelovani OR, zalozeného na rentgenové struktuie hovéziho
rhodopsinu, se 20 konzervovanych aminokyselin ,,shluklo® na stran¢ transmembranovych
domén formujicich vazebnou kapsu modelu OR (Man et al. 2004). Zbylé dv¢ konzervované
aminokyseliny lezi na druhé extracelularni smycce, ktera je tlaCena disulfidickou vazbou
smérem k vazebné kapse a tvofi k ni protilehly vazebny prvek (Man et al. 2004).

Nutno dodat, ze se model celkem dobte shoduje s modely dalSich autorti, kdy hlavni
¢ast konzervovanych aminokyselin byla mezi transmembranovymi doménami TM3 az TM7

(Floriano et al. 2000; Singer 2000; Reisert & Restrepo 2009).
2.1.3. Receptorovy kod

Odorant je vazan nékolika, pro n¢j unikatnimi ORs a jeden OR vaze nékolik odorantt

(Malnic et al. 1999; Kajiya et al. 2001). Existuji jak receptory vazici velké mnozstvi odorantii
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(tzv. generalist nebo také ,,broadly tuned receptors®), tak receptory s uzkym vazebnym
profilem (tzv. specialist nebo ,,narowly tuned receptors®) (Touhara & Vosshall 2009).
Strukturné pfibuzné druhy ORs maji piekryvajici se vazebné afinity a specifity pro stejné
odoranty (Kajiya et al. 2001). Druhy odorantovych receptort tak maji svlij unikatni vazebny
rozsah (angl. receptive range), ktery specifikuje vazané odoranty kombinaci aktivovanych
receptord, resp. OSNs (Malnic et al. 1999; Kajiya et al. 2001).

Odorant nemusi byt jen agonistou (jeho vazba aktivuje OR a cesty signalni
transdukce), miize byt i antagonistou (Oka et al. 2004). Takovy odorant je schopen inhibovat
odpovéd’ receptoru na vazbu jiného odorantu (Oka et al. 2004).

Uvedené informace dohromady dévaji predstavu o jakémsi receptorovém kodu,
unikatniho pro kazdy odorant, ktery se navic s koncentraci odorantu méni (Kajiya et al. 2001).
Ohromné mnozstvi potencionalnich ligandii po¢etnosti v fadech pievysuje pocty druhtit ORs
tteba 1 mezi takovymi specialisty, jako je potkan a mys (str. 29,30). Receptorovy kod tak
vysvétluje, jak fadove mensi mnozstvi riiznych ORs miize detekovat obii mnozstvi ligandi
(Malnic et al. 1999). V samotné vazbé odorantu ve vazebné kapse hraji roli hlavné vodikové
mustky spolu s hydrofobnimi a van der Waals interakcemi, které sta¢i na to, aby OR
rozpoznal velikost, tvar a funk¢ni skupinu odorantu (Katada et al. 2005). Bez zajimavosti
snad neni poznatek, ze jedind zména v konzervované aminokyselin¢ OR miize
zmeénit plisobeni odorantu jako agonisty na antagonistu (Katada et al. 2005). Kombinace
uvedenych informaci o receptorovém kodu spolu s poznatky o antagonismu odorantl by
mohla vysvétlit fenomén, kdy naSe vnimani smési odoranti neodpovida souctu jednotlivych
slozek smési (Laing 1989 podle Oka et al. 2004), ale mtize byt vniméno jako jina, ve smési

nepiitomna slozka (Oka et al. 2004).

2.2. Signalizacni kaskada

2.2.1. Obecny priehled

Ptedpokladany hlavni molekuldrni mechanismus kaskady vedouci od aktivovaného
OR k depolarizaci membrany OSN byl uveden jiz v publikaci objevitel rodiny ORs (Buck &
Axel 1991). Vazba odorantu na receptor (angl. coupling) vytvaii komplex odorant-receptor,
ktery aktivuje G-protein Gaolf. Aktivace Goolf je doprovazena zvySenim intracelularni
koncentrace cAMP v diisledku ¢innosti adenylét cyklazy typu III (ACIII), aktivované prave
Goolf. Diky zvySené hladiné¢ cAMP dochazi k otevirani cyklickymi nukleotidy oteviranych
kanalt (ddle CNG kanal), které nasledn& propousti kationty Ca®” z extracelularniho prostoru

dovnitf bunky a tak dochazi k depolarizaci membrany senzorického neuronu. Amplifikace
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depolarizace membrany OSN je uskutecnéna aktivaci chloridovych kanali na membrané
pomoci Ca®", vedouci k priichodu CI” pies membranu ven z buiiky (Ronnett & Moon 2002;
Touhara & Vosshall 2009).

Uvedené d¢€je jsou probrany nize detailnéji, véetné riznych roli domén OR, dalSich
cest aktivace signalizace a nakonec celého procesu desenzitizace, vedouciho k navratu OR do

stavu steady-state, ptfipraveného pro pifijem dal$iho odorantu.
2.2.2. Struktura OR a jeji role v procesech predani signalu

Struktura olfaktorického receptoru hraje klicovou roli jak pfi pienosu signalu, tak pfi
procesech vedoucich k samotné expresi receptoru na membranu. Vychdzime vsak z vysledka
ziskanych pouze pro n¢kolik maélo ¢lent (napi. mOR-EG, MOR-23) jinak obrovské rodiny
olfaktorickych GPCR, které jsou dané problémy s expresi ORs v heterolognim expresnim
systému (Gimelbrant et al. 1999). Moznym diivodem tohoto problému je absence proteinti
specificky zapojenych do uprav, zaujeti spravné konformace ¢i transportu olfaktorickych
receptoril v nechemosenzorickych buiikach pouzitych pro studium téchto receptorti. ORs se
nasledn¢ hromadi v lumen endoplasmatického retikula a ve své cesté na membranu
nepokracuji (Astvatsaturov et al. 1997). Dlikazem této moznosti je inducibilni chaperon
Hsp70, specificky pro buiiky olfaktorické sliznice, nalezeny po vystaveni teplotnimu a/nebo
chemickému Soku (Simpson et al. 2004, 2005). Koexprese Hsc70t, konstitutivniho chaperonu
puvodné nalezené¢ho v spermatidach (Ito et al. 1998), spolu s ORs v HEK293 vykazala
vyrazné zvyseni exprese receptort a zvyseni mnozstvi bunck s funkénimi ORs na jejich

membranach (Neuhaus et al. 2006).
2.2.2.1. Extracelularni N-terminalni doména

Extracelularni N-terminalni doména olfaktorického receptoru se pravdépodobné
ucastni jak procest translokace proteinu do membrany, tak dopraveni k plasmatické
membrang. Pro tyto procesy je naprosto zasadni glykosylace N-terminalniho glykosyla¢niho
mista s konzervovanou (v ramci ORs) aminokyselinovou sekvenci. Po odstranéni této
sekvence €1 zdmeén¢ aminokyseliny (Asn7 za Asp7) nedochazi totiz k zddné odpovédi
zaznamenatelné na trovni Ca®>" nebo cAMP. Naopak experimentalni privéseni dalsi N-
terminalni glykosyla¢ni sekvence k proteinu OR vedlo sice ke zvySenému transportu na
membranu a expresi proteinu, nicméné prakticky neovlivnilo hladiny Ca®" a cAMP (Katada et

al. 2004).
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2.2.2.2. Intracelularni C-terminalni doména

ORs se sprahuji s G-proteiny (napt. Gaolf) (Kajiya et al. 2001). V procesu vazby
Goolf na OR zastdva vyznamnou roli intracelularni C-terminalni doména spolu s treti
intracelularni smyckou receptoru. Experimentalni zkraceni C-termindlni domény mOR-EG o
10 aminokyselin nebo pfivéseni epitopu na C-terminalni doménu se projevi v ztraté¢ odpovédi
receptoru na odorant, nicméné na expresi receptoru vliv nema (Katada et al. 2004). C-
koncova doména zfejmé tvoii intracelularni helikélni mikrodoménu, osmy helix proteinu (viz.
obrazek 2) s konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky v ramci ORs (Lys 296, Lys299,
Lys303), ktera se u€astni a zaruCuje spravné interakce a selektivitu pfi parovani s G-proteiny
(Goolf) (Kato et al. 2008). Mutace v téchto lysinovych zbytcich mély efekt na odpovéd
receptoru po stimulaci ligandem (m&feni dle hladin cAMP a Ca”"), nicméng uréiti mala

odpovéd’ (v Ca*") byla pozorovéna (Kato et al. 2008).
2.2.2.3.  Treti intracelularni smycka

Evolu¢né konzervované tiseky se 70% identitou v ramci rodiny ORs nalezneme i u
tieti intracelularni smycky OR. Jde o aminokyseliny Gly234, Leu227, Ser231 a 1e222, kdy
posledni tfi jmenované ziejmée interaguji s Gaolf. Ser231 se pak, v rdmci ORs vysoce
konzervované sekvence KAFSTC, €astni regulace pfechodu konformace receptoru

z inaktivni na aktivni (Kato et al. 2008).

Ser113 Phe206 Leu212 Thr211 Asn207

Obrazek 2 — Model mOR-EG. Cervené jsou znazornéna variabilni mista, modie konzervovana mista.
Pfevzato z Kato et al. (2008).
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2.2.3. Sila elementarni odpovédi receptoru

Pro aktivaci OR staci zfejme jen jeden odorant (Bhandawat et al. 2005). Vazba
odorantu na OR trva jen velmi kratkou dobu, za kterou receptor pravdépodobné aktivuje
maximaln¢ jeden Goolf (Bhandawat et al. 2005). Tento aktivovany G-protein by navic mohl
aktivovat pouze jedinou adenylat kindzu (Sunahara et al. 1997). VSechny tyto poznatky vedou
k moznosti, Ze odpovéd’ na vytvoreni komplexu odorant-receptor je, ve srovnani
s elementarni odpovéedi fotoreceptoru, extrémné mala a dochézi jen k minimalni signalni
amplifikaci (Bhandawat et al. 2005). V kontextu chemicko-fyzikalni podstaty odoranti,
paradigmatu dnesni evoluc¢ni biologie a za predpokladu Sifeni a fedéni odorantl v prostiedi,
bych vS§ak toto vnimal v pozitivnim smyslu - jako adaptaci na odfiltrovani zbytecnych,
klamavych signalt, kdy az urcité koncentrace odorantu vyvolavaji smysluplnou (tedy i

dostate¢né silnou) odpoved.
2.2.4. Ric-8B, guanine nucleotide exchange factor

OR po vazbé odorantu na membrané OSN aktivuje podjednotku trimerického G-
proteinu Goolf (Touhara & Vosshall 2009). Aktivovany receptor ale pravdépodobné muiize
aktivovat maximalné jeden G-protein (Bhandawat et al. 2005) (viz kapitola Sila elementarni
odpovédi receptoru). Je vsak mozné, Ze k zaruceni aktivace alesponi jednoho G-proteinu (resp.
podjednotky Gaolf) ptispivaji ptidavné proteiny, specifické pro olfaktorické tkané, jako je
protein Ric-8B (Von Dannecker et al. 2005). Ric-8B byl popsan jako ¢len velké a
diversifikované rodiny GEF (guanine nucleotide exchange factors) proteint, ktery se vaze na
podjednotky Gas a Gaq (Tall et al. 2003). GEF proteiny obecné urychluji tvorbu aktivni
formy Ga (schopné aktivace riznych efektorti, napt. ACIII) tim, Ze se vazi na neaktivni
komplex Ga — GDP a GDP odstrani (Sprang 2001).

Role Ric-8B jako GEF a tedy i dlilezité komponenty procesu signalni transdukce je
podpofena né¢kolika vyzkumy. V heterolognim syst¢ému HEK293 aktivovany Goolf aktivuje
ACIII a ta zvysi cytosolickou koncentraci cAMP. Pokud je vSak s Goolf pfitomen Ric-8B,
koncentrace cAMP je vyssi (Von Dannecker et al. 2005). In situ hybridizaéni experimenty
ukazaly, ze Ric-8B je, stejn¢ jako Gaolf, specificky exprimovan v zralém OSN (Von
Dannecker et al. 2005). Imunofluorescencni experimenty dale ukazaly, ze Goolf a Ric-8B
kolokalizuji na periferii buiiky (Von Dannecker et al. 2006). Koexprese Gaolf a Ric-8B navic
vykézala dvakrat silnéjsi periferni lokalizaci Gaolf v porovnani se samotnou expresi Gaolf

(Von Dannecker et al. 2006). Tyto vyzkumy, spolu s diikazy piimé interakce Goolf a Ric-8B
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(Von Dannecker et al. 2005), preferen¢ni vazby Ric-8B na komplex Gaolf -GDP spise nez na
komplex Gaolf-GTP (Kerr et al. 2008), podporuji roli Ric-8B jako vyznamného regulatoru
signalni transdukce odorantu (Kerr et al. 2008).

Ric-8B vsak nevaze pouze Goolf, ale i dalsi Ga podjednotky trimerickych G-proteinti
(Tall et al. 2003; Kerr et al. 2008). In vitro biochemické studie vlivu Ric-8B na Gas
neprokézaly funkci Ric-8B jako GEF, nicméné¢ jako positivniho regulatoru signalni

transdukce ano (Nagai et al. 2010).
2.2.5. Adenylat cyklaza typu I1I

Adenylat cyklaza je jednim z enzymt, které vyznamné ptispeli k poznani celé signalni
kaskady aktivované odorantem a to zejména diky tvorbé detekovatelného cAMP a zna¢nému
mnozstvi tohoto enzymu v OSNs (Pace et al. 1985; Sklar et al. 1986). Konkrétné se jedna o
adenylat cyklazu typu III, specifickou pro cilie OSNs, kterd je aktivovana Goolf (Bakalyar &
Reed 1990). V ciliich OSNs lze nalézt dalsi typy adenylat cyklaz (ACII a ACIV), které by se
hypoteticky pfenosu signalu také mohly t€astnit, nicméné pouze mysi s nefunkéni ACIII
nevykazuji Zzadnou odpovéd’ na odoranty a navic vykazuji zmény v chovani (Wong et al.

2000).
2.2.6. CNG kanal, Bestrophin-2 a membranova depolarizace

Jak napovida nazev CNG (Cyclic Nucleotide Gated) kanalu, umisténého
v membranach cilii OSNs, jde o proteinovy komplex otevirany zvySenim cytosolické
koncentrace cAMP (Nakamura & Gold 1987). Otevienim kandlu mohou do cilii pronikat
kationty Ca®" a Na™, které nasledné zpisobi pocate¢ni elektrickou odpovéd’ na vazbu odorantu
(Matthews & Reisert 2003). Zvyiena hladina cytosolického Ca”" otevie Ca*"-zavislé CI
kanaly, CI" ionty jsou transportovany pies Cl kanaly z cilii do extracelularniho prostoru a
prispé&ji tak k zesileni depolarizace (Matthews & Reisert 2003).

Mysi bestrophin-2 (mBest-2), by mohl byt onim Ca** dependentnim CI” kanalem, nebo
spiSe jeho ¢asti (Qu et al. 2004; Pifferi et al. 2006). Jeho role, stejné jako poznatky o expresi
v riznych tkanich ¢i absence projevu na fenotypu u mysi po knockoutu bestrophinu-2, neni

vsak zdaleka vyjasnéna (Kunzelmann et al. 2009).
2.2.7. Existuji dalsi cesty?

Pro vySe uvadénou cestu signalni amplifikace existuje pomérné silnd podpora na poli

deficientnich fenotypt zpisobenych knockoutem jejich genti. Naptiklad absence proteint
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Gaolf, kdy mutantni fenotyp vykazuje vyrazné snizenou odpovéd’ OSNs na rtizné odoranty,
behaviordlni zmény adultnich mysi a i v jejich disledku vysokou imrtnost mlad’at (vice jak
75% béhem 2 dnt1) (Belluscio et al. 1998). Dalsi podporou je na elektroolfaktogramu
nedetekovatelnd odpoveéd na cAMP u mysi s knockoutovanym genem pro CNG kandl (Brunet
et al. 1996) stejné, jako u mysi s knockoutovanym genem pro ACIII (Wong et al. 2000).
Existuje vSak i dalsi cesta signalni transdukce? Pravdépodobné ano, predpokladané
jsou 2 cesty signalni transdukce odlisné od vyse uvadénych. Jedna se o jednak o cestu
zahrnujici membranoveé vazanou guanylyl cyklazu a fosfodiesterazu typu 2, jednak o cestu
transdukce pres fosfolipazu C a TRPMS kanal (Touhara & Vosshall 2009). Pro zaméteni

prace vsak tyto alternativni cesty podrobnéji neuvadim.
2.3. Navrat do stavu steady-state: desensitizace

V procesu desensitizace dochazi k ndvratu vSech aktivovanych komponentt signalni
kaskady do stavu steady-state, tedy k ptipravé pro novou aktivaci dalsi molekulou odorantu
(Touhara & Vosshall 2009; Ronnett & Moon 2002). OSNs tohoto na urovni ORs
pravdépodobné dosahuji nékolika procesy: fosforylaci aktivovanych ORs, jejich internalizaci
a také odpojenim (angl. uncoupling) ORs od G-proteinti (Ronnett & Moon 2002). Na rozdil
od jinych GPCRs toho vsak o cestach a proteinech zucastiujicich se odorantem-aktivované

desensitizace ORs vime velmi malo (Mashukova et al. 2006).
2.3.1. Fosforylace proteinu

Fosforylace proteinti ucastnicich se olfaktorickych signdlnich kaskad je pokladana za
vyznamnou soucast terminace odpovédi na vazbu odorantu (soucasti procesu desensitizace),
vyvolané zvySenou koncentraci cAMP (jde tedy o zpétnou negativni vazbu) diky zachyceni
odorantu OR a nasledné aktivaci signalni kaskady (Boekhoff et al. 1992). Experimentalné
bylo zjisténo, ze diky pisobeni specifickych inhibitort protein kindzy A (PKC), nebo protein
kinazy C (PKC) byla kompletn¢ zablokovéana fosforylace proteinli umisténych v ciliich OSNs
(Boekhoff et al. 1992). V desensitizaci ORs pomoci fosforylace proteini je pravdépodobné
vyznamné zapojena i G-protein-coupled receptorova kinaza 3 (GRK3) (Peppel et al. 1997),
oznacovana také jako B-adrenergni receptorova kinasa-2 (BARK?2), preferencné exprimovana
v olfaktorickém epitelu (Schleicher et al. 1993). Zda se, ze GRK3 neni aktivovana zvysenou
hladinou cAMP, na rozdil od PKA a PKC (Schleicher et al. 1993).

Ptedpokladané role cAMP-dependentnich protein kindz v procesu desensitizace jsou

nasledujici: PKC zastavuje IP; kaskddu (jedna z alternativnich cest signalni transdukce), PKA
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vypiné procesy vedouci ke zvySené cytosolické hladiné cAMP (Boekhoff & Breer 1992).
PKA by také mohla hrat roli ve fosforylaci serinovych a threoninovych zbytku treti
intracelularni smycky aktivovanych ORs, kterd je ziejme nezbytna pro vazbu B-arrestinu2 na
receptor (Mashukova et al. 2006). Vazba B-arrestinu2 na aktivovany OR indukuje
internalizaci tohoto komplexu do recyklujiciho endosomu pfies clathrin-dependentni
endocytozu, kterd je soucasti desensitizace (Mashukova et al. 2006).

GRK3 by mohla byt ptimo zapojena v procesu odpojeni (angl. uncoupling) OR od G-
proteinu (Letkowitz & Caron 1993 podle Peppel et al. 1997). Pfiméa fosforylace aktivovaného
ORs (pravdépodobné C-termindlni domény) specifickou kinasou (snad pravé GRK3) by
mohla vést k zamezeni dalsi aktivace G-proteint a aktivovaného OR (Ronnett & Moon 2002).

Existuji vSak i ndzory, ze arestiny a fosforylace proteind hraji roli pouze v procesech
dlouhodobé odpovédi na detekci odorantu (vice o této odpovédi v Ronnett & Moon 2002),
zatimco pfi standardni terminaci olfaktorické odpovédi na velmi kratkodoby vznik komplexu

odorant-receptor je jejich ti¢ast nepravdépodobna (Bhandawat et al. 2005).
2.3.2. Odpovéd’ CNG kanalu a ACIII na Ca®*

Velkou roli bude hrat jisté i negativni zpétna vazba na zvysenou cytosolickou
koncentraci Ca”* (Touhara & Vosshall 2009). Zvysena koncentrace Ca’* jednak stabilizuje
uzavienou konformaci CNG kanalt (Zufall et al. 1991), jednak aktivuje CaMKII, ktera
fosforyluje ACIII a tak ji deaktivuje (Wei et al. 1998).
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Obrazek 3- Zobrazeni nékterych déji nasledujicich po vazbé ligandu na olfaktoricky receptor. Podjednotka
Gaolf a ACIII jsou na vnitini, cytosolické strané membrany. Nakresleno podle Munger et al. (2009), upraveno.
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3. Evoluce ORs

3.1. Klasifikace genii pro OR

ORs jsou klasifikovany do 9 skupin a, B, v, 9, €, {, 1, 0, k (Niimura & Nei 2005b) a A
(Niimura 2009). Kazda z téchto skupin méla v poslednim spole¢ném predku (ve smyslu
Most Recent Common Ancestor, zkr. MRCA) ryb a tetrapodu alespoii 1 gen pro OR
(Niimura & Nei 2005b). U ryb bylo nalezeno 8 z téchto 9 skupin, skupina o u ryb chybi
(Niimura & Nei 2005b). Naopak, skupina { je specifickd pouze pro ryby (Niimura & Nei
2005b). Jediného zastupce ORs u ryb (resp. u Danio rerio) ma skupina y (Niimura & Nei
2005b). Skupiny 0, €, £ a n jsou u ryb nejvétsimi skupinami (Niimura & Nei 2005b).

Z4by maji také zastupce ORs z osmi skupin (chybi ¢). Skupina y je u zab (Xenopus
tropicalis) daleko vétsi (370 funkénich genti, 802 véetné pseudogentl), coz je vice jak 90%
ze vSech ORs (Niimura & Nei 2005b)! Podobnou procentualni ptevahu (blizko 90%)
skupiny vy Ize nalézt u kuiete (Gallus gallus domesticus), mysi (Mus) a ¢lovéka. Druhou
skupinou y smérem od Zab k savclim a ptadkiim ohromné expandovala. U savct a ptaki jsou
s prevahou nejvétsi skupiny y a a. U ptakl a ¢lovéka byl nalezen jeden funkéni gen pro 0,
alespon jeden gen ze skupiny k a 3 geny skupiny B byly pozorovany u mysi (Niimura & Nei
2006).

Ptihlédneme-li k zivotnimu prosttedi uvadénych zvitat (Danio rerio, X. tropicalis, G.
gallus, Mus musculus) a k zpisobu, jakym je vyuzivaji, 1ze logicky vyvodit nasledujici
zavery. Ve vodnim prostiedi se uplatituji zejména skupiny 9, €, {, 1 pravdépodobné protoze
vazi odoranty rozpustné ve vodé (Niimura & Nei 2005b). Skupiny a a prakticky i y (mnoha-
radove vetsi pocet zastupel, nez u ryb) jsou nalézany jen u zivocichl alesponi castecné
zijicich na sousi, schopnych dychat vzdusny kyslik a proto jsou povazovany za receptory
vzduchem se Sificich odorantd (Niimura & Nei 2005b).

O vyse uvedeném rozdéleni vypovida i odlisna exprese ORs v nosni dutin€ u Xenopus
laevis (Freitag et al. 1995). Parova nosni dutina zab je rozdélena na 3 subsystémy: VNO a
dv¢ ¢asti hlavni komory, medialni diverticulum a lateralni diverticulum (Altner 1962 podle
Freitag et al. 1995). Pokud je tato zaba na hladin€, kozni , klapka* uzavira lateralni
diverticulum, zatimco medialni diverticulum je oteviené a zaba tak mlize vnimat pachy ze
vzduchu pomoci sensorického epitelu s ORs tiidy II (,,mamals-like* ORs) (Freitag et al.
1995). Ponoii — li se pod hladinu, vstup na medialni diverticulum je uzavien kozni

»Kklapkou®, vode¢ je vystaveno lateralni divertikulum, kde zachytavani ve vod¢ rozpusténych
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odorantl zprosttedkuji ORs ttidy I (,,fish-like* ORs) (Freitag et al. 1995). Rozdéleni nosnich
dutin na dva odlisn¢ specializované sensorické epitely v medialnim a laterdlnim diverticulu
predstavuje adaptaci na zivot ve vod¢ a zarovei i v terestrickém prostiedi (Freitag et al.
1995).

Rozdé€leni olfaktorickych receptort na ,,fish-like* receptory (tfida I) a ,,mammals-like*
receptory (tfida II) (Freitag et al. 1995; Glusman et al. 2000) je dnes ptekonané. Ttida I by
m¢ela obsahovat jen receptory ryb a odpovidajici ¢ast receptort obojzivelniki (Freitag et al.
1995). Nicméné¢ toto rozdéleni v redlu ptilis neplati (Niimura & Nei 2006). Oznaceni tfida I
(geny skupin a a B) a tfida II (geny skupiny y) proto patii dnes genovym skupindm tetrapod,
specializovanym na detekci odorantti ve vzduchu, zejména tedy saveiim (Niimura & Nei
2006; Nei et al. 2008). Je proto dobré vnimat tyto dvé odlisné pojeti tiidy I a II v zavislosti
na citovanych publikacich ¢i dobé vydani publikace.

Existuje jesté dalsi rozdéleni ORs. Skupiny a, B, v, 9, €, { jako geny typu 1 (kam patfi 1
geny ORs mihuli) a skupiny 1, 0, k a A jako geny typu 2, u kterych nezndme funkci a je i
mozné, ze pres jistou miru podobnosti s ORs ani jako ORs nefunguji (Niimura & Nei 2005b;
Niimura 2009).

3.2. Nomenklatura

Systém pojmenovavani gent olfaktorickych receptori je zalozeny na klasifikaci
rodiny a podrodiny receptoru (Glusman et al. 2000). OR1D2 znamena, ze jde o olfaktoricky
receptor rodiny 1 (OR1D?2), podrodiny D (OR1D2) a ¢islo za pismenem podrodiny je
individualni genové Cislo receptoru v ramci podrodiny (OR1D2). Pokud je za pétiznakovym
jménem receptoru pismeno ,,P*“ (napt. OR1D2P), jde o pseudogen. Rodiny tfidy II jsou
oznacovany Cislicemi 1 az 50, rodiny tfidy I ¢islicemi pocinaje 51 dale. Pokud se jednd o

receptor mysi, je misto OR uvedeno Or (Glusman et al. 2000).
3.3. Struktura genu pro OR

Geny pro ORs neobsahuji, v typickém ptipadé (narazim na riizné predpokladané geny
pro ORs u star$ich linii, neZ jsou chordata, kapitola 3.5.1.) zadné introny v kdédujici oblasti
(Fleischer et al. 2009). Kratké exony a introny vSak nalezneme v nekodujicich regionech ptred
1 za kédujicim usekem. Zaznamenany alternativni sestfih exond pfed mistem stratu translace
nedava vzniku novych proteint (Fleischer et al. 2009). Misto startu transkripce a
polyadenylacni signél jsou umistény do vzdalenosti 1-10 kb od kodujiciho regionu (Fleischer

et al. 2009).
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3.4. Geny pro olfaktorické receptory jsou v klastrech vytvarenych tandemovou

duplikaci

Studie lidského a mySiho genomu ukdazaly, Ze geny pro ORs se nalézaji ve valné
vétsing v genomickych klastrech (klastrech genti se specifickou genomickou lokaci),
rozmisténych na vSech chromosomech vyjma chromosomt 20 a Y u ¢lovéka (Glusman et al.
2001; Niimura & Nei 2003). Rozmisténi genti na chromosomech mysi uz tak jasné
v publikacich neni. Opét, Siroka distribuce gent na vétsin¢ chromosom1 sice plati (X. Zhang
& Firestein 2002; Godfrey et al. 2004; Niimura & Nei 2005a), nicmén¢é udavané chromosomy
bez genti pro ORs jsou v uvedenych publikacich jiné. Niimura & Nei (2005a), udavaji
chromosom 18 a Y jako jediné bez ORs.

Primérny klastr ORs v lidském genomu obsahuje ~300kb a asi 90% klastrt je
velikostné mezi 100kb a 1Mb (Glusman et al. 2001). Na chromosomech 1, 6,9, 11,14 a 19 je
rozmisténo 73% geni (funkénich 1 pseudogentl) pro ORs, zatimco zbylych 23% je rozmisténo
na zbylych chromosomech (na chromosomu 22 je jen 1 gen pro OR) (Glusman et al. 2001).
Analyzy rozdé€lily geny pro ORs ¢lovéka do 2 tiid (,,fish-like* tfida 1 a ,,mammals-like* tfida
2; kapitola 3.1.) a ty dale do n€kolika rodin a subrodin (Glusman et al. 2001; Niimura & Nei
2003). Srovnani miry pfibuznosti genti a jejich lokace v klastrech ukazalo, ze funk¢ni geny
stejné fylogenetické linie si jsou ¢asto blizko lokaci na chromosomu a mnohdy maji stejny
smér transkripce (Niimura & Nei 2003). Takové geny vznikly pravdépodobné tandemovou
genovou duplikaci (Niimura & Nei 2003). V dasledku chromosomalnich ptestaveb a
translokaci vSak v jednom klastru miizeme Casto nalézt i geny dvou a vice riznych
fylogenetickych linii olfaktorickych receptort (Niimura & Nei 2003). Studium klastri ndm
muze poveédét mnoho naptiklad o historii duplikaci a chromosomalnich ptestaveb, ¢i dalSich
osudech duplikovanych tsekt jako nového zakladu pro dalsi speciaci (Glusman, Yanai, et al.
2001; Niimura & Nei 2003; Niimura & Nei 2005; Zhang & Firestein 2002; Godfrey et al.
2004).

3.5. Geny pro OR jsou v strunatcich a hlavné v obratlovcich

V této kapitole se pokusim piehledné uvést dostupné informace o poctech ORs
v genomech strunatcti a obratlovct. Nejprve vSak zacnu u linii starSich, nez jsou predeslé

zminéné.
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3.5.1. Puvod ORs saha daleko do minulosti

Olfaktorické receptory tvoii nejvétsi multigenovou rodinu u savel, pfitomné jsou u
vSech obratlovcet, véetné mihuli Lampetra fluviatilis (Berghard & Dryer 1998; Freitag et al.
1999) a Petromyzon marinus (Libants et al. 2009). Gouki Satoh (2005) navic nalezl u
kopinatce (Branchiostoma belcheri), jednoho z nejblizsich piibuznych obratlovct, gen pro
GPCRs, ktery ma podobnost s obratlovéimi ORs a experimentaln¢ zjistil expresi tohoto genu
na bipolarnich neuronech v rostralnim epitelu dospélych kopinatcii. Je v§ak mozné vystopovat
puvod olfaktorickych receptor jesté dale? Zda se, ze ano. Olfaktorické receptory jsou
soucasti rhodopsin-like rodiny GPCRs, stejné jako opsiny (Fredriksson & Schioth 2005;
http://www.gpcr.org/7tm/), které byly nalezeny v genomu 7richoplax adherenes (Srivastava
et al. 2008). Amphimedon queenslandica, Zivoc¢isna houba zijici na Velkém bariérovém utesu,
obsahuje v genomu jiz rozsahlé expanze rhodopsin-like family genti (Srivastava et al. 2010).
S ptihlédnutim k ptibliznému Casu divergence kmene Porifera od ostatnich metazoa kolem
600 milioni let, 1ze pfedpokladat vznik této rodiny rhodopsin-like GPCRs v rozmezi 600-800
miliont let (Rompler et al. 2007).

Pivod ORs strunatcti se snazili objasnit Churcher & Taylor (2011) pomoci hledani
spole¢nych aminokyselinovych motivii z ORs bezlebe¢nych a obratlovct v predikovanych
proteinech non-chordat (zivo¢ichové mimo strunatce; strunatci - chordata). Nalezli 35
plnohodnotnych a 11 ¢aste¢nych sekvenci OR-like gent u druhu Nematostella vectensis
(Anthozoa, Cnidaria) (Churcher & Taylor 2011). Vétsina téchto genti (35 z celkovych 41)
byla, stejn¢ jako ORs obratlovci, kédovana jednim exonem a uspofadana v tandemovych
sekvencich (Churcher & Taylor 2011). Sedmadvacet OR-like genti, opét v genomu vétSinou
tandemov¢ sefazenych a jednim exonem kodovanych, nalezli u Strongylocentrotus
purpuratus (Echinodermata) (Churcher & Taylor 2011). Nalezené OR-like geny S.
purpuratus, N. vectensis a geny ORs strunatcti vychazi z jedné monofyletické linie a je tedy
mozné, ze ORs strunatcti maji sviij pavod u predka zahavcii (Cnidaria) a oboustranné
soumérnych zivocichti (Bilateralia) (Churcher & Taylor 2011). K podobnému zévéru dochazi

i Niimura (2009).
3.5.2. ORs kopinatcii a urochordata

V genomu kopinatce Branchiostoma belcheri (Cephalochordata) byl nalezen gen sice
se slabou sekven¢ni identitou k ORs obratlovct (ale také k dalSim zastupcim Rhodopsin-like

rodiny), nicméné sdilel motivy a konzervované aminokyselinové zbytky spole¢né obratlovéim
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ORs (Satoh 2005). Navic, tento ptipadny OR gen byl bez intront, kddoval TM domény a byl
lokalizovan v bipolarnich neuronech v rostralnim epitelu (Satoh 2005). I u dalsiho zastupce
kopinatcti, Branchiostoma floridae, byly nalezeny geny piibuzné k OR obratlovct. Jednak se
jedné o 31 potencionalné funk¢nich gend, vzniklych genovou expanzi az v linii kopinatct
(Niimura 2009), jednak o 61(34 kédovanych jednim exonem) ptipadnych genti pro ORs
(Churcher & Taylor 2009). Identifikované geny vcetné genu z B.belcheri (Satoh 2005) tvoti
monofyletickou linii se v§emi geny pro ORs obratlovcii (Niimura 2009) a je mozné Ze se
zacaly vyvijet pfed ~550 miliony lety, po odd€leni podkmene Cephalochordata od strunatcti
(Churcher & Taylor 2009).

Studie autort uvedenych v ptedchozim odstavci se zabyvaly také hledanim orthologli
ORs v genomech podkmene Urochordata. Ani u zastupct tfidy Ascidiacea (Ciona intestinalis
a C. savignyi), ani u zastupce Oikopleura dionica (Appendicularia) vsak nebyly nalezeny
zadné geny pro ORs a zda se, ze ztrata ORs se udala uz ve spolecném piedku jmenovanych

ttid Urochordata (Satoh 2005; Churcher & Taylor 2009; Niimura 2009).
3.5.3. ORs mihuli a Callorhinchus milii (chondrichthyes)

Zpusob zivota mihuli klade zna¢né naroky na jejich olfaktoricky systém a to ve vSech
stadiich zivota. Petromyzon marinus (mihule motska, Agnatha) ve svém genomu obsahuje 27
intaktnich OR genti a 35 OR pseudogent (Libants et al. 2009). Tato mihule béhem zivotniho
cyklu prochazi tfemi stadii (stadium larvy, parasitické stadium a dospélec), které se pomérne
zéasadné 1181 z hlediska morfologie, fyziologie i zptisobem obzivy (Gaisler & Zima 2007). To
by mohlo byt divodem rozdilné exprese ne¢kterych chemosensorickych genii (véetné ORs)

v ruznych stadiich zivota (Libants et al. 2009).

Dalsi studie, tentokrat ORs mihule ficni (Lampetra fluviatilis, Agnatha), ukazala
pritomnost 4 genti pro ORs v genomu a in situ hybridizace olfaktorickych receptort potvrdila
jejich expresi v chemosenzorickych buiikach olfaktorického organu (Freitag et al. 1999).

Oba zminéné druhy mihuli (Petromyzon marinus a Lampetra fluviatilis), spolu
s dalSimi 12 druhy non-chordat, zatadil do své fylogenetické analyzy Niimura (2009). Dosel
k zavéru, ze divergence olfaktorickych receptorti na dva typy genti (geny typu 1 a geny typu
2) musela pfedchazet divergenci bezcelistnatych (Agnatha) od celistnatych (Gnathostomata),
protoze geny ORs mihuli spadaji jak do genti typu 1, tak do gent typu 2 (Niimura 2009).
Geny ORs z mihuli vSak nespadaji do zadné skupiny genti typu 1 (a — ) a namisto toho
v ramci gend typu 1 tvoii 2 skupiny genti lamp —a a lamp —b (Niimura 2009). V ptipad¢ gent

typu 2 je situace jind, kdyz se geny ORs mihuli rozpadaji do skupin 1, k a A (Niimura 2009).
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K divergenci gent typu 2 na skupiny n, 0, « a A tak zfejmé& doslo dfive, nez k divergenci mezi
Celistatci a bezcelistnatei (Niimura 2009).

Stale jesté ne plné pokryty genom Callorhinchus milii (podttida Holocephali, tfida
Chondrichthyes) vykézal jen Sest gentl, z nichZ jen 3 jsou plnohodnotné, resp. (potencionaln¢)
funk¢ni (Niimura 2009). Jeden (pferuseny) OR gen v analyze spadl do skupiny lamp-a genti
typu 1, intaktni OR gen do skupiny n, 2 pferusené a 1 funkéni geny do skupiny 0 a kone¢né 1
funk¢ni gen do skupiny « (Niimura 2009). Ze znalosti divergence gent typu 1 u kostnatych
ryb na skupiny o — { a z poznatkl ziskanych z genomt mihuli a C.milii 1ze vyvodit, Ze
divergence gent typu 1 se odehrala az po divergenci chrupavcitych ryb (Chondrichthyes) a

ryb kostnatych (Teleostei) (Niimura 2009).
3.54. Ryby (Osteichthyes)

Kostnaté ryby (Teleostei) rozhodné nepatii co do poctu ORs k pteborniktim, jako je
potkan (obecn¢ udavané mnozstvi ORs u ryb je asi 100, potkan cca 15x vice), nicméné¢ i tak
jsou schopny detekovat ve vodnim prostredi fadu odorantti, jako jsou zlucové kyseliny,
aminokyseliny, nukleotidy, prostaglandiny a steroidy (Hino et al. 2009). Zatimco valna
vétSina saveich receptort spada do dvou skupin (a a ), olfaktorické receptory ryb nalezi do
skupin osmi, coz ukazuje na vétsi diversifikaci genti pro ORs u ryb (Niimura & Nei 2005b).
Ryby nemaji zadny gen skupiny a, prakticky nemaji ani geny skupiny y (jen jeden intaktni
gen v genomu Danio rerio, pseudogeny u Oryzas latipes a Gasterosteus aculeatus; Niimura
2009). Rybi receptory vSak spadaji zejména do skupin 9, €, { a 1, které jsou povazovany za
receptory pro odoranty rozpustné ve vodé (Niimura & Nei 2005b). Pfitomné jsou u ryb i geny
skupiny B, jez jsou nalézané i v suchozemskych obratlovcich a snad detekuji jak hydrofilni,
tak hydrofobni odoranty (Niimura 2009). Ptiblizn¢€ jeden funk¢ni gen v genomu ryb maji
zbyvajici skupiny (0, k a A).

Rozdil v poctu ORs u riznych druhti ryb se pomérné zasadné lisi (vice jak u savci),
kdyz v genomu Danio rerio bylo nalezeno 143 intaktnich genii a v genomu Tetraodon
nigroviridis 42 intaktnich gent (Alioto & Ngai 2005), resp. 154 u D. rerioa 11 u T.
nigroviridis (Niimura 2009).

Mensi pocet ORs v rybich genomech neznamena nutné mensi dilezitost
olfaktorického systému ve vodnim prostfedi. Zajimavym piikladem schopnosti olfaktorického
systému u ryb je jisté¢ migrace losost, ktefi jsou diky tzv. olfaktorickému imprintingu
(vnimani odorantti béhem migrace z mista narozeni dale po proudu feky a kone¢né az do

oceanu), schopni pfesného nédvratu z oceanu do jejich ,,rodného* potoka, kde se poté vytiraji
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(Hino et al. 2009). Nutno pfiznat, Ze neni jasné, zda za tento jev jsou zodpovédné také
olfaktorické receptory. Ugast olfaktorického systému a receptorovych bunék olfaktorického
epitelu je vSak pravdépodobna (Hino et al. 2009).

Zastupce jedné z nejpiibuznéjSich sesterskych skupin tetrapod Latimeria chalumnae
(Sarcopterygii) ve svém genomu obsahuje jak tfidu I (,,fish-like* receptors), ale oproti
kostnatym rybam (Teleostei) i tfidu II (,,mammals-like* receptors) olfaktorickych receptori
(obé¢ ttidy zde brany v pojeti Freitag et al. 1995) (Freitag et al. 1998). Ttida Il v Latimerii
vykazuje 64% pseudogenizaci a je otazkou, zda vitbec jsou pfedpokladané funkéni geny tiidy
II nékde na téle exprimovany (Freitag et al. 1998). At jiz jsou nebo ne, pfitomnost obou tfid
v genomu latimerie ukazuje, (spole¢né s vySe popsanymi poznatky o ttidach receptorti ryb,

obojzivelniki a savell) na vyvoj tfidy II z predka ttidy I (Freitag et al. 1998).
3.5.5. Obojzivelnici

Obojzivelnici maji pro vyzkum ORs velky vyznam, jde totiz o prvni tetrapoda alesponi
Castecné zijici na sousi. Tfidam ORs, které byly popsany na zéklad¢ repertoaru ORs u
Xenopus laevis (Freitag et al. 1995) a rozd€leni parové nosni dutiny (anatomické, funk¢ni i co
do exprese tfid ORs) u Xenopus laevis jsem se vénoval v kapitole 3.1. Zatimco Niimura &
Nei (2005b) identifikovali v draft sekvenci genomu Xenopus tropicalis 888 genti pro ORs
(soucet funkcénich gentl, ¢asteCnych sekvenci a pseudogentt), Niimura (2009) jiz uvadi
celkovych 1638 genti pro OR (!) v pIné€ sekvenovaném genomu. Celkovym poctem gent se
tak Xenopus tropicalis fadi k nejbohatSim organismtim, poctem funkénich ORs (824)
prekonava celou fadu savcei (Niimura 2009). Genom X. tropicalis obsahuje jiz 8 funkénich
geni skupiny a, oproti kostnatym rybam (Teleostei) v§ak neobsahuje zadny gen pro skupinu
(Niimura 2009). Pozoruhodné jsou pocty gent skupiny v (752 funkcnich, 190 ¢astecnych
sekvenci, 590 pseudogenti) a skupiny B (14 funkcénich, 8 pseudogent) (Niimura 2009), které
potvrzuji zminéné hypotézy (kapitola 3.1) o zaméteni skupin receptorti na hydrofébni ¢i

hydrofilni prostfedi (nebo na ob¢ v ptipadé skupiny B, kapitola 3.5.4.).
3.5.6. Plazi a ptaci

Teprve relativné neddvné sekvenovani genomu prvniho plaza, anolise rudokrkého
(Anolis carolinensis, Reptilia), umoznilo zjistit po¢et ORs v jeho draft genomové sekvenci a
srovnanim s pocty ORs u riiznych druht ptakl ziskat informaci o evoluci repertoaru ORs
v ramci tfidy Sauropsida. Niimura (2009) nalezl 112 funkénich (146 celkove), Steiger et al.
(2009) 110 funkénich (156 celkove) OR geniti. V draft verzi genomu anolise ob¢ studie
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nalezly 1 funkéni gen skupiny a, 111 resp. 108 funkénich genti skupiny y a 1 funkéni gen
skupiny 0 (Niimura 2009; Steiger et al. 2009).

Ptaci jsou obecné povazovani za vizualné a sluchové orientované. Relativné nedavné
vyzkumy stavu OR gent v genomech ptakt (Steiger et al. 2009; Niimura 2009) vSak potvrzuji
dualezitou roli ¢ichu i u fadu jakym jsou pévci (Passeriformes), schopni takto naptiklad
detekovat predatora (Amo et al. 2008 a reference tam uvedené¢). Genomy kura domaciho
(Gallus gallus, tad Galliformes) a zebticky pestré (Taenopygia guttata, fad Passeriformes)
odhalily vétsi repertoar ORs, nez byl ten u A4.carolinensis. Genom kura domaciho obsahuje
479, zebticky pestré 553 OR gent (celkovy pocet genti). Ovsem frakci intaktnich OR gent
(~72 %) ptevysuje anolis oba ptaci zastupce (~66 % kur, ~38 % zebricka) (Steiger et al.
2009). Za vyssi pocet OR gentl v ptacich genomech je ziejmée zodpovédna hlavné expanze
jedné vétve genové skupiny vy (tzv. y-c), kterd nema v genomu anolise zadné zastupce a je
tedy povazovana za specifickou pro ptaky, nikoliv pro sauropsidni linii (Steiger et al. 2009).
Podobné jako nize popisovana podrodina u motskych hadu, y-c podrodina prodélala u obou
linii vedoucich k druhiim Gallus gallus 1 Taenopygia guttata na sob¢ nezavislé expanze
prostiednictvim genovych duplikaci (Steiger et al. 2009). Velky vyznam podrodiny y-c Ize
potvrdit i z hlediska jejiho procentualniho pfispéni na celkovém poctu intaktnich OR genti,

ktery je 77 % u kutete a 96 % u zebticky (Steiger et al. 2009).

Hadi (Serpentes) obecné siln¢ zavisi na vnimani okoli pomoci detekce volatilnich
chemikalii (Shivik 1998; Byerly et al. 2010). Velice zajimavé vysledky pfinasi studie
srovnavajici repertoar ORs hadu celedi Elapidae (Kishida & Hikida 2010). Jedna se o
srovnani 2 podceledi, které se sekundarné€, nezévisle na sob¢ adaptovaly na moiské prostiedi a
1i81 se pozadavkem na terestrické prostiedi v dob¢ kladeni vajec. Zatimco zivorodi moisti hadi
podceledi Hydrophiinae k mnoZeni terestrické prostfedi nepotfebuji, oviparni moisti hadi
podceledi Laticaudinae terestrické prostfedi ke kladeni vajec potiebuji. Pfedpokladem je, Ze
zatimco u Laticaudinae bude pomér pseudogenizace ORs (v diisledku jejich uplatnéni v
terestrickém prostredi) zhruba odpovidat terestrickym druhiim, u podc¢eledi Hydrophiinae
bude, diky ztrat¢ funkce ORs (vyvinutych k detekci volatilnich odorantl) ve vod¢, pomér
pseudogenizace vétsi (Kishida & Hikida 2010).Vysledky studie piedpoklad potvrzuji a
nachazeji paralelu u dalSich, sekundarné na vodu adaptovanych zivoc¢ichii. Na zakladé PCR
amplifikace DNA z tkéni hadti pomoci OR-specifickych degenerovanych primerti byl pomér
pseudogenizace u Hydrophiinae asi 30 %, u Laticaudinae 10 % a u terestrickych zastupcii

Elapidae asi 7 % (Kishida & Hikida 2010). Dalsi moznou paralelou, tentokrat s ptaky a jejich
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Y-C, je ptitomnost tzv. ,,Colubridea- specific* OR podrodiny, ktera spada stejn¢ jako valna
vétSina zkoumanych genti do skupiny vy (tfida I) a obsahuje zhruba 15 % vSech OR gent
(Kishida & Hikida 2010). V ramci zkoumanych podceledi tato specificka podrodina genti
ORs neobsahuje zadné pseudogeny, coz naznacuje jeji mozné uplatnéni v moitském i
terestrickém prostredi (Kishida & Hikida 2010). Zjisténych 14 genovych duplikaci pred
divergenci Hydrophiinae a Laticaudinae a dalsich, alesponl pét nedavnych genovych duplikaci
v ramci druht podceledi Hydrophiinae ukazuje na rapidni evoluci této podrodiny v procesu
adaptace na moiské prostredi (Kishida & Hikida 2010).

S dodatkem Ize jako podporu adaptace skupin y a a (Caste¢né i ) na detekcei
volatilnich odorantii brat i studii gentt ORs zelvy Caretta caretta (¢eled’ Cheloniidae)
(Kishida et al. 2007). Jde o sekundarné na motské prostiedi adaptovaného zivocicha, ktery
potiebuje (obdobn¢ jako hadi podceledi Laticaudinae) pobiezi pro kladeni vajec (Gaisler &
Zima 2007). Podil pseudogenii je 31 %, avSak ten je tvofen pouhymi ¢tyfmi pseudogeny,
devét OR gent je intaktnich (Kishida et al. 2007). Pro srovnani, hadi podceledi Laticaudinae a
Hydrophiinae méli celkem 20 OR genii (dva pseudogeny), resp. 53 OR genti (16 pseudogent)
(Kishida & Hikida 2010). Genomova sekvence Anolis carolinensis vykazala asi 150 OR gend,
z nichz asi 110 bylo funk¢nich (Niimura 2009; Steiger et al. 2009).

3.5.7. Savci

Jak jsem uvedl v kapitole 3.1., v rdmci tfidy savcl se Casto udava pocet OR genti

spadajicich do tfidy I a II, kdy tfida I odpovida skupinam a a B, ttida II skupiné y.
3.5.7.1.  Ptakoritni

Celkovy pocet OR genii ptesahujici 700 u ptakopyska podivného (Ornithorhynchus
anatinus) z jeho draft genomové sekvence stanovily dvé studie (Niimura & Nei 2007; Warren
et al. 2008). Niimura & Nei (2007) uvedli 51,5% podil pseudogenti (350 funkénich genti a
preruSenych sekvenci, 370 pseudogentl), ktery prakticky odpovidé podilu pseudogent
v genomu ¢loveéka (kapitola 3.5.7.3., odstavec Primati.). Do tfidy II spada 265 OR genti, 31
gentl do tiidy I (Niimura & Nei 2007). Velky podil pseudogenizace je pravdépodobné

wvrwe

2008).
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3.5.7.2. Vacnatci

Draft genomova sekvence vacice krysi (Monodelphis domestica) odhalila pouhy 20%
podil pseudogenti v repertoaru 1492 OR gentl. Podilem i poc¢tem funkénich OR genti
(minimalné 1188) se vacice fadi k nejbohat§im savcim, podobné¢ jako potkan a mys (Niimura
& Nei 2007). Pii pouziti zasadn€ odlisné techniky stanoveni po¢tii OR genti, dosli k velmi

vysokému poctu OR genii (1518) 1 Aloni et al. (2006).
3.5.7.3. Placentilové
Selmy

Selmy jsou ve studiich repertoaru olfaktorickych receptorti nap#i¢ riiznymi druhy
nejcastéji zastupovani psem domacim (Canis lupus f. familiaris). Pocet OR gent byl z draft
genomové sekvence stanoven na 1100 OR gent, z nichz asi 811 OR (160 patii do ttidy I, 651
do tfidy II) gent je funkcnich a podil pseudogent je asi 25 % (Niimura & Nei 2007; podobné
vysledky uvadi také Kishida et al. 2007; Aloni et al. 2006). Odlisny podil pseudogenti sice
uvadi Zhang et al. (2011), nicméné se zda, ze u vlka (Canis lupus) bude ve srovnani se psem
domécim podil pseudogenti jesté nizsi. Velmi zajimavé srovnani 109 OR genti ze 48 pst
zastupujicich 6 plemen piinési studie Stéphanie Robin et al. (2009). Objevuji vysoky
prumérny polymorfismus v exonech gent pro ORs, ktery se v§ak mezi plemeny podstatné lisi
a navrhuji, ze to by mohl byt diivod rozdilnych detekénich schopnosti riiznych plemen pst.
Plemena vyuZzivana slozkami bezpecnosti a zdchranaiskymi slozkami i pro své vyborné
olfaktorické schopnosti, némecky ovéacky pes a labrador, vykazovala nejvyssi miru
polymorfismu, pekinézky pes naopak nejmensi (Robin et al. 2009). Jako zastupce fadu Selem
zijiciho semi-akvatickym zpusobem zivota uvadim lachtana usatého (Eumetopias jubatus), u

kterého podil pseudogenizace ORs dosahl 37 % (Kishida et al. 2007). Ve srovnani s kytovci je

podil pseudogenizace pomérné maly, coz indikuje vyuziti ORs v dobé pobytu na sousi.
Kytovci a sudokopytnici

Kytovci jsou pravdépodobné piibuznymi suchozemskych sudokopytnikt a (dle
fosilnich nalezl) existovali jisté jiz ve svrchnim eocénu (Gaisler & Zima 2007). Krava (Bos
taurus) je naprostym vitézem srovnani repertoaru OR gend, jelikoz jeji genom obsahuje 2129
OR gend, z nichz téméf polovina jsou pseudogeny. 142 funkcnich gent je tfidy I, zbytek
funkc¢nich spada do tfidy II (Niimura & Nei 2007). Duvod takto vysokého poctu jak

funkénich, tak nefunkénich OR genti neni jasny. Uplné jiny piipad viak jsou kytovci, jejichz
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podil OR pseudogent ¢asto nad 70 % svédci o adaptaci OR receptort na terestrické prostiedi
a odpovida i1 zna¢né redukci ¢i absenci olfaktorickych bulbi a odpovidajicich nervi (Kishida

et al. 2007; McGowen et al. 2008; Hayden et al. 2010).
Primati

Ptikladem toho, Ze nejen prostiedi determinuje podil pseudogeni (a ostatné i celkovy
pocet OR genil) je Hypotéza uptednostnéni barevného vidéni (volny pieklad z angl.colour
vision priority hypothesis). Ta totiz velmi dobfe vysvétluje velky podil pseudogenizovanych
ORs u primatu (¢loveéka nevyjimaje). Gilad et al (2004) srovnavanim podilu pseudogenti ze
souboru 100 ndhodné zvolenych OR genii u 19 druhi priméatt zjistil velké rozdily mezi druhy
opic uzkonosych (Catarrhini, opice staré¢ho svéta) a ploskonosych (Platyrrhini, opice nového
svéta). Zatimco opice uzkonosé meély velky podil OR pseudogenti, opice nového svéta
vyrazn¢ mensi (Gilad et al. 2004). Az na jednu vyjimku, viestana ¢erného (Alouatta caraya),
ktery dosahoval srovnatelného podilu OR pseudogeni jako izkonosé opice (Gilad et al.
2004). Rod Alouatta je totiz jedinym ze zastupcti ploskonosych opic, kde trichromatické
vidéni miZze byt i u samci, stejné€ jako je tomu u opic uzkonosych (Jacobs et al. 1996). Gilad
et al (2004) tuto shodu vysokého podilu OR pseudogenti u linii, které nezavisle na sobé
vyvinuly trichromatické vidéni, interpretuji jako vysledek mensich naroki na olfaktoricky
systém v disledku vyuzivani trichromatického vidéni.

Gilad et al. (2004) svou studii zalozili na nahodné vybranych 100 ORs. Od této studie
se vSak celogenomové sekvenovani posunulo o zna¢ny kus dal k lepsSimu pokryti genomu, ale
1 k zatazeni dalSich genomi do sekvenovacich programi. Pocet ORs ¢loveka se udava na
celkovych 802 OR genti, 387 funkcnich gend, 58 genti nalezi do ttidy I, podil pseudogentl
51,7 % (Go & Niimura 2008). Velmi podobné vysledky byly zaznamenany pro Simpanze
(Pan troglotydes), které se jak poctem OR genii, podilem pseudogenti, tak poctem genu tiidy I
a I téméf nelisily od ¢lovéka (Go & Niimura 2008). Ackoliv se co do jmenovanych
charakteristik oba genomy témét nelisi, repertoar ORs u ¢loveéka a Simpanze je, 1 pies
pritomnost 288 funkcnich OR genti v obou genomech, odlisny. 98 funk¢nich genit ORs
¢lovéka nema orthologa mezi funkénimi OR geny Simpanze, 94 funk¢nich OR gena Simpanze
nenachazi orthologni gen v repertodru funkénich OR gent ¢loveka (Go & Niimura 2008).
Stejna studie uvadi i repertoar OR genti makaka (Macaca mulatta), ktery je se svymi 606
celkovymi, 309 funkénimi OR geny (36 geni tfidy 1) a podilem pseudogent (46 —49%) o
zhruba 25 % mensi. Ve funkénich OR genech makaka a ¢lovéka bylo nalezeno 157

ortholognich genii (Go & Niimura 2008). Maly podil funkénich OR genti (312) byl nalezen i
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u orangutana (Pongo pygmaeus abelii), jehoZ genom dale obsahuje 54% podil OR
pseudogenti (366) v celkovém poctu 687 OR gend (Dong et al. 2009). Kosman bélovousy
(Callithrix jacchus) se zas po¢tem 383 funkénich OR genti vyrovnava ¢loveéku i Simpanzi,
nikoliv tak podilem (okolo 40 %) a poctem OR pseudogenti (258) (Dong et al. 2009).
S ohledem na 80% pokryti genomu a tedy 1 velkého poctu preruSenych sekvenci OR gent, byl
stanoven pocet 371 funkénich OR gent u poloopice muny mysi (Microcebus murinus) (Dong
et al. 2009).

Jak je patrno, v poctech OR genli mezi primaty nejsou velké rozdily, coz je v kontrastu
s ostatnimi savci (uvedeni vyse) (Dong et al. 2009). V slozeni repertoaru funkénich OR gent
v jednotlivych zastupcich vSak rozdily jsou, coz je representovano naptiklad veétSim poctem
orthologl v dvojicich ¢lovék-makak a ¢lovék-kosman, nez ve dvojici ¢lovék-orangutan. Dong
at al. (2009) proto dochazeji k zavéru, ze repertoar ORs v jednotlivych druzich primata prosel
evoluci typu ,,Narodit se a zemfit* (angl. birth-and-death evolution) (Nei & Rooney 2005),
reprezentovanou ziskanim ¢i (v tomto piipad¢€ spise) ztratami genti pro ORs, a uvolnénim
selekénich tlakli na pocet olfaktorickych receptorti, kdy mira uvolnéni byla nejvyssi u

hominid®, nejmensi u ploskonosych opic (Dong et al. 2009).
Letouni

Navrhované trade-off mezi ¢ichovym a zrakovym smyslem u primatt (Gilad et al.
2004) ukazuje na moznost obdobného trendu u netopyrt (fad Letouni). Ti vyuzivaji
echolokacniho smyslu k lovu 1 orientaci v prostoru (Gaisler & Zima 2007). Hypotézu
uptednostnéni echolokace (angl. echolocation-priority hypothesis) v§ak Hayden et al. (2010)
nepotvrzuji s tim, Ze nenasli vyznamné rozdily v podilech pseudogenti mezi netopyry
(vyuzivajicich echolokaci) a kaloni (kteti echolokaci nevyuzivaji a také nalezi do fadu
letounti). Pro doplnéni, genomy netopyra Myotis lucifugus a kalon¢ Pteropus vampyrus
ukazuji podobné pocty OR genti (659 a 672) a podobny podil pseudogenti (42 % a 49 %)
(Hayden et al. 2010).

Hlodavci

Genom mysi (Mus musculus domesticus) obsahuje asi 1035 funk¢nich OR genii a 328
pseudogent, které odpovidaji asi 23% ¢asti celkového poctu genil (1391) (Niimura & Nei
2005a; Niimura & Nei 2007). Srovnani témet 3x vétsiho repertoaru funkénich mysich OR
gent s repertoarem OR geni Clovéka ukazuje, Ze celkové sloZzeni obou repertoara je velmi

podobné (Zhang & Firestein 2002). Zda se, ze ackoliv clovek nedosahuje takového mnozstvi
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OR gent jako mys, na fylogenetickém stromé jejich OR genit mu nechybi Zadna hlavni vétev
OR gent, kterd je pfitomna u mysi. Prakticky by toto mohlo znamenat, Ze ¢lovék sice nema
tak vyborn¢ rozliSovaci schopnosti riiznych odorantti jako mys (u které jsou dané jak
mnohonasobnymi duplikacemi gent, tak i vlivem anatomickych a morfologickych
ptizptisobeni), stale je ale schopen detekce stejného spektra odorantli (Zhang & Firestein
2002). Topologie fylogenetického stromu vytvofeného z mysich a lidskych OR genii ukazuje
na to, ze repertoar obou druhil byl tvofen evoluci ,,Narodit se a zemf#it* (Niimura & Nei
2005a).

Olfaktoricky subgenom potkana (Rattus norwegicus) je co do poctu OR gent (1767),
poctu funkénich OR genti (1207) 1 pseudogenti (508) vétsi nez ten mysi, vétsi je 1 podilem
pseudogentl ( ~29 %) (Niimura & Nei 2007). Ve srovnani s OR geny psa se vSak zda byt
mén¢ polymorfni (pes ma vice podrodin OR genti) (Quignon et al. 2005). Je vSak otazkou, co
rozdily v poctech OR genii ¢i poctech podrodin OR genii znamenaji pro olfaktorické

schopnosti zvitat (Quignon et al. 2005).
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Obrazek 4 — Zobrazeni podilu funkénich OR genti (€ervené) a OR pseudogent (modie) u linii obratlovcd. Cisla
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Zavér

Expanze rodin y a a v genomech terestrickych zivoc€ichii velmi dobfe ukazuje na
ptizptisobeni k detekci odoranti ze vzduchu (Nei et al. 2008). To vysvétluje vysokou miru
pseudogenizace v olfaktorickém subgenomu moiskych savct, ktefi se na toto prostiedi
adaptovali az sekundéarné. V jejich genomech uz nebyly geny kddujici receptory vhodné pro
detekci chemickych latek rozpusténych ve vode¢. Ukazuje se vsak, ze nekteré rodiny OR gent
savcl mohly tuto schopnost ve vodnim prostiedi ziskat, jelikoZ jejich proporcni ucast na
olfaktorickém subgenomu moftskych savcti (33%) je vyssi, nez u terestrickych savct (17%)
(Hayden et al. 2010). Stejné vysledky vsak mohou ukazovat na ziskani jiné funkce, nez je ta
¢ichova (Hayden et al. 2010). Vysoké mira pseudogenizace je jiz dlouho zndma u primata
(Gilad et al. 2004). Ptitomnost trichromatického vidéni u druhti s vyssim podilem OR
pseudogentl, nez je tomu u druhti s mono- / di-chromatickym zrakem, nabizi lakavou
Hypotézu upiednostnéni barevného vidéni (Gilad et al. 2004; Nei et al. 2008). Aplikace
hypotézy na dalsi druhy savct pomérné ,,sedi*, ackoliv ne vzdy (Bos taurus ma také vysoky
podil OR pseudogenti, ale jen dichromatické vidéni) (Nei et al. 2008). Jeji rozSifeni na ptaky
¢i obojzivelniky vSak neni mozné (ob¢ tiidy maji vyborné barevné vidéni a zaroven pomérné
nizké podily pseudogenizace) (Nei et al. 2008). Odvozena Hypotéza uptednostnéni
echolokace nenachdazi rozhodujici podporu v datech (Hayden et al. 2010). Jak vSak zmiiuje
Nei et al. (2008), je otazkou, zda pomér OR pseudogenti je tim spravnym hodnoticim
meéfitkem (jsou selekéné€ neutralni). Sekvence novych genomi jisté ptfinesou odpoved.

Repertoar olfaktorickych receptort je ziejmé ptedmétem evoluce ,,Narodit se a
zemfit (Niimura 2009; Hayden et al. 2010), typu evoluce multigenovych rodin, ve kterém
jsou nové geny vytvareny genovou duplikaci. Tyto nové geny pak bud’ nachazi funkci a jsou
v genomu udrzeny dlouhou dobu, nebo funkci nenachdzi a jsou bud’ pseudogenizovany, nebo
z genomu eliminovany (Nei et al. 2008).

Exprese jediného olfaktorického receptoru (a jen jedné jeho alely) z celého repertoaru
OR gent v OSN je popsana modelem ,,Jeden neuron-jeden receptor* (Imai & Sakano 2009).
Kazdy odorant je rozpoznavan celym spektrem olfaktorickych receptori, jak popisuje
receptorovy kod (Kajiya et al. 2001). Ektopické exprese olfaktorickych receptort v fad¢ tkani
(Feldmesser et al. 2006), schopnost ORs v heterolognim expresnim systému aktivovat fadu G-
proteinil (Touhara & Vosshall 2009) a funkce olfaktorickych receptorti ve spermiich a svalech

(Spehr et al. 2003; Griffin et al. 2009) ukazuji na biomedicinskou dtilezitost ORs.
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