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ABSTRAKT

Cilem mé disertatni prace bylo identifikovat proteiny ucastnici se chemické
komunikace, a pfedevSim pak ty, které jsou dulezité pro sexualni signalizaci. Tékavé
chemické signaly jsou transportovany proteiny z rodiny lipokalinG uvnitf beta barelu smérem
k receptoriim, nebo z téla ven, kde jsou uvoliiovany. Proto jsem se zaméfila na tyto proteiny
ve slindich a ve vagindlnim sekretu mysSi domadci, s vyuzitim proteomickych a
transkriptomickych pfistupi. Vzhledem k cyklické povaze reprodukéniho cyklu a jeho
hormondlni kontroly jsem se také zabyvala detailni roli estradiolu na fenotyp spermii u
laboratorni mysi.

Ve slinném proteomu jsme identifikovali pohlavni dimorfismus u 10 lipokalint (tj. z
celkem 20) a piedpokladame, Ze i ve slindich mohou hrét roli v pohlavni signalizaci, jak jiz
bylo popsdno v moci. Ve vagindlnim sekretu jsme také identifikovali né€kolik lipokalind,
jejichz hladina exprese rostla z faze proestru do estru, coz by mohlo podporovat predpoklad,
ze 1 ve vaging plni signaliza¢ni funkci. Hladina téchto lipokalinti v§ak zlstavala zvySend i ve
fazi metestru, coz by znamenalo, ze by samice stimulovala samce ke kopulaci 1 ve fazi, kdy
neni receptivni. Pravdépodobné tedy zéalezi spiSe na smési ligandli pfenasenych lipokaliny,
nez na proteinech samotnych. Dal§im vysledkem bylo zjisténi, Ze estrogenni hormony v
zavislosti na jejich koncentracich a dob& pilisobeni vykazuji rozdilnou odpovéd’. Tato
odpovéd’ je dana tim, ze rlizné estrogeny aktivuji odliSné typy nebo casti signalnich drah, a
nebo mohou vézat a aktivovat rizné receptory, které spousti drahy vedouci k tyrosinové
fosforylaci proteinil spermii béhem procesu kapacitace.

Zaveérem bych rada zdlraznila, Ze regulace reprodukce a regulace sexualni signalizace
je pod kontrolou steroidnich hormonti — konkrétné estradiolu a progesteronu. Ve své praci
jsem zéaroven poskytla diikazy, Ze nejen samici reprodukce, ale i fertiliza¢ni schopnost spermii

je pod vlivem estradiolu.
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ABSTRACT

The aim of my thesis was to identify proteins involved in chemical communication
and especially those that are involved in sexual signalling. Volatile chemical signals are
transported with lipocalins in their beta-barrel structure to present their ligands to receptors or
out of the body. Thus, | focused on the identification of these proteins in saliva and vaginal
secretion of the house mouse using proteomic and transcriptomic approaches. Due to a cyclic
manner of reproduction and its hormonal control, | have also focused on the role of estradiol
on sperm phenotype in the laboratory mouse.

We have identified an elevated sexual dimorphism in several lipocalins (i.e. 10 out of
20) in the saliva proteome where they may play a role in sexual signalling (i.e. similar to their
described roles in the mouse urine). Interestingly, vaginal secretion also contains lipocalins
and they rise from proestrus to estrus and remain steady during metestrus. Such variation
provides evidence that they serve sexual signalling, however, due to their elevated levels
during metestrus it is most likely that their ligands function as signals and not the proteins
themselves. On the level of sperm phenotype, we have provided evidence, that experimental
concentrations of estradiol have differential effects on sperm. This is due to a differential
activation of several signalling pathways via their receptors based on varying levels of
estradiol.

To conclude, the regulation of reproduction and female sexual signalling are under the
control of steroid hormones - namely estradiol and progesterone. In our study we provide
evidence that the same female hormones are responsible for the variation in chemical signals

and for the differences in fertilizing capacity of sperm.
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1. Literarni prehled

1.1. Chemicka komunikace

Chemicka komunikace je jednou z nejstarSich forem dorozumivani mezi buiikami ¢i
jedinci, pfesto je oblasti, kde zlstava nezodpovézeno stale mnoho otazek. Nékteré principy
chemické komunikace byly objeveny pomémé nedavno tymem R. Axel a L. Buck, ktefi
dokonce v roce 2004 ziskali Nobelovu cenu za objeveni a popsani olfaktorickych receptort v
¢ichovém epitelu.

Chemicka komunikace se objevuje od bunécné urovné az po uroven jedince, a to
napfi¢ rostlinou i1 zivociSnou fti§i. TaktéZ je rozSifena napifi¢c vodnimi 1 terestrickymi
ekosystémy. Jelikoz se chemické signaly §ifi Casto vzduchem a na velké vzdalenosti, jsou
obtizné detekovatelné a jejich koncentrace Spatné méfitelna. Pro identifikaci jedincd ve
skupiné se béhem evoluce vytvarely rizné systémy vzniku, pfenosu a piijmu chemickych
latek. Pfenos chemického signalu mize probihat jak pfimym kontaktem jedinct, tak i nepfimo
na dlouhé vzdalenosti. Jedine¢nost chemického signélu, na rozdil od vokalniho ¢i vizualniho,
spoCiva v tom, ze muze pretrvavat v prostfedi po delsi dobu a predavat tak informace
jedinctim vlastniho ¢i jiného druhu. Slozeni chemického signalu se odviji od individualnich
fyzickych vlastnosti jedince, napf. zdravotniho stavu, imunokompetence, slozeni stravy, je
tudiz povaZovan za tzv. "uptimny signal" (nelze ho védomé ovlivnit). Tyto chemické signaly
jsou cCasto produktem metabolickych drah jedince a jsou vylu€ovany riiznymi zldzami ptimo
na povrch téla (napft. potni z1azy) nebo zprostiedkované pomoci télnich tekutin, jako jsou mo¢
(Janotova & Stopka 2011), sliny (Stopka et al. 2016), slzy (Stopkova et al. 2017) ¢i vaginalni
sekret (Cerna et al. 2017).

Z pozorovani jedincti mysi domaci (Mus musculus musculus) 1ze usuzovat, Ze prvotni
kontakt za¢ind v orofacialni oblasti, pokracuje ptes linii téla a konci v anogenitéalni oblasti. V
pfimém kontaktu je aktivn&jsi samec a samice spise pasivné vyckava (Obr.1). V orofacialni
oblasti jsou zdrojem pachovych informaci sliny, slzy ¢i produkty dalSich mensich zlaz
v hlavové oblasti. V anogenitalni ¢asti jsou pachy produkované prepucialnimi Zzlazami,
subkaudalnimi zldzami a u samic pak predevSim vagindlnim sekretem. Tento sekret
zprostfedkovavd samci informace o reprodukénim stavu samice a miZe obsahovat latky

stimulujici kopulaci, jak bylo popsano napf. v ptipadé kiecka (Singer et al. 1976).
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Obrizek 1. Casovy sled komunikace mezi samcem a samici my$i domaci (Mus muculus
muculus). Samec je oznacen bilou skvrnou na zadech. Prvotni kontakt je zahdjen piiblizenim
samce a dochazi k nému v orofacialni oblasti (a, b). Pozvolna se zajem posouva ptes linii téla
(c, d) az k anogenitalni oblasti (e, f). Snimky byly pofizeny z videa.

Chemické signaly se mohou poskytovat informace jak o vn&jSim prostiedi (t.).
odoranty), tak o individualnich vlastnostech jedince, jako je ptibuznost, zdravotni stav, a je

podstatnou souc¢ésti sexudlni komunikace. U nékterych druhli ZivocCichti se ¢ich nevyvinul
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ptilis dobfe — jsou to tzv. mikrosmaticti zivoCichové, jako je napfiklad ¢lovék ¢i néktefi
primati, a u jinych zivocichii je Cich naopak velice dobfe vyvinuty — tzv. makrosmaticti
zivocichové (Laska et al. 2000; Kornack & Rakic 2001). Takovym piikladem jsou hlodavci,
predevsim mys, ktera je jakozto modelovy organismus nejlépe prostudovana.

Nositelé chemickych informaci mohou byt latky s riznou chemickou strukturou,
feromony a odoranty. Nazev feromon vznikl roce 1959, autory byli Peter Karlson a Martin
Liischer (Karlson & Liischer 1959). Pojmenovani je odvozeno z feckych slov pheroo (nesu) a
hormon (stimula¢ni). Tito chemicti poslové jsou produkovani jedincem a dostavaji se do
okolniho prostiedi, kde jsou nasledné¢ zachyceni pfijemcem a pres olfaktoricky systém piisobi
na nervovou soustavu. Feromony vedou ke zméndm hormondlnich hladin a néslednym
fyziologickym, imunologickym ¢i behaviordlnim projeviim piijemce a €asto maji pohlavné
specificky efekt. Typickym znakem feromont je to, Ze mohou pusobit i pfi velmi nizké
koncentraci, napiiklad bombykol pisobi jiz pii 170 molekulach (Tabuchi et al. 2013).
Vnimani odorantl, na rozdil od feromont, vyzaduje fddové vysS$i koncentrace a tyto
substance predavaji piijemcim informace piedev§im z vnéjsiho prostiedi (t.J. ptitomnost
potravy, predatora, nebezpecnych latek). Predpoklada se tedy, ze detekce odorantti nebude mit
pohlavné specificky efekt. Nicméné strukturdlné mohou byt odoranty i feromony velmi
podobné latky, napt. derivat pyrazinu, 2-isobutyl-3-methoxypyrazin (IMBP) je odorant
charakteristicky pro odriidu vina Sauvignon blanc, zatimco jiny derivat pyrazinu 2,5-
dimethylpyrazin byl popsan jako samici feromon v mo¢i mysi (Daev & Dukelskaya 2003).
Feromony ¢i odoranty mohou byt t€kavé hydrofobni 1atky a jejich pfenaSeni, at’ uz smérem
z téla ven, ¢i smérem k olfaktorickym receptortim, je usnadiiovano specifickymi bilkovinami

z rodiny lipokalint (Tegoni et al. 2000; Stopkova et al. 2017).

1.1.1. Lipokaliny

Lipokaliny patii spoleéné s proteiny vazajicimi mastné kyseliny (angl. fatty-acid
binding proteins, FABP), avidiny a metaloproteinasovymi inhibitory (MPI) do velké rodiny
proteinti vazajicich ligandy, ktera se nazyva calyciny (Flower 1996). Proteinova rodina
lipokalinti je tvofena skupinou malych extracelularnich proteini (150-250 AMK), jejichz

sekvencni podobnost je nizka, avSak tercidrni struktura je zakonzervovana a utvari
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charakteristickou konformaci téchto protein — kalich/barel (odtud nazev lipokalinii - ,,lipos*
= tuk a ,,calyx“= kalich).

Krystalograficka struktura ukazala, ze terciarni struktura je tvofena osmi
antiparalelnimi beta listy, spojenymi vodikovymi mustky, jez vytvaii tzv. B-barel, ktery tvori
vazebné misto pro rizné ligandy (napf. feromony, odoranty, retinol, lipidy, steroidy, biliny) —
viz obr. 2. Lipokaliny tak mohou slouzit jako transportéry hydrofobnich ligandu, které by se
bez prenaseCti nedostaly pies vodni bariéru, napt. pies nosni mukoézu K olfaktorickym
receptoriim. Lipokaliny se ucastni cel¢ skaly biologickych procesti, napt. pienaseni
chemickych signalti pti chemické komunikaci, ale také hraji roli pfi syntéze prostaglandinti
(Fujitani et al. 2002), regeneraci a vyvoji tkani (Kim et al. 2005; Ganfornina et al. 2010; Petta
et al. 2011; Spreyer et al. 1990; Playford et al. 2006), imunitni reakci organismu (Fujitani et
al. 2002; Urade et al. 2013) ¢i procesech spojenych s reprodukci (Stewart et al. 2000).

Obrazek 2. Terciarni struktura mysiho lipokalinu je zobrazena na prikladu proteinu
MUP. Zluté je oznaceno 8 beta listl, které¢ vytvari otevieny beta barel s alfa helixy (Cervené)
a na konci jsou amino (N-terminus) a karboxylové (C-terminus) zbytky.

U savcl je znamo asi 15 skupin lipokalinii, z nichz nékteré obsahuji vétsi mnoZzstvi
paralogti. U mysi je znamo piiblizné 50 lipokalini, z nichz nejvice prostudované v souvislosti
s chemickou komunikaci jsou hlavni mo¢ové proteiny (angl. major urinary proteins, MUP) a

odorant vazajici proteiny (angl. odorant binding proteins, OBP).
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1.1.2. Odorant vazajici proteiny (OBP)

OBP je typickym zéastupcem lipokalinti, jehoz struktura vykazuje vySe uvedené
charakteristické znaky. Prvni popsané¢ OBP bylo izolovéno z ¢ichové sliznice krav a
vzhledem k jeho schopnosti vazat znamy odorant IMBP (derivat pyrazinu) byl nazvan protein
vazajici pyrazin, angl. pyrazine binding protein neboli PBP (Bignetti et al. 1985). Dalsi
analyzou vazebné schopnosti kravského OBP vici 80 ligandiim se zjistilo, Ze tento protein je
schopen vazat Sirokou Skalu chemickych substanci s rtiznou chemickou strukturou, predevsim
pak odorantt (Pevsner et al., 1990). Vysledky ukazaly, ze tento typ OBP je dimer skladajici
se ze dvou 19kDa podjednotek. Predpoklada se, Ze kromé vazebnych mist uvnitf beta barelu
vznika pii tvorb¢é dimeru uprostied dalsi vazebné misto pro hydrofobni ligandy (Tegoni et al.
1996). Struktura kravského OBP se vSak lisi od struktury OBP u ostatnich druht
neptitomnosti disulfidické vazby, coz mlze mit vliv na utvafeni konformace a poctu
vazebnych mist (Tegoni et al. 2000; Ramoni et al. 2002).

Z nosni sliznice mysi byly OBP poprvé identifikovany v roce 1992 (Pes et al, 1992), a
to jako dvé podjednotky heterodimeru OBP1 - OPBla (18kDa) a OBP1b (19kDa). Pozdéji byl
na zaklad¢ bioinformatické analyzy u mysi popsan podrobngji klastr Sesti Obp genti a dvou
Obp pseudogentt na chromosomu X (Stopkova et al. 2009; Stopkova et al. 2014) Obr. 3. Tyto
proteiny byly potvrzeny i na urovni exprese v riznych tkanich (Stopkova et al. 2016). Obp se
vyskytuji s vét§im ¢i mensim pocétem paralogi u mnoha druhtl savci, jako jsou napi. nornik
rudy (Myodes glareolus) — (Stopkova et al. 2010), sloni (Lazar et al., 2002), tur (Bos taurus) —
(Bignetti et al. 1985), prase (Sus scrofa) — (Spinelli et al. 1998), dikobraz (Hystrix cristata) —
(Felicioli et al. 1993) a rypos (Fukomys anselli, F. kafuensis) — (Hagemeyer et al. 2011).

5430402E10Rik Gm14753 Obpla Gm14743
probasin Obp2 Obp5 Obp8

4= 4= 4mm chex
77.8 Mb ? [ > [ > ﬁ # 78.2 Mb
Obp Obp3-p  Obpd-p Obp Obp

Gm14744 Gm14750 Gml1e458 Gm5938 Obplb

Obrazek 3. Organizace genového usporadani Obp na chromosomu X.
Jednotlivé geny Obp byly ocislovany podle ¢iselného kodu z databaze Ensembl (Stopkova et
al. 2014).
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Jeden ze ¢lenti rodiny OBP je tzv. afrodisin, ktery byl objeven ve vaginalnim sekretu
samic kie¢ka (Mesocricetus auratus) a jeho pojmenovani souvisi s jeho vlastnosti stimulovat
kopulaci u samci. Vroce 1976 bylo studovano specifické chovani samic kiecka, které
V obdobi estru vylucuji veétsi mnozstvi vaginalniho sekretu (Singer et al. 1976). DalSimi
pokusy bylo zjisténo, ze potieme-li uspaného samce timto sekretem, stimulujeme ostatni
samce ke kopulaci s nim (Macrides et al. 1984). Z vaginalniho sekretu byla extrahovana latka
dimetylsulfid (angl. dimethyl disulfide, DMDS) v domnéni, Ze jde o feromon, ktery stimuluje
samce. AvSak sama o sobé latka DMDS Zzadnou reakci nevyvolavala (Petrulis & Johnston
1995). Podrobn¢;jsi analyza samiciho sekretu vedla k izolaci abundantniho proteinu afrodisinu
a Kk nazoru, ze je to pravé tento protein, ktery vyvolava specifickou behavioralni odpovéd’
(Singer et al. 1986; Briand et al. 2000). Exprese afrodisinu byla zatim potvrzena jen u samic
kiecka, zejména ve vaginalni oblasti (Bartholiho zlazy, angl. Major vestibular glands) a
déloze (Miagert et al. 1995), dale také v déloznim ¢ipku a ve snizené koncentraci ve
vajecnicich (Kruheffer et al. 1996). Z existujicich pramend vyplyva, Ze je afrodisin pohlavné
specificky, nicméné u samci se pritomnost tohoto genu zjistovala pouze v piiusnich zlazach
(Mégert et al. 1999). Existuji nové vysledky, které ukazuji, ze afrodisin je pomoci dnesnich
metod detekovatelny v mnoha dalSich tkanich, a to jak u samice, tak i u samce (Stopkova et
al. 2017). Mizeme se proto domnivat, ze hlavni roli stimulu nehraje samotny protein, ale
spiSe latka/ligand, ktery tento protein vaze a vynaSi z vaginalniho sekretu do vné&jSiho
prostiedi.

Nejcastéjsi cestou, kudy se dostavaji chemické signaly z téla jedince, jsou rizné télni
tekutiny, napf. vaginalni sekret (Singer & Macrides 1993), mo¢ (Janotova & Stopka 2011),
slzy (t.j. extraoorbitalni slzna Zlaza, lakrimalni zlaza) nebo sliny (t.j. podcelistni zlaza, angl.
submandibular gland) (Srikantan et al. 2005). Velka ¢ast lipokalinii se u mysi syntetizuje
v jatrech, odkud se pak nasledné dostavd moci ven ztéla. Podobné napt. slinnd Zzlaza
produkuje velké mnozstvi OBP, které jsou poté vylucovany do slin, a dominantni o¢ni zlaza
(t.j. extraoorbitalni slzna Zlaza) vylucuje lipokaliny do slz, naptiklad u kiecku ¢i lidi
(Srikantan et al. 2005; Breustedt et al. 2005). Na téle savci dale existuji rozmanité pachové
zlazky, které také produkuji ptimo na povrch zvitete rizné pachové informace. Kockodanoviti
(Mandrillus sphinx) maji specialni Zlazy umisténé ve sternalni oblasti na hrudnim kosi, kde
produkuji rizné pachové znacky znacici dominanci, pohlavi atd. (Setchell et al. 2010). U

hlodavcu jsou to napf. prepucialni zlazy (Ponmanickam et al. 2010) nebo posterolateralni
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zlazy. Jsou to mista, kterym jedinci opa¢ného pohlavi vénuji vétsi pozornost. Samice kiecka
dokonce oc¢ichavaji boky samce vice nez napi. mo¢ (Tang-Martinez et al. 1993).

Exprese Obp u mysi probiha v riznych tkanich v rizném mnozstvi. Publikace
Stopkova et al. 2016 ukazuje, ze Obp jsou V nejvétsim mnozZstvi exprimovany v nosnim
epitelu a v slznych zlazach. Poprvé jsou zde analyzovany 4 ruzné geny pro Obp (t.J. Obpl,
Obp5, Obp6, Obp7) v osmi ruznych tkanich (t.j. olfaktoricky epitel, vomeronasalni organ,
lymfoidni tkan asociovana s nosni sliznici, lakrimalni zldza, Harderianova zlaza, slinna Zlaza,
prepucialni Zlaza a jatra) u obou pohlavi dvou poddruhti mysi (t.j. Mus musculus musculus a
Mus musculus domesticus). Nékteré geny Obp jsou exprimovany specificky pouze v jedné
tkani, napt. Obp6 je pouze v slzné Zlaze, zatimco jiné jsou jak v slzné, tak ve slinné Zlaze.
Pohlavni dimorfismus byl detekovan v expresi Obp7 v slzné zlaze, kde vétsi mnozstvi Obp7
produkuji samicky. Pfitomnost OBP na proteinové Urovni byla také potvrzena ve slindch
(Stopka et al. 2016), slzach (Stopkova et al. 2017) a vaginalnim sekretu (Cerna et al. 2017).

Ptesna funkce a zptisob ptisobeni OBP nebyl dosud zcela objasnén. Piedpoklada se, ze
OBP exprimované v nosni tkani, at’ uz v hlavni ¢ichové sliznici, ¢i ve vomeronasalnim organu
(VNO), muze slouzit k transportu hydrofobnich molekul k olfaktorickym receptorim. Nazory
na to, zda OBP Vv nose pouze nespecificky usnadiiuje pohyb hydrofobnich ligandii smérem
Kk receptorim (Pevsner et al. 1988; Pevsner & Snyder 1990) ¢i se aktivné podili pfimo na
aktivaci téchto receptoru (Taylor et al. 2008; Vidic et al. 2008), se ruzni. Je také mozné, ze
role OBP spociva naopak ve vychytavani prebytecnych ligandl ¢i odstranovani toxickych
substanci (Grolli et al. 2006; Boudjelal et al. 1996; Pelosi 1994), které by mohly poskodit
sliznici. To by vysvétlovalo ptitomnost téchto proteind i v dalSich sekretech, jako jsou slzy a
sliny, kde neni potfeba aktivovat receptory, ale spi§ udrzovat povrch sliznice a odnaset

ptfipadné nadbytecné latky.

1.1.3. Hlavni mocové proteiny — Major urinary proteins (MUPs)

Hlavni mocové proteiny (MUP) jsou dalSimi ¢leny rodiny Lipokalint a stejné jako
OBP maji schopnost vazat rozmanité ligandy. Z hlediska chemické komunikace jsou
prostudovany mnohem podrobnéji nez OBP a jsou zndmy i konkrétni ti¢inky feromonalnich
ligandt, které MUP vynasSi moci ven z téla. Velikost téchto proteint je kolem 20kDa a u mysi
tvofi 2Mb Kklastr recentné duplikovanych genti na chromosomu 4 (Mudge et al. 2008; Logan

et al. 2008). U laboratorni mysi C57BL bylo popsano 42 gent pro MUP, polovinu z nich v§ak
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tvoti nekddujici sekvence pseudogentl, pricemz vétsina kodujicich sekvenci se nachazi na 3'-
S’revers fetézci DNA a naopak pseudogeny lezi na 5°-3" forward fetézci. Kodujici sekvence
MUP se rozdé€luji do dvou klastri — Klastr A tvofi ancestralni typy Mup a zahrnuje 5 gend
(Mup3, Mup4, Mup5, Mup6, Mup20, Mup21), z kterych je pravdépodobné odvozen druhy
klastr B recentné duplikovanych 15ti genti (Mupl, Mup2, Mup7-Mup19), které maji na Grovni
nukleotidové sekvence az 99% homologii. MUP se vyskytuji i u jinych zvitat, nicméné
nejvetsi mnozstvi paralogl nachazime praveé u mysi, o néco méné jich ma potkan (asi 8 geni -
u potkana jsou pod nazvem a-2-microglobulins, A2UG) (Saito et al. 2000; Bocskei et al.
1992) a u jinych druhti se ¢asto nachazi pouze jeden ¢i nékolik malo MUP (Zhou et al. 2009).

MUP jsou syntetizovany zejména v jatrech (Hastie et al. 1979) a pies glomerularni
filtraci se dostavaji do moci, ktera slouzi jako zdroj chemickych informaci o daném jedinci.
Piedev§im pfi znackovani teritoria maji MUP vyznamnou roli, protoZe diky pozvolnému
uvoliovani ligandti z MUP prodluzuji pachovou informaci znacky. Exprese Mup byla ale
prokazana i v jinych tkanich, napt. ve slinnych zlazach, slznych zldzach, mléénych zlazach
apod. (Shahan et al. 1987; Sharrow et al. 2002; Mudge et al. 2008). Podobnym zptuisobem se
tedy do vnéjSiho prostredi dostavaji 1 dal§i pachové informace z jinych télnich tekutin, napf.
vaginalniho sekretu, slz ¢i slin, které ulpivaji na srsti pii tzv. selfgroomingu (¢isténi své srsti),
kde zasychaji a také uvolnuji chemické signaly (Ferkin et al. 1996).

Exprese MUP je u mysi pohlavné dimorfni, samci produkuji mnohonasobné& vétsi
mnozstvi MUP v moc¢i nez samice. Tento dimorfismus byl zdokumentovan u dvou mysich
poddruht Mus musculus musculus i Mus musculus domesticus (Stopkova et al. 2007), kde
bylo navic zjisténo, Ze rozdil v produkci MUP mezi samcem a samici je u poddruhu M. m.,
musculus  vyraznéj§i nez u M. m. domesticus. Chemické signaly, které MUP
zprostifedkovavaji, jsou tedy pohlavné specifické a nejvice souvisi s reprodukénim chovanim
a agresivitou. Existuje jedind publikace, kterd ukazuje, ze tyto proteiny (snad i1 bez
pritomnosti ligandi) mohou vyvolat fyziologické a behaviordlni odpovédi u piijemce
(Chamero et al. 2007). Coz se zda byt velice nepravdépodobné, jelikoz jsou MUP proteiny
produkovany obéma pohlavimi, dochazelo by k autostimulaci jedince.

Piikladem ligandi MUP jsou napi. 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazole (SBT), 2,3-
dihydro-exo-brevicomin (DHB), 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone (HMH) ¢i farneseny (o a 3
farnesen), které jsou dominantni v moc¢i samcti a plisobi jako atraktanty pro samice a zaroven

jako averzivni signal pro samce (Novotny et al. 1990). V sami¢i moci se zase vyskytuji latky
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(napt. 2,5 dimethylpyrazin), které u samcti mohou vyvolavat naptiklad zvySeni hladiny
gonadotropinti, pfedevsim luteinizacniho hormonu (LH), ktery vede ke zvySeni hladiny

testosteronu (Maruniak & Bronson 1976).

1.1.4. Efekty chemické komunikace

Chemické signaly se tedy vyznamné podili na fyziologickych a behavioralnich
zménach, ke kterym dochézi u jedinct, jeZ jsou jim vystaveni. Nékteré konkrétni fyziologické
zmény vyvolané uréitymi pachovymi signély byly jiz objasnény a nazvany podle autora/,

ktery tento efekt poprvé prokazal.
a) Whitten efekt

V roce 1968 poprvé pozoroval Wesley K. Whitten, Ze vlivem ptitomnosti sam¢i moci dochazi
u samic k indukci estru. V ptipadé vétsi skupinky samic dochazelo ke stimulaci v§ech samic
ve skuping a tudiz k postupné synchronizaci estri. Latky, které jsou hlavnimi spoustéci tohoto
mechanismu, jsou pfedevsim farneseny z moc¢i samct (Whitten et al. 1968; Jemiolo et al.
1986).

b) Bruce efekt

V roce 1959 si Hilda M. Bruce vSimla zmény v chovani u laboratornich mysi (Heske &
Nelson 1984; Becker & Hurst 2008). U biezich samic mysi dochazelo ¢astéji ke spontannim
potratiim v pfitomnosti pachu neznamého samce. U mysi dochazi k potratim v ¢asném stadiu
implantace embrya, kdezto u jinych druhtt mize nastat pferuSeni i v pozdé&jSim stupni
biezosti. Tento jev byl pozorovan i u rodu kie¢ika (Peromyscus) (Eleftheriou et al. 1962), u
hrabose pensylvanského (Microtus pennsylvanicus) (Clulow & Langford 1971), ¢i u paviana
(Theropithecus gelada) (E. K. Roberts et al. 2012). Dominantnimi chemickymi signaly jsou
opét hlavni komponenty v moc¢i samce, a to farneseny, DHB a SBT. Tyto chemické signaly
spole¢né s individualnim pachem ciziho samce pfedstavuji pro samici a jeji nenarozena
mléd’ata potencialni riziko. Tento signal pravdépodobné pilisobi ptes drahu vomeronasalniho

organu.
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c) Lee-Boot efekt

Nastava ve chvili, kdy jsou spolu v jedné skupiné spolecné dospélé samicky mysi bez
pfitomnosti samce (objevuje se u jinych hlodavct, napi. Apodemus (Cinquetti & Rinaldi
1989; Stopka & Macdonald 1998; Féron & Gheusi 2003). Z moci samicek se uvoliuje
estrogen dependentni feromon 2,5-dimethylpyrazin pusobici pfes VNO na samicku
(pfijemce). Tento feromon snizuje koncentraci LH a zvySuje hladinu prolaktinu. Timto se
potlaci faze estru (zGstavaji v tzv. anestru) u dospélych samic. U nedospélych samicek miize

v disledku podobného feromonu dochazet k zpozdéni nastupu puberty (Novotny et al. 1986).
d) Vandenbergh efekt

Opacny ucinek, kdy se samickdm nastup puberty urychluje v pfitomnosti pachu samce,
zpusobuji sam¢i feromony farneseny a HMH (Novotny et al. 1999a). Pozdgji byly v této
souvislosti popsany u¢inky i dalsich latek, jako jsou SBT a DHB (Novotny et al. 1999b). Tato
zména reprodukéniho chovani byla popsana jiz vroce 1975 skupinou Vandenbergha
(Vandenbergh et al. 1975).

e) McClintock efekt

V roce 1971 popsala M. K. McClintock ve své publikaci, ze u Zen, které travi mnoho Casu
spole¢né (napft. sudentky na kolejich), dochazi postupné k synchronizaci jejich menstrua¢niho
cyklu (McClintock 1971). Synchronizace menstruacniho ¢i estralniho cyklu byla popsana i u
jinych druht, napt. potkan (McClintock 1978), kie¢ek (Handelmann et al. 1980) ¢i Simpanz
(Wallis 1985).

f) Singer efekt

U samcti kiecka, ktefi byli vystaveni pachu vaginalniho sekretu samice, dochazi ke stimulaci
kopula¢niho chovani. Podrobné&jsi analyzou tohoto sekretu se zabyvala skupina A. Singera.
V sekretu identifikovali protein z rodiny lipokalini afrodisin, ktery je pravdépodobné
zodpovédny za afrodisiakalni funkci tohoto sekretu (Singer et al. 1984; Singer et al. 1976;
Singer et al. 1986).
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g) Stopka efekt

Efekt, pti kterém dochazi k Casté&jSimu nastupu estralni faze cyklu, byl popsan u samic druhu
mysice kiovinné (Apodemus sylvaticus). Pii pokusu byly samice oddéleny kovovou miizkou
tak, aby mohly citit pachy a mély vizualni kontakt se samcem, ale aby nemohlo dojit k
fyzickému kontaktu. Za miizkou byl v kontrolnim piipad€ jeden samec, V testovaci fazi se
pak stfidalo béhem kratké doby né€kolik rtiznych samct. U samic vystavenych piitomnosti a
pachim riznych cizich samcl dochézelo ke zkraceni nereceptivnich fazi cyklu, tudiz

receptivni faze (estrus) nastavala ¢astéji nez u kontrolnich samic (Stopka & Macdonald 1998).

1.1.5. Detoxifikacni a antibakterialni funkce lipokalint

V publikaci Stopkova z roku 2009 je uveden piedpoklad, ze proteiny MUP mohou
vazat a transportovat rizné t€kavé organické slouceniny (angl. volatile organic coumpounds,
VOCs) vzniklé béhem metabolickych d€jii a mohou byt pro organismus toxické (Stopkova et
al. 2009; Kwak et al. 2011; Kwak et al. 2016).

V nékterych studiich bylo pozorovéano, ze vétsi mnozstvi xenobiotik je vynaseno moci
z téla ven praveé ve spojeni s MUP. Skupina Larsena radioaktivné oznacila primarni metabolit
methylsulfonyl, ktery vznikd z polychlorovaného bifenylu (PCB; pramyslové vyrabéna
chemicka latka, kterda muze byt karcinogenni nebo tzv. endokrinnim disruptorem) a
intraperitonealné ji injikovali sameckiim. VétSina této znacené latky byla v moci navdzana na
MUP (Larsen et al. 1990). Podobnou situaci pozorovali po podkoznim vpraveni menadionu
(synteticky vyrobena latka, nahrazujici v mysi stravé vitamin K), kdy byla chemicka latka
vyluCovana moci ve vazbé s MUP (Robertson et al. 1998). Dal$im potvrzenim byl
experiment, kdy byl radioaktivné¢ znaceny 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD;
karcinogenni latka, vysoce zneciStujici prostfedi) podavan perordln€ a nachdzen v moci opét
spole¢né s MUP (Hakk et al. 2009). Zbavovani se xenobiotik s navazanymi MUP v mo¢i bylo
pozorovano i u sami¢ek mysi (Staskal et al. 2005).

Nékteré lipokaliny jsou schopné vézat bakteridlni siderofory a znemoziuji tak rast
bakterii (Goetz et al. 2002; Fischbach et al. 2006; Smith 2009; Hentze et al. 2005). Siderofory

jsou peptidy, které maji schopnost vézat ionty Fe?**

a jsou syntetizované, vyluCované a
reabsorbované mikroorganismy, napi. bakteriemi. Zelezo je nepostradatelné pro rast

mikroorganism (Sutak et al. 2008) a v pripadé, Ze lipokaliny vychytavaji siderofory
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S navazanym zelezem, nemohou je bakterie reabsorvovat a dochdzi tak k inhibici jejich ristu.
Nejznamé;jsi je Lipocalin 2 (LCN2, NGAL, 24P3) neboli Siderocalin. Dalsi proteiny, jez maji
nejspise stejnou schopnost vazat siderofory, jsou napi. LCN1 a mysi LCN12 (Strong et al.
2005). V praci Petrak et al. z roku 2007 byla prokazana zvysena exprese Mup u mysi, které
byly ptedavkovany zelezem. Je mozné, ze i jiné lipokaliny mohou mit podobnou schopnost
vazat ionty kovi (Fe, Cu) a do ur¢ité miry mit antibakterialni funkci v organismu.

Kromé¢ role v pienosu chemickych signali maji tedy lipokaliny 1 schopnost
detoxifikace organismu, tim, ze mohou vazat rizné degrada¢ni produkty metabolismu, které
by mohly byt zdrojem posSkozeni tkané. Proto je nutné zminit ,,Hypotézu toxického odpadu®,
angl. The toxic waste hypothesis of chemical communication (Stopkova et al. 2009), ktera
definuje ramec, dle kterého chemickd komunikace vznikla jako evolu¢ni pfizpiisobeni ¢ichu
na toxické organické metabolity a pfedevSim pak na ty, které koreluji s t€lesnou a reprodukéni
zdatnosti individua. Tato hypotéza dale predpoklada, ze primarni (ancestralni) roli lipokalinti
byl transport t€kavych ligandii ven ztcla, zatimco jeji role v chemické komunikaci se
vyvinula pozdé&ji. Tato teorie je jednodussi alternativou k teorii Harper - Smith, ktera
pfedpokladd nejprve vznik specifického chemického signalu za ucelem komunikace a
nasledné vznik chemosenzorické detekce tohoto signalu (Harper & Smith 2003). Toxicka
hypotéza je oproti tomu jednodussi ve smyslu nizsiho poc¢tu evolucnich krokd (t.j. dle Harper
- Smith jsou potieba 2 kroky: nejdiive se musi vyvinout signdl kvality za i¢elem komunikace
a zaroven se vyvine systém detekce; ,,Hypotéza toxického odpadu“ predpoklada 1 krok:
signal kvality jiz existuje jako produkt metabolismu a vyviji se pouze systém detekce

(Stopkova et al. 2009)).

1.1.6. Sekretoglobiny

Rodina sekretoglobinli (angl. secretoglobins, SCGBs) je tvofena proteiny, které se
nachazeji pfevazné u savci. Jsou exprimovany piredev§im ve sliznicich riznych ¢asti téla a
pravdépodobné hraji roli v bunétné signalizaci, imunitni odpoveédi ¢i chemotaxi a mohou
slouzit jako transportéry steroidnich hormont. U prasete bylo prokazano, ze jeden ze
sekretoglobinli vyskytujici se ve slindch samctl je nosi¢em chemickych signalti a stimuluje
nastup estralni faze u samic (Austin et al. 2004).

Tyto sekretorické proteiny se vyskytuji ve formé dimeru. Struktura monomeru se

sklada ze ¢tyi a-helixt vytvaiejicich tvar bumerangu, angl. boomerang-shaped (Callebaut et
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al. 2000), kde helixy H1, H3 a H4 jsou schopné vazat homodimericky partnery (Klug et al.
2000). Diky této struktuie vznika uvniti hydrofobni ,,kapsa“ pro dalsi molekuly, napiiklad pro
steroidy, napf. progesteron ¢i retinol (Beier 2000), ale také pro polychlorované bifenoly,
fosfolipidy a prostaglandiny (Mukherjee et al. 2007; Stripp et al. 1996). Jednotlivé monomery
mohou vytvafet homodimery ¢i heterodimery a ty nasledné tetramery. Znamy je napiiklad
protein Fel d1 (Felis catus allergen 1), ktery je tvofen dvéma heterodimery. Tento protein
vyvolava imunitni odpoveéd’ na srst kocek v podobé IgE protilatek (Kaiser et al. 2007; Kaiser
et al. 2003).

Vysokd mira exprese sekretoglobinii byla nalezena v d€loze, prostaté, plicni tkani,
slznych a slinnych zldzach. Napiiklad mRNA téméf vSech ¢leni SCGB (vyjimkou je
SCGBI1D1) byla nalezena v dychacich cestach lidi (Lu et al. 2011). Fyziologické funkce
jednotlivych ¢lent rodiny SCGB nebyly doposud objasnény a vétSina roli nebyla definovéna.
Nicméné bylo popséano, ze ¢lenové SCBG se podili na udrzovani a opravovani plicni tkdné€ a
modulaci imunitni odpovédi (Mukherjee et al. 2007).

Jeden zc¢lend této rodiny objeven uz v Casném stadiu téhotenstvi kralikd a
pojmenovan jako blastokinin (Krishnan & Daniel 1967; Beier 1968), Castéji se vSak objevuje
v literatufe pod nazvem uteroglobin (dal$i ndzvy: secretoglobin family 1A member 1,
SCGB1ALl, clara cell phospholipid-binding protein, CCPBP, CC10). Exprese uteroglobinu je
indukovana steroidy a pusobi proti poskozeni oxidativnim stresem (Li et al. 2007),
2007; Kundu et al. 2000). Znamym sekretoglobinem u lidi je mamaglobin, ktery je hojné
exprimovany v prsni tkani a jeho zvySena hladina se pouziva jako marker pro rakoviny prsou
(Becker et al. 1998).

Funkce sekretoglobinu je zatim nejlépe popsdna u feromaxeinu, coZ je protein
sekretovany podcelistni zlazou (angl. submaxillary gland) u samcii prasat, jehoz produkce se
zvySuje v pritomnosti samic. Tento protein vaze ve své hydrofobni ,,kapse* tfi typy feromoni:
16-androstenon, 5a-androsten-3o-ol a So-androsten-3-on. U samice dochazi k indukci estru
po piimé interakci se slinami samce. Feromaxein, jako jiné sekretoglobiny, vaZe steroidni

typy latek, mezi které patii i testosteron a Sa-dihydrotestosteron. (Austin et al. 2004).
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1.2. Procesy spojené s reprodukci
Nasledujici cast prace pojednavd o proteinovych zménach béhem vybranych

reproduk¢nich procest jako napiiklad estralni cyklus ¢i maturace spermii.

1.2.1. Estralni cyklus

1.2.1.1. Jednotlivé faze estralniho cyklu

Estralni cyklus oznacuje periodické a fyziologické zmény v téle placentalnich samic
savcl. Tyto zmény jsou navozeny plsobenim pohlavnich hormonii a slouzi k zajisténi
reprodukce. Estralnimi cykly prochéazi naprosta vétSina savct, pouze u lidoopt a u ¢lovéka
jsou nahrazeny cyklem menstruacnim (Rowell 1972). Dle zkuSenosti je mozné vlivem
riznych pachi (feromont) pribéh estralniho cyklu ovliviiovat a to zejména délku estru, kdy
je samice receptivni.

Nejlépe je pribéh estralniho cyklu popsan na laboratornim kmenu mysi C57BL/6J.
Cyklus probiha pod vlivem pravidelné fluktuace dvou pohlavnich hormont estradiolu a
progesteronu. Stéidaji se tak Ctyfi faze (proestrus, estrus, metestrus, diestrus).

Primérné délka jednoho cyklu u potkant a mysi je 45 dni. V ojedin€lych ptipadech
muze byt cyklus delsi — 6 dni (Felicio et al. 1981; Anita M. Mandl 1951; Morrissey et al.
1988; Long & Evans 1922). Doba cyklu muze byt ovlivnéna nékolika vlivy: veék, délka
svételného dne, hluk, teplota, stres, socialni vztahy (Li & Davis 2007; Nelson et al. 1982;
Campbell et al. 1976; Felicio et al. 1981; Goldman et al. 2007).

Obvykle je cyklus rozdélen na 4 faze, avsak néktefi autofi jej rozdelili pouze do 3 fazi,
proestrus, estrus a diestrus (Goldman et al. 2007). Pro jednotlivé faze je charakteristicka
zména zastoupeni pomérd bun€k (Obr. 4) ve vaginalnim sekretu a hodnoti se podle
vaginalnich roztéri obarvenych histologickymi barvickami, jako jsou naptiklad Wright-

Giemsa, May-Griinwald ¢i Toloudinova modi.
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PMID 22514749

Obrazek 4. Nakres pribéhu estralniho cyklu

Jednotliva stadia estralniho cyklu (proestrus, estrus, metestrus, diestrus). Barevné jsou
zobrazeny jednotlivé populace bunck (zelené: L-leukocyty, oranzové: N-jaderné epitelialni
buriky, fialové: C — keratinizované epitelialni buiiky). Pfevzato (Byers et al. 2012).

Proestrus

Je faze trvajici u mysi méné nez 24 hodin (Long & Evans 1922; Anita M. Mandl 1951;
Allen 1922). V této fazi se vyrazné zvySuje hladina estradiolu, ktery vSak na konci faze klesa
a dochazi ke zvySovani hladiny progesteronu (Obr. 4). Ve vaginalnim sekretu nalezneme
Vv této fazi zejména malé jaderné epitelidlni bunky s relativné stejnou velikosti a vzhledem,
obr. 6A, B (Cora et al. 2015). Ve velmi nizké mife Ize pozorovat keratinocyty. Pokud je
vzorek vice koncentrovany, muzeme pozorovat kohezivni shluky bun€k. Na povrchu

epitelialnich bunék mizeme pozorovat bakterie (Obr. 5).

Estrus
Délka této dualezité faze, kdy je samiCka vysoce fertilni, je 12-48 hodin (Long &
Evans 1922; Anita M. Mandl 1951; Allen 1922). Charakteristické je pfevazujici mnozstvi

keratinocytli (bezjadernych epitelidlnich bun€k) s obfasnym vyskytem epitelidlnich bunék
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(Obr.7 C, D). Na povrchu bun¢k se ¢asto objevuje vyssi koncentrace bakterii viz. obr. 6 (Cora
et al. 2015).

. Estradiol

1 \ Progesteron

Ovulation

Obrazek 5. Hladiny estradiolu a progesteronu béhem estralniho cyklu (potkan).
Pfevzato a upraveno (Lebron-Milad & Milad 2012).

Obrazek 6. Shluky bakterii na povrchu epitelialnich bunék
Cytologie vaginalnich bun¢k béhem estru se shluky bakterii. Obarveno May-Griinwaldem a
Giemsou. ZvétSeni 1000krat.

Metestrus

U mysi tato faze trva do 24 hodin, je zna¢n¢ del$i nez u potkant, kde trva 6-8 hodin
(Astwood 1939; Long & Evans 1922; Anita M Mandl 1951). V této fazi se objevuji
neutrofily, které jsou ve stejném poméru s keratinocyty (Obr.7 E, F). V malém procentu jsou

pak viditelné jaderné epitelialni bunky.
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Diestrus

Nejdelsi ze vsech fazi je diestrus, ktery trva u mysi 48—72 hodin (Astwood 1939; Long
& Evans 1922). Typickym znakem pro diestrus je zvySena viskozita vaginalniho sekretu,
ktera je dana zvySenou produkci mucind, zejména MUC1 (Carson et al. 1998; Petrova et al.
2013). Klesa pocet bezjadernych epitelialnich bunék a mirné roste pocet jadernych
epitelidlnich bunck, kde miizeme rozeznat dvé velikosti: velké a malé. Stale je zde velky
pocet leukocyti. V pozdnim diestru (Obr.7 G, H) se jaderné epitelialni bunky dostavaji blizko

sebe a prevazuji spiSe kulaté, coz vypovida o blizicim se proestru.
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Obrazek 7. Zobrazeni jednotlivych stadii estralniho cyklu mysi (Mus musculus
musculus)

Na obrazku jsou vaginalni roztéry obarvené May-Griinwaldem a Giemsou, vyfotografované
pod svételnym mikroskopem, ptedstavujici jednotlivd stadia estralniho cyklu. A, B —
proestrus; C, D- estrus; E, F — metestrus; G, H — diestrus (A, C, E, G je zvétseno 200krat; B,
D, F, H je zvétSeno 400krat).

1.2.1.2. Imunita spojend s estralnim cyklem

Mnohé¢ studie prokdzaly, ze Zeny maji vyvinutéj$i systémovou imunitu nez muzi. To
ovSem zvySuje mnozstvi tzv. autoimunitnich onemocnéni. Zeny maji vy$si koncentraci Ig

protilatek v krevnim séru, CD4" T bunék a vétsi pomér CD4/CDS (Whitacre et al. 1999;
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Olsen & Kovacs 1996). To vede k vétsi produkci cytokini a silngj$i humoralni imunitni
odpovédi napt. na infekci ¢i odmitnuti transplantovanych organt.

Zenam se na rozdil od muzi méni nastaveni imunitniho systému vlivem ménicich se
hormonalnich hladin (Beagley & Gockel 2003). Snizeni imunitni odpovédi je dulezité pro
prinik ejakulatu a naslednou nidaci blastocysty. V dobé ovulace a vétSiny doby téhotenstvi
(béhem téhotenstvi rostou hladiny progesteronu a estradiolu, jez ve svém maximu vedou
k porodu) jsou hladiny estradiolu a progesteronu velice nizko, coz vede k inhibici imunitni
odpovédi (Miller & Hunt 1996; Ansar Ahmed et al. 1985; Olsen & Kovacs 2002; Kincade et
al. 1994; Sacks et al. 1999; Wilder 1998). Inhibice imunitni odpovédi vede ke sniZeni projevi
autoimunitnich chorob, jako jsou napiiklad roztrousena skleroza, Graves-Basedowova nemoc,
Systémovy lupus erythematodes ¢i Hashimotova nemoc (Whitacre 2001; Olsen & Kovacs
1996).

1.2.1.3. Molekuldrni zmény spojené s menstrua¢nim ¢i estralnim cyklem

Zmény hormonalnich hladin ovliviuji taktéz expresi nékterych gent vedoucich
k regulaci imunitni odpovédi uvnitf sami¢iho pohlavniho ustroji, naptfiklad genu Mucl
(Surveyor et al. 1995; Bowen et al. 1997). Zenské pohlavni Gstroji 1ze rozdélit na dvé &asti:
horni a dolni. Horni ¢ast, kam patii vajecniky, vejcovody, déloha, a vnitini ¢ast délozniho
hrdla tzv. endocervix. Dolni ¢ast je tvofena pochvou a vnitini ¢asti délozniho hrdla, tzv.
ektocervix (Wira et al. 2005). Horni ¢ast samic¢iho pohlavniho Ustroji je charakterizovana
piitomnosti sliznice, jez je tvofena jednovrstevnym cylindrickym fasinkovym epitelem, jehoz
bunky jsou spojeny pies tzv. tésna spojeni, angl. tight junction (Hickey et al. 2011).

Dolni ¢ast pohlavniho Ustroji samice je tvofena mnohavrstevnatym nekeratinizovanym
dlazdicovym epitelem. Povrch tohoto epitelu tvoii ploché buiiky, které se smérem k bazalni
membrané méni na cylindrické. Jako v prvnim piipadé i tyto bunky jsou mezi sebou uzce
spojeny tésnymi spojenimi, &imz mechanicky znemoziuji priniku patogeni. Rada
patogennich (mikro)organismii ma na svém povrchu urcité velmi konzervované molekularni
vzory, tzv. PAMP, angl. pathogen-associated molecular patterns (Chalovich & Eisenberg
2005), které jsou pro né€ nezbytné, a které na svém povrchu hostitelské bunky nemaji. Pies
tyto struktury jsou rozpoznavany pomoci specialnich receptord tzv. angl. PRRs — pattern
recognition receptor (Schaefer et al. 2004; Schaefer et al. 2005). Tyto receptory (PRRs) se

vyskytuji na povrchu bilych krvinek, ale i na povrchu plochych epitelialnich bunék
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reprodukéniho traktu. Mezi tyto receptory patii receptory podobné genu Toll (angl. Toll-like
receptor) a receptory podobné genu NOD (angl. nucleotide binding oligomerization domain
like receptors, NOD-like receptor, NLRS), jez zprostfedkovavaji sekreci cytokinti, chemokint
a antimikrobialnich peptidii. Samici dolni ¢ast pohlavniho ustroji se chrani pied pfipadnymi
patogeny, které se dovnitf mohou dostat béhem kopulace, pomoci receptorti na svém povrchu
a naslednou produkeci jiz zminénych cytokint, chemokini a antimikrobialnich proteinti (Wira
et al. 2005). Dalsi bariéru proti vniknuti patogennich bakterii tvoii vrstva sliznice s velkou
vrstvou mucint. Mucin (MUC) je oznaceni pro velkou skupinu glykoproteini. V tomto
ptipad¢ jsou to O-glykoproteiny, které tvoii hlen (mukus) na povrchu epitelovych bunék
Vv dolni ¢asti pohlavniho traktu (Andersch-Bjorkman et al. 2007). Tésné spoje mezi buiikami a
silnd vrstva mucind tak tvofi hlavni bariéry proti vniku patogennich bakterii. Pokud dojde
K jejich naruseni, dochazi k zanétlivé reakci nebo infekci (Zahl & Bjerknes 1943; Coid 1976;
Gower et al. 1990). SloZeni mucint uvnitf délozniho hrdla je neménné po celou dobu
menstrua¢niho cyklu: MUC1, MUC4, MUC5AC, MUCS5B, MUC6 (Gipson et al. 1997).
Avsak ve vnéjsi ¢asti d€lozniho hrdla a vaginy se exprese mucinu méni s hladinou estrogenu a
progesteronu. Béhem estrogenni faze (prolifera¢ni a ovula¢ni) je viskozita hlenu velice nizka
az vodova a tim umoziuje pruchod spermii (DeLoia et al. 1998). Naproti tomu ve fazi po
ovulaci a béhem sekre¢ni faze je viskozita hlenu zvySena az lepiva, znemoziuje tak prichod
spermiim. Dalsi bariéru proti vstupu bakterii a virti tvoti nizké pH (4-5) sekretu v déloznim
hrdle a vagin¢ (Hickey et al. 2011).

Horni ¢ast samiciho reprodukéniho traktu je bez mikroorganismt (Heinonen et al.
1985), jelikoz je to uzavieny systém a pusobi zde velké mnozstvi dendritickych bunék,
makrofagl, neutrofilnich granulocytt, NK bun¢k (angl. natural Killer) a vyskytuji se zde i
Langerhansovy burniky (Pudney et al. 2005). V dolni ¢asti je zapotiebi vét§i ochrana
organismu, a proto je zde tolerovan pfirozené se vyskytujici mikrobiom.

V roce 1892 némecky védec Albert Ddderlein (Ddderlein 1892) zpozoroval v dolni
¢asti reprodukéniho traktu pfitomnost gram-pozitivnich bakterii, které produkuji kyselinu
mlécnou a HyO, (Macklaim et al. 2011) a tim mohou inhibovat rtst patogennich bakterii.
Pozdégji bylo zjisténo, ze bakterie objevené A. Ddderleinem jsou bakterie rodu Lactobacillus,
které tvoii vétSinu vaginalniho mikrobiomu (Thomas S 1928; Miller et al. 2016). Vaginalni
mikrobiom Zen se v pribéhu let méni. Béhem prepuberty, kdy je hladina estrogenu nejnize a

pH je vysoké, je zastoupeni bakterii variabilngj$i nez v obdobi dospélosti, kdy je hladina
31



estrogenu zna¢né vyssi, pH je nizké, sliznice vaginalniho epitelu je silna a objevuji se rizné
bakterie rodu Lactobacillus, napf. iners, crispatus atd. (Brotman et al. 2014; Petrova et al.
2013). V menopauze se vaginalni mikrobiom i struktura sliznice podoba obdobi prepuberty
(Petrova et al. 2013). Mnozstvi a zastoupeni ,,ptatelskych® bakterii se méni i b&hem
menstruacniho ¢i estralniho cyklu.

U ruznych druhii savet (mys, kiecek, kralik, pes) bylo zjisténo, Zze vétsi koncentrace
symbiotickych bakterii ve vagin¢ je v obdobi proestru a maximalni koncentrace je v estru, tj.
v obdobi, kdy je samice receptivni (Noguchi et al. 2003). V tomto obdobi je zapotiebi
zvySend ochrana vaginalni sliznice proti priniku patogennich bakterii, které mohou pronikat
spole¢né s ejakulatem. Piirozené se vyskytujici bakterie ulpivaji po celou dobu menstrua¢niho
¢i estralniho cyklu na epitelialnich buikach, udrzuji pH ve vaginalnim sekretu a tim udrzuji a
omezuji rust patogennich bakterii. V piipadé estrdlniho cyklu dochdzi béhem pozdniho
proestru K tzv. keratinizaci a epitelialni buiky se stavaji bezjadernymi (keratinizuji) a uvoliuji
se ze stén epitelu. Pravé proto jsou bakterie na uvolnénych keratinocytech a epitelialnich
buiikidch v proestru a estru hojné pozorovatelné béhem cytologické analyzy. V dalSich fazich
jejich koncentrace klesa spole¢né se vzristajicim mnozstvim neutrofilnich leukocyta.

Pribéh keratinizace béhem estru ve své podstaté pfipomind proces hojeni ran c¢i
keratinizaci bunék, jez probiha na povrchu pokozky (Hardman & Ashcroft 2008; Lee et al.
2010; Zhou et al. 2016).

1.2.1.4. Keratinizace povrchového epitelu
Struktura a evoluce kalikreinti

Proces keratinizace epitelu je podminén piitomnosti kalikreind, které vykazuji
(chymo)trypsinovou substratovou specifitu a spole¢né s chymotrypsinogenem, trypsinogenem
a proelastazou patii do rodiny serinovych proteaz (Diamandis et al. 2000; Lundwall et al.
2006). Proteazy se primarné v téle vyskytuji v neaktivni formé tzv. zymogenu. Mohou byt
aktivovany samy sebou nebo vnéjsim stimulem a poté tvoii kaskadu proteind, na jejimz konci
mohou regulovat naptiklad intravaskularni koagulaci, zkapalnéni ejakulatu, deskvamaci
pokozky, maji antimikrobialni G¢inky a podili se na hojeni ran (Yoon et al. 2007; Emami &
Diamandis 2008).
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V zivocisné fiSi jsou znamy piiklady zvifat, které ve svém genomu kalikreiny
nekoduji. Za pouziti bioinformatiky nebyl genom pro tyto proteazy nalezen u Zab a drubeze
(Elliott et al. 2006). U ¢loveka je dosud popsano patnact ¢lent kalikreint (Diamandis et al.
2000; Lundwall et al. 2006) a tvofi ptedlohu pro popis kalikreinti u placentalnich savci.
Vsichni placentalni savci koduji ve svém genomu KIk1 a KIk4-15. Jejich pozice a struktura je
velice konzervativni, z ¢ehoz Ize usuzovat, ze maji dalezité fyziologické funkce.

Lidské Klk2 a KIk3 maji zcela odlisny evolu¢ni pivod nez ostatni lidské Klk. Dle
fylogenetické analyzy segregovaly spoleéné s KIkl a maji tedy i podobnou strukturu.
V ¢asném vyvoji u placentalnich savct doslo k duplikaci KIk1 a byl zalozen progenitor pro
KIk2. U lidi, psi a nekterych primati Klk2 ptetrvava (Morris 1989; Elliott et al. 2006;
Chapdelaine et al. 1988; Lawrence et al. 2010; Clark & Swanson 2005; Lazure et al. 1984).
Naopak u potkanti a mysi je umlcen a v genomu je pouze jako pseudogen. U jinych druhd,
jako je prase ¢i skot, je KIk2 upIn¢ deletovan (Lundwall et al. 2006). KIk3 vznikl duplikaci
genu pro KIk2 a je ptitomen u lidi a né€kolika druht lidoopd, kockodant a nevyskytuje se u
ploskonosych opic a pst (Lundwall 1989; Dorus et al. 2004; Mubiru et al. 2008; Sato et al.
2007; Valtonen-André et al. 2005). Ztrata KIk2 a naopak ziskani genu pro KIk3 u nékterych
druhti zvifat mtze reflektovat rozdilné reprodukéni strategie. Produkty obou dvou gent jsou
exprimovany v prostaté a jsou soucasti seminalni plasmy, KLK2 jako semenogelin | a KLK3
jako semenogelin I1. (Jonsson et al. 2006).

Nejvétsi pocet kalikreinii byl nalezen v genomu myS$i a potkana, a to z divodu
rozsahlé duplikace KIk1. Mysi DNA obsahuje oblast o 290kb lezici mezi KIk1 a KIk15, kde se
nachazi 24 Klk1 paralogt (KIk1b1-24) z nichz 10 je pseudogenii (B. A. Evans et al. 1987,
Yvonne Olsson & Lundwall 2002). Dalsim znaénym rozdilem mezi lidskym a mySim
uspofadanim kalikreint je orientace Klk2. Lidské geny pro Klk2 a KIk3 lezi obdobné mezi
Klk4 a KIk15, ale opac¢né nez Klk2-ps u mysi.

Exprese kalikreint u mysi

vvvvvv

Naptiklad exprese KLK1 byla detekovana ve slinnych zlazach a pankreatu u mysi, ¢lovéka,
psa ¢i kocky (Schachter 1979). KLKS8 se ticastni pochodli v mozku a pokozce jak u mysi, tak

u clovéka (Chen et al. 1995; Inoue et al. 1998; Kuwae et al. 2002; Mitsui et al. 1999).
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Genova exprese nékterych kalikreini (napft. kalikreiny typu B u mys$i) muize byt
ovlivnéna ménici se hladinou androgennich hormont (Clements et al. 1988; van Leeuwen et
al. 1987) Naopak, KLK1 neni ovlivnén hladinou androgend, protoze jeho exprese probiha
Vv bunkach, které nejsou pod jejich ptimym vlivem (Penschow et al. 1991). Nase prace z roku
2016 potvrdila toto pozorovani. Hladina KLK1 se ve slinach mezi samci a samicemi
vyznamné neliSila. Stejnou situaci vykazovaly KLK10 a KLK14. Dale jsme detekovali ve
slinach mysi témét vSechny Kkalikreiny typu B — KLK1B16, KLK1B3, KLK1B1, KLK1B21,
KLK1B22, KLK1B24, KLK1B26, KLK1B27, KLK1B4, KLK1B5, KLK1B8, KLK1B9,
jejichz hladina byla vys$$i u samic nez u samcu (Stopka et al. 2016).

Vyskyt fady kalikreini ve slinach nabizi teorii, Ze olizovani napomahé hojeni ran v
pokoZce, jelikoz nékteré z KLK mohou aktivovat nckteré ristové faktory. KLK1B9,
KLK1B22 a KLK1B26 mohou aktivovat proepidermalni rustovy faktor (Isackson et al. 1987).
Ve vaginalnim sekretu jsme také detekovali pfitomnost kalikreinl, coz dosud jesté nebylo

popsano a jejich funkce zde neni zatim znama (vice v ¢asti ptispévek autorky).

Procesy keratinizace pokozky

V epidermis pokozky lidi a v dalSich vrstvach kiize zahrnujici 1 mazové Zlazy je
exprimovano osm kalikreini: KLKS5, 6, 7, 8, 10, 11, 13 a 14 (Lundwall & Brattsand 2008).
Z téchto kalikreini pouze KLK7 ma chymotrypsinovou substratovou specifitu (Yousef &
Diamandis 2001). Ostatni kalikreiny vykazuji trypsinovou aktivitu (Eissa & Diamandis 2008;
Yousef & Diamandis 2002). Hlavnimi kalikreiny Gcastnici se keratinizace jsou KLKS, 7, 14.
In vitro pokusy ptedpokladaji, ze KLKS5 je kli¢ova protéaza jelikoz aktivuje sama sebe a dale
aktivuje KLK7 a KLK14 (Brattsand et al. 2005). Dale se ptedpoklada, ze aktivovana KLK14
posiluje zpétnovazebné aktivitu KLKS.

Proces deskvamace je zahajen na rozhrani dvou svrchnich vrstev pokozky, stratum
granulosum (SG) a stratum corneum (SC). Vrstva SG je tvofena zejména lamelarnimi télisky
(angl. lamellar bodies) které putuji do horni vrstvy SC, kde se uvolni jejich obsah mezi bunky
a napomaha tak k jejich deskvamaci. Uvnitt kazdého lamelarniho téliska jsou KLKS, 7, 8 ve
form¢ zymogenu spolecné s jejich inhibitorem LEKTI1 (angl. serine protease inhibitor Kazal
type 5, kodovany genem SPINKS), s katepsinem D (angl. cathepsin D) a substratem pro

KLK7, corneodesmosinem (Elias et al. 1998). Aktivace serinovych proteaz uvnitt lamelarnich
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télisek je podminéna zménou pH v jejich okoli. Béhem jejich piirozeného prostupu ze SG do
SC se méni gradient pH z neutrdlniho do kyselého a tato zména pH oslabuje funkci inhibitoru
jez vede k aktivaci kalikreint (Deraison et al. 2007). Veskeré enzymy S§tépici proteiny ve SC
pottebuji pro svou funkci optimalni pH. Jakékoliv zmény v pH vyvolavaji abnormaélni
deskvamaci a vysledkem je nadmérna keratinizace pokozky (Roelandt et al. 2009).

Deskvamace zahrnuje nékolik enzymatickych procest, pii kterych dochazi k degradaci
desmosomalnich adheznich proteinti zahrnujici korneodesmosin (angl. corneodesmosin,
CDSN), desmoglein-1 (DSG1) a desmokolin-1 (DSC1) (Caubet et al. 2004). Je znamo, ze se
praveé Supinaténi pokozky ucastni kalikreiny a to zejména KLKS a KLK7, které se aktivuji
zménou pH prostfedi v jejich blizkosti. KLKS dokaze rozstépit vSechny tfi uvedené
komponenty, kdezto KLK7 a KLK 14 jsou schopny rozstépit pouze CDSN a DSG1 (Caubet et
al. 2004; Borgofio et al. 2007). KdalSim kalikreinim, které se ucastni odlupovani
povrchovych bunék pokozky patii KLKS8, ktera pies proteolytickou kaskadu vede k degradaci
DSG1 a CDSN (Borgofio et al. 2007, Komatsu et al. 2006; Shaw & Diamandis 2007).
Nedavno byla objevena degradace DSG1 pomoci KLK6, 13, 14, které jsou inhibovany
LEKTI1 (Borgofio et al. 2007). Poruchy ve §tépeni desmosomalnich adheznich proteinti nebo
chybna regulace proteolytické kaskady vede k riznym koznim problémim, jako je napf.
Nethertontiv syndrom (Yang et al. 2004).

Analogicky proces ke keratinizaci na povrchu pokozky miZe probihat uvniti ¢astecné
uzavieného vaginalniho prostiedi (Muytjens et al. 2016). Mirné kyselé pH (od 4,5 do 5,5) je
na povrchu SC. Ve srovnani s normalnim fyziologickym pH uvnitf téla je tedy mirné kyselé.
Stejné tak 1 pH ve vaginé je mirné kyselé, ale béhem estralniho cyklu se méni: pH v proestru
je 5,57, v estru je 4,53 a v diestru 7,52 (Ganesan M. & Kadalmani B. 2016). Nase publikace
popisuje kompletni proteom vaginalniho sekretu mySi domdaci béhem estralniho cyklu.
Vysledky ukazuji zvySujici se mnozstvi DSC1, CDSN, DSG1A a KLK8 ve fazi estru, kdy se
zvySuje mnozstvi keratinocytli. Déle jsme detekovali maximalni mnozstvi SPINKS ve fazich

proestru a metestru, kdy jsou kalikreiny inhibovéany a ke keratinizaci dochdzi minimalné.

Antibakterialni funkce proteint spojenych s deskvamaci pokozky

KLKS a KLK7 plni antimikrobidlni funkci v pokoZzce prostfednictvim Stépeni

neaktivni verze katelicidinu (angl. human cationic antimicrobial protein 18, hCAP18, LL-37)
35



z lamelarnich télisek, ¢imz vznika jeho aktivni forma (Yamasaki et al. 2006; Elias et al.
1998). Homologem pro lidsky LL-37 je mysi antimikrobialni peptid pfibuzny s Katelicidinem
(angl. cathelin related antimicrobial peptide, CRAMP, CAMP) (Yamasaki et al. 2006).
Katelicidiny jsou evolucné konzervativni antimikrobidlni peptidy vyskytujici se u savcd,
ptaki, ryb i plazd. Tato skupina peptidi slouzi jako prvni obranna linie proti infekci, tim, ze
eliminuje vyskyt patogenid. V ramci této rodiny peptida existuji rozdily v mife ptisobeni vici
rozdilnym skupinam patogenti (Wu et al. 2010). Mechanismus puisobeni vétSiny katelicidint
je zaloZen na elektrostatickych interakcich mezi kladn¢ nabitym antimikrobialnim peptidem a
bakterialni membranou vykazujici zaporny naboj (Lai & Gallo 2009; Wu et al. 2010).
Kationické peptidy se poté vkladaji do bakterialni membrany, tim dochazi k jejich
permeabilizaci a negativné ovlivituji funkci bakterii. Né&ktefi zastupci z této rodiny, napft.
praseci peptid bohaty na prolin-arginin (proline-arginine rich peptide, PR-39), zabiji baktérie
intracelularn¢ (Holani et al. 2016). Mimo jejich pfimého antimikrobidlniho pisobeni maji
katelicidiny vliv na reparaci tkani a vrozenou imunitu. V roce 2016 byl CAMP detekovan ve
slinach mysi domaci, a to ve stejné mife u samct i samic (Stopka et al. 2016). Dale bylo
béhem estralni faze, kdy je imunitni systém tolerogenni k pfitomnym bakteriim. A jeho
hladina roste v metestru, coz je obdobi, kdy se stabilizuje vaginalni mikrobiom (Cerna et al.
2017).

V pokozce se vyskytuji malé inhibitory serinovych proteaz SLPI a SKALP/elafin
(Scott et al. 2011). Oba proteiny jsou z rodiny inhibitord proteaz WFDC (angl. WAP
disulphide four core). Vyvoj WFDC genti u mysi a potkand je analogicky vyvoji a vzniku
kalikreint u téchto hlodavet. WFDC jsou inhibitory pravé téchto serinovych proteaz (Clauss
et al. 2005). Tyto proteiny se skladaji pfiblizné z 50 aminokyselin zahrnujicich osm
konzervativnich cysteinovych zbytkt, které jsou na urcité pozici a mohou tak formovat Ctyti
disulfidické mistky (Ranganathan et al. 1999). WFDC proteiny jsou soucasti vrozené
imunitni odpovédi, které pusobi napiiklad pfes inhibici neutrofilni serinové proteazy nebo
svymi antimikrobidlnimi vlastnostmi inhibuji zanétlivou odpovéd na lipopolysacharidy
(LPS), které jsou duleZitou soucasti vn&jsi membrany Gram-negativnich bakterii (Glasgow et
al. 2014; Foca et al. 2012). Na stejném principu jako katelicidiny jsou zalozeny i
antimikrobidlni proteiny SLPI a elafin. SLPI a elafin jsou pozitivné nabité proteiny (+12, +3)

a pusobi jak na Gram-negativni, tak na Gram-pozitivni bakterie (Williams et al. 2005). Ve
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slinach mysi byli nalezeni zastupci antimikrobidlnich proteint WFDC2, WFDC12 (Glasgow
et al. 2015), WFDCI18, které chrani zuby, mé&kké tkané v dutiné 0stni a tvofi neimunitni
slozku obrany proti patogenim (Blanchard et al. 2015). V nasem experimentu jsme nalezli
zastupce WFDC2 ve vaginalni tekutiné prominujici ve fazi proestru. Je mozné, Ze napomaha
udrZovat stabilni mikrobiom uvnitf vaginy (Cerna et al. 2017). Existuje teorie, Ze expanze
kalikreinového lokusu je spojena s vyvojem rodiny inhibitord serinovych proteaz (WFDC),
které jsou homologni se semenogeliny a hraji svou roli v imunitnim systému citace (Clauss et
al. 2005). Stejné jako kalikreinovy lokus, klastr WFDC prodé€lal ve srovnani s lidmi

samostatnou expanzi u mysi a potkant.

Proteiny ucastnici se pfirozené imunitni odpovédi

Dalsimi antimikrobialnimi proteiny, které jsou soucasti vrozené imunity, jSou proteiny
zvySujici permeabilitu bakterialnich membran (angl. bactericidal/permeability increasing
protein, BPI). Stejn¢ jako CAMP, WFDC, tak i BPI se vaze na LPS buné¢nych stén bakterii a
zvysuje jeji propustnost. BPI je vysoce kationicky protein 0 456 AMK (~55 kDa) s aktivitou
zamétenou zejména proti gram-negativnim bakteriim. Tyto antimikrobidlni proteiny byly
nejprve identifikovany v bunkach lidskych neutrofilnich granulocytd, ale v mySich
leukocytech nalezeny nebyly (Calafat et al. 2000; Elsbach & Weiss 1985). Mysi BPI (54kDa)
vykazuje 53% AMK shodu a 71% podobnost s lidskym BPI. Geny kodujici BPI se vyskytuji
u lidi na chromosomu 20 a u mysi na chromosomu 2. Geny vykazuji podobnost v organizaci
exont a intrond a také vyskyt mRNA pro BPI byla u mysi i lidi nalezena i v jinych tkanich,
napiiklad v testes, nadvarletech (epididymis), kostni dfeni ¢i Sertoliho buiikach (Lennartsson
et al. 2005; Elsbach 1998). Mezi BPI patii i strukturalné podobny lipopolysacharidy vazajici
protein (angl. LPS binding protein, LBP, BPIFD2) a fosfolipidy transferujici protein
(phospholipid transfer protein, PLTP). Dale do rodiny BPI patii dva proteiny, které jsou hojné
sekretovany v horni ¢asti dychaci soustavy, a to Palate, lung, and nasal epithelium clone
protein (PLUNC) a Secretory protein in upper respiratory tracts neboli SPURT (Bingle &
Craven 2002). Protein SPURT je kodovan genem BPI fold containing family A member 1
neboli BPIFALl (Bingle & Bingle 2000). Vsechny uvedené antimikrobidlni proteiny jsou

typické pro vrozenou imunitu a vyskytuji se u obou pohlavi.
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Obrazek 8. Drahy kalikreini a jejich inhibitori pri deskvamaci

ProKLK14 se mliZze ménit na aktivni KLK14 (napf. pomoci KLKS, neni na obrazku), ktera
mize byt inhibovana LEKTI1. LEKTIIl inhibuje zménu neaktivnich kalikreini 7 a 5.
ProKLK5 se sama aktivuje v aktivni formu KLKS5. Dal§im inhibitorem, ktery znemoznuje
zménu neaktivni formy ProKLK?7, jsou SLPI ¢1 Elafin. Aktivni formy KLK14, KLK7, KLKS5
vedou ke zvySené degradaci proteint DSG1, DSCI1, CDSN a nasledné ke snizené integrité a
kohezi svrchni vrstvy pokozky — Stratum corneum a tim padem dochazi ke
zvySené deskvamaci a nasledné ke zmén¢ v propustnosti membrany a udrzeni homeostazy.

1.2.2. Pisobeni estrogennich hormont na reprodukci sameii mysi

Reprodukéni strategie se mohou odehravat na trovni chemické komunikace, kde si
samec, ale 1 samiCka zvoli jedince, s nimZ se rozhodnou kopulovat na zakladé sloZeni
pfijimaného chemického signalu. Dalsi Groven je podminéna interakcemi mezi pohlavnimi
gametami. Spermie jednotlivych druht se 1i§i svou morfologii, motilitou, spotiebou ATP ¢i
poctem a jejich variabilita odrazi riiznorodost Zivotnich strategii jednotlivych druhti (vodni vs.

terestrické, polygamni vs. monogamni, dobou oplozeni, hodiny vs. mésice). Kvalitativni a
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kvantitativni parametry spermii se samoziejm¢ neliSi jen mezidruhové, ale také
vnitrodruhové. Jedinci s celkovou lepsi ,,fitness* vykazuji lep$i hodnoty méfenych parametrt
u spermii (napf. mnozstvi —(Snook 2017), zivotaschopnost (Crichton et al. 1994; Folk 1940),
rychlost (Fitzpatrick et al. 2009 Laskemoen et al. 2010), morfologie (Tourmente et al. 2011)).
Vybér spermii neprobiha pasivné, ale predpoklada se, ze k dalsi aktivni selekci dochédzi uvnitt
sami¢iho reproduk¢niho traktu, kde dochazi k tzv. kryptickému vybéru samicky, z angl.
cryptic female choice (Jones 2002; Ball & Parker 2003; Holt & Fazeli 2016). Kvalita spermie
je déna mnohymi faktory, jako je morfologie hlavicky spermie, integrita membrany biciku,
maturace ¢i motilita (Golas et al. 2011; Tayama et al. 2006).

Dalsi ¢ast mé prace byla vénovana kvalit¢ spermii, zejména procesu maturace a jejiho
ovlivnéni estrogennimi hormony, které se vyskytuji v prostiedi a ve vétSich davkach plsobi
jako endogenni disruptory (Shore & Shemesh 2016). Naproti tomu jsou estrogenni hormony
soucasti reprodukénich pochodti samic, kdy estradiol dosahuje maximalni hladiny béhem
estralni faze, kdy je samice receptivni. Proto jsme se pozorovali mimo jiné pravé vliv
estradiolu na molekularni procesy spojené s maturaci spermii, ke kterym dochdzi uvnitt
samiciho pohlavniho traktu.

V prosttedi se vyskytuje piiblizné 300 pfirodnich sloucenin a jeSté vice
antropogennich, které vykazuji estrogenni nebo anti-estrogenni aktivitu. Tuto velkou skupinu
latek miZeme rozdélit do ctyf skupin: 1) pfirozené se vyskytujici ne-steroidni rostlinné
estrogeny Cili fytoestrogeny (genistein, resveratrol); 2) steroidni estrogeny: 17p-estradiol, a
estron jakozto produkty lidi a zvifat; 3) mykotoxiny, zearalenon a zearalenol; 4) syntetické
latky obsahujici fenolovou skupinu, bisfenol A, diethylstilbestrol (DES), vinclozolin
(Shemesh & Shore 1987; Lintelmann et al. 2003). Vsechny uvedené latky se dostavaji do
prostiedi prostfednictvim povrchovych, podzemnich vod a zlstavaji ve vodnich nadrzich.
Naptiklad jen jedna téhotna zena kazdy den vyloué¢i moc¢i 10 umol estrogenti (estradiolu a
estronu). V soucasné dobé dosahuje koncentrace téchto disruptord v zivotnim prostredi takové
miry, ze prokazatelné ovliviiuje fyziologické funkce urcitych druhti (Shemesh & Shore 1987,
Lintelmann et al. 2003; Shore & Shemesh 2016). Ptirozena hladina estrogenti u samic krav a
ovci indukuje nastup estralni faze véetné zmény chovani. Pokud je v organismu skotu hladina
estrogenu ve vyS$i mife nez fyziologické, dochdzi ke konstantnimu trvani estralni faze,
vyskytu ovaridlnich cyst a pfed¢asnému vyvoji vemen. U prasat je béZnym jevem prolaps

délohy zptsobeny zearalenonem (Shore & Bar-El Cohen 2010). Reprodukéni problémy
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vzniklé fytoestrogeny se projevuji ve snizené fertilit¢ dobytka (Shemesh & Shore 1987).
Poruchy spojené s reprodukci byly prokazany i u lidi (Akingbemi 2005; Mathur & D’Cruz
2011; Colborn et al. 1993). Jednim z ptikladut je synteticky vyrobeny estrogen DES, ktery m¢l
v letech 1948-1971 slouzit jako Ik proti spontannim potratim. Dcery matek, které ho
uzivaly, trpély dysfunkcemi reprodukénich organi, snizenou reprodukcni schopnosti,
imunitnimi problémy a opakovanymi depresemi (Takasugi 1988; Colborn & Clement 1992).
Dalsi latky negativné ovliviiuji pritbéh spermatogeneze a méni méfené parametry spermii
(Kyselova et al. 2004; Kyselova et al. 1999; Peknicova et al. 2002; Elzeinova et al. 2008).

Estrogeny u samic i samcu savcu ovliviiuji reprodukéni systém (Free & Jaffe 1979) au
samic i imunitni systém (Whitacre 2001). Koncentrace estrogenti se mezi samcem a samici
kvantitativné 1isi a je druhové specificka (Overpeck et al. 1978; Ganjam & Amann 1976). U
potkana a mysi je koncentrace 17p-estradiolu v krevni plasmé 2-25 pg/ml, coz je méné nez v
tekutin¢ rete testis, 250pg/ml (Free & Jaffe 1979). Rozdily koncentraci byly detekovany i u
samic potkana a mysi, kde koncentrace estrogenti v ovarialni tekutiné byla alespon dvakrat
vy$§i ve srovndni s jejich koncentraci v krevni plazmé. U samic potkana a mySi se
koncentrace estrogentt méni v zavislosti na obdobi estru, u 17p-estradiolu dosahuje hodnot v
rozmezi 145-2100 pg/ml (Shaikh 1971). Tento typ hormoni se vyskytuje ve spermatu,
koncentrace je zde také zavisla na druhu a dosahuje ptiblizn¢ hodnot 14-900 pg/ml (Eiler &
Graves 1977; Claus et al. 1985).

Estrogenni hormony reguluji bunécénou funkci pomoci jadernych estrogennich
receptorti (ER), ERa a ERP (Lubahn et al. 1993), které patii do rodiny ligand-aktivujicich
transkripénich faktorti (M. I. Evans et al. 1987). Velké mnozstvi ERa (Fisher et al. 1997
Hess et al. 1997) je exprimovano v odvodnych kanalcich varlete (ductus efferent), dokonce
vétsi mnozstvi nez v délozni tkani, dale je tato forma exprimovana v jatrech, prsnich zlazach,
podvésku mozkovém a hypotalamu. ER je exprimovan ve vajecnicich, plicni tkani a prostaté
(Couse et al. 1997). Ob¢ formy jsou exprimovany v odvodnych kanalcich a v nadvarleti (Hess
et al. 1997). Tyto transkripéni faktory jsou lokalizované v jadfe, kde reguluji genovou
transkripci vazbou na DNA regula¢ni sekvence a ovliviuji tak expresi cilovych genti (Hall et
al. 2001).

Endogenni disruptory a estrogenni hormony vyskytujici se v prostfedi se vazi na
estrogenni receptory spermii a spousti tak rychlou ne-genomickou signalni odpoveéd’ (Kuiper

et al. 1998; Sohoni & Sumpter 1998; Akingbemi & Hardy 2001). Dulezitost estrogennich
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receptord byla experimentalné vyzkousena za pomoci knock-outované mysi pro ERa, kdy
nebyla mys po tomto zakroku fertilni (Dupont et al. 2000).

Na zéklad¢ vyzkumu zéanétlivych onemocnéni stfev, ktera mohou koncit rakovinou, a
vyzkumt rakoviny prsu, byla objevena piima souvislost exprese estrogenti a trefoil faktor
genu 1, z angl. trefoil factor gene 1 neboli Tff1 (J Kim et al. 2000; Park et al. 2012). TFF1 je
protein skladajici se ze 40 aminokyselinovych zbytkl, obsahujici tfi disulfidické mustky.
Tento protein je exprimovan gastrointestinalni mukézou uvnitt stfev. Protein stabilizuje
mukozni vrstvu a ma ochrannou funkci v hojeni epitelidlni vrstvy. Pfesnd funkce neni

doposud znama (Ribieras et al. 1998; Crosier et al. 2001; Jongsook Kim et al. 2000).

1.2.3. Kapacitace a tyrosinova fosforylace

Cas, kdy muze dojit k uspd$nému oplozeni vajicka spermii, je omezen a piesné
definovan pfedchozimi molekularnimi zménami. Poté, co je spermie uvolnéna z cauda
epididymis a dostava se v podobé ejakulatu do samiciho pohlavniho traktu, neni schopna
okamzitého oplozeni zralého vajiCka. Spermie jsou pozastaveny a zustavaji v isthmu
vejcovodu (caudal isthmus) samiciho pohlavniho traktu, kde dozravaji. V dobé ovulace se
nékteré¢ z nich dostavaji do ampuly, kde dochazi k samotnému oplozeni vajicka. Béhem
maturace probihaji dva dulezité procesy: kapacitace a akrozomalni reakce (AR). Oba procesy
potiebuji pro sviij prabeh specifické fyziologické podminky, které jsou ptfirozené v samic¢im
pohlavnim traktu nebo mohou-li probihat in vitro, je pro spravny prubéh ptesné definované
médium a podminky vnéjsiho prostiedi. Kapacitace zahrnuje zmény v plasmatické membrané,
modifikace enzymatickych aktivit a zmény koncentraci iontl uvnitt spermie. Navzdory tomu,
Ze je kapacitace popsana Changem a Austinem jako jev nutny pro oplozeni vajicka spermii jiz
od roku 1951, nejsou zcela jasné molekularni principy, jez se pii ni odehravaji. Kapacitaci
mizeme rozdé€lit na dvé udalosti: 1) rychlé déje, jako je iniciace motility spermie, jakmile se
spermie uvolni z nadvarlete, a na 2) pomalé d¢je, jako jsou zména motility (hyperaktivace) a
nasledn¢ probihajici AR. Zajimavé je, Ze oba d¢je, jak pomalé tak rychlé, jsou centralné

regulovany protein kinazou A (PKA) — viz obr. 9 (Visconti 2009).
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Obrazek 9. Kapacitace

Rychlé déje: Jakmile se spermie dostane do blizkého kontaktu s isotonickym roztokem
obsahujicim HCOs- a Ca?" je pozorovan silny flagelarni pohyb. Se zvysujici se koncentraci
jontii HCO3.a Ca”* se aktivuje atypicka adenylatcyklaza (SACY), kterd zvySuje aktivitu PKA.
HCO3. je dovniti buiiky transportovano kontransportérem (Na*/ HCO3.) a vapenaté ionty jsou
transportovany dovniti pres specificky Ca?* kanal (angl. Cation channels of sperm, CatSper).
Pomalé d¢je: Pritomnost prijemce cholesterolu v médiu je nezbytna pro rostouci tyrosinovou
fosforylaci (TyrP) a zaroven samotnd TyrP stimuluje PKA aktivitu. Pfevzato a upraveno:
Visconti 2009.

Rychlé déje

Povrch spermie je pokryt molekulami, které jsou znamy jako dekapacitacni faktory
(angl. decapacitation factors, DF) a které udrzuji spermie v nekapacitovaném stavu, dokud
nedojde k ejakulaci. DF jsou odstranény po kontaktu se seminalni tekutinou (Yanagimachi
1994). Seminalni tekutina je isotonicka tekutina, ktera obsahuje dva typy iontli, umoznujicich
pies jiné molekuly flagelarni pohyb spermie: HCOs a Ca®*. Tyto ionty aktivuji atypickou
adenylatcyklazu (SACY) a poté cyklické adenosinmonofosfaty (CAMP) a iniciuji vzrustajici
aktivitu PKA. Tyto procesy vedou k fosforylaci PKA substrati a aktivuji motilitu spermie.
Tyrosinova fosforylace (angl. tyrosine phosphorylation, TyrP) pfedstavuje dilezity regulacni
systém, ktery ovliviiuje déje vedouci ke kapacitaci spermii (Visconti, Bailey, et al. 1995). Po

rychlych déjich nasleduji pomalé.
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Pomalé déje

Procesy jsou obvykle spuStény samotnou spermii. Zacinaji spontdnnim efluxem
cholesterolu a dalSich sterolt z plasmatické membrany spermie, ¢imz se zvysuje fluidita a
permeabilita pro nékteré ionty, jako jsou vapenaté a hydrogenuhli¢itanové (HCO3)
(Yanagimachi 1994; Visconti et al. 1999). Zvysujici se koncentrace téchto iontl uvniti buiky
aktivuje adenylatcyklazu (AC), ktera zvySuje tvorbu CAMP a nésledné aktivuje PKA.
Aktivace PKA vede k aktivace tyrosinové kindzy uvniti spermie. Eflux cholesterolu mize byt
urychlen pfitomnosti vnéjsSiho piijemce v médiu, jako je sérum albumin. Visconti a jeho
kolegové toto zjisténi vyzkouseli S pouzitim média bez pfitomnosti albuminu kravského séra
(angl. bovine serum albumin, BSA) a vysledkem byla inhibice tyrosinové fosforylace, a tudiz
nedochazelo ani ke kapacitaci spermii (Visconti et al. 1999). Pomalé déje vedou ke vzrustajici
TyrP, hyperaktivaci a pfipravé spermie k AR.

DalSimi moznymi fyziologickymi modulatory TyrP béhem kapacitace jsou tzv. volné
kyslikové radikaly (angl. reactive oxygen species, ROS), které jsou produkovany leukocyty
(jsou pfitomny v ejakulatu) nebo se nachazi uvniti spermie na pocatku kapacitace (Baldi et al.
2000). Nedavné publikace popisuji, ze dalsi produkty lidskych spermii jako oxid dusnaty
(NO) mohou podporovat kapacitaci a vzrista i TyrP (Belén Herrero et al. 2000; Herrero &
Gagnon 2001). Leyton a Sailing v roce 1989 jako prvni identifikovali tfi rizné fosfoproteiny
0 hmotnostech 52, 75 a 95kDa v burikach mysich spermiich. Proteiny o hmotnosti 52 a 75kDa
byly pomoci specifickych protilatek proti fosfotyrosinu detekovany pouze u kapacitovanych
spermiich, kde mohou slouZit jako specifické markery pravé pro TyrP. Posledni protein o
hmotnosti 95kDa, kde je tyrosin fosforylovan, byl detekovan jak v Cerstvych, tak
kapacitovanych spermiich. Pro tento protein neni hladina imunoreaktivity spojena s motilitou
spermie, ale je zesilena kapacitaci a interakci se solubilnimi proteiny zona pellucida (ZP).
Stejny efekt jako ZP ma hormon progesteron, oboji zvySuje fosforylaci na tyrosinovych
zbytcich béhem kapacitace (Tesarik et al. 1993).

V roce 1989 bylo objeveno, Ze stav kapacitace koreluje s mirou TyrP na proteinech o
molekulovych hmotnostech 40-120kDa (L. Leyton & Saling 1989). TyrP proteinti je ¢asove
zéavisla a kapacitaci a maximalni mnozstvi fosforylovanych proteini je dosazeno po 90
minutach kapacitace (Visconti, Moore, et al. 1995). TyrP hraje duleZitou roli v regulaci déju
vedoucich ke kapacitaci a nasledné k akrozomalni reakci. Otazkou zlstava, jaké signalni

drahy ovliviiuji zvyseni TyrP a drahy, které vedou k finalni kapacitaci spermie. Spermie v
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cauda epididymis jsou zralé a obsahuji vysoce kondenzovany chromatin (kondenzace DNA ji
chrani pted poskozenim). V této fazi nedochazi ani k transkripéni ani k translacni aktivité, a
proto je zde pouze jediny funk¢ni regulacni systém a tim je postranslacni aktivita (acetylace
nebo fosforylace). Mimo zndmou Ser/Thr fosforylaci existuje pravé TyrP, jez je mnohem
V cytosolu spermie, na povrchu hlavicky a bic¢iku. Tyrosinové kinazy lze rozdélit na dvé
skupiny: receptorové protein tyrosinové kinazy (angl. receptor tyrosine kinases, RTKS) a
nereceptorové protein tyrosinové kinazy (angl. non-receptor tyrosine kinases, NRTKS)
lokalizované volné v cytosolu, jadfe ¢i vazané k cytosolové strané plasmatické membrany
(Fisher et al. 1998). Skupina NRTKs zahrnuje kinazy Src, Jak a jiné (Fisher et al. 1998).
RTKSs jsou transmembranové glykoproteiny, jez jsou aktivovany navdzadnim souvisejicich
ligandii a prenaseji extracelularni signdl do cytoplasmy pomoci své vlastni fosforylace na
reziduich tyrosinu (autofosforylace) a pirendseji signal na dalsi signalni proteiny. RTKS
aktivuji mnoho signalnich drah uvnitf bun€k vedoucich k bunécné proliferaci, migraci,
diferenciaci ¢i metabolickym zménam. Do této rodiny patii receptory pro insulin a receptory
rastovych faktort, napt. receptor pro epidermalni rastovy faktor (angl. epidermal growth
factor receptor, EGF), receptor pro fibroblastovy rustovy faktor (angl. fibroblast growth factor
receptor, FGF) a jiné.

1.2.4. AKrozomalni reakce

Spermie, ktera oplodnila vajicko, musela projit celym procesem kapacitace, rozpoznat
proteiny na povrchu ZP a navazat s nimi vazbu. Rozpoznani proteinti na povrchu spermie a
obalu vajicka a prinik spermie popisuje d&j, pii kterém probiha tzv. akrozomalni reakce (angl.
acrosome reaction, AR).

Spusténi AR je s nejvétsi pravdépodobnosti podminéno ptitomnosti dvou induktord —
ZP proteiny a progesteronem. V prvnim piipadé se jedna o kontakt a vazbu proteind na
povrchu spermie a ZP. U mySovitych hlodavct obsahuje ZP tii proteiny: ZP1, ZP2, ZP3 o
molekulovych hmotnostech 200,000 (ZP1), 120,000 (ZP2), 83,000 (ZP3) — (Bleil &
Wassarman 1980). Protein ZP3 zprostfedkovava primarni vazbu spermie-vajicko, ZP2
sekundarni vazbu a ZP1 tvoii spojniky mezi ZP3 a ZP2. V ptipad¢ lidské ZP existuje jeSté

ZP4, ktery je u mysi pouze jako pseudogen. ZP4 se naproti tomu objevuje i u jinych zivocichi
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(Simpanz, kufe, potkan, ¢loveék) a predpoklada se, ze vznikl duplikaci ZP1 genu, a tudiz je
jeho struktura velice podobna ZP1 (Conner et al. 2005).

U vétsiny savci se predpoklada, ze se spermie vaze k ZP pres specifické receptory,
vazané v anteriorni oblasti hlavicky spermie. Tato vazba aktivuje signalni drahy vedouci k
AR, pii kterych dochazi k fuzi vnéjSi akrozomalni membrany a plazmatické membrany
spermie (Yanagimachi 1994).

Fyziologickym induktorem AR mize byt také progesteron (Kirkman-Brown et al.
2002; Garcia & Meizel 1999), ktery vazbou na receptory pro progesteron aktivuje shodny
piiliv Ca”*iontii do cytosolu spermie, podobné& jako u indukce ZP (Garcia & Meizel 1999).
Naopak jako in vitro induktor je ¢asto pouzivan kalcium ionofor (angl. calcium ionofor, Cal),
ktery aktivuje intracelularni zvySeni Ca®*iontti vyménou Ca®*za 2H* (Spungin et al. 1995).
Béhem takto indukované AR je klasickd signalni drdha vynechana, ale morfologicky je AR
stejna jako ta, jez je indukovana pies klasickou signalni drahu. Klasicka signalni draha AR
zacina kontaktem ZP proteind a protein v anteriorni oblasti hlavicky spermie. ZP aktivuje
signalni drahu vedouci k AR pies receptory spojené s G proteiny (O’Toole et al. 2000), které
aktivuji fosfolipazu C (PLC) B1 nebo ptes receptorové fosfotyrosinkinazy aktivujici PLC y. G
proteiny aktivuji zejména signalni drahu cAMP/PKA, ale zndmé jsou také dalsi signalni drahy
vedouci k aktivaci Ser/Thr a Tyr kindz. PKA aktivuje otevieni nap&tové zavislych Ca*
kanalii a umoziiuje tok Ca’‘iontd z akrozomalni membrany do cytosolu (Obr. 10). Takto
zvysena koncentrace Ca?*dale aktivuje protein kinazu C y (PKC) (Spungin et al. 1995; Roldan
1998). Produktem hydrolyzy fosfatidylinositol bisfosfatu (PIP2) touto proteinkindzou je
diacylglycerol (DAG) a inositol-trisfosfat (IP3) umoznujici aktivaci a translokaci PKC k
plazmatické membrané. Vysledkem je otevieni napétove zavislych Ca?* kanali na
plazmatické membrang a tim umoZnéni druhého zvySeni koncentrace téchto iontd v cytosolu,

souvisejici s AR (Walensky & Snyder 1995).
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Obrazek 10. Molekularni interakce probihajici béhem akrozomalni reakce
Fosfolipaza C (PLC), proteinkinaza C (PKC), adenylatcyklaza (AC), diacylglycerol (DAG),
fosfatidylinositol 4,5- bisfosfat (PIP2), inositol- trifosfat (IP3), proteinkinaza A (PKA),
tyrosinkinaza (TK), receptor spojeny s G proteinem (R, Gi). Pievzato (Breitbart & Naor
1999).

Takto zvysena koncentrace Ca** aktivuje aktin vazajici proteiny a vede k depolymerizaci
aktinového cytoskeletu a kontaktu a fuzi membran a uvolnéni obsahu akrozému.
Diacylgrycerol (DAG) hraje jesté dalsi roli, a to v aktivaci fosfolipaizy A2 (PLA2) a
fofatidylcholinu specifické fosfolipazy (PLC). Produktem aktivace PLA2 je arachidonova
kyselina a lysofosfolipidy, dulezité latky regulujici fizi membran (Roldan 1998; De Blas et
al. 2002). Receptory vazajici ZP aktivuji také otevieni Na'/H* vyméniku vedouci k alkalizaci
cytosolu. Zvyseni pH a Ca?*ionti vede k fuzi vn&jsi akrozomalni membrany a plazmatické
membrany spermie a vede k AR (Kopf 2002).

V roce 1989 se ukazalo, ze AR u lidskych spermii mize byt zahajena spontanné bez

ptitomnosti ZP ¢i progesteronu (Mortimer et al. 1989). Bez induktori AR k ni dochazelo i u
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nékterych zastupcti hlodavct, coz bylo pozorovano pii analyze prubéhu a rychlosti AR u
mysi (Inoue et al. 2003) a pozdé&ji u mysic (Johnson et al. 2007). Piestoze v médiu nebyly
zadné induktory, AR samovolné probihala a jeji rychlost byla navic nejvys$si u nejvic
promiskuitniho druhu A. Agrarius (Johnson et al. 2007). V roce 1992 se ukazalo, ze pro
uspésné oplozeni neni nezbytny kontakt spermie se ZP a tim indukovana AR. Naito a jeho
skupina mechanicky odstranili ZP, pozorovali in vitro oplozeni mySich vajec, nasledny
embryonalni vyvoj do blastocysty, kterou vlozili do receptivni samice a ta porodila zdravé
mlad¢ (Naito et al. 1992). DalSim experimentem provedenym in Vitro na transgenné
zna¢enych mysich spermiich bylo prokazano, ze spermie prochazi AR i béhem priachodu pies
vrstvu kumulérnich bunék smérem k ZP. A dokonce dochazi k AR i bez pfitomnosti
kumularnich bunék ¢i bez exprese ZP2 a ZP3 na povrchu ZP. Z toho plyne, ze AR miiZe byt

spousténa i jinym systémem neZ jsou proteiny ZP a progesteron (Jin et al. 2011).
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3. Prispévek autorky

Priloha I.

On the saliva proteome of the Eastern European house mouse (Mus musculus musculus)
focusing on sexual signalling and immunity

Stopka P., Kuntova B., Klempt P., Havrdova L., Cerna M., Stopkova R. (2016), Scientific
reports 6., doi:10.1038/srep32481 (IF = 5,228; 2015/2016)

Uvod

VétSina praci tykajicich se chemické komunikace u mysi je zaméfena pfedevsim na
chemické signédly pfitomné v moci. Nicméné pii pfimém kontaktu dvou jedincti dochazi
nejprve Kk identifikaci signaltt v orofacialni oblasti, proto jsme se v této praci zaméfili na
identifikaci moznych chemickych signald a jejich prenaseci vyluCovanych ve slindich mysi.
Diky moderni metodice celkové identifikace proteini pomoci kapalinového chromatografu
spojeného  standemovym hmotnostnim  spektrometrem (angl. Nano-flow liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, nLC-MS?) tato prace pfinasi mnoho novych

poznatkll v oblasti proteinti ucastnicich se chemické komunikace a imunitnich pochodu.

Cile prace

1. Identifikace slinného proteomu u divoké mysi domaci (Mus musculus musculus) se
zamé&fenim na proteiny Ucastnici se chemické komunikace pomoci metody nLC-MS?,

2. Zhodnoceni celkové miry pohlavniho dimorfismu slinného proteomu.

Vysledky prace

1. Celkové jsme u 11 zvifat identifikovali ve slindch 633 proteini. Mezi nejvice
exprimované geny ve slinach mysi patfi nékolik zastupct rodiny lipokalind, pfedevSim
pak MUP6, OBP5, OBP7, MUP5, OBP1, LCN11, LCN13, OBP2 (uvedeno v sestupném
poradi). Kromé lipokalini patii mezi nejhojnéj$i proteiny nékteré sekretoglobiny
(SCGB2B2, SCGB1B2, SCGB1B27), antimikrobialni proteiny (BPIFB9B) a jeden
zastupce kalikreini (KLK1B9). V celkovém poctu detekovanych proteinti jsme nalezli 20

zastupcil rodiny lipokalind (z 55 zndmych), jeZ by mohli plnit roli pfenasect signali
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vV chemické komunikaci. Ze skupiny proteini LCN jsme detekovali: LCN2, LCN3,
LCN4, LCN11, LCN12, LCN13. Mezi zastupce OBP jsme nalezli: OBP1, OBP2, OBPS,
OBP6, OBP7, a zrodiny MUP: MUP4, MUP5, MUP6, MUP8, MUP14, MUP17,
MUP20, MUP21. Ne¢které ztéchto proteinli navic vykazovaly signifikantni miru

pohlavniho dimorfismu, podobné jako je tomu u lipokalinti produkovanych v moci.

Z celkovych 633 proteinti bylo pohlavné dimorfnich 134 (21 %), z ¢ehoz 92 (14,5 %)
proteint bylo signifikantné vice exprimovano samci, zatimco pouze 40 (6,3 %) proteint
bylo vice exprimovdno samicemi. Lze tedy fici, Ze slinné proteiny exprimované vice
samci jsou V pievaze.

Exprese poloviny z 20 lipokalini vykazovala signifikantni miru pohlavniho
dimorfismu, a to ve prospéch samct (OBP1, OBP2, LCN3, LCN4, LCN13, LCN14,
MUP4, MUP14 a MUP20). Vyjimku tvofil MUPS, ktery byl vice exprimovan samicemi.
Hladina sekretoglobinti, které jsme identifikovali jako pohlavné dimorfni (7 ze 13
identifikovanych: SCGB1B20, SCGB1B3, SCGB2A2, SCGB2B20, SCGB2B24,
SCGB2B3, SCGB2B7), byla vzdy vyssi u samci. Stejné tak zastupci antimikrobidlnich
proteint, u nichz byl detekovan pohlavni dimorfismus, byli vice exprimovani samci.
Nejvice proteint, které byly naopak vice exprimovany samicemi, patii do rodiny
kalikreint, konkrétné se jedné o 13 zastupct kalikreinti typu B, které byly dosud popsany

pouze v genomu mysi a potkana (Lawrence et al. 2010).

Diskuze

Chemickd komunikace mezi dvéma jedinci probiha pfes chemické signdly hojné se

vyskytujici v moci, slindch a slzach. VétSina publikaci se zaméfuje na chemické signaly

vV moci a uvazuji tak spiSe o komunikaci, kterd miZe probihat na delsi vzdalenost. NaSe prace

se zam¢fuje na zmapovani kompletniho proteomu slin u mysi domadci. Jelikoz prvni kontakt

mezi samici a samcem je zahdjen v orofacidlni oblasti, zajimalo nas sloZeni slin na proteinové

urovni, abychom mohli rozsifit znalosti o potenciélni roli slin v chemické komunikaci.

Analyzované sliny byly odebirany Setrnou metodou, pomoci vyplachu dutiny ustni

malym mnozstvim fyziologického roztoku, za plného védomi zvitete, a to proto, aby

nedochazelo ke zkresleni vysledkii vnéj§imi vlivy. Za pouziti citlivych proteomickych
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technik, jako je nLC-MS? a nésledné statistické analyzy pomoci metody PLGEM (Power
Law Global Error Model) jsme vytvofili komplexni seznam proteinii obsahujici signalni
prenasece, antibakterialni proteiny, proteiny ucastnici se vrozené imunity a mnoho dalSich
pfirozené se vyskytujicich v tstni dutiné.

Mnoho proteinii nalezenych ve slinach nemusi byt exprimovéno pouze slinnymi
zlazami, ale pochazi také z nasalnich nebo lakrimalnich zlaz. Ptikladem toho muze byt
detekce lipokalinh LCN3 a LCN4, které jsou specificky exprimované ve vomeronasalnim
organu (Miyawaki et al. 1994), ptesto byly detekovany ve velkém mnozstvi ve slinach
(Stopka et al. 2016; Stopkova et al. 2016). Dalsi z lipokalini, OBP proteiny, také nejsou
exprimovany v podcelistni slinné zlaze, ptesto jejich mnozstvi ve slinach je znacné. Jako
nejcastéj$i misto jejich exprese se uvadi Zlazy nosni dutiny. JelikoZz tercidrni struktura
lipokalinii umoZiiuje navazat a transportovat tékavé organické latky (angl. volatile organic
compound, VOC), mohou byt tyto proteiny dulezité pro pienos castecné degradovanych
VOC do slin, odkud mohou byt distribuovéany na srst zvifete a slouzit jako identifika¢ni pach,
anebo transportovany dale do traviciho traktu, kde se degraduji.

Ve slinach jsme nalezli i zastupce proteintl, které byly popsany jako hlavni mocové
proteiny (MUP) a slouzi jako prenasece chemickych signalti z moc¢i. Tam se dostavaji z jater,
kde je jejich hlavni misto exprese, samci pak produkuji nékolikanasobné vétsi koncentraci
MUP nez samice (Stopkové et al. 2007). Pfitomnost MUP proteinti ve slinach tedy miize
naznacovat moznost, ze i sliny mohou plnit vyznamnou funkci v chemické komunikaci.
Detekovali jsme ve slinach dokonce i MUP20 zvany ,,darcin“, a to dokonce u obou pohlavi,
coz bylo nec¢ekané, nebot” dle ptedchozich autorti byl tento protein detekovan pouze v moci
samce mysi zapadoevropské (Mus musculus domesticus) a laboratorni mysi kmene C57BL/6
(Nelson et al. 2015). Protein darcin je dle jinych autorti popsan jako protein, ktery je
feromonem a pisobi atraktivné pro samice a také jim zlepSuje prostorovou pamét’ (Roberts et
al. 2010; S. A. Roberts et al. 2012). MUP20 muze byt i indikatorem zdravotniho stavu zvifete
(Lopes & Konig 2016). Nase identifikace MUP20 v slinném proteomu je v souladu i s jinymi
autory, ktefi taktéz potvrdili ptitomnost tohoto proteinu ve slinach mysi (Logan et al. 2008).
Mnozstvi tohoto proteinu ve slinach je sice vét$i u samcl nez u samic, nicméné je tézké si
predstavit, ze by tento protein slouzil sam o sob¢ jako samci specificky feromon, kdyz je

produkovan i samic¢i podcelistni Z1azou a sekretovan do slin samic. Je tedy pravdépodobné, ze
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MUP20 neni vyhradnim produktem samci, nevyskytuje se pouze v moci a feromonalni
funkci nemé samotny protein, ale spiSe navazané ligandy, které pienasi.

U nekterych lipokalinli jsme zjistili pohlavni dimorfismus v jejich expresi, napf. u
OBP1, OBP2 a MUPS8. OBP1 a OBP2 jsou vice exprimovany u samci a naproti tomu MUPS
zejména u samic. Je mozné, ze pohlavné rozdilna exprese OBP proteini odrazi mozné rozdily
v Cichovych schopnostech samic a samcl. V ptipadé¢ nalezu MUP8 je zapotiebi blize
specifikovat misto translace a transkripce tohoto proteinu.

Dalsim zajimavym proteinem, ktery jsme potvrdili ve slinach mysi, je protein nazvany
peptid exokrinni zlazy (angl. exocrine gland-secreted peptide-1, ESP1), ktery byl popsan jako
protein specificky pro samce u laboratorni mysi BALB/c (Kimoto et al. 2007; Kimoto et al.
2005). ESP1 je produkovan v lakrimalni zlaze samce, sekretovany do slz a pii bliz§im
kontaktu se samici je transferovan do VNO samice, kde stimuluje vomeronasalni senzorické
neurony (Kimoto et al. 2005), z ¢ehoz autofi usuzuji, ze mize mit feromonalni efekt. Nase
vysledky na divoké mysi domaci (Mus muculus musculus) vsak tuto vyhradni expresi ESP1 u
samcu nepotvrdily. Piestoze byl ESP1 exprimovan vic u samct, byl detekovan i ve slinach
samic. U obou pohlavi jsme nalezli i dalSiho zastupce této proteinové rodiny, ESP6. To mlze
byt podnétem k dal§im diskuzim o roli téchto proteini u mysi a nabizi se teorie, ze na zakladé
jejich typické terciarni struktury s amfipatickou elektrostatikou, ktera je velice podobna
struktufe antimikrobidlniho proteinu CAMP, by mohla byt jejich funkce spiSe baktericidni
(Gallo et al. 1997; Stopka et al. 2016).

Sekretoglobiny jsou dalsi skupinou proteint, ktera je nékterymi autory povazovana za
kandidatni transportéry chemickych signalii. V nékterych publikacich, které jsou zalozené na
jednodussich metodologickych pfistupech identifikace proteinli, bylo popséno, ze existuji
konkrétni zastupci této rodiny, ktefi jsou unikatni pro rizné sekrety (sliny, slzy) ¢i pohlavi, a
tudiZ hraji specifickou roli v chemické komunikaci. Diky pfesnéjsi metodice, pomoci které
jsme identifikovali proteom slin mnohem detailnéji, jsme wukazali, Ze ani jeden
z detekovanych sekretoglobini neni unikitni pro jedno pohlavi. Zhruba polovina
detekovanych sekretoglobini mé stejnou hladinu exprese u obou pohlavi, druhd polovina je
vice exprimovana samci. Dle dalSich experimenti se SCGB vyskytuji i v dal$ich télnich

tekutinach, jako je plicni a délozni sliznice, nosni a Gstni dutina, a v slzach lidi ¢i mysi.

w1
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podili se na hojeni tkani (Mukherjee et al. 2007). Nase vysledky pfispély k upfesnéni
repertoaru SCGB ve slinach, nicméné otazky o jejich funkci zistavaji stale nezodpovézené.

Ustni dutina tvoii vstupni branu pro riizné druhy bakterii, a proto jsme se zaméfili v
této praci 1 na detekci antimikrobidlnich proteini. Vyslednd data ndm potvrdila fadu
antimikrobidlnich proteind, jejichz mechanismus plisobeni je zaloZen na elektrostatickych
interakcich mezi kladné¢ nabitym antimikrobidlnim peptidem a bakteridlni membranou
vykazujici zéporny ndboj. Touto interakci dochazi ke zvySeni permeability bakteridlnich
membran (Lai & Gallo 2009; Wu et al. 2010). K témto antimikrobialnim proteinim patii i
fada BPI (bactericidal/permeability increasing protein) proteind, u nichz jsme nasli rozdilnou
expresi mezi pohlavimi. Ve slinach jsme nasli 7 BPI proteinti; BPIA1, BPIB1, BPIB2, BPIB3,
BPIFA2, BPIFBS, BPIFB9B, které vykazovaly znateln€ vyssi expresi u samcu. Je mozné, ze
zvySena exprese téchto proteinii kompenzuje testosteronem sniZenou imunitni obranu u samci
(Klein 2000). Dale jsme ve slinach nasli BPIFA1 (neboli PLUNC/SPURT) a protein, ktery
patii do rodiny proteini PLUNC, a to protein BPIFB1. Oba proteiny jsou exprimovany v
¢ichovém epitelu Bowmanovymi neboli olfaktornimi zlazami (Musa et al. 2012). Mezi BPI
proteiny se fadi i protein s ndzvem vomeromodulin (VOME, synonymum BPIFB9A), ktery
byl diive popsan jako protein se specifickym mistem exprese pouze ve VNO (Khew-Goodall
et al. 1991). Detekce vomeromodulinu ve slinach tak mutze byt dikazem toho, ze se zde
nachazi 1 proteiny sekretované VNO. Podobné je tomu i v piipadé proteinii LCN3 a LCN4
(viz vyse).

Na podobném principu jako jsou BPI funguje i antibakteridlni protein CAMP, jehoz
hladina exprese ve slindch je u samic i samcu stejnd. Dal§imi antibakteridlnimi proteiny
zvySujicimi permeabilitu bakterii jsou WFDC proteiny, z nichZ jsme ve slinach detekovali
dva zéastupce WFDC2 a WFDC18. WFDC?2 protein byl vice exprimovan u samct a hladina
WFDC18, proteinu, ktery chrani zuby a mékké tkané v dutin€ ustni, byla u obou pohlavi
stejna (Blanchard et al. 2015).

Dalsi proteinovou skupinou, ktera je v této publikaci popsana, je skupina kalikreing.
Nejhojnéji jsou ve slindch zastoupeny kalikreiny ze skupiny B piibuzné s KLK1 a jsou
signifikantné vice exprimovany samicemi. Vysledky ostatnich studii na laboratornich mySich
C57BL/6 jsou rozporuplné, nekteré publikace popisuji opacny trend exprese KLK typu B
(vice maji samci), naopak nékteré prace nase vysledky podporuji, napt. exprese KLK1B5 u

samic (Karn & Laukaitis 2015). Ve vsech publikacich je shodné to, ze KLK1 je exprimovany
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u obou pohlavi stejné, a to jak v ptipadé mysi laboratornich, tak divokych (Stopka et al. 2016;
van Leeuwen et al. 1987; Karn & Laukaitis 2015). Je mozné, Ze i kalikreiny typu B ptibuzné s
KLK1 maji nekteré z vlastnosti dalSich ¢lenil této serinové rodiny proteaz, jako je schopnost
urychlit hojeni ran nebo zprosttedkovana antimikrobialni funkce. Je mozné, ze tato adaptace
divokych mys$i napomahd matkdm udrzovat zdravou pokozku mladd’at pii pravidelném

deponovani slin do srsti béhem péce o mlad’ata (tzv. allogrooming).
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Slzy  Sliny Vagina

72 KLK1b16 v V
9[- KLK1b26 S
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66 KLK1 v v v
96 — KLK1b5 v v
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KLK5
KLK14 v v
KLK10 v
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79 KLK9
— KLK11
KLK15
KLKS v
KLK7
. KLK6
— KLK13 v

0.5

Obrazek 7. Kladogram mySich (Mus musculus muculus) kalikreint

Na obrazku je fylogeneticky strom rodiny kalikreinti u mys$i domaci (Mus musculus muculus).
Kalikreiny tvoii dvé hlavni skupiny. Jedna vznikla duplikaci genu KLK1 a tvofi ji pfedevS§im
kalikreiny b (13 ¢len®i). Druhé skupina je velice konzervativni a tyto kalikreiny nachdzime u
vetSiny placentalnich savet (mys, potkan, clovek, pes, prase). Ve sloupcich vpravo je oznacen
vyskyt jednotlivych kalikreinti v analyzovanych sekretech — v slzach, slinach a vaginach — na
zakladé vysledka publikaci (Stopka et al. 2016; Stopkova et al. 2017; Cerna et al. 2017).
Fylogeneticky strom byl konstruovan na zakladé metody ,,maximum likelihood* (Jones et al.
1992). Procento replikovanych stromi (2000 replikaci), ve kterych se testované proteiny
fadily k sobé (bootstrap number), je vyznaceno u téch skupin, kde byla hodnota vétsi nez 70.
Za monofyletickou skupinu miizeme povazovat takovou, kde hodnota bootstrapu je vyssi nez
75. Celkem bylo analyzovano 27 aminokyselinovych sekvenci a ve finadlnim souboru dat bylo
k porovnani 239 pozici. Strom byl generovan softwarem MEGA 5.1. (Tamura et al. 2011).
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Priloha II.

The vagina monologues: differential regulation of lipocalin expression (OBP, MUP)
throughout the mouse estrous cycle

Cerna M., Kuntova B., Talacko P., Stopkova R., Stopka P. (2017), Scientific reports— IN
REVISION AFTER THE 1ST REVIEW

Uvod

Prvotni kontakt samce a samice mysi domaci je zahdjen v orofacialni oblasti a sméiuje
k anogenitalni ¢asti téla (Luo 2003). Prvni identifikace zvitete tedy probiha pravdépodobné
prostiednictvi chemickych signalii pochazejicich ze slin, nicméné vzapéti probiha kontakt
s anogenitalni oblasti zvifete a jedinci tak detekuji signdly produkované v této oblasti. Ty
mohou pochézet napft. z prepucialnich Zlaz, u samic pak bude vyznamnou roli hrat vagindlni
sekret. Je znamo jiz z dfivejSich publikaci, ze samice kieck vylucuji pravé ve vaginalnim
sekretu latku feromondlniho charakteru, kterd u samct stimuluje kopulaéni chovani. Proto
jsme se rozhodli identifikovat kompletni sloZeni samic¢iho vaginalniho sekretu u mysi domaéci,
pfedev§im s ohledem na moZzné transportéry chemickych signélii, a stanovit i proménlivost
proteinového slozeni v rtiznych fazich estralniho cyklu samice. NaSe prace jako prvni pfinasi
vysledky tohoto druhu u divoké mysi domaci (Mus musculus musculus), které mohou, na
rozdil od laboratornich mysi, 1épe dokumentovat pfirozené mechanismy spojené s chemickou
komunikaci. Nabizi tak novy pohled na dynamiku estralniho cyklu mysi a objasiiuje nekteré

pochody, které zde probihaji.

Cile prace
1. Charakterizovat proteiny obsazené ve vaginalnim sekretu divokych mysi Mus musculus
musculus béhem estralniho cyklu pomoci metody nLC-MS2

2. Detekovat potencialni signalni transportéry ve vaginalnim sekretu.

Vysledky prace

1. V celkovém vaginalnim proteomu jsme identifikovali 2507 proteini, pfi¢emz nékteré
Z nich se v8ak vyskytovaly pouze u jedné ¢i dvou samic, coZ nas vedlo k vétsi selekei dat

a k findlnimu poctu analyzovanych proteint, coz bylo 986. Z celkového poétu proteind je
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pouze sedmndct vice exprimovano v estru nez v proestru a zdroven jejich exprese
nasledné klesd v metestru. Dalo by se tedy fici, Ze mohou byt povazovany za markery
estru. Mezi tyto proteiny patii: SPA9, LYG1, PHLD, HGFA, ASAHI1, HORN, DAGI,
CP0O89, AOC1, CTL4, PPBT, CATC, MA2B2, PPGB, DPP2, FUCO, TGM3. Nejvetsi
rozdil v expresi mezi proestrem a estrem, kdy exprese rostla, a zdroven estrem a
metestrem, kdy jeho exprese klesala, mél protein SPA9 (Serpin A9). SPA9 patii do
rodiny serpinti, coz jsou inhibitory serinovych protedz. Mezi dalsi marker patii naptiklad
protein hornerin (HORN, Hrnr), ktery je soucasti keratinizujiciho epitelu a zajist'uje
spole¢né¢ s mucinem/episialinem (MUC1), jehoz exprese byla zvySena také v estru,
protizanétlivou epidermalni bariéru proti vnéj$§im patogentim.

K dalSim proteiniim, které se Uc€astni antimikrobidlni ochrany, patti dalsi z rodiny
mucini, MUC9/OVGP1 (angl. oviduct specific glykoprotein), jehoZ exprese roste v estru
a v metestru. Ve vysledném seznamu proteinii byl i protein uromodulin (UROM), ktery
se podili na vytvafeni viskoézni bariéry na povrchu epitelidlnich bunék béhem estralni
faze. Na antimikrobialni ochrané¢ se nepiimo podili i dalsi dva proteiny, ovostatin
(OVOS) a lysozyme g-like protein 1 (LYG1), jejichZ exprese je zvySena v estru a klesa v
metestru. Z celé rodiny BPI proteinii jsme ve vagindlnim sekretu nasli pouze jednoho
zastupce, jehoz exprese rostla béhem estru a zlstavala stejna i béhem metestru. Tim byl
protein BPIFD2, jehoz terciarni struktura umoziuje zvySovat membranovou propustnost
baktérii.

V estralni fazi se objevuje na epitelialnich bunikach vice baktérii a celkové se zvySuje
jejich pocet, coz v dalsi fazi indukuje zvyseni poc¢tu neutrofilnich granulocytti a umoznuje
stabilizovat vagindlni mikrobiom. Nasli jsme celkem 10 proteind, které se vyznamné
zvysily ve fazi metestru, a mohou tak byt povazovany za markery tohoto stadia (MMPS,
S10A9, UBP5, HCLS1, NGP, LASP, PSME2, LAP2B, CAMP, LSP1). Mnoho z nich ma
antimikrobialni funkci (S10A9, NGP, CAMP).

Ve vSech tfech fazich estralniho cyklu jsme nalezli fadu ¢lent z rodiny kalikreind,
jejichz exprese byla po celou dobu cyklu stejnd. Napiiklad: KLK1, 10, 11, 12, 13 a 14.
Jediny kalikrein, jehoz exprese se v prubéhu cyklu ménila, byl KLKS8. Nejvetsi mnozstvi
dosahoval ve dvou fazich, a to v proestru a estru a klesal v metestru. Inhibitorem KLK5 a
KLK7 je SPINKS, jehoz exprese béhem estralni faze klesla.
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2.

Dalsim cilem bylo urcit, zda se ve vagindlnim sekretu vyskytuji proteiny, které by
mohly slouzit jako transportéry pro VOC. Z naSich vysledkl je patrny vyskyt MUP
proteintt i ve vaginalnim sekretu a jejich zvySena exprese béhem estru a nasledné
pretrvavani zvySené hladiny i béhem metestru. Mezi identifikované proteiny z rodiny
MUP patii: MUP20 (darcin), MUP3, MUPS5 a dva MUP bez unikatni sekvence pattici do
skupiny MUP B, které jsme nazvali jako nejpravdépodobnéjsi variantu — sMUP17
(,,similar to* MUP17, ktery mtize byt MUP13 a/nebo MUP17) a sMUP9 (,,similar to*
MUPY, jehoz identifikacni peptid je shodny u 13 druhtt MUP ze skupiny B, konkrétné
MUPL, 2,7,8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 19). Nejvyssi narist MUP proteinti z proestru
do estru byl zaznamenan konkrétn¢ pro MUP20, sMUP9 a sMUP17.

Dle dostupnych publikaci jsme byli prvni, kdo detekoval ¢leny OBP rodiny proteint
ve vaginalnim sekretu mySi doméaci. Nalezli jsme Ctyii zastupce: OBP1, 2, 5, 7. Prib¢h
exprese béhem estralniho cyklu byl podobny jako u MUP proteini, signifikantné vyssi
nartist OBP byl zaznamenan béhem estru a piretrvaval v metestru, nicméné rozdil hladin
mezi proestrem a estrem nebyl tak vysoky jako u MUP.

Krom¢ OBP a MUP jsme nalezli dalsi ¢leny lipokalini, a to lipokalin 11 (LCN11) a
Siderocalin (LCN2). Celkovée byla exprese LCN11 nizs§i nez u MUP, ale prib¢h nartstu
hladin byl stejny, t.J. nejvice v estru a metestru. Hladina LCN2 byla naopak konstantni
béhem vSech tfi stadii a navic patfil celkové k nejvice exprimovanym genlim ve
vaginalnim sekretu. Do lipokalini fadime i protein vazajici retinol 1 (angl. retinol-
binding protein 1, RBP1), ktery jsme detekovali, a jeho exprese byla v kontrastu

Cv v

proestru.

Diskuze

Abychom dostali ucelenéj$i obraz proteinii Ucastnicich se chemické komunikace

divoké mysi domaci, bylo nutné udélat komplexni analyzu proteinového slozeni, a to nejprve
slin a posléze i vaginalniho sekretu. Jako modelovy organismus jsme si vybrali divokou mys
domaci (Mus musculus musculus), jelikoz pfedstavuje organismus s uméle nezménénym
genomem, zachovanym mikrobiomem a s pfirozenym chovanim. Naproti tomu laboratorni

mys$i vznikly kfizenim dvou podruhd (M. m. domesticus a M. m. musculus) a mohlo tak dojit
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ke zmén¢ distribuce ¢i blokace nékterych genti, coz vedlo ke zménam na proteinové Grovni a
¢imz je také ovlivnéno jejich chovani.

Vaginalni tekutina pfedstavuje dulezity zdroj informaci o tom, v jakém stadiu se
samice zrovna nachdzi. Tuto tekutinu jsme odebirali pomoci neinvazivni metody a
analyzovali pomoci nejmodernéjsich proteomickych technik. Obsah vaginalniho sekretu tvofi
smés sekretovanych proteinti z riznych tkani reprodukéniho traktu samice, jako jsou:
vajeCniky, délozni sténa, d€lozni hrdlo, rohy délohy, vejcovody a dalsi vnitini vaginalni zlazy.
Tento sekret jsme vyuzili jak pro detekci stadii estralniho cyklu, tak pro dalsi proteinovou
analyzu.

Pro konkrétni uréeni faze estralniho cyklu jsme provedli cytologickou analyzu. Pro
kazdé stadium je charakteristicka zména zastoupeni pomérti bunék. Proestrus je popsan jako
faze, kde prevazuji malé jaderné epitelidlni bunky s minoritnim zastoupenim keratinocytu.
Pozdéji zaéne pocet keratinocytl narGstat, coz je typické pro estrus, kde keratinocyty
ptevazuji (Cora et al. 2015). V téchto dvou fazich dochazi k pomnozeni bakterii, ty ulpivaji na
odlupujicich se keratinocytech a jsou viditelné na cytologickych vzorcich (Noguchi et al.
2003). Pro udrzeni ptirozeného mikrobiomu ve vaginé dochazi v nasledujici fazi, metestru, k
pomnozeni neutrofilnich granulocytd, jejichz pocet kulminuje v diestru. Vaginalni povrch se
béhem Ctyf fazi estralniho cyklu pravidelné obménuje a béhem estralni faze dochazi ke
zvySeni deskvamace bunék, tudiz je nutné, aby byla zajisténa ochrana sliznice pfed moznym
prinikem patogentl.

Analogicky proces ke keratinizaci na povrchu pokozky miiZze probihat uvnitt ¢astecné
uzavieného vaginalniho prostiedi (Muytjens et al. 2016). Ve srovnani s normalnim
fyziologickym pH uvnitf téla je na povrchu SC pH mirné kyselé (od 4,5 do 5,5). Stejné tak 1
pH ve vaginé je mirn¢ kyselé, ale béhem estralniho cyklu se méni: pH v proestru je 5,57 v
estru je 4,53 a v diestru 7,52 (Ganesan M. & Kadalmani B. 2016). Hodnota pH je pro
deskvamacni pochody dulezity a spoustéci ¢initel. Nase vysledky nam ukazuji, Ze mnozstvi
proteinll Gcastnicich se ur€itym zpisobem deskvamace bunék se béhem estralni faze zvysuje.
U téchto proteinli je maximélni exprese v estru: DSC1, DSC3, CDSN, DSG1A, KLKS,
HORN, DAG1/DG (angl. dystroglycan), PAI2 (angl. plasminogen activator inhibitor type 2),
SLPI. Opacny trend vykazuje exprese SPINKS, coz je inhibitor kalikreinii. Maximalni
mnozstvi SPINKS je proto ve fazich proestru a metestru, kdy se zde vyskytuje minimalni

mnozstvi bezjadernych epitelidlnich bunck.
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Béhem proestru a estru dochdzi ke zmnozeni jak symbiotickych, tak patogennich
bakterii, jelikoZ schopnost imunitniho systému je vlivem estrogennich hormoni snizena. Je
mozné, ze ¢astecnou ochranu tvoii proteiny, které zvysuji propustnost bakteridlnich membran,
jako napt. LYG1 a OVOS, které jsou v estru nejvice exprimované a v dalsi fazi jejich exprese
klesa. Ochrannou funkci za nékteré antimikrobidlni proteiny mohou v metestru pievzit
mnohonéasobné pomnozené neutrofilni granulocyty.

V metestru nachazime zvySenou expresi téchto dvou proteinti z rodiny katelicidini:
CAMP a NGP. CAMP protein mize byt produktem nékolika typti bun¢k pfitomnych v
pokozce a to véetné keratinocytli (Frohm et al. 1997; Serensen et al. 2003), neutrofilnich
granulocytd (Turner et al. 1998) ¢i zirnych bun¢k (Di Nardo et al. 2003). Byl jiz prokazan
ptimy vliv CAMP produkovaného keratinocyty na antimikrobidlni ochranu (Braff et al.
2005).

Z rodiny WFDC protein jsme ve vaginalnim sekretu detekovali pouze jednoho ¢lena,
jehoz koncentrace byla béhem vsech tfi stadii neménnd. Nekteii clenové této rodiny se podili
na antimikrobialni ochrané, pficemz nami nalezenému proteinu WFDC2 nebyla dosud tato
funkce pfimo prokédzana. Ale jeho terciarni struktura by tuto funkci mohla umoznovat. U lidi
je znam jako lidsky epididymalni protein 4 (angl. human epididymis protein 4, HE4)
(Helistrom et al. 2003; Kirchhoff et al. 1991) a jeho nadmérna exprese byva Casto detekovana
v bunikach vaje¢nikli napadenych rakovinou. Vyuziva se jako marker pro rakovinu vaje¢nikt
(Molina et al. 2011).

Soucasti antibakteridlni ochrany je i rodina katepsini. Ve vagindlnim sekretu jsme
nalezli tyto proteiny: CTSB, CTSC, CTSD, CTSE, CTSG, CTSH, CTSL a CTSZ. Katepsiny
jsou lysozomalni, vétSinou cysteinové proteazy (vyjma CTSG — serinova proteaza, CTSD —
aspartova proteaza), katalyticky aktivni jen pii kyselém pH. Zni¢eni cilovych bunék
cytotoxickymi T lymfocyty nebo NK bunkami vyzaduje koordinovany ucinek perforinu
tvoriciho pory a granzymu. Aktivace fady serinovych proteaz, jako jsou granzym A a B, je
prevazné zprostiedkovana CTSC (Andoniou et al. 2011). U lidi gen CTSC kéduje enzym
dipeptidyl-peptidazu 1, ktera hraje dilezitou tlohu v imunitni a zanétlivé odpovédi. Mutace
tohoto genu zpusobuje Papillon-Lefevre syndrom. Nemoc se projevuje zavaznou destrukci
parodontélnich tkéani, postihujici jak docasnou, tak i stalou dentici, spolu s koznimi zménami
charakteru palmoplantarni hyperkeratozy (Meade et al. 2006). Katepsin C hraje dilezitou

ulohu v imunitni a zanétlivé odpovedi. Dale je kliCovym enzymem v aktivaci elastdzy a
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katepsinu G uvnité neutrofilnich granulocyta (Olson & Joyce 2015). CTSL se ucastni
podobnym zpusobem jako CTSC stavby péru z perforinti (Olson & Joyce 2015). V naSich
vysledcich jsme zaznamenali nejvetsi expresi dvou katepsind CTSC a CTSB, a to béhem
estralni faze.

jsou uzce spojeny s chemotaxi, produkci ¢i funkci neutrofilnich granulocytt, lymfocyti a
makrofagl. Tyto proteiny jsou exprimovany maximalné v dobé metestru a s mirnym nebo
zadnym klesanim hladiny exprese pietrvavaji do proestru. V estru jsou naopak jejich hladiny
neutrofilnich granulocytli nachazejicich se ve spodni ¢asti reprodukéniho traktu a zaroven ¢ast
z nich miZe pochazet z horni casti, kde je velké a konstantni zastoupeni NK bunck,
makrofagt, lymfocytl a neutrofili po celou dobu estralniho cyklu (Pudney et al. 2005). Mezi
tyto proteiny patii S10A9 (gen S100a9), S10A8 (gen S100a8), MMP8 (gen Mmp8), LSP1
(gen Lspl), NGP, CAMP. S100A8 a S100A9 jsou malé proteiny vazajici vapnik, které jsou
hojné exprimovany v cytosolu neutrofili a monocytd. Déle je jejich koncentrace vysoka v
extracelularnim prostiedi béhem zanétlivych stavii. S100A8/A9 jsou silnymi stimulatory
neutrofilil a zaroven pusobi v misté zanétu chemotakticky a zptisobuji migraci neutrofilt
(Ryckman et al. 2003). Lsp1 (angl. lymphocyte-specific protein 1, LSP1) gen koéduje protein,
ktery se intracelularné vaze na F-aktin a je exprimovany v lymfocytech, makrofazich a
neutrofilnich granulocytech (Pulford et al. 1999). SniZzena exprese LSP1 rapidné snizuje
fagocytarni schopnost makrofagi (Maxeiner et al. 2015). Dale se zda, ze LSP1 hraje dilezitou
roli v neutrofilnich granulocytech, a to tim, Ze reguluje jejich morfologii, motilitu a produkci
superoxidt (Hannigan et al. 2001).

Jednim z hojné se vyskytujicich proteinlt v proestru a metestru je neutrofilni
kolagenaza jinak znama jako metaloproteinaza 8 (angl. neutrophil collagenase / matrix
metalloproteinase 8, Mmp8). Tento protein je uchovavan v granulich neutrofilnich
granulocytil v neaktivni formé a po jeho sekreci dochazi k aktivaci $tépenim extracelularnimi
proteindzami. Mmp8 se UCastni Stépeni extraceluldrni matrix a tudiz je dulezity pro
embryonalni vyvoj a remodelaci tkani (Manicone & McGuire 2008). Nedostatek Mmp8 pti
zvySeném poctu ran vyrazné zpomaluje jejich hojeni (Gutierrez-Fernandez et al. 2007).

LCN2 byl jednim z nejhojnéjsich proteinti exprimovanych béhem celého estralniho

cyklu. Je znamo, zZe tento protein je schopen vazat tzv. siderofory. Siderofory jsou proteiny
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produkované bakteriemi slouzici jako chelatacni latky pro zeleznaté a zelezité ionty. LCN2
navazuje siderofory a znemoziuje tak bakteriim ziskévat nezbytné ionty zeleza a tim padem
inhibuje jejich rast (Goetz et al. 2002). Oc¢ekavali bychom jeho nejvétsi expresi béhem
proestru a estru, kdy se bakteriadlni populace rozrista, nicmén¢ jeho hladina je po celou dobu
cyklu velice podobna s mirnym zvysSenim v metestru. Z toho Ize usuzovat, ze exprese LCN2
kopiruje nartistajici trend bakterii zavislych na iontech zeleza smérem k metestru.

Exprese dalSich detekovanych lipokalinti jako MUP3, 4, 5, 6, 9 a 20 roste mirn¢ od
estru smérem k metestru. NarUstajici mnozstvi Mup proteini mezi proestrem a estrem bylo
také detekovano za pomoci RNA c¢iptu (angl. RNA microarray) ze tkani déloznich rohti i v
ptipad¢ laboratornich mysi (Yip et al. 2013). Podobnou dynamiku exprese jako u MUP jsme
pozorovali i u OBP proteini, které jsme ve vaginalnim sekretu nalezli, a to jmenovité OBP1,

2,5, 7.

Zavér priloh 1. a I1.

Ukazuje se tedy, Ze exprese nékterych MUP proteini vykazuje pohlavni dimorfismus 1
Vv jinych sekretech nez jenom v moci, a tudiz i tady mohou hrét roli v pohlavni signalizaci.
Tuto roli by mohli v nékterych tkanich zastavat i zastupci OBP proteinti, nicméné tato
hypotéza musi byt jesté potvrzena dal§imi vysledky. Nase vysledky v§ak mohou naznacovat i
obecnéjsi funkei téchto lipokalind, jako je detoxifikace sliznic a jejich ochrana pied toxickymi
metabolity vznikajicimi degrada¢nimi procesy. Ocekavali jsme, ze pokud by hlavni funkci
MUP a OBP byla signalizace estru samice, pak by jejich hladina byla nejvyssi v proestru,
pripadné v estru. Nase vysledky vSak ukazuji nejvyssi hladiny téchto lipokalind nejen v estru,
ale nasledn¢ pietrvavaji i v metestru, kdy je schopnost oplozeni samice nulov4, a tudiz by pak
samec dostaval faleSny signal ke kopulaci. Je mozné, ze spi§ nez samotny protein je dileZity
ligand, ktery je v jednotlivych fazich vazan, a ten urcuje povahu signdlu. Zdrojem téchto

ligandi mohou byt metabolity odrazejici zdravotni stav jedince.
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Piiloha III.

The slower the better: how sperm capacitation and acrosome reaction is modified in the

presence of estrogens

Sebkova N., Cerna M., Ded L., Peknicova J., Dvorakova-Hortova K. (2011), Reproduction,
143: 1-11. doi: 10.1530/REP-11-0326 (IF = 3,1; 2016)

Uvod

Ejakulované spermie nejsou schopny okamzitého oplozeni vajicka. Spermie musi

projit kapacitaci a nasledn¢ AR, pfi¢emz dochazi k mnoha molekularnim zménam. Proto jsme

se rozhodli pro blizsi studium téchto dvou pochodu. Je znamo, ze se v prostiedi vyskytuji at’

uz pfirozen¢ nebo uméle vyprodukované riizné estrogenni latky. Jejich koncentrace v pfirod¢,

zejména ve vode¢, je natolik vysokd, ze ovliviiuje nekteré fyziologické pochody zivocichl i

rostlin. Taktéz jsou estrogeny nezbytné pro reprodukéni pochody samic i samct (Free & Jaffe

1979). V této praci jsme se zamé&fili na pozorovani Vlivu estrogent v riznych koncentracich

na kapacitaci a AR mysich spermii (BALB/c), a tedy zda mohou byt potencidlnim rizikem pro

probihajici mechanismy vedouci ke schopnosti spermie oplodnit vajicko.

Cile prace

1.

Ur¢it lokalizaci specifického ERP na spermiich izolovanych z cauda epididymis mysi
BALB/c.

Kvantitativné¢ zhodnotit vliv pfirodnich estrogent (estron, 17p-estradiol, estriol) a
syntetického estrogenu (17a-ethynylestradiol) na miru tyrosinové fosforylace hlavicky
béhem in vitro kapacitace.

Kvantitativné¢ zhodnotit pomoci SDS-PAGE elektroforézy mnoZstvi proteinii po
tyrosinové fosforylaci ve vzorcich lyzatu celych spermii ovlivnénych vybranymi
estrogeny.

Ur¢it vliv estrogennich hormont na schopnost spermii projit akrozomalni reakci po

indukci kalcium ionoforem (Cal).
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Vysledky prace

1.

U mysich spermii ziskanych z cauda epididymis byl detekovan imunofluorescenénim

zna¢enim ERp na apikalni stran¢ akrozomalniho regionu hlavi¢ky spermie.

Spermie odebrané z cauda epididymis byly ponechany kapacitovat v pfitomnosti
ruznych koncentraci (0,02; 0,2; 2; 20; 200 ng/ml) pfirodnich estrogenti — estronu, 17f3-
estradiolu, estriolu a syntetického estrogenu — 17a-ethynylestradiolu v kapacitaénim
médiu. Odebrané a oznacené spermie monoklonalni protilaitkou na pfitomnost TyrP
Vv hlavicce spermie byly spocteny a data byla statisticky vyhodnocena.

Z vysledkl vyplyva, ze vSechny vySe vyjmenované estrogeny zvysuji pocet spermii
pozitivnich na TyrP v hlavicce spermie béhem procesu kapacitace. ZvysSeny pocet
spermii s TyrP se projevuje jak na pocatku kapacitace v ¢asech 30 a 60 min., tak i
V pozdégjsi dobé méteni, 90 a 120 min. Rozdil plisobeni vybranych estrogentl je také dan
odlisnym vlivem jejich koncentraci. Vysokou miru TyrP jsme pozorovali u spermii, na
které ptsobily hormony s vyssi koncentraci 200 a 20 ng/ml (estron, 17p-estradiol a 17a-
ethynylestradiol). Naopak odlisné ptsobi estriol, ktery vykazuje zvySenou TyrP zejména
pfi nizkych koncentracich 0,02; 0,2 a 2 ng/ml. Se zvySujici se koncentraci 17p-estradiolu
oproti kontrolnim vzorkiim vzrasta procento spermii pozitivnich na TyrP. Koncentrace
tohoto estrogenu pii hodnotach 0,2 a 2 ng/ml zvySuje TyrP zejména ve 30 minutach
kapacitace, u koncentraci 20 a 200 ng/ml je vyrazné zvySena mira TyrP zejména od ¢asu
30 minut az do 90 minut kapacitace. Téméet shodny vliv jsme pozorovali v piipadé
pusobeni estronu. Zejména obé nejvyssi koncentrace 20 a 200 ng/ml 17a-
ethynylestradiolu vyrazné ovlivnily drdhy vedouci ke kapacitaci v ¢asech od 30 minut az
do 120 minut kapacitace. Tento estrogen nejdéle ovliviioval procesy v hlavi¢ce spermie.
Pocet spermii pozitivnich na TyrP v hlavicce béhem inkubace nahle roste, ale jejich
pocet zistava pomérné nizky a staly, jelikoz proces TyrP a kapacitace neprobiha

synchronné (Stewart-Savage 1993).

TyrP ve vzorcich lyzatu celych spermii jsme detekovali pomoci SDS-PAGE
elektroforézy s naslednym western blotem a chemiluminiscenéni detekci. Vysledky nam
ukazuji zvySeni TyrP proteini o molekulové hmotnosti 40-120 kDa. Maximalnich

hodnot TyrP dosahuje v ¢ase 90—120 minut kapacitace. V tomto ¢ase inkubované spermie
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prochazeji kompletnim procesem kapacitace, po niz jsou schopné projit AR a nasledné
oplodnit vajicko. Z vysledkt je patrné, ze zvysSujici se koncentrace estrogenti koreluje se
zvySenym poctem proteind, které jsou fosforylované na tyrosinovych reziduich. Pii
pouziti nizsich koncentracich a to 0,02 a 0,2 ng/ml u 17 B-estradiolu, estronu a estriolu
dochazelo také ke zvySenému poctu proteinti s TyrP. Tato metoda nam nezobrazuje
probihajici TyrP proteint pouze v hlavic¢ce spermii, ale také v oblasti bi¢iku, ktera je uzce

spjata se stavem hyperaktivace spermie.

4. Celkové vysledky tohoto pokusu ukazaly, Ze estrogeny pouzit¢é v nasem pokusu
vyrazn€ snizily procento spermii, které byly schopné projit prochazeji Cal indukovanou
AR. Vsechny piirodni estrogeny estriol, estron a 17 B-estradiol vykazovaly velice
podobny efekt ovlivnéni AR spermii. Vyrazné snizeni poctu spermii prochézejicich AR
nastalo u spermii, jez proSly kapacitaci po dobu 30 minut s navazujici inkubaci Cal po
dobu Sminut. Tento efekt se 1iSil v rdmci rizného pouZziti koncentraci estrogend.
Koncentracemi, zptsobujici tento efekt se nékteré tyto estrony lisily. Zejména tii nejvyssi
koncentrace 200; 20 a 2 ng/ml u 17 B-estradiolu a estronu ovliviiovaly AR, u estriolu tfi
niz§i koncentrace 0,02; 0,2 a 2 ng/ml. Tii nejvétsi koncentracel7a-ethinylestradiolu
snizovaly indukovanou AR zejména v Casech 30 a 60 minut kapacitace po nasledné

indukci AR 60 minut.

Diskuze

Estrogeny byly dlouho povazovany pouze za sami¢i hormony, hraji vsak dulezitou roli
také v samé¢im reprodukénim traktu. U lidi jsou estrogeny (estradiol, estron, estriol)
syntetizovany zejména z cholesterolu a sekretovany pohlavnimi zlazami. Také mohou byt
vytvofeny z androgent v tukové tkani nadledvinek (Hornstein & Schwerin 2012). Estron
slouzi jako prekurzor pro vznik estriolu. Pfeména estronu na estriol probihd v jatrech.
Nejveétsi ucinek ma v téle estradiol a v porovnani s nim je aktivita estronu a estriolu zna¢né
slabsi. Je prokazano, Ze adrostenedione a testosteron slouzi v testis jako prekurzory pro
syntézu 17 B-estradiolu a estronu, ktera je umoznéna diky pfitomnosti enzymu cytochrom
P450 aromataza. Vznik a jednotlivé pfemény se odehrdvaji i v organismu samct a podileji se

na regulaci reprodukénich parametra (Broeder et al. 2000). Vybrané koncentrace estrogennich
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hormonti v experimentu odpovidaji vétSinou fyziologickym hodnotdm koncentraci estrogent
druha odpovida koncentraci v rete testis a tfeti koncentrace se shoduje s koncentraci
estrogent v ovaridlni tekutin€. Pro ucely experimentu jsme vybrali navic jeSté dveé vyssi
koncentrace, nez jsou maximalni koncentrace estrogent, které byly naméfeny u mysi.

Vysledky provedenych experimentli ukazuji na prokapacita¢ni ucinek estrogent na
mysich spermii in vitro. Procento spermii, jejichZ proteiny maji pozitivni TyrP v hlavi¢ce u
kontrolni skupiny, dosahuje 8-12 %, kdezto u experimentalni skupiny roste tato hodnota na
18 %. Celkova TyrP populace spermii je mensi nez 15 %. AvSak 90-100 % téchto spermii
maji schopnost vazby k ZP. Pouze tyto spermie (15 %) jsou ur¢ené k rozpoznani a vazbé ZP
(Asquith et al. 2004).

Uvedené vysledky ukazuji, ze estrogeny zvySuji TyrP spermii, nicméné kazdy
estrogen muze vyvolat odezvu riizné sily s ohledem na jeho koncentraci a také cas kapacitace.
Rozdilna estrogenni odpovéd’ miize byt zplisobena tim, Ze estrogeny aktivuji riizné typy nebo
¢asti signdlnich drah nebo mohou vézat a aktivovat rizné receptory, které spousti drahy
vedouci k proteinové TyrP spermii béhem procesu kapacitace. Kazdy z estrogenil se
pravdépodobné chova odlisné, jejich ucinek neni shodny.

Signalni drdhy vedou od TyrP k aktivaci aktinové polymerace, kterda zabrafuje
pred¢asné fuzi plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni membranou, vedouci k AR.
Pokud plsobenim estrogenit dojde ke zvySeni TyrP, dochazi pravdépodobné k silngjsi
stimulaci aktinové polymerace, vysledkem je neschopnost aktinovych filament depolymerace
a dochazi k blokovani AR (Brener et al. 2003). Pokud jsou nadmérnym mnozstvim estrogenti
estrogenni receptory hyperstimulovany, je zvySena aktivita tyrosinkindz, TyrP zlstava
spusténa. Tim dochazi k dlouhodobé aktivaci fosfolipazy D (PLD) a polymeraci aktinu
(Mbizvo et al. 1990). Bshem AR, aktivita PLC zvySuje koncentraci intracelularnich Ca®"
vedouci k depolymeraci aktinu. Pokud vSak PLD zlstane aktivovana pfetrvavajici stimulaci
estrogennich receptorll a tyrosinkindz, aktivita PKC muze byt zpoZzdéna a depolymerace
aktinu zpomalena. Dulezité je v tomto ptipad€ nacasovani jednotlivych po sob¢ jdoucich de&ji
vedoucich ke kapacitaci a k AR. Ovlivnéni téchto déji muze vést ke snizeni, Ci ztraté
schopnosti oplozeni.

Pravé tyto déje mohou byt ovlivnény nartstajici koncentraci estrogennich hormont v

prostfedi. Nesmime zapominat, Ze spermie béhem cesty ptes reprodukeni trakt samice jsou

66



vystaveny rozdilnym koncentracim estrogend, podobné jak je tomu v tomto in vitro
experimentu. Koncentrace estrogenu je nizka béhem pre-ovulaéni faze, kdy 17 B-estradiol je
spojeny s viabilitou spermii (Mbizvo et al. 1990) a v dobé ovulace jeho koncentrace roste
(Shaikh 1971).

V souvislosti s vysledky naseho pokusu jsou kapacitace a AR modulovany vysSimi
koncentracemi estrogenti a ty mohou slouzit jako specificka selek¢ni bariéra spermii, kde tyto
koncentrace funguji jako inhibitor pro indukovanou AR (Vigil et al. 2008). Je mozné, ze
estrogeny mohou piedstavovat mechanismus pro samici specificky vybér nejlepsich spermii

pro oplozeni.

Priloha IV.

In vivo exposure to 17b-estradiol triggers premature sperm capacitation in cauda epididymis
Ded L., Sebkova N., Cerna M., Elzeinova F., Dostalova P., Peknicova J., Dvorakova-
Hortova K. (2013), Reproduction, 145: 255-263. doi: 10.1530/REP-12-0472 (IF = 3,1; 2016)

Uvod

V predchozi praci, ktera probihala in vitro, jsme zaznamenali vyrazny prokapacitaéni
efekt vybranych estrogent (Sebkova et al. 2012). Proto jsme se rozhodli v dalsi praci tento
efekt pozorovat in vivo. Vliv estrogenti s riznymi koncentracemi na reprodukéni schopnost
nékterych organismt byl prokazan mnoha in vitro pokusy (Adeoya-Osiguwa et al. 2003;
Sebkova et al. 2012; Ded et al. 2010). Estrogeny ovliviji signalni drahy uvnitf spermie,
vedouci k procesu kapacitace a nésledné k procestim, které vedou k fizi vnéjsi plasmatické
membrany S vngj$i akrozomalni membranou pii AR, rovnéZz umoznuji kontakt spermie s
kumularnimi buiikami ¢i ZP a fizi s oolemou vajicka.

Tato publikace popisuje in vivo efekt 17p-estradiolu na prubéh kapacitace. Zaméfili
jsme se na sledovani vlivu tohoto estrogenu na stimulovani fosforylace na tyrosinovych

zbytcich a na zmény v Tff1 genové expresi, ktery je znakem aktivity ERa.

Cile prace

1. Stanovit miru pisobeni 17-estradiolu in vivo na miru tyrosinové fosforylace ve hlavic¢ce

spermie po kapacitaci za pomoci imunofluorescen¢niho znaceni. Kvantitativné zhodnotit
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pomoci SDS-PAGE elektroforézy mnozstvi proteini po tyrosinové fosforylaci ve
vzorcich lyzatu celych spermii u vSech tii skupin.

Vyhodnoceni zmén homeostazy vapniku ve spermiich po ptsobeni 173-estradiolu.
Pozorovani vztahu mezi tyrosinovou fosforylaci proteinti (mirou kapacitace) a

mnozstvim 17-estradiolu v séru a exprese genu TffL1.

Vysledky prace

1.

Spermie byly ziskany z cauda epididymis od tii skupin samct BALB/c. Prvni skupina
samcil byla vystavena ucinkim 17f-estradiolu béhem puberty od 4. do 7. tydnu véku
(tzv. pubertalni skupina), druhou skupinu tvofili samci vystaveni kontinudlnimu plsobeni
17B-estradiolu v dobé od narozeni do 12. tydne v€ku (tzv. kontinualni skupina). U obou
pokusnych skupin byla pouzita koncentrace 20 ng/ml. Tteti skupina samcii byla pak
kontrolni, ktera nebyla vystavena zddnym estrogennim a¢inktim.

Spermie pouzivané pro detekci TyrP byly odebrany ve stejnych casech jako v minulé
publikaci (0, 30, 60, 90 a 120 minut). U obou experimentalnich skupin byl vétsi pocet
spermii s vys§i mirou TyrP na hlavi¢ce oproti kontrolni. Statisticky nejvétsi rozdil v mife
TyrP vykazovala kontinualni skupina oproti ostatnim skupinam. NejvyssSich hodnot TyrP
dosahovaly vSechny skupiny v ¢ase 90 minut kapacitace. Stejny trend vykazovala
kontinuélni skupina béhem hodnoceni TyrP za pouziti lyzatu celych spermii, SDS-PAGE

elektroforézy, western blotu a chemiluminiscence.

V pribchu kapacitace jsou aktivovany signalni drahy, které zahrnuji, mezi jinymi,
zvyseni intracelularni koncentrace Ca®". Ke stanoveni miry TyrP byl proto proveden dalsi
experiment, ve kterém byly spermie mysi pouzity pro tzv. chlortetracyklinové (CTC)
stanoveni mnozstvi Ca**. Z vysledkl byl patrny podobny prokapacitaéni efekt stanoveni
CTC jako u detekce miry TyrP. Po¢et CTC znacenych spermii byl nejvétsi u Kontinualni
skupiny, a to nejen v porovnani s kontrolni skupinou, ale také s pubertalni skupinou.
Pocet spermii pubertalni skupiny vykazoval rozdily také oproti kontrolni skupin€, 1 kdyz

na rozdil od Kontinualni skupiny nebyl tak vysoky.

68



3. Vysledky métfeni ukazuji, ze mira TyrP, hodnoty koncentrace 17f3-estradiolu v séru i
mira exprese Tffl genu vzajemné koreluji. Statisticky vyznamné rozdily v hodnotach
méfeni byly pouze mezi kontrolni a kontinualni skupinou. U pubertalni skupiny byly
hodnoty ve srovnani s kontrolni skupinou také vyssi, avSak nebyly o tolik vyrazné, aby
byly statisticky prokazatelné. Zjistovali jsme rozdil v mife TyrP v hlavickdch spermii
mezi spermiemi ziskanymi z cauda epididymis a testis. Zadny rozdil v mife TyrP jsme

nepozorovali.

Diskuze

Tato publikace navazuje a rozsifuje tak vysledky ptedchozi prace. Pro studie stavu
kapacitace je Casto vybiran ptirodni estrogen 17B-estradiol, jehoz plisobeni na tento d¢j byl
soucasti i této prace. Stimulac¢ni prokapacitacni G¢inek tohoto estrogenu byl detekovan in
vitro v téchto pracich (Ded et al. 2010; Sebkova et al. 2012). Vysledky in vitro pokusti nemusi
vzdy odrazet situaci in vivo a vykazovat tak shodné G¢inky. Z téchto divodu byl ptipraven
analogicky experiment k experimentu ptedchozimu s vyjimkou, ze 17f-estradiol byl podavan
V pitné vodé experimentalnim mysim a jeho ptisobeni tedy probihalo in vivo.

Je dilezité neopomijet fakt, Ze kromé experimentalné pouzité koncentrace estrogenu v
tomto pokusu jsou spermie vystaveny také shodnym koncentracim estrogenu v rete testis i v
reprodukénim traktu samice a muze v tomto piipadé dochdzet k dalsim ovlivnénim a
molekuldrnim zméndm. Tato souvislost je patrna z vySe zminénych experimentl, kdy
molekularni zmény souvisejici s mirou TyrP a CTC koreluji s hodnotami 17p-estradiolu v
séru, podobna korelace hodnot byla detekovana u exprese genu Tff1. Hodnoty TyrP jsou v
maximalnich ¢asech inkubace nizS§i nez v piedchozim Case, coz ukazuje, Ze molekularni
zmény v prabéhu kapacitace nejsou trvalé a pokud jsou spermie dale vystaveny pouze niz§im
hodnotam estrogenti, mohou se Uc¢inky piedchozi koncentrace zvratit a vykazovat tak hodnoty
jako kontrolni skupina. Pfes to, Ze se hodnoty TyrP mezi kontrolni skupinou a pubertalni
skupinou vyznamn¢ lisi, hodnota 17B-estradiolu v séru mezi témito skupinami zUstava stejna.
Tento rozdil je mozné vysvétlit tim, Ze u pubertalni skupiny je hodnota estrogenu shodna, ale
muze pietrvavat jeji vyS$i koncentrace v reprodukénim traktu a silnéji tak ovlivnit proces

kapacitace. Tuto teorii potvrzuji hodnoty exprese genu Tff1 pubertalni skupiny.
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Zavér priloh II1. a IV.

Latky s estrogenni aktivitou, které se dostavaji do prostiedi a kde se postupné jejich
koncentrace zvysuje, tak potencidlné mohou mit negativni vliv na reprodukéni schopnost
organismil. | kdyby se kazda jednotliva latka v prostfedi vyskytovala v nizké koncentraci ¢i
méla pouze maly negativni vliv na organismus, celkové maji tyto endogenni disruptory

kumulativni G¢inky a vysledkem muze byt zna¢né snizena fertilita jedince.
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