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Abstrakt

Chemicka komunikécia je najdolezitejSim sposobom dorozumievania sa u mysi
domacej. Tradi¢ne bola v tejto suvislosti skimana predovsetkym moc¢, z dovodu jej
pomerne l'ahkého ziskavania a analyzy, a typického spdsobu jej prezenticie pomocou
mocovych znacCiek. Analyza fyzickej interakcie dvoch mysi vSak ukazuje, Ze existuje
viacero d’alSich komunikacne ddlezitych chemickych signdlov. Etologickd analyza
ukdzala, ze pri prvotnej interakcii jedincov opacného pohlavia dochadza
k preskimavaniu orofacialnej oblasti, a ndsledne k ordlnemu kontaktu, pri ktorom
dochadza k vymene slin. Zaroven vysledky tejto prace preukazali zasadny vplyv Stadia
reprodukéného cyklu samice na Struktiru chovania u oboch pohlavi. Jednym z
vyznamnych zdrojov signdlov su sliny, ktoré st v interakcii jedincov opa¢ného
pohlavia aktivne onluchavané a dokonca aj fyzicky vymieniané. Chemicka analyza slin
urobend pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnym spektrometrom (GC-MS)
ukédzala, Ze st pohlavne dimorfnym chemickym signdlom a dokonca moézu
predstavovat ndstroj individualneho pachového podpisu jedinca. Unikatnost
pachového signalu nie je zalozena na pritomnosti jedineénych substancii, ale na ich
Specifickom pomere v zmesi. Tato praca moze slazit ako zdklad k dalSiemu
podrobnejSiemu skiimaniu chemickych signidlov a ich vyznamu v socidlnej

komunikacii mys$i domace;.

Kracové slova: Mus musculus, chemickd komunikacia, socidlne chovanie, estralny

cyklus, plynova chromatografia, GS-MS






Abstract

Chemical communication is the most important way of communication in the
house mouse. Traditionally, the urine of the house mouse was the most studied source
of signals. Typical way of scent marking, relatively simple way of collection and
analysis was the main reason. The analysis of physical interaction of two mouse
conspecifics has shown that there are several other very important sources of chemical
signals. My ethological analysis has revealed that during the first interaction of two
individuals of opposite sex, the most investigated body part is the orofacial region, and
that the oral contact with salivary exchange is very frequent. At the same time, the
results of this research have demonstrated the significant influence of reproductive
status on behavioural patterns in individuals of both sex. One of these important
sources of chemical signals is the saliva. During the interaction between two
individuals, saliva is actively investigated by sniffing and physically exchanged. Gas
chromatography and mass spectrometry (GC-MS) was used for chemical analysis of
saliva. It has revealed that saliva is a sexually dimorphic signal, which may represent
individual odour profiles. Uniqueness of this odour is not based on the presence of
special substances typical just for one sex, unique is the blend, the mixture of the
substances. This work may serve to provide the basis for further research on chemical

signals and their importance in social communication of the house mouse.

Key words: Mus musculus, chemical communication, social behaviour, oestrous cycle,

gas chromatography, GS-MS
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1. Uvod

Uz viac ako storocie si etologovia kladi otazku: Preco robia zvieratd to ¢o
robia? Na tito zdanlivo elementarnu otdzku existuje viacero, navzajom sa
dopliiujucich, odpovedi. Tieto odpovede sa vSak zasadne liSia podla Grovne analyzy
sledovaného chovania (Tinbergen, 1963; Sherman, 1988). Prvd uroven skiima
mechanistické pri¢iny chovania, druhd sa zaobera ontogenézou chovania v Zivote
jedinca, tretia skima dopady chovania na individudlnu fitness a Stvrta evoliciou
daného typu chovania. Prvé dve predstavuju tzv. proximatne pri¢iny chovania, d’alSie
dve st oznacované ako ultimétne pri¢iny chovania. RozliSovanie medzi tymito dvoma
kategoriami je kritické pre spravne pochopenie a vysvetlenie skimaného javu. Takto je
napriklad mozné rozliSit pri¢iny znaCkovania umySi domdacej (Mus musculus).
Proximatne pri¢iny znackovania si napriklad hormondlne riadené zmeny
v koncentracii prchavych latok v moci, naopak ultimdtne pri¢iny st napriklad
komunikacia dominantného ¢i submisivneho postavenie v socialnej skupine.

Spravne urCenie a pochopenie pri¢in chovania, atym aj samotného
pozorovaného javu, vSak zdvisi taktiez na odhaleni komplikovaného mechanizmu,
ktory sa za nim ukryva. Kazdé chovanie totiz predstavuje urcitll retazovl reakciu,
zlozenl z kratSich separatnych reakcii, kde kazda znich je zavisla na Specifickom
subore podnetov  (Tinbergen, 1942). Typickou indikaciou retazovej vlastnosti
chovania je jeho nahle prerusenie v priebehu procesu. Tuto charakteristiku chovania
popisal vroku 1927 von Frisch na v€elach medonosnych. Vcely hl'adajice potravu
reaguju, ako prvé, na vizualny stimul, v ktorom hra hlavna alohu farba. ZIté a modré
kvety pritahuju véely uz zo znacnej vzdialenosti. Papierové atrapy takychto kvetov,
boli pouzité ako prvy stimul. Vcely sa vSak po priblizeni na vzdialenost’ asi 1 cm
zastavili, na kvet ani nedosadli a stratili o neho zaujem. Iné situacia nastala, ked’ bol na
kvety pridany spravny pach, zodpovedajuci prirodzenej voni kvetov. Véely na kvet
dosadli a zadali hladat’ nektar. Druhym stimulom bol teda pach. Uplnym zakon&enim
procesu hladania potravy je ale, sanie nektdru. To vSak nastane aZz po zapojeni
dalSieho stimulu, ktorym je povrch kvetu. AZ stimuldcia hmatovych receptor vcely
vyvola kone¢nu reakciu, a to sanie nektaru. TakZe to ¢o sa na prvy pohl'ad moze zdat’
ako pomerne jednoduché chovanie, hl'adanie potravy, je vlastne relativne dlha retaz

reakcii zavislych na vizuadlnom, chemickom a hmatovom stimule.



Asi najpodrobnejSiu  analyzu retazového chovania vSak urobil Nikolaas
Tinbergen na pariacom chovani u pichlavky sinej (Gasterosteus aculeatus). Samec
pichlavky hibernuje v morskej vode, kym ho neprebudi reprodukény instinkt.
Nasledne migruje do plytkych sladkych vod, kde hl'add spravnu vegetaciu, ktora bude
predstavovat’ jeho teritorium. Vyber teritoria zavisi na stimule, ktorym je jednak
zvySend teplota vody, ale taktiez na vizudlnom stimule, ktorym je Specificky typ
vegetacie. S tymto teritdriom su zviazané vsetky jeho reprodukcéné aktivity:
obhajovanie pred konkurenénymi samcami, stavanie hniezda, ldkanie samice,
a konecne aj, oplodnenie vajiCok a starostlivost’ o nich. Vsetky tieto dielCie chovania
su zavislé, ako na externym stimuloch, tak aj na tzv. internych impulzoch (Tinbergen,
1950). Prave tieto interné impulzy, ktorymi su v tomto pripade gonadalne hormony,
spustia potrebu samca, rozmnoZovat’ sa. Z toho vyplyva, Ze aj samotnd schopnost’
reagovat’ na vonkajSie stimuly, ako napriklad pritomnost’ in¢ho samca, je zavisla na
primarnej aktivacii reprodukéného instinktu ako celku. Potom ¢o je tento inStinkt
aktivovany, nasledné chovania, ako su hladanie teritéria ¢i jeho obhajovanie, st
zavislé na Specifickych pridavnych stimuloch. Obhajovanie teritoria napriklad, je
spustené vizualnym stimulom, ktorym je iny samec v svadobnom Sate. A samotné
obhajovanie teritoria méze byt uskutocnené réznymi sposobmi. Kazdy z nich zavisi
opdt’ na dalSich, eSte viac Specifickych stimuloch. Napriklad odpovedou na utok
sprevadzany uhryznutim, je spitné uhryznutie. Reakciou na ttek je prenasledovanie
a podobne. Takto pozorované usporiadanie priviedlo Nikolaasa Tinbergena k zaveru,
Ze chovanie riadi akysi neurologicky mechanizmus, ktory ma nepochybne hierarchické
Struktiru. Model, ktory na zéklade tohoto poznania vytvoril, nazval Hierarchicky
systém centier (Tinbergen, 1950).

Hierarchicky systém centier je systém urCitych nervovych centier, kde centra
na vysSej urovni kontroluji centra na nizsej urovni, a kazdé z tychto nizSich centier
kontroluje urcity pocet, o uroven nizSie poloZenych centier atd. Konec¢nou troviiou
a samotnym cielom chovanie je tzv. akt dovfSenia ( z angl. consummatory act) (Craig,
1918). Naopak uroviiou prvou je samotny pociatok inStinktu. Jednotlivé centra
predstavuju akési zberne impulzov pochadzajicich z réznych zdrojov. Mdzu to byt
napriklad impulzy pochadzajice z vplyvu hormoénov, ¢i z internej alebo externej
aktivacie zmyslovych receptorov. Aby mohli tieto impulzy pokracovat’ do dalSej
urovne avyvolat' tak, hierarchicky d’al§i typ chovania, je nutné, aby bol jedinec

vystaveny Specifickej kombinacii spustacich podnetov. Iba podnety maji schopnost’



odstranit’ pomyselny blok a prepustit impulzy do dalSej trovne. Tinbergen tieto
podnety nazval vrodenym spustacim mechanizmom (z angl. innate releasing
mechanism, skr. IRM). Pokial’ nie je tento blok odstraneny, impulzy vyvolaja tzv.
apetencné chovanie. Apetencné chovanie predstavuje aktivne hl'adanie, prave tohoto,
vrodené¢ho spustaciecho mechanizmu. V priklade o pichlavke sinej, predlzovanie dina
a tym vyvolana zvysena produkcia gonadalnych hormoénov, aktivuji u samca najvyssie
centrum hierarchickej Struktiry reprodukéného inStinktu. Naslednd migracia
predstavuje apetencné chovanie. To pretrvava az do doby, kedy je jedinec vystaveny
adekvatnym IRM, ktoré odstrania blok a uvolnia impulzom cestu do d’alSej urovne.
Vysledkom tohoto je, ze zviera prestane migrovat. V d’alSej Grovni opit’ nastava
obdobna situacia. Do doby kym bude odstraneny blok pre stavanie hniezda, ¢i
obhajovanie teritdria, prebieha apeten¢né chovanie. To v tejto Urovni predstavuje
neustale plavanie v teritoriu a hl'adanie stavebného materialu ¢i potencialnych rivalov.
Na tomto principe pokracuje vyvoj chovanie, az kym nie je dosiahnuty akt doviSenia.
Je taktiez dolezité uviest,, ze typy chovania v rdmci jednej Grovne sa navzajom
inhibuju. To znamend, Ze chovanie vyustujice z jedného centra, zabranuje prejavu
chovania ziného centra narovnakej Urovni. Dokazom tohoto tvrdenia je tzv.
preskokové chovanie (z angl. displacement activities) (Tinbergen, 1939, 1940;
Kortlandt, 1940). Preskokové chovanie je jav, kedy sa pozorované chovanie javi ako
nijak nesuvisiace s chovanim, ktoré ho tesne predchadzalo, alebo ktoré po iom ihned’
nasleduje. V rdmci pozorované chovania ako celku sa javi ako nezmyslené. Typickym
prikladom su dvaja samci kura domaceho, ktori sa uprostred boja za¢nii kfmit' na
okolitej vegetacii.  Situacie typické pre preskokové chovania sa vyznacuji
motivacnym konfliktom medzi dvoma rovnako silnymi potrebami, alebo silnou

motivéciou k ur¢itému chovaniu, avsak s nedostatkom externych stimulov.
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Obr. €. 1: Tustraény nacrt hierarchického systému centier.

Prevzaté z Tinbergen, 1950

Zaklady principu hierarchickej organizacie chovania boli okrem pichlavky
popisan¢ aj u kutilky rodu Ammophila (Baerends, 1941), udomécich moriakov
(Meleagris gallopavo) (Réber, 1948), a u réznych druhov cichlid (Baerends, 1950).
Tieto prace potvrdili spravnost’ pristupu Nikolaasa Tinbergena a prispeli tak
k vytvoreniu modelu hierarchickej organizacie centier. Za tento objav, a taktiez za
dalSie prinosy v oblasti etologie, bol Nikolaas Tinbergen vroku 1973, spolu s
Konradom Lorenzom a Karlom von Frischom, oceneny Nobelovou cenou za
fyziologiu a medicinu. Ci uz bol tento model v neskorSej dobe podporeny (Hinde,
1953), alebo rozporovany (Hinde, 1956; Sachs, 2007), jeho prinos v nahliadani na
Struktiru chovania a nésledne aj v sposobe samotnej analyzy chovania, je
nepopieratelny. Prave preto bol tento pristup zvoleny ako teoreticky zaklad pre

analyzu chovania v tejto diplomovej préci.



1.1. MyS domaca (Mus musculus)

Mys domaca je v sucasnosti jednym z najrozsirenejSich cicavcov na svete.
Povodne pochadza z oblasti dnesnej severnej Indie, avSak od doby kedy sa jej areal
skrizil s prvymi farmarmi, bol d’al$i vyvoj tohoto druhu spéty s ¢lovekom. Postupne sa
rozsiril na vSetky kontinenty, a €o viac, do takmer vSetkych laboratorii sveta. Spdsob
zivota myS$i domacej (typicky r-stratég) a jej ekologické naroky, vyustili nielen
v masivne mnoZzenie a Sirenie, ale taktiez v jej Uspech ako jedného z hlavnych
modelovych organizmov v prirodnych vedach. V prvej polovici 20. storocia bola my$
domaca skumand hlavne s cielom udrzat’ jej populacie pod kontrolou (Laurie, 1946;
Southern and Laurie, 1946; Newsome, 1971; Singleton et al., 2007). My$ sa stala
vaznym $kodcom a jej invazie do novych ekosystémov mali neblahé dopady na miestu
faunu i fléru (Simberloff, 2009). Postupne sa vsak stala objektom Studia systematicke;j
bioldgie, ¢i populacnej a evolucnej genetiky. Jej genetickd podobnost’ s ¢lovekom
umoznila pouzitie tohoto druhu naprie¢ biomedicinskymi obormi. A nakoniec, vd’aka
dobre preskiimanej anatomii a fyzioldgii, je taktiez klasickym modelom v etologii.

Mus musculus je druh zijaci v skupine s hierarchickym usporiadanim. Socialna
hierarchia je udrziavana fyzicky i pachovo prezentovanou dominanciou. Obvykle sa
jednd o polygamné usporiadanie, kde dominantny samec obhajuje svoju moznost’
parit’ sa s viacerymi samicami (Patris and Baudoin, 1998; Wright and Brown, 2000).
Samica moéze mat’, rovnako, postavenie dominantné alebo submisivne. Len samice
s dominantnym postavenim maji moznost’ sa parit, estrus submisivnych samic je
potlaceny pachovymi signalmi dominantnych, pariacich sa, samic (Champlin, 1971).
Velkost' a usporiadanie skupiny zavisi na populacnej hustote. VSeobecne plati, Ze ini
samci su neziaduci, a su aktivne napadani dominantnymi samcami. Samica modze mat’
v priebehu jedného roka az 10 vrhov, o priemernom pocte 5 mladat, obvykle
s rovnakym pomerom pohlavi (Berry, 1970; Berry and Bronson, 1992). Mlad’ata su
odstavované vo veku 3 tyzdiov, a pohlavne dospievaji priblizne vo veku 5 az 6
tyzdiiov (Meehan, 1984). Mladi samci v tomto veku opustaji hniezdo s cielom najst’
si vlastné teritorium (Berry, 1970). Pokial' tak neucinia, napriklad kvoli velkej
populacnej hustote, su vystaveni riziku napadnutia zo strany dominantné¢ho samca, ich
otca (Bronson, 1979; Gerlach, 1990). Mladé samice m6zu bud’ hniezdo opustit’ alebo
zostat’ v rodinnej skupine. V druhom pripade st vSak ich reprodukéné aktivity

obmedzené (Champlin, 1971) a ich tlohou je napomahat’ s vychovou mlad’at, aktivne



sa rozmnozujucich samic (Gerlach, 1990; Berry and Bronson, 1992). Jedinci, ktori
skupinu opustili, si hl'adaji nové teritérium a vhodného partnera na parenie. Ked'ze sa
od tohoto vyberu odvija zivotaschopnost’ buduci mlad’at, je tento proces kriticky
dolezity. Vypoveda o tom aj mnozstvo chemickych signalov, ktoré st produkované
vyslovene za tymto ucelom (Whitten et al., 1968; Novotny, Ma, Zidek, et al., 1999;
Novotny, 2003; Roberts et al., 2010). Jednymi z nich st napriklad chemické signaly
indikujice hladiny pohlavnych horménov usamca (Thiessen and Rice, 1976;
Kempenaers et al., 2008). S tym uzko suvisi d’alsi faktor vyberu, a to socialny status
jedinca. Samice jednoznatne preferuyji dominantnych samcov, pred tymi
submisivnymi (Mossman and Drickamer, 1996). Samica vSak hodnoti samca aj podl'a
urcitych zdravotnych indikatorov. Samice preto preferuju samcov s lepSou rezistenciou
voci patogénom (Lenington et al., 1992; Ehman and Scott, 2001; Penn et al., 2002),
a naopak diskriminuju samcov umelo nakazenych parazitmi (Kavaliers and Colwell,
1995). Dolezita uloh vSak zohrdva aj diskriminacia jedincov s podobnym
histokompatibilnym komplexom (MHC, zangl. Major histocompability complex)
(Jordan and Bruford, 1998). Tym sa predchadza neziadicemu inbreedingu (Eklund,
1996) a podporuje sa geneticka diverzita potomstva (Penn et al., 2002).

Ako uz z predchadzajiceho textu vyplyva, mySiemu svetu dominuje ¢uch. Na
zéklade rozpoznavania pachov hl'ada mys potravu, pohybuje sa v priestore, identifikuje
vlastné ¢i cudzie teritorium, rozpoznava inych jedincov svojho druhu, nachadza
a vybera si vhodného partnera, ¢i deteguje pritomnost’ predatora. Je to prave Cuch,
ktory umoziiuje fungovanie socidlneho usporiadania mySich koloénii. Pachové signély
urcuju postavenie jedincov v hierarchii, ovplyviiuji reprodukéné aktivity, zabranujua
inbreedingu a tym vSetkym udrZzuju dynamiku skupiny a jej kontinudlne preZivanie.
Extrémnu doleZitost’ cuchu dokladaju aj experimenty, kedy chirurgické odstranenie
vomeronasalneho organu spdsobilo, aZz necakane, razantné zmeny v chovani jedinca

mysi domacej (Clancy et al., 1984; Liebenauer and Slotnick, 1996).



1.2. Chemicka komunikacia

Signal

Tradicne bol chemicky signdl oznaCovany ako feromoén. Termin feromoén
vznikol ako popis chemického signidlu u hmyzu. Je to substancia sekretovana do
vonkajsieho prostredia konkrétnym jedincom a prijimand druhym jedincom rovnakého
druhu, vyvolavajic tak behavioralnu ¢i fyziologickt reakciu (Karlson and Liischer,
1959). Uzivanie tohoto terminu v biologii cicavcov, je vSak vrozpore s jeho
definiciou. Fyzioldgia a chovanie cicavcov nie si pevne dané, naopak, su flexibilné,
zavislé od okolnosti a podliehajuce skusenosti a uceniu (Doty, 1986; McClintock,
2002). Preto bude v tejto praci namiesto terminu feromon, pouzivany vyraz chemicky
signal, pripadne skratene chemosignal.

Dalej je potrebné si zodpovedat’ otdzku, ¢i moze chemicky signal u cicavcov
predstavovat len jedna konkrétna substancia. Existuje evidencia o jednotlivych
latkach, ktoré su schopné vyvolat’ ur¢itu behaviordlnu alebo fyziologickil reakciu
(Vandenbergh, 1983; Novotny, Ma, Zidek, et al., 1999). Vela d’alSich vyskumov vSak
dokazuje, ze zvieratd, a aj clovek, vnimaju pach ako celok, ako akusi pachovil zmes
(Bell et al., 1987; Laing, 1991; Johnston, 2003). V tomto pripade sa ¢asto krat nejedna
len o jednotlivé zloZky, ale aj o ich vzajomné pomery v celkovom pachu. Prikladom
takychto signalov je napriklad rozpoznéavanie identity jedinca ¢i vzdjomnej pribuznosti
(Belcher et al., 1988; Cantoni et al., 1996). K identifikacii jedinca slazi unikatny pach,
s unikdtnym zloZzenim a pomerom latok, tzv. pachovy podpis (Gorman, 1976; Gorman
et al., 1984; Smith et al., 2001). Tento pristup podporuju aj zistenia, Ze niektoré latky
povazované za jedineCny chemicky signal daného druhu, boli objavené aj u druhu
uplne odlisného (Ingersoll and Launay, 1986; Rasmussen et al., 1996). U mysi
domaécej bolo identifikovanych takmer desat’ substancii, ktoré niektori autori nazyvaji
feromony (Novotny, 2003). Ukdzalo sa vsak, ze Cast’ tychto latok nielenze vyvolava
rovnaké reakcie, viacero z nich ma dokonca viacndsobné funkcie (Novotny, 2003).
Toto je samo osebe v rozpore s popisovanou jedine¢nost’ou signalu. To opét’ podporuje
domnienku, Ze nie latky samotné, ale ich sucast’ v celkovom pachu st tym zasadnym,
informaciu sprostredkujicim, signalom. NavySe v experimentoch, kedy boli tieto latky
podavané len v roztoku s vodou, nevyvolavali ocakdvanu reakciu. Ta sa dostavila az

po pridani tejto latky do moci kastrovaného jedinca (Novotny et al., 1985).



Chemosenzoricky systém

Chemické signaly u mysi domécej pochadzaji z réznych zdrojov. Produkuju
ich jednak exokrinné zl'azy, ako napriklad lakrimélna zl'aza, plantarna (chodidlova)
7Paza, boéna zl'aza a podobne. Dal§im zdrojom su produkty vylu¢ovacej sustavy, mod
a trus, ale taktiez telesné tekutiny ako vaginalne sekréty, sliny a slzy. Prehlad’ koznych

Struktar ako zdroja chemickych signalov u mys$i domécej zndzornuje obrazok ¢. 2.

Obr. ¢. 2: Kozné Struktiry hlodavcov. Prevzaté z (Gaisler and Zima, 2018)
1 — perna zlaza, 2 — zadu$na zl'aza, 3 — chodidlové Zl'azy, 4 — bo¢né Zl'aza, 5 — bruSna

zl'aza, 6 — zadochrbtova zl'aza, 7 — nadchvostostova Zl'aza, 8§ — podchvostova Zl'aza

Chemické signdly umysSi domadacej deteguje aspracovava jednak hlavny
cuchovy epitel (skr. MOE, zangl. main olfactory epithelium), a taktiezZ pridavny
¢uchovy orgéan, vomeronasalny organ (skr. VNO, z angl. vomeronasal organ). Nedavne
vyskumy nasvedcuju tomu, Ze bunky vo VNO st nielenZze primdrne zodpovedné za
sprostredkovanie hormonalnej reakcie, su dokonca Specializované na konkrétne typy
substancii (Leinders-Zufall et al., 2000). Naopak bunky MOE su sice rovnako citlivé
ako tie vo VNO, kazda bunka vSak reaguje na viacero druhov latok (Ziesmann et al.,

2002).



Chemicke signaly a fyziologia

Chemické signdly maji schopnost vyvolat zasadné fyziologické reakcie.
U mysi domacej boli popisané Styri takéto efekty suvisiacich s reprodukciou.

Vandenberghov efekt = Akceleracia puberty. U pohlavne nedospelych samic,
vystavenych sami¢im pachovym znackdm bol pozorovany urychleny nastup puberty
(Vandenbergh, 1969). Tento nastup bol este rychlejsi pokial’ doslo aj k fyzickej
interakcii samic a dospelych samcov (Bronson and Maruniak, 1975).

Whittenov efekt = Vyvolanie ovulacie. Pritomnost’ chemicky signalov
dospelych samcov ma schopnost’ u skupinovo-chovanych samic navodit’ ovulaciu, a to
mimo dobu o¢akavaného estra. (Marsden and Bronson, 1964; Whitten et al., 1968).

Lee-Bootov efekt = Potlacenie ovulacie. Samice vystavené pachom samic
chovanych v skupine, vykazovali poruchy estralnej cyklicity (Van der Lee and Boot,
1955). Pdsobenie rovnakého faktoru taktiez vyvola, u pohlavne nedospelych samic,
oddialenie nastupu puberty (Colby and Vandenberg, 1974).

Bruce efekt = Blokacia gravidity. Samice po neddvnom pareni vykazovali
vysokl mieru neuspesnej gravidity potom, ¢o boli vystavené pachu samca, iného nez

toho, s ktorym kopulovali (Bruce, 1959).



1.3. Mo¢

Moc¢ je najpreskimanejSim zdrojom chemickych signdlov umySi doméce;j.
Typickym spdsobom komunikdacie tohoto signalu je znackovanie. Kazdy ¢len skupiny
prezentuje svoje socidlne postavenie a vzajomnu pribuznost’ zanechavanim mocovych
znaCiek (Hurst, 1987; Drickamer, 1989). Signaly takto sprostredkované maju mnoho
funkcii a schopnost’ vyvolat zdsadné zmeny v chovani aj fyziologii (pozri
predchadzajuci text).

Moc¢ mysi domdacej obsahuje Specifické proteiny, ktoré su schopné viazat
a transportovat’ rozne typy prchavych ligandov. Tieto proteiny patria do rodiny
lipokalinov. Je to skupina malych extracelularnych proteinov o velkosti 17-40kDa
a Specifickej terciarnej Struktire. Su tvorené O0smymi antiparalelnymi beta-listmi,
spojenymi vodikovymi mostikmi, a tak utvaraju tzv. B-barel. Tento B-barel predstavuje

viazobné miesto pre rozne ligandy.

Obr. & 3: Struktira hlavného mocového proteinu. A — H oznaduje 8 beta-
listov, ktoré vytvaraji B-barel. C, N oznacuji N-terminalny a C-terminalny koniec

proteinu. Prevzaté z (Beynon and Hurst, 2004).
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U mysi existuje niekol’ko skupin lipokalinov, zktorych hlavné mocové
proteiny (skr. MUP, z angl. major urinary protein) a odoranty viazuce proteiny (skr.
OBP, z angl. odorant binding protein) su najcastejSie Studované v spojeni s chemickou
komunikaciou.

Hlavné mocové proteiny (MUP) st najpreskimanejSou skupinou lipokalinov.
St syntetizované hlavne v peceni, odkial’ sa krvnym rie¢iskom dostavaju do obliciek,
kde sa glomerularnou filtraciou dostavaji do moci. Tym, ze na seba viazu latky
s nizkou molekulovou hmotnostou, prepravuju ich von z tela a nasledne zabezpecuji
ich pomalé uvolmovanie, zohravaju nenahradite'ni tlohu pri znackovani. Ligandami
naviazanymi v B-barele MUP mdzu byt jednak degradac¢né produkty metabolizmu, ale
taktiez latky sprostredkovavajuce urcitu informaciu. Nie je ani vylucené, ze sa tak
moéze diat’ zaroven (Kwak et al., 2016). Komplex protein-ligand, neseny ligand, ale
podl'a niektorych autorov aj samotny protein, mdze predstavovat’ pachovy signal
(Singer et al., 1987; Roberts et al., 2010). MUP teda nie su ddlezité len v odvadzani
odpadnych latok z tela, ale maju zasadnt Glohu aj v chemickej komunikécii.

Zatial’ bolo popisanych 21 hlavnych mocovych proteinov, ktorych expresia sa
u mys$i domécej znacne 1isi nielen medzi pohlaviami, ale aj medzi jedincami (Hurst et
al., 2001; Beynon and Hurst, 2003). Zmeny hladiny expresie MUP st dokonca
zaznamenané aj v priebehu estralneho cyklu. Najvyssia hladina expresie MUP u samic
bola zaznamenana prave den pred estrom, Co koreluje s maximalnou hladinou
estradiolu. Samice teda pomocou znaCkovania, avramci toho pomocou zmien
k koncentracii MUP, zverejituju svoje Stadium v estralnom cykle (Stopka et al., 2007).
U samcov vSeobecne plati, Ze vykazuji vysSie hladiny expresie MUP neZ samice
(Stopkova et al., 2007). Ako dokazuji nedavne vyskumy, MUP s nenahraditeInou
sucastou socidlnej komunikacie mysi (Janotova and Stopka, 2011; Lee et al., 2017,
ThoB et al., 2019). Ziskanie teritoria u samcov je sprevadzané takmer zdvojnasobenim
produkcie MUP v moc¢i. Dominantni samci prezentuji svoje postavenie taktieZ
takymto rapidnym narastom. Naopak samice, ktoré boli vystavené spoluzitiu so
samcami, zniZili produkciu MUP. Z uvedeného vyplyva, Ze regulacia expresie MUP,
napomaha jedincovi prispdsobit’ sa roznym socidlnym kontextom (Stopka et al., 2007).

Aj samotné ligandy mozZu predstavovat’ chemicky signal. U urcitych latok boli
preukdzané zasadné vplyvy na fyzioldgiu a chovanie u jedincov mySi domace]
(Novotny, 2003). Tak napriklad 2,5-dimethylpyrazine, prendSanym hlavnym mocovym

proteinom, spOsobuje oneskorenie puberty (Jemiolo and Novotny, 1994), a teda, uz
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vysSie popisany, Lee-Boot efekt. Naopak 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazol pubertu

akceleruje a vyvolava synchronizaciu estra u spolu zijucich samic (Jemiolo et al.,

1986, Novotny, et al., 1999). Terpenické latky a- a [-farnesen pritomné v moci

samcov su jednak pohlavne Specifické, ale taktiez predstavuju tzv. averzivny signal,

pomocou ktorého dominantni samci demonstruji

svoje socialne postavenie

a vymedzuju vlastné teritorium. Su to zaroven latky, ktorym je prisudzovana funkcia

samicich atraktantov (Novotny et al., 1990). Zoznam vSetkych, takto preskumanych,

ligandov uvadza tabul’ka €. 1.

Nazov Zdroj |Pohlavie | Funkcia

2,5-dimethylpyrazine moc¢ Q Oddialenie puberty

2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazol mo¢ 3 Urychlenie nastupu puberty,
synchronizécia estra, atrahovanie
samic, agresivne chovanie u samcov

2,3-dehydro-exo-brevicomin mo¢ 3 Urychlenie nastupu puberty,
synchronizécia estra, agresivne
chovanie u samcov

E,E-a-farnesene, prepucialna 3 Urychlenie nastupu puberty,

E-b-farnesene zlaza synchronizicia estra, agresivne
chovanie u samcov

2-heptanone mo¢ Q Synchronizécia estra

6-hydroxy-6-methyl-3- moc¢ 3 Urychlenie nastupu puberty

heptanone

methylthiomethanethiol mo¢ 3 Atrahovanie samic

Tab. ¢. 1: Chemické signaly u mySi domécej. Prevzaté z (Stopka et al., 2012).

Odoranty viazuce proteiny (OBP) sit menej preskiimanou skupinou lipokalinov

vyskytujucich sa u mysi domacej. Maju typicka Struktiru, ktord im umoziuje viazat’

prchavé ligandy. OBP sa okrem moc¢i (Stopkova et al., 2010) hojne vyskytuju

v nazéalnej mukéze (Pes et al., 1992; Kuntova et al., 2018), slinach (Stopkova et al.,

2010), slzach (Stopkova et al., 2017) a vaginalnych sekrétoch (Kruheffer et al., 1996;

Briand et al., 2004; Cerna et al., 2017). Nepochybne zastavajii rozne ddlezité funkcie,

je preto potreba napredovat’ v ich skimani.
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1.4. Vaginalne sekréty

Vaginalne sekréty aich zlozky predstavuju doélezity signdl v reprodukénom
chovani hlodavcov. Prvy Studovany druh vtejto oblasti bol Skrecok =zlaty
(Mesocricetus auratus). Samice tohoto druhu vylucuji vo svojich vaginalnych
sekrétoch protein zvany afrodisin. Tento protein patriaci do skupiny OBP, stimuluje
u samcov Skrecka zlatého kopulacné chovanie (Singer et al., 1986, 1987). Pri jeho
objave sa predpokladalo, Ze protein samotny je zodpovedny za vyvolanie behavioralnej
reakcie, aze je jednym zmala dolozenych neprchavych chemickych signalov.
Neskorsie vyskumy vsak potvrdili, ze samotny protein oakavant reakciu nevyvolava
(Singer and Macrides, 1990). Je preto zrejmé, ze len komplex protein-ligand plni
funkciu chemického signalu.

Z pozorovaného chovania mysi domacej je zrejmé, ze aj utohoto druhu
vagindlne sekréty samcov atrahuji a poskytuju im urcité informacie (Brown, 1985;
Latham and Mason, 2004). Aj ked existuje evidencia, Ze vaginalne sekréty
ovulujucich samic navodzuji kopulacné chovanie u samcov (Hayashi and Kimura,
1974), nebola doposial’ u mysi objavena ziadna funk¢na analogia afrodisinu. Vyskumy
lipokalinov z vaginalnych sekrétoch vSak ukdzali jednoznacnu cyklicitu produkcie
hlavnych mocovych proteinov (MUP9, MUP17, MUP20), a taktieZ proteinu OBPS,
ktory je ortologom afrodisinu u $krecka (Cerna et al, 2017). Tie dosahuji
maximalnych hladin prave tesne pred estrom, a ako uz bolo uvedené, su hlavnym
transportérom potencidlnych chemickych signalov. Je preto pravdepodobné, ze hraju
dolezitt tlohu v sexudlnej signalizcii. Vagindlne sekréty, spolu s mocom, vyuZzivaji
samice ako hlavny indikator nastavajiceho estra.

Rozne fazy estralneho cyklu sa liSia nielen produkciou lipokalinov, ale aj
zloZenim, a hlavne mnozstvom, vaginalnej mikrobioty (Cowley and Heiss, 1991).
V obdobi proestra a estra, je ¢innost' imunitného systému v reprodukénom trakte
znizena, Co spdsobuje narast populacie baktérii. Ako uz bolo spomenuté, jednou
z funkcii lipokalinov je odvadzat potencialne Skodlivé latky ztela. Je preto
pravdepodobné, Ze zvySend produkcia MUP v obdobi estra suvisi s ndrastom
bakterialnej populédcie. Funkcia lipokalinov ako akejsi ,,upratovacej Caty* je totiz
pravdepodobne paralelnd, najskor aj povodna, s ich funkciou komunikac¢nou (Stopkova
et al., 2009). Tento vzajomny vyvoj popisuje tzv. hypotéza toxického odpadu (z angl.

toxic waste hypothesis) (Stopkova et al., 2009). T4 tvrdi, ze pdvodnou funkciou
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lipokalinov bol transport toxickych substancii von z tela. Prave tieto substancie, hlavne
tie pohlavne-dimorfné, boli nasledne idedlnym zdrojom pre selekciu a utvaranie
chemickej signalizacie (Stopkova et al., 2009). Zaroven totiz vypovedaju
o metabolickej aktivite jedinca ajeho individudlnej kvalite, v zmysle, schopnosti

obrany proti patogénom.
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1.5. Slzy a sliny

Prvy krat bola signaliza¢na funkcia siz, konkrétne sekrétov lakrimalnych Zliaz,
dolozend u skrecka zlatého (Mesocricetus auratus) (Payne, 1976, 1979). Stery
z Harderovej Zl'azy odhalili, ze su tieto sekréty pohlavne-dimorfné, a taktiez vel'mi
atraktivne Ci uz pre sexualne naivnych alebo skisenych samcov. Z uvedeného pokusu
vyplynulo, ze samiCie sekréty boli pre samcov signifikantne atraktivnejSie nez tie
samcie. Predpokladalo sa preto, Ze chemické signaly z oblasti hlavy maju velky
vyznam u tunely-tvoriacich hlodavcov. NeskorSie vyskumy ukdzali, Ze sekréty
Harderovej zl'azy su pohlavne dimorfné aj u druhu Microtus pennsylvanicus (Ferkin
and Johnston, 1995).

Aj ked’ si my$ domadca tunely v zasade nehrabe, je dolozené, Ze pri socidlnom
kontakte je najCastejSie preskimavanou oblastou tela oblast’ cefalickd (Luo et al.,
2003). Uz to nasvedCuje tomu, Ze sekréty tejto cCasti tela hraji v chemickej
komunikacii mys$i vel'mi dolezitt tlohu. Lakrimélne zl'azy a nésledne ich ustie, o¢i, su
pomocou nasolakrimalnych  duktov  spojené snosnou dutinou, dutinou
vomeronasalneho organu a findlne aj s dutinou ustnou. Kvoli tomuto, v podstate
kontinudlnemu prepojeniu, je nevyhnutné skimat’ chemické signély celej tejto oblasti
vo vzdjomnej suvislosti. Nie je preto prekvapujice, ze urcité latky nachadzané
v slinach m6Zzu mat’ povod napriklad v slznych zlazach (Stopka et al., 2016). Pri
selfgroomingu sa nasledne tieto latky za pomoci slin dostavaju na srst’, kde mézu d’alej
slizit' ako chemicky signal. U hraboSa pennsylvanskeho (Microtus pennsylvanicus)
bolo pozorované, Ze samci vystaveni pachom jedincov opacného pohlavia vykazovali
vyssiu mieru selfgroomingu neZ ti, vystaveni pachom rovnakého pohlavia. Dal§im
zaujimavym poznatkom bola zvySena intenzita selfgroomingu u samcov, ako odpoved’
na pachy kastrovanych samic shormondlnou substitiiciou, oproti pachom
kastrovanych samic bez hormondlnej substiticie (Ferkin et al., 1996). Je preto
pravdepodobné, ze takéto pachové znacky nielenze hraji ddleziti tlohu v socidlnej
komunikacii, maji najskor aj funkciu v aktivnom vybere sexualneho partnera.

V mysich slzach boli v nedavnom vyskume detegované pohlavne-dimorfné
proteiny, patriace do rodiny lipokalinov. Sekréty lakrimélnych Zliaz teda slizia ako
pohlavne-Specificky chemicky signal. Naopak tu boli uoboch pohlavi objavené aj
proteiny, ktoré boli doposial’ povaZzované len za Cisto samcie, ako st MUP20 a OBP6

(Stopkova et al., 2017). Vela d’alSich objavenych proteinov sliZi pravdepodobne k ich

15



primarnej funkcii, a to odvadzaniu Skodlivych latok. Tieto objavy opdt’ vypovedaja
o pravdepodobnej polyfunkénosti tejto skupiny proteinov a spravnosti hypotézy
koevolucie odstranovania odpadu a chemickej komunikéacie (Stopkova et al., 2009).
Sliny st d’alsim dolezitym chemosigndlom u hlodavcov. U Skrecka zlatého
vykazovali estralne samice signifikantne vac¢si zaujem o sliny samcie nez o tie samicie
(Gray et al.,, 1984). Samci tohoto druhu a taktiez samci hraboSa pensylvanskeho,
jednoznacéne diskriminovali sliny samcie pred tymi samic¢imi (Ferkin and Johnston,
1995; Johnston, 2003). U mysi domécej bolo v slinach popisanych az 21% pohlavne-
dimorfnych proteinov (Stopka et al., 2016). Sliny teda predstavuju, v poradi uz d’alsi,
pohlavne-Specificky chemosignal u mysi. Selfgroomingom s navySe roztierané po
tele jedinca a maju tak velky potencidl pdsobit’ aj ako dlhotrvacne, postupne sa
uvolfiujice, znatky. Ustna dutina je zaroveii miestom zberu exogennych latok
(vdychnutych ¢i pozitych) ivlastnych produktov nasolakrimélnych dutin, a taktiez
miestom prvych traviacich procesov. Dochadza tu k metabolickej degradacii
zauvolnovania réznych, napr. aj prchavych, latok. Je preto pravdepodobné, ze
akékol'vek chemickd komunikécia spojend so slinami, bude najskdr poskytovat aj
informéciu o zdravotnom stave jedinca, ¢i miery jeho obranyschopnosti proti
patogénom. Pre pochopenie komplexnosti informéacie, ktoru sliny poskytuju, je teda

nevyhnutné, detailné preskiimanie jednotlivych zloZiek slin.
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2. Ciele diplomovej prace

2.1. Analyza chovania pri interakcii samca a samice mySi

domacej

Tradicne bolo skimanie chovania savisiaceho s chemickou signalizaciou
u mysi domécej zamerané prevazne na mocové znacky. Z dévodu vysokého obsahu
MUP v moc¢i, bola mo¢ dlho povazovana za primarny signal v komunikacii mysi, aj
napriek tomu, Ze je to signal asynchronny. To znamena, ze je vysielany bez ohl'adu na
pritomnost’ prijimajuceho jedinca. Hlavnou funkciou mocovych znaciek je poskytovat
a uchovavat’ signal aj v nepritomnosti zdroja signalu. To je nepochybne obrovskou
vyhodou u druhov Zijicich solitérnym spoésobom zivota. My§ doméca je vSak druh
socialny, kolonialny, preto je nevyhnutné skiimat’ aj signaly spojené s interakciami,
ktoré tento sposob zivota prinasa. Je dolozené, Ze v socidlnej komunikécii je najviac
preskimavanou castou tela mysi hlava (Luo et al., 2003). Mysi maju v tejto oblasti
viacero vyznamnych zdrojov chemickych signalov. Doposial’ vSak nebola urobena
detailnd analyza, popisujica priebeh primarnej interakcie dvoch jedincov opaéného
pohlavia. Predpokladom totiz je, ze prave preskimavanie tejto Casti tela poskytuje
mysiam zakladné informacie o identite jedinca, vzajomnej pribuznosti ¢i jeho fyzickej
kondicii a zdravotnom stave. AZ nasledne po zhodnoteni vhodnosti jedinca k pareniu,
je zistovany jeho reprodukény stav. Prave analyza socidlnych interakcii jedincov mysi
domaécej moZze priniest’ noveé poznatky o povode a dblezitosti jednotlivych chemickych
signalov. Vysledky takejto analyzy mozu néasledne viest k upresneniu zdroja
dolezitych chemickych signalov a stat’ sa tak vstupnym bodom pre d’alSie podrobné
skimanie. Cielom tejto Casti diplomovej prace je detailne charakterizovat’ presnu
sekvenciu primarnej interakcie medzi samcom a samicou a stanovit’ variabilitu tejto

interakcie v r6znych fazach estralneho cyklu samice.

17



2.2. Analyza slin ako jedného z dolezitych chemickych

signalov

Sliny predstavuji v komunikécii mysi domacej nezastupitel'na tlohu. Zbiehaju
sa tu ustia nasolakrimélnych dutin a s nimi aj vSetky signaly pochadzajtice z tychto
oblasti. Zarovenn tu dochadza k prvym metabolickym procesom, ¢o prindsa novy
sposob nahliadania na povod potencidlneho signalu. Chemicky signal totiz nemusi
vzdy predstavovat’ latka syntetizovana samotnym organizmom. Casto krat tuto ulohu
zohravaji latky exogénneho pdvodu, ¢i uz latky produkované baktériami alebo
vznikajice ich degradaciou alebo latky pochadzajice z potravy. Navyse su sliny
pomocou selfgroomingu roztierané po srsti roznych casti tela a tym zastavaji funkciu
pachovych znaciek, ktoré si jedinec nosi vzdy so sebou. Volate'né latky tak mézu byt’
postupne zo srsti uvolfiované a poskytovat rdézne informécie pocas socidlneho
kontaktu.

Cielom analyzy slin je zistit', ¢i existuju rozdiely v zlozZeni volatelnych latok
medzi pohlaviami, a ¢i by mohli sliny fungovat ako primarny pohlavne Specificky
signal. Dalej je cielom preskiimat’ jednotlivé substancie nachadzajiice sa v slinach

a pokusit’ sa zistit’ ich povod.
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3. Metodika

3.1. Analyza chovania

3.1.1. MysS domaca

V experimente boli pouziti dospeli jedinci druhu Mus musculus, pochadzajici
z odchytu v Ceskej republike, konkrétne v lokalite Svétla Hora a Bohnice. Odchyt sa
uskutocnil v roku 2017. Celkovo sa experimentu zucastnilo 14 jedincov, 7 samic a 7
samcov. Mysi boli umiestnené oddelene, v plastovych nédobach s podstielkou,
s pristupom k pitnej vode a Standardnej kimnej zmesi ST-1 (Velaz) ad libitum. Teplota
v miestnosti bola udrziavana na 22 °C £ 2 °C a vlhkost’ vzduchu na priblizne 32%.
Svetelny reZzim bol nastaveny na 14 hodin svetla a 10 hodin tmy. Den pred zahdjenim
experimentu, bola do nadob so samicami umiestnend mala Cast’ podstielky so sam¢im

mocom.

3.1.2. Pozorovanie a zaznam chovania

Pozorovanie a zdznam chovania prebiehalo 7 po sebe nasledujucich dni. Kazdy
deni bolo zlozenie pozorovaného paru obmienané tak, ze sa v priebehu 7 dni vystriedali
vSetky samice so vSetkymi samcami. Interakcia samca a samice sa odohravala
v otvorenej plastovej aréne. Pred spustenim zdznamu boli samec a samica umiestneni v
oddelenych sklenenych nadobach. Pozorovanie a zdznam prebiehalo 5 minat. Konalo
sa vzdy medzi 17:00 az 20:00. Pozorovanie bolo nahravané pri tlmenom svetle,
kamerou s vysokym rozliSenim. Kamera bola umiestnena tesne nad arénou s mySami
tak, aby snimala celé pole. Po ukon¢eni pozorovania a odbere vzoriek, boli mysi opat’

umiestnené oddelene do prislusnych nadob.

3.1.3. Odber vzoriek a urcenie fazy estralneho cyklu

Po ukonceni kazdého pozorovania bol samici urobeny vaginalny vyplach
s pomocou pipety a 20 ul fyziologického roztoku. Thned po odbere boli odobrané
vzorky umiestené¢ na podlozné sklicko. Po zaschnuti boli po dobu 5 mintt farbené

v roztoku May-Griinwald, nasledne vlozené na 1 minatu do PBS pufru a nakoniec
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ponechané¢ d’alSich 7 minut v Giemsa roztoku. Po vyschnuti takto nafarbeného
preparatu boli sklicka analyzované pod mikroskopom. Bolo rozliSované medzi 4
fazami estralneho cyklu: proestrus, estrus, metestrus a diestrus, a to na zaklade roznych
pomerov troch typov buniek: epitelidlne bunky s jadrom, keratinizované epitelidlne
bunky bez jadra a leukocyty. Pomery buniek v jednotlivych fazach ilustruje obrazok ¢.

4. Ukazky histologickych preparatov jednotlivych faz cyklu zobrazuje obrazok ¢. 5.

Sny1s3

Leukocytes Nucleated Epithelial Cells Cornified Epithelial Cells

Obr. €. 4: Estralny cyklus. Grafické zndzornenie pomerov jednotlivych typov

buniek v priebehu estradlneho cyklu. Prevzaté z (Cora et al., 2015).
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Obr. €. 5: Ukazky mikroskopickych preparatov vagindlnych sterov pod

svetelnym mikroskopom.
Oznacenie faz: P — proestrus, E — estrus, M — metestrus, D — diestrus.

Farbené pomocou May-Griinwald a Giemsa roztoku. Zvécésenie: 200x.
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3.1.4. Spracovanie etologického pozorovania

Pozorované chovanie bolo vyhodnocované pomocou softwaru The Observer
8.0. Chovanie bolo rozdelené¢ do 14 kategoérii, z toho kategdria onluchévanie (angl.

sniff) mala d’alSich 9 tzv. upresnujucich prvkov (angl. modifiers). Sledované kategorii

su uvedené v tabul’ke €. 2. Celkovo bolo vyhodnotenych 49 pozorovani.

Kategorie chovania

Popis

approach

jedinec sa priblizujem k druhému jedincovi

approach anogenitals

jedinec sa priblizuje k anogenitalnej oblasti
druhého jedinca

contact jedinci su v tesnej blizkosti, ale bez prejavov
inych kategorii chovania

defend jedinec sa brani kontaktu s druhym jedincom

escape jedinec unika pred druhym jedincom

explore jedinec skima okolie, neprejavuje zaujem
o druhého jedinca

groom jedinec sa Cisti

nonsocial oba jedinci s od seba vzdialeny

a neprejavuju o seba zaujem

oral contact

ustne otvory oboch jedincov st vo fyzickom
kontakte

oral contact anogenitals

ustny otvor jedinca je vo fyzickom kontakte
s anogenitalnou oblastou druhého jedinca

sniff : anogenitals, back, chest, ear,
eye, flank, mouth, nose, tail

oftuchavanie roznych oblasti tela druhého
jedinca: anogenitélie, chrbat, hrud’, ucho, oko,
bok, usta, nos, chvost

sniff mark oftuchavanie vylicenej moci alebo trusu
squeak hlasovéa vokalizacia
wait jedinec zotrvava v stabilnej polohe

v pritomnosti druhého jedinca, neprejavuje
o kontakt zdujem

Tab. €. 2: Etogram.
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Obr. ¢&. 6: Ilustracné fotografie réznych typov chovania.

Z. archivu Mgr. Romany Stopkové, Ph.D.
A — approach, B — sniff nose, C — sniff mouth, D — sniff eye,
E — sniff ear, F — sniff back, G — squeak, H — sniff anogenitals
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Vyznam kategorii chovania v kontexte pozorovania

U niektorych kategorii chovania je potrebné upresnit’ ich vyznam v kontexte
celého pozorovania. Approach anogenitals — pristup k anogenitalnej oblasti za ucelom
ziskania chemickych signalov emitovanych v tejto casti tela. Dovodom je
pravdepodobne zistenie reprodukéného Stadia samice. Sniff — oftuchdvanie akejkol'vek
Casti tela dokladd, ze chemické signaly tohoto pdvodom maji pre jedinca ddlezith
informaciu. Contact a wait su kategorie s takmer rovnakym vyznamom, pouzivané
z technickych ddévodov. Obe tieto kategdrie vypovedaju o tolerovani fyzického
kontaktu s druhym jedincom, a patria k tzv. kontaktnym kategdériam. Termin kontaktné
kategorie je pouzivany v nasledujucich kapitolach ajeho hlavny vyznam je opak
kategorie tzv. nekontaktnych, ¢i obrannych typov chovania. K skupine nekontaktnych
kategorii patri najmi defend, escape, squeak, explore. VSetky vypovedaji o odmietani

fyzického kontaktu s druhym jedincom.

3.1.5. Statisticka analyza chovania

Pozorované chovanie bolo skimané pomocou analyzy dyadickych interakcii
metddou neurdlnych sieti. Pre analyzu neurdlnych sieti boli pouZité matice
s dyadickymi behavioralnymi tendenciami. Tieto tendencie, ktoré mozno nazyvat aj
motivanymi indexmi, vyjadruju pomer poctu prechodov chovania A do chovania B
a celkového vyskytu chovania A, vztiahnuty k priemernej dizke behaviorilnej
kategorie A. Matice jednotlivych $tadii estralneho cyklu, proestrus, estrus a metestrus,
boli medzi sebou korelované pomocou Mantelovho permutaéného testu. Metestrus
a diestrus boli zlucené do jednej kategérie, a to metestrus. Na identifikaciu kategorii,
ktoré najviac odliSovali jednotlivé fazy bola urobend redukcia interakcii o 50%
(odstranenie tendencii s hodnotami mensimi nez 0,3). Na znazornenie najddleZzitejSich
prvkov chovania v kazdej faze cyklu boli zostrojené sietové grafy, naznacujuce jadro,

¢i uzol, siete.
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3.2. Analyza slin

3.2.1. Odber vzoriek

V druhom experimente boli pouziti rovnaki jedinci druhu Mus musculus ako
v prvom experimente, ale pocet bol navysSeny o 6 jedincov, tri samice a troch samcov.
Celkovo sa tejto Casti zicastnilo 20 jedincov, v pomere pohlavi 1:1.

Odber slin bol vykonany vyplachom ustnej dutiny 20 upl fyziologického
roztoku. U kazdého jedinca to bolo zopakované trikrat. Vzorky boli ulozené do - 80

°C.

3.2.2. GS-MS

Prchavé latky zo slin mysi domécich boli vzorkované metédou mikroextrakcie
vlaknom nad kvapalnou fdzou slin ( angl. headspace SPME). Bolo pouzité vldkno
s extrakénou fdzou tvorenou zmesou divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS - Sed¢; Supelco, USA). Extrakcia latok prebiehala pri teplote 55
°C po dobu 10 minut. Nasorbované latky boli néasledne analyzované metodou
komprehensnej dvojrozmernej plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou
(GCxGC-TOF/MS). Bol pouzity pristroj Pegasus 4D od firmy Leco scientific
vybaveny kryomoduldtorom na kvapalny dusik a robotickym autosamplerem MPS
(Gerstel, Nemecko). Separacia prebiehala na kolonach TR FAME (primérna kolona,
Thermo Scientific, USA) a Rxi-5sil MS (sekundarna koléna, Restek, Australia).
Analyza prebiehala za nasledujucich podmienok: teplota nastrekového priestoru 245
°C, nastrekovy mod — splitless, rychlost’ nosného plynu (hélium) 1ml/min. Obe kolony
boli umiestnené kazda v nezavislej vyhrievacej peci (primarna a sekundéarna). Teplotny
program na primarnej peci bol nastaveny nasledovne: 35 °C (1 min) - 10 °C /min do
250 °C (3 min). Teplota na sekundarnej peci bola nastavena tak, aby bola po celi dobu
analyzy o5 °C vysSia nez teplota v primarnej peci. Modula¢na peridda trvala 4
sekundy, horuci aj chladny pulz bol nastaveny na 1 sekundu. Teplota transferline do
hmotnostného detektoru bola nastavend na teplotu 280 °C. Hmotnostny detektor bol
vybaveny elektronovou ionizdciou (EI) a Time-of-Flight (TOF) hmotnostnym
analyzatorom. Pristroj bol ovladany programom ChromaTOF 4.51 (Leco, USA)

arovnaky program bol pouZzity aj na vyhodnotenie nameranych dat. Hmotnostné
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spektra najdenych latok boli porovnané s kniznicou hmotnostnych spektier (NIST MS
2.2, USA). Retencné indexy boli analytom priradené na zaklade porovnania retencného
chovania s linearnymi uhlovodikmi. Udaje boli filtrované podla Fisherovho pomeru.

Analyty s hodnotou vy$sou nez 3 boli pouzité do analyzy pohlavného dimorfizmu.
3.2.3. Statisticka analyza idajov z GC-MS

Vstupnymi tdajmi bolo 20 analytov s Fisherovym pomerom vac$im nez 3.
Stubor nemal normalne rozlozenie, preto bol na analyzu rozdielov v intenzite signalov
pouzity neparametricky Kruskal-Wallisov test. Na zistenie vplyvu pohlavia na
rozlozenie nasho stboru bola pouzitd metéda sPLS-DA (z angl. Sparse Partial Least
Squares Discriminant Analysis). Tato metéda funguje obdobne ako metdda analyzy
hlavnych komponentov (skr. PCA, z angl. Principal Component Analysis), avSak na
uréenie komponentov vysvetl'ujicich pozorovanii variabilitu vyuziva metédu

najmensich Stvorcov. Vsetky analyzy boli robené pomocou softwaru R.
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4. Vysledky

4.1. Analyza chovania

V tejto diplomovej praci je na chovanie nahliadané ako na urcity hierarchicky
organizovany proces. Preto boli na jeho analyzu pouzité metédy neuralnych sieti. Pre
analyzu tychto neuralnych sieti boli pouzité matice s dyadickymi behavioralnymi
tendenciami. Tieto tendencie predstavuji urciti motivaciu, ¢i pravdepodobnost’, s akou
bude po chovani typu A nasledovat chovanie typu B. Tieto behavioralne tendencie
boli analyzované v 3 kategoriach, ato podla §tadia estralneho cyklu. Stadium
metestrus a diestrus boli zlucené do jedného. Analyzované boli teda matice pozorovani
v proestre, estre a metestre. Matice v kazdej kategorii boli spriemerované a nasledne
medzi sebou korelované pomocou Mantelovho permuta¢ného testu. Test preukazal, ze
vSetky tri matice su signifikantne korelované, to znamena, Ze medzi jednotlivymi
Stadiami je velka podobnost’ Struktiry interakcii. Celkovy korelany koeficient r je
vSak relativne nizky (r=0.2719, p=0.001). Na detekciu korelacii medzi $tadiami bol
pouzity Mantelov test pre jednotlivé pary a z vysledku je zrejmé, Ze najviac korelované
su Stadia estrus a metestrus, ale rozdiely korelaénych koeficientov medzi §tadiami nie
st nijak vyrazné (P~E: r=0.56, p=0.003; E~M: r=0.67, p=0.003; M~P: r=0.59,
p=0.003). Pre identifikaciu kategérii chovania, ktoré vyznamne odliSuju jednotlivé
Stadia, bola preto nutna redukcia dat v maticiach. Pocet interakcii v maticiach bol
zniZeny o polovicu (50%) tak, Ze vSetky tendencie mensie nez t = 0,3 boli odstranené.
Nasledne bola opét’ urobend analyza korelacii a tie sa vyznamne zniZili a zhorSila sa aj
hladina vyznamnosti (r=0.2112, p=0.03). Koreldcie medzi jednotlivymi fazami sa
taktiez znizili (P~E: r= 0.28, p=0.06; E~M: r= 0.28, p=0.06; M~E: = 0.32, p=0.012) a
signifikantna zostala len korelacia medzi proestrom a metestrom (p=0.012). Estrus sa
tak po redukcii dat stal unikatnym $tddiom, odliSnym od proestra a metestra. Graficky
tieto vysledky znazoriiuju sietové grafy pre jednotlivé Stadia cyklu, uvedené na
obrazku ¢. 7. Kazda kategoria chovania ma priradeny kruh, ktory predstavuje jej
latenciu. Cim vé&si je obvod tohoto kruhu, tym bola latencia tohoto chovania vicsia.
Latencie su vyjadrené v sekundéch, a teda kruhy s najmensim obvodom su kategorie
chovania, ktoré sa vyskytovali ako prvé. Farby predstavuju pohlavia. Rtzova samice,
modra samcov. Sipky medzi kruhmi prezentuju tendencie, ¢i motivaéné indexy, medzi

kategériami chovania. Cim hrubSia je Sipka, tym vicSia je tendencia s akou bude
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nasledovat’ chovanie, ku ktorému Sipka smeruje. Grafy v prvom rade (proestrus, estrus,
metestrus) predstavuju siete vSetkych kategorii chovania v troch S$tadiach cyklu.
V kazdom z tychto grafov je zrejmy tzv. sietovy uzol, ¢i jadro, ku ktorému sa zbieha
najviac kategorii chovania. Najzretelnejsi uzol je v Stadiu estrus a predstavuje ho
kategéria s nazvom M.sniff. Toto chovanie popisuje oftuchdvanie samice samcom,
avyvoladva ho najviac behaviordlnych kategorii, ¢i uz samdcich alebo samicich
(predovsetkym samicich). Zo Struktary taktiez vyplyva, ze prevladajicimi kategoriami
v tomto Stadiu su kategorie kontaktné. Konkrétne oblasti najviac onuchavané pocas
estra znazornuje graf v druhom rade, ESTRUS(sniff). Z grafu vyplyva, Ze najprv je
preskimavané orofacialna oblast’ samice, nasledne stredna cast’ tela, konkrétne bok,
a nakoniec Cast’ anogenitalna. To presne zodpoveda predpokladanému zaujmu samca
u ovulujlicej samice. V pripade proestra je siet’ menej organizovana. To znamena, Ze
neexistuje jediné jadro siete. Dolezitou kategdriou je tu opit’ M.sniff, ale d’alSou
vyznamnou je kategoria F.defend. F.defend predstavuje obranné chovanie samice pri
kontakte so samcom. Je dolezité si vSimnut’, Ze v mimocentralnej oblasti je dolezita
kategoria F.squeak, ktora je alternativou defenzivneho chovania samice, prejavujica sa
piskanim. V centre siete sa vSak nachadza aj F.sniff, kategoria predstavujliica zdujem
samice o samca. Znacny vyznam obranného chovania v tejto faze naznacuje stuvislost’
s nepripravenost’ou samice k pareniu.

Taktiez faza metestra ma neorganizovani siet. Objavuje sa tu viacero
dolezitych centier. V dvoch z nich sa opidt’ nachadza F.defend a F.squeak. V d’alSom
znova M.sniff. Oproti predchadzajicim dvom §tddidm sa javi metestrus ako najmene;j
Struktarované Stadium, s pravdepodobne najviacSou variabilitou. To mdze suvisiet aj
s roznymi dizkami jednotlivych fiz cyklu. Metestrus spolu s diestrom totiZ tvori

prevaznu Cast’ reprodukéného cyklu.
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Okrem behaviordlnych tendencii sme skimali aj latencie jednotlivych kategorii
chovania. Latencie popisuju ¢as, kedy dojde k urcitému typu chovania od zaciatku
pozorovania. Vysledné poradie jednotlivych kategorii u oboch pohlavi zobrazuje graf
¢. 1A. Graf ¢. 1B zobrazuje latencie pre jednotlivé kategérie chovania ontuchavanie.
Z vysledku je zrejmé, Ze prvou aktivitou pri interakcii mySi je ofluchavanie
orofacidlnej oblasti, Casto nasledované ordlnym kontaktom. Pri tomto kontakte
pravdepodobne dochédza k fyzickému kontaktu so slinami druhého jedinca. Z toho
jednoznacne vyplyva, ze chemické signaly celej orofacidlnej oblasti poskytuju mysiam
nenahraditelné informécie o identite a vlastnostiach jedinca. Graf latencii taktiez
ukazuje, ze az ako poslednd aktivita sa umiestnilo ofluchavanie pachovej znacky. Tato
znacka je prestavovana mocom a/alebo trusom jedinca opacného pohlavia. Z toho je
zrejmé, ze signaly v znackdch sluzia primarne ku komunikacii v nepritomnosti
emitujuceho jedinca, a preto skiimanie chemickej signalizacie u mysi len pomocou

moci nie je dostacujuce.
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Graf ¢. 1: Latencie behavioralnych kategorii u oboch pohlavi.
A — zakladné kategorie chovania. B — kategdrie chovania oftuchavanie (sniff).

Ruzova farba — samice. Modra farba — samci.
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Dal§im parametrom, ktory sme sledovali, aktory vypovedd o déleZitosti
jednotlivych typov chovania v interakcii mys$i, je doba trvania jednotlivych
behavioralnych kategorii. Rozdiely v dizkach jednotlivych kategérii medzi samcom
a samicou ukazuje graf ¢. 2. U oboch pohlavi bola zna¢na cCast’ interakcie venovana
oniuchavaniu, ato najmid orofacialnej oblasti. Z hladiska investovaného casu
do pristupu isamotného kontaktu, vySiel usamcov jednoznacne velky zaujem

0 anogenitalnu oblast’ samice.
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Graf ¢ 2: Doby trvania jednotlivych behavioralnych kategorii u oboch
pohlavi.

A — zakladné kategorie chovania. B — kategdrie chovania oftuchavanie (sniff).
Ruzova farba — samice. Modra farba — samci.

Legenda k signifikancii p-hodnoty:

xR — p-hodnota < 0.00005, "***' — p-hodnota < 0.0005,

"*! _ p-hodnota < 0,005, "*' — p-hodnota < 0.05, 'NS' — p-hodnota > 0.05
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Graf ¢. 3 doklada, Zze samci celkovo, naprie¢ vSetkymi reprodukénymi Stadiami
samice, investuju dvakrat tol’ko ¢asu do skumania pachov nez samice. Preto bola ako

d’al$i krok urobend analyza kategérie ontuchdvanie (sniff) u samcov.

DURATION

0 ]

Proestrus Estrus Metestrus Diestrus
RSTATE

SEXE3 FEI M

Graf ¢. 3: Porovnanie doby trvania kategérie onuchavanie medzi
pohlaviami v roznych Stadiach reprodukéného cyklu.

Ruzové farba — samice. Modra farba — samci.

Legenda k signifikancii p-hodnoty:

retsE! — p-hodnota < 0.00005, '***' — p-hodnota < 0.0005,

"*#' — p-hodnota < 0,005, '*' — p-hodnota < 0.05, 'NS' — p-hodnota > 0.05

Graf ¢. 4A zobrazuje analyzu kategorie oniuchavanie u samcov. Je zrejmé, Ze
anogenitdlna oblast’ je pre samcov zaujimavd hlavne vo fazach proestrus, estrus
a metestrus. V diestre nie je zdsadny rozdiel v ofluchavanych oblastiach. Ostatné Casti
tela samice s investigované kontinualne a priblizne rovnakou mierou pocas celého
cyklu. V estre je eSte zjavny zvySeny zaujem o oblast’ chvosta, kde sa pravdepodobne
nachadza podchvostova ZzI'dza (Gaisler and Zima, 2018)

Graf ¢. 4B ukazuje vysledok testovania signifikanicie rozdielov v
intenzite sam¢ieho ofiuchavania anogenitalnej oblasti samice, pocas vSetkych

reprodukénych Stadii. Vysledok doklada pokles zaujmu o tato oblast’ v obdobi diestra.
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Graf ¢. 4: Detailny rozbor trvania kategorie onuchavanie (sniff) u samcov,
vo vSetkych Stadiach reprodukéného cyklu.

A — vSetky kategorie chovania onuchavanie (sniff) u samcov pocas estralneho
cyklu.

B — ofiuchavanie anogenitalnej oblasti pocas estralneho cyklu.

Legenda k signifikancii p-hodnoty:

BEEK _ p-hodnota < 0.00005, "***' — p-hodnota < 0.0005,

"**' — p-hodnota < 0,005, "*' — p-hodnota < 0.05, 'NS' — p-hodnota > 0.05
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4.2. Analyza slin

Pomocou plynovej chromatografie sme vyselektovali 20 pohlavne dimorfnych
analytov. Miera pohlavného dimorfizmu bola testovana dvoma sposobmi:
neparametrickym Kruskal-Wallisovym testom a ordina¢nou analyzou sPLS-DA (skr.
z angl. Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis). Pouzitim Kruskal-
Wallisovho testu sme u 12 analytov potvrdili signifikantny pohlavny dimorfizmus.
Pohlavny dimorfizmus, charakterizovany rozdielmi v intenzitdch signéalu, bol teda
pozorovany u 60% skumanych latok. Zoznam tychto latok a mieru ich signifikancie
uvadza tabulka ¢. 3. Grafické znézornenie pohlavného dimorfizmus u jednotlivych

analytov poskytuje graf ¢. 5.
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Propanoic acid, 2,2-dimethyl- 4
Propanenitrile -

Oxalic acid, cyclohexyl isohexyl ester 4
Methane, nitro—

Hexanal A

Cyclobutanol
benzofuran-2-one

Analyte 782 4

Analyte 553

Analyte 525

Analyte 520 4

Analyte 1285 -

Analyte 1266 -

Analyte 1031

Analyte 1007 -

Acetic acid, butyl ester
2,4-Dimethylhept-1-ene 4
2—-Propenal 4

2-Dodecanol A

1-Octanol 1
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Graf ¢. 5: Pohlavny dimorfizmus v intenzite signalu jednotlivych latok.

Os X — intenzita signalu. Os Y — jednotlivé analyty.

Boxploty vyjadrujuce variabilitu dat st farebne odliSené pre obe pohlavia.
Ruzova - samice. Modra — samci.

Legenda k signifikancii p-hodnoty:

## _ p-hodnota = 0 - 0.001, "**' — p-hodnota = 0.001 - 0.01,
"*!' — p-hodnota = 0.01 - 0.05, 'NS' — p-hodnota > 0.05
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Analyt p-hodnota |signifikancia
1-Octanol 0,03429 | *
2-Dodecanol 0,01911 | *
2-Propenal 0,15093 | NS
2,4-Dimethylhept-1-ene 0,11241 | NS
benzofuran-2-one 0,01017 |*
Acetic acid, butyl ester 0,0963 | NS
Analyte 1007 0,05878 |NS
Analyte 1031 0,02329 | *
Analyte 1266 0,01014 | *
Analyte 1285 0,0963 | NS
Analyte 520 0,02831 | *
Analyte 525 0,03429 | *
Analyte 553 0,00514 | **
Analyte 782 0,11241 |NS
Cyclobutanol 0,02831 | *
Hexanal 0,04125 | *
Methane, nitro- 0,00038 | ***
Oxalic acid, cyclohexyl isohexyl ester 0,06964 | NS
Propanenitrile 0,0821 | NS
Propanoic acid, 2,2-dimethyl- 0,01261 | *

Tab. €. 3: Zoznam analytov a ich signifikancie pohlavného dimorfizmu.

Legenda k signifikancii p-hodnoty:

#E*! _ p-hodnota = 0 - 0.001, "**' — p-hodnota = 0.001 - 0.01,
"' — p-hodnota = 0.01 - 0.05, 'NS' — p-hodnota > 0.05

Na zistenie vplyvu faktoru pohlavia na variabilitu detegovanych analytov bola
pouzitd sPLS-DA analyza. Vysledkom tejto analyzy je fakt, ze variabilita ndSho suboru
je preukazne vysvetlitel'na pohlavnym dimorfizmom. Graficky tento vysledok doklada
graf ¢. 6. Tento graf zaroven prezentuje to, zZe pozorovanu variabilitu najlepSie
vysvetl'uje komponent 1 a 2. Komponent 1 vysvetl'uje az 32% variability a komponent
2 13% variability. Spolu teda vysvetl'uju az 45% variability. Je preto zrejmé, ze prave
pohlavie je tym faktorom, ktory vysvetluje pozorovanu variabilitu abundancie

analytov.
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Graf ¢. 6. Vysledok sPLS-DA analyzy. Vplyv pohlavia na variabilitu.
Os X — komponent 1, vysvetl'ujici 32% pozorovanej variability.
Os Y — komponent 2, vysvetl'ujici 13% pozorovanej variability.

Pohlavia st rozliSené farbou. Ruzova — samice. Modra — samci.

Mieru pohlavného dimorfizmu jednotlivych analytov u konkrétnych jedincov
znazornuje graf ¢. 7. Je to mapa zostrojend na zéklade hierarchického klastrovania (z
angl. clustered image map). Farebna Skala predstavuje vzdialenosti hodndt z distancnej
matice z analyzy sPLS-DA. Hierarchickym klastrovanim vzniklo dvojité bimodalne
rozdelenie, jednak u pohlavi a taktiez u analytov. Z toho vysledku je opit’ zrejmy
jednoznacny vplyv pohlavia na rozlozenie suboru analytov.

Analyty, u ktorych bolo mozné popisat’ pravdepodobny metabolicky pdvod, st

uvedené v tabulke ¢. 4.
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Diskrimina¢nou analyzou sme zaroven posudzovali vplyv jednotlivych
analytov na cely stubor. Z vysledkov vyplyva, ze pohlavne dimorfné nie st konkrétne
latky, ale ich zmes ako celok. Je preto pravdepodobné, Ze sliny mézu sluzit’ ako d’alsi
zdroj, v predchadzajucich kapitolach popisovaného, individudlneho pachového

podpisu.
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Graf ¢. 7: Mapa zostrojena hierarchickym klastrovanim zobrazujuca

individualny pohlavny dimorfizmus.
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Nazov Popis Povod Zdroj
Hexanal Hexanal je nasyteny aldehyd | Povod tejto latky je Databaza HMDB
mastnych kyselin. Nachadza sa | endogénny. Nachadza sa | (Human
v roznych telesnych tekutinach |telesnych tekutindich a | Metabolome
a exkrétoch. U l'udi je znamy | exkrétoch (sliny, mo¢, | Database) a
napriklad v materskom mlieku, | krv, mozkomieSny mok, | PubChem
ale aj ako mocovy metabolit. | trus).
1-Octanol Oktanol sa prirodzene Povod v slinach moze Databaza HMDB
nachadza vo forme esterov v | byt endogénny aj (Human
roznych esencidlnych olejoch. |exogénny. Metabolome
Bol vSak detegovany aj v Database)
bunkach a bune¢nych
mebranach ré6znych organoch
a tkaniv.
Oxalic acid, Metyldihydrojasmonat je ester | Povod je exogénny, z Databaza
cyclohexyl odvodeny od kyseliny potravy. PubChem,
isohexyl ester jasmonovej. Estery kyseliny (Cheong and
(Methyl jasmonovej, ako napriklad Choi, 2003)
dihydrojasmonate) | metyl jasmonat, maja dolezita
ulohu vo vyvojovych
procesoch rastliny, v obrane
rastliny a ako fytohormony.
Metyl dihydrojasmonat je
taktieZ pouZivany ako
dochucovadlo s rastlinnou a
citrusovou aromou.
Methane, nitro- Nitrometan je latka, ktora sa P6vod je neznamy. Databéza
synteticky vyraba pre svoje Pravdepodobne vznika | PubChem

antimikrobidlne vlastnosti.
Vystavenie nitrometanu
sposobuje iritaciu pokozky a
nauzeu. U l'udi je dokonca
povazovany za karcinogén.
Oxidaciou nitrometanu
vznikaju silne toxické
volatel'né latky.

v procese rozkladu

potravy ¢i pritomnych

mikroorganizmov.
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Propanoic acid, 2,2-dimetyl-propanova Povod je pravdepodobne | Databaza
2,2-dimethyl- kyselina (alternativny nazov exogénny. PubChem

kyselina pivalova) je

synteticky vyrabana zluc¢enina,

ktora je pouzivana

predovsetkym ako tzv. pro-liek

(napriklad u antibiotik).

Pro-liek je biologicky

neaktivna latka, ktora sa moze

metabolizmom zmenit’ na

aktivny liek.
Acetic acid, butyl |Butylester kyseliny octové, Povod je exogénny, Databaza
ester inym nazvom butylacetat, je Z potravy. PubChem

sucast’'ou viacerych druhov

ovocia, kde sa podiel'a na ich

charakteristickej chuti.
2,4-Dimethylhept- | 2,4-Dimetyl-1-heptene je Povod je endogénny. Databaza
l-ene volate'ny metabolit, napriklad PubChem,

I'udskych plucnych buniek. (Filipiak et al.,

2010)

7,7a-Dimethyl- Tato latka je velI'mi podobna Povod je exogénny, z Databaza
3a,4,5,7a- tzv. vinnému laktonu, ktory je |potravy. PubChem,
tetrahydro-3H- sucast’ou roznych druhov (Bonnlénder et
benzofuran-2-one |ovocia a esencidlnych olejov al., 1998)

pochéadzajucich z ovocia.

Cyclobutanol

Cyclobutanol je zlicenina, vo
velkom mnozstve obsiahnuta,
v kore stromu orech kralovsky
(Juglans regia). Je preto
pravdepodobné, Ze sa
nachadza aj v kore inych
druhov stromov.

P6vod je exogénny,
z podstielky.

(Araetal., 2013)

Tab. €. 4: Charakteristika analytov, u ktorych bol zisteny metabolicky povod.
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5. Diskusia

Chovanie ¢i uz potravné, rozmnozovacie alebo antipredacné, vzdy vykazuje
urcitd hierarchicku Struktiru. Vo svete businessu by sa dalo popisat’ procesnou mapou,
v neurovedach apri vyvijani umelej inteligencie neurdlnou sietou, a v etoldogii
hierarchickym systémom centier aky navrhol Nikolaas Tinbergen (Tinbergen, 1951).
V prvej kapitole bol tento systém vysvetleny na priklade pariaceho chovania u
pichlavky sinej (Gasterosteus aculeatus). Vel'mi I'ahko sa vSak déa aplikovat’ na nas
modelovy organizmus, myS domacu.

Mys je umiestnena do nového prostredia. Pokial' je v tomto prostredi sama,
vyda sa ho preskamat’. Pokial’ je vSak do tohoto prostredia umiestneny este d’alsi
jedinec, v nasom pripade opacného pohlavia, vyda sa preskiimat jeho. Pri tejto
prvotnej interakcii sme opakovane pozorovali rovnaky vzorec chovania. Mysi sa
priblizili na vel'mi kratku vzdialenost’ a nufakmi zavetrili pachy pritomného jedinca.
Pokial’ nedoslo k tejto prvej vymene chemickym signalov, nenasledovali d’alSie Casti
interakcie. Tieto chemické signaly predstavuji Tinbergenovo IRM, vrodeny spustaci
mechanizmus (z angl. innate releasing mechanism) a vyvolavaju d’alsi typ chovania. Je
pravdepodobné, Ze signaly predstavujiice toto pomyselné IRM, informuju o druhovej
prislusnosti jedinca. Néasledne dochadza k samotnej fyzickej interakcii, k oftuchavaniu
nosa, ustneho otvoru, pripadnému ordlnemu kontaktu a d’al§im typom chovania. Je
mozné si predstavit, Ze chemické signaly zkazdého takto popisaného zdroja
predstavuju Specifické IRM, spustajuce dalSie Specifické typy chovania. Pokial
napriklad samec pri oniuchdvani orofacidlnej oblasti, a teoreticky aj zo slin, zisti, ze
jedinec je samica, pravdepodobne nepribuznd, reprodukéne dospeld, jeho dalSie
chovanie bude typické snahou o ziskanie d’alSich signdlov z anogenitalnej oblasti.
Sekréty anogenitalnej oblasti poskytnii samcovi informaciu o reprodukénom Stadiu
samice, ¢o nasledne opiat’ vyvold Specificky druh chovania. Z hl'adiska samice je
prirodzene priebeh interakcie iny. V momente kedy prebehne vymena zakladnych
informacii pri ofiuchdvani najmd orofacidlnej oblasti, je d’alSie chovanie samice
jednoznacne ovplyvnené jej reprodukénym Stadiom.

Ako nakoniec dokladaju vysledky tejto diplomovej prace, chovanie samice sa
v priebehu cyklu v urcitych aspektoch znacne 1iSi. V proestre je vel'mi Castym typom
chovania, chovanie defenzivne. Je predstavované odmietanim fyzického kontaktu so

samcom, ato samotnym utekom, ale aj aktivnym odhananim, ako aj
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defenzivnym/vystraznym piskanim. Naopak v estre sa samicie chovanie vyznacuje
hlavne kontaktnymi typmi chovania a defenzivne chovanie je potlacené. Samec ma
pristup ku vSetkym castiam tela a teda aj k potencialnych chemickym signalom. Tieto
poznatky zndzoriiuje obrazok ¢. 7. V metestre a diestre sa neda jednoznacne povedat’,
ktory typ behavioralnych kategorii prevlada. Je to zdruzené stadium vykazujiuce velka
variabilitu. Z inej Casti analyzy vSak vieme, Ze zdujem samca o samicu, ¢o do
reprodukénych zdmerov, pretrvava pocas metestra, ale v diestre vyznamne klesa (graf
¢. 4A,B). Je pravdepodobné, ze z urcitych chemickych signadlov samec rozpozna status
samice atym moduluje svoju motivaciu k pareniu. Iné staidie skumajice zmenu
v produkcii vaginalnych proteinov ukazujl, zZe v metestre zostava hladina lipokalinov
eSte stile pomerne vysoka (Cernd et al., 2017). Je pravdepodobné, Ze k poklesu
dochadza az v diestre kedy sa estralny cylus mysi domacej tzv. restartuje. To presne
koreluje s vysledkami v tejto diplomovej praci, kedy z&dujem samca o anogenitalnu
oblast’ je v prvych troch §tadiach cyklu vysoky, vyznamne klesa az v diestre (graf €.
4B). Ako ukazuje sietovy graf pre Stadium metestru (obrazok ¢&. 7, Cast c)
METESTRUS) chovanie samice v metestre a diestre vykazuje dva hlavné, dost
protichodné, typy chovania. Jednak je to skupina tzv. kontaktnych kategérii chovania,
ako napr. F.contact, F.wait, F.sniff, F.approach anogenitals. A oproti tomu kategorie
tzv. nekontaktné, ako F.escape, F.defend, F.squeak €1 F.nomnsocial. Toto pomerne
rovnomerné rozdelenie, zna¢ne protichodnych chovani, je mozné vysvetlit’ variabilitou
stiboru spdsobenou velkostou tejto kategdrie. Diestrus totiz tvori prevaznu cCast
reprodukéného cyklu (Cora et al., 2015).

Druh4a cast’ behavioradlnej analyzy skiima chovanie bez jeho vztahu
k reprodukénému $tadiu. Tato Cast’ sa zameriava na postupnost’ jednotlivych kategorii
chovania v procese interakcie, s hlavnym zameranim na kategoériu onuchavanie. Zo
zdujmu o jednotlivé Casti tela, predstavované ich intenzivnym onfluchdvanim, je totiz
mozné vyvodit’ dolezitost tu emitovanych chemickych signdlov v socidlnej
komunikacii mysi. K tomuto ucelu bol zostrojeny graf latencii (graf ¢. 1) a graf
porovnavajuci doby trvania jednotlivych kategorii (graf ¢. 2). Z vysledkov vyplyva, ze
najdolezitejSimi signdlmi v primdrnej interakcii dvoch nezndmych jedincov, si
chemickeé signaly pochadzajuce z orofacialnej oblasti hlavy.

Ak porovname detaily typickych sekvencii interakcie, zistime rozdiely v poradi
behaviordlnych kategdrii medzi samcom sa samicou. NajCastejSim vzorcom chovania

usamca je nasledovna sekvencia: pribliZzenie sa — onuchavanie — oralny kontakt —
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priblizovanie sa k anogenitalnej oblasti — Cakanie — ordlny kontakt s anogenitalnou
oblast'ou. A oblasti chronologicky najcastejSie ofiuchdvané samcom su: nos — usta —
bok — anogenitalna oblast’ — oko — ucho — hrud’ — chrbat — chvost. Z udajov o ¢asove;j
investicii do onluchdvania réznych casti tela samice navyse vyplyva, Ze vSetky nami
definované oblasti tela bezpochyby poskytuju samcovi dolezité informécie (graf ¢.
2B).

U samice je zaciatok sekvencie identicky s tou samcou, v ur¢itom bode sa vSak
chovanie meni ajeho variabilita je jednoznacne ovplyvnené roznymi Stadiami
estralneho cyklu. Sekvencia je nasledovna: priblizenie sa — ofiuchavanie — oralny
kontakt — priblizovanie sa k anogenitalnej oblasti — ¢akanie — piskanie — ttek — obrana
— kontakt. Casti sam¢icho tela st ofiuchavané nasledovne: nos — Usta — anogenitalna
oblast’ — oko — bok — chrbat — ucho — chvost.

V urcitych usekoch sekvencii je chovanie u oboch pohlavi rovnaké. Preto
signaly, ktoré st tymto chovanim sprostredkované, budu niest’ rovnaku informaciu pre
obe pohlavia. M6ze sa jednat’ o informdcie o identite jedinca, jeho pohlavi, kondicii ¢i
teoretickej pribuznosti. Z toho vyplyva, ze napriklad pociatocna Cast’ interakcie, ktora
sa vyznacujem rovnakym chovanim u oboch pohlavi, zabezpecuje vymenu ddlezitych
informécii pravdepodobne sluziacich k blizSej identifikéacii jedinca. Jednym z takto
identifikovanych zdrojov tychto signalov st sliny. Onuchdvanie ust, aj samotny
kontakt ustnych otvorov, bol vtomto pokuse velmi casto pozorovanym typom
chovania. Preto bola druhd cast’ tejto diplomovej prace zamerand na analyzu slin
a chemickych signalov, ktoré mozu sliny sprostredkovat’.

Na chemickt analyzu slin bola pouZita technologia plynovej chromatografie
s hmotnostnym spektrometrom. Té4to metdda identifikovala v slinach mysi 20 pohlavne
dimorfnych latok. Pohlavny dimorfizmus v intenzite signdlu tychto analytov
(testovany Kruskal-Wallisovym testom) zobrazuje graf €. 5. Signifikantny pohlavny
dimorfizmus bol potvrdeny u 12 analytov. Samotny vplyv faktoru pohlavia na
rozlozenie tohoto suboru v§ak musel byt otestovany d’alSou metdédou, metdédou sPLS-
DA (skr. zangl. Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis). Vysledok
jednoznacne doklada, Ze prave pohlavie je faktorom zodpovednym za nami
pozorovanu variabilitu. Rozdiel medzi pohlaviami vSak nie je spdsobeny vyskytom
unikatnych latok len u jedného z pohlavi. Dimorfizmus je spdsobeny Specifickym
pomerom identifikovanych analytov, a teda ich jedine¢nou zmesou. Ako doklada graf

¢. 7 aj individudlna variabilita abundancie analytov je zna¢na ateda zloZenie slin
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predstavuje urcity individualny podpis. Vysledny pach nésledne pdsobi ako tzv.
pachovy podpis jedinca. Koncept pachového podpisu je uz dlhSie diskutovanym
modelom v chemickej komunikdcii (Johnston, 2003). Bol popisany u promyky zlatej
(Herpestes auropunctatus) (Gorman, 1976) 1 kosmana bielofuzeho (Callithrix jacchus)
(Smith et al., 2001). Blizsie je tento koncept predstaveny v prvej kapitole. Vysledky
tejto prace, ako aj vysledky predchadzajucich stadii, dokladaji, Ze povazovat
jednotlivé chemické latky za jedine¢né nosi¢e informacie nie je jedinym spravnym
pristupom k Stadiu chemickej komunikacie. Informacie zistené o pdvode ndjdenych
analytov navySe naznacuju, ze k chemickej komunikacii su zvdc¢sa vyuzivane latky
exogénneho povodu. Uslin, ako zdroja chemickych signalov, pravdepodobne
nedochadza k ziadnej vlastnej syntéze Specifickych latok. Mysi samé neprodukuju
Specialne substancie, ale ku komunikacii vyuzivaji zdroje, ktoré maji zéroven aj int
funkciu. Tento sposob vyuZivania externych zdrojov je znacne efektivny. Prikladom
moézu byt latky pochadzajuce z potravy. V nasej analyze je to napriklad butylester
kyseliny octové ¢i metyldihydrojasmonat. Vyskyt tychto a dalSich pdévodom
rastlinnych latok, mdze informovat’ o schopnosti jedinca ziskat’ kvalitni potravu, ¢i
o kondicii jedinca vdaka prijmu kvalitnej potravy. Naopak latky pochadzajuce
z metabolizmu patogénnych baktérii mézu svedcit’ o zlom zdravotnom stave jedinca.
To moéze znamenat' aj slabi imunologickd vybava jedinca, ktord je uvadzand ako
kl'icova pri vybere sexualneho partnera. Ur€ité latky pritomné v slindich m6Zu mat’
povod aj napriklad v nasolakrimalnych dutindch. Z predchadzajucich publikacii je
taktiez zname, e celkové zlozenie proteomu siz, exkretov nosnej dutiny a slin,
vykazuje pohlavny dimorfizmus (Stopka et al., 2016; Stopkova et al., 2017; Kuntova et
al., 2018). To poukazuje na to, Ze metabolizmus u oboch pohlavi bude odli$ny a teda
latky pochadzajuce z rovnakého zdroja mozu byt’ inak metabolované.

Iné latky moézu byt aktivne odvadzané ztela kvoli ich potencidlnej
nebezpecnosti. Ako tvrdi hypotéza toxického odpadu (Stopkova et al., 2009), moézu
tieto latky v procese koevolucie nadobudnut’ aj d’alsi a to komunika¢ny vyznam.

Vysledkom oboch analyz je jednoznacny dokaz otom, Ze sliny maji
v komunikécii mySi nenahraditelny vyznam. Chemicka analyza, dolozena analyzou
chovania potvrdzuje, Ze sliny nielenze poskytuji pohlavne dimorfny signal, su aj
nastrojom individuélneho pachového podpisu. Tradi¢ne bola tato funkcia prisudzovana
hlavne mocovym znackam. Dekady vyskumu mys$i domacej boli zamerané len na tento

zdroj chemickych signdlov. U mysSi vSak existuje mnozstvo dal$i potencidlnych
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zdrojov. Jednymi znich st napriklad exokrinné Zl'azy a pozorovania ich aktivnej
investigacie v priebehu interakcie su toho dokazom. Samotné vysledky tejto prace
dokladaju, ze systém komunikacie u mysi je omnoho komplexnej$i nez sa na prvy
pohlad zda. Naprie¢ celym jej telom a v kazdej jej telesnej tekutine sa pravdepodobne
nachadza bezpocetne doblezitych chemickych signalov. Je zaujimavé, Ze na tak
typickom biologickom modeli ako je my$ domaca, je v otazkach chemickej

komunikacie este tol’ko nepreskiimaného.
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6. Zaver

Dovodom vzniku tejto diplomovej prace bola doterajSia nedostato¢ne
preskimana chemickd komunikécia pocas socialnych interakcii mysi domacich. Prvym
cielom prace bolo podrobne charakterizovat’ tieto interakcie a popisat’ potencidlne
zdroje dolezitych chemickych signédlov. Interakcie dvoch jedincov opa¢ného pohlavia
boli sledované v priebehu celého reprodukéného cyklu samice. Pri analyze sekvencii
chovania boli skimané rozdiely medzi pohlaviami, ako aj rozdiely medzi r6znymi
Stadiami estralneho cyklu. Vysledky ukazali, Ze iniciacna Cast’ interakcie vykazuje
znaéni homogenitu v chovani oboch pohlavi. Interakcia je zahdjend vymenou
chemicky signalov predovsetkym z orofacidlnej oblasti hlavy. To nasvedcuje tomu, Ze
vyznam tychto signdlov je pravdepodobne pre oboch jedincov rovnaky. Mdze sa
jednat’ napriklad o informécie upresiiujuce identitu jedinca (pohlavie, zdravotny stav,
pribuznost’, pohlavna zrelost’ a pod.). Po preskumani tejto Casti tela vSak nasledovala,
najmd u samcov, aktivna investigacia vSetkych nami popisanych zdrojov chemickych
signdlov. Jednou z d’alSich najviac preskimavanych oblasti bola anogenitdlna oblast’.
Samci vykazovali dvojnadsobnt motivaciu v skimani tejto Casti tela. Tento zaujem bol
kontinualny pocas prvych troch §tadii cyklu, proestra, estra a metestra. Vo faze diestra
zédujem samca o tuto oblast’ vyrazne poklesol. To jasne koreluje s predpokladom, Ze
preskimavanie  anogenitidlnej] oblasti mé4 samcovi poskytnit  informacie
o reprodukénom statuse samice, a zaroven pravdepodobne moduluje jeho motivaciu
k pareniu. Z analyzy trvania jednotlivych kategorii chovania ofiuchavanie vSak zaroven
vyplyva, ze aj ostatné nami definované oblasti jednoznacne poskytuji samcovi urcité
nenahraditel'né informacie. Vplyv reprodukéného Stadia na Struktiru interakcie bol
skimany metddou neurdlnych sieti. Vystupom tejto analyzy je set sietovych grafov
znazoriujici vzt'ahy medzi, v danom S$tadiu signifikantne vyznamnymi, kategdriami
chovania. Stadium proestrus sa vyznaluje &astym vyskytom defenzivnych typov
chovania zo strany samice. Dovodom toho je pravdepodobne fyzicka nepripravenost
samice k pareniu. V d’alSom S$tadiu, v estre, tieto obranné kategorie chovania u samice
chybajli a nahradzaju ich naopak kontaktné behavioralne kategdrie. Samica neodmieta
kontakt so samcom, naopak ho sama vyhladdava a poskytuje mu tak moznost
k preskimavaniu r6znych komunikacne aktivnych casti tela. V tomto $tadiu vykazuje
samec typicky vzorec omnuchévania samice. Ten zacina v oblasti hlavy, pokracuje

bocnou Zl'azou a kon¢i v anogenitalej oblasti. V metestre a diestre nie je mozné takto
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jednoznacne urcit’ skupinu prevladajucich typov chovania. Variabilita vo¢i ostatnym
Staddiam je znaCnd ato stazuje interpretaciu interakcie. Z celej tejto analyzy vSak
nepochybne vyplyva, Ze Struktira interakcie je z vac¢Sej miery urCend chovanim
samice.

Druhym cielom tejto diplomovej prace bola analyza slin ako potencialneho
zdroja chemickych signdlov. Z predchadzajicej analyzy vyplynulo, Ze sliny su jednym
z dolezitych zdrojov chemosigndlov. Zlozenie slin bolo analyzované pomocou
plynovej chromatografie s hmotnostnym spektrometrom. Analyza ukazala, zZe mySie
sliny su pohlavne dimorfnym signdlom. Rozdiel medzi pohlaviami vSak nie je
sposobeny odlisnymi chemickych latkami, ale ich Specifickou zmesou. Vysledky
navySe ukdazali, ze pomery chemickych latok su natolko individudlne, ze sliny
pravdepodobne funguju aj ako tzv. pachovy podpis jedinca. Ako behaviordlna, tak aj
chemickd analyza preukazali, Ze sliny su jednym z nenahraditel'nych zdrojov signdlov

v chemickej komunikacii mysi domacich.
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