UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Katedra zoologie

Mechanismy pi‘enosu chemickych signali u mySic rodu Apodemus

DIPLOMOVA PRACE

Bc. Leona Havrdova

Vedouci prace: Mgr. Romana Stopkova, Ph.D.
Konzultant: doc. Mgr. Pavel Stopka, Ph.D.

Praha, 2014



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci ,,Mechanismy pifenosu chemickych signala
u mysSic rodu Apodemus® vypracovala samostatné¢ pod odbornym dohledem Mgr. Romany
Stopkové, Ph.D. a doc. Pavla Stopky, Ph.D. a s pouzitim literatury uvedené na konci prace.
Tato prace ani jeji podstatnd cast nebyla piedlozena k ziskani jiného nebo stejného

akademického titulu.

V Praze dne 12. 8. 2014

Podpis



Podékovani

Na tomto misté bych rada pod€kovala ptfedevsim své Skolitelce Romané Stopkové za jeji
odborné rady, trpélivost béhem vedeni magisterského studia a ochotu kdykoliv konzultovat
vysledky. Nemohu opominout Pavla Stopku, bez jehoz podnétnych napadii a dohledu by tato

prace nemohla vzniknout. Za analyzu proteini d€kuji Zbyiikovi Zdrahalovi.
Moc dékuji Davidovi Vinklerovi, Petrovi Klemptovi, Bafe Dudkové, Martiné Cerné, Lucce
Obstové, Honzovi Suchanovi, Karoliné Klinovské a Lucce Novakové, kteii se podileli nejen

na experimentech nebo terénnich odchytech, ale také pfijemnych posezeni v Mrtvé Rybe.

De¢kuji také Lence Bulvové, Ludmile PospiSilové a Helen€ Uhlifové, a to nejen za pomoc

v laboratofi, ale pfedevsim za jejich ptatelsky a pozitivni piistup.

V neposledni fad¢é dékuji své rodin€ a ptiteli TomaSovi Adamkovi za to, Ze tu pro mne jsou.



Obsah

ODSAN ...t ettt ettt ettt et e e s e e sbae e 4
ADSTIAKL. ..ot e et e ettt ettt e st e e s e e eaeeas 5
Seznam pouzitYCh ZKIatek ........ccoociiiiiiiiiiiiiee e e 7
1. Uvod k chemické KOMUNIKACI ...........c.ovovevevrceieeeeeceeieeeeee e 8
2. ChemicKeé SIZNALY .......ooiiiiiiiieiiiiie et e ettt e e e sttt e e e eiba e e e e seabeeeeenabeeaeenes 10
T 310 10) < 1 ) USRI PTPP 12
3.1, Struktura HPoKalint........cc.eeiiiiiiiiiiiee e e e 12
3.1.1.  Lipokaliny s funkei v chemické komunikaci...........ccoeeueeeniiiiniiiniieennieennen. 15
3.1.1.1.  Hlavni mocové proteiny (MUPS) ........cccceieiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiee e 15
3.1.1.2.  Informacni charakter MUPS ..........ccooviiiiiiiiiiiiiieiiee e 16
31130 0 GlODULINY ..ot 20
3.1.1.4.  Slinny lipokalin (SALT) ..cccuuviiiiiiiiiieeee et 20

3.1.2. Dalsi lipokaliny s moZnou ucasti v chemické komunikaci...........ccoceeevineennnee. 21
3.1.2.1.  Odoranty vazajici proteiny (OBPS) ......ccccceevviiiiiiiiiiieeeiiee e, 21
3.1.2.2. Lipokalin 3 a 4 (Vomeronasal secretory protein 1 a 2)........c.ceccvvveeenennnn.. 23

4. CHIOVA TKAT ...ttt ettt et e st et e et esit e ettt e st eaees 24
4.1.  Vomeronasalni organ a hlavni Cichovy SySt€m............ccocuviieviiiiiiiiniiiieeeiiiee e 24
4.1.1.  Vomeronasalni orgdn (VNO)......cccueiiiiiiiiiieieiiee ettt 24
4.1.2.  Hlavni Cichovy systém (MOS)........coiiiiiiiieiiiiiee et 25
4.1.3.  DalSi CichOVE SUDSYSIEMY .......eeiiiiiiiieiiiiiie ettt e e e 26

5. Ekologie a etologie mySic r0du APOAEMUS ..............cceecuuiieiiiiiiieeeiiiiie e e e 27
6. Materidl @ MELOAY ....eeieiiiiiiiiiiiie et e e 29
0.1, MALETIAL ....eeiiiiiieee e e 29
0.2, MELOAY . etiiieeiiiiie ettt ettt e e et e e e et et e e e e nbb e e e e e nbbeeeeenbaaeeeennaes 32
6.2.1.  Cipova gelové elektroforéza (EXPErion)............ococeeueueeeeeeeveverseeseeseseenenenees 32
6.2.2. 2D — €leKtrOfOTeZa. .....ueeiiuiiiiiiiieeiieeeee s 34
6.2.3. Vyhodnoceni 2D @elU........ccocuiiiiiiiiiiiieiiiie ettt e e 36

T VTSIRAKY et e et e e et ee e e e beeeeeanees 39
7.1.  Analyza proteinového slozeni moci @ SHN........ccoecviiiiiiiiiiiiieniiieeeee e, 39
7.2.  Kvantitativni analyza proteinli obsazenych ve slindch...........cccoceeeviiiiniiiiniennnnn. 41
7.3, 1dentifiKace ProteINTl........ccueeiieiiiiieeeiiiiiee et ee ettt ettt e et e e e et e e e e e e e e 42

8. DISKUZE @ ZAVET......iiiiiiiiiiie ettt e 44
9.  Seznam CItOVANE IIEETATUTY ....c.uviiiieiiiiiieeeiieee ettt et e et e e et e e e e erree e e eebaeeeeenenes 47
10. Seznam PIIION ... e 55

Piiloha 1: VIrtUAINT @ELY . .ccouviiiiieiiiiieee e e e 55



Abstrakt

Proteiny z rodiny lipokalinii zaujimaji vyznamnou roli pfi pfenosu chemickych
signali. Tyto globularni proteiny o molekulové hmotnosti 17,7 — 21,7 kDa jsou schopny vazat
Siroké spektrum tékavych ligandii a svou postupnou degradaci prodluzuji ucinek pachové
stopy. Mezi lipokaliny fadime Hlavni mocové proteiny (angl. Major urinary proteins
- MUPs), kjejichz expresi dochazi ptredevSim v moci. U mys$i se MUPs uplatiuji
pii olfaktorické komunikaci. Zdrojem chemickych signali vSak nemusi byt pouze moc.
Mnohé druhy savcl prezentuji chemické signaly slinami do srsti v procesu hygienického
chovani (tzv. selfgrooming). Cilem této diplomové prace bylo identifikovat hlavni bilkoviny
ucastnici se chemické komunikace u mysic rodu Apodemus a urcit hlavni zdroj jejich exkrece
(mo¢/sliny). S vyuzitim ¢ipové gelové elektroforézy (Experion) byla vyloucena pfitomnost
lipokalinti v mo¢i dvou druhtt mySic (4. uralensis, A. sylvaticus). 2D elektroforézou slinnych
proteinii a jejich identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI MS/MS) byla
vyhodnocena kvantita a typy lipokalinll u tfi zastupc mySic rodu Apodemus (A. uralensis,
A. sylvaticus a A. flavicollis). Vysledky mezidruhového srovnani naznacuji, Ze socialita

(t.j. intenzita sam¢i kompetice o samice) je v piimé souvislosti s evoluci chemickych signala.

Klic¢ova slova: chemicka komunikace, lipokaliny, Apodemus, MUP, OBP



Abstract

Proteins from the lipocalin family play significant roles during the transport
of chemical signals. These globular proteins (molecular mass: 17,7 - 21,7 kDa) are able
to bind a wide spectrum of volatile ligands. Since they decay continuously, the scent impact is
prolonged. Major urinary proteins (MUPs) are lipocalins, typically found in the urine
and used during olfactory communication in the house mouse. But the urine is not the only
source of chemical signals. Many species of mammals perform selfgrooming — a technique
in which saliva is transported into the fur. The goal of the thesis is to identify main proteins
that are involved in chemical communication by selected species of the genus Apodemus,
and to discover the source of production (i.e. saliva or urine). The Experion capillary
electrophoresis system was used to confirm the absence of lipocalins in the urine in two
Apodemus species (A. uralensis, A. sylvaticus). Furthermore, a lot of lipocalins is present
in the saliva of above-mentioned species. The quantity and types of salivary lipocalins was
identified by 2D electrophoresis along with mass spectrometry analyses (MALDI MS/MS)
in three species of the genus Apodemus (A. uralensis, A. sylvaticus and A. flavicollis).
The conclusion of this inter-specific comparison suggests, that sociality (i.e. male-male

competition for females) has driven the evolution of chemical communication.

Key words: chemical communication, lipocalins, Apodemus, MUP, OBP



Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Anglicky/v latiné Cesky ekvivalent

ABP Androgen-binding protein Protein vazajici androgen

AF Apodemus flavicollis Mysice lesni

AOB Acessory olfactory bulb Vedlejsi ¢ichovy lalok

AS Apodemus sylvaticus Mysice kiovinna

AU Apodemus uralensis Mysice malooka

cAMP Cyclic adenosine monophosphate Cyklicky adenosinmonofosfat
FABP Fatty-acid-binding protein Proteiny vazajicimi mastné kyseliny
GG Griineberg ganglion Griinebergiv ganglion

GPCR G-protein coupled receptor Receptoril sprazeny s G-proteinem
GS Gel stain Gel s fluorescencni barvou

IAA lodoacetamide lodacetamid

IEF Isoelectric focusing Izoelektricka fokusace

LDL Low density lipoprotein Lipoprotein o nizké hustoté

MOB Main olfactory bulb Hlavni ¢ichovy lalok

MOE Main olfactory epithelum Hlavni ¢ichova sliznice

MOS Main olfactory systém Hlavni ¢ichovy systém

MPI Metalloproteinase inhibitors Metaloproteinazové inhibitory
MUP sg. /MUPs pl. Major urinary protein Hlavni mocovy protein

OBP sg. /OBPs pl. Odorant-binding protein Odorant vazajici protein

OSN sg./OSNs Olfactory sensory neuron Cichovy senzoricky neuron

SCR sg. / SCRs pl. Structurally conserved protein region Strukturné konzervovany region proteinu
SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecylsiran sodny

SOM Septal organ of Masera Septalni organ Masera

VNO Vomeronasal organ Vomeronasalni organ

VNS Vomeronasal system Vomeronasalni systém

VNSP Vomeronasal secretory protein



1. Uvod k chemické komunikaci

U terestrickych Zivogichii doslo k vytvoteni specializovanych organti' a rozvinuti chovani,
diky kterému jsou chemické latky rozptylovany do okoli. Produkce chemickych signala
(tj. transport zmist vzniku do mist, kde dochédzi k jejich vylouceni) jde ruku vruce
s chemorecepci (tj. transport chemického signalu k danému receptoru) a obé tyto urovné
zaujimaji nezbytnou roli v chemické komunikaci. S pfechodem na sou$ doslo k postupnému
zdokonaleni olfaktorického systému a u vétSiny obojzivelniki, plazi a savcll nachdzime dva
zpusoby detekce cichového vjemu, a to prostfednictvim hlavniho ¢ichového systému
(angl. main olfactory system — MOS) a vomeronasalniho systému (angl. vomeronasal system
— VNS).

Pachové znacky nachazeji své dulezité uplatnéni v komunikaci obzvlasté u Zivocichl
snocni aktivitou. Nejlépe dokumentovand je chemicka komunikace u hlodavcl, zejména
u mysi domaci, potkanti a kieckli. Samci mysi pouzivaji mocové znacky ke znaceni svych
teritorii (Desjardins et al., 1973; Rich & Hurst, 1999). V jejich mo¢i nachiazime malé
extracelularni proteiny patfici do rodiny lipokalinh - Hlavni mocové proteiny
(angl. Major urinary proteins — MUPs). Mo¢ dospélych samcti mysi domaci mize byt az
z 99 % tvofena MUPs (Humphries et al., 1999). Hlavni mocové proteiny vytvareji tzv. kapsu,
do niz dokdzou véazat malé hydrofobni ligandy (Robertson et al.; 1998), ¢imZ jim umozuji
ochranu, snizuji jejich evaporaci a v koneéném dusledku prodluzuji u¢inek pachové stopy.
Timto zplsobem je zajiSténa pfitomnost pachové stopy i v nepfitomnosti dané¢ho jedince
(Hurst et al., 1998). Detekce téchto pachovych stop poskytuje pifijemci mnohé dilezité
informace o druhu, pfibuznosti, socidlnim statusu a pohlavi jedince, jehoz mo¢ je zdrojem
pachové stopy. Tvorba MUPs je energeticky narona a pravé jejich vysoka koncentrace
v mo¢i poukazuje na jejich dilezitou tlohu v socialni komunikaci.

Existuje pomérné malo publikaci vénujicich se MUPs u divoce Zzijicich hlodavct.
Jedna z nich se zaméfuje na analyzu moci téi druhli podzemnich hlodavch (Fukomys, Spalax
a Spalacopus), ve které nebyl identifikovan zddny MUP (Hagemeyer et al., 2011). Stejné
1 v pfipad¢ nornika rudého (Myodes glareolus), nebyla odhalena ptfitomnost MUPs v moci,
naopak se stdvd dominantnim jiny typ lipokalinli, a to Odorant vézajici protein

(angl. Odorant-binding protein — OBP) (Stopkova et al., 2010).

! Vomeronasalni organ - VNO; u mnohych zastupci tiidy savct byl identifikovan septalni organ Masera (SOM)
a Griinebergtiv ganglion (GQG)



Statisticky nevyznamné mnozstvi nejen MUPs, ale 1 OBPs v moc¢i prezentuji 1 naSe vysledky
u mysic rodu Apodemus a naznacuji tak, Ze jejich strategie chemické komunikace je jind nez

doposud znama u mysi domaéci.

Cile prace

e Potvrzeni ¢i vylouceni pfitomnosti lipokalind v riznych sekretech (mo¢€, sliny) mysic

rodu Apodemus.

e Podrobna analyza proteinového sloZeni slin u mysic rodu Apodemus (A. flavicollis,

A. uralensis a A. sylvaticus).

e Analyza vztahu mezi komplexitou lipokalinti a socialni organizaci dané¢ho druhu.



2. Chemické signaly

Chemickd komunikace je zprostfedkovavana feromony, jejichz existenci prokéazal roku
1959 A. F. J. Butenandt. Prvni latkou, oznacovanou jako feromon, byl bombykol, ktery je
uvolilovan samicemi bource morusového (Bombyx mori). Jeho plisobenim dochdzi k lakani
samcl téchto nocnich motyli. Ve stejném roce byl entomology Karlsonem a Liinscherem
pojem feromon poprvé definovan jako latka produkovand jednim organismem, ktera
specificky méni chovani nebo fyziologii jiného jedince stejného druhu.

Vedle feromont existuji odoranty, které poskytuji informace o individualité
a pravdépodobné také ovlivituji chovani jedincii stejného druhu (Beauchamp & Yamazaki,
2003). Protoze odoranty nevyvolavaji specifické chovani, nemiizeme je tak na zakladé
definice vySe povazovat za feromony. Chemické signaly je tedy mozZné rozdélit na feromony
a odoranty, ale vzhledem k nejasné hranici mezi t€émito pojmy je budeme pro tcely této prace
souhrnné nazyvat chemickymi signaly.

Nekteti autofi navic definuji feromony pouze jako:

1.  Tekavé latky, které by nemély byt detekovany smysly (Stern & McClintock, 1998).
ii.  Dalsi definuji feromon jako jednotlivou chemickou substanci (Johnston, 2003).
iii.  Nékteti povazuji za feromon samotny protein® (Roberts et al., 2010).

Smési vice molekul, které jsou pouzivané za ucelem odliSeni jedince nebo kolonie
(u socidlniho hmyzu) jsou oznaCovany jako tzv. signaliza¢ni smési (angl. signature mixture)
(Wyatt, 2005). Takové pachové znacky vyluované moc¢i pouZzivad napiiklad dominantni
samec mysi ke znaceni svého teritoria (Hurst, 1993).

Feromony miizeme podle reakce pfijemce rozdélit na tzv. ,releaser a ,,primer®, kdy
prvni znich vyvolavaji okamZitou behaviordlni odpovéd (napf. agresivni utok, pafeni,
znaceni teritoria), nazyvat je miZeme také signaliza¢ni feromony. Naopak ,,primer* feromony
zpusobuji dlouhotrvajici zmény neuroendokrinniho ¢i vyvojového charakteru (Wilson &
Bossert, 1963; Johnston, 2003). Jeden chemicky signal miize mit oba tyto ﬁéinky3 . Ve funkci
»releaser” feromond plsobi tyto latky na jedince obou pohlavi - na samice pilisobi jako
atraktant, u samct vyvolavaji agresi. V pifipad€ jejich ucinku jako ,,primer” feromonil

indukuji estrus a urychluji nastup puberty samic (Novotny, 2003).

?V mo¢&i samet mysi (C57BL/6) byl identifikovan MUP (pojmenovan Darcin), ktery na samice
(M. m. domesticus) pasobi jako atraktant.
} Naptiklad dehydro-exo-brevicomin a 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazolu pfitomny v moc¢i samct mysi.
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U savct koreluje produkce feromont s hladinou hormont, proto je moZzné pachové znacky
povazovat za tzv. upiimné signaly (angl. honest signals) (Ferkin et al., 1994). Lze to uvést
na ptikladu, kdy dominantni a/nebo 1épe ziveni samci produkuji vice feromonti a stavaji se tak
pro samice vice atraktivnimi (Ferkin et al., 1994; Hurst, 2009).

Nejvyznamnéj§im zdrojem latek s feromonalni aktivitou je u mysi (outbredni kmen CD-1)
obsah moc¢ového méchyie a prepucidlnich 714z (Tabulka 1). Tyto latky jsou popisovany jako
tékavé substance, které maji schopnost vazby k proteinim vylu¢ovanym moci (Novotny,
2003). Nov¢ji objevenym feromonem je (methylthio) methanethiol, jehoz zdrojem je také

mo¢, a to samcil inbredniho kmene mysi BALB/c (Lin et al., 2005). Transportu t€kavych

feromonti se G¢astni proteinové prenasSece nalezici do rodiny lipokalinti (Kapitola 3).

STRUKTURNI 7DROJ  PUSOBENINA SAMICE DETEKCNI
VZOREC MYSI LIMIT
Ny P « , P 6_10°7
2,5-dimethylpyrazin /[Nj sami¢i mo¢ oddaleni nastupu puberty 10™-10°'M
N, . £l -10 109
e . . 3\ o synchronizace estralniho cyklu 107°-10"M
2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazol [ S>_(\ sam¢i mo¢ urychleni nstupu puberty
2,3-dehydro-exo-brevicomin 7 o synchronizace estralniho cyklu 1077-10"M
0 sam¢i mo¢ P
urychleni nastupu puberty
# < > samci
o- a f-famesen prepucialni urychleni nastupu puberty 10M-10""M
Z AN zlazy
2-heptanon NN sam&i nebo prodlouZeni estru 101-10""M
P o sami¢i mod
OH
6-hydroxy-6-methyl-3-heptanon W sam¢i mo¢ urychleni nastupu puberty 10%-10"M

Tabulka 1: Struktura, funkce a zdroj chemickych signali. Tabulka pfevzata z ¢lanku: LEINDERS-ZUFALL, Trese,
Andrew P. LANE, Adam C. PUCHE, Weidong MA, Milos V. NOVOTNY, Michael T. SHIPLEY a Frank ZUFALL, 2000.
Ultrasensitive pheromone detection by mammalian vomeronasal neurons. Nature. roc. 405, ¢. 6788, s. 792—796.

Zvlastnosti je, Ze existuji strukturni podobnosti mezi chemickymi signaly
identifikovanymi u savcl a feromony hmyzu. Naptiklad dehydro-exo-brevicomin, nachazejici
se v mo¢i samct mysi, se liSi pfitomnosti dvojité vazby od brevicominu feromonu brouki
podceledi ktrovei (Scolytinae) (Novotny, 2003). Pouziti stejnych molekul mlze odrazet
omezeny pocet latek s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou te€kavé, stabilni a relativné
netoxické (Wyatt, 2010).

Existuji 1 dal$i kandidatni molekuly, které se mohou ucastnit chemické komunikace,
a to proteiny vazajici androgeny (ABPs) (Bimova et al., 2005; Bimova et al., 2011; Karn

2013), nicméné zatim neni zndm presny mechanismus jejich ucinku.
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3. Lipokaliny

Lipokaliny jsou skupinou malych, extracelularnich proteinli molekulové hmotnosti
17,7-21,7 kDa (primérna molekulovd hmotnost je 19,4 kDa). U mysi nachazime minimalné
55 genil pro lipokaliny (Stopkova et al., 2014). Jejich ndzev je odvozen ze dvou feckych slov
,calyx® = pohar a ,lipos® = tuk, coZ napovidd o jejich uplatnéni v ptenosu hydrofobnich
ligandl. Do této skupiny fadime proteiny na zaklad¢ jejich terciarni strukturni podobnosti
s ostatnimi jejich ¢leny. Spolecné s Proteiny véazajicimi mastné kyseliny (angl. Fatty-acid-
binding protein — FABP), avidiny, metaloproteinazovymi inhibitory (MPI) a triabiny jsou
lipokaliny soucasti souhrnné skupiny - Calyciny.

Vyznamnou charakteristikou lipokalint je jejich funkéni rozmanitost. VSechny lipokaliny
maji schopnost vazat malé, extracelularni, obecné hydrofobni ligandy, do centralni hydrofobni
kapsy vznikajici ze dvou antiparalelnich B-listh (Liicke et al., 1999; Cavaggioni a Mucignat-
Caretta, 2000). Dale se ti¢astni vazby ke specifickym bunéénym receptortim a mohou vytvaret
makromolekularni komplexy. Uplatiiuji se pfi transportu retinolu, regulaci bunécné
homeostaze a modulaci imunitni odpovédi, kryptickém zbaveni u bezobratlych, syntéze
prostaglandinu a také hraji roli pfi transportu feromont (Flower, 1996).

Jejich pfitomnost je potvrzena u vétSiny organismil, od bakterii (Bishop et al., 1995)

ptes rostliny (Bugos et al., 1998; Charron & Sarhan, 2006) az po savce.

3.1. Struktura lipokalinii

Priméarni a sekundarni struktura

Nejcastéji maji geny pro lipokaliny typickou strukturu zahrnujici sedm exonil a Sest
intront (A-F) (Grzyb et al., 2006). Ty jsou aZ na malé vyjimky transkribovany do 1,6 — 1kb
dlouhych mRNA. Procesem translace dochdzi ke vzniku proteinli o délce 160 - 230
aminokyselin (Ganfornina et al., 2006). Oproti konzervované terciarni struktufe vykazuji
aminokyselinové sekvence lipokalini vysokou miru diverzity — parova srovnani vétSinou
spadaji pod 20 % podobnosti, nicméné vétSina sdili tii kratké strukturné konzervované
regiony (angl. structurally conserved protein regions — SCRs) (Flower et al., 1993). Prvnim
znich je kratky GxW motiv (SCRI1), ktery az na vyjimky nachdzime ve druhém exonu
(Salier, 2000; Sansom et al., 1994). Mezi SCRs patii: SCR1 (vldkno A a jemu pfedchazejici
310 helix), SCR2 (vlakna F a G a smycka L6) a SCR3 (vlakno H a pfilehla residua) (Flower,

1996). SCR1 miZeme povazovat za diagnosticky a na zaklad€ jeho ptfitomnosti lze urcit, zda
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dany protein patii mezi lipokaliny. Lipokaliny majici vSechny tfi tyto regiony fadime
do skupiny ,kernel®, zatimco mensi a divergentnéj$i skupina sdili pouze jeden z motivl
— nazyvame je tedy ,outlier* (Flower et al., 1993). Z lipokalini zminénych v této diplomové
préci patfi mezi ,.kernel* lipokaliny MUPs a as,-globuliny; OBPs, Afrodisin a VNSP nalezi

mezi ,,outlier lipokaliny.

Tercidrni struktura

Terciarni struktura je napfi¢ lipokaliny velmi konzervovand a piedstavuje B-valec
tvofeny osmi antiparalelnimi strukturami (vlakny) B-skladaného listu, které obklopuji vnitini
vazebna mista pro ligandy (Obrazek 1). Ligandy mohou mit rtiznou velikost, tvar, a tak se
1 vazebnd mista riznych ligand mohou lisit. B-vélec ma dva konce — otevieny a uzavieny,
které se 1i8i svou funkeci i strukturou.

Osm antiparalelnich struktur je oznaceno pismeny A-H (Obrazek 2) a jsou propojeny
pfi€nymi vodikovymi mustky. Jednotliva vldkna spolu interaguji diky propojenim (L1-L7),
které jsou az na jedinou vyjimku (tj. L1) utvafena B-vlasenkou. Na jednom konci nachazime
Ctyfi propojeni (L1, L3, LS a L7), na jejichz strané¢ se nachdzi otvor pro pfistup liganda
ke svym vnitinim vazebnym mistim, a proto ho nazyvame otevienym koncem molekuly.
Spojeni vlaken A a B (L1), je typem Q - je v&tsi a vice flexibilngjsi a prekryva tak otevieny
konec B-vélce. Druhy konec vytvaii tii B-vlasenky (L2, L4 a L6). Na N-terminalnim konci je
3iohelix a na C-terminadlnim konci nachazime mezi vldknem H a kratkym termindlnim
vldknem I a-helix. a-helix je pfitomny u vSech lipokalint, ov§em jeho pozice v rdmci osy

B-valce a délka se muze lisit (Flower et al., 1996; Flower et al., 2000).
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Obrazek 1: Vizualizace 3D struktury mySiho MUP-I, kterou jsem vytvofila s pouzitim programu PyMOL.
Zdroj sekvence: PubMed (Timm et al., 2001).
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Obrazek 2: Rozvolnéna terciarni struktura lipokalini. Upraveno podle: FLOWER, D.R, 2000. The lipocalin
protein family: structural and sequence overview. Biochimica et Biophysica Acta. roc. 2000. s. 9-23.
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3.1.1. Lipokaliny s funkci v chemické komunikaci

3.1.1.1. Hlavni mocové proteiny (MUPs)

Jedna se o proteiny o molekulové hmotnosti ptfiblizné¢ 18-19 kDa (Cavaggioni &
Mucignat-Caretta, 2000; Robertson et al., 2007). Jsou kodovany velkym poctem gent, které
u mysi vytvareji ptiblizné 2 Mb cluster na chromosomu 4 (Hastie et al., 1979). Nomenklatura
MUPs je slozita. Dfivéjsi oznaceni genli pro MUPs (MUP I-VI) podle Shahana (1987)
nepopisovalo jednotlivy gen, ale jejich vétsi mnozstvi. Novéjsi publikace odhaluji, ze genii
kédujicich MUPs lze rozlisit 21, stejné mnozstvi je i pseudogenti (Logan et al., 2008;
Stopkova et al., 2009). Na zéklad¢ genomické organizace MUPs u mysi je miizeme rozd¢lit
do dvou skupin — tiida A - starSi a divergentné;si tfida 6 genli (Mupl, Mup2, Mup18, Mup24,
Mup25 a Mup26)* a 5 pseudogent, déle pak t¥ida B - recentné reduplikaci vznikla skupina 15
genti (Mup3 — Mup17)’ s vysokou hladinou sekvenéni a funkéni homologie. PiestoZe je jejich
polymorfismus v aminokyselinové sekvenci velmi nizky, odliSuji se v substituci jednotlivych
nukleotidi a deleci tripletli. Napfi¢ vybranymi zéstupci placentalnich savcl je pozorovan
znaény geneticky polymorfismus pouze u Mus musculus, mirny pak u Rattus norvegicus
(Logan et al., 2008).

K syntéze MUPs dochazi v jatrech, poté prechdzi do plazmy a jsou filtrované skrze
ledviny do mo¢i (Riimke & Thung, 1964). Mo¢ mysi domacich, M. m. domesticus, obsahuje
vysokou koncentraci proteinti o hmotnosti 18 - 19 kDa z nichz 99 % ptedstavuji pravé MUPs
(Humphries et al., 1999). Je publikovéno, Ze mo¢ samct divoce Zijicich myS$i domadcich,
M. m. domesticus, obsahuje vyjimec¢né mnozstvi MUPs — 10-30 mg/ml (Beynon & Hurst,
2003).

Exprese MUPs v jatrech podléha hormonalni kontrole androgentli, v prvni fadé
testosteronu, dale je modulovana thyroxinem a rdstovymi hormony. Pfidani rdstového
hormonu ¢i thyroxinu za pfitomnosti testosteronu zvysilo 150x expresi mRNA pro MUPs

(Knopf et al., 1983).

> Cislovani MUPs je podle publikace Logan et al., 2008
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K expresi genil pro MUPs vSak dochézi 1 v dalSich tkanich (Shahan et al., 1987):
i MUPI jatra
i. MUPII jatra a mlécné zlazy
ii.  MUPIII jatra
iv. MUPIV slzné, ptiusni a podjazykové Zlazy (jen u adultnich jedincti)
v. MUPV podcelistni, podjazykové a slzné Zlazy
vi.  MUP VI ptiusni zlazy dospélych jedincii

3.1.1.2. Informaéni charakter MUPs

Existuje n¢kolik hypotéz, které popisuji zapojeni MUPs v chemické komunikaci:

i.  MUPs maji schopnost vazat Siroké spektrum ligandd, které vyvolavaji fyziologickou

a behavioralni dopovéd’ (Jemiolo et al., 1986; Cavaggioni et al., 1987; Novotny et al.,
1999; Novotny, 2003).

ii. ~ MUP vazbou ligandu zpomaluje jeho evaporaci (Hurst, 1998).

iii.  MUP samotny ma informacni charakter (Vandenbergh et al., 1975; Mucignat-Caretta
et al., 1995; More¢, 2006; Chamero et al., 2007).

iv.  MUP interaguje piimo s olfaktorickymi nebo vomeronasalnimi receptory (Sharrow et
al., 2002).

V nésledujici ¢asti jsem shrnula nejvyznamnéjs$i poznatky o MUPs, které indikuji jejich

klicové plisobeni v olfaktorické komunikaci mySovitych hlodavct.

1.  Rozdilna exprese u jedincu opa¢ného pohlavi

Exprese MUPs je zavisla na pohlavi jedince, samci na rozdil od samic produkuji vice
téchto proteintt (Wicks, 1941). Odlisnd intersexudlni kvantita mRNA kodujici MUPs byla
pozorovana jak u poddruhu M. m. domesticus, tak 1 u poddruhu M. m. musculus, kde byl tento
rozdil vyraznéjsi (Sampsell & Held, 1985). To, ze je produkce hlavnich mocovych proteini
u téchto dvou podruhti mysi pohlavné dimorfni potvrzuji i dals$i publikace vénujici se
zastoupeni MUPs jak na Grovni exprese mRNA, tak i na jejich aktudlni koncentraci v moci
(Stopkova et al., 2007; Janotova & Stopka, 2009). Pohlavni dimorfismus v produkci MUPs
byl pozorovan i u inbredniho kmene mysi C57BL/6, kdy byla koncentrace MUPs v moc¢i

samcu 3 — 10x vyssi nez u samic (Stopka et al., 2007).
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1i.  Poddruhové specifické zastoupeni MUPs

Ukazuje se, ze existuji poddruhové specifické rozdily v urovni syntézy MUPs. Bylo tomu
experimentalné prokazano u M. m. musculus a M. m. domesticus. Hladina MUPs na arovni
proteini vmoc¢i a stejné i exprese mRNA kodujici MUPs v jatrech byla u samct
M. m. musculus vy$8i nez u M. m. domesticus (Stopkova et al., 2007). Dalsi publikace se
zamefuje na analyzu t€kavych latek pfitomnych v moci téchto dvou poddruht. Vyssi kvantita
byla pozorovéana u poddruhu M. m. domesticus a rozpoznani poddruhu se déje pravdépodobné
na zaklad¢ jejich proporce v pachové stopy (Mucignat-Caretta et al., 2010).

Autofi dal$i publikace analyzovali zastoupeni jednotlivych variant MUPs napfic¢
30 inbrednimi kmeny laboratornich mysi. Byly vyc¢lenény pouze dvé skupiny s podobnym
fenotypem MUPs, coz je v kontrastu svysledky u divoce zijicich mySi domadcich
(M. m. domesticus), kde byla odhalena velkd variabilita v expresi MUPs u neptibuznych
jedinct. Inbredni kmeny jsou vSak geneticky homozygotni a projevuji jednodus$si profil
MUPs s mensim poctem izoforem. Odchylky chybély nejen v ramci jednotlivych kmend, ale
1 mezi nimi. Na rozdil od schézejici variance na Grovni kvalitativni, byl mezi jednotlivymi

kmeny zaznamenén rozdil v celkové produkci mocovych proteinti (Cheetham et al., 2009).

1il. Vliv socidlniho kontextu

Stopka a Macdonald (1998) poukazuji na souhru Whittenova® a Lee-Boot” efektu
v zavislosti na socidlnim kontextu. Samice mySice kiovinné (4. sylvaticus) zkratily estralni
cyklus a prodlouzily estrus v pfitomnosti samct (samci byli izolovani za mfizkou). Tento
efekt byl mnohem vyraznéjsi v piipadé obménovani jednotlivych samct kazdy den. Estrus se
tak zdal byt téméf kontinualni. K opa¢nému jevu (prodlouzeni estralniho cyklu a zkréaceni
estru) doslo v situaci, kdy byla samice chovana jednotlivé. Tento jev byl jesté zieteln&jsi
vlivem kontaktu samice s vice samicemi (izolovanych opét za miizkou).

U inbredniho kmene mys$i C57BL/6 byla pozorovdna variance v produkci MUPs
vlivem jejich chovéni individualné nebo s jedincem opacného pohlavi. Jedinci obou pohlavi
zvysili produkci MUPs v socidlnim kontextu. Ve stejném experimentu byly u samic
pozorovany cyklické zmény v mife exprese a koncentrace MUPs v mo¢i. Maximum bylo
dosazeno den pted nastupem plodné faze estralniho cyklu — tj. estru a je mozné, Ze samice tak

samctim davaji najevo svlij reprodukéni status (Stopka et al., 2007).

® Whittentiv efekt — zptisobuje vyvolani estru a jeho synchronizaci (Whitten et al., 1968)
7 Lee-Boot efekt — potladuje estrus v piitomnosti pachu jinych samic (Lee & van der Boot, 1955)
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prostiedi k regulaci hladiny MUPs v moci. V experimentu, kdy byli samci chovéni se
samicemi, zvySili samci produkei téchto lipokalind, k opacnému efektu doslo v podminkéch,
kdy byli samci chovani s jedinci stejného pohlavi. Samice naopak v pfitomnosti samce snizily
produkci MUPs. To je vSak v protikladu s vysledky pfedchoziho experimentu u inbredniho
kmene mysi C57BL/6 (Stopka et al., 2007), kdy samice zvysily jejich produkci. Tento rozdil
je mozné vysvétlit tim, ze k bytku MUPs dochdzi vlivem stresu zpisobenym piitomnosti
nezndmého samce (Janotovd & Stopka, 2011). Jedinci inbredniho kmene jsou geneticky
identicti a pravé ztoho diivodu nejspi§ nepovazuji samce stejného kmene za nezndmého

(Nevison et al., 2003).

1v. Individudlni podpis a pfibuznost

cey

Nedochazi k expresi vSech 21 geni pro MUPs. Samci divoce Zijici mySi doméci
(M. m. domesticus) stabilizuji produkci jednotlivych 4-12 MUPs v pribéhu svého Zivota
(Robertson et al., 1997). Pozd¢jsi publikace potvrdila variabilitu MUPs nejen u samct, ale
i samic - ve vzorcich mo¢i mysi (M. m. domesticus) bylo detekovano 4-14 riznych typt
MUPs (Beynon & Hurst, 2003). Diky vyraznému polymorfismu na proteinové urovni
a stabilité tohoto profilu v pribéhu Zivota funguji jako tzv. individudlni podpis (Hurst et al.,
2001) a poskytuji informaci o individualité toho, ktery dany signal vydava, coz by mohlo
ptispét k vyhnuti se inbreedingu, zachovani genetické identity a zvySeni pravdépodobnosti
vybéru nejlepsiho partnera k pareni. U stejného poddruhu bylo odhaleno, Ze se vétsina jedinct
snazi predejit ptibuzenskému ki#izeni na zaklad¢ rozliSeni haplotypi MUPs zdédénych
od rodi¢ovskych populaci (Sherborne et al., 2007). Toto je vSak kontroverzni. Dospivajici
samci opousti sva rodna teritoria a zda se nepravdépodobné, ze by se setkali s jedinci se

shodnymi haplotypy (Janotovéa & Stopka, 2009).

v.  Agresivni chovani

MUPs maji schopnost vazat a uvoliiovat chemické latky vyvolavajici agresi (Novotny et
al., 1985). Stejné tak i synteticky vytvofené MUPs maji potencidl k vyvolani teritorialni
agrese mezi samci (Chamero et al., 2007). Sou€asny vyzkum se zaméfuje pravé na samotné
MUPs v souvislosti s agonistickym chovanim, které v sob&é zahrnuje prvky aktivniho

i pasivniho bojovného chovani pii stietu jedinct stejného druhu.
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Pravdépodobné  existuje  korelace  agonistického  chovani samci  mysSi
(M. m. domesticus) a variant MUPs identifikovanych metodou isoelektrické fokusace (IEF).
U agonisticky se chovajicich samct bylo identifikovano vice variant v oblasti MUPs. Tento
vzor byl pozorovan v dobé odstaveni mlad’at, pozd€ji zmizel (Rusu et al., 2008). Recentni
publikace odhalila dva specifické synteticky vytvorené rMUPs (rMUP20 a rMUP3), které
vyvolavaji agresi mezi samci. Tento efekt neni modulovan koncentraci, ptedchozi zkuSenosti
a ani celym repertodrem MUPs, je vSak ovlivnén kontextem — vyZzaduje fyzicky kontakt

s jedincem, ke kterému je agrese smétfovana (Kaur et al., 2014).

V1. Znaceni teritorii a socidlni status

Byl pozorovan rozdil v produkci moci samci (M. m. domesticus), kdy jedinci
s dominantnim postavenim produkuji vice mo¢i (Drickamer, 1995) a mocovymi znackami
oznacuji cela sva teritoria (Desjardins et al., 1973; Hurst, 1990). U dospélych samcti mysi
doslo ke spusténi agresivniho chovéani a konkuren¢niho znaceni teritorii po vystaveni stimulu
obsahujicim MUPs jiného samce (Humphries et al., 1999; Chamero et al., 2007).
Konkuren¢ni znaceni teritorii bylo také vyvolano detekci MUPs bez navazaného ligandu
(Beynon & Hurst, 2004). Naopak detekce vlastni mocové znacky nestimuluje znaceni teritoria
(Nevison et al., 2000). Behaviordlni vyzkum potvrzuje, Ze konkurenc¢ni znaceni teritoria
mocovymi znackami zdvisi na celém repertoaru MUPs v mo¢i samct a rozliSeni vlastni
mocCové znacky od cizi je dano predchozi senzorickou zkuSenosti. Stejné¢ tak zdlezi
1 na koncentraci MUPs. Pokud byla hladina jednoho rMUP ¢tyfnasobné zvySena v porovnani
s vlastni moc¢ovou znackou, samec na to odpoveédél konkurenénim znacenim (Kaur et al.,

2014).

vii.  Pohlavni vybér

Samice myS$i domdci jsou na zdkladé MUPs, obsaZzenych v mocové znacce, schopné
rozpoznat samce, se kterym se diive setkaly. Nutny je vSak pfimy fyzicky kontakt se zdrojem
téchto chemickych signald (Cheetham et al., 2007). Ukazalo se, ze samice mysi
M. m. domesticus preferuji heterozygotni samce a pro jejich identifikaci vyuzivaji specificky
geneticky marker - MUPs (Thom et al., 2008). Rozdily v kvantit¢ chemickych signalt

odrazeji kvalitu jedince a ovliviiuji tak samici preference vyberu partnera (Wyatt, 2009).
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3.1.1.3. 02y~ globuliny

Strukturou jsou ay,-globuliny podobné MUPs, v nativnhim stavu jsou monomery,
soucasné s MUPs sdileji schopnost transportovat malé hydrofobni molekuly (Bocskei et al.,
1992). Prvni ay,-globulin, jehoz exprese je hormonalné regulovana, byl objeven v moci
dospélych potkanti, kde zaujimal 30-50 % z celkové proteinové slozky moci (Roy & Neuhaus,
1966). Elektroforetickd mobilita ay,-globulinu je podobné a,-globulinu v plazmé, index ,,u*
oznacuje, ze ho nachdzime v moci. K jeho tvorbé dochazi v parenchymalnich hepatocytech
u dospélych samcti potkanti, v men$im mnozstvi je syntetizovan i v jinych tkanich (Roy et al.,
1983). Nyni vSak vime, Ze se jedna o rodinu vice proteinii o molekuldrni hmotnosti ptiblizné
20 kDa, jejich pfitomnost byla potvrzena v jatrech, podcelistnich, slznych a mléénych Z1azach
potkand (Maclnnes et al., 1986). Celkem je popsano 9 geni a 13 pseudogenil a predpoklada
se, ze k expanzi genil pro MUPs a ay,-globuliny doslo nezavisle z jednoho nebo malého poctu

ancestralnich genti (Logan et al., 2008).

3.1.14. Slinny lipokalin (SAL1)

Nejen mo€ je zdrojem chemickych signali. V experimentu, kdy byly samice mysi
vystaveny nékolika vzorkim sam¢i homogenizované tkang€, doSlo v piipadé expozice
prepucialnimi a slinnymi zldzami k indukci estru (Marchlewska-Koj et al., 1990). Role slin
v intersexudlni komunikaci je nejlépe prozkoumana u prasat (Signoret et al., 1970), podobné
jako role moc¢i u mysi. Proteiny fungujici jako transportéry chemickych signali ve slinach
prasat byly oznaeny jako pheromaxeiny (Booth et al., 1988; Booth et al., 1991). Pozdé&ji byla
v podcelistnich Zlazach popséna pfitomnost praseciho lipokalinu SAL1 (angl. salivary
lipocalin), ktery se vSak lisi od diive popsanych pheromaxeint vyssi molekulovou hmotnosti.
Jeho exprese je sexualné dimorfni (u samic a subadultnich samcii ho nenach4zime) a podobné
jako MUPs vaze ligandy (5o androstenon, 5o androstenol a 2-isobutyl-3-methoxypyrazin)
(Marchese et al., 1998). Ukdzalo se, ze SAL1 existuje ve dvou isoformdach, které se lisi
substituci tfi aminokyselin (Loebel et al, 2000). Terciarni struktura SAL1 je vytvafrena
B-vélcem, ktery obsahuje jednu hlavni dutinu, kterd je v porovnani se stejnou strukturou
u ostatnich lipokalinli mensi. OvS§em diky pfitomnosti dvou mensich dutin dosahuje vnitini

dutina stejné velikosti jako OBPs (Spinelli et al., 2002).
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3.1.2. Dalsi lipokaliny s moZnou ucasti v chemické komunikaci

3.1.2.1. Odoranty vazajici proteiny (OBPs)

Dalsi lipokaliny, jejichZ exprese byla poprvé popsana v nosni sliznici, jsou Odoranty
vazajici proteiny (angl. Odorant-binding proteins — OBPs). Prvni savéi OBP byl izolovan
z ¢ichové sliznice kravy a je charakteristicky svou specifickou afinitou k 2-isobutyl-3-
methoxypyrazinu (Bignetti et al.,, 1985). Tyto lipokaliny jsou obsaZeny ve slizové vrstvé
chranici ¢ichové neurony a UcCastni se transportu odorantl k olfaktorickym receptorim
(Pevsner & Snyder, 1990). Pozdéji se ukdzalo, ze mistem exprese OBPs je nejen nosni
sliznice, ale 1 vomeronasalni orgén (Guiraudie et al., 2003).

V nosni sliznici mysi byly identifikovany nejprve dva OBPs — OBP-I a OBP-II (Pes et
al., 1992). OBP-I je heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek o hmotnosti 18 a 19 kDa,
popsany v NCBI jako OBPla a OBP1b. OBP-II je monomer jehoz molekularni hmotnost je
21 kDa. Stejnou metodou byly izolovany dalsi lipokaliny, a to OBP-IIl a OBP-IV, ale
na zaklad¢ analyzy sekvenci byly zatazeny k MUPs (Pes & Pelosi, 1995).

Recentni publikace popisuji genovy shluk velikosti 0,5 Mb na mySim X chromosomu
(Stopkova et al., 2009; Stopkova et al., 2014). Bylo identifikovdno celkem 6 genli a dva
pseudogeny (pseudogeny jsou oznaceny pismenem P). VSechny geny maji na proteinové
urovni typicky CxxxC motiv. Tti aminokyseliny nachéazejici se mezi témito cysteiny miZzeme
povazovat za diagnostické (uvedeny v zavorce nize). Geny pro OBP vznikly opakovanou

duplikaci tii ptivodnich genii a mohou byt rozd€leny do tfi strukturné odlisnych skupin:

i. 1. skupina (CNDDC) - Obp1, Obp2 a Obp3P (odpovida OBP-II)
ii. 2. skupina (CEKEC) - Obp4P, Obp5 a Obp6 (odpovida OBP1a)
iii. 3. skupina (CDEGC) — Obp7 a Obp8 (odpovida OBP1b)

Afrodisin, ktery vykazuje nejvétsi homologii s mySimi geny pro OBP (Stopkova et
al., 2010), byl poprvé popsan ve vagindlnim sekretu kieckl zlatych (Mesocricetus auratus).
Tento protein izolovany ze samiciho sekretu mé schopnost stimulovat kopulacni chovani
samcl (Singer et al., 1986). Patii také mezi lipokaliny a jeho hmotnost je pfiblizn€¢ 17 kDa
(Henzel et al., 1988). Vzhledem k pfitomnosti pouze jednoho z motivli (SCRI1) jej fadime
mezi tzv. ,,outlier” lipokaliny (Flower, 1996).

Afrodisin je utvafen v Bartholiho Zldzach a déloze a k expresi genu pro Afrodisin

dochazi také v pfiusnich Zlazach samic kiecka (Migert et al., 1995; Migert et al., 1999).
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Oproti MUP a op.-globulinu se u Afrodisinu na proteinové urovni nevyskytuje
polymorfismus. Pro jeho funk¢&nost je nutny komplex protein-ligand, U¢inek Afrodisinu
naklonovaného v E. coli je mnohem nizsi (Singer & Macrides, 1990). Kromé prvotné
identifikovnych tii ligandid (2-isobutyl-3-methoxypyrazin, methyl thiobutyrat a dimethyl
disulfid) bylo identifikovano dalSich pét ligandl, které se nachdzeji ve vagindlnim sekretu
(1-hexadecanol, 1-octadecanol, Z-9-octadecen-1-ol, E-9-octadecen-1-ol a kyselina palmitova)
a které maji schopnost vazby k Afrodisinu (Briand et al., 2000; Briand et al., 2004).

V moc¢i a slinach nornika rudého, Myodes glareolus, byla prokazéna pievazujici
ptitomnost OBPs podobnych Afrodisinu. Na nukleotidové 1 proteinové urovni byly
identifikovany tf1i jejich varianty (Obpl, Obp2 a Obp3) a je mozné, Ze zastavaji podobnou
ulohu v chemické komunikaci jako MUPs u mysi (Stopkova et al., 2010).

Funkce OBPs

Zpocatku se myslelo, ze OBPs jsou pouhymi pasivnimi transportéry a sbérateli
odorantll, ale prokéazalo se, Ze interaguji i s dalSimi strukturami. Nize jsem popsala vybrané
hypotézy tykajici se uplatnéni OBPs v chemické komunikaci.

i.  OBPs hraji aktivnéjsi tlohu, ve které olfaktorické neuroreceptory rozpoznévaji
komplex OBP/odorant. Nékolik autord popisuje vyrazné strukturni zmény, které
vznikaji pravé v odpovédi na vytvofeni komplexu OBP/odorant (Nespoulous et al.,
2004; Lobel et al, 1998; Pelosi, 1998) a prave tato zména muize dat podnét pro vznik
transduk¢ni kaskady.

ii. Briand et al. (2000) jako prvni piedeslal uplatnéni OBPs jako nosi¢i
organoleptickych smési k odorantovym receptoriitm. Prvni evidence o OBPs
a jejich komunikaci s ¢ichovymi receptory byla zaznamendana in vitro u praseciho
OBP a lidského olfaktorického receptoru OR17-210 (Matarazzo et al., 2002). Zda se
pravdépodobné, Ze pravé vdisledku navazani ligandu uvnitt B-barelu doslo
k rozevieni jeho parovych vldken a je mozné, ze praveé tato zména je signalem
pro olfaktorické receptory (Hajjar et al., 2006).

iii.  Matarazzo a jeho spolupracovnici zaroven navrhuji, Ze pfi vysoké koncentraci ligandli
funguji OBPs jako jejich sbératelé branmici saturaci olfaktorickych receptori,

zatimco pfi jejich nizkych koncentracich funguji jako transportéry, aktivné k nim
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dopravujici tyto odoranty (Matarazzo et al., 2002). V souladu s tim je i publikace, kde
se spekuluje o uplatnéni OBPs v deaktivaci téchto ligandl (Lazar et al., 2002).

iv.  OBPs mozna prodluzuji aktivitu daného signilu tim, Ze zadrzuji a postupné
uvolnuji ligandy, které jsou témito proteiny obaleny (Taylor et al., 2008).

v.  Nov¢jsi vysledky poukazuji na nezbytnost komplexu OBP/odorant pro rozpoznani
¢ichovym epitelem. Ve stejném experimentu bylo popséano, zZe k odstranéni odorantli
z mukozni sliznice prostfednictvim OBPs dochazi v fadu nékolik sekund a ze jsou tyto
komplexy selektivné piijimany sustentakularnimi builkami, které se nachézeji
v apikalni vrstvé epitelu. Dale bylo odhaleno, Ze vhodnym receptorovym kandidatem
ptitomnym v téchto buitkich by mohl byt megalin®, ktery patii mezi LDL’-receptory
(Strotmann & Breer, 2011).

3.1.2.2. Lipokalin 3 a 4 (Vomeronasal secretory protein 1 a 2)

Ve vomeronasdlnim organu dochazi k produkci LCN3 (VNSP1) a LCN4 (VNSP2),
jejich molekulova hmotnost je 19 a 20 kDa. K expresi isoformy VNSP1 u mysi dochazi jen
v prvnich tydnech Zivota a na poc¢atku puberty. Jeho pfitomnost pravé v téchto periodach je
spojovana s jeho roli v rozpozndni matky a vyhledani partnera. Pravdépodobné plni stejnou

funkci jako OBP v nosni sliznici (Miyawaki et al., 1994).

¥ Megalin (LRP2) — membranovy receptor, ktery zprostiedkovava endocytozu ligandii
’ LDL — angl. low density lipoprotein (lipoprotein o nizké hustotg)
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4. Cilova tkan

4.1. Vomeronasdlni organ a hlavni ichovy systém

Po dlouhou dobu se véfilo v to, Ze existuji dva oddélené chemosenzorické systémy, které
zastavaji odli$né funkce. Prvnim z nich je hlavni ¢ichovy systém (angl. main olfactory system
- MOS), ktery byval spojovan pouze s detekci t€kavych odoranti, nikoliv feromonti. Druhym
je vomeronasalni systém (angl. vomeronasal system - VNS), ktery se uplatituje pii detekci
feromonid. Nicméné oba tyto systémy vnimaji oba typy téchto chemickych signalt. Existuji
vSak 1 dalsi struktury, které maji chemosenzorickou aktivitu, a témi je septalni orgdn Masera
(SOM) a Griinebergovo ganglium (GG).

Cichovy epitel hlavniho ¢ichového organu (angl. main olfactory epithelum - MOE)
a stejn¢ 1 vomeronasalni organ (angl. vomeronasal organ — VNO) obsahuje receptoroveé
proteiny patiici do rodiny receptort sptazenych s G-proteinem (angl. G-protein coupled
receptor - GPCR). Jednd se o transmembranové receptory, které se skladaji ze sedmi
membranou prochézejicich domén. Oblast kolem receptorti senzorickych neuront oznacujeme
jako perireceptorovy prostor a perireceptorové udalosti jsou chemické interakce mezi
odoranty/feromony s rozpustnymi makromolekulami, které se nachdzi vtomto prostoru
(Getchell et al.,, 1984). U terestrickych zivocicht je ¢ichovy epitel pokryt slabou vrstvou
hutného slizu, ten vytvareji velké glykoproteiny, které¢ ve velkém mnozstvi vazi vodu, ¢imz
sniZuji evaporaci a mimo to zajiStuje tento slizovy obal fyzickou a chemickou ochranu pied

cizimi latkami (Pelosi, 2001).

4.1.1. Vomeronasalni organ (VNO)
Vomeronasalni, nebo také Jacobsonliv organ, ktery poprvé popsal roku 1981 dansky

anatom L. L. Jacobson, je slepé ukoncenou trubici vyplnénou mukoézni tekutinou. Jedna se
0 parovy organ, ktery je u nékterych Zivocichl chranén kosténym ¢i chrupav€itym pouzdrem
(Deving & Trotier, 1998).

Vomeronasalni epitel, ktery je soucdsti VNO je umistén na spodin€ nosni dutiny a jeho
sliznice je prostoupena senzorickymi neurony, které na svlj povrch vystavuji
chemoreceptory. Senzorické neurony pak aktivaci téchto receptori vedou signal
do ptidatného ¢ichového bulbu (angl. acessory olfactory bulb — AOB), nésledné¢ signal putuje
ptes amygdalu az hypothalamu (Munger et al., 2009).
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VNO je bohaté¢ prokrven a diky pfitomnosti hladké svaloviny, ktera obklopuje jednu az
dvé zily (Deving & Trotier, 1998) dochazi pti stimulaci k vasokonstrikci a vasodilataci cév,
coz lze ptirovnat k erpadlu (Keverne, 1999). Tento mechanismus umoziuje vomeronsalnimu
organu nasat netékavé latky jako jsou tfeba lipokaliny z mocovych znacek, vaginalnich
sekretd, sekretl pachovych zlaz ¢i slin. U nekterych druhii (kopytnici, Selmy) je VNO pies
ductus nasopalatinus propojen s dutinou ustni a tzv. flémovanim mohou byt nasaty sekrety
stimulujici VNO (Briand et al., 2004).

Dtkazem, ze VNO nevnimd pouze feromony je experiment, ve kterém byl zkouman
ucinek ethylvanilinu. Tato latka, kterd neni zndma svou feromonalni aktivitou, piesto byla
schopné aktivovat VNO (Thinh & Storm, 2003). Vysledkem dalsi publikace je pozorovani, ze
vomeronasalni senzorické neurony reaguji na 18 z celkovych 82 testovanych odorantii (Sam
et al., 2001). Pro aktivaci neurond vedoucich signal k AOB je vSak nezbytny piimy kontakt
mezi nosem jednoho jedince a tvari nebo anogenitalni oblasti druhého jedince, ktery dany
stimulus vytvari. Dale byla potvrzena nezbytnost Cerpacitho mechanismu VNO, ktery
u jedinct pod anestezii nebyl schopny nasat tékavé odoranty a aktivovat tak AOB (Luo et al.,

2003).

4.1.2. Hlavni ¢ichovy systém (MOS)
Signaliza¢ni kaskada probihajici prostfednictvim tohoto systému se lis§i od VNS. Axony

senzorickych neuront hlavniho ¢ichového epitelu se sbihajici vI. hlavovy nerv — nervus
olfactorius. Ty pak ptedavaji vzruch mitrdlnim bunkam, které se nachazeji ve specifickém
regionu hlavniho ¢ichového bulbu (angl. main olfactory bulb — MOB), které signal postupuji
vy$$im centriim jako je pyriform cortex a kortikomedidlni amygdala odkud signal putuje
do hypothalamu (Shipley et al., 2008).

Olfaktorické senzorické neurony nachazejici se v. MOE jsou bipolarniho typu s jednim
rozvétvenym dendritovym vybézkem, ktery zasahuje do mukdzni sliznice. Pravé tyto dendrity
jsou cilovym mistem pro odoranty a pravdépodobné také feromony. Funkéni magnetickou
rezonanci (fMRI) bylo prok4zéano, Ze jak odoranty, tak i feromony mohou byt detekovany

MOS i VNO (Xu et al., 2005).
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4.1.3. DalSi ¢ichové subsystémy
Septélni orgdn Masera (SOM) je malym ostrivkem cichového epitelu uvniti ¢ichové

sliznice a nachazime ho po obou stranidch nosni ptepazky. Dikaz o citlivosti SOM
na chemické signaly byl prvné demonstrovéan u potkanti s vyuzitim elektroolfaktogramu, a to
v roce 1986 (Marshall & Maruniak, 1986), schopnost SOM vnimat pachy potvrzuji i nov¢jsi
publikace (Munger et al., 2009). Stejn¢ jako i v pfipadé MOE je k signalni transdukci vétSiny
OSNs nachazejicich se voblasti SOM potieba tzv. druhého posla. Tim je cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP) a cilem projekce Ccichovych senzorickych neuronil
(angl. Olfactory sensory neurons — OSNs) je hlavni ¢ichovy lalok (Ma et al., 2003).

Dalsi strukturou Griinebergovo ganglium (GG), ktery byl poprvé popsan v roce 1973 jako
neurondlni struktura nachazejici se v predni ¢asti nosni dutiny (Grueneberg, 1973). Aferentni
vladkna OSNs nachazejicich se v oblasti Griinebergova ganglia vstupuji do MOB (Storan
& Key, 2006; Zufall & Leinders-Zufall, 2007). Umisténi GG a casny vyvoj (16. den
embryonalniho vyvoje) naznacuji jeho mozné uplatnéni jako chemosenzorického organu
v novorozeneckém obdobi, v pribéhu postnatilniho vyvoje dochédzi k poklesu bun¢k GG
(Fuss et al.,, 2005). Strategickd poloha GG napovidd o moZném uplatnéni v detekci
netékavych latek, jejichz piijem vyzaduje piimy kontakt se zdrojem stimulu (Fuss et al.,
2005).
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5. Ekologie a etologie mySic rodu Apodemus

Mysice malookd (Apodemus uralensis)

Areal vyskytu A. uralensis'’ je ostriivkovity, v Ceské republice se s ni miizeme setkat
v oblasti jizni Moravy, Slezska a Zatecka - pouze na 7,6 % aredlu CR (Andéra, 2011).
Mysice malooka se, dle svého nazvu, vyznacuje drobnéj$ima ofima a mensimi uSnimi boltci.
Délka zadni tlapky dosahuje délky max. 20,5 mm. Jeji ocas je dvoubarevny ocas a je vzdy
krat§i nez télo. Osidluje pfedevSim stepni oblasti Malé oc¢i, usi a vibrisy nasvédcuji
fosorialnimu zptisobu Zivota (Andéra & Horacek, 2005). Fylogenetick4 analyza naznacuje, ze
A. uralensis je spolecné s A. cf. hyrcanius sesterskym druhem s A. sylvaticus, A. flavicollis,
A.alpicola a A. hermonensis (Filippucci et al., 2002).

Agresivita tohoto druhu (intra- 1 inter- sexudlni) je velmi nizka (Suchomelovd &
Frynta, 2000). Allogrooming'' mezi jedinci stejného pohlavi probiha reciproéné, a to
1 u samct, coz také dokumentuje nizkou miru agresivniho chovéni tohoto druhu. Naopak
intersexudlni byl nerovnomérny, samicim bylo ze strany samcii poskytovdno vice
allogroomingu (Stopka & Graciasova, 2001).

Tento druh je spiSe monogamni. Je popisovan nizky podil mimopérovych paternit.
Nizkd mira sami¢i promiskuity se liSila v prib¢hu testovaného obdobi. Tento trend byl
pravdépodobné zplisoben meénici se hustotou populace a typem stanovisté. Ke zvyseni irovné
sami¢i promiskuity dochazi v zavislosti na zvySujici se hustotu populace (Bryja & Stopka,

2005; Bryja et al., 2008).

MySice kiovinna (Apodemus sylvaticus)

MySice kfovinna je Casto zaménovan s mysici lesni. K morfometrickému urceni druhu
je nejlepsi vyuziti délky zadni tlapky s nejcastéjsimi hodnotami mezi 20,5 az 23 mm. Ocas
obvykle neptesahuje délku téla a hranice zbarveni bokt a bficha neni oproti mysici lesni pfili$
vyrazné (Andéra & Horacek, 2005).

Jedna se o béZzny, eurytopni druh, ktery je pfizptisoben k Zivotu v rliznych habitatech.
Obyva lesy, agrikulturni oblasti, ale i mésta. K roku 2011 byl zaznamendn vyskyt tohoto
druhu na 92,6 % Ceské republiky (Andéra, 2011).

Mysice kfovinna je promiskuitni druh (Bryja et al., 2008). Samci i samice zvétSuji

rozsah svych domovskych okrski v obdobi rozmnozovani. V tomto obdobi je teritorium

1%V n&kterych publikacich je pouzivan alternativni nazev Apodemus microps.
** Allogrooming - jedinec &isti srst druhému jedinci stejného nebo opaéného pohlavi
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samce signifikantn€ vétsi (1,44 ha : 0,49 ha). Nejméné se piekryvaji okrsky samic, naopak
sam¢i teritorium piekryva okrsky nékolika samic a samice se tak mohou potencialné pafit
s n€¢kolika samci (Tew & Macdonald, 1994).

Samice pozaduji allogrooming ze strany samce, ktery plsobi jako prekopulacni
stimulace (Stopka & Macdonald, 1998). Samci se snazi docilit anogenitalniho kontaktu,
pravdépodobné za ucelem zjisténi reprodukéniho stavu samice. Pokud je samice odmitne,
poskytuji samicim allogrooming. Ten je nerovnomérny, samec jej samici poskytuje castéji

(Stopka & Macdonald, 1999).

Mysice lesni (Apodemus flavicollis)

Jedna se o nejvétsiho zastupce ze studovanych druhii. Délka zadni tlapky byva 23 - 27
mm (Andéra & Horacek, 2005). Ze vSech testovanych druhii vykazuje mysSice lesni
nejvyraznéjsi pohlavni dimorfismus (Frynta et al., 2005). Diive se oznacovala jako mysSice
zlutohrdl4, protoZe je u nékterych jedincii pfitomna vyrazné Zluté zbarvena skvrna na hrdle.
Délka ocasu dospélych jedinct je spiSe delSi nebo stejné dlouhd jako délka téla (Andéra
& Horacek, 2005).

Setkat se s ni miizeme témé&F na celém tizemi Ceské republiky (na 86,6 % CR).
Uptednostiluje nadmotiské vysky vrozsahu 200 — 600 m n. m. Jeji vyskyt byl vSak
zaznamenan i na hiebenech Krkonos a Jesenikli (Andéra, 2011). Bylo vypozorovano, ze
mysice lesni maji tendenci ke Splhavému pohybu, a tak se jejich habitat oproti mySici
kfovinné 1i§i ve vertikdlnim sméru. Dale byly sledovany jejich vnitrodruhové a mezidruhové
interakce. Byla rozliSena aktivni a pasivni dominance. Aktivni dominanci rozumime situaci,
kdy byl astup jednoho jedince vyvolan agonistickym chovanim jedince druhého (utok,
pronasledovani, hrozba). V situaci, kdy byl ustup jedince zpiisoben pouhou blizkosti
protivnika, nazyvame tento postoj pasivni dominanci. MySice kfovinné byly oproti mySicim
lesni agresivnéjsi mezi jedinci téhoz druhu. Jejich dominance byla zprostiedkovéana aktivni
cestou. Naopak u mysic lesnich byly vnitrodruhové interakce vyvazené. V mezidruhovych
interakcich byly mysSice lesni pasivné dominantni, patrné z divodu vétsi velikosti (Hoffmeyer,
1973).

Samice se pravdépodobné pafi pouze s dominantnim samcem, avsak s cilem zvyseni

reprodukéniho uspéchu ziejmé dochéazi ke kopulaci i s jinymi samci (Bryja et al., 2008).
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6. Material a metody

V ramci diplomové prace bylo provedeno nékolik metod, s jejichz pomoci bylo mozné
testovat vyty¢ené hypotézy. Prace pocinala odchytem zvifat na jednotlivych lokalitach,
vyhodnoceni vzorkidl zahrnovalo proteomické metody, hmotnostni spektrometrii a analyzu
ziskanych sekvenci. Mou néaplni byla pfedev§im proteomickd €ast, metodika zobrazena

v boxech je vysledkem spoluprace kolegii a externich pracovnikd.

6.1. Material

Experimentalni zvirata

Odchyty zvitat probihaly v priibdhu let 2011 — 2014 na nékolika lokalitach Ceské a Slovenské
republiky (Obrazek 3). K chytani byly pouZzity Zivolovné pasti (Sherman a Chmela). Jedinci
byli oznaceni jedinecnym cislem napt. 1/130510 (tedy jedinec ¢. 1 odchyceny dne 10. 5.
2013), ¢imz bylo zbranéno opakovanému testovani stejnych individui. Po pifevozu byli
chovani jednotlivé v terariich T4 (Velaz) se svételnym rezimem 12:12. Podavéna jim byla
voda a krmnéa smés pro mysi a potkany ST-1 (Velaz) a to ad libitum. Vzorky byly odebrany
pouze od dospélych jedincii (starSich 6 tydntl).

Mysice malooka (Apodemus uralensis) (N =10; 535 a5%)
Mysice kiovinna (Apodemus sylvaticus) (N = 10,535 a5?)
Mygsice lesni (Apodemus flavicollis) (N =10; 5 a59)
MyS doméci (Mus musculus) (N =10; 55 a59)

1 Iv{oudnice nad Labem

djr/#f 2 Zatecko
3 Svétla Hora
2
¢ el 4 Zajeli
5 Drnhholec
6 Sebastovce
N/ . f

Obrazek 3:Oblasti odchytu experimentilnich jedincii v Ceské a Slovenské republice. 29



Chemikalie

Aceton p.a.

Agar6za (A9539, Sigma)
0,5%Bromfenolova modf
DL-Dithiothreitol (D9163, Sigma)
Dodecylsiran sodny — SDS (L3771, Sigma)
Ethanol — denaturovany

Flamingo Fluorescent Gel Stain (161-0492, BIO-RAD)
Glycerol (G7893, Sigma)

CHAPS hydrat (C9426, Sigma)
Iodoacetamid — TAA (161-0378, BIO-RAD)
36%Kyselina chlorovodikova p.a.
99%Kyselina octova p.a.

Mineralni olej (163-2129, BIO-RAD)
Mocovina (U6504, Sigma)
B-merkaptoethanol (161-0710, BIO-RAD)
Thiomocovina (T8656, Sigma)

Trizma (T3771-5006, Sigma)

Roztoky

Ekvilibra¢ni pufr — pfiprava 30 ml (pro 10 gelu)
10,8 g mocovina (U6504, Sigma)

7,5 ml Tris-HCI (pH 8, 8; 1, 5 M)
0,6 g Dodecylsiran sodny (L3771, Sigma)
6 ml glycerol (G7893, Sigma)

7,5 ml destilovana voda

0,6 ¢ DTT (D9163, Sigma) / 0,75 g IAA (161-0378, BIO-RAD)

Fixac¢ni roztok
40%denaturovany ethanol

10%kyselina octova p.a.

Barvici roztok
Flamingo ™™ Fluorescent Gel Stain(161-0492, BIO-RAD)



Rehydrataéni pufr — pfiprava 1 ml
0,42 g mocovina (U6504, Sigma)

0,15 g thiomocovina (T8656, Sigma)

0,01 g CHAPS hydrat (C9426, Sigma)

0,0031 g DL-Dithiothreitol (D9163, Sigma)

500 ul dH,O

10 pl amfolyty ReadyStrip 100x pH 3.9.-5.1. (163-2098, BIO-RAD)

10 pl bromfenolova modt

Dalsi material

4-20% Criterion" " TGX™ Precast Gel, IPG+1 Well Comb, 11 cm (567-1091, BIO-RAD)
Elektrodové papirky (165-4071, BIO-RAD)

Experion Pro260 Starter Kit (700-7110, BIO-RAD)

ReadyStrip™ IPG Strips (163-2024, BIO-RAD)

Rounded-Bottom Microplates (165-7217, BIO-RAD)

SigmaMarkerTMlow range, mol wt 6,500-66,000 Da (M3913, Sigma)

11cm Focusing Tray With Lid (165-4020, BIO-RAD)

11 cm Rehydration/Equilibration Trays (165-4025, BIO-RAD)

Pristrojové vybaveni

Elektroforéza CRITERION DODECA "CELL (BIO-RAD)
zdroj: POWER-PAC 3000 (BIO-RAD)

chladi¢: MultiTemp III (Amersham Biosciences)
Experion™ Automated Electrophoresis System (BIO-RAD)
Experion Priming Station (BIO-RAD)

EXQuest Spot Cutter (BIO-RAD)

Fokusator PROTEAN IEF Cell (BIO-RAD)

Molecular Imager"FX (BIO-RAD)
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6.2. Metody

6.2.1. Cipova gelova elektroforéza (Experion)
Vyhodou cCipové gelové elektroforézy je rychld simultanni analyza nékolika vzork.

Jedna se o automatizovany systém vyuZzivajici fluorimetrickou detekci. BEh Experionu trva
30 minut a za tu dobu je mozné vyhodnotit 10 vzorkd. Kromé& rychlé analyzy je dal$im
pozitivem potfeba minimalniho objemu vzorku. Vzorky byly analyzovany za redukujicich

podminek.

Priprava roztokii a vzorki

Odbér vzorkt moci byl proveden jemnym stiskem bfisni stény, ptipadné ponechdnim

jedince v Cistém terdriu. Pokud nebyl vzorek vyhodnocen ihned, byl skladovan v -20° C.

' DRUH JEDINCE OBJEM VZORKU SLIN OBJEM VZORKU MOCI
M. musculus musculus I 0,1p
Apodemus sylvaticus 1p 1p
Apodemus uralensis 1u 1p

Tabulka 2: Objem vzorkii slin a mo¢i

V prvni fadé bylo nutné dodané reagencie (soucast kitu Experion Pro260) nechat
15 minut vytemperovat pifi pokojové teploté a chrénit je pied svétlem. Nasledné byly kratce
promichdny na vortexu a centrifugovany. Ptfiprava bezbarvého gelu, gelu s fluorescencni

barvou vzorkového pufru probéhla podle dle nésledujiciho postupu:

Bezbarvy gel (G)

e Cely obsah dodané reagencie G (520 pl) byl pfenesen do mikrozkumavky s filtra¢ni
kolonkou.

e Filtrace byl provedena centrifugaci po dobu 5 minut pii 10 000 g.

e Poté byla kolonka vyjmuta a z dGvodu citlivosti na svétlo byla mikrozkumavka

obalena alobalem.

Gel s fluorescenéni barvou (GS)

e Nejprve bylo k bezbarvému gelu (520 pl) pridano 20 pl barvy (Pro260 Stain).
e Vznikly obarveny gel byl ptfenesen do mikrozkumavky s filtracni kolonkou

a nasledujici potup byl shodny s ptipravou bezbarvého gelu (G).
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Vzorkovy pufr

e Do nové mikrozkumavky bylo aplikovano 30 pl vzorkového pufru a k nému byl
pfidan 1 pl BME (B-merkaptoethanol).

e Nasledovalo promichéani na vortexu a centrifugace.

Piiprava vzorktu a hmotnostniho markeru

Ptiprava vzorkli a hmotnostniho markeru prob¢hla stejnym zptsobem:
e Ke 2 pl vzorkového pufru byly pfidany 4 ul vzorku/markeru.
e Po jejich promichani na vortexu a centrifugaci byly vorky a hmotnostni marker
zahtivany ve vodni 14zni pfi teploté 95 - 100° C po dobu 5 minut.
e Po kriatkém ochlazeni bylo ke vzorklim i markeru pfidano 84 pl destilované vody

a opét nasledovalo promichani a centrifugace.

Priprava Cipu

Nejprve bylo nutné zavést gel do systému mikrokandlkii ¢ipu. 12 pl filtrovaného gelu
s fluorescencni barvou (GS) bylo opatrné a bez bublin naneseno do jamky znacené GS
v pravém hornim rohu. Cip byl vloZzen do tzv. ,,Priming station a v pribéhu 60 s doslo
k iniciaci Cipu.

Prebyte¢ny gel byl z jamky GS odstranén a poté bylo 12 ul roztoku GS aplikovano
do vsech takto oznacenych jamek (i té slouZici k iniciaci ¢ipu). Do jamky G bylo pipetovano
stejné mnozstvi bezbarvého gelu (G) a vzorky o objemu 6 pl byly naneseny do jamek 1 - 10.
Do posledni zbylé jamky znacené L bylo aplikovano 6 pl hmotnostniho markeru.

Cip byl ve spravné orientaci (podle $ipky B3) umistén do elektroforetické stanice
a stiskem zeleného tlacitka a softwaru Experion byla zahajena analyza trvajici 30 minut.
Po kazdé analyze bylo nutné ocistit elektrody s pomoci Cistictho €ipu naplnénym 800 pl

destilované vody.

Vyhodnoceni dat 7 Experionu

Vysledkem analyzy je virtualni gel a graficky zdznam separac¢niho pribéhu analyzy
jednotlivych vzork. Pro naslednou kvantitativni analyzu byla pouzita data shrnuta
ve vysledné tabulce (Single Table) a zvolend byla metoda procentudlniho uréeni, protozZe tato
metoda dobfe pracuje se vzorky se stejnym ¢i podobnym proteinovym slozenim. Dalsi

vyhodou této metody je, ze se obejde bez vnitinich standarda.
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6.2.2. 2D — elektroforéza
Dvourozmérna elektroforéza je separacni technikou, kterd umoziuje rozdélit proteiny

na zaklad¢ jejich izoelektrickych bodl v gradientu pH a ve druhém sméru podle jejich
velikosti. Prvnim metodou je izoelektrickd fokusace a ve druhém rozméru dochdzi s vyuZzitim
SDS-elektroforézy k rozliSeni proteinti dle velikosti. Denaturace proteinti se d&je vlivem
dodecylsiranu sodného (SDS). Vysledkem je tzv. proteinova mapa. Vyhodou oproti predeslé

metod¢ (Experion) je moznost proteiny dale analyzovat.

Odbér a piiprava vzorku

Vzorek byl ziskan vyplachnutim ustni dutiny 3x 50 pl destilované vody v rozmezi
minimalné jedné hodiny (v rannich hodinach). Pokud nedoslo k okamzitému vyhodnoceni
s pomoci 2D elektroforézy, byl vzorek zmraZzen a uchovan v -20°C.

Reverznim pipetovanim byl vypocitdn objem vzorku a nasledné byl vzorek vysrazen
acetonem v poméru 1 : 10 (vzorek : aceton). Vznikla suspenze byla promichéna na vortexu
a centrifugovana 5 minut pfi 13 400 RPM. Aceton byl odsat Spickou. K odpateni zbylého

mnozstvi acetonu doslo volné na vzduchu, ov§em s ochranou pied kontaminaci.

Izoelektricka fokusace (IEF)

Diky IEF dochazi k separaci proteini dle jejich izoelektrickych bodd v gradientu
pH (3,9 — 5,1). Proteiny tak putuji do mista, kde nemaji zddny povrchovy naboj, tedy kde pH
odpovida jejich izoelektrickému bodu (pl). S pouzitim této metody je mozné rozlisit proteiny
lisici se hodnotami svych izoelektrickych bodii pouze o 0,01.

Hodnoty pH stoupaji od anody ke katod¢. Gradient pH vznikd mezi dvéma

elektrodami diky pfitomnosti amfolytii a je zaloZen na elektrochemické reakci:

° na anodé 6H,0 — 4H;0" + 4¢”
. na katodé 4H,0 + 4¢"— 2H, + 40OH"

CHEMICKA LATKA UCINEK
Mocovina a thiomodovina chaotropn} ¢inidlo - rusi nekovalentni interakce proteind a zptisobuje jejich
denaturaci
CHAPS Cisty zwitteriontovy detergent — zvySuje rozpustnost makromolekul
DTT redukéni Cinilo - redukce disulfidickych mistka
Amfolyty vytvateji potfebny pH gradient
Bromfenolova modi umoziuje snazsi manipulaci

Tabulka 3: Rehydratacni pufr pro IEF a ucinek jednotlivych sloZek.
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Po vysusSeni bylo do pelety pfidano 200 pl rehydrata¢niho pufru. Vzorek byl pribézné
po dobu 30 minut promichavédn na vortexu a kratce centrifugovan.

Rehydratovany vzorek byl nanesen rovnomérné po celé délce fokusacniho tacku
a strip ReadyStrip™ IPG Strips (163-2024, BIO-RAD) byl vlozen na vzorek gelem dold.
V priibéhu 4 hodin doslo k tplné absorpci vzorku stripem.

Do piipraveného fokusacniho tacku byly umistény na katodu i anodu navlhéené

elektrodové papirky (165-4071, BIO-RAD). Plochy gel, neboli strip byl umistény gelem dolt

a orientovany dle katody a anody. Nasledné byl jednotlivy gel zalit 3 ml mineralniho oleje
(163-2129, BIO-RAD). Ptipraveny tacek byl vloZen do fokusatoru PROTEAN IEF Cell
(BIO-RAD).

NAPETI CAS/ Vh NARUST NAPETI TEPLOTA
0 50V 9 hodin Linearni 20° C
1 250 V 15 minut Strmy 20°C
2 8000V 1 hodina Strmy 20° C
3 8000 V 30 000 V/h Strmy 20°C
4 500V 99 hodin Strmy 20° C

Tabulka 4: Nastaveni izoelektrické fokusace (IEF).

Druhy den, po dokonceni izoelektrick¢ fokusace, byly ploché gely lehce omyty
destilovanou vodou a SDS elektrodovym pufrem. Poté byl kazdy strip umistén do Cistého 11
cm ekvilibra¢niho tacku, zalit 3 ml ekvilibraéniho pufru DTT a 10 minut tfepan na tfepacce.
Po uplynuti této doby byl strip oplachnut destilovanou vodou a cely postup byl opakovan
s ekvilibratnim pufrem IAA. Nakonec byl strip oplachnut destilovanou vodou a SDS

elektrodovym pufrem.

SDS — elektroforéza

Rychlost pohybu ¢&astic v elektrickém poli je danad jejich velikosti, celkovym
povrchovym nabojem, tvarem a velikosti molekuly a jeji koncentraci. Elektroforéza probihala
ve vertikdlnim sméru a k separaci proteinit dochazelo v siti polyakrylamidového gelu. Stupeni
polymerizace akrylamidu urcuje velikost port. Jelikoz byly analyzovany neznamé vzorky,

byly vyuzity gradientové gely (4 - 20%).

Do jamky gelu 4-20% Criterion' "TGX™ Precast Gel (567-1091, BIO-RAD) bylo

aplikovano 3,5 ul markeru (SigmaMarker low range, M3913, Sigma). Pied umisténim
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stripu byla velka jamka zalita zahfatou agar6zou. Gel byl umistén do aparatury CRITERION
DODECA™CELL (BIO-RAD) a elektroforéza probihala p¥iblizné 50 minut p¥i nap&ti 200 V.
Vlivem stejnosmérného elektrického pole tak byly proteiny rozdéleny na zakladé jejich

molekulové hmotnosti.

Fixace a barveni gelu

Gel byl v prvni fazi fixovén za stalého tiepani na tfepacce ve 200 ml fixacnim roztoku
po dobu dvou hodin. Po uplynuti této doby byl roztok vymeénén za roztok barvici.

K vizualizaci protein doSlo diky fluorescenénimu barveni (Flamingo). Barvivo
obsazené vroztoku se navdzalo na denaturované proteiny a vznikem této vazby byla
detekovana fluorescence. K barveni byl vyuzit, pres vakuovou vyvévu, filtrovany roztok (100
ml/gel). Barveni probihalo pfes noc a vzhledem k citlivosti roztoku na svétlo byl gel
v pribéhu barveni i uchovani chrdnén pied svétlem. K vyhodnoceni gelti doSlo vzdy
nasledujici den. Gely bylo moZné uchovavat ve tmé az 6 mésict pii 2-8°C aniz by doslo

k signifikantnimu zhorSeni vizualizace.

6.2.3. Vyhodnoceni 2D gelu
Gel byl zobrazen diky Molecular Imager"FX s externim laserovym modulem

(BIO-RAD) a po jeho exportu do pozadovaného formatu byl vyhodnocen v programu
PDQuest. Spoty pro dalsi analyzu byly z gelu vyjmuty pfistrojem EXQuest Spot Cutter
a analyzovany hmotnostni spektrometrii. Ziskané sekvence byly porovnany s databazi NCBI
a nasi lokalni (ziskanou 454 sekvenovanim, Sangerovou metodou nebo de novo vytvorenymi

sekvencemi z piedchozich analyz hmotnostni spektrometrii).

Vyhodnoceni v programu PDQuest

Po skenovani 2D gelt byly gely zobrazeny v programu PDQuest, ktery umoziuje
analyzu jednotlivych spotl. S pomoci funkce ,,Advanced crop* vznikl u vSech geli vyfez
stejné velikosti a ve stejné oblasti (Obrazek 7B), coz je nutnym piedpokladem pro dalsi
analyzu. Poté byl kazdy gel zbaven necistot funkci ,,Filter Wizard*.

Takto pfipravené vyiezy v oblasti pfiblizné 0 - 24 kDa mohly byt déle analyzovany.
Na jednom z geli byly zvyraznény tii velikosti spoti (maly, velky a jeden na hranici
viditelnosti) a na zaklad¢ této konfigurace program nastavil automatickou detekci spotii na

vsech gelech.
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Pred experimentem byla data normalizovéna lokalni regresi. Ve findlni tabulce byla
provedena kontrola detekovanych a sparovanych spoti. ProtoZe program nedokazal ptesné
rozli$it jednotlivé spoty, musely byt nckteré znich rucné editovany. Poslednim krokem
analyzy bylo pospojovani stejnych spotl na vSech gelech. Diky tomu program témto spotiim
prifadil stejné Cislo (angl. standard spot number — SSP), které specifikuje jednotlivy spot
a jeho XY soufadnice vramci gelu. Z exportovanych dat, jsem provedla kvantitativni

a kvalitativni analyzu.

VyFiznuti spotit

Ptistroj EXQuest Spot Cutter (BIO-RAD) umoziiuje pifesnou separaci vybranych
spotd, které je pak slouzi k dal§i analyze hmotnostni spektrometrii. Je mozné zobrazit
a separovat spoty ze &tyf geld (Criterion™™, BIO-RAD) zaroveii. Vybrané proteiny byly
oznaceny prostfednictvim funkce ,,Manual Excision Tool* integrované v softwaru PDQuest
a po separaci z gelu preneseny robotem na desticku obsahujici 96 jamek (Rounded-Bottom
Microplate, BIO-RAD). V priibéhu procesu byla nastavena automatickd hydratace gelu a cely

pribéh bylo mozné v realném case sledovat v programu.

Analyza sekvencnich dat

Ziskané aminokyselinové sekvence byly pfevedeny do FASTA formatu a porovnany
s databazi NCBI a nasi lokalni databazi (vzniklou ze 454 sekvenovéni, Sangerovou metodou
nebo de novo vytvofenymi sekvencemi z pfedchozich analyz hmotnostni spektrometrii).

Pro srovnéni (alignment) sekvenci byl vyuZit program BLAST a ClustalW2.
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Obrazek 4: Prostiedi programu PDQuest. Vlevo nahofe je zobrazen tzv. master gel — primér z vybranych geli.
Jednotlivé proteiny jsou oznaceny SSP Cislem.

Hmotnostni spektrometrie (angl. Mass spectrometry — MS)

Vybrané spoty byly vyhodnoceny doc. RNDr. Z. Zdrdhalem, Ph.D. Vzorky byly
nejprve podrobeny proteolyze trypsinem a analyzovany metodou MALDI MS/MS.
Hmotnostni spektrometrie je separacni technikou, ktera vzorek ptevede na ionizovanou
plynnou fazi a takto vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje
fragmentu (m/z). V pfipadé¢ metody MALDI (Matrici Asistovand Laserovd Desorpce)
probiha ionizace laserem za pfitomnosti organické matrice. K separaci iontl na zaklad¢
hodnoty m/z byl vyuzit Orbitrap. MS/MS oznacuje tandemovou hmotnostni spektrometrii,

kdy je detekovana jak molekulovd hmotnost celého peptidu, tak i jednotlivych fragmentd.

Vytvoreni lokalni databdze

K usnadnéni identifikace proteini pomoci MS slouZila databéze, ktera byla vytvorena
skupinou doc. P. Stopky, Ph.D. na zdkladé¢ nukleotidovych sekvenci lipokalint (pfedevSim
Obps a Mups) ziskanych 1) sekvenovanim (Sanger) a ii) 454 sekvenovanim transkriptomu

dvou druhti mysic (4. sylvaticus a A. uralensis).
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7. Vysledky

7.1. Analyza proteinového sloZeni moci a slin

Prvnim z cili diplomové prace bylo potvrzeni ¢i vyvraceni pfitomnosti lipokalint
v riznych sekretech (mo¢, sliny) u mysic rodu Apodemus. Analyza byla provedena u dvou
druht mysSic - 4. sylvaticus & A. uralensis, pozitivni kontrolou byly vzorky (moci, slin) mysi
domaci, M. m. musculus. Pouzitou metodikou byla ¢ipova gelova elektroforéza — Experion
(BIO-RAD). Vzniklé virtudlni grafy jsou zobrazeny v Ptiloze 1. JelikoZ byl studovén vliv tfi
kategorialnich faktori (DRUH, SEX, SEKRET) na sledovanou proménnou byla data
vyhodnocena vicecestnou ANOVOU. Graficky byla data vizualizovana boxplotem (Obrazek
5).
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Obrazek 5: Relativni Cetnost proteinti hmotnosti 17- 22,5 kDa v moci (U) a slinach (S) mySic rodu
Apodemus (A. uralensis - AU & A. sylvaticus - AS), pozitivni kontrolou jsou vzorky mo¢i a slin mysi
domaci (M. m. musculus - MM). Samice (F) a samci (M). Konfiden¢ni interval (a = 0,05).
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Celkem bylo posouzeno 30 vzorki slin (Nas av; v = 10; 5T a 5 @) a stejné mnozstvi
bylo i vzorki moci. Ke statistickému zpracovani bylo vyuzito procentudlni urceni a vybrana
data odpovidala rozmezi 17 — 22,5 kDa. Protoze data neméla normalni rozdéleni, byla pred
analyzou desitkové logaritmovéana. Analyza variance prokazala signifikantni vliv faktoru
DRUH (F =50,66; df =2; p < 0,001), SEKRET (F =22,72;df = 1; p <0,001) i aditivni vliv
obou téchto faktord (F = 19,61; df =2; p < 0,001) na celkové mnozstvi lipokalinti. Vysledky
post-hoc analyzy (HSD Tukey test) odhalily signifikantni rozdil v zastoupeni lipokalinti
vmoc¢i a slindch u mysic rodu Apodemus. Vice lipokalinii ve slindich nez v moc¢i bylo
identifikovano u A. sylvaticus (pas = 0,0000003) i A. uralensis (pauv = 0,0054906). U mysi

domaci nebyl tento trend pozorovan.
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7.2. Kvantitativni analyza proteinit obsaZenych ve slindach

S vyuzitim 2D gelové elektroforézy a analyzy v programu PDQuest bylo vyhodnoceno
kvantitativni zastoupeni slinnych proteinli v oblasti ptiblizné¢ 17 - 22,5 kDa u jednotlivych
druhti rodu Apodemus (A. flavicollis, A. sylvaticus & A. uralensis). Vzorky slin byly odebrany
celkem od 30 jedinc (Nas; au. ar= 10; 53 a 5%). K ovéfeni homogenity variance byl vyuzit
Bartlettiiv test (p = 0,2349). Data byla nasledné analyzovéna vicecestnou ANOVOU.
Ta prokézala signifikantni vliv faktoru DRUH (F = 17,276; df = 2; p < 0,000) a aditivni vliv
faktordt DRUH : SEX (F = 6,525, df = 2, p = 0,005) . Mnohocetna porovnani (HSD Tukey
test) prokéazala signifikantni pohlavni dimorfismus v poctu proteinid u druhu A. sylvaticus
(p = 0,037). U samci druhu A4. sylvaticus byla pozorovana nejvyssi variabilita v zastoupeni
jednotlivych proteinii. Post-hoc analyza dale odhalila signifikantni rozdil v poctu proteinti

mezi samci jednotlivych druhl (pas.ar = 0,0000154; pau.as = 0,0069982).
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Obriazek 6: Kvantitativni zastoupeni proteini ve slinach u mysic rodu Apodemus (A. flavicollis — AF;
A. sylvaticus — AS a A. uralensis — AU). Samice (F) a samci (M). Konfiden¢ni interval (o = 0,05).

41



7.3. Identifikace proteinii

Proteinové sekvence ziskané metodou MALDI MS/MS byly porovnavany jak
s vefejnou databazi NCBI tak s nasi lokalni databazi lipokalinii riznych druhii hlodavcei, které
zatim nejsou v NCBI publikované. K porovnani sekvenci byl pouzit program ClustalW2.
Na zéklad¢ ptitomnosti GxW motivu bylo mozné rozpoznat proteiny nalezici do rodiny
lipokalini. Dle hodnoty SCORE bylo mozné nové ziskané sekvence blize urcit.

U vSech tfi druht mySic byly ve slinach identifikovany dva druhy lipokalinii - MUPs
a OBPs, u 4. sylvaticus navic tfeti druh — VNSP1 (LCN3), jehoz ptitomnost u ostatnich dvou
druht nebyla potvrzena (Tabulka 5). MUPs se nachézeji v kyselejsi ¢asti spektra nez OBP,
pH VNSP je podobnégjsi MUPs. Vzhledem k netplnosti identifikovanych sekvenci a pomérné
vysoké sekvencéni homologii MUPs clusteru nebylo mozné zcela presné urcit odpovidajici
mysi ortholog. Nicméné, s jistotou lze fici, ze vSechny identifikované MUPs exprimované
ve slinach mySic nalezi do tfidy A, tedy star$i a divergentngj$i skupiny téchto lipokalini.
Zajimavosti je, ze ve slinach A. flavicollis byly identifikovany dvé isoformy MUP3, které se

1i81 svymi izoelektrickymi body (pl) (Obrazek 7A). U A. uralensis byla identifikovana pouze

jedna isoforma MUP, kdeZto u 4. sylvaticus byly ptitomny celkem ctyii isoformy MUPs.

MUP dle NCBI OSTATNI
(v zavorce podle Logana et al., 2008) LIPOKALINY
Apodemus sylvaticus MUP 3 (25) nebo 4 (1) OBP6, OBP7, OBP4 VNSP1
Apodemus uralensis MUP 4 (1) nebo 5 (18) OBP6, OBP7
Apodemus flavicollis MUP 3 (25) OBP6, OBP7

Tabulka 5:Identifikované lipokaliny ve slinach mySic rodu Apodemus.

U A. sylvaticus byla potvrzena piitomnost OBP4. Ten je na zdklad¢ piitomnosti
motivu (CEKEC) na proteinové trovni blizky s OBP5 a OBP6 a mtzeme je zatadit do jedné
skupiny (Stopkova et al., 2009). Vzhledem k velké sekvencni podobnosti OBP4 a OBP6 je
mozné, ze OBP6 budou ve skutecnosti také OBP4. MyS mad OBP4 jako pseudogen, kdezto

u mysice je aktivni a mozna i v nékolika isoformach.
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Obrazek 7: Identifikace lipokalini ve slinach mysic rodu Apodemus.
A — Priimémé gely jednotlivych druhit mysic (N= 5C a5 @) ziskané vyhodnocenim v programu PDQuest. K identifikaci lipokalint byla pouzita hmotnostni spektrometrie
MALDI MS/MS. Nepopsané proteiny se nepodatilo blize urcit. 43

B — Oramovan je vybrany vyiez proteinti molekulové hmotnosti cca 0 — 24 kDa, které byly dale analyzovany v programu PDQuest.




8. Diskuze a zavér

Hlodavci vyuzivaji Sirokou Skélu signali pro ziskdni komplexnich informaci
o okolnim svété. Vedle optickych, hmatovych a akustickych jsou zv1ast’ pro nocni Zivocichy
(jakymi jsou i mySice rodu Apodemus) dilezité signaly chemické. Vyzkum na poli chemické
komunikace zahrnuje mnoho védnich disciplin a objasnil fadu fakti, od struktury jednotlivych
signali po behaviordlni ¢i fyziologické odpovédi piijemce. Modelovym organismem
pro studium chemické signalizace jsou pfedev§im inbredni kmeny myS$i. Mensi je pocet
publikaci, které se vénuji chemické komunikaci u divoce zijicich hlodavci.

Mysi k chemické signalizaci vyuzivaji predeviim moé¢'?. Prvnim z cilti diplomové
prace bylo ovéfit, zda je i u mySic mo¢ vyznamnym zdrojem MUPs. Prezentované vysledky
odhalily, ze mo¢ dvou druhd mySic (4. uralensis a A. sylvaticus) neobsahuje statisticky
vyznamné mnozstvi proteinii”, které by odpovidaly lipokalinim. Z tohoto déivodu jsme
usoudili, Ze mySice vyuZivaji chemickou komunikaci zaloZenou na jiném principu. Vzhledem
k faktu, ze k expresi genii pro MUPs nedochédzi pouze v jatrech, ale i v podjazykovych,
slznych, pfiusnich a mlécnych zlazach (Shahan et al., 1987), jsme se zaméfili na analyzu
slinnych proteini. Uplatnéni slin v chemické komunikaci je dobfe prozkoumano u prasat,
u nichz byl identifikovan slinny lipokalin (SAL1), ktery podobné jako MUPs vaze ligandy
(Marchese et al., 1998). Stejnou metodou jako v ptipadé mocovych proteinti bylo
vyhodnoceno zastoupeni slinnych proteinti u 4. uralensis a A. sylvaticus. V porovnani s moc¢i
bylo zastoupeni slinnych proteinli signifikantn€ vy$s$i u obou téchto druhii mySic. U mysi
nebyl tento trend pozorovan. Zda se, Ze my$i vyuzivaji oba tyto sekrety — moc i sliny.

Podrobna analyza proteinového slozeni slin tfi druht mySic (4. uralensis, A. sylvaticus
a A. flavicollis) potvrdila pfitomnost MUPs ve slindch vSech testovanych druhti. Nebylo
mozné piesné urcit odpovidajici mysi ortholog, nicméné vSechny identifikované MUPs nalezi
do tiidy A, tedy starSi a divergentn&jSi skupiny téchto lipokalind (Logan et al., 2008).
Je zndmo, ze MUPs v moc¢i mysi prodluzuji ucinek pachové stopy (Hurst et al., 1998).
Stejnym zptisobem by mohly fungovat MUPs pfitomné ve slinach, tedy snizovat evaporaci
ligandl. V procesu hygienického chovani (angl. selfgrooming) dochézi k deponaci slin
do srsti a pravé to by mohlo byt mechanismem, kterym se MUPs dostavaji do kontaktu

s vnéjSim prostredim.

2 Proteinové slozka jejich mogi obsahuje az 99 % MUPs (Humphries et al., 1999).
13 Molekulova hmotnost v rozmezi 17 — 22, 5 kDa.
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Ve slinach 4. sylvaticus 1 A. flavicollis byl zastoupen lipokalin MUP3, jehoz
pfitomnost v moci mysi je spojovana s agonistickym chovanim (Kaur et al, 2014). Bylo
publikovdno, ze interexudlni i intrasexudlni agresivita A. wralensis je velmi nizka
(Suchomelova & Frynta, 2000), to by mohlo souviset s deficitem MUP3 u tohoto druhu. Ve
slindch byly dale identifikovany OBPs. U vSech druhd bylo ve slinach ptitomno nékolik
isoforem OBP6 1OBP7, u 4. sylvaticus navic jest¢ OBP4. Zajimavosti je, Ze Obp4, ktery byl
u mysi popsan jako nefunkéni, je u A. sylvaticus aktivni, tedy je prekladan do proteinu, ktery
se nam podafilo analyzovat. Ve slinach A. sylvaticus jsme dale potvrdili pfitomnost dalSiho
lipokalinu VNSP1, jehoz exprese byla popsana ve vomeronasalnim organu mysi (Miyawaki et
al., 1994). VNSP1 je kdédovan geny, které jsou lokalizovany na chromosomu 4 a neobsahuje
typicky CxxxC motiv. Tato disulfidickd vazba byla popsana pouze u OBPs, jejichZ geny jsou
lokalizovany na mySim chromosomu X (Stopkova et al., 2014).

Zatimco u A. sylvaticus se na proteinové urovni vyskytuji celkem Ctyfi isoformy
MUPs, u 4. flavicollis nachdzime pouze dvé a u A. uralensis jen jednu. Selekénim tlakem,
ktery plsobi na kvantitu téchto proteinii by mohla byt pravé intenzita sam¢i kompetice o
samice. Mezi samci a samicemi 4. sylvaticus byl pozorovan nerovnomérny allogrooming, kdy
samci poskytovali pé€i o srst samic Castéji, nez se jim dostavalo zpét (Stopka & Macdonald,
1999). Protoze vice samcii pokryva okrsek samic, mize se samice potencidlné pafit s vice
samci (Tew & Macdonald, 1994), to by mohlo vysvétlovat zvySenou produkci téchto
proteinovych pfenaseci samci, kteti by mohli jejich prostfednictvim do srsti samic deponovat
chemické signaly. Behavioralni data naznacuji, Ze k pfenosu chemickych signald, které jsou
shromazd’ovany do slin z riznych orofacidlnich sekre¢nich tkéni, by mohlo dochazet pfimym

kontaktem mezi dvéma jedinci. Tuto hypotézu bych rada ovéfila v budoucim studiu.

Vnitrodruhové srovndni kvantity lipokalini  prokéazalo signifikantni pohlavni
dimorfismus pouze u druhu 4. sylvaticus. V mezidruhovém srovnani méli samci A. sylvaticus
ve srovnani se samci A. flavicollis a A. uralensis nejvyssi mnozstvi téchto slinnych proteinti.
Mezi samci 4. sylvaticus byla navic pozorovdna znacnd variabilita v jejich kvantité. Vyssi
hodnoty by mohly souviset s dominantnim postavenim samce ve skupin¢é. O této moznosti
vSak mizeme jen spekulovat, k ovéfeni by bylo potieba vétsiho vzorku jedinct.

Lipokaliny nachazime u prokaryot i eukaryot. Jejich primarnim funkci je zbavovani se
toxickych metabolitl. Lipokaliny pravdépodobné zastdvaji komplementarni Ulohu jak

v imunitni ochrané organismu, tak i v chemické komunikaci. Je mozné, ze se funkce OBPs
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a MUPs piekryvaji ¢i dopliuji. U nornika rudého (Myodes glareolus), nebyla odhalena
ptitomnost MUPs v moc¢i, naopak se stdvd dominantnim OBPs (Stopkova et al., 2010).
Recentni publikace prichédzeji s hypotézou, Ze spiSe dochdzi ke komplementarité jejich funkci,
a to z diivodu jejich aktivni role v jinych hladindch pH (Stopkova et al., 2014). Zajimavosti je,
ze jsme u A. flavicollis odhalili dvé genové varianty, pfipadné dvé isoformy, MUP3, které se
liSi svym umisténim v gradientu pH, coZ moZnd souvisi pravé svySe zminénou

komplementaritou.

Z.avér

e Svyuzitim cipové gelové elektroforézy (Experion) jsme analyzovali zastoupeni
slinnych a mocovych proteinit u 4. sylvaticus a A. uralensis. Ve slinach téchto druhti

jsme potvrdili signifikantné vyssi kvantitu kandidatnich lipokaling.

e 2D celektroforéza a naslednd identifikace proteini hmotnostni spektrometrii
(MALDI MS/SM) potvrdila ptitomnost MUPs u vSech mysic rodu Apodemus. Kromé
MUPs jsme ve slindch identifikovali nékolik variant OBPs a dadle VNSP1.

e Vnitrodruhové srovnani potvrdilo signifikantni pohlavni dimorfismus v kvantité

lipokalind u A. sylvaticus.
e Post-hoc analyza (Tukey HSD) odhalila signifikantni rozdil v kvantité lipokalinii mezi

samci jednotlivych druhii. Nejvétsi mnozstvi lipokalinli a zdroven i variabilita mezi

jedinci byla pozorovéana u samct promiskuitniho druhu A4. sylvaticus.
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10. Seznam priloh

Priloha 1: Virtualni gely

Virtualni gely byly ziskané metodou Cipové gelové elektroforézy — Experion (BIO-RAD).
V jednotlivych vzorcich moci/slin je ohrani¢ena oblast cca 17 - 22,5 kDa. L- marker; 1-5 samec; 6-10 samice.
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