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Abstrakt

CD46 je imunologicky vyznamny transmembranovy protein, ktery se podili na regulaci
komplementarnich fragmenti C3b, C4b a spousti aktivaci T lymfocyti. CD46 funguje
jako receptor pro patogeny jako je napiiklad virus spalni¢ek nebo bakterie Neisseria
gonorrhoeae. U spermii se CD46 nachazi pouze na vnitini akrozomalni membrané a
pravdépodobné zastava roli v oplozeni. V této resersi jsou shrnuty molekulérni poznatky o
proteinu CD46 a jeho mozné role v oplozeni. Popsano je i evolu¢ni hledisko na protein

CDA46, ptredevsim jaké pri¢iny zptisobuji modifikace tohoto proteinu u nékterych savct.

Abstract

CD46 is imunologic important transmembrane protein, which is included in regulation of
complement fragments C3b, C4b and triggers activation of T lymfocytes. CD46 serves as
receptor for pathogens such as measles virus and bacteria Neisseria gonorrhoeae. In
sperm CDA46 is located on the inner acrosomal membrane only and propadly CD46 has a
role in fertilization. This review includes molecular view about protein CD46 and its
possible roles in fertilization. Evolutionary view on CD46 is described here, especially

which reasons cause modifications of protein CD46 of some mammals.

Klic¢ova slova: CD46, komplement, oplozeni, spermie, spontani akrozomalni reakce



Seznam zKkratek

AK o aminokyselina

CCP o complement control protein, extracel. doména
CRP .o complement regulatory protein

CYT oo cytoplazmatickd doména

GalT.. .o galaktosyl transferaza

GEF .. GDP/GTP exchange factor

FITC. .., fluorescein isothiocyanat

IEN . interferon 1

MCP .o membrane cofactor protein

SAR .o, spontani akrozomalni reakce

SCR e short complement like repeat, extracel. doména

STP e eennnn.S€TINE/ threonine/proline bohatd doména

ZP oo, zona pellucida
ZP 1-3. proteiny zona pellucida
WHO. ..o, World health organisation



1 Uvod

Tato prace se zabyva membranovym proteinem CD46 a predevsim jeho roli pii
oplozeni. Protein CD46 neboli CRP (Complement regulatory protein), MCP (membrane
cofactor protein) byl poprvé popsan v roce 1985 (Cole et al. 1985). CD46 nalezi do rodiny
membranovych proteini regulator komplementu, kam patti naptiklad také protein CD55
(DAF) a komplement receptor 1 (CR1), CR2 (Lublin et al. 1988). Tyto proteiny se
uplatiiuji pfi degradaci komplementu, ktery oznacuje buiiky imunitnimu systému. CD46
pusobi v somatickych bunkéch jako kofaktor pro sérovou proteasu faktor I, $tépici C3b a
C4b fragmenty komplementu a tim chréni vlastni buiiky pfed napadenim imunitnim
systémem (Seya a Atkinson 1989). SlouZzi také jako receptor pro n€kolik patogent jako je
napf. virus spalnicek (Naniche et al. 1993), Streptococcus pyogenes (Okada et al. 1995),
Neisseria gonorrhoeae, N. meningitides (Kallstrom et al. 1997) ¢i herpesvirus 6 (Santoro
et al. 1999). Uplatnuje se pii aktivaci T-lymfocyth (Astier et al. 2000). Na spermatickych
buiitk4ch se vyskytuje pouze na vnitini akrozomalni membrané a jeho funkce zde je
doposud nejasna. U hlodavcet je exprese CD46 omezena pouze na varlata (Seya et al.
1998) a u mysic (Apodemus) se nevyskytuje viibec (Johnson et al., dosud nepublikované
vysledky). Zatim nejsou znamé nekteré role CD46: 1) Bunécné hledisko; Jaka je funkce
CD46 na vnitini akrozomalni membrané, 2) Evolu¢ni hledisko; Pro¢ se protein nevytvari
u zastupci rodu Apodemus.

Prace je rozdélena do n€kolika kapitol. Nejdiive je popséana struktura proteinu CD46,
jeho lokalizace a rozdily mezi mySim, lidskym a prase¢im CD46. V dalsi ¢asti se popisuje
funkce CD46 jako regulatoru C3b, C4b komplementu, ale také receptoru pro patogeny.
Vysvétlena je i role pfi aktivaci T-lymfocytl. Posledni kapitola se zamétuje na oplozeni.
Popsan je jednak obecné proces oplozeni, tak mozné funkce CD46 v procesu oplozeni.

Cast posledni kapitoly se vénuje také rodu Apodemus a absenci CD46 u jejich zastupc.



2 Struktura a lokalizace CD46

2.1 Struktura

CD46 je transmembranovy glykoprotein. Aminokyselinova délka proteinu CD46 je u
mysi (Mus musculus) 365 aminokyselinovych zbytki. Sklada se z nékolika podjednotek:
transmembranové, cytoplazmatické a extracelularni. U cytoplazmatické podjednotky byla
zjisténa signalizacni funkce (Wang et al. 2000) a u extracelularni podjednotky
receptorova a regulacni funkce (Kojima et al. 1993). Protein mé 4 extracelularni
CCP (Complement control protein) domény (Lublin et al. 1988), jejichz spoje jsou vysoce
hydrofobni. Domény CCP jsou také oznacovany jako SUSHI repetice neboli SCR ( Short
complement-like repeat). CCP obsahuje ptiblizn€ 60 aminokyselinovych zbytkt. SUSHI
repetice byla identifikovana u vice proteini komplementarniho systému. CCP 2-4 tvoti
vazebné misto pro své ligandy. CD46 dale obsahuje extracelularni doménu bohatou na
serin , threonin a prolin (STP), ktera u lidskych somatickych bun¢k miize existovat ve 4
isoformach : BC1, BC2, C1, C2 (Post et al. 1991). U lidi 65 % populace pfednostné
vytvaii BC formu, 29 % ob¢ formy a 6 % C formu (Kemper et al. 2001). Za ni se nachazi
segment 12 aminokyselin neznamé funkce, transmembranova doména (TM) a
cytoplazmaticky konec (CYT) ve 2 alternativnich formach Cyt-1 (16 AK) nebo Cyt-2 (22
AK) (Liszewski et al. 1994). CCP domény jsou N-glykosylovany (CCP 1,2,4) a STP
region je O-glykosilovan (Liszewski et al. 1991). Glykosylace je velmi dllezita pro
receptorovou funkci proteinu. Napiiklad uroven O-glykosylace na STP doméné ovliviiuje
schopnost regulace komplementu, kdy isoformy s vyssi hodnotou O-glykosylace chrani
buniku pfed komplementem 1épe. N-glykosylace CCP 2, 3, 4 je nezbytné dilezita
pro regulaci komplementu a tim padem i ochranu buiiky. Dllezitost N-glykosylace CD46
je umocnéna evolucni fixaci mezi druhy (Liszewski et al. 1998). Naopak N-glykosylace

CCP 1, 2 usnadiiuje navazani patogent napt. viru spalni¢ek (Maisner et al. 1996).



Obr.1: CCP doména: Extracelularni CCP doména je charakterizovana
sekvenci 60 aminokyselinovych zbytkt. Ty obsahuji 4 cysteinové
zbytky, tvofici 2 disulfidové mustky (1+3 a 2+4), vysoce
konzervovany tryptofan, konzervovany glycin, prolin a hydrofobni
zbytky. CCP domény jsou slozeny do malych a kompaktnich
hydrofobnich jader, obklopenych 6 az 8 B-listy a stabilizovany 2
disulfidickymi mustky. Relativni strukturni orientace -2 a -4 listd
jsou pro vSechny SUSHI struktury spolec¢na, zatimco topologie
ostatnich listt je variabilni. CCP domény jsou zapojené do mnoha
rozpoznavacich procest, véetné vazani komplementovych faktori na
fragmenty komplementu C3b a C4b. Jsou také soucasti adhezivnich
proteinti. Zdroj: Liszewski et al. 2000.
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Obr.2: Schématické zobrazeni struktury proteinu CD46 a jeho izoforem. Kazda izoforma
obsahuje 4 extracelularni CCP domény. CCP 2-4 jsou N glykosylované. Po CCP doménach
nasleduje STP extracelularni doména bohaté na prolin/ serin/ threonin a je O glykosylovana. STP
doména je rozd€lena na C a B formu, kdy C je tvofena ve vSech izoformach. Na STP navazuje 12
AK (U) segment neznamé funkce. Nasleduje transmembranova doména (TM) a cytoplazmaticka
doména (CYT). CYT doména miiZe byt sestfizena do 2 izoforem Cyt 1 a Cyt 2. Zdroj: Kemper et
al. 2001.



2.2 Lokalizace CD46

Gen pro CD46 se u mysi stejné€ jako u ¢loveéka nachazi na 1. chromozomu; 1 H6;
106,6 cM. U laboratorniho potkana (Rattus norwegicus) je na 13. chromozomu a prasete
domaciho (Sus scrofa) na 9. chromozomu. CD46 se u ¢loveka vyskytuje na povrchu
vetSiny bunek ( predevsim leukocyty, ledviny, plice, kosterni svaly, srdce, varlata,
placentalni trofoblast, buiikky CNS...) ve 4 izoformach vytvoienych alternativnim
sestithem (Post et al. 1991). Homology lidského CD46 byly zjistény u primatt
(Murakami et al. 1996) a prasete (Toyomura et al. 1997). Analyza mRNA dokazala, ze
mys$ (Mus musculus) a ostatni hlodavci (krysy, morcata...) vytvareji mRNA CD46 pouze
ve varlatech a samotny protein se nachazi jen na vnitini akrozomalni membrané (Seya et
al. 1998). Exprese mRNA CD46 mysi probihé paralelné s vyvojem spermatid pfi
pohlavnim vyvoji (Tsujimura et al. 1998). K expresi mRNA CD46 nedochézelo do 29.
dne vyvoje pohlavnich bunék. Spermatidy prevazuji v 16-24 dni vyvoje. Simpson a
Holmes (1994) zjistili, ze exprese mRNA byla vyrazné potlacena u mutantnich mysi s
nefunkéni spermatogenezi (Simpson a Holmes 1994). U lidi, primati a prasat dochazi
také k silné expresi CD46 na vnitini akrozomalni membrané, ale CD46 je zde tvofena
jinou izoformou nez na ostatnich buikach (Seya et al. 1993).

Pro lokalizaci proteinu CD46 vétSiny somatickych bun¢k na SDS-PAGE je
charakteristicky Siroky vzor s dvéma pruhy. Horni pruh ma relativni molekulovou
hmotnost 59 kDa - 68 kDa (BC1 a BC2 isoforma) a M, dolniho bandu je 51 kDa — 58 kDa
(C1 a C2 isoforma) (Post et al. 1991). CD46 obsazeny na vnitini akrozomalni membrané

lidské spermie se 1isi a ma velikost 43 — 50 kDa (Cervoni et al. 1992).

" &
= g SR
(kDa) SEEBwp 8 S .3
§E§%EEEEES§
974
663
424 — “  |4—464kDa
30.0 —
20.1 —
144 —

Obr.3: Immunoblotting analyza nékolika mysich tkani. Protilatka proti CD46 zvyraznila pouze
46.4 kDa band charakteristicky pro CD46 ve varlatech (Inoue et al. 2003).



2.3 Mezidruhové rozdily

Mysi (Mus musculus) a lidské CD46

Jak jiz bylo feceno, receptor CD46 se u hlodavci vyskytuje jen na vnitini akrozomalni
membrané spermatické buniky (Seya et al. 1998). U €loveka se vyskytuje CD46 na vétSing
jadernych buniek a na vnitini akrozomalni membrané spermie. U hlodavct CD46 ziejmé
asociuje svou funkci pouze s oplozenim. Obecné je u hlodavcl exprese proteinti
regulujicich komplement (CD55, CD59b, C4b-binding protein) preferovana
v reprodukénich organech. U mySich bunék funkci regulace komplementu na povrchu
somatickych bun€k vykonava homolog CD46 proteinu Crry protein, jenz vykonava také
funkci ptislusici CDS55 (Li et al. 1993). Dalsi odlisnosti je absence nékterych sekvenci
v cytoplazmatické doméng¢. Jedna se o sekvence YXXL (Yant et al. 1997), RRKKK (Seya
et al. 1997), FTSL (Liszewski et al. 1994). Tyto sekvence se uplatiuji pfi infekci virem
spalnicek a u mysiho CD46 se nevyskytuji. Vysledna aminokyselinova podobnost mysiho

a lidského CD46 je 45 % a nukleotidova 62 % (Tsujimura et al. 1998).

Lidské a praseci (Sus scrofa) CD46

Prase¢i CD46 ma stejnou strukturalni organizaci jako lidské: ¢tyii CCP domény, STP
doména, transmembranovd doména a cytoplazmaticky konec. Vyslednad aminokyselinova
shoda je 42 %, coz je viibec jedna z nejvétSich podobnosti mezi znamymi lidskymi a
praseCimi proteiny (Toyomura et al. 1997). Pti pouziti protilatek na praseci CD46
Toyomura et al. zjistil, Ze na rozdil od ¢lovéka se CD46 vytvaii i na povrchu cervenych
krvinek prasete. Funkci reguldtoru komplementu si téZ zachovava. Za zminku stoji
pfedevsim problematika xenotransplantaci. Hlavni pfekaZkou odmitnuti prasecich organt
lidskym télem je vysoka citlivost prasecich bun¢k na lidsky komplement. To mtize byt
zapticinéno mensi aktivitou praseciho CD46. Vysoka citlivost vede k hyperakutnimu
odmitnuti tkan¢ déarce (Dalmasso et al. 1992). To je zplisobeno pfitomnosti ol-3
galactosyl galaktosy na povrchu prasecich bungk, proti kterym ma lidské télo protilatky
(Galili et al. 1987). Ke snizeni poskozeni zprosttedkovaného komplementem by se dala
vyuzit praveé vlastnost CD46 regulovat komplement a vytvartela by se transgenni prasata
s lidskym CD46 (Adam set al. 2001). Dosazeno bylo zatim jen ¢aste€nych tsp&chii

s pouzitim silnych imunosupresiv (McGregor et al. 2005).



3 Receptorova a regula¢ni funkce proteinu CD46

3.1 Regulace komplementu

CD46 plisobi na povrchu bunék jako kofaktor pro sérovou proteasu faktor I
zprostiedkovavajici degradaci C3b a C4b fragmentl a tim chrani vlastni bunky pred
autoimunitnim poskozenim (Seya a Atkinson 1989). Stejnou regulacni funkci maji také
proteiny CR1, faktor H a C4b vazebny protein. Cilem komplementéarni kaskady je
vystaveni a aktivace C3b a C4b komplementarnich ¢astic na povrch buiky. Regulaéni
proteiny jako CD46 maji za ukol pfedevs§im navéazat C3b, C4b fragmenty. Pisobi tedy
jako kofaktor sérové proteazy faktor I, kterd navazané komplementarni ¢astice Stépi.
Stépeni C4b uvoliiuje molekulu C4c a C4d, kdy C4d zistava kovalentné svazana
s povrchem bunky. Degradaci C3b vznikd iC3b. Tyto iC3b ¢astice a C3b, C4b fragmenty
jsou ligandy pro komplementarni receptory typu CR2 (Morgan 1999). Tyto interakce
podporuji fagocytdzu, signalizaci B lymfocytd a lokalizaci protilatek (Nielsen et al.
2000). Vazbou C3b a C5 konvertazy se zaéne tvofit attack membrane complex. Stépenim
C3 a C5 se navic uvolnuji anaphylatoxiny zptsobujici lokéalni zanét a aktivujici
kompetentni buiikky imunitniho systému. Komplement aktivujici drahy jsou regulovany
tak, aby dochazelo k aktivaci odpovidajiciho cile a omezila se vazba C3b, C4b na vlastni
bunky (Liszewski a Atkinson 1996). Zajimavé vysledky pfinesla studie, pfi niz byla
pouzita ovaria ¢inského kiecka s implantovanym lidskym CD46 proteinem. Na procesu
Stépeni komplementu se pii velkém mnozstvi C3b podili jako kofaktor spiSe faktor H
plazmovy protein, zatimco CD46 protein se prosazuje pii nizsich davkach C3b (Barilla-
LaBarca et al. 2002). Stejny systém regulace komplementu vyuzivaji naptiklad Pox viry,
které si vytvareji komplement inhibujici proteiny, funkéné a nékdy i strukturné podobné

CD46, ¢i jinym regulatorim komplementu (Howard et al. 1998).



3.2 Vazebna specifita CCP domén

Vysokou afinitu jednotlivych CCP domén méa CD46 protein ke svému pfirozenému
ligandu C3b a C4b slozce komplementu a nékterym patogennim ligandtim (Liszewski a
Atkinson 1996). Mezi regiony Ucastnicich se regulace komplementu patii oblasti bohaté
na prolin a to pouze v CCP 3 a CCP 4. Dilezitou roli hraji i cysteinové zbytky. Zatimco
jejich substituce na téchto regionech v CCP 1 a 2 ovlivnily interakce s C4b, tak v CCP 3 a
4 zmeénily interakce i s C3b. Z toho vyplyva, zZe vazebné misto pro C4b se nachéazi na
vSech 4 CCP doménach, zatimco pro C3b pouze na CCP 3 a 4. Aminokyseliny dulezité
pro interakci C3b a C4b se tedy nachazeji na CCP 2 a 3. Pii pokusu s cilenymi
substitucemi nejvice zménily vazebnou a regula¢ni funkci CCP domén pro C3b, C4b
substituce na hydrofobnich spojich mezi doménami 2/3 a 3/4 a substituce Cys zbytki
(Liszewski et al. 2000).

Regulaéni oblasti pro C4b na CCP 1 a 2 jsou zahrnuty ve vazb¢ s virem spalnicek.
K pfimému kontaktu s virem dochazi na 94-97 AK reziduu CCP-2 domény (Casasnovas
et al. 1999) a v misté 37-59 AK rezidua CCP 1 (Manchester et al. 1995). Zajimavosti je,
ze JihoameriCti primati upln¢ ,,odstranili CCP 1 doménu na vétSin¢ buné¢k pomoci
alternativniho sestfihu, na vnitfni akrozomalni membrané¢ spermie v§ak CCP 1 zlstava.
V mRNA CD46 somatickych bunék uplné chybi 2. exon. Timto opatfenim se zabranilo
vazb¢ viru spalnicek, aniz by byla ohrozena funkce regulace komplementu. C3b aktivita
je skoro nezménéna a C4b aktivita se uchovala na ostatnich doménéach, i1 kdyz je méné

efektivni (Hsu et al. 1997).

3.3 Afinita Kk viru spalnic¢ek

Virus spalnicek patii do rodiny paramyxovirti. Onemocnéni virem spalnicek stale patii
k jedné z hlavnich pficin détskych umrti na svété, piestoze se Sveétova zdravotnicka
organizace (WHO) snazi poskytnout vakcinu i do nejvice postizenych rozvojovych oblasti
(Subsaharska Afrika, Jizni a Jihovychodni Asie). V roce 2005 zemielo na toto
onemocnéni 345 000 lidi. Spalnicky zplisobuji nejen akutni dychaci potize, ale jsou
spojovany také s docasnou imunosupresi. To vede k pneumonii a dalSim sekundarnim

infekcim. V nejhorsich ptipadech dochazi az k zanétim nervového systému. Ptes vSechnu
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snahu vymitit spalni¢ky, se tento virus znovu objevuje i ve vyspélych zemich (Japonsko
1997-1998, Nizozemi 1999-2000). Pfi¢inou je vysoka nakazlivost a rezistence malych
déti na vakcinu, zptisobend ptitomnosti matcinych protilatek
(http://www.who.int/topics/measles/en/).

Transmembranovy protein CD46 je receptorem pro virus spalnicek. Pro interakci
s CD46 pouziva virus glykoprotein hemagglutinin, ktery se vaze na CCP 1 a 2 domény
(Manchester et al. 1997). To bylo dokézano pouzitim monoklonélnich protilatek proti
CCP -1 a -2, které¢ inhibovaly infekci virem spalnic¢ek. Naopak protilatky proti CCP -3 a -
4 vazb¢ viru nebranily. Dulezitost CCP 1 pro vazbu viru byla ovétena vytvoienim CD46
s delecemi v CCP 1, coz také zptsobilo inhibici infekce, ale neporusilo funkci regulace
komplementu. PouZitim monoklonalni protilatky E4.3 proti CCP se inhibovala vazba
virového hemagglutininu na CD46 v misté 37-59 AK rezidua (Manchester et al. 1995).
Tento region se tedy podili na vazbé hemagglutininu (Hsu et al. 1997). Jako kriticky
dilezité misto pro vazbu se jevi predevsim Pro 39 na CCP 1 (Liszewski et al. 2000).
Dalsim nepostradatelnym prvkem pro stabilizaci vazby jsou N-glykosilované useky CCP
2 (Maisner et al. 1996). Napadeni buiiky se Ui€astni jesté dalsi virovy obalovy
glykoprotein, membranovy fuzni protein (Malvoisin a Wild 1993). Svou roli v patogenité
viru hraje i cytoplazmaticka doména CD46. Konkrétné se jedna o isoformu Cyt 2 s del$im
AK tetézcem (22 AK). CYT doména dokaze regulovat imunitni odpoveéd®. Interakce
CD46 a viru spalni¢ek mliZze modulovat indukci antivirové imunitni odpovédi skrze
signalni drahu. K tomu dochézi inhibici exprese cytokinu IL-12, iniciatoru bunécné
imunitni odpovédi (Fugier-Vivier et al. 1997). Dale moduluje imunitni odpovéd‘ regulaci
produkce interferonu 1 (IFN), hrajicim dilezitou roli v aktivaci ¢asné antivirové imunitni
odpovédi. Vazbou viru CYT doména indukuje intracelularni signal, jenZ aktivuje
produkci IFN. Virus spalnicek umi tento dé&j regulovat také, pomoci snizeni afinity
k CD46 totiz uspesné potlacuje IFN produkci (Manchester et al. 2000). Nékteré kmeny
spalnicek reguluji CD46, aby jesté vice podporoval lyzi C3b komplementu (Schnorr et al.
1995). Tato pozorovani tak podtrhuji dilezitost cytoplazmatické domény typu 2.
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Obr.5: Interakce viru spalnicek a bunécného receptoru CD46. Receptorovou funkci zastavaji 4
CCP (SCR) domény. Virus spalnicek se vaze na CCP 1 a 2. C3b, C4b fragmenty komplementu na
CCP 2 — 4. Na povrchu viru jsou 2 glykoproteiny H (hemagglutinin) a F (membranovy fizni
protein), Gcastnici se vazby s hostitelskou buitkou. Vazba viru na CD46 aktivuje cytoplazmatickou
doménu a spousti signalni drahu regulujici imunitni odpoveéd®. Zdroj: Manchester et al. 2000.

3.4 Afinita k bakteriim Neisseria gonorrhoeae

CD46 protein nehraje roli pouze jako receptor vird, ale také jako receptor pro nékteré
bakterie. Dobfe prozkoumana interakce s proteinem CD46 je pfedevSim u bakterie
Neisseria gonorrhoeae (gram negativni diplokok) (Kallstrom et al. 1997). Tato bakterie
zpusobuje kapavku, pohlavné pifenosny zanét délohy, vejcovodi, panevni pobfisnice a
mocovych cest, ale 1 zanét spojivek, a u novorozencli mize zapficinit i slepotu.

Pro Gispésnou infekci je dillezita adheze k apikalni strané epitelidlni buiiky pomoci
bakteridlnich fimbrii (Swanson 1973). Samotné adheze s extracelularni doménou proteinu
CD46 se ucastni fimbrie typu 4. Ten se vaze na CCP 3 a STP doménu (Kallstrom et al.
2001). Diisledkem adheze bakterialni fimbrie je nasledné vyplavovani Ca >

z intracelularnich zasob. Vysoka hladina intraceluldrniho vépniku a nasledné aktivace
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transdukce signalni drahy ovlivitujici tvorbu adheznich plakd, se jevi jako dilezita pro
udrzeni stabilni vazby bakterialni fimbrie — hostitelska bunka (Kallstrom et al. 1998).
Velmi dileZitou roli hraje cytoplazmaticka doména proteinu CD46, a to konkrétné
delsi Cyt 2 isoforma, kterd ma signalni funkci. Na tento fakt poukazuji pokusy
s izoformou Cyt 1 s krat$im fetézcem, ktera nepodporovala adhezi bakterie (Kallstrom et
al. 2001). Po infekci epitelidlnich bun¢k bakterii dochazi k zapnuti tyrosinové fosforylace
Cyt 2 domény Src kinazou. Kritickou roli zde hraje pfedevsim c-Yes kinaza a jeji cilova
AK na Cyt 2 Tyr 354 (Wang et al. 2000; Lee et al. 2002). Tato kinaza se za¢ne pfi infekci
shlukovat kolem Cyt 2. Diisledkem je tedy spusténi signalni kaskady diilezité pro
patogenitu Neisserie. Spojeni mezi tyrosin kindzami a adhezi bakterie k receptoru se
prokazala pouZitim inhibitoru téchto kinaz , coz vedlo ke sniZzeni adheze Neisserie.
Existuje nékolik hypotéz jakym zpisobem fosforylace CD46 ovliviiuje nakazlivost
bakterie. Naskyta se moznost aktivace kortikalnich plakti podporujich adhezi Neisserie
(Merz et al. 1999). Tyto plaky obsahuji cytoskeletalni komponenty, tyrosin fosforylované
proteiny, signalni molekuly a Opa receptory. Dalsi podobny proces zahrnuje formaci
adhezniho komplexu (Yamada a Geiger 1997). Tento komplex (cytoskeletalni
komponenty, tyrozin fosforylované proteiny a signalni molekuly) je aktivovan signalni
kaskadou a shlukuje se v kortexu na misté adheze. Z toho vyplyva, Ze bakterie je schopna

vyuzit zptisoby, které jsou pouzivany k adhezi mezi bunikami nebo buitkami a substratem.

3.5 Bunéc¢na signalizace

Riizné patogeny zneuzivaji komplementarni receptory typu CD46 k Sifeni
v organizmu a jako ochranu pifed hostitelskym imunitnim systémem. ZneuZzivaji k tomu
Cyt 2 doménu CD46, schopnou spustit ptislusnou bunéénou signalizaci, aktivujici pro
patogen vyhodné kroky. Cyt 2 doména CD46 interaguje s mnoha kinazami, napft. je
fosforylovéna tyrozin kindzami v makrofazich (Wong et al. 1997). Na druhou stranu
hostitelska buiika vyuziva signélni funkci CD46 stejné dobie ve sviij prospéch. Dokaze
totiz fungovat jako kostimulator aktivace T lymfocytl. Stimulace extraceluldrni domény
lidského CD46 zapficini tyrozin fosforylaci intraceluldrnich proteinti. Patii mezi n¢ CBL
a LAT adaptorové proteiny (Astier et al. 2000). Ty se uplatiiuji

v negativni/pozitivni regulaci TCR (T-cell receptor) signalizace aktivujici T lymfocyty.
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LAT proteiny umozni fosforylaci GEF proteinu Vav, ktery se podili na reorganizaci
aktinového cytoskeletu dilezitého pro aktivaci T lymfocyta (Serrador et al. 1999). Protein
Vav zaroven aktivuje Rac GTPazy. Vysledkem je rozsifeni T lymfocytl a zvySena afinita
integrint ke svym ligandiim v misté zanétu (D’Souza-Schorey et al. 1998). Ukazalo se, Ze
CD46 spolecné s CD3 ptisobi velké morfologické zmény a reorganizaci aktinu (Zaffran et
al. 2001). Nasledna aktivace T-lymfocytl je zasadni pro jejich migraci skrz cévy,
lymfatické organy nebo adhezi k cilovyn buikdm (Penninger a Crabtree 1999). Proteiny
CD3/CD46 takeé aktivuje Tr-1 specificky cytokinovy fenotyp u CD4+ T-lymfocytl, coz

ma za nasledek proliferaci interleukinu 10 a supresi T-helper bun¢k (Kemper et al. 2003).
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4 Oplozeni

4.1 Proces oplozeni

Oplozeni by se dalo z pohledu buné¢nych interakci obecné charakterizovat jako
soubor pochodi a interakei, zaloZzenych na funkci proteinti obsazenych na povrchu
vajicka ¢i spermie (Romanovsky 1982). Proteiny na spermii se ucastni jak rozpoznani
vajicka spermii, flize gamet, tak i morfologickych zmén v pribéhu kapacitace spermie, ale
1 ochrany spermie v cizim prostedi sami¢iho rozmnozovaciho traktu. Pfesné takovy tcel
by mohl mit i CD46 na vnitini akrozomalni membrang, ale i dalsi regulatory
komplementu (Harris et al. 2006). Je proto nutné pochopit interakci mezi spermii a
vajickem.

Nejdiive musi spermie projit skrz vnéjsi vrstvu oocytu tvotrenou buitkami kumulu,
obklopujicimi ovulujici vajicko vétSiny savcl. V tomto procesu spermie uplatiiuji GPI
ukotvené hyaluronidasy (Lin et al. 1994), ale také vyrazn¢ zvysené pohyblivosti spermii
(Yanagimatchi 1994). Cilem je pouze najit spravnou cestu kumulem k dalsi vrstveé
vajicka zona pellucida (ZP). Zona pellucida je specifickd extracelularni matrix skladajici
se z glykoproteini ZP1, ZP2 a ZP3. Dnes se nejvice preferuje model, kdy se spermie vaze
na O-vazané oligosacharidy ZP3. Pro potvrzeni tohoto modelu byl proveden knock-out
pro ZP3. Vysledek vsak ukazal, Zze zona pellucida se bez ZP3 viibec nevytvaii (Rankin et
al. 1996). Proto implantovali mysi lidské ZP3, aby se ZP vytvofila, ale nemohli se na ni
vazat mysi spermie. Tyto oocyty na svém povrchu zacaly pfesto vytvaret ,,mysi‘
oligosacharidy, na které se spermie vazaly (Rankin et al. 1998). Pti absenci exprese ZP1
dochazi k neorganizovanému ristu ZP kolem oocytu a samice maji snizenou plodnost
(Wassarman et al. 2004). U vazebnych proteini na povrchu spermatické buiiky je situace
outu jejich genu. Tato studie nakonec nepfinesla Zadny uspokojivy vysledek (Wassarman
et al. 2001). Naptiklad knock-out Galaktosyl transferazy (GalT) nijak nesnizil schopnost
oplozeni, piestoze nedochazelo ke klasické akrozomalni reakci zprosttedkované ZP3 (Lu
a Shur 1997). Naopak vysledek knock-outu dalSich zkousenych proteinti jako Fertilin-  a
Cyritestin mé¢l jiny dopad. Samci byli neplodni a nedoslo k vazbé spermie na ZP

(Nishimura et al. 2001). Spermie také soucasn¢ s Fertilinem-f a cyritestinem ztratila dalsi
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membranové proteiny. Dalsi adhezivni proteiny jsou umistény v akrozomalnim vacku a
na akrozomalni membrané. Jedna se napft. o proteiny sp56 (Foster et al. 1997) a
zonadhesin (Hickox et al. 2001). Ty se s velkou pravdépodobnosti Gi¢astni adheze spermie
a ZP pti akrozomalni reakci, nez dojde k penetraci ZP. Po uspé$ném navazani spermie a
ZP dochazi k akrozomalni reakci. Kriticka pro uspésnou akrozomalni reakci je také
kapacitace spermatické buiky, zakoncena odhozenim glykoproteinového obalu na
povrchu spermatické hlavicky. Béhem akrozomalni reakce plazmatickd membrana
rostralni ¢asti spermie fizuje s vnéjsi akrozomalni membranou, coz vede k uvolnéni
akrozomalniho obsahu a zaniku t€chto membran. Z molekuldrniho hlediska nejdiive
dochazi k vazbeé ZP3 a spermatickych receptorti (GalT,...), to aktivuje heterotrimerni
GTP vazebné proteiny a fosfolipazu C. Ty nésledné zplsobi zvyseni koncentrace
cytoplazmatického vapniku. Tato vazba také spousti jinou signalni kaskadu stimulujici
vstup extracelularniho vapniku pomoci T a Trp rodiny kanalt (Jungnickel et al. 2001,
2006). Nasledny vzrist koncentrace cytoplazmatického vapniku spousti vyliti akrozomu
(O’Toole et al. 2000). Proteasy a glykosidazy poté zacnou vytvaret izky otvor do ZP
proteazy akrozomalniho obsahu ¢i membranové protedzy. Nejista je také pozice zndmého
proteinu akrozinu, ktery se mél podilet na vazb¢ spermie-oocyt a penetrovat ZP. Pozd¢ji
se vSak zjistilo, ze tyto schopnosti nema a nejspise cely proces pouze urychluje (Honda et
al. 2002). Bylo provedeno nékolik studii, které si kladly za tikol prokazat vliv hormonu
progesteronu na spusténi akrozomalni rakce kapacitované spermatické buiiky (Bronson et
al. 1999). V dalsi fazi oplozeni fiizuje vnéjsi akrozomalni membrana spermie

s plazmatickou membranou vajicka. V této ¢innosti se velka pozornost obraci na
povrchové proteiny z ADAM rodiny. Tyto proteiny maji disintegrin doménu, ktera ma
svého vazebného partnera v integrinu plazmatické membrany vajicka (Primakoff a Myles
2000). Dalsi moznosti je protein CD9, pfi jehoz knock-outu u samice mysi je fize gamet
defektni (Le Naour et al. 2000). Chtél bych ale ptipomenout, ze disledek knock-outu
nemusi byt vzdy objektivni. Genova modifikace jednoho proteinu nutn€ nevytadi urcitou
jeho funkci, protoze ho mize nahradit jiny protein (viz. Rozdéléni funkce regulace C3b
komplementu mezi CD46 a H faktor). Na druhou stranu knock-out jednoho genu vétSinou

negativné ovlivni funkce ve vet§im rozsahu, nez v rdmci projevu jednoho genu.
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Obr.5: Schéma akrozomalni reakce lidské spermie. V kapacitované spermii se zvysi koncentrace
cytoplazmatického vapniku. Nésledné vnéjsi akrozomalni membrana (OAM) fizuje

s plazmatickou membranou (PM) vajicka a dochazi k vyliti akrozomalniho obsahu. Poté je
odhalena vnitini akrozomalni membrana (IAM), kde se nachazi CD46. Zdroj: Riley et al. 2002.

4.2 Oplozeni a CD46

Nékteré studie navrhuji konkrétné€ protein CD46 na vnitini akrozomalni membrané
jako jeden z proteini zodpovédnych za spojeni spermie a oocytu pii akrozomalni reakci.
Byla pouzita specificka monoklonalni protilatka (MH61) proti lidskému CD46 pfti
akrozomalni reakci lidské spermie. Navazani protilatky MH61 blokovalo u vétSiny vzorkt
fiizi lidské spermie a kfecciho oocytu (Okabe et al. 1990). Dalsi prace (Anderson et al.
1993) demonstrovala specifickou vazbu C3b dimeru komplementu s CD46. Pti
akrozomalni reakci vypusténé proteazy rozstépily C3b komplement na produkt C3bi a tim
podpotily jeho vazbu k CD46. Oocyt vytvaii na povrchu CR1 a CR3 komplementové
receptory, vazajici C3bi na CD46. Tim by vznikl model interakce spermie-oocyt, ktery by
byl zalozen na propojeni CD46 spermie/ C3b/ CR1,3 (Anderson et al. 1993). Nové¢;jsi
prace tento model spiSe zpochybiiuje. Byla totiz vytvorena monoklonalni protilatka proti
CD46 laboratorniho potkana, blokujici C3b vazebné misto na CCP doménach. Interakci
spermie s oocytem to ale nebranilo (Taylor et al. 1994) . Nabizi se tak moZnost ptisobeni
jiného vazebného mista CD46 proteinu na spojeni s oocytem. NeZ spermatickd buiika
projde semenotvornym tubulem, jsou N-cukry na CCP doménach deglykosylovany. To je
pomérne bézny jev na membranach spermie a mohl by byt nezbytny pro interakci mezi

spermii a oocytem (Riley et al. 2002). Dulezitosti proteinu CD46 pfi interakci s oocytem a
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moznosti jeho evoluéni fixace nasvédcuje i ptiklad jihoamerickych primata. U nich
nedochazi k deleci CCP 1 domény CD46 na vnitini akrozomalni membrané spermie jako

u ostatnich bunék (Riley et al. 2002).

4.3 CD46 jako marker akrozomalni reakce

Semenotvorny tubulus varlat hraje klicovou roli v produkci a maturaci saméich
pohlavnich buniek. Jeho analyza tak pfispiva k pochopeni spermatogeneze a tim padem i
roli spermatickych proteint jako je CD46 v oplozeni. Semenotvorny tubulus méa nékolik
urovni struktury, u lidi 6 a u blize zkoumané krysy dokonce 14 trovni. Kazda uroven se
od sebe 1i8i mikroskopickymi znaky jako frekvenci meiotického a mitotického délent,
povrchem spermatidy, povrchem akrozomu, uspotadani mitochondrii nebo pfitomnost
shluki rostoucich spermatid (Hess 1990). Pro uspésnou identifikaci kazdého stupné
vyvoje nestaci pouze samotny z téchto faktort (Mizuno et al. 2005). Pro studium by tak
byl nejvhodnéjsi antigenni faktor nachézejici se na spermatické butice pouze v ramci
jedné oblasti. Navic by sam o sobé¢ stacil k uréeni jednotlivych tirovni vyvoje spermatické
buiiky. Usp&$nym kandidatem se proto stal pravé receptor CD46, ktery se jiz osvédéil
jako vhodny akrozomalni marker u ¢loveka (Seya et al. 1993). Jeho ptednost tkvi
pfedevsim v lokalizaci pouze na akrozomu vyvijejici se spermatické buniky (Mizuno et al.
2004). Pro jeho barveni se pouzila specifickda monoklonalni protilatka MM.1 proti CD46
laboratorniho potkana. K posouzeni riznych fazi vyvoje se vyuziva i DAPI barveni a
odliSeni na zakladé morfologickych zmén. Jednotlivé vyvojové stupné spermatid
laboratorniho potkana se daji rozd¢lit do riznych ¢asti semenotvorného tubulu na uroven
1-19. V rannych stadiich vyvoje spermatogonii a spermatocytti nedochazi k expresi
CD46. Protein se nenachazi ani v Golgiho aparatu ani ve vznikajicim akrozomu. Exprese
CD46 je poprvé detekovana na trovni 7. V této chvili se nachazi jak v Golgiho aparatu,
tak ve vznikajicim akrozomu. Ve fazi 8-14 exprese sili. Po 14. stupni vyvoje se CD46
koncentruje v misté zralého akrozomu a jiz se nenachéazi v Golgiho aparatu. To naznacuje,
ze CDA46 je transportovano z Golgiho aparatu do akrozomu v prvnich fazich jeho
formovani. CD46 by tak mohl mit urCitou roli pfi maturaci akrozomu pii spermatogenezi

(Mizuno et al. 2005).
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Receptor CD46 se osvédcuje také jako dobra sonda akrozomalni reakce u clovéka
(Jaiswal et al. 1999); konkrétn€ uplné akrozomalni reakce kdy se vylije vSechen obsah
akrozomalniho vacku a obnazi se vnitini akrozomdlni membrana. Vyuziva se pozitivniho
barveni pomoci FITC-CD46 monoklondlni protilatky (FITC = fluorescein isothiocyanat).
To prineslo sviij uzitek pii studiich zabyvajicich se riiznymi stupni akrozomalni reakce a
indukci SAR nebo pii vyzkumu vlivu progesteronu na spusténi akrozomalni reakce

spermie (Bronson et al. 1999).

4.4 Genova modifikace CD46

Spermaticka bunka putujici reprodukénim traktem samice k oocytu je ohrozena
komplementem, ktery vyzziva samice piedevs§im v déloze a oviduktu k odstranovani
cizich téles. Naptiklad estrogen stimuluje tvorbu C3 komplementu v déloze laboratorniho
potkana (Sundstrom et al. 1989). Jak jiz bylo poznamenéno vyse, u spermie se CD46
nachdzi jen na vnitfni akrozomalni membrané a proto nemuize vyuzit svou schopnost
regulace komplementu na povrchu buiiky (Taylor a Johnson 1996). Tuto funkci na
plazmatické membrané spermie piebiraji pfibuzné proteiny, regulator komplementu CD55
a CD59 (Simpson a Holmes 1994). Avsak v bodu blizko ZP potiebuje v procesu
kapacitace spermie odhodit ¢ast své plazmatické membrany z hlavové akrozomalni ¢asti.
Nasleduje vyliti obsahu z akrozomalniho vacku (akrozomalni reakce) a zahajeni
oplodnéni vajicka (Yanagimachi 1994). Timto ztraci i svou ochranu pied komplementem
pouzitim komplementérnich receptorti v plazmatické membrané. ProtoZe vnitini
akrozomalni membrana je mistem vyskytu receptoru CD46, nabizi se moznost, ze CD46
hraje roli v ochrané spermie pfed komplementem v sami¢im reproduk¢énim traktu pii
akrozomalni reakci (Seya et al. 1993).

K objasnéni funkce receptoru CD46 a potvrzeni ¢i vyvraceni predeslych hypotéz byly
vytvoreny mysi s knock-outem pro gen kodujici CD46 pouzitim homologni rekombinace
(Inoue et al. 2003). CD46 knock-out mysi byly ptesto zdravé a plodné. K zadnému
viditelnému poskozeni spermie komplementem nedoslo a proto se mize konstatovat, ze
roli proteinu CD46 na vnitini akrozomalni membrané neni pfednostné regulace
komplementu. V kapitole o oplozeni byl popsan model interakce spermie-oocyt u ¢loveéka

zalozeny na vytvoreni jakéhosi mostu CD46 spermie/ C3b/ CR1, 3 oocytu, kde CD46
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hraje roli vazebného proteinu. Tato hypotéza se stava spise nepravdépodobnou, vzhledem
k pievladajici schopnosti oplozeni u CD46 -/- mysi. Uplné vyloudeno to viak také
nemuze byt, protoze studie knock-outu byla provedena zatim pouze u mysi. U
jednotlivych samcti se vSak prokdzaly velké rozdily ve schopnosti oplozeni, kdy CD46 -/-
samci produkovali vyssi pocet potomki nez samci s neporusenou tvorbou CD46. Také se
ukazalo, ze incidence spontanni akrozomalni reakce spermii CD46 -/- samct je az
dvojnasobnd nez u normalnich samct. Jedna z moZnosti zplsobujicich spontanni
akrosomalni reakci u spermii s naruSenym CD46 miiZze byt zména chovani iontovych
kanalt, coz vede ke zvyseni koncentrace cytoplazmatického vapniku a nasledného
spusténi spontanni akrozomalni reakce.

Objevila se 1 tvrzeni, Ze spontanni akrozomalni reakce je ¢isté nasledek poSkozeni
spermie. Podle jedné z teorii vS§ak SAR muize byt ndsledkem pfirozené kapacitace (Kim et
al. 2001). Z tohoto modelu by vyplyvalo, ze ZP neiniciuje akrozomalni reakci, ale pouze
zvysuje rychlost akrozomalni exocytosy jiz aktivované spermie. Mezi dalsi faktory
spoustejici spontanni akrozomalni reakci patii 1 progesteron (Bronson et al. 1999) nebo
folikularni tekutina (De Jonge et al. 1993). SAR se da spolehlivé spustit také pomoci
riznych latek; napt. Ca ** ionofory, analogy cAMP, stimulatory protein kinazy C,
pentoxifylline, krevni desti¢ky aktivujici faktor (Jaiswal et al. 1999).

Ztrata CD46 samoziejm¢ mtiZze ovlivnit také distribuci membrénovych proteinii
vazajicich se na n¢j. K témto membranovym proteiniim patii beta 1 integriny a tetraspany
(Lozahic et al. 2000). CD46 -/- spermie maji mnohem vétsi incidenci SAR nez normalni
spermie, proto by jedna z funkci CD46 mohla souviset se stabilizaci akrozomalni

membrany.
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Obr.6: Graf znazoriujici incidenci spontanni akrozomalni reakce u mysi s neporusenym CD46
(+/+) a mysi s knock-outem genu pro CD46 (-/-). Zdroj: Inoue et al. 2003.

4.5 Rod Apodemus

Hlodavci vytvaieji CD46 pouze na vnitini akrozomalni membranég a jeho funkci
regulace komplementu na ostatnich buiikach zajistuje homologni protein Crry (Li et al.
1993). Existuji vSak hlodavci rodu Apodemus (mysice), kde zkoumané druhy CD46
nevytvareji ani na vnitini akrozomalni membrané spermie. Neschopnost exprese proteinu
je zplisobena alternativnim sestfihem transkriptu. Dochézi pii tom k delecim exont 5-7
nebo 6-7, kdy zkoumané druhy mysic mély delece v jinych exonech. Také se objevuje
prodlouzeni 3" konce a zkraceni 5" nepiekladaného konce fetézce mRNA. Transkript se
tedy tvoti ale protein CD46 jiZ ne (Johnson et al., dosud nepublikované vysledky). Jak jiz
bylo popsano vyse, knock-out CD46 zptisobuje nestabilitu akrozomu a naslednou
spontanni akrozomalni reakci (Inoue et al. 2003). Ukazalo se, ze i v piipad¢ ptirozeného
naruseni tvorby proteinu se neobjevuji viditelné negativni vlivy na fertilizaci, podobné
jako knock-out CD46 u mysi. V ptipad¢ pfirozené nepiitomnosti CD46 u mysic také
dochazi k predcasné akrozomalni reakci. Spermie zaroven vytvateji tzv. vlacky
shloucenych spermii, které jsou k sobé pfichycené. Zvysuji si tak motilitu, tedy zvySenou
uspésnost dosahnout oocytu (Moore et al. 2002). V tomto ptipad¢ se mize jednat o

kompetici mezi spermiemi riiznych jedinct o to, ktera spermie dosahne vajicka a oplodni
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ho. Podle novych studii je kompetice na urovni oplozeni pomérné bézna, obzvlast u

promiskuitnich druhii jako naptiklad MySice kifovinna (Moore et al. 2002). Tyto spermie
pod tlakem kompetice Casto prodélavaji morfologické a biochemické zmény dilezité pro
uspésnou fertilizaci, tzn. Ze vétsi ¢ast populace spermii je kapacitovana (Gomendio et al.

2006).
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5 Zavér

Z dosavadnich vyzkum se protein CD46 jevi jako velice komplexni. Jeho funkce
jako regulatoru komplementu na somatickych buiikach je pomérné dobie prozkoumana.
Uplné opacna situace viak nastava u jeho role na vnitini akrozomalni membrang spermie
pii oplozeni. Jeho neménna forma na vnitini akrozomalni membrané u vétSiny savci
vytvarejicich CD46, nasvédcuje na jeho evoluéni zafixovani na této pozici. Na to
poukazuje ptiklad hlodavcti majicich CD46 pouze na vnitini akrozomalni membrané a
Jihoamerickych primatt, u jejichz CD46 na ostatnich bunikach nedochézi k expresi CCP 1
domény. Z pozice CD46 na spermatické buiice se od nich proto ocekavala piredevsim
vazba k ZP nebo regulace aktivace komplementu C3b, C4b samice. Vysledky se ukazaly
ptekvapivé. Monoklonalni protilatky blokujici vazebna mista na CD46 nijak nebranily
vazb¢ spermie s oocytem. Knock-out CD46 neovlivnil schopnost spermie oplodnit oocyt,
ale dochazelo k spontani akrozomalni reakci. Naskyté se dal§i mozna a neprozkoumana
role, a to stabilizace vnitini akrozomalni membrany. Vychazime z modelu T lymfocyti, u
kterych Cyt 2 doména CD46 aktivuje signalni kaskadu spoustéjici zmeény aktinového
cytoskeletu. Stejné tak CD46 interagujici s patogenni bakterii Neisseria zapficinuje
shlukovani cytoskeletalnich komponentl v hostitelské buiice. Podobnym zpiisobem by
CD46 na vnitini akrozomalni membrané spermie mohlo reorganizovat aktinova vlakna
spermatické buiiky. Dulezitosti role cytoplazmatické domény také nasvédcuje regulace
imunitni odpovédi pfi napadeni virem spalnicek.

Prozatimni vyzkum CD46 se zamétuje piednostné k imunologickému hledisku funkce
CDA46. Perspektivni se jevi 1 mozna evoluéni role proteinu CD46. Zajimavy je
konkrétné rod Apodemus, jejichz zastupci piirozené netvori protein CD46. Muze existovat
n¢kolik variant piisobeni selekénich tlakti na deaktivaci proteinu CD46. Jednak negativni
vliv afinity CD46 k nékterym patogentim. Bez CD46 se tak snizuje moznost pienosu
patogenu a nasledné infekce. Praveé promiskuitni druhy mysic, které jsou nejvice ohrozeny
pohlavné pfenosnymi patogeny se receptoru CD46 ,,zbavily*. Dalsim tlakem mtize byt
zvyseni reprodukcni uspésnosti jedinct bez CD46 a s tim spojend kompetice spermii.
Prikladem jsou knock-outy mysi, jejichz jedinci maji vétsi vrhy nez normalni jedinci.
Moznosti je 1 reprodukéné izola¢ni mechanizmus. Jak jiz bylo popsdno mysSice tvori
transkript CD46, ale jiZ netvoii protein. U kazdého prozkoumaného druhu je transkript

odli$ny. Na trovni DNA dochazi u kazdého druhu mysSic k jinym nesynonymnim
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zaménam, tedy druhove specifickym sekvencim. To naznacuje, ze funkce CD46 mutize

souviset se speciaénimi udalostmi.
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