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Abstrakt

OBP gedstavuji malé, ve veéddolre rozpustitelné proteiny, které jsou ve velkém nsinviz
exprimovany v blizkostéichovych neurofi, a jejichz hlavnim ukolem je vazat gepravovat
lipofilni odoranty ve vodném prastdi nosni sliznice sai@ jinych obratlova. Ackoliv OBP

zname bezméla 30 let, a vime toho pom dost o jejich struktie a molekularni podstat
mame stale velmi malo informaci o genové expréshtd proteii a funkcich, které
v organismu vykonavaji. Tato pracinasi nové poznatky ohledtkaiové specificity OBP a
predklada skolik novych sekvenci géniidicich tyto proteiny u vybranych zastiipmdu

Mus.

Kli éova slova odoranty vazajici proteiny, evoluce, genova es@reshluky gein genova

duplikace, mys

Abstract

Odorant-binding proteins (OBPs) are small solubigtgins expressed at high levels in the
proximity of olfactory receptors. OBPs act as sdimérs and carriers of the lipophilic
odorants in the aqueous mucus of mammals and etréebrates. OBPs have now been
studied nearly thirty years, but in comparison® wealth of data available on their structural
chemistry and molecular biology, our knowledge dlgmne expression and function of these
proteins is still insufficient. This work providegw insights into the tissue specificity of OBP
and presents several new sequences of genes gaydheise proteins in selected species of

mice.

Key Words: odorant-bindings proteins, evolution, gene exgieg gene clusters, gene

duplication, mouse
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1. Uvod

1.1 Chemicka komunikace a p fFidruzené jevy

Nejprve je teba zdraznit, Ze tato podkapitola by néla suplovat uvod do studia chemické
komunikace jako takové, jejim hlavnim cilem je zhisniZzeieSenou problematiku do SirSich
souvislosti a zarovevytycit jakysi myslenkovy ramec, vémz bychom se #li pohybovat po
zbytek této prace.

VSechny Zivé organismy na Zemgjakym zpsobem vnimaji chemické latkyitpmné
v jejich prostedi. Chemicka signalizace pat k evoliené nejstarSim a sa@asre
nejrozsfergjSim formam dorozumivani a orientace vet&wzivé pirody, ¢ehoz si vcelku
zahy vsiml iclovek. Prvni pisemné zminky @itcich nejiznéjSich substanci na chovani lidi
védeckého pojednani. V roce 1609 Charles Butler gopsa jediné uvolgné \Celi Zihadlo
dokaze atrahovat a k Utoku vyprovokovat ostatdélyw (Butler 1609). Dnes vime, Ze
puvodcem tohoto jevu je isopentyl-acetat, aktivnizkb poplaSného feromonu, jenz svolava
délnice k obrasg Ulu a podgicuje v nich uténost vici vetirelcim (Boch et al. 1962). Pionyrské
studie chemické komunikace mezi samcem a samid¢igzeqi z pera velkého francouzského
piirodozpytce 19. a gatku 20. stoleti, J. H. Fabreho (Fabre 1879). Dxfiri potvrzeni
existence sexualnich atraktanvSak pinesly az experimenty na konci padesatych let
minulého stoleti, kdy laureat Nobelovy cenygmecky biochemik Adolf Butenandt, izoloval
ze samic bource morusovéhBofnbyx moli latku nazvanou bombykol (Butenandt et al.
1959). Jednalo se o prvnic¢eni chemické struktury latek owtiujicich vnitrodruhové
(intraspecifické) chovani organism feromori.

Termin feromon zavedli v polowrpiredesSlého stoleti Karlson a Luscher (1959), a to pro
prirodni chemikalie, které jsou do priedi vylwwovany jedincem witého druhu a u jiného
jedince téhozZ druhu paipeti spoustji specifické behavioralni nebo fyziologické reakdak
uZ napovida sam nazev i&. pherein— prenaset énhormon— stimulovat) a fakt, Ze se jim
diive tikalo ektohormony, feromony maji leccos sgakho prag s ,pravymi“ hormony
(powetSinou je produkuji a sekretuji specializované ¥lg§sou vysoce &inné i ve velmi
malém mnozstvi; vadZou a transportuji je specialkbliny). Presto mezi nimi existuji zjevné
rozdily, na zakladl kterych je definujeme. Zatimco hormony jsou zpd&viuvohovany
soustavou endokrinnich Zlaziiimo do krevniho okhu Zivaticha nebo psobi lokalg

v misg/tkani svého vzniku, feromony jsou Zlazami €jgh sekreci vyrdSovany na povrch



téla a Steny dale do wjSiho prostedi. Prvig jmenovani reguluji Zivotni funkce jednotlivych
orgami a vyznama se podileji na udrzovani homeostazy daného onganigdezto druzi
hraji roli jakéhosi komunikaniho posla mezi jedinci stejného druhu (Karlson igsdher
1959). Feromony jakozto fylogeneticky velmi stanénéverzalni chemické signaly nalezneme
v celé Ziva@iSné iSi raiznymi bezobratlymi p&inaje az k savien, ¢lovéka nevyjimaje,
piicemz rozliSujemeéadu funknich typi. Rozeznavame kigkladu feromony sexudlni (vabi
opané pohlavi), agregai (jedinci se pod jejich vlivem shroméji do velkych shluk), jiz
zminené poplasné (vyvolavaji unikové nebo obranné réakceznatkovaci a orienténi
(navadi teba ke zdroji potravy) (Wyatt 2003). Podle druhtinku je dale dlime na
pusobkové feromony (primers), kterétmobuji dlouhodo§Si zmenu fyziologie recipienta a
posléze i zranu jeho chovani, a feromony-spaid& (releasers), které bezpi@sire po fijeti
spoustji urcité chovani (McClintock 1998, Brennan a Zufall 206

Feromony pat mezi takzvané semiochemikalie, konkegititeceno infochemikalie, tedy
latky pouzivané organismy pro chemickiepos informace, kam kraimich radime je&t
mediatory mezidruhové (interspecifické) komunikadderym iikdme allelochemikélie
(Regnier 1971, Dicke a Sabelis 1988). Ty #uagme na zaklatlitoho, zda je signal vyhodny
pro vysilatele neboifjemce, na allomony {maseji uzitek vysilateli signalu), kairomony
(prinaSeji uzitek Hjemci signalu) a synomony ifpaseji uzitek ofma) (Sbarbati a Osculati
2006). Sowasna definice semiochemikdlii zahrnuje r&vrv prostedi gitomné Ziviny a
toxiny, které na rozdil od vySe uvedenych infocHehi nemusi nuté prenaSet &aky
signal, nebd jsou pro dany organismus preéspéci skodlive samy o sab(Nordlund a Lewis
1976). Nicmén ok skupiny se navzajem prolinaji a digyl, porevadz i Ziviny a toxiny
mohou v gkterych gipadech nést ditou informaci; rozliSit mezi nimi je proto mnohdy
nesnadné, zalezi na jaky fumk aspekt zrovna klademéradz.

V¢étSina organistin a zvlast pak ziva@icha neni @i vzajemném dorozumivani odkazana
jen na chemické podty, pro gedavani zprav vyuzivajiizné inform&ni kanaly, které dle
momentélni pdeby vSelijak kombinuji. Vedle pachového zndme kahaisticky, optickyCi
elektricky. Nelze opomenout ani dotykovou neboktitai komunikaci. Volba vhodného
transportniho kanalu se odvijfegpazié od receptorové vybavy ¢&ité zivatisné skupiny a
zavisi samazjme rovréz na konkrétni situaci (Veselovsky 2005). V uplmé by kugikladu
demonstrace chrupu — zaé¢la jinak velmi &inny signél hrozby &kterych savé — byla
nesmysina a ve vysledku také plnd marna. Jeigjmé, Ze kazdy kanal ma své vyhody a
nevyhody (tabulka 1). Pachové signaly snadrfekg@navaji terénni ipkazky a nejsou

energeticky narné; hlavni pednosti je vSak jejich daleky dosah a to, Ze paghmaka
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ponrné dlouho &inkuje i bez pitomnosti vysilajiciho, kypo jisté dob vyprcha a jeitba ji

obnovit. Na druhou stranu se pachy pomatil &ijejich esna lokalizace fize byt vinou

negiznivych powtrnostnich podminek zta ztizena (Franck 1996).

Chemickym sloteninam, které jsou nositely pachikame odoranty. Abychom mohli

n¢jakou latku prohlasit za odorant, musimsplat dv zakladni podminky: musi bygkava,

aby pronikla skrz nosni sliznici dichovym receptarm, a zarové musi byt pitomna v

dostatén¢ vysoké koncentraci, aby podrazdiiahové neurony. Potencialnim zdrojem pachu

mohou byt veSkeré latkytauz organického, nebo anorganického, charaktererékto

prostedi uvohuji molekuly, podvadz pra¥ ty tvori podstatu nejrzrgjSich packh. Odoranty

piinaSeji celoutradu dilezitych informaci: signalizuji #itomnost potravy nebo naopak

predatora, Ziv¢ich se diky nim orientuje ve svém Zivotnim predf, vyhyba nebezpe
(Touhara a Vosshall 2009).

Tabulka 1 Typy signall a jejich vlastnosti. (Upraveno podle Alcock 1984 in Veselovsky 2005, s. 189).

Typ signalu
vlastnosti chemicky akusticky opticky hmatovy
dosah daleky daleky omezeny kratky
Sireni pomalé rychlé rychlé rychlé
omezeni Fekazkou ne ne ano ano
lokalizace variabilni stedni dokonala dokonala
energeticky vydaj maly vysoky maly maly

Jak jsem jiz uvedl na #atku, chemicky zprogdkované interakce mezi organismy a jejich

okolim nalezi kvyvojo¥ nejstarSim komunikaim projewim. Neni proto Zadnym

piekvapenim, Ze chemoreceptory zachycujicitokié@ acichové podsty (vést mezi nimi

ostrou hranici je zvla&tu vodnich skupin obtizné) maji rasivsichni obratlovci. Zatimco

chwové pupeny nebo poharky mohou byt u nizSich obrailatzré roztrouSeny i na

povrchu ¢la, cichové vjemy jsou registrovany velkym ¢iem receptar, které jsou

soustedny do anatomicky samostatného systéngichového organu (Gaisler a Zima 2007).

Ten ucelistnatd zprvu tvai par sndrem k €lu slepych véki na gednim konci hlavy, jejichz

komunikaci s vijSim prostedim zajiguji vnéjSi nozdry fareg. Béhem evoluce se pak u

nekterych svaloploutvich vyvinuly jeStnitini nozdry ¢hoanag, jez spojujicichové véky s



dutinou ustni (Réek 2002). Tyto vnini nozdry zejmeé predstavovaly dlezitou predispozici
pro prechod obratlovit na sous, proto neni divu, Ze je po svytbdgich zddili také vSichni
¢tvernoZci dychajici vzdusny kyslik. Dutidjchovych vé&ki u nich vytvdeji slozity labyrint
chodeb a zahybvystlanycheichovou sliznici, ktery zaroweslouzi jako pivadk¢ vzduchu do
dychacich organ (Ratek 2002). Novinkouctvernozdé je také spojeni nosnich dutin
s vnittnim koutkem oka v podetslznych kanali (Gaisler a Zima 2006).

U nekterych obojzivelnilt, plazi a rady sav@ muZzeme kromi vlastniho ¢ichového
organu najit jest takzvany vomeronasalni neboli Jacohsomrgan, ktery lezi ve fortn
slepych kapes na #dnpredni ¢asti nosni dutiny (Halpern a Martinez-Marcos 2003).
prostednictvim aktivnihaterpaciho mechanismu, jehoz podstatou je vazok&ostiiévek,
ktera vede k silnému toku hlenu do kapes tohotamsgMeredith a O’Connell 1979). Tento
organ postradaji Zelvy, krokodyli, ptaci &kteri savci, naproti tomu nabyl nebyvalého
vyznamu u Supinatych plaz

V otdzce evoltniho pivodu a funkce vomeronasalniho organu neni dosumb ja&tSina
biologi je toho nazoru, Ze vomeronasalni systéem neni adpoa terestricky zjsob Zivota,
a to ze dvou dobrychagtodi: maji jej recentni obojzivelnici Zijici ve vd@ paleontologické
diukazy sed¢i o tom, Ze posledni spaéley predek obojzivelnilk a blanatych obratlovicbyl
vodni Zivaich (Eisthen 1997). Obeérse n&lo za to, ZeCichova sliznice a vomeronasalni
systém vykonavaji odlisné funkce. Zatintechova sliznice rla byt zodpo¥dna za vnimani
obecnych odoraif vomeronasalnimu systému byléspzovana role v percepci feromon
Recentni studie demonstrovaly, Ze oba chemosehkgosigstémy se do zé&r@e miry funkné
piekryvaji, porvadz icichova sliznice je zapojena do detekce ferotn@u et al. 2005,
Tirindelli et al. 2009).

Chemoreceptory jakcichové sliznice, tak vomeronasalniho organu majidobol
bipolarnich smyslovych béh umistnych fizné hust v podpirném epitelu, ktery je u
suchozemskych obratlofrgrostoupen i mukéznimi likami (Halpern 1987, Meredith 1991,
Halpern a Martinez-Marcos 2003, Tirindelli et aD0®). Specifikem &hto smyslovych
burgk je to, Ze jejich vldkna vedouiimo do mozku — v prvnimifpac do hlavniho
cichového laloku (main olfactory bulb) a v druném\amllejSihatichového laloku (accessory
olfactory bulb) (Halpern 1987, Meredith 1991, LimE®096, Brennan a Zufall 2006, Tirindelli
et al. 2009). Zatimco hlavnéichovy lalok zprostedkovava penos pachovych vjein
k cichovym centim hemisfér koncového mozku, vedlefthovy lalok aktivuje primitivni

struktury mozku jako je amygdala a hypotalamusrékisou spojeny s eminimi prozitky,
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agresivitou, ovliviuji sexualni chovani a rozmnozovani a v neposléadi se podileji na
humoralnimiizeni organismu (Wysocki 1978, Halpern 1987, MaredB91, Meredith 1998,
Halpern a Martinez-Marcos 2003, Tirindelli et @09).

Vlastni vyhodnocenéichového viemu je potmné slozity proces, ktery mimo jiné zavisi
na tom, zda se &ty Zivocich s danym typem pachového signalu setkal jiz nuhoisti.
Jestlize se &které pachové podty pravidelr® opakuji, jedinec si je uklada do takzvané
cichové pandti — prislusny podst pak vyvola odpovidajici reakci i po delSi daideredith
1998).

Z obratlova@ dosahli vrcholu ve vyvojtichového organu zejména savci, iktgsou jeho
prostednictvim schopni rozliSit tisicaiznych pach. Vnimani pach je fizeno nadrodinou
geni pro cichové receptory (olfactory receptors), coz jsoansgmembranové receptory
sprazené s G proteinem (G-protein coupled receptoksgré se skladaji ze sedmi
v plasmatické membrénzandenych alfa Sroubovic, na¢h je ze spodni strany napojen G
protein (Buck a Axel 1991).tBdpoklada se, Zéeti, patd a Sesta alfa Sroubovicefiw@apsu,
do které se navazou molekuly odofantimz dojde k aktivaci G proteinu na vmit strag
membrany (Buck a Axel 1991, Hall et al. 2004, Katast al. 2005). Ten se odkuod
receptoru a spusti signaliza kaskadu uvnit bunky. Obecr se soudi, Ze kazd§ichovy
neuron exprimuje pouze jeden nebo nanejwiolik méalo ze stovek moznych fuskich
geni pro ¢ichové receptory (Chess et al. 1994, Kishimotolett894, Malnic et al. 1999,
Serizawa et al. 2000), avSak posledni prace ukazejtomu tak byt nemusi (Mombaerts
2004). Na druhou stranu bylo prokadzano, Ze neurexyyrimujici stejné receptory tkio
v ¢ichové sliznici jakési ohraténé, diskrétni populace (Strotmann et al. 1992 safast al.
1993, Strotmann et al. 1994).

Tato extréema pacetna rodina, v ramci obratlofrasibec nej¥tsSi, ma zhruba 1008ena,
coz odhadem fedstavuje asi kazdyitaty az padesaty gen séivo genomu, nicmeénzde
existuji vyrazné mezidruhové rozdily v jejich ¢ (Young et al. 2002). Navic
nezanedbatelnotast tvdi pseudogeny. Ndjklad z fiblizné 800 geri kddujicich¢ichové
receptory je wlovéka plnych 50 % pseudoger{Glusman et al. 2001, Zozulya et al. 2001,
Niimura a Nei 2003). Naproti tomu u mysi, jejiz gem obsahuje okolo 1 40@dhto geir,
¢ini podil pseudogenjen 20-25 %, Zehoz vyplyva, Ze myS ma bezmakdkrat tolik
funkeénich geri pro ¢ichové receptory nezklovék (Zhang a Firestein 2002, Young et al.
2002, Niimura a Nei 2005).i®s 1000 gein pro ¢ichové receptory maji krofnmysi jeS
druhy jako potkarti vacice, kdezto na ogaém konci spektra stoji primattetn® zmintného

¢lovéka nebo zastupce ptakimych, ptakopysk, u kterych nalezneme méez 400 dchto
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geni (Niimura a Nei 2007). Je tedygmeé, Ze velikost této genové rodiny se #igghu
evoluce zn&né meni, picemz pdet funikinich ger v jednotlivych liniich je
dusledkem dlouhodobé interakce mezi duplikacemiigem jedné strana jejich ztratami na
strar¢ druhé — podle furdnich pozadavk daného druhu (Niimura a Nei 2007).

Pomérné nedavno byla u mySi objevena druha rodiiahovych receptdr, které
ozn&ujeme zkratkou TAARs (trace amine-associated recspt(Liberles a Buck 2006).
TAARS jsou Vv utitych ohledech podobné receptor pro biogenni aminy jako je serotonin
nebo dopamin. Tato nova rodina zahrnuje u myséléga, které jsou, s vyjimkou TAARL,
exprimovany \ichové sliznici (Liberles a Buck 2006). Bylo zjigb, Zze nejméhdtyii tyto
receptory vazi malé molekuly aniinpricemz kazdy z nich rozpoznava specifickou sadu
ligandi, mezi #Z pati p-fenylethylamin, isoamylamin a trimethylamin, ktg¢séu girozenou
souwtasti mysi mai (Tirindelli et al. 2009) B-fenylethylamin, ligand pro mTAARA4, je obsazen
v mai lidi a hlodavd, jeho koncentrace stoupa v situacich, kdy jeezviystaveno stresu
(Paulos a Tessel 1982, Snoddy et al. 1985, Grimsbyal. 1997). Isoamylamin a
trimethylamin — prvni se vaze na mTAAR3, zatimcohgrna mTAARS — jsou ve vysokych
koncentracich iitomny v sami madi (Nishimura et al. 1989). Bylo prokazano, ze
isoamylamin gsobi jako feromon, jenz urychluje nastup pubersamic mysSi (Nishimura et
al. 1989), coz spolu s vyetenym poukazuje na roléthto receptar v socialnim chovani
(Tirindelli et al. 2009).

Nekteri vacnatci, hmyzoZzravci, hlodavci, Selmy a kopytnici imachovan vomeronasalni
organ (Halpern a Martinez-Marcos 2003). Na rozdil Sopinatych plaz ho vSak zejme
pouZzivaji jen za witych okolnosti, teba v souvislosti s rozmnoZovanim. Ké&fad kopytnici
a katkovité Selmy wkuji fijnost samice tim, Ze poot@u tlamu, vyhrnou horni pysky a nasaji
pachové podity az do vomeronasalniho organu. Toto zvlastniogestameé jako flémovani,
Ize pozorovat i u samicékterych sav@. Vomeronasalni systéem se podle vSeho iipjat
rovnéz v agresivnim a rodovském chovani neboripindividuainim rozpoznavéani jedific
(Halpern a Martinez-Marcos 2003).

Krom¢ toho najdeme vichovém systému satic jeS€ dalSi, ne tak znamé,
chemosenzorické oddily jako je ritqpad Maseiiv septalni organ (Septal organ of Masera) a
nervovy uzel Gruenberga (Gruenberg ganglion), he€jidunkce vSak neni dosud pin
objasrna. Rehled jednotlivych chemosenzorickych oddflav@ podava na ipkladu mysi
obrazek 1.
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Obrazek 1 Cichovy systém mysi. Schéma zobrazuje jednotlivé chemosenzorické oddily v gichovém

systému mySi. MOE — hlavni €ichova sliznice; VNO — vomeronasalni organ; MOB — hlavni Cichovy
lalok; AOB — pridatny ¢ichovy lalok. Chemosenzoricka funkce nebyla jeSté ustanovena pro takzvany
»the guanylyl cyclase type-D system" (GCD) a nervovy uzel Gruenberga (Grueneberg ganglion; GG).
NC — nosni dutina; NG — glomeruli olfactorii; SOM — Maserdv septalni organ. (Pfevzato z Brennan a
Zufall 20086).

Dulezitou otazkou je to, jak se molekuly chemickyatek dostanou &chovym receptam.

U pavodre vodnich obratlovt jsou transportovany proudem vody, kdezto u suainekgch
obratlovd je nostem pachovych vjefhvdechovany vzduch, coZgastavuje ufitou potiz.
Problém spdiva v tom, zetichové receptory jsou u terestrickych Zliaht lokalizované ve
vodném prosedi nosni sliznice (w&lenoval plni analogickou funkci vy¥ky kutikuly
s chemoreceptory zvané sensillyjkali detekuji odoranty, které jsou primérhydrofébni.
Jinymi slovy, aby se jakakoli hydrofobni molekulespuci witou informaci dostala az na
misto transdukce signalu, to jest k memBr&rthového neuronu, musi naa rgjakym
zpisobem pekonat hydrofilni bariéru nosni sliznice, kteralige cichové receptory od
vngjSiho prostedi. Jednim z moznycteSeni mohou bytipnasée bilkovinné povahy jako
jsou napiklad odoranty vazajici proteiny (odorant-bindingtpins; dale jen OBP), které se
ve velkém mnozZstvi pohybuji v blizkosti olfaktorychk neurofi a kolem nichz se budecio

jadro této préace.
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1.2 Odoranty vazajici proteiny

Na avod nutno podotknout, Ze na naSem pracovistizeiedem k jeho za#heni zabyvame
pouze problematikou obratldh OBP. Tato prace a nasledujici text se tedy bugekud
nebude uvedeno jinak — tykat hlayrch.

Analogické proteiny totiz nachazime ra¢ru hmyzu (Hekmat-Scafe et al. 2000), kde sice
hraji podobné role, jakéfipuzujeme i jejich obratlaim prog€jSkam, nicmér strukturrgé se
od nich znané liSi (Pelosi 1998). Obeénse soudi, Ze OBP hmyzu a obratibvaaji
nezavisly ivod a k obdobnym funkcim dodp v dusledku dlouhého konvergentniho vyvoje
(Pelosi 1998, Steinbrecht 1998). Né&®iuje tomu i fakt, Ze kiwchodu na sousS doSlo
opakova® v nékolika riznych liniich Ziva@ichd, pricemZ lze pedpokladat, Ze seéjaci
piredchidci OBP jakoZzto adaptace Kk terestrickémuisgbu Zivota objevily uz dhem
pocateenich fazi osidlovani pevniny.

OBP pgedstavuji malé (17-20 kDa), ve wodokie rozpustitelné proteiny, které jsou ve
velkém mnoZstvi exprimovany v blizkosti olfaktoryck neurofi, a jejichZz hlavnim ukolem
je vazat a fepravovat lipofilni odoranty ve vodném pri@sti nosni sliznice sauca jinych
obratlovd@ (Pelosi 1994, Pelosi 1998, Steinbrecht 1998). Tmiatkud vagni a neudplna
definice vymezuje OBPii ostatnim funkné ¢i strukturré sptiznénym proteiim na zaklad
dvou kritérii: prvnim je tk&ova lokalizace a druhym schopnost vazat to#i tkavé
sloweniny, tedy potencialni odoranty (Tegoni et al. @0@Zejména druhé uvedené hledisko
lze oznait za dosti problematické, péwadZz odoranty nereprezentuji Zadnou §asn
jednoznéné definovanouiidu slogenin. Prakticky jakakoli molekula chemické latkyeta
je dostaténé mald (mensi nez 300-400 relativni molekulové hwstih a volatilni, aby
doséahlacichové sliznice, mize byt prohlaSena za odorant, a to bez ohledujhatjakturu
nebo fyzikalk-chemické vlastnosti (Tegoni et al. 2000). Navi@k-postups uvidime — ani
prvni kritérium neni bez chyb. Prozatim ndm vSakbsged nic jiného nez se tétaeba
nevyhovuijici, definice ifidrzet.
za objevenim OBP, a to jak u obratlaytak u hmyzu. Zatimcoibec prvni obratloti OBP
byl izolovdn z nosni sliznice skotu priEinictvim velmi silného odorantu, 2-isobutyl-3-
methoxypyrazinu (Pelosi et al. 1982, Bignetti et #085), jeho hmyzi pré&Sek byl
identifikovan u niiry druhu Antheraea polyphemusomoci jejiho specifického sexualniho
feromonu (Vogt a Riddiford 1981). Tento rozdil¢olndiny nadéle dafe charakterizuje,
neba’ celd jednaitda hmyzich OBP vaze feromony (pheromone-bindingteims; PBP),
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kdezto u obratlovt tato schopnost zatim neni znama (Vogt a Riddifi@81, Pelosi 1994,
Pelosi a Maida 1995, Pelosi 1998). Podobnrigtpp, jaky byl zvolen vifipads kravského
OBP, byl posléze usgpne aplikovan pi identifikaci wtSiny dalSich obratlaiich OBP (Dal
Monte et al. 1991, Pes et al. 1992, Felicioli et18193, Pes a Pelosi 1995, Garibotti et al.
1997). Je pdebarici, Ze s jednou vyjimkou, kterou tiaczaby druli Rana pipiensXenopus
laevisa Xenopus tropicaligLee et al. 1987, Millery et al. 2005), dosud zeétyto proteiny
jen u savd. Mame-li z nich vybrat asmonékteré, pak jmenujme n#élad kravu, prase,
kralika, mys, potkana a ngyvtieba slona nebo nornika (Pevsner et al. 1985, Peesra.
1988a, Dal Monte et al. 1991, Pes et al. 1992 aPeslosi 1995, Briand et al. 2000, Lazar et
al. 2002, Stopkova et al. 2010).

Ve snaze demonstrovat vazebné schopnosti OBP loyiditp rékolik béznych odorarit,
piicemz &tSina €chto studii byla provedena na kravském a @ias©BP, jelikoZ mohou byt
snadno purifikovany v relatigrvelkém mnozstvi (Pevsner et al. 1990, Dal Montal.et993,
Hérent et al. 1995). NejlepSimi ligandy, které \wzai disociani konstant viadu 0,1—

1 uM, se ukazaly byt heterocyklické dusikaté 1§to pyrazin a thiazol, terpenoidy a jejich
derivaty jako menthol a thymol aretire velké alifatické alkoholy a aldehydy (Pevsnerlet a
1990, Dal Monte et al. 1993, Hérent et al. 1995)e ltedy konstatovat, Zze OBP nejsou
specifické pro jeden neboékolik malo drutii molekul, jako nafiklad pibuzny retinol
vazajici protein, naopak maji schopnost vazat diggektrum hydrofébnich sléenin stedni
velikosti (Pelosi 1998, Tegoni et al. 2000). Nahdru stranu to nazgaje, ze fyziologicky
ligand OBP nebyl je&tobjeven; gktefi autdi uvazuji o feromonech, nicmé&wyzkum v této
oblasti stoji teprve na svém ¢&dku a tak o tom fZeme zatim nanejvys spekulovat (Pelosi
2001). V této souvislosti vyvstavdildzita otdzka, zda OBP mohou cidatiskriminovat mezi
raznymi odoranty, nebo vazou bez rozdilu veSkeré zik@ync-chemického hlediska
vyhovujici slodeniny. Nekteré prace dokazuji, Zze minimélurgité tfidy hmyzich OBP
jednotlivé chemické slaweniny rozliSuji a interaguji pouze se specifickoadimnozinou
informainich molekul (Vogt a Riddiford 1981, Du a PrestwitB95, Steinbrecht 1996,
Wojasek a Leal 1999, Sandler et al. 2000). Vzhlettgia zminovanym velkym funknim
podobnostem obou rodin, nelze toto vyibani u obratlo¢ich OBP. Problém je vSak v tom,
Ze jmenované studie vesmpracovaly se sexualnimi feromony, coZ u obrafiaeatim neni
mozné, jak uz byldeceno.

S pokrokem laboratornich technik a interptefah metod mame k dispozici stéle vice
sekvenci OBP, tauz aminokyselinovych, nebo nukleotidovych, coZz namozuje je

navzajem porrné snadno porovnavat a posléze kategorizovat, nadakthoz pak mzeme
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v této proteinové rodihustanovit wité prirozené tidy. Zajimavym spoknym rysem jak
hmyzich, tak obratlatich OBP je to, Ze proteom téinkazdého druhu, kde se vyskytuiji,
obsahuje &kolik ruznych tym téchto proteii. Uvedme rekolik piikladi: tii OBP byly
popsany u prasete (Dal Monte et al. 1991, Scalbal.€2001), dva u mysi (Pes et al. 1992,
Pes a Pelosi 1995, Pes et al. 1998)u tpotkana (Pevsner et al. 1988a, Dear et al. 4991
1991b, Ohno et al. 1996, Briand et al. 2000, Laiedl. 2001),if u krélika (Garibotti et al.
1997) a nejménhosm u dikobraza (Felicioli et al. 1993, Ganni letl@97). V této souvislosti
je vSak teba poznamenat, Ze ne vSechny proteiny klasifikkyako OBP opravdu do této
rodiny pati, jak ukazuji &které podrob&Si analyzy (Stopkova 2009). Pozoruhodna je
zvlase ta skuteénost, Ze rozdily v sekvenci aminokyselin jednottityOBP jsou obe@wzato
vySSi v rdmci jednoho druhu nez mezi druhy. Z tom@eme usuzovat na existendzné
pocetnych tid OBP, jejichz¢clenoveé se vzajenendosti liSi, maji rozdilné vlastnosti, a da se
duvodre predpokladat, ze i funkce (Pelosi 1998).

Takovéto fideéni zaloZzené na srovnani aminokyselinovych sekvenéime u hmyzu, kde
doposud rozliSujemeritttidy OBP: jiz zmigné PBP (Vogt a Riddiford 1981) a &vwidy
,obecnych OBP* (general odorant-binding protein®)E®1 a GOBP2) (Breer et al. 1990,
Vogt et al. 1991). Podobnému uspdani u obratlovc v sokasné dob paad brani
nedostatek dostupnych sekvenci. Navic jsou obmdtl®@BP tiznorodjSi, coz niize byt

MoV

Struktura OBP

OBP obratlové pati mezic¢leny starobylé nadrodiny protéirzvanych lipokaliny (Zec. lipo

— tuk acalyx— pohar), které iZeme najit u celéady organism bakteriemi poéinaje (Bishop
et al. 2006) &lovékem korte (Breustedt et al. 2006). Lipokaliny jsou nevetkiénoburécne
proteiny slozenéifblizné z 200 aminokyselinovych zbyik které vazou a transportuji malé
hydrofébni molekuly (Flower 1996, Flower et al. PPOCharakteristickym rysengdhto
proteini jsou vramci rodiny zr@mé velké rozdily v aminokyselinovéniettzci (identita
sekvencic¢asto nedosahuje ani 20 %) a navzdory tomu vysogeetwovana terciarni
struktura (Flower 1995, Flower et al. 2000, Sal@000). Tu tvéi predevSim osm
polypeptidovych rettzci antiparalelniho beta skladaného listu, jenZz doladyns alfa
Sroubovici a dalSimi motivy formuje pro lipokalinypicky uzaweny beta barel, jak je
ukazano na obrazku 2 (Sansom et al. 1994, Flowat. 000, Skerra 2000, Tegoni et al.
2000). Takto sbaleny protein je v prvad definovan centralni dutinou (internal cavity)

neboli takzvanym ,poharem* (calyx), cdmz se domnivame, Ze navaze do kapes ve svém
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sttedu hydrofébni molekuly odoranta umozni tak jejich transport na mist@éani (Flower
1996, Tegoni et al. 2000). Prostorovou strukturpokalini stabilizuje fizny padet
disulfidickych mistkd, jez vznikaji kovalentni vazbou mezi postrannfetézci sousednich
cysteimi (Flower 1996, Tegoni et al. 2000). Obvykle jsatitggnny dw tyto disulfidické
vazby, i kdyz ani jedna neni mezi lipokaliny vyjimk Jediny dosud znamy lipokalin gerhi
disulfidickymi mastky je retinol vazajici protein, kdeZto na &pé strag stoji kravsky OBP,
jenz tuto vazbu, jako jeden z méla, postradadi@itower et al. 2000, Tegoni et al. 2000).

Internal

il 4. |
4

Obrazek 2 Grafické znazornéni (stuzkové; Ribbon representation) praseciho OBP. Nalevo: ¢ervené je

naznacena alfa Sroubovice (a-helix), modrymi Sipkami jsou vyznaceny polypeptidové fetézce beta
barelu (B-strands) a zluté smyckové Useky (loops — L); pofadi odpovida jejich pozici v sekvenci
aminokyselin. Napravo: pohled na centralni dutinu (internal cavity). (Upraveno podle Tegoni et al.
2000).

V protikladu k nizké identit sekvenci je exon/intronové uspdani lipokalii pomgrné
stabilni. \&tSina obratlovich lipokalini vykazuje typickou soustavu 7 exom 6 introri,
piicemz ¢asté&né kodujici exon 1 ma v evoluci variabilni velikoktjezto exony 2-5, které
koduji fetézce beta listu, jsou strukturm velikostre konzervované. Stop kodon lezi na exonu
6 neboridceji na exonu 7 (Salier 2000). Lipokaliny r@éageme na zéklatiptitomnosti (nebo
absence)it konzervativnich oblasti ve strukéusbaleného proteinu (structurally conserved
regions; SCRs) na takzvané ,kernel“ a ,outlier‘dkaliny (Flower et al. 2000). Kazdou
oblast charakterizuje az na vyjimky n&my motiv v sekvenci aminokyselin. SCR1 obsahuje
motiv GxW (Y/F(W/H), SCR2 motiv T(N/D)(Y/N)xxY a SR3 motiv K/R (Flower 1996,
Salier 2000). Prvni z nich je zakotven naatku exonu 2, druhy v exonu 4iati hned zkraje
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exonu 5 (Salier 2000). Lipokaliny gati do skupiny ,kernel* sdileji vSechny sekverni
motivy, zatimcoc¢lenové skupiny ,outlier* ztratily ieti anebo druhy, coz j&astjSi pripad
(Salier 2000). Nkdy je uvadn jeSt motiv CxxxC, jenz je typicky pro&sSinu ¢leni rodiny
OBP a rkteré dalSi blizce fibuzné lipokaliny jako je nd&klad probasin nebo ,female
lacrimal protein® (FLP) (Stopkova et al. 2009).

OBP, kteréradime do skupiny ,outlier®, jsou ve vSech zgriyich ohledech typickymi
lipokaliny. Za jakysi prototyp je jiz od svého obgni povazovan kravsky OBP, tbmemé
disulfidicky mastek, jak uz bylo uvedeno. Jeho 3D struktura, ki@ paraleltd pomoci
raznych krystalografickych technik rozlggg nezavisle na sebdvéma wdeckymi tymy,
odhalila, Ze je to zaiozenych podminek dimer (Bianchet et al. 1996,0regt al. 1996).
Kravsky OBP je ukadzkovymifpadem takzvané vygny domén (domain swapping), kdy je
urcity prvek sekundarni nebo terciarni struktury jeumoproteinu nahrazen identickym
prvkem struktury proteinu jiného (Bennet et al. 3p9Vysledkem takove vysmy je vznik
vétSi proteinové molekuly, kterou drzi pohromyadterakce mezi dsma vazebnymi misty.
V souladu s timto se alfa Sroubovice jednoho momankeavského OBP nachazi v pozici,
kde by za normalnich okolnosti byla alfa Sroubovicenomeru druhého, jak digbilustruje
obradzek 3 (Tegoni et al. 2000). Centralni kapsardkse vytvei na rozhrani mezi @éma
monomery, komunikuje s mukdznim sekretéithove sliznice a fedpoklada se, Ze e
predstavovat dalSi vazebné misto pro hydrofébni dgafTegoni et al. 1996, Tegoni et al.
2000). Schopnost utigt oligomery maji rovdz OBP mySi nebo potkana, naopak péase
OBP je monomer (Pelosi 1994, Spinelli et al. 1998).

17



Obrazek 3 Stuzkovy model dimeru OBP. Sekundarni struktura proteinu je znazornéna vélci (alfa
Sroubovice) a Sipkami (fetézce beta listu). Nahofe: grafické zobrazeni vymény domén (domain
swapping); monomer A je vyznacen Zluté, zatimco monomer B razové. Dole: fialové je naznacena alfa
Sroubovice, modfe vldkna beta listu a hnédé jiné motivy. Hypotetické molekuly navazané v centralnich

dutinach obou monomer( jsou zobrazeny ¢ervené. (Upraveno podle Tegoni et al. 2000).
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Exprese a funkce OBP

Ackoliv OBP zname bezmala 30 let, a vime toho @ogh dost o jejich strukiie a
molekularni podst& mame stale velmi malo informaci o genové expragito proteid a
funkcich, které v organismu vykonavaji. Dosavadndi® nam vesks fikaji, Ze OBP jsou
syntetizovany iznymi typy nosnich Zlazek sgichové a dychaci sliznici jako jsou rfégad
Bowmanovy a jiné seromucindzni Zlazy (Pevsner.e1386, Avanzini et al. 1987, Pevsner et
al. 1988b, Krishna et al. 1995, Ohno et al. 199 &t al. 1998, Utsumi et al. 1999). Tato
skut&nost mize byt do jisté miry dana tim, Ze prvni OBP byllaxdn z nosni sliznice,
v dusledku ¢ehoz se dalSi pozornost pochopiteboustedila gedevsim na tuto aripehlé
oblasti.

Krom¢ OBP zname i dalSi nizkomolekularni proteiny, kteeépohybuji v podobnych
prostorech, ficemz se zd4, Ze vditych tkanich OBP jakoby nahrazuji nebo |é&geéeno
alternuji. Vomeromodulin je glykoprotein, jenZz bgbjeven ve vysokych koncentracich
v mukdznim sekretu vomeronasalniho organu, nikéldkvv hlenu hlavngichové sliznice
(Khew-Goodall et al. 1991); zatimco u OBP je tontespt naopak (nebo se tak alegpo
soudi). Na zékladtoho byla OBP fisouzena role jakéhosi nésiobecnych odoraint kdezto
vomeromodulin il podle tohoto schématu zastavat podobnou ulohtipag feromon
(Khew-Goodall et al. 1991, Krishna et al. 1994). Miaihou stranu bylo prokazano, Ze
Zlazkami vomeronasalniho organu jsou secernovamy mhoteiny (vomeronasal secretory
proteins; VNSP-1 a VNSP-2), lipokaliny blizcéilpuzné OBP, které slouZi jakdemaSée
feromori (Miyawaki et al. 1994). Vzhledem k vyznamné podudthOBP a VSNP, &ktefi
biologové povazuji za rozumnéradit je do jednéridy a gedpokladat, Ze sdileji také stejné
funkce (Pelosi 2001). Jinymi slovyikladaji OBP roli v percepci feroméra za cilovou tk&
ozna&uji spiSe vomeronasalni organ nez samotéiobovou sliznici (Tegoni et al. 2000,
Pelosi 2001). Z vySe uvedeného vyplyva, Ze sitjacanané komplikovana a naghlednd,
protoze v oblasti nosu spolu interaguggalik identickych nebo podobnych protéjrkteré se
navzajem zastupuji a vselijak dopji.

Podivame-li se blize na funkce OBP, zjistime, Zevér naSich znalosti je je5t
omezewjSi nez v pipad tk&iové lokalizace &hto proteii. Pochopeni fyziologickych
funkci OBP pedstavuje od doby jejich objeveni n&gi problém. To vSak neznamena, zZe
neexistuji zadné hypotézy vy&gljici role OBP v organismu — je tomu p&waopak.
Navrzené hypotézy pokryvaji téimvsechny aspekty transdukce signalu, od transpiesi
percepci az po deaktivaci. V kratkosti Ize hypatedifunkce OBP shrnout takto:
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OBP transportuji Sirokou Skaluznych lipofilnich odorarit ve vodném progedi nosni
sliznice savé a jinych obratlové (Pevsner a Snyder 1990).

V posledni dob doSlo k odklonu od této koncepce ve praspOBP jakoZto fenasSeéd
vice specifickych liganil— nagiklad feromori (Tegoni et al. 2000, Pelosi 2001).

OBP mohou diskriminovat mezi jednotlivymi odoramtyisobit tak jako jakysi periférni
filtr, ktery uriuje, jaké molekuly budou prezentovatichovym receptamm (Steinbrecht
1998). Diskrimin&ni hypotéze nahrava skdt®st, Ze skoro u kazdého druhu, kde byly zatim
OBP objeveny, existujeskolik riznych typ téchto proteit.

Krom¢ toho mohou OBP {sobit jako takzvany ,scavenger®, to znamena, Ze aguoh
z okoli ¢ichovych receptdr vychytdvat a odstivat nezadouci nebo dokonce toxické
sloweniny (Steinbrecht 1998, Grolli et al. 2006). Taktohou kupikladu branit pesyceni
cichovych receptdr v pripact priliS vysoké koncentrace odoréantSchofield 1988, Burchell
1991). Je &jmé, Ze oblast nosu je neustale vystavdit@mnosti nejizr¢jSich substanci,
které pro smyslové hiky ¢asto znamenaji vazné nebedpdroto je nezbytné, aby takové
sloweniny byly z dosahwichovych neurofi co nejdive odstragny. Jelikoz maji OBP
dobrou afinitu k aldehyin, které mohou byt cyto- a genotoxické, zda sepigelstavu;ji
dobré kandidaty na takovou roltistice* nebezpénych a odpadnich latek (Pevsner et al.
1990).

Rychla deaktivacgichovych stimul je dalSi dleZity proces, jehoZz se mohou OBP
Gcastnit (Kaissling 1972). Jelikoz koliduje s trangpo funkci, Vogt (1987) deaktivai roli
OBP pozdji zamitl, nicmér Ziegelberger (1995) navrhl elegante8eni, jak mohou OBP
vykonavat ob funkce sodasrg, aniz by si vzajemhprekazely.

OBP mohou rové¥ udrZovat odoranty pobl&ichovych receptdr a zesilovat tak pachovy
signal jdouci do mozku (Taylor et al. 2008).

Jestlizecichovy receptor rozpozna pouze komplex OBP/odomgiigli samotny odorant,
piitomnost OBP riize byt nutnou podminkou pro transdukci signalu dgie1994). Nkteré
dikazy nazn&uji existenci receptér pro OBP (Boudijelal et al. 1996). V zasadi Ize
predstavit fi moznosti, jak mize komplex OBP/ligand interagovatishovym receptorem:

— receptor dokaze rozpoznat pouze komplex, nikolictagnligand;

— ligand mize dosahnout membrany receptoru jenom pedsictvim OBP;

— ligand mize komplex samovotnopustit (disociovat) a na receptor se navazat bez

pomoci OBP (Pelosi 2001).
Na zavr je ttreba poznamenat, Ze uvedené hypotézy se navzajeputigy nebad OBP

mohou vykonavat vice funkci najednou.
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1.3 Kratky exkurz do fylogeneze rodu  Mus

Rod Mus (celed Muridae, podeled Murinae) zahrnuje zhruba 30-40 diulvesngs
drobnych, zevnim vzhledem dosti nenapadnych, takgth hlodavé s grevazrié nocni
aktivitou (Marshall 1977, Musser a Carleton 1998gjblizSimi gibuznymi mySi rodiMus
jsou mysice, krysy, potkani a dalSi zastupci takyeh pravych mysi (Murinae). Pro
systematickou biologii (a systematické biology) b&tl hlodavé odjakziva @iSkem, coz
piilis nezneénila ani molekularni fylogenetika. Poznani fylogeae tohoto druhay
nejpaetrejSihotradu zijicich savt komplikujetada ci. Kratce jsou to tyto obtize: petné
homoplasie, vysoké tempo molekularni evoluce, nsvo¥rna rychlost substituci
v jednotlivych liniich a/nebo kratkéasové Useky mezi divergenci hlavnich linii (Yang a
Nielsen 1998, Gaisler a Zima 2007). R&xrvnitrni systematikaeledi Muridae neni dosud
ustalena, nehb cela tatoceled” vznikla v evoluci nahle, explozivni radiaci, cozdy
piedstavuje kAmen Urazii pekonstrukci fylogeneze jakékoli skupiny.

VysSe recené nasisti v plné mie neplati pro samotny rotMus i kdyZz zmignym
problémim se Upld nevyhneme ani zde. Fylogenezi tohoto rodu shrobjézek 4 Casova
osa je zalozena na zakéalybridizace jaderné DNA (She et al. 1990, Chegtedl. 2002) a
kalibrovdna dle divergence rdbdMus a Rattus k niz doSlo ped giblizn¢ 10 miliony let.
VétSina taxonona ¢leni rod Mus do ¢ty podrodi: Mus, Pyromys Coelomysa Nannomys
(Marshall 1977). Monofylii prvéd uvedeného shodmotvrzujicetné prace, které se opiraji o
data ziskanad rozmanitymi molekul&rmiologickymi pistupy (Bonhomme et al. 1984,
Jouvin-Marche et al. 1988, She et al. 1990, Luradrigt al. 2002). Poslegiimenovana
studie, postavena na analyz&kalika jadernych gein odhalila v podroduMus tii hlavni
klady: Za prvé klad mysSi domaci s poddruh. m. musculus M. m. castaneys
M. m. molossinyscoz je hybrid prvnich dvou, ®. m. domesticusZa druhé palearkticky
klad, kamtadime spolkén¢ s druhyM. macedonicysM. spicilegusa M. spretusrovréz cely
klad predeSly. Zaieti klad asijsky, jenz zahrnuje druM; cervicolor, M. cookiia M. caroli
(Lundrigan et al. 2002).

1. Klad mySi doméaci. Nejreceri skupinou celého rodMus je komplex drubi
Mus musculusTyto polytypické druhy, kterégwodné pochazeji z Asie, se postupeamasu
rozstily do vSech kouit swta. NejznanyjSi zastupce tohoto komplexu blizagbuznych mysi
piedstavuji M. m. domesticyspoddruh Bzny v zdpadni Evrap Africe a na Blizkém
vychod, jenz byl¢lovékem zavigen také do obou Amerik a Australie (Auffray et E90);

dale M. m. musculuspoddruh, jehoz areal vyskytu se tahne dddsti Evropy pes Rusko a
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severniCinu az do JaponskaM. m. castaneysoddruh, jenZ obyva Gzemi jdouci od ostrova
Sri Lanka do celé Jihovychodni Asie¢etré Malajského souostrovi (Sage et al. 1993,
Guénet a Bonhomme 2003). Zadnydehto poddrub neni od zbylych geneticky zcela
izolovan — v oblastech, kde se jejich arealy n@si stykaji, jecastym jevem izr¢ silna
introgrese nebo dokonce uplna hybridizace. Nejlégekumentované ffpady takovéhoto
miseni geft mame k dispozici z Evropy, kterou probiha intenzigtudované hybridni zéna
meziM. m. musculua M. m. domesticua pak zCiny a Japonska, kde se spolu vcelkir
kiizi M. m. musculusaM. m. castaneu@Boursot et al. 1993, Sage et al. 1993, Machalai. e
2003, Macholan et al. 2007). V Japonsku takto Manikybridni populace oztiavana jako

M. m. molossinugYonekawa et al. 1988).

Predpokladd se, Ze poddruhiyl. musculus maji evoléni koreny na indickém
subkontinentu, odkud postuppronikaly na nova uzemi, aby posléze osidlily scgdanetu
(Din et al. 1996). Taxonomicky status centralnicipydaci je stale nejasny, nebsou samy
0 sol# velice fiznorodé a vykazuji vyznamnotast celkové genetické variability vSech
rozliSovanych poddruh(Boursot et al. 1993, Sage et al. 1993, Pragat. 1998, Duplantier
et al. 2002).

2. Palearkticky klad. #koli kratkoocasé mysi drdhM. macedonicysM. spicilegusa
M. spretusziji s rekterymi zastupci komplexvius musculusympatricky, ve volnéffrod s
nimi ziidkakdy hybridizuji. Nicmé# existuji dikazy, Ze k vyminé genetického materialu
muze sporadicky dochazet (Greene-Till et al. 2000thQet al. 2002). Naproti tomu
v laboratornich podminkach vSechrywtySe zmigné taxony katkoocasych mysi produkuji
s M. musculusZzivotaschopné potomstvo, thysou hybridi saiho pohlavi sterilni, jak
predikuje Haldaneovo pravidlo (Guénet a Bonhomm320 Zatimco monofyletické
postaveni palearktického kladu ma silnou podporan{®mme et al. 1984, She et al. 1990,
Lundrigan et al. 2002),ifbuzenské vztahy jednotlivych dnulv ramci tohoto kladu se stale
diskutuji.

3. Asijsky klad. Asijské taxonl. cervicolor M. cookii a M. caroli nejsou zdaleka tak
dohke probadany jako zastupctguesiého kladu. Vzhledem k tomu, Ze nejsou dastate
detailre prozkoumany arealy jejich ro¥éni, nezname dosud vSechny geografické rasy a
tudiz ani celkovou genetickou variabilitu uuntéchto drulii. Presto se zda, Ze monofylie
asijského kladu ma pevné zaklady (She et al. 199fdrigan et al. 2002), coZ se ovSem neda
fict o vnitni systematické strukite tohoto kladu — taistava nadale nejasna.

Nezodpo¥zenou otazkou je ro¥d vzajemna pozice jednotlivych podfodMus,

Pyromys Coelomysa Nannomy} v ramci roduMus Na virg miZe byt nedostatek Udaj
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z posledsn trech jmenovanych podréd Zejména porrné velky podrodNannomysskyta
bohaty zdroj informaci pro budouci studie. Abychsima za¥r predstavili alespd néjaky
druh mimo probrany podroMus podivame se v kratkosti na jednoho z&stupce &@mho
podroduNannomysjehoz jsme pouziliip nasSich experimentech.

MysS africkd neboliMus (Nannomys minutoides byva oznaovana za ,nejmensiho
hlodavce swta“; velikosti se blizi evropské mySce drobhicfomys minutus piicemz samci
byvaji zpravidla menSi nez samice. Jejim domovem §epi a lesostepi subsaharské Afriky,
ale nevyhyba se ani blizkosti lidskych sidel (migigobi jako vazny hospotkky Skidce).
Najdeme ji pevazre v Mosambiku, Jihoafrické republice, Svazijsku, dixs a Botswa®
(Musser a Carleton 1993).
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Obrazek 4 Evoluéni strom rodu Mus. Vznik rodu Mus je kladen do doby pfed 5 miliony let, kdy se
z hlavni linie zacal vydélovat africky podrod Nannomys, jenz zahrnuje trpasli¢i mysi jako Mus
(Nannomys) setulosus nebo Mus (Nannomys) minutoides; dale asijsky podrod Coelomys, kam patfi
napfiklad Mus (Coelomys) pahari; a kratce nato také podrod Pyromys, do néjz fadime napfiklad Mus
(Pyromys) plathythrix. Vétev vedouci k mySim sensu stricto (podrod Mus) zaéina skupinou Mus
terricolor, kterou zde reprezentuje Mus dunni, druh s dosud nevyjasnénym postavenim. Nasledujici
divergence, zhruba 3 miliony let stard, z linie jdouci k mySi doméci odstépila tfi blizce pfibuzné druhy
asijskych mysi (Mus cervicolor, Mus cookii a Mus caroli). O necely milion let pozdéji se oddélily dalSi
dva v Asii zijici druhy: prvnim je indicky Mus famulus, ktery byl teprve nedavno zafazen do podrodu
Mus, a druhym je dlouho neznamy Mus fragilicauda z Thajska. Pfedposledni uzel, datovany do doby
pred 1,5 milionem let, pfedstavuje skupina tfi, morfologicky velmi podobnych, druhl kratkoocasych
mysi, které se vyskytuji v Palearktu. Jsou to: Mus spretus, dobfe znamy druh obyvajici zapadni
Mediteran; Mus spicilegus, mys budujici ndpadné nadzemni zasobarny semen, takzvané kurganciky,
s arealem vyskytu v jihovychodni Evropé; a Mus macedonicus, coZ je vikariant druhu Mus spretus,
kterého nalezneme na jih od Kavkazu az k Jaderskému mofi a rovnéz na Blizkém vychodé.

Nejrecentn&jsi skupinou je pak komplex druhti Mus musculus. Cervené jsou vyznadeny taxony, které

se podilely na vzniku klasickych laboratornich kmenu. (Upraveno podle Guénet a Bonhomme 2003).
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1.4 OBP: Sou €asny stav poznani u mysi domaci

MyS jakozZto zastupce makrosmatickych dsavaedstavuje idealni model pro studium
chemické komunikace a souvisejici problematiky. rvhp polovire devadesatych let
minulého stoleti byly z nosni sliznice samce mysilavany ¢tyii proteiny, které byly na
zaklad dobré afinity k 2-isobutyl-3-methoxypyrazinu popgdako OBP (Pes et al. 1992, Pes
a Pelosi 1995). OBP-I, wipozeném stavu heterodimer sloZeny ze dviamych podjednotek,
se podobal ostatnim tehdy znamym OBP a také promianému aphrodisin (>50% identita),
coz je genaseé feromoru z rodiny lipokaliri, ktery se vyskytuje ve vaginalnim sekretu samic
kiecka (Singer et al. 1986, Singer a Macrides 1993uhRrobjeveny protein (OBP-II) byl
velmi podobny OBP-I potkana, zatimco zbylé dva (@BR OBP-1V) vykazovaly napadnou
shodu s #kterymi zastupci MUR (= hlavni m@ové proteiny; Major urinary proteins —
Mups), lipokaliri, které jsou mimo jiné exprimovany slinnymi zZlaza(8haw et al. 1983,
Shahan et al. 1987). Tato shoda se posléze ukbytlako zcela opodstatna, porvadz
sekvenace odhalila, Ze jsou to opravdu MUPy. OBRehZz mé& prvnich 40 aminokyselin
skoro z 80 % identickych s OBP-I potkana, je nad&eden jako hypoteticky protein a jeho
sekvence neni snadno dohledatelna (Pes a Pelds). M8anku uveden&ast&na sekvence
odpovida proteitim s naSimi pracovnimi ndzvy Obpl a Obp3 (terminieldgide vys¥tlena
nize). Jediné proteiny, nesouci v&mné dob u mysi ozn&eni OBP, tak fedstavuji
podjednotky OBP-I, pojmenované jako Obpla a Obgidxe Ize snadno najit ve iegne
pristupnych databazich jako GenBank (http://www.mthi.nih.gov), EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk) a MGI-Mouse Genome Informat{http://www.informatics.jax.org).
AvSak dikladné prostudovani databazi odhali nejgnéssm ged (véetrg dvou
pseudogein), vykazujich vSechny vySe popsané znaky OBP, kteo& genovy shluk o
velikosti 0,5 Mb na chromosomu X, jak ukazuje oke¥as. Vzhledem k tomu, Ze nazvoslovi
OBP je zfiznych divodi znané chaotické a ndaghledné, navrhujemedhto osm gein
podle jejich umisini na chromosomu, ozéavat jako Obpl-Obp8 (tohoto pojmenovani se
také @idrzim ve zbytku této prace; zn¢me pseudogeny jsou pak ozeay pismenem P).
Identita sekvenci se v ramci genového shluku OB®/ipaje v rozmezi 58-99 %,cehoz je
patrné, Ze zde existuji j€§akési girozené podskupiny, a to konkréttfi. Prvni podskupinu
piedstavuji geny Obpl, Obp2P a Obp3, které od selx nénti rozliSit, druhou geny
Obp4P, Obp5 a Obp6 &ti geny Obp7 a Obp8, ro¥h takka identické. Obp2P a Obp4P
jsou nefunkni, do proteinu negkladané pseudogeny. Vyjma Obp5 (Obpla) a Obp7iQ)pb

jsou vSechny ostatni geny v databazich zanesemy gadpokladané (predicted). Pokud je
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zndmo, u jinych drulh rodu Mus OBP zatim objeveny nebyly, i kdyz je vysoce
pravdEpodobné, Ze se budou vyskytovat u vSech nétiiny zastupé tohoto rodu.
Domnivame se, Ze za zrodem tohoto genového shltdjii gpakované tandemové
duplikace a naslednéa divergence jednotlivych kopginto druh duplikaci vznikagtsinou v
dusledku nerovnowrného crossing-overu mezi &wa homolognimi chromosomyélbem
meidzy. Vysledkem takové nereciproké rekombinaceyplikace witého Uuseku DNA na
jednom chromosomu a jeho delece na chromosomu mr@iRiegr 2005). K duplikacim fize
také vést nerovno#mna vyntna mezi déma chromatidami téhoZz chromosomu. Rrav
tandemové duplikace daly vzniknout jédm z nejznamySich genovych rodin detns

globinové nadrodiny (Shen et al. 1981) nebo rodiox-geni (Holland a Takahashi 2005).

Obp1b

‘ Obp3 ‘ ‘ Obp4P ‘ ‘ Obps ‘ ‘ obp? ‘ chr. X
75.1Mb m 75.5Mb

Obpla

Obrazek 5 Genovy shluk OBP u mySi domaci. Schéma zobrazuje oblast na chromosomu X, kde jsou
lokalizované tandemové duplikované geny fidici OBP u mySi domaci. Obpl — pfedpokladany gen
Gm14744 (ENSMUSG00000079522); Obp2P - predpokladany gen Gm14750
(ENSMUSG00000082635), je to pseudogen, konkrétné duplikovany pseudogen (nonprocessed
pseudogene); Obp3 - 5430402E10Rik (ENSMUSG00000044121); Obp4P - predpokladany
pseudogen Gm16458 (ENSMUSG00000080890); Obp5 — Obpla (ENSMUSG00000067684); Obp6 —
predpokladany gen Gm5938 (ENSMUSG00000079521); Obp7 — Obplb (ENSMUSGO00000067679);
Obp8 — predpokladany gen Gm14743 (ENSMUSG00000079519).
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2. Cile prace

V obecné rovia si tato prace kladla za cil ro#ifinaSe ¥domosti o genech, které v
organismuridi OBP. Zejména pakiigpét k poznani vdch oblastech jejich vyzkumu, kde
mame dosud k dispozici malo informaci, fippd vibec zadné. K takovym nedostate
probadanym oblastem bezesporutipaktetailni studium genové expresehto proteird.
Znalost tk&ové specificity a regulace genové exprese OBP ndicrermnohé nap@dét o
fyziologickych funkcich &chto proteii a jejich vlivu na chovani daného Zéicha. Proto
jsme sestavili expresni profily vSech gekodujicich OBP u dvou forem mySi domaci —
M. m. musculug M. m. domesticusTéto ¢asti projektu pedchazela sekvenace jednotlivych
variant gefi pro OBP. Vzhledem k mozné roli OBP v socidlnim @ a individualnim
rozpoznavani jedinic bylo rovréz dilezité odhalit pipadné sekvemi rozdily mezi obma
zkoumanymi poddruhy. Nasledna genotypizacetzaarodém vzorku jediricméla potvrdit
nebo vyvréatit, zda jsou nalezené rozdily zafixovanitt populaci obou studovanych
poddruhii. Ke studiu evoléni historie OBP nam poslouzil bazalni zastupce rivldig, mys
africka Mus minutoides

Konkrétni diti cile byly tyto:

— osekvenovat vSechny znaméregpokladané varianty geémpro OBP u divokych mysi
poddrulit M. m. musculust M. m. domesticysodhalit sekvetni rozdily mezi obma
poddruhy;

— prostednictvim genotypizace zjistit, zda jsou nalezevgglily zakonzervované uvhit
populaci obouéchto poddrub;

— identifikovat a osekvenovat geny kodujici OBP u naygcké (Mus minutoides

— zkonstruovat evokini strom vSech znamych sdeh OBP;

— pomoci real-time PCR kvantifikovat mRNA jednotlivycvariant OBP a it
tkadnovou specificitudchto geri u poddruli M. m. musculuaM. m. domesticys

— odhalit gipadné mezidruhov& pohlavni rozdily v expresi OBP.
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3. Material a metody

3.1 Puvod biologického materialu

Divoké mysi taxonuM. m. musculupouzité pro studium genoveé exprese a sekvenowdyi b
odchyceny pomoci Zivochytnych pasti fiarmych lokalitach \Ceské republice. Zastupci linie
M. m. domesticupochazeji dilem z voinZijicich populaci obyvajicich &hecko, dilem

z nasich vlastnich chéwna Rirodowdecké fakuk Univerzity Karlovy. Jedince mysi africké
(Mus minutoides jsme ziskali ze Zoo Pl#e Vzorky DNA vybrané pro genotypizaci

pokryvaji arealy vyskytu zkoumanych diut témet celé zapadni polovénPalearktu.

3.2 Odbeér vzork i a izolace RNA

Pitvu usmrcenych ziat a vyjmuti poZzadovanych ordgdtkani provadl zkuSeny morfolog a
operatér, ficemz od kazdého individua obou pohlavi byly pre¢inuebrany tyto tk&n
vomeronasalni organ, nosni lymfaticka itkénasal-associated lymphoid tissuejchova
sliznice, Harderianova Zlaza, extraorbitalni slgla&rimalni) zlazy, podelistni slinné zlazy,
priusni slinné zlazy, prepucialni Zlazy a jatra. @oh&i pak jest testes, cauda epidydimis a
prostata a od samic ovaria a vagina (soupis videhranych tkani najdete take tilpze 1).
lhned po odejmuti, tak aby sdepdeSlo jakékoli degradaci RNA, byly jednotlivé Viapr
zmrazeny Vv tekutém dusiku, deg byly gendany do sterilnich 2 ml polypropylénovych
mikrozkumavek Eppendorf&@nidlem TRIzol od firmy Invitrogen. TRIzol je rozkofenolu a
guanidin isothiokyanatu teny k izolaci celkové RNA z bk a tkani, ktery them procesu
homogenizace zachovavéa integritu RNA, zatimco doclkérozruseni vlastnich bgk a
rozpuséni bure¢nych slozek. Homogenizace vzark50-100 mg tkanh v 1 ml TRIzolu
(objem vzorku by nes piekrait 10 % objemucinidla), probihala pomoci vykonného
homogenizatoru ip pokojové teplat po dobu 15 minut. Vysledny homogenat byl pouzit
piimo k izolaci RNA nebo zmrazen na —80 °C a za té&pboty uchovavan pro pozgi ely.
Pti izolaci RNA metodou fenol-chloroformové extrakégerou poprvé popsali Chomczynski
a Sacchi (1987), jsme postupovali dle instrukciolage v protokolu TRIzol® Reagent
Nasleduje popis jednotlivych krak

Pred extrakci samotnou se @kterych tym tk&ni s vysokym obsahem protéintuku,

polysacharid nebo mimobu&né hmoty doporéuje z homogenatu pomoci centrifugace —
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12 000 x g, 10 minut, 2 az 8 °C — odstranit nersapyumaterial. Tentstane po odsedni
pii dn¢, zatimco takto fecistény roztok TRIzolu obsahujici RNAigmistime do novéisté

2 ml zkumavky. Pokraujeme gidanim chloroformu, jak bude popsano nize. (VeSk#any
provadime v laminarnim flow boxu, kteryga pouzitim vyeme etanolem a sterilizujeme
UV zéaenim; dbame naistotu prace).

1. Fazova separace

Na 1 ml TRIzolu pidame 0,2 ml chloroformu au#lladré rukou 15 sekund prigpeme.
Inkubujeme 2 az 3 minutyipl5 az 30 °C, poté vzorky sfione v centrifuze — maximain
12 000 x g, 15 minut, 2 az 8 °C. Po centrifugaciobsah zkumavky roztl na i jasre
ohrantené faze: spodnigerveré zbarvenou, fenol-chloroformovou, interfazi a vrthn
bezbarvou vodnou. VeSkera RNA se nachaziangdwe vodné fazi, ktera t¥bzhruba 60 %
objemu givodniho homogenatu.

2. RNA precipitace

Obezetre — je teba vyvarovat se kontaktu s interfazi — odeberefie |l RNA faze do
Cistych zkumavek, kde ji smichame s isopropanolemuzfeme 0,5 ml isopropanolu na 1 mi
TRIzolu uzitého p pocateni homogenizaci. Inkubujeme 10 minui @5 az 30 °C a potom
opdt odstedime — tentokrat ne vice nez 12 000 x g, 10 mdwaz 8 °C. Vysrazena RNA,
¢asto viditelna uz i@d centrifugaci, se usadi v podobilé gelovité pelety na dna po
stranach zkumavky.

3. Promyti RNA

Odstranime supernatant a pelédre promyjeme pdanim ¢istého 75% etanolu; nejmé&n

1 ml na 1 ml TRIzolu pouzitéhaiphomogenizaci. Nasleduje ,vortex“ — je ¥idjak se peleta
uvolni ze dna — a centrifugace, nanejvys 7 500 & miinut, 2 az 8 °C. (Pro dosazeni vyssi
Cistoty RNA Ize cely krok opakovat, Bynize mirrg klesnout vygzek).

4. Rozpusini RNA

Opatrré vylijeme etanol a peletu RNA kratce vysuSime (aBsh az 10 minut). JeutkZité

nenechat peletuipschnout, nelotim se vyznamiisnizi jeji rozpustnost. RNA rozpoustime
ve sterilni vod zbavené enzytn degradujicich RNA (RNase free water), mnozstvi
odhadneme podle velikosti pelety a typu tkaRo gidani vody promichame roztok pomoci
laboratorni tepaky nebo pipety a inkubujeme 10 minuti 5 az 60 °C,¢imz celou
proceduru ukotime. Ziskané vzorky skladujemé teplot —80 °C.

Ke stanoveni koncentrace acteni ¢istoty RNA jsme pouZili spektrofotometr NanoDrop
ND-1000; néasledh jsme elektroforetickou analyzou zkontrolovali, zdedoslo k naruseni
integrity RNA.
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3.3 Sekvenace

Reverzni transkripce

JelikoZz nas fednoste zajimalacast gekladana do proteinu, nesekvenovali jsme cely gen
veéetrg intrond, nybrz pouze transkript. Ztoho plyne nutnosegsat RNA do takzvane
komplementarni DNA (complementary DNA; cDNA)c&muz jsme vyuZili &inny systém
syntézy cDNA ,RevertAid™ First Strand cDNA Syntred{it* firmy Fermentas. Nyni si
krok za krokem ve sttmosti @iblizime pfibéh celé metody (postupovali jsme podle
prilozeného protokolu RevertAid™ First Strand cDNANBesis Kit #K1621, #K1622).

1. Po rozmrazeni, promichani a kratké centrifugdeich zdastrénych slozek (které dale
uchovavame na ledu) vpravime do sterilnich 0,2ankaosénnych mikrozkumavek pipetou
v uvedeném p@di tyto fisady: templat — v naSentipact 1 ug RNA (dopor&ované rozpti

je 0,1 ng—5 pg), 1 ul oligo (dyprimer a paklize jefeba, doplnime sterilni (nuclease-free)

vodou do objemu 12 pl.

2. Pokud templatova RNA obsahuje hdd®C pafi nebo sekundarni struktury, vzorky n#rn
prottepeme, kratce odstdime a inkubujeme v programovatelném cykleru Ktia¢rcycler)
5 minut (i 65 °C. Poté je zchladime na ledu,é$toe a umistime zpatky na led.

3. Ridame v tomto ptadi a mnozstvi: 4 ul 5X Reaction Buffer, 1 pl Ribock™ RNase
Inhibitor, 2 pl 10 mM d NTP Mix a 1 pl RevertAid™ {MuLV Reverse Transcriptase.
Vysledny objem je tak 20 pl. Lehce promisime aied$ine.

4. Inkubujeme 60 minutip42 °C. Reakci ukatime zaliatim na 70 °C po dobu 5 minut.
Takto gipravenou cDNA rovnou upitbime v navaznych aplikacich nebo uchovavaime p

teplo€ —80 °C pro pozgSi pouziti.

Polymerazova fetézova reakce

Po reverzni transkripci jsmefigtoupili k amplifikaci cilové DNA pomoci polymerazé
rettzové reakce (polymerase chain reaction; PCR), eongtoda, kterou asi rieba blize
predstavovat. K vlastni reakci jsme vyuzili produltremix Ex Ta@" (Perfect Real Time)*

japonské firmy TaKaRa obsahuijici polymerdaKaRa Ex Ta®" HS, coz je enzym pro ,hot
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start PCR*, srés nukleotidi ANTP Mixture a ionty hiiku Mg?*. Dale jsme pdebovali jest
sterilni (DEPC treated) vodu a &divy ¢lanek celé PCR — specifické primery oheauiici
sekvenci naSeho zajmu, které musely vzhledem kensviéelu sphovat rékolik zakladnich
podminek. Vyjma &nych narok na délkuci obsah GC pdi, Slo gredevSim o mista jejich
nasednuti néetézec DNA, tak aby amplifikovany segment pokud mozabrnoval cely nami
zkoumany gen. P@wadZ jsme analyzovali vice ggnbylo rovréZz Zadouci sjednotit teploty
tani vSech primér pro jednotlivé varianty OBP, abychom nemuseli Kagdn amplifikovat
zvlag a vSe tak mohlo pr@ébnout Ehem jedné reakce. PoZzadované dvojice primjejichz
sekvence ukazuje tabulka 2, byly na zakladiejn¢ pristupnych dat z databazi GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a EMBL-EBI (http://ww.ebi.ac.uk) navrzeny v programu
GeneFischer2 (http://bibiserv.techfak.uni-bielefé&genefisher2).

Tabulka 2 Sekvence primerQ navrzenych pro sekvenaci jednotlivych variant OBP.

Gen Forward primer Reverse primer

Obpl CTCTGAACTCCTTCGGAAGGA AAAAGAATCAGTACCATGGTAGGA
Obp4 GAAATTCTTGTGCCATCATGGTA ATTCAAAAAAGGAAGAACAGCTCA
Obp5 CTGTAGAAAAGAAAGTCTTGTACCA CATTCAAAAAAGGAAGATCATGAGA
Obp6 AAGTCTTGTGCCATAATGGCAA TCAAAAAAAGGAATAACAGGTCGTA
Obp7 TGAACATCTCCAGAGGAGCAA GGAAGAAGAGTTTATAGATTAGG@AA

Pro Uplnost si je8talespa v kratkosti musime ukazattipravu samotné PCR a vzorové
sloZeni reakni snesi. Ta sestava pro jednu reakci (mySleno vzorek) plPremix Ex Tad",
1,6 pl smichanych primeér (forward primer + reverse primer dohromady; korée
koncentrace primérv reakci je 0,2 uM) a 6,9 ul sterilni vody. Na &ypridame 1,5 pl
templatu — cDNAEimz docilime vysledného objemu 20 pl. V8echny umrédemponenty
nejprve rozmrazime, promichame #egdace, kratce odsgtdime a umistime na led, kde
provadime veSkerou praci. Poté je postupmbvykle zdiname vodou a té#h vzdy kortime
templatem — pipetujeme do sterilni 0,2 ml tenkosé mikrozkumavky; sis promichame,
odstedime a inkubujeme v termocykleru dle instrukciaregho programu (tabulka 3). Pokud
to pristroj dovoluje, zvolime moznost ,hot starimz omezime tvorbu nespecifickych

produkfi na minimum a zvySime takgsnost a &innost amplifikace.
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Tabulka 3 PodminkyPCR reakce. Schéma programu zvoleného pro sekvenaci OBP.

Krok Teplota Cas Pdet cykli
uvodni denaturace 95 °C 30 sekund 1
denaturace 95 °C 15 sekund
navazani primer

) 59 °C 30 sekund 30
(annealing)
extenze 72 °C 40 sekund
zawredna extenze 72 °C 8 minut 1

Je znadmo, Ze polymerazyTdq polymerazu nevyjimaje) pracuji s jistou chybou,

s piibyvajicimi cykly zde tedy nastava dité nebezp& (stoupa nafpklad s velikosti

amplifikovaného segmentu; naSe fragmenty byly déopgiblizné 700 az 800 bp) inkorporace

nespravného nukleotidu a vzniku nezadouciho atiefe® ohledem na sekvefm reakci

proto nedoportujeme @iliS zvySovat pdet opakovani — naprosto pasige zhruba 30 cykil

V praxi je vSak mnohdy nezbytné konkrétni hodnoggnptlivych parameir nejdive

empiricky vyzkouSet, protoZze jenom tak Ize zpraaid®CR optimalizovat a dosihnout

nejlepSich moznych vysletik

Gelova elektroforéza

Jak uz bylo nazrigno, sekvenovani klade vysoké naroky dmtotu templatové DNA a

piesnost jeji fedchozi amplifikace. Proto jsme se rozhodli u kabdézorku ped samotnou

purifikaci naged owfit jeho kvality elektroforézou v agar6zovém gellbbyehom odhalili

piipadnou kontaminaciki nespecifické produkty, a minimalizovali tak rimikselhani

sekvendani reakce. Separace molekul DNA probihala v 1,5%r@pvém gelu, ktery byl

zcela ponten ve van s elektroforetickym TBE (Tris-borat-EDTA) pufremij stalém nagti

100 V g@iblizné 40 az 60 minut, tedy do doby jejichiméreného rozidéni. Friprava gelu je

popséana nize.

Roztok agarézy nutny k vyrébgelu o zmiané koncentraci ifichystame v mikrovinné

trouk® povaenim 0,6 g agar6zového prasku v 40 ml TBE pufiiny roztok hydratované

agardzy poteé figmistime na magnetické michadlo a za stalého micténiadime asi na

55 °C. Red wylitim do pedem nachystané formy sehenem vmichame do roztoku 2 pl

fluorescekniho barviva, konkrétnhethidium bromid. Kdyz agaréza ztuhtéi dojde K jeji

gelifikaci, vyjmeme keben a vznikly geligndame do elektroforetické vany, kde ho zalijeme



TBE pufrem. Do jamek po vyjmuténtdbenu pipetou opattmaneseme vzorky — 20 pl PCR
produktu — smichané se 4 ul nanaSeciho pufru (p6XZioading Buffer; TaKaRa). Do jedné
z krajnich jamek misto vzorku naneseme 6 ul stahdamneboli ,Zebiku“ (napriklad
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, 100-1000 bp; Fern®nte kterym pak porovnavame
velikost naSich fragmeait Po naneseni vzoikpiiklopime viko a uzatenou vanu s gelem
piipojime ke zdroji elektrického nafj.

Jakmile jsou molekuly DNA dostate roztidény, odpojime zdroj elektrického ngpa
vyjmuty gel geneseme na UV transiluminator, kdeéhm vyfiznemecasti obsahujici zé&ci

pruhy — viz nasledujici pasaz.

Extrakce a purifikace DNA z agar6zového gelu

Protoze molekuly nukleové kyseliny s navazanymriégoenim barvivem fi expozici UV
z&eni jask sviti, fragmenty DNA o shodné velikosti utvoa gelu #etelrg ohranéené zéici
pruhy. Prvnim krokem extrakce DNA z agar6zovéhoudel tak vyiznuti €chto pruti.
Druhym je vykér nekteré z pestré Skaly izalaich metod. Vhodnou volbou je riédad
postup vyuZzivajici principu adsorpce na silikat,mz jsou také zaloZzeny mnohé kowrér
kity. K nasim experimeidn jsme pouzili soupravu ,QIAquick Gel ExtractiontKifirmy
Qiagen.Ridili jsme se pokyny vyrobce v protokolu QIAquickelGExtraction Kit Protocol,

ktery zde ve zkratce uvadim.

1. Skalpelem vykrojené kusy gelu odeberemeigtych 2 ml mikrozkumavek a zvazime; na
kazdych 100 mg gelurigame 300 ul QG pufru (Buffer QG) dipeplot 50 °C inkubujeme
10 minut (nebo do doby Uplného rozpumstgelu). Bhem inkubace je dobré vzorky kazdé
2 az 3 minuty praepat.

2. Roztok s rozpu&ym gelem pemistime do QIAquick kolonky (QIlAquick spin column)
posazené ve 2 ml &mé zkumavce (2 ml collection tube) a dgddime — 13 000 rpm,
1 minuta (stejné podminky jako v dalSich krocicRp centrifugaci vyjmeme kolonku,

vylijeme obsah skné zkumavky a vratime kolonku&ma misto.

3. Fidame 500 ul QG pufru a odstlime. Vylijeme obsah 8mé zkumavky.
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4. K pracisteni DNA pouzijeme 750 ul PE pufru (Buffer PE). Teechame po vpraveni do
kolonky 2 az 5 minut {sobit a poté odstdime. Vylijeme obsah &mé zkumavky a jest
jednou odsedime. (Cely tento krok lze wipact potteby zopakovat).

5. Vyhodime s&rnou zkumavku a kolonku umistime disté 1,5 ml mikrozkumavky.
Doprosted silikatové membrany v kolonce pipetou nakape@giBEB pufru (Buffer EB)
nebo sterilni vody, nechame 5 minut stat a pakredshe,imz dojde k eluci DNA. (Je

dobré, kdyz eléni ¢inidlo nagfed olfejeme na 70 °C).

Ziskanou, né&stot zbavenou, DNAichystdme rovnou na sekvema reakci, jak si ukazeme
vzapti, nebo uchovavameip-20 °C pro poz#si aplikace.

Priprava vzork G na sekvena €ni reakci a analyza primarnich dat

Sekvenovani zaji®vala Laboratb sekvenace DNA (www.natur.cuni.cz/~seglab/), coz je
servisni pracovist biologické sekce irodowdecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
Laboraté# ma v sodasnosti k dispozici dva automatické sekvenatorymyir Applied
Biosystems —c¢tyikapilarni 3130 Genetic Analyzer a Sestnéctikapila3t30xI Genetic
Analyzer. Oba fistroje vyuzZivaji analyzu zaloZzenou na tern&pklické modifikaci zndmé
Sangerovy metody (Sanger et al. 1977). JelikoZSaegerovou metodou sekvenovat pouze
molekuly jedneettzcové DNA (single-stranded DNA; ssDNA), zakladem immeé
modifikace je asymetrick&d PCR, to jest reakce mijadorimerem. DalSim krokem je kapilarni
elektroforéza, &hem niZz probihda pomoci stacionarniho laseru detekogresceriné
zna&enych produkl. Prectena sekvence je pak zaznamenahian@ do paniti pocitace.
(Podrobny popis celé metodygsahuje ramec tohoto textu; blize fiklpad stranky Applied
Biosystems, www.appliedbiosystems.com).

Pred odeslanim na sekvenaci jefgbl vzorky na tuto zé&vwe¢nou etapu celého procesu
nalezi¢ pripravit. Dilezité je co nejfesrgji stanovit koncentraci DNA, protoZze vstupni
mnoZstvi templatu velkou #&ou ovliviiuje kon€ny vysledek sekverai reakce. Nizka
koncentrace poskytuje slaby signafjlip vysoka vede naopak Kgkryvajicim se pikm.
Problémy niZe rovréz zagicinit nevhodr zvoleny primer nebo vselijak z&igténd DNA.
Pritomnost néistot v podoB riznych inhibitofi (chloroform, fenol, polysacharidy), sali
proteini nam kupikladu signalizuji nizké hodnoty indéxabsorbance 260/280 a 260/230
(dobré jsou 1,8 a vyssi), které zobrazuje spekinafetr i méreni koncentrace. Vzorky na

sekvendani reakci a analyzu nachystdme do 0,2 ml terkosch zkumavek, kam postupn
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pipetujeme templat, pro PCR fragmenty pouzijemeckaotraci 50-100 ng na reakci (drzeli
jsme se horni hranice), 3,2-5 pmol jednoho prin{fpouzili jsme vySe uvedené primery na
PCR) a pokud je nezbytné, doplnime sterilni (DEfRR@ted) vodou do objemu 14 pl.
Vysledky analyzy jsou laboratiozasilany e-mailem ve formatu *.abl (chromatogram)
respektive *.fas. Abychom zvysili robustnost nasSwtsledki a dostali kompletni sekvenci
celého genu, osekvenovali jsme kazdy vzorek dvakaditikajic z obou kont — jednou za
pomoci forward primeru a po druhé pi@sinictvim reverse primeru.iékryvajici se
sekvence jsme pak v programu CAP3 Sequence Assemlbgram (http://pbil.univ-
lyonl.fr/cap3.php) sloZili dohromady neboli jsmevaitli takzvany ,contig”. Ze ziskanych
sekvenci byl poté v programu MEGA 5 zkonstruovaol@ni strom (Tamura et al. 2011).
PouZzili jsme metodu neighbor-joining (Saitou a N887). Vizualizace a Uprava obdrzenych
sekvenci probihala pomoci nasledujicich programaplikaci: Sequence Scanner Software
v1.0, coz je prohlizeApplied Biosystems, ktery zobrazuje analyzovagraw data“, BioEdit
v7.0.9 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.htmClustalWw2 - Multiple Sequence
Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalv&JustBio (http://www.justbio.com).

3.4 Genotypizace

Vhodnou alternativou sekvenovani je ¥itych pripadech genotypizace zalozena na real-time
PCR, ktera dokaze odhaliizné sekve#ni varianty zkoumanych génZ nabizenych metod
jsme zvolili analyzu tani s vysokym rozliSenim niehdigh resolution melting“ (HRM), coz

je nova jednoducha post PCR technika pro identifizmamych i neznamych mutaci. Mezi
jeji vyhody pati vysoka specificita, citlivost a v porovnani satefmi zavedenymi metodami,
jako je napiklad genotypizace pomoci hydrolyréch sond (end point detection), ré¥n
rychlost a finatini nenaroénost (nejsou poeba zadné fluorescem sondy).

Z nize popsanych wodi Ize jako templat pro HRM analyzu pouzit pouze
dvouettzcovou DNA (double-stranded DNA; dsDNA). Prvnim ke, ktery pedchézi
vlastni analyze, je amplifikace cilové DNA pomodCH Druhym krokem je postupné
precizni zakivani DNA amplikori v teplotnim rozpti priblizné 60 az 95 °C, ficemZ v utité
fazi (az teplota dosahne bodu tani jednotlivych DaAplikoni) dojde k denaturaci molekul
dsDNA. Princip HRM analyzy sgiva v tom, Ze je cely tento proces monitorovartikaic
v realnémcase, coz je umozno diky gitomnosti fluorescefiho barviva, které interkaluje
mezi baze DNA. Specifikem barvivaanych pro HRM analyzu je to, Ze se vazi ¥piina

molekuly dsDNA a v komplexu s nimi sdrfluoreskuji. V gipad absence dsDNA logicky
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k interkalaci nedojde, takZze fluorescence je nuloedo zanedbatelnd. Nacatku HRM
analyzy je signal fluorescence nejgjBi, protoze reakce obsahuje obrovské mnozstvi
molekul dsDNA s navdzanym fluores¢aim barvivem. S rostouci teplotou PCR produkty
postupr denaturuji — molekul dsDNA ubyva éimz fluorescence slabne. Vysledkem je graf
v podolg kiivek tani, ktery zobrazuje urokefluorescence ip urcité teplog. Sekveini
varianty jsou posléze detekovany jakoény profilu v kivkach tani.

K nasim pokugm jsme vyuZili gistroj LightCycler® 480 a kit ,LightCycler® 480 Hig
Resolution Melting Master*, jehoz stasti je 2x koncentrovany master mix (Master Mix, 2x
conc.), ionty h&siku Mg?* (MgCl,, 25 mM) a sterilni (PCR-grade) voda. Samotny niasie
pak obsahuje polymerazu (FastStart Taqg DNA Polys&raeakni pufr (reaction buffer),
smes nukleotidi (ANTP mix) a specialni fluoresaari barvivo pro HRM analyzu (High
Resolution Melting Dye), které umidje detekovat sekvéni varianty pomoci rozdil v
kiivkach tani. Velkou vyhodou tohoto nového barvivgorovnani s ostatnimi pro real-time
PCR tradin¢ uzivanymi barvivy, jako je ndiklad SYBR Green | nebo ethidium bromid, je
to, Ze neinhibuje enzymy, které zptestkovavaji amplifikaci. ProtoZze vysoka koncentrace
barviva neovliviuje PCR, niZe dojit k upIné saturaci molekul dsDNA, které mto stavu
zastanou Bhem celé HRM analyzy. Z&dhto podminek i zaéma jednoho nukleotidu vyusti
v malou, ale detekovatelnou Znu v profilu Kivek tani. Specifické primery, jejichz sekvence
zobrazuje tabulka 4, byly navrzeny v programu Pran@ttp://frodo.wi.mit.edu). Pravidlo
pro HRM analyzu znitim kratSi DNA amplikon, tim lepSi rozliSeni jedmaftch vzorki
nesoucichizné sekvetni varianty. Nejlepsi vysledky poskytuji DNA ampiky do velikosti
300 bp. Velikost nasich PCR prodtikiyla 68 (gen Obp5), respektive 80 bp (gen Obpg). P
HRM analyzu je nezbytnd vysoce specificka ampldiaproto by koncentrace prinier
nentla byt @ilis vysoka. Doporéovana koncentrace se pohybuje v rozmezi 0,1-0,3oV
kazdy primer (kongna koncentrace v reakctehoz jsme se drzeli. Kii velkym narokim na
piesnost amplifikace je ro¢a nutné pro kazdou dvojici primieempiricky stanovit optimalni
koncentraci MgGl (v naSem fipad: byla optimalni konéna koncentrace M§2,5 mM). Jako
templat lze aplikovat jakoukoli z hlediskastoty a koncentrace pro PCR vhodnou DNA
(genomova DNA nebo cDNA), a to v mnoZzstvi 5-30 agednu 20 pl reakci (pouzili jsme
15 ng na 10 pl reakci). Pro spravnyilpih analyzy je dlezité pouzit v kazdé reakci stejné
mnozstvi templéatu, jinymi slovy je geba srovnat vstupni koncentrace jednotlivych vizork
Nasledujici odstavec popisuje sloZeni tmdlsnesi a Fipravu reakce.
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Tabulka 4 Sekvence primerd navrzenych pro real-time PCR genotypizaci metodou High Resolution

Melting.

Gen Forward primer Reverse primer

Obp5 TTGTGGATGAGTCACCTGAGA TGTTTTCCGGTCAGCTCTGT
Obp6 TTGCTATTGCTGCTGATAGAGT TTCACAGGTAAGGCTACGACAA

VSechny vySe uvedené komponenty nejprve rozmrazodsefedime, opatr& promisime
pipetou (nikoli tepakou) a umistime na led, kde provadime vesSkeré pradalSim kroku
prichystame do 1,5 ml mikrozkumavky PCR mix, kterg pgdnu 10 pl reakci sestava z 5 pl
master mix, 1 pl smichanych priniefkone&na koncentrace v reakci 4 uM), 1 pl MgG@l

1 ul sterilni vody. (Pro ijpravu vice neZz jedné reakce vynasobime uvedenémgbj
odpovidajicim pétem reakci — vzoily. PCR mix opatréi promichame Spkou pipety a
vpravime 8 pl do kazdé jamky 384 jamkové mikroa&gtiNa zavr pridame 2 pl templatu a
jamkovy blok getdhneme specialni kryci folii, ktera umaoje odéet fluorescence a zarave
zabrauje vypdeni vzorki. Po centrifugaci (2 minuty, 1 500 x g) vloZimeti#a se vzorky
do pistroje LightCycler® 480 a inkubujeme dle instrukgbleného programu (tabulka 5). Po
jeho skoweni zvolime analyzu ,gene scanning” a software mataky provede vSechny

potrebné vypéty.
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Tabulka 5 Schéma zobrazuje jednotlivé parametry programu zvoleného pro real-time PCR

genotypizaci metodou High Resolution Melting. (Pro lepSi pfehlednost uvadéno v anglicting).

Detection Format Block Type Reaction Volume

SYBR Green | / HRM Dye 384 10 pl
e

Program Name Cycles Analysis Mode

Pre-Incubation 1 None

Amplification 40 Quantification

HRM 1 Melting Curve

Cooling 1 None

Target [°C] Acquisition Hold Ramp Rate Acquisition
Mode [hh:mm:ss] [°C/s] [per °C]

Pre-Incubation

95 None 00:10:00 4.8 -

Amplification

95 None 00:00:10 4.8 -

58 None 00:00:15 2.5 -

72 Single 00:00:10 4.8 -

High Resolution Melting

95 None 00:01:00 4.8 -

40 None 00:01:00 2.5 -

65 None 00:00:01 1/1 -

90 Continous - - 25

Cooling

40 None 00:00:10 2.5 -




3.5 Genova exprese

Real-time PCR, ifp které pouzijeme jako templat RNA, respektive cDNikame ,real-time
reverse-transcription PCR" neboli gRT-PCR. Tiadstavuje idealni nastroj pro detekci a
kvantifikaci mRNA. Na rozdil od konveéni PCR je fluorescence d&ena khem kazdého
cyklu, picemz jeji intenzita odpovida mnozstvi PCR produkitopaného v reakni smnesi.
Vysledkem je graf v pod@bamplifikatnich kivek, kde osa x udava piy cykli a osa y
hodnoty fluorescence. Typickd amplifdcd kiivka ma ti faze: V prvni fazi, na ptatku
reakce, je fluorescence néfitelnd — neodliSitelnd od pozadi. Druhé fé¥ikame
exponencialni, protoze zde mnozstvi PCR produkpoe&ncialg roste. Veiteti fazi dochazi
k saturaci systéemu, mnozstvi amplifikovaného prodgde dale nesmi a fluorescetni signal
tudiz Zistava konstantni. To, v jakém cyklu ampliik& kiivka vstoupi do exponenciélni
faze, zavisi na vstupnim mnozstvi templatu danéwku ¢im vice templatu, timidve je
dosazeno exponencialni faze). Cyklus, kdy se takestoznéujeme zkratkou €(threshold
cycle). Zname dvmetody kvantifikace templatu — absolutni a relativ

Absolutni kvantifikace umaiuje stanovit vychozi gt kopii molekul cilové DNA,
piicemz konénym vysledkem je vtomto ffpact absolutni hodnota (n#&glad paet
kopii/ml). Takové analyzy maji Sirokou Skalu vyuazrtmikrobiologii a virologii @i detekci
rozlicnych mikroorganisrin Naproti tomu relativni kvantifikace porovnava ved exprese
dvou gerd stejného vzorku — prvnim je gen naSeho z4dmu aydnurgjaky referegni gen
(provozni gen), jehoZ mira exprese je konstantriizaych buikach i podminkéch, byto
vzdy neplati. Tento referéni gen, téZ znamy jako endogenni kontrola, pos&ytaklad pro
normalizaci rozdil v genové expresi mezitiznymi vzorky. Relativni kvantifikace je
optimalni technika pro deni genoveé exprese.

Pro nasi studii jsme vyuZili systém navrzeny firnfeoche, postaveny na 165 kratkych
hydrolyzanich sondach ozganych na 5' konci fluorescémim barvivem (FAM) a na 3'
konci takzvanym zhasem (dark quencher dye), které hybridizuji &tou sekvenci
amplifikovaného segmentu. Kombinace specifickycimpni a vybrané sondy zatuje
vysoce pesnou a &innou amplifikaci. K ndvrhu primérbyl pouzit speciélni software firmy
Roche (Universal Probe Library - UPL, https://wwaehe-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp), ktery zatowaitomaticky zvoli nejvhodisi sondu —
sekvence jednotlivych priméra ¢isla sond jsou uvedeny v tabulce 6. VSechny prinbgty
navrzeny tak, aby amplifikovany segmentldenul intron (intron spanning assay), coz
znemozni amplifikaci nezadouci DNA. Abychom ziskadi nejgesrEjSi hodnoty relativni
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exprese, pouzili jsme soustavu dvou sond (dualdiysis probe system) — jedna, specificka
pro gen naSeho zajmu, byla Zeaa barvivem FAM a druhd, specifick& pro refénérgen,
byla zn&ena barvivem HEX. Jako refekem jsme pouZili gen GAPDH, jenZ koduje enzym
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu. Tento enzatalyzuje Sesty krok glykolyzy, tedy
metabolické drahy Zivotn dilezité pro tém vSechny znamé organismy. Parateln
s analyzovanymi geny pro OBP jsme amplifikovalit§eprovozni gen ATP5b, ktery byl
procesovan stejnym gapobem a slouzil tak jako kontrola. Hodnoty 2o jednotlivé vzorky
byly spateny dopordovanou metodou maxima druhé derivacg’ Qerivate Maximum).
Jelikoz byly vSechny vzorky provedeny v triplikdtecbylo nutné nejprve vygdtat
pramérnou hodnotu jejich € piicemZz bylo o¥ieno, Ze standardni odchylka v ramci
jednotlivych triplikdti nefresahuje 0,5 € Pokud se takoveé vzorky vyskytly, byly z dalSiho
vypoitu vykazeny. @innost PCR amplifikace byla stanovena pro kaZdoajicvprimert
pomoci standardnich kalilisich Kivek, které byly pipraveny reakci $edicifadou cDNA.
MnoZstvi mRNA analyzovanych geén (target) bylo normalizovano préstnictvim
refereniho genu GAPDH, a s ohledem na PCR efektivitu Bjlle vzorce: normalizovana

exprese genu = (1+r5ereanCp referencey (1+Etarge9Cp target

Tabulka 6 Sekvence primer( navrZzenych pro gRT-PCR a ¢islo pouzité UPL sondy.

. . # UPL
Gen Forward primer Reverse primer
sondy
ATP5b GGCACAATGCAGGAAAGG TCAGCAGGCACATAGATAGCC 77
Obpl GCGCACCCTTTACATAGCTG ACGCTCTCAGGTCTCCATTC 39
Obp5 GGACCATGGAAAACTGTTGC CAGTTCTCCACCTCTCTCTATCTTG 146
Obp6 CCTGTCCTGAGTAATGATCTTCT CTGATTCCACAGTCATGAGGTT 18
Obp7 TCAAGCAAAATGGACAATGC TGCCATCTTCTTGCTTATACCC A4

Priprava vlastni reakce je obdobnéa jako u vySe papseaal-time PCR genotypizace s tim
rozdilem, Ze vtomto ffpadt byl pouzit kit ,LightCycler® 480 Probes Masterteky
obsahuje 2x koncentrovany ,hot start master mixhog sotasti je také polymeraza
(FastStart Tag DNA Polymerase), a sterilni (PCRigyavodu. Aby se iedeSlo jakékoli
kontaminaci DNA, ktera by mohla negatévavlivnit amplifikaci a ptibeh celé analyzy, byly
vSechny vzorky oS&ny DNazou. Postupovali jsméesreé dle pokyrii vyrobce (Fermentas)

v protokolu ,DNase |, RNase-free, #EN0521". Taktoppavenou RNA jsme pouzili jako

40



templat pro reverzni transkripci, ktera je probrangrisluSném oddile &nujicim se

sekvenaci.

Tabulka 7 Schéma zobrazuje jednotlivé parametry programu zvoleného pro gRT-PCR (Pro lepSi

pfehlednost uvadéno v anglicting).

Detection Format Block Type Reaction Volume

Dual Color Hydrolysis Probe
384

10ul
/ UPL Probe

Program Name Cycles Analysis Mode
Pre-Incubation 1 None
Amplification 55 Quantification
Cooling 1 None

Target [°C] Acquisition Hold Ramp Rate Acquisition
Mode [hh:mm:ss] [°C/s] [per °C]

Pre-Incubation

95 None 00:10:00 4.8 -

Amplification

95 None 00:00:10 4.8 -

60 Single 00:00:30 2.5 -

72 None 00:00:01 4.8 -

Cooling

40 None 00:00:30 2.5 -
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4. Vysledky

4.1 Sekvenace

Uvodni ¢asti naseho projektu byla sekvenace genového shRRB u divokych mysi
poddrulit M. m. musculusa M. m. domesticuslelikoz jsme sekvenovali transkript, nebylo
mozné osekvenovat geny Obp2P a Obp4P, protoZetgsmefunkini pseudogeny, jejichz
MRNA se nepoddo detekovat a tudiz ani amplifikovat. Toae byt zapicinéno napiklad
tim, Ze k pepisu €chto pseudogenviibec nedochazi, nebo RNA sice vznika, ale je nasledn
degradovana. Bylo u&ceno, Zze geny Obpl a Obp3, stejak Obp7 a Obp8, nelze prakticky
rozlisit, proto jsme sekvenovali vZzdy pouze jedekazdé dvojice, konkréénObpl a Obp7.
Pomoci sady specifickych printejsme ziskali od 10 jedificobou studovanych poddniuh
kompletni sekvence gérObpl, Obp5, Obp6 a ObpdMmz jsme mimo jiné potvrdili existenci
dosud jen fedpokladanych geén Obpl (Gm14744; ENSMUSG00000079522) a Obp6
(Gm5938; ENSMUSG00000079521). V rdmci jednoho poldra genu byly vysledky
vysoce konzistentni, to znamend, Ze sekvenace aladténei Zadné jednonukleotidove
polymorfismy (Single-nucleotide polymorphisms; SNRjatoz mutace &sSiho rozsahu,
nicméré vzorek 10 jedink je samoejme prilis maly na to, aby Slo spolehéivodhadnout
miru vnitrodruhového polymorfismuédhto geri. Naproti tomu mezidruhové srovnéni
ukazalo v kazdém genu nejmi§ednu substituci specifickou pro dany poddritebaze jinak
byly sekvence skoro identické. Vétsine pripadi se jednalo o mutaci se Znou smyslu,
tedy takovou mutaci, v jejimzidledku je jedna aminokyselina nahrazena jinou.

Abychom se dozdéli néco o evoldni historii OBP, osekvenovali jsm#yii jedince
mySi africké Mus minutoides u nichZz jsme objevili totoZzny shluk gerjako ma mys
domaci. Krond germi Obpl, Obp5, Obp6 a Obp7 se pildaosekvenovat i fedpokladany
pseudogen Obp4P ¢ehoZ lze usuzovat, Ze tento gen je u mysi afri¢tké fonkeni. VSechny
obdrZzené sekvence jsméefzili do proteinu a porovnali s homologickymi tijéky obou
zastup@ komplexuMus musculugv pripac€ Obp4P pouze se sekvenci, kterd je uvedena
v databazich), jak ukazuji obrazky 6-10. Identg&venci se pohybovala kolem 70-80 %,
piicemz nej¥étSi rozdily vykazoval gen Obp4P. Naopak gen Ob-190% identita) se od
divergence podrad Mus a Nannomystedy doby ped @iblizné 5 miliony let, v podstat
neznenil.

Genealogické vztahy dosud znamychéelv OBP byly odvozeny metodou neighbour-

joining (Saitou a Nei 1987). Optimalni strom vzeglyylogenetické analyzy, jez zahrnovala
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celkem 35 aminokyselinovych sekvenafetre now ziskanych, je znazokn na obrazku 11.
Jako outgroup k zakereni stromu byl zvolen OBP57d octomilky obecnBrdsophila
melanogastéra nedavno objeveny OBP drapatky voddérfopus laevjs Kompletni soubor
v analyze pouzitych sekvenci je uvedenioge 2. Evoldni vzdalenosti byly vypgtany
pomoci metody, ktera vychazi #eplpokladu, Ze mira substituci aminokyselin v kgioAci
odpovida Poissonovu roddni (the Poisson-correction method) (ZuckerkandPauling
1965). VSechny pozice obsahujici mezery a ¢&hgb data byly odstramy, picemz
zawrecny dataset zahrnoval celkem 123 pozic. Kieni spolehlivosti jednotlivyctiasti
stromu byla pouzita resamplingova technika, komkrébootstrapping (2000 opakovani)
(Felsenstein 1985). Analyza byla zpracovana pedsictvim programu MEGA 5 (Tamura et
al. 2011).
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Obrazek 6 Alignment proteinovych sekvenci Obpl druht Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus a Mus (Nannomys)
minutoides. Cervené je vyznaden pro lipokaliny charakteristicky sekvenéni motiv GXW strukturn& konzervativni oblasti SCR1,

zelené je naznacen motiv CxxxC, jenZ je typicky pro rodinu OBP. Identita sekvenci Obpl mezi obéma zastupci komplexu Mus

Obp1 (ENSMUSG00000079522)
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musculus a druhem Mus (Nannomys) minutoides dosahuje 83-84 %.
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Obp4P (ENSMUSG00000080890)
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Obrazek 7 Alignment proteinovych sekvenci Obp4P mezi databazi (Mus musculus) a druhem Mus (Nannomys) minutoides.

Cervené je vyznaden pro lipokaliny charakteristicky sekvenéni motiv GXW strukturné konzervativni oblasti SCR1, zelené je

naznacen motiv CxxxC, jenz je typicky pro rodinu OBP. V sekvenci ziskané z databaze jsou dobfe patrné inzerce, které vedly mimo

jiné k posunu ¢teciho rdmce (posunové mutace), coz pravdépodobné zapfi€inilo ztratu funkce Obp4P u mySi domaci. Identita

sekvenci mezi databazi a druhem Mus (Nannomys) minutoides dosahuje 64 %.
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Obp5 (ENSMUSG00000067684)
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Obrazek 8 Alignment proteinovych sekvenci Obp5 druhl Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus a Mus (Nannomys)
minutoides. Cervené& je vyznaden pro lipokaliny charakteristicky sekvenéni motiv GXW strukturné konzervativni oblasti SCR1,
zelené je naznaCen motiv CxxxC, jenzZ je typicky pro rodinu OBP. Identita sekvenci Obp5 mezi obéma zastupci komplexu Mus

musculus a druhem Mus (Nannomys) minutoides dosahuje 99-100 %, coZ znamena, Ze je tento gen extrémné konzervativni.
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Obp6 (ENSMUSG00000079521)
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Obrazek 9 Alignment proteinovych sekvenci Obp6 druhl Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus a Mus (Nannomys)
minutoides. Cervené& je vyznaden pro lipokaliny charakteristicky sekvenéni motiv GXW strukturné konzervativni oblasti SCR1,
zelené je naznaCen motiv CxxxC, jenzZ je typicky pro rodinu OBP. Identita sekvenci Obp6 mezi obéma zastupci komplexu Mus

musculus a druhem Mus (Nannomys) minutoides dosahuje 76 %.
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Obp7 (ENSMUSG00000067679)
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Obrazek 10 Alignment proteinovych sekvenci Obp7 druhd Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus a Mus (Nannomys)
minutoides. Cervené& je vyznaden pro lipokaliny charakteristicky sekvenéni motiv GXW strukturné konzervativni oblasti SCR1,
zelené je naznacen motiv CxxxC, jenz je typicky pro rodinu OBP. U druhu Mus (Nannomys) minutoides je zajimava inzerce ftfi
aminokyselin pravé v misté tohoto motivu. Identita sekvenci Obp7 mezi obéma zastupci komplexu Mus musculus a druhem Mus

(Nannomys) minutoides dosahuje 67—68 %.
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Obrazek 11 Evoluéni strom OBP zkonstruovany metodou neighbour-joining. Vedle vétvi jsou uvedeny
hodnoty bootstrappingového testu, ktery byl spoéten pro 2000 opakovani. Délka jednotlivych vétvi
odrézi predpokladanou miru evoluénich zmén v sekvencich porovnavanych taxonl. Bt — Bos taurus;
Dm — Drosophila melanogaster; Cc — Cricetus cricetus; Em — Elephas maximus; Md — Mus musculus
domesticus; Mg — Myodes glareolus; Mm — Mus musculus musculus; Mmi — Mus minutoides; Rn —

Rattus norvegicus; Ss — Sus scrofa; XI — Xenopus laevis. APHRO — aphrodisin; FLP — female lacrimal

protein; MSP — male-specific protein. NCBI — sekvence z GenBank. Nové sekvence jSOU 0zna&eny *.
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4.2 Genotypizace

Portvadz nas zajimalo, zda sekvenaci odhalené rozdizi poddruhyM. m. musculus
M. m. domesticugou zakonzervované uvhpopulaci &chto forem mysi domaci, rozhodli
jsme se provést real-time PCR genotypiza&iolika desitek jedinic obou linii. SpiSe nez
0 paiet se nam v této fazi genotypizace jednaldiznorodost vzork a odzkouSeni celé
metody. Krond vySe zmignych poddrufi jsme pouzili i gkolik jejich hybridi a rovréz
par individui gibuzného druhuM. spicilegus Analyza zahrnovala celkem 107 iati
pochézejicich ziznych lokalit v Evrop, Africe a Asii. Ke genotypizaci jsme si vybrali
dva geny, Obp5 a Obp6, a v kazdém z nich jednutisutis kterd ma vyjateni na arovni
proteinu. Zamrné¢ jsme zvolili zamény, kdy je aminokyselina nahrazena
aminokyselinou rozdilnych fyziké&trchemickych vlastnosti, protoze takové zam
mohou mit podstatny vliv na terciarni strukturuialdgické funkce proteinu. Vifpac
Obp5 je isoleucin (nepolarni aminokyselina) u poddr M. m. musculusnahrazen
threoninem (nenabita polarni aminokyselina) u poddriM. m. domesticuga v gFipact
Obpé6 je lysin (klad& nabita polarni aminokyselina) u poddrutiu m. musculusiahrazen
glutamovou kyselinou (zapafn nabitd polarni aminokyselina) u poddruhu
M. m. domesticygak ukazuji obrazky 12 a 13.

& 20 & 40 %3 50
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Obrazek 12 Alignmnet proteinovych sekvenci Obp6 druhd Mus musculus musculus a Mus

musculus domesticus s vyznacenou zadménou lle/Thr, ktera byla pfedmétem genotypizace
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Obrazek 13 Alignment proteinovych sekvenci Obp6 druhd Mus musculus musculus a Mus

musculus domesticus s vyzna¢enou zaménou Glu/Lys, ktera byla pfedmétem genotypizace.

Vysledky genotypizace prezentuji obrazky 14 a Ibamplifikaci pomoci real-time PCR a
HRM analyze se jednotlivé vzorky seskupily na zdklgrofila kiivek tani, které
odpovidaji jejich sekvenci. Analyza potvrdila vidét vétSiné pripadi u vSech vzork
M. m. musculusa M. m. domesticusvariantu, kterd byla u danych taxorzjiStna
sekvenaci. NeptSi variabilita byla podle @kavani objevena u hybtidM. m. musculus.
M. m. domesticysu kterych byly nalezeny ébvarianty typické pro rodovské druhy.
Z tohoto hlediska byly row zajimavé ostrovni populadd. m. domesticugz Velké
Britanie, u kterych se také vyskytovalo nggi procento neznamych vzarkbyt' celkow
bylo témei nulové. V rkterych gipadech analyza odhalildeti, sekvenaci nezjitou
variantu. Pozoruhodné je to, Ze profilyiek tani kazdého analyzovaného vzorku
M. spicilegusbyly shodné sémi odvozenymi pro vzorki. m. musculuscoZz znamena, ze
oba druhy nesou stejnou sek¥ehnvariantu. Mimo jiné se tak ndmo potvrdila existence
geni Obp5 a Obp6 u druhM. spicilegus Kompletni pehled vzork: s lokalitou fivodu a

zjistenou sekveéni variantou je uveden v tabulce 8.
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Obréazek 14 Graf zobrazuje vysledky HRM analyzy Obp5 amplikont nesoucich rizné sekvenéni varianty. Jednotlivé vzorky jsou seskupeny na zékladé profild
kfivek tani, které odpovidaji jejich sekvenci. Cervené jsou vyznageny kfivky tani vzorkd nesoucich variantu sekvenaci zjisténou u poddruhu Mus musculus
domesticus, modrfe jsou oznacéeny kfivky tani vzorkG nesoucich variantu, kterou sekvenace odhalila u poddruhu Mus musculus musculus, zelena kfivka
pfedstavuje tfeti, sekvenaci nezjiSténou variantu, a hnédé kfivky reprezentuji vzorky, u nichz se sekvencni varianta nepodafila pfesné urcit. Jednotlivé vzorky,

lokalita plvodu a konkrétni detekovana varianta jsou uvedeny v tabuice 8.
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Obrazek 15 Graf zobrazuje vysledky HRM analyzy Obp6 amplikond nesoucich rizné sekvenéni varianty. Jednotlivé vzorky jsou seskupeny na zakladé profill
kiivek tani, které odpovidaji jejich sekvenci. Cervené jsou vyznadeny kfivky tani vzorki nesoucich variantu sekvenaci zjisténou u poddruhu Mus musculus
domesticus, modfe jsou oznacéeny kfivky tani vzork( nesoucich variantu, kterou sekvenace odhalila u poddruhu Mus musculus musculus, zelené kfivky
pfedstavuji tfeti, sekvenaci nezjiSténou variantu, a hnédé kfivky reprezentuji vzorky, u nichz se sekvenéni varianta nepodafila pfesné urcit. Jednotlivé vzorky,

lokalita pavodu a konkrétni detekovana varianta jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tabulka 8 Pfehled vzorkd DNA pouzitych pro genotypizaci. V tabulce je uveden druh, lokalita

puvodu a detekovana sekvencni varianta pro geny Obp5 a Obp6. Alela MD — varianta odhalena

sekvenaci u poddruhu Mus musculus domesticus (Obp5 — triplet ACA, threonin; Obp6 — triplet

AAA, lysin); alela MM - varianta odhalena sekvenaci u poddruhu Mus musculus musculus (Obp5 -

triplet ATA, isoleucin; Obp6 — triplet GAA, glutamova kyselina).

Detekovana sekvetni

Druh Lokalita p avodu varianta
Obp5 Obp6

M. m. domesticus Némecko, Hattingen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Hattingen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Hattingen alela MD alela MD
M. m. domesticus AlZirsko, Oran alela MD alela MD
M. m. domesticus Spartisko, Barcelona alela MD alela MD
M. m. domesticus Jordansko, Akaba alela MD alela MD
M. m. domesticus Recko, Kilkis alela MD alela MD
M. m. domesticus Syrie, Tell Sheikh Hamad alela MD alela MD
M. m. domesticus Syrie, Tell Sheikh Hamad alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Benk alela MD alela MD
M. m. domesticus Egypt, odza Bahariya alela MD alela MD
M. m. domesticus Egypt, odza Dakhla alela MD alela MD
M. m. domesticus Egypt, odza Dakhla alela MD alela MD
M. m. domesticus Belgie, Montreux alela MD alela MD
M. m. domesticus Libye, Ghadames alela MD alela MD
M. m. domesticus Libye, Sabha alela MD alela MD
M. m. domesticus Libye, jezero Gabron alela MD alela MD
M. m. domesticus Libye, jezero Gabron alela MD alela MD
M. m. domesticus Turecko, Narlidere alela MD alela MD
M. m. domesticus Turecko, Urfa alela MD alela MD
M. m. domesticus Turecko, Urfa alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Essen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Essen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Wuppertal alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Wuppertal alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
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Detekovana sekvetni

Druh Lokalita p avodu varianta

Obp5 Obp6
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Essen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Thiesen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko, Essen alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Némecko alela MD alela MD
M. m. domesticus Francie, Montpellier alela MD alela MD
M. m. domesticus Francie, Montpellier alela MD alela MD
M. m. musculus CR, Dolni Bezany alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Dolni Bezany alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Dolni Bezany alela MM alela MM
M. m. musculus Kyrgyzstan, Chil Ustun alela MM alela MM
M. m. musculus Bulharsko, General-Toshevo alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Liborezy feti varianta nezndma
M. m. musculus Kyrgyzstan, Tassor alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl¢ko alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
M. m. musculus CR, Smilkov alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha Ruzyh alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
M. m. musculus CR, Sedl¢ko alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl¢ko alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
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Detekovana sekvetni

Druh Lokalita p avodu varianta
Obp5 Obp6

M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
M. m. musculus CR, Sedl&ko alelaMM  alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Praha alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus CR, Hodonin alela MM alela MM
M. m. musculus Kosovo alela MM alela MM
ostrovni populace . o
M m. domesticus Velka Britanie neznama alela MM
ostrovni populace  Oes o treti
M . m. domesticus velka Britanie alela MM varianta
ostrovni populace .
M m. domesticus Velka Britanie alela MD alela MD
ostrovni populace

Velka Britanie alela MM neznama

M . m. domesticus
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Detekovana sekvetni

Druh Lokalita p avodu varianta
Obp5 Obp6
ostrovni populace . _ treti
) Velka Britanie neznama )
M . m. domesticus varianta
ostrovni populace .
_ Velka Britanie alela MD alela MM

M . m. domesticus
M. musculusp. ostrov Sokotra alela MD alela MD
hybridM . m. domesticua | _

CR, Nebanice alela MM alela MM
M. m. musculus
hybridM . m. domesticua | .

CR, Milhostov alela MM alela MM
M. m. musculus
hybridM . m. domesticua | _

CR, Milhostov alela MM alela MM
M. m. musculus
hybridM . m. domesticua _ .

Némecko, Thierstein alela MD alela MD
M. m. musculus
hybridM . m. domesticua | )

CR, Kopanina alela MD alela MM
M. m. musculus
M. spicilegus Slovensko, KoSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KoSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KoSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KoSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KoSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
M. spicilegus Slovensko, KosSice alela MM alela MM
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4.3 Genova exprese

Je znamo, Zaizné buiky mnohobuié¢ného organismu exprimuji odliSné sady @jamcmeér
mnoho proteii je spolénych vSem bu&nym typim. Dobrym pikladem takovych
univerzalnich proteiin jsou enzymy zakladnich metabolickych drah; tyfmodobné proteiny
nazyvamecasto provoznimi proteiny (housekeeping proteinsyeay, které jeridi, pak
ozna&ujeme jako provozni geny (housekeeping genes). ATRiduje podjednotku ATP
syntazy, coz je velky enzym vazany na membranu andodrii, ktery katalyzuje syntézu
ATP (adenosin-5-trifosfat) #p oxidatni fosforylaci. ATP je nejilezitejSim a
nejvSestrangjSim aktivovanym penaSéem v buice, ktery slouzi k pohonu mnoha
chemickych reakci, a bezmoz se neobejdou Zzadné znamdikyu Jestlize mira exprese
n¢kterého genu v dité buice vyraz® presahne hladinu exprese provoznichiggako je
napiklad ATP5b, znamena to, Ze produkt tohoto gengehvadané tkani vyznamnou roli.
Z této premisy jsme vychazeliijnodnoceni exprese OBP.

Z dosavadnich studii zabyvajicich se touto probtdma vyplyvad, Ze OBP jsou
exprimovany pouze v oblasti nosugpto (nebo pravproto) jsme expresni analyze podrobili
i tkérg, kde vyskyt &chto proteiri zatim nikdo nefedpokladal. Zkoumané tkarbyly tyto:
vomeronasalni organ, nosni lymfaticka rttkacichova sliznice, Harderianova Zlaza,
extraorbitalni slzné zlazy, poelistni slinné zlazy, ijusni slinné zlazy, prepucialni zlazy,
jatra, ovaria, vagina, testes, cauda epidydimisoatpta. Kazdy poddruiM. m. musculus
M. m. domesticydyl zastoupeniemi jedinci obou pohlavi — celkem tedy 12iavi

Vysledky expresni analyzy shrnuji obrazky 10-13e kaba y udava zlogaritmované
hodnoty relativni exprese dittho genu OBP normalizované vzhledem k expresreafniho
genu GAPDH Ciselné Gdaje na ose yeulstavujitadové rozdily v genové expresiigemz
nula znazatuje hladinu exprese genu GAPDH, to znamen4, Zéldadu ciselna hodnota 2
vyjadiuje expresi o dva#ddy &tSi, to jest asi 100%, neZ je exprese tohoto redeibo genu.
Pro nazornost je soasti kazdého obrazku jeé3graf, jenZ zobrazuje totéZz pro provozni gen
ATP5b. Z r¢ho je mimo jiné dofe patrné, Ze normalizace pomoci reféreno genu GAPDH
poskytuje ¥rohodné vysledky, nelfou genu ATP5b se podlgekavani neprokazala zadna
tkanova specificita a mira jeho exprese vykazujestémulovou variabilitu.

PrestozZe sefftomnost OBP do dité miry potvrdila i ve tkanich jako Harderianouéza,
piiusni slinné Zlazyi prepucialni Zlazy, nas zajimaltquevSim ty tkakh kde exprese OBP
vyrazre presahla hladinu exprese refefeiho genu GAPDH. Takové tk&nbyly &tyfi:

vomeronasalni organ, nosni lymfatickatkéichova sliznice a extraorbitalni slzné Zlazy.
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Podivame-li se na jednotlivé geny a konkrétni &@lize, zjistime, Ze vSechny geny krom
Obp6 jsou exprimovany v nosni lymfatické tkantiehové sliznici. Novou tkani, o které se
dosud v souvislosti s OBP nehdiNo, jsou slzné Zlazy, kde je podle naSich Zj$tmira
exprese OBP ibec nejvyssSi. Vyjimku tvid geny Obpl,3, které zde detekovany nebyly,
naopak gen Obp6 je exprimovan pouze v této tkaovn& piimo v nosni lymfatické tkani
nebyla exprese OBP dosud prokazana.

Obrazek 16 ukazuje vysledky statistického zhodnioegprese OBP v orofacialni oblast
analyzou rozptylu s vice faktory (vicefaktorova AM®). Ciselné Udaje na ose yeulstavuji
fadoveé rozdily v genové expresi, nula je hladinaresg genu GAPDH. Jediny vyrazny
mezidruhovy rozdil v expresi OBP byl zaznamenarvemeronasalnim organu. Zatimco u
poddruhuM. m. musculuge exprese OBP v tomto organu statisticky vyzngnongoddruhu
M. m. domesticuani jeden gen vyznamimegekraiuje hladinu exprese refer@riho genu
GAPDH.
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Obrazek 16 Exprese gend Obpl,3 poddruht M. m. musculus a M. m. domesticus v porovnani s provoznimi geny ATP5b. VNO — vomeronasalni organ; NL —

nosni lymfaticka tkarn; OE — &ichova sliznice; H — Harderianova ?laza; L — slzné (lakrimalni) Zlazy; SL — podé&elistni slinné Zlazy; PR — pfiusni slinné ?lazy; PP

— prepucialni zlazy; J — jatra; OVA — ovaria; VAG — vagina; T — testes; CAU — cauda epidydimis; P — prostata. Svislé Usecky znaci konfiden¢ni intervaly.
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Obrazek 17 Exprese gend Obp5 poddruhti M. m. musculus a M. m. domesticus v porovnani s provoznimi geny ATP5b. VNO — vomeronasalni organ; NL —

nosni lymfaticka tkan; OE — nosni sliznice; H — Harderianova Zlaza; L — slzné (lakrimalni) Zlazy; SL — podgelistni slinné Zlazy; PR — pfiudni slinné Zlazy; PP —

prepucialni zlazy; J — jatra; OVA — ovaria; VAG — vagina; T — testes; CAU — cauda epidydimis; P — prostata. Svislé Use¢ky znaci konfidenéni intervaly.
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Obrazek 18Exprese gent Obp6 poddruhti M. m. musculus a M. m. domesticus v porovnani s provoznimi geny ATP5b. VNO — vomeronasalni organ; NL —
nosni lymfaticka tkaf; OE — nosni sliznice; H — Harderianova ?laza; L — slzné (lakrimalni) Zlazy; SL — podgelistni slinné Zlazy; PR — pfiusni slinné Zlazy; PP —
prepucialni Zlazy; J — jatra; OVA — ovaria; VAG — vagina; T — testes; CAU — cauda epidydimis; P — prostata. Svislé Usecky znaci konfidenéni intervaly.
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Obrazek 19Exprese gent Obp7,8 poddruhii M. m. musculus a M. m. domesticus v porovnani s provoznimi geny ATP5b. VNO — vomeronasalni organ; NL —

nosni lymfaticka tkan; OE — nosni sliznice; H — Harderianova Zlaza; L — slzné (lakrimalni) Zlazy; SL — podgelistni slinné Zlazy; PR — pfiudni slinné Zlazy; PP —

prepucialni zlazy; J — jatra; OVA — ovaria; VAG — vagina; T — testes; CAU — cauda epidydimis; P — prostata. Svislé Use¢ky znaci konfidenéni intervaly.
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—— Mus m. domesticus
-~ Mus m. musculus

Soutasny efekt: F(24, 262)=4.7324, p=.00000

Relativni abundance mRENA (log)
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Obrazek 20 Statistické vyhodnoceni exprese OBP v orofacialni oblasti analyzou rozptylu s vice faktory (vicefaktorovd ANOVA). VNO — vomeronasalni organ;
NL — nosni lymfatick& tkarn; OE — &ichova sliznice; H — Harderianova Zlaza; L — slzné (lakrimalni) Zlazy; SL — pod&elistni slinné Zlazy; PR — pfiusni slinné
Zlazy. Data jsou atributivni (spojnice jednotlivych bod( jsou uvedeny pouze pro lepSi nazornost). Vertikaly znaci konfidenéni intervaly.
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5. Diskuse

Sekvenace potvrdilaiffomnost genového shlukiidiciho OBP u divokych mysi poddriuh
M. m. musculust M. m. domesticuslelikoZ jsme obdobny klastr genbjevili i u bazalniho
zastupce rodMus, mysi africké Mus minutoides da se dvodre predpokladat, Ze se OBP
budou vyskytovat také u dalSich zastiupahoto rodu, ne-li u vSech. Toto tvrzeni mimo jiné
podporuje skutenost, Ze genotypizace v zasaddhalila geny Obp5 a Obp6 u druhu
M. spicilegus Jak uz bylo tive fe¢eno, rozdily mezi OBP jednoho druhu jsou¢iemo
procentem identickych aminokyselin, ob&cwySSi nez mezi OBPuznych druli (Pelosi
1998). To je roviZ dol¥e patrné z vySe uvedeného dendrogramu, kde ¢, yadk ucité typy
OBP iiznych druli utv&eji spol€éné shluky. Z tohoto pohledu je nesndirpajimavy gen
Obpb5, jenz se ¢hem 5 miliori let, tedy doby uplynuvsi od divergence podrddus a
Nannomysv podstat neznenil. To poukazuje nadakou dilezitou roli, kterou tento vysoce
konzervativni gen v organismu vykonava. Bylo pr@az, Ze silna negativni (= purifikujici)
selekce dok&ze zachovat identitu aminokyselinovgekvenci na vysoké drovni i mezi
vzdaler piibuznymi organismy jako jsou rostliny a zéichové (Nei et al. 2000, Piontkivska
et al. 2002). Lze se tedy domnivat, Ze Obp&enbyt pod vlivem selekce, ktera odstrg
mutace minici zakladni charakter genu.

PortvadZ je jedna kopie genu po duplikaci nadbyée negativhi mutace v jednom
z duplikati nebude mit ve &tSin¢ pripadi vliv na biologickou zdatnost organismu a tudiz
nebude odstraima selekci. A protoZeétsina mutaci postihujicich organismus je Skodlivych
obvykly osud duplikovaného paru je inaktivace jedtopie (Walsh 1995, Lynch a Conery
2000, Lynch et al. 2001). Z té se stava pseudogefuniini sekvence DNA, ktera ridi
Zzadny genovy produkt a nepodléha evolmm omezenim jakodiny funkéni gen. Takovy
pseudogen poté setrvava v genomu az do té dobyz mstio bude zcela vymazan anebo
zpstnou mutaci nedojde k jeho aktivaci. Tomuto séedabie odpovida evoltni osud genu
Obp4P. Tento gen je v databazich zanesen jakdppkladany pseudogen, ktery se nam
z vySe popsanychugodi nepod&lo u mySi domaci osekvenovat. Na druhou stranu se
ukazalo, Ze je Obp4Prgpisovan a podle vSeho tgkladan do proteinu ufipuzného druhu
M. minutoides Je tedy vysoce praypdodobné, Ze k pseudogenizaci Obp4P dosl¢jaké
linii vedouci k mySi doméaci. i#edpokladana doba igmeny jedné kopie v nefurdki
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pseudogen je, vyjma populaci s obrovskou efektretikosti, relativie kratkd — dochazi k ni
béhem pér milior let (Lynch a Force 2000).

Ne vzdy se z jedné kopie duplikovaného genu st&egugiogen. Druhou moznosti je
zachovani obou duplikovanych kopii v genomu. K tomize dojit rkolika zpisoby.
Pritomnost mnoheetnych kopii jednoho genu¢kdy poskytuje organismu vyhodu vySSi
arovre jeho exprese. Jinymi slovy, ®lduplikované kopie dale vykonavaji stejnou funkci
(Kondrashov a Kondrashov 2006). Nebo dojde v jekim@i k fixaci prosgsné mutace a
vzniku nové dive neexistujici funkce, zatimco druha kopie vyk@nd@al funkci givodni
(Ohno 1970, Walsh 1995, Bergthorsson et al. 208 @rnativni moznosti udrZzeni obou kopii
v populaci je rozéleni dvou (nebo vice) odliSnych funkaiymdniho genu mezi duplikované
kopie. Kazda kopie poté vykonava jednu funkci gemé se tak dopuji (Force et al. 1999,
Lynch a Force 2000, Lynch et al. 2001).

Jak uz bylo #kolikrat fe¢eno, geny Obpl a Obp3, st&jtak Obp7 a Obp8, jsou tka
identické. V zasadexistuji d¥ mozna vys¥tleni tohoto jevu: ob kopie vznikly duplikaci
rodicovského genu teprve nedavno a nachazeji se tudiiévfazi divergence nebo si udrzuji
podobné sekvence z fuftkho hlediska. Pég¢buje-li organismus &Si mnozZstvi ufitého
genového produktu, proteinu nebo RNA, zmnozets$lgsného genu aZe tyto zvysSené
naroky pokryt. Ohno (1970) v takovéniipad® hovai o genové duplikaci s cilem vytteni
vétSiho mnozstvi téhoz produktu. Inkorporace mrelrmych kopii jednoho genu do genomu
s sebou nese otazku, jak si takové geny udrziatdpmkci. Jedna moznost zachovani vysoké
identity sekvenci je prosdnictvim synchronizované evoluce (concerted eiaiit kdy se
¢lenové genové rodiny v evoluci vyvijeji jako jedje@inotka, ktera si vysiuje genetickou
informaci (Dover 1982). Mechanismem synchronizovaméluce je genova konverze, tedy
nereciproka vyréna genetické informacefigkteré sekvence jednoho useku DNA slouzi jako
templat, podle kterého ségpiSou sekvence jinych ugsekDruhou moznosti je jiz zména
silna negativni selekce proti mutacinénicim zakladni charakter genu (Piontkivska et al.
2002).

Jednou z evolin¢ nejdilezit¢jSich roli genové duplikace je tvorba novych @endosud
neznamou biologickou funkci (Ohno 1970). Znamkyotak neofunkcionalizace vykazuji
praw nekteré geny koédujici OBP, které vznikly podle vSekalisledku duplikace
rodicovského genu a nasledného faz¥ni jednotlivych kopii.

Prvni faze genotypizace ukazala, zeéktaré rozdily v sekvencich OBP poddiuh

M. m. musculusa M. m. domesticududou patréd uvnitt téchto taxoi zakonzervované.
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Otéazkou je vSak to, zda jsou tyto zfm disledkem selekce, nebo pouhé skntesti, Ze se
genofondy obou linii vyviji jiz §akou dobu odéerg.

Analyza genové exprese potvrdildtpmnost OBP ichové sliznici, tedy tkani, kde byly
tyto proteiny poprvé objeveny a odkud byly mnohokiolovany (Pevsner et al. 1986,
Avanzini et al. 1987, Pevsner et al. 1988b, Kriskhal. 1995, Ohno et al. 1996, Pes et al.
1998, Utsumi et al. 1999). Navic odhalila ¢dwové tkas, kde jsou OBP vyrazn
exprimovany. Prvni jsou extraorbitalni slzné Zl&ylruhou nosni lymfaticka tkaV této
souvislosti okamzét vyvstava otazka, jakou roli zde OBP hraji. Jelikodji slzy gedevsSim
ochrannou funkci, fichdzi v Gvahu zejména role jakéhosistice”, ktery odstrauje splodiny
metabolismu a jiné nezadougitoxické latky (Pevsner et al. 1990, Steinbre®28, Grolli et
al. 2006). Nicmé# prostednictvim slznych kanalk které spojuji vnini koutky oka s nosni
dutinou, se OBP mohou snadno dostat do oblasti, kolsumohou vykonavat funkce spojené
s vnimanintichovych podsta.

Je znamo, Ze nosni hlen fpatnezi prvni obranné linie organismu, néhaedstavuje
jakousi fyzickou bariéru, ktera odpuzuje nebo z&ahg cizorod&astice jako jsou bakterie,
viry, toxiny a jiné vdechované partikule. Nosni Raticka tka, spraveji asi feceno s nosni
sliznici asociovana lymfoidni tka(nasal-associated lymphoid tissue; NALT), je cGsti
slizni¢ni imunity (mucosa-associated lymphoid tissue; MALTato tkd byla popsana u celé
fady hlodavé véetrné mysi, potkana, tecka nebo mafete (Hameleers et al. 1989, Okada et
al. 1995, Giannasca et al. 1997, Heritage et @719¥icemz se zda, Ze pré&w zastupt
tohoto fadu hraje vyznamnou roli, p&wadz postradaji tonsily. NaSe analyza ukazala, Ze
exprese OBP je v NALT srovnatelna s totichové sliznici. Byly zde vyraznexprimovany
vSechny geny vyjma Obp6. Vtomto kontextu se taktopabizi mysSlenka, Ze OBP
vykonavaji Rjakou funkci souvisejici s imunitou.

Posledni tkani, kde exprese OBP vykgizpiesahla hladinu exprese refeteiho genu
GAPDH, byl vomeronasalni organ, ktery je u saspojovan hlavés percepci feromdr ale
nejen s ni (Halpern a Martinez-Marcos 2003, Brermaufall 2006, Tirindelli et al. 2009).
Pritomnost OBP v tomto chemosenzorickém systémaendat za pravdu hypotézam, Ze tyto
proteiny slouzi spiSe jakagnaseée specifickych ligantl nez obecnych odoran{Tegoni et
al. 2000, Pelosi 2001). NaSe analyza je jednouvaiph, kterAd expresi OBP ve
vomeronasalnim organu jasprokazala.

Problém je vSak obeérv tom, Ze cilova tkase niize od mista exprese, zvi&ast proteiri
jako jsou OBP, vcelku zasa#isit. Nagiklad hlen nosni sliznice e pongrné snadno

dosahnout dutiny vomeronasalniho organu, céitené biology utvrzuje vigswdceni, Ze
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OBP pisobi hlavé zde (Pelosi 2001). Proto nelze, pouze na zéklgehové exprese,
S ukitostitict, ve které tkani OBP doopravdyidkuji a jaké role tam hraji. Nicmémpoznéni
tkanové specifity OBP fedstavuje dozajista uziiee, a mnohdy také jediné, voditkdi p
patrani po funkcicheéthto proteir.

Jediny vyznamny mezidruhovy rozdil v expresi OBPI lmaznamenan prév u
vomeronasalniho organu. Zatimco hladinu expressreghiho genu GAPDH u poddruhu
M. m. musculugrekratily, kromé¢ Obp6, vSechny geny pro OBP, jejich gisky u poddruhu
M. m. domesticudyly exprimovany na stejné urovni nebo pod niedehozi studie nasi
skupiny zabyvajici se Mupy ukazaly, Ze samci poddri. m. musculusexprimovaly
vSechny v analyze zahrnuté Mupy vyraziice nez samice téhoz poddruhu a gdvmice nez
ob¢ pohlavi poddruhuiM. m. domesticugStopkova et al. 2007). Na zak&atichto zjiSeni a
vzhledem k tomu, Ze Mupy jsou dominantnidoee proteiny, které brani rychlé degradaci
feromoni v hydrofilnim prostedi, byla vyslovena hypotéza, Ze variabilita v espréchto
proteimi mize byt dilezitou sodasti mezidruhového rozpoznavani (Stopkova et @720
Neni vyloweno, Ze podobnou ulohu mohou hrat také OBR,jeyto v této fazi vyzkumu
zatim pouha spekulace.

Z dosud nepublikovanych dat vime, Ze proteom aoabay ze slin mysi obsahuje zing
mnoZstvi OBP. Otazkou vSakistava, které tk&ndo slin tyto proteiny secernuji, powadz
nej\etsi slinna zlaza, pdelistni, vykazovala v naSem experimentud&mulovou expresi. Do
Gvahy gichazi jest podjazykova slinna zlaza, kterou se vSak nepladspolehlive odebrat u
vSech jeding, proto nebyla hodnocena, d&iuysni slinna Zlaza. Zde sice k expresi OBP
dochazi, nicméhne v takové nie, jakou bychom @ekéavali.

Bylo prokazano, Ze vaginalni sekret sami@cka obsahuje protein aphrodisin, jenz
stimuluje kopul&ni chovani samictohoto druhu (Singer et al. 1986, Singer a Maaritig93).
Jelikoz tento protein, nehlédha nazev, pétdo rodiny OBP, tak nas zajimalo, zda nebudou
alespa nekteré varianty OBP exprimovany ratnv reproduknim traktu samic mysi. Tato
premisa se vSak ukazala byt mylnou, neloensi mira exprese OBP byla zaznamenana
pouze v prepucialnich Zlazach. Zda se tedy, Ze&eb pvelkou sekvemi a strukturalni

podobnost nemusi nW®OBP fiznych druli vykonavat stejné funkce.
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0. Zaver

Tato prace se zabyvala evoluci a expresi OBP, [getéznamé tim, Zze vazou a transportuji
hydrofébni ligandy ve vodném préstli nosni sliznice sattca jinych obratlové. Pomoci
sady specifickych primérjsme osekvenovali shluk gérkodujicich OBP u divokych mysi
poddrulit M. m. musculus a M. m. domestictisnZ jsme mimo jiné ziskali sekvence dvou
dosud pouze fpdpokladanych génpro OBP. Obdobny klastr g&nsme na urovni mRNA
identifikovali a osekvenovali u bazalniho zastupméu Mus, mySi africké Mus minutoides
coz @ineslo, krond péti novych sekvenci génpro OBP, zajimavé poznatky o evoluci této
rodiny. Na zaklad ziskanych sekvenci jsme zkonstruovali e¥nlustrom vSech znamych
sawich OBP. Pomoci genotypizace rniemorodém vzorku jediricM. m. musculus a M. m.
domesticugsme prokazali, Zze vytipované, sekvenaci odhalesgtlily jsou zakonzervované
uvnitt populaci &chto forem mySi doméci. Analyzovali jsme expresiFO8 utili tkhnovou
specifitu gchto protei u dvou poddruth mysSi domacii. m. musculus a M. m. domesticus

Objevili jsme d¥ nove, v literatée dosud nepublikované, tkéa vyraznou expresi OBP.

69



7. Seznam pouzité literatury

Alcock J. (1984): Animal Behavior: An Evolutionary Perspeeti Third Edition. Sunderland
(MA): Sinauer.

Auffray J.-C., Vanlerberghe F. a Britton-Davidian J. (1990): The house mouse
progression in Eurasia: A palaeontological and aeoloological approach. Biol. J.
Linn. Soc. 41: 13-25.

Avanzini F., Bignetti E., Bordi C., Carfagna G., Caraggioni A., Ferrari G., Sorbi R. T. a
Tirindelli R. (1987): Immunocytochemical localization of pyrazibinding protein in
the cow nasal mucosa. Cell Tissue Res. 247: 461-464

Barber P. C. a Raisman G.(1978): Replacement of receptor neurones aftdioseof the
vomeronasal nerves in the adult mouse. Brain Rés29¥—-313.

Bennet J. M., Schlunegger M. P. a Eisenberg D(1995): 3D Domain swapping: a
mechanism for oligomer assembly. Prot. Sci. 4: 22458.

Bergthorsson U., Andersson D. I. a Roth J. R2007): Ohno’s dilemma: Evolution of new
genes under continuous selection. PNAS 104(43)04-+07009.

Bianchet M. A., Bains G., Pelosi P., Pevsner J., $er S. H., Monaco H. L. a Amzel L.
M. (1996):The three-dimensional structure of boviderant binding protein and its
mechanism of odor recognition. Nat. Struct. Biol934—-939.

Bignetti E., Cavaggioni A., Pelosi P., Persaud K. CSorbi R. T. a Tirindelli R. (1985)
Purification and characterisation of an odorantimgdorotein from cow nasal tissue.
Eur. J. Biochem. 149: 227-231.

Bishop R. E., Cambillau C., Prive G. G., Hsi D., Tio D. a Tillier E. R. M. (2006):
Bacterial Lipocalins: Origin, Structure, and Fuopati In Lipocalins. Akestrom B.,
Borregard N., Flower D. R. a Salier J. P., Eds=4¥B Georgetown, Texas. Landes
Bioscience.

Boch R., Shearer D. A. a Stone B. G1962): Identibcation of iso-amyl acetate as divac
compound in the sting pheromone of the honeyberirtld95: 1018-1020.

Bonhomme F., Catalan J., Britton-Davidian J., Chapnan V. M., Moriwaki K., Nevo E. a
Thaler L. (1984): Biochemical diversity and evolution in Benus Mus. Bioch. Genet.
22: 275-303.

Boudjelal M., Sivaprasadarao A. a Findlay J. B. C(1996): Membrane receptor for odour-
binding proteins. Biochem. J. 317: 23-27.

Boursot P., Auffray J-C, Britton-Davidian J. a Bonhomme F. (1993): The evolution of
house mice. Annual Review of Ecology and Systeradit 119-152.

Breer H., Krieger J. a Raming K. (1990): A novel class of binding proteins in theesmnae
of the silk moth Antheraea pernyi. Insect Bioch&@t. 735-740.

Brennan P. a Zufall F.(2006): Pheromonal comunication in vertebratesuida44416: 308—
315.

70



Breustedt D. A., Schonfeld D. L. a Skerra A(2006): Comparative ligand-binding analysis
of ten human lipocalins. Biochim Biophys 1764 (P§1-173.

Briand L., Nespoulous C., Perez V., Rémy J. J., Huel. C. a Pernollet J. C.(2000):
Ligand-binding properties and structural charaztgion of a novel rat odorant-binding
protein variant. Eur. J. Biochem. 267: 3079-3089.

Buck L. a Axel R. (1991): A novel multigene family may encode odoregceptors: a
molecular basis for odor recognition. Cell 65: 178+~

Burchell B. (1991): Turning on and turning off the sense oééniNature 350: 16-17.

Butenandt A., Beckmann R., Stamm D. a Hecker E(1959): Concerning the sexual
attractant of the silkmoth Bombyx mori. Purificatiand composition. Z Naturforschg

14b: 283-284.

Butler C. (1609): The Feminine Monarchie or treatise conogrrbees. Oxford: Joseph
Barnes.

Dal Monte M., Andreini I, Revoltella R. a Pelosi P (1991): Purification and

characterization of two odorant-binding proteingnir nasal tissue of rabbit and pig.
Comp. Biochem. Physiol. 99B: 445-451.

Dal Monte M., Centini M., Anselmi C. a Pelosi P(1993): Binding of selected odorants to
bovine and porcine odorant-binding proteins, ChSanses 18: 713-721.

Dear T. N., Boehm T., Keverne E. B. a Rabbitts T. H(1991a): Novel genes for potential
ligand-binding proteins in subregions of the olfmgt mucosa. EMBO J. 10: 2813-
2819.

Dear T. N., Campbell K. a Rabbitts T. H.(1991b): Molecular cloning of putative odorant-
binding and odorant-metabolizing proteins. Biochstngi30: 10376—10382.

Dover G. (1982): Molecular drive: a cohesive mode of speeieolution. Nature 299(5879):
111-117.

Dicke M. a Sabelis M. W.(1988): Infochemical terminology: based on costdig analysis
rather than origin of compounds? Funct Ecol 2: 13b-

Din W., Anand R., Boursot P., Darviche D., Dod B.Jouvin-Marche E., Orth A., Talwar
G. P., Cazenave P.-A. a Bonhomme K1996): Origin and radiation of the house
mouse: Clues from nuclear genes. J. Evol. Bioh19-539.

Du G. a Prestwich G. D.(1995): Protein structure encodes the ligand bipdipecificity in
pheromone binding proteins. Biochemistry 34: 872&328

Duplantier J.-M., Orth A., Catalan J. a Bonhomme F.(2002) Evidence for a mitochondrial
lineage originating from the Arabian peninsula iraddgascar house mousgus
musculug. Heredity 89: 154—-158.

Eisthen H. L. (1997): Evolution of vertebrate olfactory systerBsain Behav Evol. 50(4):
222-33.

Fabre J. H. (1879): Souvenirs Entomologiques Delagrave, Paris.

Felicioli A., Ganni M., Garibotti M. a Pelosi P. (1993): Multiple types and forms of
odorant-binding proteins in the Old-World porcuphigstrix cristata Comp. Biochem.
Physiol. 105: 775-784.

71



Felsenstein J.(1985). Confidence limits on phylogenies: An agmto using the bootstrap.
Evolution 39: 783-791.

Flegr J. (2005): Evoléni biologie. Praha: Academia.

Flower D. R. (1995): Multiple molecular recognition propertie$ the lipocalin protein
family. J. Mol. Recogn. 8: 185-195.

Flower D. R. (1996): The lipocalin protein family: structuredafunction. Biochem. J. 318:
1-14.

Flower D. R., North A. C. T. a Sansom C. E.(2000): The lipocalin protein family:
structural and sequence overview. Biochim. Biophyga 1482: 9-24.

Force A., Lynch M., Pickett F. B., Amores A., Yan Y L. a Postlethwait J. (1999):
Preservation of duplicate genes by complementaggederative mutations. Genetics
151: 1531-1545.

Franck D. (1996): Etologie. Praha: Karolinum.
Gaisler a Zima (2007: Zoologie obratlovc Praha: Academia.

Ganni M., Garibotti M., Scaloni A., Pucci P. a Pelsi P. (1997): Microheterogeneity of
odorant-binding proteins in the porcupine revedlgdN-terminal sequencing and mass
spectrometry. Comp. Biochem. Physiol. 117B: 287291

Garibotti M., Navarrini A., Pisanelli A. M. a Pelosi P. (1997): Three odorant-binding
proteins from rabbit nasal mucosa. Chem. Sense38%2:390.

Giannasca P. J., Boden J. A. a Monath T. P(1997): Targeted delivery of antigen to
hamster nasal lymphoid tissue with M-cell-directedtins. Infect. Immun. 65: 4288—
4298.

Glusman G., Yanai I., Rubin I. a Lancet D. (2001): The complete human olfactory
subgenome. Genome Res 11: 685-702.

Graziadei P. P. a Graziadei G. A.(1979): Neurogenesis and neuron regenerationan th
olfactory system of mammals. I. Morphological agpeaxf differentiation and structural
organization of the olfactory sensory neurons. drbieytol 8: 1-18.

Graziadei P. P, Monti A. a Graziadei G.(1980): Neurogenesis and neuron regeneration in
the olfactory system of mammals. Ill. Deaffererttatand reinnervation of the olfactory
bulb following section of the fila olfactoria intra] Neurocytol 9: 145-162.

Greene-Till R., Zhao Y. a Hardies S. C(2000): Gene flow of unique sequences between
Mus musculus domesticaadMus spretus Mamm Genome 11(3): 225-230.

Grimsby J., Toth M., Chen K., Kumazawa T., Klaidman L., Adams J. D., Karoum F.,
Gal J. a Shih J. C.(1997): Increased stress response and beta-pligylglmine in
MAOB-deficient mice. Nat Genet 17: 206—-210.

Grolli S., Merli E., Conti V., Scaltriti E. a Ramoni R. (2006): Odorant binding protein has
the biochemical properties of a scavenger for 4rtwygl2-nonenal in mammalian nasal
mucosa. FEBS J. 273: 5131.

Guenet J. L. a Bonhomme F.(2003): Wild mice: An ever-increasing contributioo a
popular mammalian model. Trends Genet. 19: 24-31.

Hérent M. F., Collin S., Pelosi P (1995): Affnities of nutty and green-smelling coounds
to odorant-binding proteins. Chem. Senses 20: 600—6

72



Hall S. E., Floriano W. B., Vaidehi N. a Goddard W.A. lll. (2004): Predicted 3-D
structures for mouse 17 and rat |17 olfactory receptind comparison of predicted odor
recognition profiles with experiment. Chem Sens#s595—-616.

Halpern M. (1987): The organization and function of the voomaisal system. Annu Rev
Neurosci 10: 325-362.

Halpern M. a Martinez-Marcos A. (2003): Structure and function of the vomeronasal
system: an update. Progress in Neurobiology 70-248.

Hameleers D. M. H., van der Ende M., Biewenga J. &minia T. (1989): An
immunohistochemical study on the postnatal devetgmof rat nasal-associated
lymphoid tissue (NALT). Cell Tissue Res. 256: 431138.

Hekmat-Scafe D. S., Dorit R. L. a Carlson J. R(2000): Molecular evolution of Odorant-
Binding Protein Genes OS-E and OS-F in Drosopfknetics 155: 117-127.

Heritage P. L., Underdown B. J., Arsenault A. L., &ider D. P. a McDermott M. R.
(1997): Comparison of murine nasal-associated lywitplissue and Peyer’s patches.
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 156: 1256-1262.

Holland P. W. H. a Takahashi T.(2005): The evolution of homeobox genes: Implmadi
for the study of brain development. Brain Rese&ultetin 66 (4-6): 484—-490.

Chess, A., Simon, |., Cedar, H. a Axel, R(1994): Allelic inactivation regulates olfactory
receptor gene expression. Cell 78: 3—834.

Chevret P., Jenkins P. a Catzeflis H2002): Evolutionary systematics of the Indian s®u
Mus famulus Bonhote, 198: Molecular (DNA/DNA hyhg@dtion and 12S rRNA
sequences) and morphological evidences. Zoolnh.[Soc. 137: 385.

Chomczynski P. a Sacchi N.(1987): Single-step method of RNA isolation by daci
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extragti@nal Biochem. 162(1): 156-9.

Jouvin-Marche E., Cuddihy A., Butler S., Hansen J.N., Fitch, W. M. a Rudikoff S.
(1988): Modern evolution of a single copy gene: ithenunoglobulin Ck locus in wild
mice. Mol. Biol. Evol. 5, 500-511.

Kaissling K.-E. (1972): Kinetic studies of transduction in olfagtaeceptors ofBombyx
mori. In Int. Symp. Olfaction and Taste IV. D. Schnejd&d.: 207-213. Wiss.
Verlages. Stutgart.

Karlson P. a Lischer M. (1959): "Pheromones" a new term for a class dbpioally active
substances. Nature 183: 55-56.

Katada S., Hirokawa T., Oka Y., Suwa M. a Touhara K (2005): Structural basis for a
broad but selective ligand spectrum of a mousetfg receptor: mapping the odorant-
binding site. J Neurosci 25: 1806— 1815.

Khew-Goodall Y., Grillo M., Getchell M. L., Danho W., Getchell T. V. a Margolis F. L.
(1991): Vomeromodulin, a putative pheromone transpo cloning, characterization,
and cellular localization of a novel glycoproteihlateral nasal gland. Fedn Am. Socs
exp. Biol. J. 5: 2976-2982.

Kishimoto J., Cox H., Keverne E. B. a Emson P. C(1994): Cellular localization of
putative odorant receptor mRNAs in olfactory ancerobsensory neurons: a non-
radioactive in situ hybridization study. Mol. Braes. 23: 33-39.

73



Kondrashov F. A. a Kondrashov A. S (2006): Role of selection in fixation of gene
duplications. Journal of Theoretical Biology 23@1+151.

Krishna N. S. R., Getchell M. L. a Getchell T. V.(1994): Expression of the putative
pheromone and odorant transporter vomeromodulin ARMd protein in nasal
chemosensory mucosae. J Neurosci Res 39: 243-259.

Krishna N. S., Getchell M. L., Margolis F. L. a Gethell T. V. (1995): Differential
expression of vomeromodulin and odorantbinding eamt putative pheromone and
odorant transporters, in the developing rat nakahmsensory mucosae. J. Neurosci.
Res. 40: 54-71.

Lazar J., Greenwood D. R. Rasmussen L. E. L. a Prizgich G. D. (2002): Molecular and
functional characterization of an odorantbindingtpin of the Asian elephartlephas
maximus implications for the role of lipocalins in mamnaad olfaction. Biochemistry
41:11786-11794.

Lee K. H., Wells R. G. a Reed R. R(1987): Isolation ofan olfactory cDNA: Similaritp
retinol-binding protein suggests a role in olfasti®cience 235: 1053-1056.

Liberles S. D. a Buck L. B.(2006): A second class of chemosensory receptorthe
olfactory epithelium. Nature 442: 645—650.

Liman E. R. (1996): Pheromone transduction in the vomeronagan. Current Opinion in
Neurobiology 6: 487—-493.

Lobel D., Strotmann J., Jacob M. a Breer H.(2001): Identification of a third rat odorant-
binding protein (OBP3). Chem. Senses 26: 673-680.

Lundrigan B. L., Jansa S. A. a Tucker P. K(2002): Phylogenetic relationships in the genus
Mus, based on paternally, maternally, and bipahgnitzherited characters. Syst. Biol.
51: 410-431.

Lynch M. a Conery J. S.(2000): The Evolutionary Fate and ConsequenceBuglicate
Genes. Science 290: 1151-1155.

Lynch M. a Force A. (2000): The probability of duplicate gene preséion by
subfunctionalization. Genetics 154: 459-473.

Lynch M., O’Hely M., Walsh B. a Force A. (2001): The Probability of Preservation of a
Newly Arisen Gene Duplicate. Genetics 159: 17894180

Macholan M., KryStufek B. a Vohralik V. (2003): The location of the Mus musculus/M.
domesticus hybrid zone in the Balkans: clues froorphology. Acta Theriol. 48(2):
177-188.

Macholan M., Munclinger P., Sugerkova M., Dufkova P, Bimova B., Bozikova E., Zima
J. a Pialek J.(2007): Genetic analysis of autosomal and x-linkearkers across a
mouse hybrid zone. Evolution 61: 746-771.

Malnic B., Hirono J., Sato T. a Buck L. B.(1999): Combinatorial receptor codes for odors.
Cell 96: 713-723.

Marshall J. T. (1977): A Synopsis of Asian Species of Mus (Ro@elturidae). Bulletin of
the American Museum of Natural History 158: 175-220

McClintock M. K. (1998): On the nature of mammalian and human phenes. Ann NY
Acad Sci 855: 390-392.

74



Meredith M. a O’'Connell R. J. (1979): Efferent control of stimulus access to hiaenster
vomeronasal organ. J Physiol 286: 301-316.

Meredith M. (1991): Sensory processing in the main and acoessifactory systems:
comparisons and contrasts. J. Steroid Biochem. Blol. 39: 601-614.

Meredith M. (1998): Vomeronasal function. Chem. Senses 23-463.

Millery J., Briand L., Bézirard V., Blon F., Fenech C., Richard-Parpaillon L.,
Quennedey B., Pernollet J. C. a Gascuel J2005): Specific expression of olfactory
binding protein in the aerial olfactory cavity ofudt and developing Xenopus. Eur J
Neurosci. 22(6):1389-99.

Miyawaki A., Matsushita F., Ryo Y. a Mikoshiba K. (1994): Possible pheromone-carrier
function of two lipocalin proteins in the vomeroabsrgan. EMBO J. 13: 5835-5842.

Mombaerts P. (2004): Odorant receptor gene choice in olfactegsory neurons: the one
receptor-one neuron hypothesis revisited. Curr Qgarobiol 14: 31-36.

Musser G. G. a Carleton M. D.(1993): Family Muridae. In Mammal species of tharlg: A
taxonomic and geographical reference Wilson D. Reder D. M., Eds.: 501-756.
Smithsonian Institution, Washington.

Niimura Y. a Nei M. (2003): Evolution of olfactory receptor genes e thuman genome.
Proc Natl Acad Sci U S A 100: 12235-12240.

Niimura Y. a Nei M. (2005): Comparative evolutionary analysis of difeg receptor gene
clusters between humans and mice. Gene 346: 13-21.

Niimura Y. a Nei M. (2007): Extensive Gains and Losses of Olfactorgdpeor Genes in
Mammalian Evolution. PloS ONE 2: e708.

Nishimura K., Utsumi K., Yuhara M., Fujitani Y. a | ritani A. (1989): Identification of
puberty-accelerating pheromones in male mouse.uriigp Zool 251: 300-305.

Nordlund D. A. a Lewis W. J. (1976): Terminology of chemical releasing stimuri
intraspecific and interspecific interactions. J @Hecol 2: 211-220.

Ohno S.(1970): Evolution by Gene Duplication. SpringerrMg, Heidelberg, Germany.

Ohno K., Kawasaki Y., Kubo T. a Tohyama M.(1996): Differential expression of odorant-
binding protein genes in rat nasal glands: imploceg for odorant-binding proteinll as a
possible pheromone transporter. Neuroscience B:35.

Okada S., Ohtsuka A., Akagi H., Nishizake K. a Masda Y. (1995): Blood microvascular
organization of the nasal-associated lymphoid &setl the guinea pig: a scanning
electron microscopic study of corrosion casts. Ad&l. Okayama 49: 213-219.

Orth A., Belkhir K., Britton-Davidian J., Boursot P ., Benazzou T. a Bonhomme F.
(2002): Hybridation naturelle entre deux especespsyriques de souris Mus musculus
domesticus L. et Mus spretus Lataste. C. R. B@b: 39-97.

Paulos M. A. a Tessel R. E(1982): Excretion of beta-phenethylamine is eledgah humans
after profound stress. Science 215: 1127-1129.

Pelosi P., Baldaccini N. E. a Pisanelli A. M(1982): Identification of a specific olfactory
receptor for 2-isobutyl-3-methoxypyrazine. Biochein201: 245-248.

Pelosi P.(1994): Odorant-binding proteins. Crit. Rev. Bieah Mol. Biol. 29: 199-228.

75



Pelosi P.(1998): Odorant-binding proteins: structural aspe@nnals of the New York
Academy of Sciences. 855: 281-93.

Pelosi P.(2001): The role of perireceptor events in verébrolfaction. Cell Mol Life Sci.
58(4): 503-9.

Pelosi P. a Maida R.(1995): Odorant-binding proteins in insects. CoBipchem Physiol
111B: 503-514.

Pes D., Dal Monte M., Ganni M. a Pelosi P(1992): Isolation of two odorant-binding
proteins from mouse nasal tissue. Comp. BiocherysiPh 103: 1011-1017.

Pes D. a Pelosi A(1995): Odorant-binding proteins of the mouse. @oBiochem. Physiol.
112B: 471-479.

Pes D., Mameli M., Andreini I., Krieger J., Weber M, Breer H. a Pelosi P.(1998):
Cloning and expression of odorant-binding protéamand Ib from mouse nasal tissue.
Gene. 212: 49-55.

Pevsner J., Trifiletti R. R., Strittmatter S. M. a Snyder, S. H.(1985): Isolation and
characterization of an olfactory receptor proteinddorant pyrazines. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 82: 3050-3054.

Pevsner J., Sklar P. B. a Snyder S. H1986): Odorant-binding protein: localization tasal
glands and secretions. Proc. Natl. Acad. Sci. USA1842—-4946.

Pevsner J., Reed R. R., Feinstein P. G. a Snyder 8. (1988a): Molecular cloning of
odorant-binding protein: member of a ligand carfanily. Science 241: 336—-339.

Pevsner J., Hwang P. M., Sklar P. B., Venable J. G Snyder S. H.(1988b): Odorant-
binding protein and its mMRNA are localized to latenasal gland implying a carrier
function. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2383-2387.

Pevsner J., Hou V., Snowman A. M. a Snyder S. H1990): Odorant-binding protein.
Characterization of ligand binding. J. Biol. Che265(11): 6118-6125.

Pevsner J. a Snyder S. H(1990): Odorant-binding protein: odorant transgdariction in
vertebrate nasal epithelium. Chem. Senses 15: 2P7-2

Prager E. M., Orrego C., a Sage R. D(1998): Genetic variation and phylogeography of
central Asian and other house mice, including aomagw mitochondrial lineage in
Yemen. Genetics 150: 835-861.

Regnier F. E.(1971): Semiochemical-structure and function. Bleprod 4: 309-326.

Rabelais F.(1565): Songes Drolatiques de Pantagrtetky Gargantua a Pantagruel. Praha:
Statni nakladatelstvi krasné literatury acnim(1968).

Sage R. D., Atchley W. R. a Capanna E1993): House mice as models in systematic
biology. Systematic Biology 42: 523-561.

Saitou N. a Nei M.(1987): The neighbor-joining method: A new methodreconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evoluttard06—425.

Salier J. P. (2000): Chromosomal location, exon/intron orgatira and evolution of
lipocalin genes. Biochim Biophys Acta 1482: 25-34.

Sandler B. H., Nikonova L., Leal W. S. a Clardy J.(2000): Sexual attraction in the
silkworm moth: structure of the pheromone-bindingtpin-bombykol complex. Chem.
Biol. 7: 143-151.

76



Sanger F. S., Nicklen S. a Coulson A. E1977): DNA sequencing with chain-termination
inhibitors. Proceedings of the National Academyoiences USA 74: 5463-5467.

Sansom C. E., North A. C. a Sawyer L(1994): Structural analysis and classification of
lipocalins and related proteins using a profilerskamethod. Biochim Biophys Acta.
1208(2): 247-55.

Sbarbati A. a Osculati F.(2006): Allelochemical communication in vertebsatkairomones,
allomones and synomones. Cells Tissues Organs 1 28@-19.

Scaloni A., Paolini S., Brandazza A., Fantacci MBottiglieri C., Marchese S., Navarinni
A., Fini C., Ferrara L. a Pelosi P.(2001): Purification, cloning and characterizatan
odorant- andpheromone-binding proteins from pigahapithelium. Cell. Mol. Life Sci.
58: 823-834.

Serizawa S., Ishii T., Nakatani H., Tsuboi A., Nagaa F., Asano M., Sudo K., Sakagami
J., Sakano H., ljiri T., Matsuda Y., Suzuki M., Yamamori T., Iwakura Y. a Sakano
H. (2000): Mutually exclusive expression of odorastaptor transgenes. Nat Neurosci
3: 687—693.

Shahan K. M., Denaro M., Gilmartin M., Shi Y. a Deman E. (1987): Expression of six
mouse major urinary protein genes in the mammaayotm, sublingual, submaxillary
and lachrymal glands and in the liver. Mol. CeilolB7: 1947-1954.

Shaw P. H., Held W. A. a Hastie N. D(1983): The gene family for major urinary proteins
expression in several secretory tissues of the exdtell 32: 755-761.

She J. X., Bonhomme F., Boursot P., Thaler L. a Cagflis F (1990): Molecular
phylogenies in the genus Mus: Comparative analg$islectrophoretic, scnDNA
hybridization, and mtDNA RFLP data. Biol. J. Lirfhoc. 41: 83-103.

Shen S. H., Slightom J. L. a Smithies Q1981): A history of the human fetal globin gene
duplication. Cell 26: 191-203.

Schofield P. R. (1988): Carrier-bound odorant delivery to olfagtareceptors. Trends
Neurosci. 11: 471-472.

Singer A. G., Macrides F., Clancy A. N. a Agosta WC. (1986): Purification and analysis
of a proteinaceous aphrodisiac pheromone from leamatginal discharge. J. Biol.
Chem. 261: 1332.

Singer A. G. a Macrides F.(1993): Composition of an aphrodisiacpheromoner@hSenses
18: 630.

Skerra A. (2000): Lipocalins as a Scaffold. Biochim. Biophgsta 1482: 337-350.

Snoddy A. M., Heckathorn D. a Tessel R. E(1985): Cold-restraint stress and urinary
endogenous beta-phenylethylamine excretion in Rt&rmacol Biochem Behav 22:
497-500.

Spinelli S., Ramoni R., Grolli S., Bonicel J., Camilau C. a Tegoni M. (1998): The
structure of the monomeric porcine odorant bindangtein sheds light on the domain
swapping mechanism. Biochemistry 37: 7913-7918.

Steinbrecht R. A. (1996): Are Odorant-binding Proteins Involved indddant
Discrimination? Chem. Senses 21(6): 719-727.

Steinbrecht R. A.(1998): Odorant-Binding Proteins: Expression andddon. Annals of the
New York Academy of Sciences 855: 323-32.

77



Stopkova R., Stopka P., Janotova K. a Jedelsky P.. [2007): Species-specific expression
of major urinary proteins in the house mice (Mussouwlus musculus and Mus
musculus domesticus). J Chem Ecol. 33(4): 861-9.

Stopkova R. (2009): Struktura a funkce vybranych lipokalim jejich role v chemické
komunikaci savé. Praha: Hrodowdecka fakulta UK, Disertai prace.

Stopkova R., Hladovcova D., Kokavec J., Vyoral D. &topka P.(2009): Multiple roles of
secretory lipocalins (Mup, Obp) in mice. Folia Zogica 58 (Suppl. 1): 29-40.

Stopkova R., Zdrahal Z., Ryba S., Sedo O., SandeiM. a Stopka P.(2010): Novel OBP
genes similar to hamster Aphrodisin in the bankeydllyodes glareolus BMC
Genomics 11: 45.

Strotmann J., Wanner |., Krieger J., Raming K., Breer H. (1992): Expression of odorant
receptors in spatially restricted subsets of chemsesry neurons. NeruroReport 3:
1053-1056.

Strotmann J., Wanner I., Helfrich T., Beck A., Meinken C., Kubick S. a Breer H.(1994):
Olfactory neurones expressing distinct odorant ptwe subtypes are spatially
segregated in the nasal neuroepithelium. Cell €isdes. 276: 429-438.

Tamura K., Peterson D., Peterson N., Stecher G., NBl. a Kumar S. (2011): MEGAS5:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maxm Likelihood, Evolutionary
Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molectdarlogy and Evolution (In
Press).

Taylor A. J., Cook D. J. a Scott D. J(2008): Role of Odorant Binding Proteins: Comparin
Hypothetical Mechanisms with Experimental Data. i@bsensory Perception 1: 153—
162.

Tegoni M., Ramoni R., Bignetti E., Spinelli S. a Cabillau C. (1996): Domain swapping
creates a third putative combining site in bovimerant binding protein dimer. Nat.
Struct. Biol. 3: 863-867.

Tegoni M., Pelosi P., Vincent F., Spinelli S., Cangmacci V., Grolli S., Ramoni R. a
Cambillau C. (2000): Mammalian odorant binding proteins. BioehiBiophys. Acta
1482 (1-2): 229-40.

Tirindelli R., Dibattista M., Pifferi S. a Menini A . (2009): From pheromones to behavior.
Physiol Rev. 89:921-956.

Touhara K. a Vosshall L. B.(2009): Sensing odorants and pheromones with ckensory
receptors. Annu. Rev. Physiol. 71: 307-32.

Utsumi M., Ohno K., Kawasaki Y., Tamura M., Kubo T. a Tohyama M. (1999):
Expression of major urinary protein genes in theahg@lands associated with general
olfaction. J. Neurobiol. 39: 227-236.

Vassar R., Ngai J. a Axel R(1993): Spatial segregation of odorant recept@ression in
the mammalian olfactory epithelium. Cell 74: 309831

Veselovsky Z.(2005): Etologie: biologie chovani #af. Praha: Academia.

Vogt R. G. a Riddiford L. M. (1981). Pheromone binding and inactivation by moth
antennae. Nature 293: 161-163.

78



Vogt R. G. (1987): The molecular basis of pheromone recepttennfluence on behavior. In
Pheromone Biochemistry. Prestwich, G. D. a Blomigu(s. J., Eds.: 385-431.
Academic Press Orlando.

Vogt R. G., Rybczynski R. a Lerner M. R.(1991): Molecular cloning and sequencing of
general odorant-binding proteins GOBP1 and GOBIEfthe tobacco hawk moth
Manduca sexta: comparisons with other insect OBR$ their signal peptides. J.
Neurosci. 11: 2972—-2984.

Wojasek H. a Leal W. S (1999): Conformational change in the pheromomelibig protein
from Bombyx mori induced by pH and interaction witlembranes. J. Biol. Chem. 274:
30950- 30956.

Wyatt T. D. (2003). Pheromones and Animal Behaviour: Commuioicaby Smell and
Taste. Oxford: Oxford University Press.

Wysocki C. J. (1978): Neurobehavioral evidence for the involvamef the vomeronasal
system in mammalian reproduction. Neurosc Biobdhaw 3: 301-341.

Xu F., Schaefer M., Kida I., Schafer J., Liu N., Rthman D. L., Hyder F., Restrepo D. a
Shepherd G. M. (2005): Simultaneous activation of mouse main @dessory
olfactory bulbs by odors or pheromones. J Comp dledB9(4): 491-500.

Yonekawa H., Moriwaki K., Gotoh O., Miyashita N., Matsushima Y., Shi L. M., Cho W.
S., Zhen X. L. a Tagashira Y (1988): Hybrid origin of Japanese mice "Mus mussul
molossinus”: evidence from restriction analysigrafochondrial DNA. Mol Biol Evol.
5(1): 63-78.

Young J. M., Friedman C., Williams E. M., Ross J. A Tonnes-Priddy L. a Trask J.
(2002): Different evolutionary processes shaped ith@use and human olfactory
receptor gene families. Hum Mol Genet 11: 535-546.

Ziegelberger G. (1995): Redox-shift of the pheromone-binding pratein the silkmoth
Antheraea polyphemugur. J. Biochem. 232: 706—-711.

Zhang X. a Firestein S.(2002): The olfactory receptor gene superfamilyhef mouse. Nat
Neurosci 5: 124-133.

Zozulya S., Echeverri F. a Nguyen T(2001): The human olfactory receptor repertoire.
Genome Biol 2: RESEARCHO0018.

Zuckerkandl| E. a Pauling L. (1965): Evolutionary divergence and convergencproteins.
In Evolving Genes and Proteins. Bryson V. a VogelJH Eds.: 97-66. New York:
Academic Press.

79



8. P¥ilohy

8.1 Seznam aminokyselinovych sekvenci pouzitych pro

zkonstruovani evolu ¢niho stromu sav ¢ich OBP

Sekvence OBP ve fasta formatu, 8aiskané jsou ozgany*, ostatni pochézeji z databazi
GenBank a EMBL-EBI.Bt —Bos taurus Dm —Drosophila melanogasteCc —Cricetus
cricetus Em —Elephas maximydMd —Mus musculus domesticudg —Myodes glareolus
Mm —Mus musculus muscutuglmi —Mus minutoidesRn —Rattus norvegicysSs— Sus
scrofg Xl — Xenopus laevisAPHRO — aphrodisin; FLP — female lacrimal proté\tSP —

male-specific protein.

>Mm_OBP1*
MVKFLLIALALGVSCAHHESLDISPSEIDGNWRTFYIAADKEEKVKMNGALRAYFEHMECNDDCGTLK
VKFHVQMNGKCQTHTVVGEKQEDGRYTTDYSGRNYFEVVRKKDGALFFHNVNVDESGQETNVILVA
GKGETLSKAQKQELGKLVKEYNIPKENIQHLAPTDTCNQ

>Mm_OBP5*
MAKFLLLALTFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGELRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVNENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQFQGNNRYKLVDESPENLIFYSENVDRADRKTKLLFILGHGPLTSEQKEK
FAELAEEKGIPAKNIREVLITDYCPE

>Mm_OBP6&*
MAKFLLLALAFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGELRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVLENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTCKTQYQGDNHYELVKETPENLVFYSENVDRADRKTKLIFVLGNKPLTSEENE
RLVKYAVSSHIPPENIRHVLGTDTCPE

>Mm_OBP7*
MMVKFLLLALVFGLAHVHAHDHPELQGQWKTTAIMADNIDKIETSGPLELFVREITCDEGCQKMKVTF
YVNQNGQCSLTTVTGYKQEDGKTFKNQYEGENNYKLLKATSENLVFYDENVDRASRKTKLLYILGKG
EALTHEQKERLTELATQKGIPAGNLKELAHEDTCPE

>Md_OBP1*
MVKFLLIAIALGVSCAHHESLDISPSEVNGDWRTLYIAADKVEKVKMNGDLRAYFQHMECNDDCGTLK
VKFHVQMNGKCQTHTVVGEKQEDGRYTTDYSGRNYFEVVMKEDGALFFHNVNVDESGQETNVILVA
GKGETLSKAQKQELGKLVKEYNIPKENIQHLAPTDTCNQ
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>Md_OBP5*
MAKFLLLALTFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGELRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVNENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQFQGNNRYKLVDESPENLTFYSENVDRADRKTKLLFILGHGPLTSEQKE
KFAELAEEKGIPARNIREVLITDYCPE

>Md_OBP6*
MAKFLLLALAFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGKLRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVLENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQYQGDNHYELVKETPENLVFYSENVDRADRKTKLIFVLGNKPLTSEENE
RLVKYAVSSHIPPENIRHVLGTDTCPE

>Md_OBP7*
MMVKFLLLALVFGLAHVHAHDHPELQGQWKTTAIMADNIDKIETSGPLELFVREITCDEGCQKMKVTF
YVKQNGQCSLTTVTGYKQEDGKTFKNQYEGENNYKLLKATSENLVFYDENVDRASRKTKLLYILGKG
EALTHEQKERLTELATQKGIPAGNLRELAHEDTCPE

>Mmi_OBP1*
FLLIALALGVSCAHHESLDISPSEVNGAWRTLYIASDNVDKVKEGGELRAYFEHMECSEDCQTLKVKF
HVQVNSECQTHTVVGEKKEDGRYTTDYSGRNYFHVVMKKDGALYFHNVNVDENEQKTNVILVAGKE
ETLSKAQKQELKKLLKEYNIPKENIQHLAPTDTCNQ

>Mmi_OBP4*
MVKFLLLALAFGLAHAEMEGPWKTVAIAADRVGKIEPNGELRLYLRSLECEDECQKLIVTFYVLENEQC
TLTKVTGYLQEDEKTYRSQFQGDNHYKLLKQTRKHLVFYSENEDRADRKTKLIFVLGHEPLTTEENEQ
FESYAESKGIPPENIRHVLETDTCPEV

>Mmi_OBP5*
MAKFLLLALTFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGELRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVNENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQFQGNNRYKLVDESPENLTFYSENVDRADRKTKLLFILGHGPLTSEQKE
KFAELAEEKGIPARNIREVLITDYCPE

>Mmi_OBP6*
MAKFLLLALAFGLAHAEMEGPWKTVAIAADRVGKIEPNGELRLYLRSLECEDECQKLIVTFYVLENEQC
TLTKVTGYLQEDEKTYRSQFQGDNHYKLLKQTRKHLVFYSENEDRADRKTKLIFVLGHEPLTTEENEQ
FESYAESKGIPPENIRHVLETDTCPEV

>Mmi_OBP7*
MMVKFLLLALAFGLTHAHEHAQLEGQWRTLAIMADNMDLIEHGGRMELFIREITCDDNDEECKEMRVS
FYVNQNGQCSKTIVIGYMEEDQQTYTNQYEGENHYRLLEGTSEYLIFYDENVDRASRKSKLLYALGKG
DPLTEEQKEKLLAFAKEKGIPAENIKLLTHEDICPE
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>Md_NCBI_OBP1
MVKFLLIALALGVSCAHHESLDISPSEVNGDWRTLYIAADKVEKVKMNGDLRAYFEHMECNDDCGTLK
IKFHVQMNGKCQTHTVVGEKQEDGRYTTDYSGRNYFEVVMKEDGALFFHNVNVDESGQETNVILVA
GKGETLSKAQKQELGKLVKEYNIPKENIQHLAPTDTCNQ

>Md_NCBI_OBP3
MVKFLLIVIALGVSCAHHESLDISPSEVNGDWRTLYIAADKVEKVKMNGDLRAYFEHMECNDDCGTLK
VKFHVQMNGKCQTHTVVGEKQEDGRYTTDYSGRNYFEVVMKEDGALFFHNVNVDESGQETNVILVA
GKGETLSKAQKQELGKLVKEYNIPKENIQHLAPTDTCNQ

>Md_NCBI_OBP4
MVKFLLLALTFGLAHAQTDGPWKTIAIAADNVDKIEISGEDKIEISGELRLYFHQITCEKECKKMNVTFYV
NENGQCSLTTITGYLQDDGNTYRSQFQGDNHYATVRTTPENIVFYSENVDRAGRKTKLVYVVGSGHP
LTLEQKEKIVEYAKENNIPPGNIREVLTTDYCPR

>Md_NCBI_OBP5(OBP1a)
MAKFLLLALTFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGELRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVNENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQFQGNNRYKLVDESPENLTFYSENVDRADRKTKLLFILGHGPLTSEQKE
KFAELAEEKGIPAGNIREVLITDYCPE

>Md_NCBI_OBP6
MAKFLLLALAFGLAHAAMEGPWKTVAIAADRVDKIERGGKLRIYCRSLTCEKECKEMKVTFYVLENGQ
CSLTTITGYLQEDGKTYKTQYQGDNHYELVKETPENLVFYSENVDRADRKTKLIFVLGNKPLTSEENE
RLVKYAVSSHIPPENIRHVLGTDTCPE

>Md_NCBI_OBP7(OBP1b)
MMVKFLLLALVFGLAHVHAHDHPELQGQWKTTAIMADNIDKIETSGPLELFVREITCDEGCQKMKVTF
YVKQNGQCSLTTVTGYKQEDGKTFKNQYEGENNYKLLKATSENLVFYDENVDRASRKTKLLYILGKG
EALTHEQKERLTELATQKGIPAGNLRELAHEDTCPE

>Md_NCBI_OBPS8
MMVKFLLLALVFGLAHVHAHDHPELQGQWKTTAIMADNIDKIETSGPLELFVREITCDEGCQKMKVTF
YVKQNGQCSLTTVTGYKQEDGKTFKNQYEGENNYKLLKATSENLVFYDENVDRASRKTKLLYILGKG
EALTHEQKERLTELATQKGIPAGNLKELAHEDTCPE

>Rn_OBP1
MVKFLLIVLALGVSCAHHENLDISPSEVNGDWRTLYIVADNVEKVAEGGSLRAYFQHMECGDECQELK
IIFNVKLDSECQTHTVVGQKHEDGRYTTDYSGRNYFHVLKKTDDIIFFHNVNVDESGRRQCDLVAGKR
EDLNKAQKQELRKLAEEYNIPNENTQHLVPTDTCNQ
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>Rn_OBP1f
MVKFLLIVLALGVSCAHHENLDISPSEVNGDWRTLYIVADNVEKVAEGGSLRAYFQHMECGDECQELK
IIFNVKLDSECQTHTVVGQKHEDGRYTTDYSGRNYFHVLKKTDDIIFFHNVNVDESGKETNVILVAGKR
EDLNKAQKQELRKLAEEYNIPNENTQHLVPTDTCNQ

>Mg_OBPla
MIKFLLMALAFGLAHAQAELEGKWVTTAIAADNVDKIERGGPLRLYIRKITCTEACSKMEVTFYVNENN
QCSQTKITGYRQEDGNYRAQFEGDNVFKPVAATEDIIVFASENVDRAGRTTNLVLVAGKGQPLTPEQ
HEKLEAYAKEHNIPPENIRDLLATDTCPE

>Mg_OBP1b
MIKFLLMALAFGLAHAQAELEGKWVTTAIAADNVDKIERGGPLRLYIRKITCTEACSKMEVTFYVNENN
QCSQTKITGYRQEDGNYRAQFEGDNVFKPVAATEDTIVFASENVDRAGRTTNLVLVAGKGQPLTPGQ
HEKLEAYAKEHNIPPENIRDLLATDTCPE

>Mg_OBP2
MVKFLLLALSFGLAHAQAELEGKWVTTAIAADNIDTIEEEGPMRIYVRELTCSEACSKMGVTFYVNANG
QCSETKVIGYRQEDGKYRTQFEGDNRFEPVHATPENIVFTNKNVDRTGRTTKLIFVVGKGQPLTPEQY
EKLEEFAKEQGIPTENIREVLPTDTCPE

>Mg_OBP3
MVKFLLLALAFGLVHAYAELEGTWYTTAIAADNVDTIEEEGPLRLYVRELTCSKGCNKLGVTFYVNANG
QCSKTTVTGYMQEDGKYRTQFEGDDRFKPVHATPDNIVFISQNVDRAGRTTNLIFVVGKGQPLTPEQ
YEKLEEFAKEQNIPTENIRNVLATDTCPE

>Cc_APHRO
MVKILLLALVFSLAHAQDFAELQGKWYTIVIAADNLEKIEEGGPLRFYFRHIDCYKNCSEMEITFYVITNN
QCSKTTVIGYLKGNGTYQTQFEGNNIFQPLYITSDKIFFTNKNMDRAGQETNMIVVAGKGNALTPEEN
EILVQFAHEKKIPVENILNILATDTCPE

>Cc_MSP
MVKFLLLALALGVSCAQHQNLEVSPSEVDGKWHSLYIAADNKSKVSEGGPLRVYVKHLECSDECQTF
TIKFYTKVENVCQEHRVVGRKGKDGKYITDFSGQNYFHVVEKADDTMTFHNVNVDDSGKTNVILVVG
KGESSSIEQKQRFEKTAEKYDIPKENIEHLVTTDTCNQ

>Cc_FLP
MVKFLLLALALGVSCAHYQNLEVSPSEVDGKWYSLYIAADNKEKVSEGGPLRAYIKNVECIDECQTLKI
TFYTKVEGVCQEHTIVGRKGEDGKYITDFSGQNYFHIVEKSDDTMTFHNVNVDDSGKTNVILVVGRGE
SSSIEQKQRFEKTAEEYDIPKENIEDLVPTDNCDQ
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>Em_OBP
MLEEPLLDEYCSEISGTWYTIYEASANIEVLSENSPLRGYFRLIKCHPDGETLLVIFYTKENGTCQLYNK
QGQRIDENGYTTNYEGKVDFSFIQQAKDFLLIHAINKNEEGNVFEVVGALAREKDISEENYQAFLEFAV
ENGIPKENIVKVIDTDTCPETLT

>Bt_OBP
MKVLFLTLLLGVVCAAQEEEAEQNLSELSGSWRTVYIGSTNPEKIQENGPFRTYFRELVFDDEKGTVD
FYFSVKRDGKWKNVHVKATKQDDGTYVADYEGQNVFKIVSLSRTHLVAHNINVDKHGQKTELTGLFV
KLNVEDEDLEKFWKLTEDKGIDKKNVVNFLENEDHPHPE

>Bt_OBPlike
MKILFLSLVLLVVCAAQETPAEIDPSKVVGEWRTIYAAADNKEKIVEGGPLRCYNRHIECINNCEQLSLS
FYIKFDGTCQFFSGVLQRQEGGVYFIEFEGKIYLQIIHVTDNILVFYYENDDGEKITKVTEGSAKGTSFTP
EEFQKYQQLNNERGIPNENIENIIETDDCPP

>Ss OBP
MKSLLLSLVLGLVCAQEPQPEQDPFELSGKWITSYIGSSDLEKIGENAPFQVFMRSIEFDDKESKVYLN
FFSKENGICEEFSLIGTKQEGNTYDVNYAGNNKFVVSYASETALIISNINVDEEGDKTIMTGLLGKGTDI
EDQDLEKFKEVTRENGIPEENIVNIIERDDCPAK

>X|_OBP
MQPVMVKPFFLLLLVFLLGRTGADLPADPNFTNDKLMGEWVGVAVASDCPTFSAMKAEMKTEPVVKF
WKDGANLICGTGFRTSKGCQKREITLKENGNGHFTYSVPQMGDSVMTILSITPTLCLAHTLTNAPDGK
VYIELQFFKRGAEPPEGAKKQFSDYAIKLGLKEDNIVFFEKGEKCHFK

>Dm_OBP57d

MPEKMSLRLVPHLACIIFILEIQFRIADSNDPCPHNQGIDEDIAESILGDWPANVDLTSVKRSHKCYVTCI
LQYYNIVTASGEIFLDKYYDTGVIDELAVAPKINRCRYEFRMETDYCSRIFAIFNCLRQEILTKS
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