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Souhrn

Cichovy systém savci je schopen rozlisit obrovské mmozstvi odlisnych pachovych
molekul, které jsou detekovany hlavnim olfaktorickym epitelem. V tomto epitelu jsou
lokalizovany olfaktorické geny, které koduji olfaktorické receptory. Savci jsou vybaveni
zhruba 500 - 1500 olfaktorickymi geny. Pocet téchto gent je zavisly na druhu savce. Primati a
lidé maji nizsi pocet olfaktorickych geni s vys$§im poctem pseudogenti, zatimco U psi nebo u
potkani je tomu naopak. Tyto druhy maji vysoky pocet olfaktorickych genti a nizky pocet
pseudogent. Na olfaktorickych receptorech probiha interakce s molekulami pachu. Princip
této interakce zatim nebyl plné objasnén. Teorie vychazejici z teorie tvaru molekuly tvrdi, ze
olfaktorické receptory reaguji pouze na dil¢i strukturalni rysy molekuly pachu — odotopy.
Tyto odotopy reaguji s ur€itymi receptory, jako kdyz zapadne kli¢ do zdmku. Takto dle vyse
zminénych teorii vznika nervovy vzruch, ktery je dale veden do cichového kyje a vysSich
mozkovych center.

Jini autofi se domnivaji, ze olfaktoricky receptor reaguje Vv zavislosti na vibracich
molekul. Vibraéni teorie vSak nebyla schopna navrhnout zadny piijatelny mechanismus na
bazi bilkovinné spektroskopie a nevysvétlovala, pro¢ maji stereoizomery odlisny pach. Proto
Luca Turin navrhl teorii spektroskopie nepruzného elektronového tunelovani, ktera tvrdi, ze
by nos mohl pracovat jako biologicky spektroskop a prakticky zde vysvétluje, jak by mohl
transduk¢éni mechanismus pracovat na principu rozeznavani molekul pomoci jejich vibra¢niho
spektra.

Dosud nebyla ani jedna z teorii podloZena piesvédéivym dikazem. U kazdé teorie
existuji ptipady, ve kterych byla dand teorie potvrzena, ale i vyvracena. Je tedy
pravdépodobné, ze interakce mezi odoranty a olfaktorickymi receptory pracuje na docela
odlisném mechanismu nebo v doposud navrzenych teoriich chybi uréitd ¢ast, kterd by

vysvétlovala, pro¢ se v danych piipadech teorie myli.
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Summary

Mammalian olfactory system is able to distinguish a huge number of different odor
molecules which are detected by the main olfactory epithelium. Olfactory genes which encode
olfactory receptors are located on the olfactory epithelium. Mammals are equipped with about
500 - 1500 olfactory genes. The number of genes is dependent on the species of mammal.
Primates and humans have a lower number of olfactory genes with a higher number of
pseudogenes, whereas the dog and rat have a high number of olfactory genes and low number
of pseudogenes. The olfactory receptors interact with odor molecules, however the process
has not been sufficiently discovered and made clear but there are a lot of theories.

One such theory is based on the idea of the shape of molecule and claim that olfactory
receptors respond to specific structural features of odor molecules — odotopes - like a key fits
into a lock. Nervous stimulation is routed into the olfactory bulb and further to the higher
brain centers.

Other authors argue that the olfactory receptor responds according to the vibrations of
molecules. Since vibration theory was unable to suggest any reasonable process for protein-
based spectroscopy and didn’t explain why has stereoisomers different smell. Luca Turin
suggested theory of inelastic electron tunneling spectroscopy, therefore claiming that the nose
could function as a biological spectroscope. This theory has been practically supported and
explained by means of that a transduction mechanism could operate on the principle of
recognition molecules by their vibrational spectrum.

While neither theory has been confirmed by convincing evidence, each theory does
have cases where the theory was proven. It is likely that the interaction between odor and
olfactory receptors are working in quite a different ways or that theories are incomplete,

which explains why this theories are wrong in specific cases.

Key words:
Primary olfactory reception, olfactory subgenom, olfactory receptors, olfactory epithelium,

olfactory bulb, odorant
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1. Uvod

Cich je fylogeneticky velmi starym smyslem, kterym jsou savci schopni detekovat
obrovské mnozstvi chemickych latek ze svého okoli. Pro vétSinu saveli je Cich jednim
z nejdalezitéjSich smysli, u psovitych Selem je tento smysl V podstaté nepostradatelny.
Prozatim vSak nebylo pIn¢ objasnéno, jak Cichovy systém pracuje a je schopen detekovat
takové mnozstvi pachovych latek. Predev§im neni ziejmé, jak probiha interakce mezi
molekulou pachu a olfaktorickym receptorem. Objasnéni fyziologie ¢ichu by napomohlo
k porozuméni nejen chovani savct, ale predevsim v odvétvi, kde je zapotiebi spoluprace psa a
Clovéka. Dalo by se pln¢ vyuzit olfaktorickych schopnosti psa, kterych ¢lovék pouziva
v 8iroké Skale obort. Psi jsou schopni ztotoznovat individualni pachy lidi a sledovat pachovou
stopu. Zaroven jsou schopni rozeznat, jakym smérem stopa vede. Psi jsou v tomto piipadé
schopni fidit se pachovym gradientem. Diky tomu jsou psi vyuzivani pii detekci drog,
vybu$nin, zbrani, zbytkd hoflavych kapalin a exotickych zvifat a rostlin. Byly provadény
studie, ve kterych psi byli schopni detekovat pocinajici zhoubna nadorova onemocnéni.
Porozuménim fyziologie ¢ichu bychom byli schopni vysvétlit faleSné znaceni psh pfi detekci
vybranych latek a piedejit témto situacim.

Déle by se téchto védomosti plné€ vyuzilo v parfumérském primyslu. Mnoho odorantii
totiz voni jinak pii odliSnych koncentracich. V piipadech miseni odorantti miize byt konecny
pach naprosto odlisny od téch, které byly ptivodné pouzity. Objasnéni této problematiky by
napomohlo pii vytvafeni novych parfému, které by byly schopny pracovat jako atraktanty ¢i

m¢ély naprosto averzivni charakter.



2. Clil

Cilem prace je vypracovat literarni resersi, kterd poskytne ptehled teorii vysvétlujicich

interakci mezi molekulami odorantti a olfaktorickymi receptory.



3. Literarni reserse

3.1 Anatomie a fyziologie Cichu

Cichovy systém nepracuje po jednotlivych &astech, ale na principu nékolika
spolupracujicich subsystémii. Patii sem hlavni olfaktoricky epitel, vomeronazalni organ,

septalni organ a Gruenebergrovo ganglium (Breer et al., 2006).
3.1.1 Vnéjsi nos

Vngjsi nos slouzi k ptenosu molekul odorantu z vnéjsiho prostiedi k olfaktorickym
receptoram (Menco et Morrison, 2003). U psa domaciho (Canis familiaris) jako podklad pro
nozdry slouzi chrupav¢itd Cast nosni piepazky a postranni nosni chrupavky. Medialni a
lateralni obvod nozdry ohranicuji nosni kiidla, ktera se spojuji v dorzalni a ventralni spojce
(Cerny, 2002).

Vnéjsi nos je u psa uzpusoben tak, ze vdechovany vzduch je nasdvan nozdrami a
vydechovany proudi postrannimi hlubokymi zlabky (sulcus alaris) Sikmo dozadu za nosni
houbu (obr. 1). Toto uzpusobeni umoziuje psovi ovéfovat pach pied sebou, aniz by byl pach
uvolnovany ze zdroje odvanut proudem vydechovaného vzduchu (Settles et al., 2002). Psi
jsou schopni diky teplému vydechovanému vzduchu zvednout ze zemé odoranty s vyssi
molekulovou hmotnosti a tim citit pachy, které by jinak nebylo mozné detekovat. Teply
vzduch rovnéz zvySuje vyparovani latek za nizkych teplot, coz psim umoziuje pracovat i za

velmi nizkych teplot (Craven et al., 2010).
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Obrazek 1.: Nozdry psa pti vdechu (a) a pii vydechu (b), (Settles et al., 2002).



3.1.2 Hlavni olfaktoricky systém

3.1.2.1 Cichova sliznice

Vystelka nosni dutiny se rozdéluje na vystelku nosni piedsin€ a sliznici nosni dutiny.
Vystelka nosni predsiné je tvofena vrstevnatym dlazdicovym epitelem, ktery se na okraji
nozder styka s kizi a kaudaIn€ prechazi v respiraéni epitel. Sliznice nosni dutiny je délena na
olfaktorickou (Cichovou) a respira¢ni sliznici. Olfaktoricka sliznice se vyskytuje v kaudalni
Casti nosni dutiny a pokryva oblast kosténého ¢ichového bludisté. Ma Sedozlutou barvu na
rozdil od respiracni sliznice, kterd je riZzova az naCervenald a vystyla zbytek nosni dutiny
(Cerny, 2002). Olfaktoricka sliznice se sklada se ze tii vrstev. Prvni je tenka vrstva hlenu,
druhou vrstvu tvofi epitel a tieti vrstva je lamina propria. Epitel je ve své podstaté stejny u
vSech obratlovcd. Sklada se ze senzorickych bunék (olfaktorickych neuroni), podptrnych a
bazalnich bun¢k (Farbman, 1992).

Olfaktorické neurony jsou bipolarni, zakon¢ené dendritickym knoflikem zanofenym
ve vrchni ¢asti epitelu, na jehoz povrchu jsou cillie (cilia) zanofené v sekretu (obr. 2). Tvar
dendritického knofliku i pocet cilii je podle druhu variabilni. U psa je dendriticky knoflik
dlouhy 4 um a silny 1, 5 um, kdy mnozstvi cilii na jednom dendritickém knofliku byva
v pruméru od 10 do 15 (Farbman, 1992). Délka dendritii je riznorodd, vétSinou jsou t€mét po
celé hloubce epitelu, ale nékteré mohou byt kratké a leZet na povrchu epitelu (Moran et al.,
1982). Cilie se skladaji z kratkych proximalnich ¢asti, které se zuzuji do delsich a tencich
distalnich ¢asti, zarovnanych paralelné na povrchu epitelu. Cilie v olfaktorické sliznici jsou
del$i nez na respiraénim epitelu. U vétSiny savcu se jejich délka pohybuje okolo 50 um
(Seifert, 1970). V membrané cilii se nachazeji olfaktorické receptory, coz jsou fetézce
aminokyselin, které sedmkrat prostupuji buné¢nou membranou (Buck et Axel, 1991). Zde
dochazi k primarni akci olfaktorické transdukce. Tyto receptory patii do skupiny GPCR
(receptory spiazené s G — proteiny). G — protein je zde dulezity pro aktivaci CAMP (Getchell,
1986).

Predpoklada se, Ze na kazdém olfaktorickém neuronu se nachazi jeden typ
olfaktorickych receptorti. Neurony vybavené stejnym typem receptord mohou byt oddélené ve
vymezenych oblastech ¢ichového epitelu. Tyto oblasti nejsou ostie ohraniCeny, ale prekryvaji
se. Je pravdépodobné, Ze toto uzpiisobeni do prostorové omezenych oblasti je z diivodu
rozdilného proudéni vzduchu. Také by mohlo mit spojitost s faktem, Ze neurony nesouci
stejny typ receptoru vstupuji axony do stejného glomerulu (Breer et al., 2006; Breer et
Strotmann, 1997).



V olfaktorické sliznici existuje unikatni skupina olfaktorickych receptorti zvana OR37.
Tato skupina se vyznacuje pfipojenim Sesti aminokyselin do tfeti extracelularni smycky
(loop). Rozsifené smycky v OR37 maji vysoky obsah aminokyselin, které jsou zejména na
jedné strané Sroubovice. Toto specidlni uspoifadani OR37 naznacuje, ze by mohly slouzit
Kk rozeznavani specialnich pachovych ligandd. Pfi srovnani riznych druhd savecu se ukazalo,
Ze tato skupina je ve vEétsi ¢i mensi mife obsazena napt.: u mysi, slona, psa, primatd a ¢lovéka.
U cloveka tato skupina vykazuje pirekvapivé vysoky podil. OR37 byly prokazany jiz u
fylogeneticky starych savcii, jako jsou vacice. U jiného druhu nez u savci tato skupina nebyla
nalezena, proto je pravdépodobné, ze OR37 slouzi k specifickym funkcim spjatym praveé se
savci (Breer et al., 2006).

Vzruch je veden po olfaktorickém neuronu od povrchu sliznice ptes feSetnou ploténku
do olfaktorického bulbu (Getchell, 1986). Axony olfaktorickych neurond se sbihaji do
klubi¢kovitych utvari zvanych glomeruly, které se nachazi v olfaktorickém bulbu (Zou et al.,
2001). Axony olfaktorickych neuronti vznikaji v bazalni oblasti receptorovych bunék a
piedavaji informace o intenzité¢ a kvalit¢ pachu do mozku. Jsou vzdy nemyelizované a patii
K nejjemné;j$im vlakniim v nervovém systému (Doucette, 1992).

V olfaktorické sliznici jsou sloupcovité podpurné bunky (Menco et al., 1998) a jejich
apikalni Cast je pokryta dlouhymi ciliemi, které sahaji do svrchni vrstvy sekretu na povrch
sliznice, zde se misi stenkou distalni ¢asti olfaktorickych cilii (Seifert, 1970). Téla
olfaktorickych receptort, dendrity a axony jsou obklopeny rozsifeninami podpurnych bunék
(Morrison et Costanzo, 1990), coz vede k vSeobecnému piesvédéeni, ze podptrné bunky maji
vlastnosti gliovych bunék, ackoliv se jim stavbou nepodobaji (Menco et Morrison, 2003). To
potvrzuje pritomnost proteinu S — 100 u nékterych savcl, coz je biochemicky marker
gliovych bun¢k (Rambotti et al., 1989). Podpurné buinky reguluji rozmisténi iontt a vody
v mukoze (Menco et al., 1998). A dale se pak spolu s Bowmanovymi zlazkami podileji na
metabolismu cizich latek (Carr et al., 2001).

V olfaktorické sliznici se nachdzeji dva druhy bazédlnich bunék - horizontdlni a
kulovité. V praméru jsou velké 4 — 7 um a maji centralné umisténé jadro. Bazalni bunky
slouzi jako prekurzory pro vytvéteni olfaktorickych neuront v dospélosti, ¢imz se podileji se
na zotaveni olfaktorického epitelu ze zranéni a pomahaji udrzovat jeho strukturalni integritu
(Holbrook et al., 1995). Diky bazalnim bufikam jsou tedy olfaktorické neurony schopné po
poskozeni regenerovat na rozdil od vétSiny nervovych bunék (Huard et al., 1998). Je to dano
tim, Ze oproti jinym neurontim maji olfaktorické neurony kratkou zivotnost. Ta se pohybuje

Vv fadu nékolika mésicl, coZz miize byt zplisobeno tim, Ze jsou vystaveny riiznym infekénim a
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toxickym latkam z venkovniho prostiedi. To stavi bazalni buiiky do hlavni tlohy pti vzniku
novych neuronti a tim udrzeni schopnosti reagovat na odoranty (Menco et Morrison, 2003).

Lamina propria je dvakrat az tiikrat siln€j$i nez epitel. Sklada se z kolagennich a
elastickych vlaken, pojivového vaziva, fibroblastu, makrofagt, leukocytu a trojklaného nervu.
Nachazi se zde Bowmanovy zlazky, které ze své zadni ¢asti produkuji hlenovy sekret. Hlen
chrani epitel pfed vysuSenim, teplotnimi extrémy, poskozenim a infekci (Farbman, 1992).
Jeho nejdulezitéjsi funkci je rozpusténi odorantl, které pak drazdi cilie na dendritickém
knofliku (Butler et Hodos, 2005). Kromé sekretu produkuji i vazebné proteiny, které
usnadnuji dopravu odorantti k olfaktorickym receptorum (Pixley et al., 1997).

Second-order olfactory neurons

Olfactory bulb
Glomerulus

—>To olfactory cortex

Olfactory receptor (OR)

OSN axons

Supporting cell

AN

Olfactory @ @ 0 @ @ e

epithelium ’.\
OSN o @ 0

mucus
layer A
Lipid bilayer membrane
T T T T T ¢ Olfactory cilia

Diffusion of airborne odorants carried by inhaled air

Obrazek 2.: Schéma prifezu hlavnim olfaktorickym epitelem a olfaktorickym bulbem (Zarzo,
2007).

3.1.2.2 Cichovy kyj

Cichovy kyj neboli olfaktoricky bulbus (bulbus olfactorius) je specializovana &ast
mozku, ktera lezi pfimo nad ¢ichovou kosti v pfednim mozku (Butler et Hodos, 2005). Sbira
informace z epitelu od raznych typu olfaktorickych neuront, segreguje je a predava dale do
vyssich center v mozku (Zou et Buck, 2006). Velikost olfaktorického bulbu (OB) je opét
proménna podle druhu Zivocicha. Podle rozdéleni na makrosomatické a mikroSomatické
savce maji makrosomaticti savci oproti mikrosomatickym OB velky a dobfe rozvinuty.

Podnéty z vomeronazalniho organu piichazeji do ptidatného olfaktorického bulbu (Butler et
Hodos, 2005).
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V OB vstupuji axony olfaktorickych senzorickych neuront do specifického glomerulu.
Axony téhoz neuronu se sbihaji do jednoho nebo nékolika glomerult, kterych je v OB asi
2000 (Smith et al., 1991). Vassar et al. (1994) uvadi u savcu 1000 — 3000 glomeruli a 80 u
ryb. V glomerulech axony olfaktorickych neuronti tvofi synapse s dendrity mitralnich a
chomackovitych nervovych bunék (obr. 3). Axony téchto bun€k piedavaji informaci pies
lateralni olfaktorické ustroji a do nékolika oblasti v mozku. Glomeruly jsou mezi sebou
propojeny intrabulbularni siti, ktera propojuje medialni a lateralni hemisféry olfaktorického
bulbu (Vosshall, 2003). Studie Rubina a Katze (1999) ukazaly, ze jeden odorant je schopen
aktivovat jeden soubor glomeruld a jiné odoranty aktivuji vice souborti najednou. Kazdy pach
tedy aktivuje specifickou kombinaci glomerult.

Hluboko v OB se nachazi granularni bunky, které nemaji axony a jejich dendrity se
spojuji s dendrity mitrdlnich buné€k ve vrstvach blize povrchu. Kazdd mitralni buiika ma
dendrit pouze v jednom glomerulu, coz by znamenalo, Ze reakce mitralni butiky je dominantni
¢innosti glomerulu (Gottfried, 2010). Pozorovani sousedicich mitralnich bunék ukazalo, ze
jsou aktivovany odoranty ze stejné skupiny, jako jsou napiiklad kyseliny ¢i ketony. To by
naznacovalo, ze mitralni bunky jsou rozdéleny prostorové podle druhu odorantd, které je
aktivuji (Mackay-Sim et Royet, 2006).

Mnoha z téchto spojeni mezi OB a primarni olfaktorickou kirou jsou obousmérna. To
by svédcilo o tom, Ze OB neni jen pasivni kanal pro smyslové informace, které pfeménuje a
vyostfuje, jak to déla intrabulbularni sit. OB pusobi ziejmé i jako filtr, ktery odpovida
piirozenému chovani spojenému S potravou, rozmnozovanim ¢i predatory (Mackay-Sim et
Royet, 2006).

Axony

(i olfaktorickych
t( k—'—""\\new.lroni’x

VySSHMOZKOVE CONtIl em—
Obrazek 3.: Vstup axonil olfaktorickych neuront do olfaktorického bulbu a glomeruli
(Firestein, 2001).
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3.1.2.3 Cichova kiira

Z olfaktroického bulbu dale vedou neurony vzruch do cichové kury (olfaktoricky
kortex) bez piepojeni v thalamu. V olfaktorickém kortexu vznika pachovy vjem od riznych
olfaktorickych neuronti (Zou et Buck, 2006).

Olfaktoricky kortex se sklada z piriformni a lateralni entorhindlni ktry, ptedniho
¢ichového jadra, ¢ichového vybézku, periamygdaloidni kury, kortikalniho amygdaloidniho
jadra, lateralniho olfaktorického ustroji a dorzalniho hipokampického rudimentu (Mackay-
Sim et Royet, 2006).

Piriformni kira je trojvrstva struktura leZici ventralné na povrchu mozkové hemisféry.
Pfedni a zadni poloviny piriformni kiiry se morfologicky 1is§i a mohou mit i odlisnou funkci
(Zou et al., 2001). Do prvni vrstvy pirifomni ktiry vstupuji axony mitralnich bun¢k, které tvoti
synapse s apikdlnimi dendrity pyramidovych neuronti. T¢la pyramidovych neuronii se dale
nachazeji v druh¢ a tteti vrstvé piriformni kiiry. Axony chomackovitych bunék vstupuji pouze
do prednich oblasti piriformni kiry (Settler et Axel, 2009). U lidi spole¢n¢ s orbitofrontalni
kirou je jeji funkce pravdépodobné spojena s rozeznavanim pachti a jejich zapamatovanim.
U potkant je piriformni kdra zapojena do asociativniho ufeni a paméti. Ostatni Casti
temporalniho laloku jako hipokampus, parahipokampélni oblasti a perirhindlni kiry jsou
aktivovany pfi rozliSovani pachti a kontaktu s jiz znamymi pachy. Zatim nebylo objasnéno,
jak se tyto struktury podileji na ¢ichové paméti (Mackay-Sim et Royet, 2006).

Orbitofrontalni kira a amygdala se zapojuji pfi reakci na pfijemné a nepiijemné
pachy. Vysoce averzivni pachy aktivuji levou stranu orbitofrontalni kiry a amygdalu
bilateralné, zatimco mén¢ averzivni a piijemné pachy aktivuji pouze levou ¢ast orbitofrontalni
kary. Amygdala zprostiedkovava negativni a pozitivni emoce. To by mohlo naznacovat, Ze
odezva na nepiijemné Ci piijemné pachy je spiSe emocéni nez smyslova (Mackay-Sim et
Royet, 2006).

Zou a Buck (2006) navrhli, Ze oddélené kortikalni neurony mohou integrovat signaly
z olfaktorickych neuront detekujicich stejny odorant. Kortik4lni neurony pro svou aktivaci
potiebovaly shodny vstup alespoii dvou olfaktorickych neuronti. Pfi porovnani takto
vytvofené olfaktorické mapy bylo ale zjiSténo, Ze se neshoduje s tou v OB. Miseni dvou
odorantil totiz miiZze aktivovat dalsi kortikalni neurony (az o 30 %), aniZ by byly stimulovany
latkami obsazenymi v odorantech. To by mohlo vysvétlit, pro¢ jiz znamé pachové latky

mozek vylozi jako novy pachovy vjem.
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Obrazek 4.: Odezva olfaktorického systému na dva odlisné pachy. Vstupy odlisnych
olfaktorickych receptorti (OR) jsou segregovany v olfaktorickém epitelu (OE) a olfaktorickém
bulbu (OB). V olfaktorickém kortexu (OC) jsou tyto vstupy kombinovany ve
skupinach oddélenych neuront. Miseni dvou odoranti vyvola vstup dalSich pard OR, ty

stimuluji OC neurony, které nebyly aktivovany odoranty (Zou et Buck, 2006).
3.1.3 Vomeronazalni organ

Vomeronazalni organ (VNO), znamy také jako Jakobsonuv organ, je
chemoreceptorovy tubularni organ uzavieny v chrupavéité kapsli a oddéleny od olfaktorické
sliznice ve ventralni ¢asti dutiny nosni na obou stranach spodni ¢asti nosni pfepazky (obr. 5).
Jeho kaudalni ¢ast je uzaviend a kranidlni ¢ast usti do fezdkového kanalu, tim je VNO spojen
s nosni dutinou. Na obou stranach nosni piepazky jsou dva palmésicité otvory. Velikost VNO
je u pst variabilni podle délky splanchokrania. VNO hraje dilezitou roli pii pachové
komunikaci. Pfi chemické signalizaci hraji dtlezitou roli feromony, které jsou zpracovavany
pravé ve VNO (Yilmaz et al., 2008). VNO reaguje na stalé podnéty, coz vede k aktivaci
hypotalamu prostiednictvim piidatného olfaktorického bulbu a amygdaly. Inervovana Gast
hypotalamu potom reguluje reprodukéni, obranné a patraci chovani, stejné jako
neuroendokrinni sekreci (Keverne, 1999).

Sliznice oproti hlavni olfaktorické sliznici neni pfimo vystavena proudéni vzduchu
(Mucignat-Caretta, 2010). Sklada se z povrchové vrstvy tvofené prodlouzenymi zakladnimi
buiikami, vrstvou prodlouzenych podpiirnych bunék, nékolika vrstvami bipolarnich bunék a

malopocetnymi bazalnimi buiikami, které jsou rozptylené mezi bipolarnimi buitkami a netvoii
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zietelné vrstvy (Vaccarezza et al., 1981). Dale je sliznice opatfena Cerpacim mechanismem
pro oplachovani sekretem (Mucignat-Caretta, 2010).

Vomeronazalni senzorické neurony maji na svém povrchu fasinky (microvilli) na
rozdil od hlavni olfaktorické sliznice, ktera obsahuje cilie. Tyto fasinky obsahuji dva od sebe
odlisné druhy receptorii, které se 1isi i od pachovych receptorti v hlavnim olfaktorickém
epitelu (Keverne, 1999). Jsou to genové rodiny V1R a V2R. Tyto receptory jsou spiazené s
G - proteiny (GPCR) a li8i se ve své podjednotce. V tomto piipadé jsou bud’ exprimovany
proteiny Gai2 v apikalni vrstvé, nebo proteiny Goo V bazalni vrstvé (Berghard et Buck,
1996). Axony vomeronazalnich senzorickych neuronti vstupuji pfimo do mozku bez piepojeni
v thalamu. Axony z apikalni vrstvy vstupuji do ptedni ¢asti piidatného olfaktorického bulbu a
Z bazalni vrstvy vstupuji do jeho zadni ¢asti (Mohedano — Moriano et al., 2007). Ptidatny
olfaktoricky bulbus je zakotven v dorzalni ¢asti hlavniho olfaktorického bulbu a vznika v ném
prvni centralni integrace vomeronazalnich vstupti. Axony VNO organu tvoifi synapse
s dendrity mitralnich a chomackovitych bunék v glomerulech (Mucignat-Caretta, 2010).
Podnét pak dale pokracuje do specifické ¢asti amygdaly (Mohedano — Moriano et al., 2007).
Amygdala vstupuje zpatky do ptidatného olfaktorického bulbu a granuldrnich bunék pies
terminalis stria. Axony bad nucleus terminalis stria vstupuji do vrstvy mitralnich bun¢k
piidatného olfaktorického bulbu. V amygdale se vstupy z obou olfaktorickych bulbu sbihaji
do jednotlivych neurontl, ty spojuji informace zpracované hlavnim a piidatnym ¢ichovym
systémem. Spoluprace téchto dvou systému se uplatiuje pfi chovani, které je vyvolané
odoranty predatora. Amygdala se zasadné podili na spoleCenském, sexualnim, rodiCovském a

agresivnim chovani (Mucignat-Caretta, 2010).

a Turbinates

Obrazek 5.: UloZeni VNO a jeho ptrepojeni do piidatného olfaktorického bulbu (AOB).
UloZeni hlavni olfaktorické sliznice (MOE) a olfaktorického bulbu (OB), (Firestein, 2001).
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3.1.4 Septalni organ

Septalni organ je maly ostrivek olfaktorického neuroepitelu na ventralnim zakladu
obou nosnich piepazek, ktery dosahuje ptiblizné velikosti 1 % hlavniho olfaktorického
epitelu. Septalni organ je v mnoha ohledech podobny hlavnimu olfaktorickému epitelu.
Obsahuje olfaktorické senzorické neurony, podpirné buiikky a Bowmanovy zlazky.
Olfaktorické neurony obou systému vykazuji podobné reakce na odoranty. Ty jsou
zprostiedkovany pomoci G — proteinu a cAMP. Rozdil mezi septalnim organem a hlavnim
olfaktorickym epitelem je v délce dendritii, velikosti dendritickych knoflikli a v rozvrstveni
olfaktorickych neurond. Septdlni orgédn obsahuje krat$i dendrity s vEétSimi dendritickymi
knofliky a mensi pocet vrstev olfaktorickych neuronti nez hlavni olfaktoricka sliznice (Ma et
al. 2003).

I kdyZ byl septalni orgdn pozorovan u mnoha savci, zatim nebyla jeho funkce pIné
objasnéna. Podle vyzkumu provadénému na mySich a krysach bylo zjisténo, ze hlavni
receptory v septalnim organu mysi jsou velmi podobné jako u krys, coz naznacuje, ze ma u
ruznych druhti spole¢nou funkci. Zavéry vyzkumu podporuji hypotézu, ze v septalnim organu
jedna bunika exprimuje jeden receptorovy gen (Tian et Ma, 2004).

Bylo zjisténo, Ze nejveétsi septalni receptorové geny jsou sdilené s hlavnim
olfaktorickym epitelem a nékteré receptory jsou v neobvykle vysoké hustoté, coz by
naznacovalo dvé mozné funkce septalniho organu. Jelikoz je septdlni organ citlivy na nékteré
ligandy, je jeho funkce mozna spojena pravé s nimi. Dal§i mozZnosti je, Ze¢ muze hrat rizné
role pii detekci zapachu a jeho rozliSeni, protoze neurony septalniho organu mohou odpovidat
na mnoho odoranti s vyraznou chemickou strukturou (Tian et Ma, 2004). Dal$imi autory bylo
navrzeno, ze septalni orgdn muze mit varovnou funkci pii vnimani pachti z prostiedi pti
klidném dychani, kdyz proud vzduchu nedosdhne hlavniho olfaktorického epitelu. To vSak
bylo umoznéno diky poloze septalniho organu (Ma et al. 2003). Tuto teorii podporuje
hypotéza, Ze septalni organ mtize byt k n€kterym odorantim citlivéj$i nez hlavni olfaktoricky
epitel (Marshall et Maruniak, 1986). Wysocki et al. (1980) navrhl teorii, Ze septalni organ
muze hrat roli pfi vnimani slou¢enin nizké volatility. Slou¢enina s nizkou volatilitou se
dostane jak k septadlnimu organu, tak vomeronazdlnimu organu, ale ne k hlavnimu

olfaktorickému epitelu.
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3.1.5 Gruenbergerovo ganglium

Gruenbergerovo ganglium se nachazi po obou stranach ptedni ¢asti nosni prepazky.
Bylo popsano v roce 1973 Gruenbergem a pivodné bylo povazovano za soucast terminalniho
nervu. Posledni studie ukazaly, ze by se mohlo jednat o chemosenzoricky organ, ktery by

slouzil k vnimani chemickych socialnich signalti v raném postnatalnim vyvoji (Breer et al.,
2006).

3.1.6 Prenos signalu v olfaktorickém systému

Olfaktorické receptory patii do skupiny receptori spiazenych s G — proteiny (GPCR).
Jejich sekvence obsahuji sedm segmentti s hydrofobnimi aminokyselinovymi rezidui, které
tvofi strukturu Sroubovice zanofené do lipidové dvojvrsty v membrané. Segmenty
hydrofilnich rezidui tvoti smycky, které jsou ve vod¢ stabilni a propojuji Sroubovice (Zarzo,
2007). Sroubovice obsahuji vazebné misto pro odoranty na extracelularni strané a vazebné
misto na cytoplazmatické doméné, kde se paruji s heterotrimerickymi G — proteiny, které se
skladaji ze tfi podjednotek. Po navazani odorantu olfaktorické receptory podstoupi urcité
strukturalni zmény, ty aktivuji olfaktoricky — specificky subtyp G — proteinu (Gyoif), Ktery
postupné aktivuje adenylatcyklazu. Tento enzym pfeméni intracelularni adenosin trifosfat
(ATP) na cyklicky adenosin monosfat (CAMP). V olfaktorickych neuronech se cAMP vaze na
intracelularni &ast iontového kanalu (CNG), ktery umozni vést napt. Na* a Ca®*. Neaktivni
olfaktorické receptory udrzuji klidové napéti. Kdyz jsou CNG kanaly oteviené, vliv Na* a
Ca’" zptisobi vznik akéniho potencialu, ten se pak dal §ifi axony. Tyto axony pak prochazeji
pies fesetnou ploténku do pfedniho mozku, kde tvoii synapse S neurony druhého fadu
v olfaktorickém bulbu (obr. 6), (Firestein, 2001).

Druhy posel kaskady enzymi umoziiuje zesileni a integraci vazby odorantu. Jeden
membranovy receptor mizZe totiz aktivovat desitky G proteinli a kazdy protein aktivuje
cyklazu produkce molekul cAMP, coZz znamena produkci asi 1000 molekul cAMP. Dalsi
zesilovaci mechanismus olfaktorickych neuront je vstup iontd vapniku pfes CNG kanal. Ty
jsou schopny aktivovat dalsi iontové kanaly, které jsou propustné pro zaporné nabité ionty
chloru. Vétsinou ionty CI° vstupuji do takto otevieného kanalu, ale v olfaktorickych
neuronech je udrzovana neobvykle vysoka intracelularni koncentrace CI', takze kdyzZ jsou tyto

dalsi iontové kanaly aktivovany, ionty CI” jsou odplavovany (Firestein, 2001).
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Vépnikové ionty snizuji citlivost na cAMP, proto musi byt stimulace odorantem
dostatecné silna, aby se kanaly oteviely. To umoziuje olfaktorickym neuronim regulovat
svoji citlivost. Ktomu jim pomaha i nedavno objeveny RGS (regulator signalizace G -
proteinu), ktery pravdépodobné pisobi na adenylatcyklazu a snizuje jeji aktivitu (Firestein,
2001).

odorants o)

o

dendrite

Obrazek 6.: Vlevo: mikrofotografie olfaktorického senzorického neuronu. Vpravo: pienos

signalu v olfaktorickém systému (Frings, 2009).
3.2 Objev a charakterizace olfaktorickych receptori

Buck a Axel (1991) objevili a charakterizovali obrovskou rodinu transmembranovych
proteinii nachazejici se v hlavnim olfaktorickém epitelu, které vytvareji olfaktoricky
subgenom. Ten se muze rozdélit na aktivni a inaktivni geny (pseudogeny). Pfiblizné 60%
lidského genomu tvoii pseudogeny (Firestein, 2001). Quignon et al. (2003) uvadi, ze
subgenom c¢lov&ka obsahuje 63 % pseudogent, u psa 18 % a u mysi 20%. Obsah pseudogenli
psa a mysi je podobny, ale v porovnani s lidmi je zde velky rozdil. To bylo diive pokladano
jako jedno z moznych vysvétleni rozdilu mezi makrosomatickymi a mikrosomatickymi druhy
savcl. Toto rozdéleni je dnes jiz zastaralé a pracuje na zéklad¢ velikosti olfaktorického
systému, s kterym se spojovaly i1 jedine¢né cichové schopnosti. Toto rozdé€leni je vSak
zavadéjici. Naptiklad kvalita ¢ichovych schopnosti mysi a potkant je srovnatelna se psy, ale
velikost olfaktorického systému je rozdilna. To plati i pfi porovnani s lidmi, jenze lidé a
primati se fadi mezi mikrosomatické savce (Goldblatt et al., 2009). Spekulovalo se, ze pro
mikrosomatické savce neni Cich az tak dulezity. Ne&které studie vSak ukazaly, Ze

mikrosomati¢ti savei mohou detekovat nékteré pachy daleko 1épe nez makrosomaticti (Laska
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et al., 2000). Jednalo se zejména 0 pachy spojené s potravinami bé&Znymi pro tyto savce.
Naptiklad mikrosomatické opice vykazuji nizsi prah pro pachy ovoce na rozdil od Selem, coz
by podpofilo roli ptirozeného vybéru pii urCovani prahové hodnoty specifickych pachi
(Dominy et al., 2001). To potvrzuje i studie, kterou provedl Laska et al. (2005) na potkanech.
Zjistil, Ze potkani byli schopni rozlisit koncentrace mezi 0,04 a 0,10 ppt (10™2) pro 2, 4, 5 —
trimethylthiazol, coz je zapach spojeny s lis¢imi vykaly. Liska je ¢astym predatorem potkand.
Kdyz se tomuto pachu vystavily jiné druhy, které nejsou liSkami ohrozeny, nebyly schopni

rozlisit tento pach v tak malych davkach.

3.2.1 Olfaktorické receptorové proteiny

Nosni dutina obsahuje ptiblizn¢ 400 olfaktorickych receptorovych proteinti u lidi a asi
1000 u psi (Zarzo, 2007). Sell (2006) uvadi, ze vétSina savct pouziva 700 az 800 raznych
olfaktorickych receptorovych proteinii. Lidé pouzivaji ptiblizn€¢ polovinu tohoto poctu.
Receptory jsou kombinaéné uzivany k detekci odorantti a k jejich kédovani (Malnic et al.,
1999). Databéaze olfaktorického receptoru obsahuje soubor 45 ligandl, které rozeznavaji
cilové odoranty a poté aktivuji olfaktorické receptory (Malnic et al., 2004). Tyto receptory se
nachazi na ciliich olfaktorickych neuronti, proto jejich selektivni odstranéni zptsobi ztratu
¢ichu. Cilie jsou mistem olfaktorického transdukéniho signalu. Proteinové receptory urcuji,
které kombinace olfaktorickych receptorti budou reagovat (Frings, 2009). Malnic et al. (1999)
svymi pokusy na mysich zjistil, Ze olfaktorické receptory jsou schopny reagovat na vice
odorantii a jeden odorant vyvola reakci vice receptoru. Ma a Sheperd (2000) objevili reakci
40 — 90 ruznych receptord na jeden odorant. Malnic et al. (1999) zjistil, Ze rtizné odoranty
mohou byt rozeznavany riznymi kombinacemi olfaktorickych receptort, takze Cich pracuje
kombinatorné. To vysvétluje, pro¢ jsou psi, ale i jini savci schopni vnimat tolik pachti. Také
bylo prokazano, ze odoranty mohou fungovat i jako agonisté a antagonisté. TO znamena, ze
dva pachy se mohou vyblokovat a jeden z nich pak neni citit (Zarzo, 2007). Tento jev se
nazyva olfaktoricky antagonismus a byl prokazan u oblasti olfaktorickych receptorit OR17 — 4
(Spehr et al., 2003), u potkana na OR17 (Araneda et al., 2004), mOR — EG (Oka et al., 2004),
ORI1G1 (Sanz et al., 2005) a ORS86 (Shirokova et al., 2005). Tato dvoji funkce odorantli
pusobici na olfaktorické receptory jako agonista a antagonista, naznacuje novy aspekt
vV kddovani smési odorantt (Oka et al., 2004).

Dalsi nevyieSené otazky se tykaji vlivu intenzity odorantu na receptorové kodovani.

Studie provadéné na toto téma ukazaly, Ze repertodr olfaktorickych neuronti je rozmanitéjsi
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pti vyssich koncentracich. Takze né¢které neurony nereaguji na pachy v malé koncentraci. U
nékterych pachi mald koncentrace vyvola jiny pachovy vjem nez vysoka koncentrace, tak je

tomu naptiklad u kafrového pachu (Rubin et Katz, 1999).

3.2.1.1 Kli¢ova rezidua aminokyselin v olfaktorickych receptorech

Od objevu olfaktorickych receptorti se né€kolik studii pokusilo analyzovat sekvence
olfaktorickych receptord rozeznavajicich rezidua s potencionalni roli rozpoznavani odorantti
(Singer et al., 1995). Pfi pouziti rodopsinové Sablony byla nalezena nejvice variabilni rezidua,
ktera méla tendenci se orientovat dovnitf receptori a hydrofobni rezidua sméfovala
na rozhrani lipida a proteinti. To pomohlo urcit 17 vysoce variabilnich rezidui, ktera by mohla
hrat velkou roli pfi diskriminaci pachtii (Pilpel et Lancet, 1999). Ocekava se, ze funkcni
rezidua jsou spiSe variabilni vrovnocenné pozici paralognich genovych sekvenci
olfaktorickych receptorii a zaroven jsou zachovana v ortolognich genech olfaktorickych
receptord (Kondo et al., 2002).

Analyzy mySich a lidskych sekvenci proteinli olfaktorickych receptort vedly
k identifikaci 22 sekvenc¢nich pozic, které by se pravdépodobné mohly podilet pfi navazovani
odorantl receptory. Tyto sekvence byly zachovany u lidi 1 mysi vice v ortolognich genech a
méné v paralognich. Vétsina téchto rezidui koresponduje s jinymi kontaktnimi misty s ligandy
u jinych GPCR (Singer et Shepherd, 1994).

Katada et al. (2005) objevil oblast 26 aminokyselin, které vazi odoranty. Po blizsi
analyze se prokazalo, ze 9 aminokyselin v TM3, TMS5 a TM6 bylo zapojeno do rozeznavani
odorantii v oblasti mOR — EG. Tyto vysledky by poskytovaly dikaz o funkénosti odotopové
teorie (Zarzo, 2007).

3.2.1.2 Strukturalni zmény v olfaktorickém receptoru béhem navazani odorantu

Podrobnosti konformac¢nich zmén b&hem navazovani odorantu receptorem nebyly
zatim objasnény. Je zndm pouze mechanismus ostatnich GPCR, ktery by se mohl uplatiiovat 1
zde. Studie Scheera et al. (2000) a Gaborika et al. (2003) uvadéji, ze A1B — andrenergni
receptory a AT1A — angiotensni receptory hraji klicovou roli pfi aktivaci GPCR. Pfestoze
podrobnosti 0 aktivaci G — proteinll zatim nejsou uplné jasné, je pravdépodobné, Ze pohyb
TM Sroubovice je po navazani ligandu vystavena tzv. DRY motivu v intracelularni oblasti a
tim umoziuje vazbu konkrétniho podtypu G — proteinu (Zarzo, 2007). DRY motiv je typicka

oblast se sedmi transmembranovymi useky v druhé celularni smycce obsahujici
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charakteristicky motiv Asp — Arg — Tyr (Lagane et. al., 2005). Na zaklad¢é této myslenky
Vaidehi et al. (2002) navrhl strukturdlni model a potenciondlni vazebné misto s n€kolika
GPCR. Bylo navrzeno, Ze po navazani ligandu v oblasti OR17 u potkana, by se mohla treti
Sroubovice premistit v cytoplazmatickém sméru a timto pohybem odhalit DRY motiv

intracelularni oblasti a zah4jit transdukéni mechanismus.

3.2.2 Charakterizace proteint vazajicich odoranty

Cilie olfaktorickych neuronti, jak jiz bylo zminéno, jsou zanotfené do tenké vrstvy
mukézy. Ta obsahuje vodu, anionty a predevSim proteiny vazajici odoranty (odorant —
binding protein). Tyto proteiny nejspiSe napomahaji dopravovat lipofilni molekuly pachu
k jednotlivym receptorim. Také se mohou podilet na odstranovani molekul pachu po aktivaci
receptort. EXistuji poznatky svédcici pro moznost, ze pach s olfaktorickymi receptory
nereaguji pfimo, ale v komplexu s vazebnymi proteiny (Bianchet et al., 1996), ackoliv bylo
prokazano, ze aktivace olfaktorickych receptor neni ptimo zavisla na pfitomnosti proteind
vazajicich odoranty (OBPs). Podrobnosti o funkci OBPs prozatim nebyly pIné objasnény
(Malnic et al., 1999).

Bylo zjisténo, Ze existuje vice subtypi OBPs, které se vyskytuji soucasné u stejnych
zivoc¢iSnych druht (Felicioli et al. 1993). Felicioli et al. (1993) identifikoval osm druhtit OBPs
u dikobraza obecného. Tento pocet se pravdépodobné vyskytuje u vétSiny savct. U potkant
bylo objeveno nékolik typti OBPs reagujicich na jiné chemické slouceniny. OBP — 1 vaze
piedevsim heterocyklické slouceniny, OBP — 2 vaze dlouh¢ fetézce alifatickych aldehydt a
karboxylové skupiny. Z toho vypliva, Ze se vétSina sloucenin vaze na jeden subtyp OBPS.
Jednotlivé OBPs vystavuji charakteristicky ligand - vazebny profil, ktery interaguje
s odliSnymi podmnoZinami exogennich organickych sloucenin. Podobné uspotfddani OBPs
bylo pozorovano iu lidi. Tyto vysledky by naznacovaly, Ze OBPs pracuji spiSe jako selektivni
filtr v pfedvolbé odorantu nez jako nosi¢i hydrofobnich sloucenin (Lobel et al. 1998).

Pokud je odorant dostatecné hydrofilni, je schopen dostat se k olfaktorickému epitelu
bez pomoci OBPs, protoze se snadno rozpousti ve vrstvé hlenu. Zatimco vysoce hydrofobni
odoranty nejsou schopny projit skrz vrstvu mukézy bez pomoci OBPs. Existuji dvé hypotézy
o pfepravé odoranti pomoci OBPs. Prvni se domniva, Ze odoranty jsou piepravovany na
lipidovou dvojvrstvu membrany a pak se $ifi pficné do specifickych mist v olfaktorickych
receptorech. Druhd hypotéza tvrdi, Ze OBPs, které obsahuji navdzany odorant, jsou schopny

komunikovat s receptory v misté¢ extracelularni smycky a tim urychlit transport OBPs na

21



vazebné misto. Tyto druhy dopravy odoranti pomoci OBPs, by se mohly uplatnit u ¢aste¢né
hydrofilnich a hydrofobnich molekul. Druh dopravy by mohl zaviset na koncentraci dané
latky. Role OBPs by potom byla kli¢ova pfedevsim pii nizkych koncentracich pachovych
latek (Matarazzo et al., 2002).

w M Airborne odorants
g OBP %

Muc

 vecle
i
il

:
#

......................

Membrane of OSN cilia

Obrazek 7.: Teoreticky mechanismus transportu odorantii k olfaktorickym receptorim (OR),

(Zarzo, 2007)

3.3 Rané teorie transdukéniho mechanismu primarni olfaktorické

recepce

3.3.1 Odoranty

Odorant je chemicka slou¢enina, ktera je schopna vyvolat reakci olfaktorickych
receptorti. Odoranty sdileji ur¢ité molekularni vlastnosti. Jsou volatilni (t€kavé), hydrofobni,
lipofilni a maji hmotnost mensi nez 300 Daltonti. Tato kritéria by mohla byt dulezita
z biologického hlediska, protoze molekula odorantu musi byt schopna projit membranou v
receptoru. Volatilita rychle klesa s velikosti molekuly. Netékavé molekuly se hufe dostavaji
do kontaktu s olfaktorickymi receptory, coz mize byt pfiCina, pro¢ jsou nékteré velké
molekuly odorantii bez zapachu (napt. nékteré steroidy). Také byly zaznamenany Castéjsi
anosmie na pachy skladajicich se z téchto vétsich molekul. Z toho by se dalo usuzovat, ze
receptory nemohou pojmout molekuly vétsi nez je urcita velikost a tato velikost by mohla byt

geneticky urcena (Turin et Yoshii, 2003).
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3.3.2 Teorie tvaru molekuly

Po objevu interakce mezi enzymy a substraty na zakladé molekularniho rozeznavani
mezi proteinovym receptorem a ligandy, byla védci navrZena teorie, Ze by se tento
mechanismus mohl uplatnit i v olfaktorice. Molekula ur¢itého tvaru by odpovidala mistu
Vv receptoru jako kli¢ do zdmku, coz by vyvolalo zpracovani signalu mozkem (Zarzo, 2007).
Jako prvni tuto teorii navrhl R. W. Moncrieff v roce 1951 a uvedl, Zze pach bude citit, pokud
bude jeho molekula stanoveného tvaru a ten bude zapadat do urcitého mista v receptoru.
Podobné myslenky také vyjadiili J. Timmermans a L. J. Mullins. L. J. Mullins, navrhl, ze
stalé pachové molekuly vice stimuluji receptory nez molekuly nestélé.

J. E. Amoore se jako prvni pokusil experimentaln¢ dokazat tuto teorii. Amoore (1963)
prosazoval myslenku, Zze tvar molekuly odorantu je silné spjat s jeho charakterem. Porovnal
velké mnozstvi molekularnich struktur odoranti a naSel podobnosti mezi tvary odoranti a
jejich pachem. Také zkoumal odoranty s vyraznou strukturou molekuly jako napf.: étericky,
kafrovy a piZzmovy pach a zjistil, ze tyto pachy jsou zavislé na velikosti jejich molekuly,
zatimco u matového a kvétinového pachu je dulezitéjsi jejich tvar (Klopping, 1971).

J. E. Amoore dale studoval ptipady ¢asteénych anosmii. V té dobé byly popsany
anosmie pro N — butylmercaptan, kyanovodik, izomaselnou kyselinu, aminy, pizmovou vuni,
1,8 — cineol atd. Spekulovalo se o tom, Ze anosmie je zpusobena vadou urcitého detektoru
odoranti. Tuto spekulaci podpofil fakt, Ze nékteré anosmie mohou byt dédi¢né. J. E. Amoore
navrhoval, Ze pocet primarnich pachd, které¢ dokazeme rozliSit, lze odhadnout pomoci
komplexniho vyzkumu konkrétnich anosmii. Bylo potieba zjistit, které specifické receptory

jsou u jedinct s anosmii inaktivni. (Zarzo, 2007).

3.3.3 Vibracni teorie

Spektroskopické studie provadéné roku 1930 G. M. Dysonem odhalily souvislost mezi
jednotlivymi pachy a vibracnimi frekvencemi molekul. Diky tomuto objevu byla navrzena
teorie, ze Cichové orgdny jsou schopny néjakym zplsobem detekovat molekularni vibrace a
tim rozliSovat jednotlivé pachy. Dyson navrhl, ze vibrac¢ni frekvence by mély byt ptfifazeny
k jednotlivym Ramanovym frekvencim v rozsahu 1400 — 3500 cm™ (Klopping, 1971),

Tato teorie byla pozdéji upravena R. H. Wrightem (1954), ktery uvedl, Ze Ramanovy
frekvence by mohly souviset s konkrétnimi funkénimi skupinami jako OH, SH, CO atd.

Tvrdil, Ze detekce molekularni vibrace musi byt mechanicka a vibrace muze byt detekovana
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pouze pri télesné teploté. To by znamenalo, ze detekovatelné vibrace by musely mit rozsah
pfiblizng pod 500 cm™. Nicmén& mnoho anorganickych molekul, které maji vyrazny pach, se
pohybuje v rozpé&ti 700 — 3500 cm™ (Turin, 1996). Z toho vyplyva, Ze pod hranici 500 cm™
nelze uréovat pachy (Klopping, 1971).

Turin (1996) na podporu této teorie udava piiklad borantl, jejichz B — H vazby maji
usek, ktery se prekryva s frekvencnim rozsahem s thioly, proto by mély byt podobné citit.
Porovnaval pachy boranti a thiolii pomoci dekaberonu?, ktery pachne jako vafena cibule, coz
je typicky pach pro SH. Tento pach byl popsan i jako ¢okolddovy (Cokolada obsahuje nekteré
thioly). Tento ptipad by podporoval vibra¢ni teorii. Tuto skutec¢nost lze interpretovat 1 jinak,
tfeba tim, Ze borany ve skute¢nosti jako sira nepachnou, nebo Ze podobnost jejich pachi je
pouze nahodna. BH a SH aktivuji stejny odotopovy receptor i kdyZ maji odli$ny tvar.

Dal$im zajimavym pfipadem jsou homonukledrni dvouatomové plyny (napt.: Ho, N2 a
0). Jejich molekuly se skladaji ze dvou stejnych atomt a diky jejich symetrii jsou bez
vibrace. To by znamenalo, Ze jsou tyto plyny bez zapachu, coZ je do jisté miry pravda.
Vyjimku ale tvofi halogenové plyny (napt.: Clz). Ten méa velmi neptijemny chlorovy zépach
(Turin, 1996).

Franco et al. (2011) provadéla pokusy na oOctomilkach obecnych (Drosophila
melanogaster). Zabudovala atomy deuteria do molekuly acetofenonu, coz nezpusobilo
vyraznou molekularni zménu tvaru, velikost atomu, nebo délku vazby, ale zdvojnasobila se
vodikova hmotnost. To ovlivnilo vibra¢ni méd molekuly tak, Ze vibruje pomaleji. Kdyby
diskriminace molekul odorantu fungovala pouze na tvaru molekuly, tak by musky nemély byt
schopny rozeznat molekuly s deuteriem od téch, které ho neobsahuji. Acetofenon je pro
musky velice atraktivni latka, ale kdyz védci nahradili 3 atomy vodiku za deuterium, tak byla
tato molekula pro musky méné atraktivni a uplné nahrazeni atomu vodiku deuteriem
zpusobovalo averzi. TO znamena, ze Octomilka obecnd je schopna rozliSit molekulu
acetofenonu obsahujici vodik od acetofenonu obsahujici deuterium.

V dal§im pokusu Franco et al. (2011) naucila musky pomoci elektrického Soku, aby se
acetofenonu obsahujicimu deuerium vyhybaly. Pak muSkam ptedlozila molekuly nitrilQ, které
maji vibracni spektrum stejné jako molekuly s deuteriem. Timto se zménil tvar molekuly, ale
ne vibra¢ni spektrum. To by znamenalo, Zze by se musky mély v souladu s vibra¢ni teorii
nitrilim vyhybat. Cast musek se témto molekuldm vyhybala a druha ¢ast ne. Tato skutegnost
by mohla byt vysvétlena tim, Ze zde hrdly roli neCistoty okolniho vzduchu, S$patna
koncentrace latky nebo nepfili§ vhodny vybér deuteria. To totiz méni nejen vibrace, ale 1

vlastnosti latek, naptiklad u acetofenonu bod tani a bod varu.
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Podobna studie byla provedena i u lidi. Prvni latka byla dimethyl sulfid, ktery pachne
podobné jako zeli a jeho plné deuterovana obdoba (dimetylsulfid — d6) vonél spise po
lanyzich (Turin et Yoshii, 2003). Stejné to bylo i v pfipadé acetofenonu a acetofenonu — d8.
Acetofenon vonél spiSe po toluenu, zatimco acetofenon — d8 vonél spise ovocné ¢i hotko —
mandlové (Turin, 1996).

Jednim z diivodii zpochybnéni této teorie, je fakt, ze nedokaze vysvétlit skutecnost,
pro¢ nekteré enantiometry (optické izomery) produkuji rizné pachy i kdyz maji shodna sva
vibraéni spektra (Zarzo, 2007). Brookes et al. (2008) uvadi, ze je tato skutecnost mozna diky
jejich chiralité. Enantiomery existuji ve dvou prostorovych isomerech, takze jejich vzadjemny
vztah je totozny se vztahem levé a pravé ruky. Proto by tyto sloueniny mély byt citit z pravé
a levé strany jinak.

Dalsi divodem, proc€ byla tato teorie pied dvaceti lety zpochybnéna, je, Ze zatim nebyl
nalezen Zadny ptijatelny mechanismus na bazi bilkovinné spektroskopie. Tuto interakci byla
schopna vysvétlit az teorie spektroskopie nepruzného elektronového tunelovani. Tato teorie je
schopna objasnit, jak by mohl pracovat mechanismus umoznujici bilkovinam ptisobit jako

vibraéni spektroskop (Turin et Yoshii, 2003).

3.4 Moderni teorie transdukéniho mechanismu primarni

olfaktorické recepce

3.4.1 Odotopova teorie

Na teorii tvaru molekuly navazuje teorie odotopova, ve které byla navrzena moznost,
7e receptor reaguje na vice nez jeden odorant. To by naznacovalo, Ze receptory nedetekuji
celou molekulu, ale dil¢i strukturalni rysy — odotopy (Turin et Yoshii, 2003). Pocet a
charakter danych odotopt zatim neni znam (Turin, 2001). Podle této teoric by receptory
pracovaly v jakémsi kombina¢nim (binarnim) rezimu. Kombinace odotopid a zakladniho
schématu méfeni intenzity reakce skazdym receptorem, umoziluje vytvofit rozsahlejsi
vnimani pachu. Pii velkém poctu receptorti jejich kombina¢ni vlastnosti dosahnou
obrovskych rozméru (Turin et Yoshii, 2003). Lancet et al. (1993) proto navrhl moZnost
ptitomnosti "podfizenych" odotopt a jejich variability v kombinaci s energetickymi vazbami.
Za piedpokladu nizké afinity vazby odoranti mizeme dojit k zavéru, ze je potieba 1000 —

3000 receptorti pro rozeznani pachti. To by souhlasilo s aktualnimi odhady. Hlavnim dikazem
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této teorie je, Ze znamé subtypy receptorti reaguji vice nez na jeden odorant. Kdyz Turin a
Yoshii (2003) pfi svém vyzkumu nahradili atom uhliku kfemikem, tak se zachovaly vazebné
uhly, mirné se zvysila délka vazby a modifikoval se parcidlni naboj. Tyto malé strukturalni
zmény vedly ke zménam pachu. To by ale mohlo byt vysvétleno rozdilnym parcialnim
nabojem a jinou hmotnosti molekuly, protoze tyto aspekty méni i jeji vibra¢ni spektrum.

Tuto teorii vyvraci pfipad alkoholi, které maji podobny tvar molekuly s thioly, ale
jejich pach je velmi odlisny. To plati pti jakékoliv koncentraci téchto latek (Turin et Yoshii,
2003). Stejné je to i v ptipade acetonitrilu a methyl — isonitrilu. Maji podobnou strukturu, ale
jsou citit odlisn€. Acetonitril mé jemnou éterickou viini a methyl — isonitril md vyrazny
nepiijemny pach (Klopping, 1971). Ptipad benzaldehydu a benzonitrilu, které maji podobnou
vuni, ale naprosto odliSnou strukturu a patii i do jinych skupin, také vyvraci tuto teorii. To
samé plati i v piipadé agrunitrilu, citronellalu a cinnamaldehydu. Dalsim zajimavym
piipadem je ferrocen a nikelocen, které jsou slozeny z kovovych iontli Fe a Ni a jsou témét
uzavieny do dvou cyklopentadienylovych krouzka (obr. 8). Struktura je u obou latek téméf
totozna, zatimco zapach ferrocenu je kafrovity (pfipomina chloroalkany) a nikelocen zapacha
olejovité (pfipomina cykloalkeny), (Turin, 1996). Existuje jest¢ mnoho dalSich piipadu, kde
tato teorie nebyla potvrzena. Navic databaze, ktera obsahuje zaznamy stovek tisic molekul

odorantti zadny jasny vztah mezi tvarem molekuly a jejim pachem nepotvrdila (Turin, 2001).

 Mem

Obrazek 8.: Schéma ferrocenu (Fe®*) a nikelocenu (Ni**). Tyto molekuly maji témét totozny
tvar ale odlisSny pach, tudiz by mély aktivovat stejnou sadu olfaktorickych receptorti, ale

V tomto piipadé€ tomu tak neni (Zarzo, 2007).
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3.4.2 Teorie spektroskopie nepruzného elektronového tunelovani

Po zpochybnéni vibra¢ni teorie L. Turin navrhl, Ze by nos mohl fungovat jako
biologicky spektroskop, ktery by reagoval na vibra¢ni spektrum molekul. Jeho teorie
spektroskopie nepruzného elektronového tunelovani (IETS) je non-optickd forma vibracni
spektroskopie (Turin, 1996), ktera je zalozena na nepruzném rozptylu elektrond
molekuldrnimi naboji, a to je mozné i kdyz molekula nemé zadny celkovy naboj, coz je
piipad vSech odorantii. V tomto ptipadé by olfaktorické receptory pracovaly jako biologické
spektrometry a rozeznavaly by molekularni vibrace (Hipps et Mazur, 2002).

IETS pracuje na principu elektronového tunelovani pies tizkou mezeru mezi kovovymi
elektrodami. To by vtomto ptipadé mohlo byt pravdépodobné, jelikoz vétSina enzymi
obsahuje kovové ionty, které se zapojuji do pienosu elektronti (Turin, 1996). Turin (1996)
vybral za vhodny kov zinek, jelikoz je silné spjat s ¢ichem. Bylo dokazano, ze nedostatek
zinku zptasobi reverzibilni ztratu Cichu. Zinek je bézny v mnoha metaloproteinech (Coleman,
1998) a je velmi rozsSifen v celém centralnim nervovém systému. Také aktivuje, vaze c¢i
upravuje funkce nékterych GPCR v nervovém systému. To by potvrzovalo klicovou roli
zinku pii aktivaci olfaktorickych receptorti (Zarzo, 2007). Diive bylo v této souvislosti
uvazovano i o médi (Cu) a manganu (Mn), (Crabtree, 1978). Crabtree (1978) navrhl, ze Cu je
nejvice pravdépodobny kandidat na metaloprotein v olfaktorickém receptoru, protoze dobie
vaze silné tékavé latky (napf.: thioly). Duan et al. (2012) dokazal, ze Cu je nepostradatelna
pro detekci thiold a latek obsahujicich siru. Tuto studii provedl na mysich olfaktorickych
receptorech v oblasti MOR2443. Kdyz pouzil latku, ktera navaze Cu Vv nosni duting, tak aby
nebyla k dispozici v olfaktorickych receptorech, pak tyto mysi nebyly schopny detekovat
thioly.

3.4.2.1 Mechanismus rozeznavani odorantii zaloZeny na spektroskopii nepruzného

elektronového tunelovani

IETS pracuje na principu interakce elektronového tunelovani pies tizkou mezeru mezi
kovovymi elektrodami. Pohybujici se elektronovy ndboj interaguje s €asové proménnymi
molekularnimi dipdly, které mohou byt elektronické nebo vibraéni a vyvolat excitaci
molekuly v bariéfe se souc¢asnymi ztratami energie elektronu (Hipps et Mazur, 2002). Kdyz je
mezera prazdna, piejdou tunelované elektrony pfes mezeru konstantni rychlosti a tok

tunelovani je imérny piekryvani mezi plnymi a prazdnymi elektronovymi misty v kovu. Je-li
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molekula v mezete, tak se elektronové tunelovani rozdéli na nabité C¢asti tvofici atom.
Molekula tak ztraci energii a excituje jeden z vibracnich rezimii. Uvolnéné elektrony mohou
vzbudit molekularni vibraci, nebo tunelovat do druhého kovu s niz$i energii.

IETS s proteiny by zahrnovala pfiddvani a odebirani elektroni na piesn¢ definované
energetické hladiné po obou stranach odorantu 0 velikosti < 300 Daltont. Na jedné strané
mezery by bylo obsazené donorové misto, zatimco na druhé strané¢ mezery by bylo prazdné
misto akceptora. Pokud by se mezi donorem a akceptorem nic nestalo, musela by pfijit
energie, ktera je na stejné zdrojové urovni jako v mezete na stran¢ akceptora. K tunelovani by
tak doslo pouze tehdy, pokud by molekularni vibra¢ni energie E odpovidala energetickému
rozdilu mezi energetickymi hladinami donora a akceptora. Receptor by pak pracoval jako
spektrometr, ktery umoziuje detekovat samostatnou spravné definovanou energii E. Tok
tunelovani by se dostal pifes mezeru pouze tehdy, kdyz by molekula s pfislusnou vibra¢ni
energii byla v mezete. Donor a akceptor v tunelovacich mezerach by méli mit $itku 2kT

(~ 400 cm™). Rozsah 0 — 4000 cm™, odpovida 10 typtim receptori (Turin, 1996).

NADPH filled levels empty

- L.
g-protein
receptor
odorant
NADPH_ o
-sH Y
receptor g-protein

Obrazek 9.: Schéma transdukéniho mechanismu pii IETS. Proteinovy receptor pfijima
elektrony od rozpustnych donorovych elektroni (NADPH). Kdyz je receptorové vazebné
misto prazdné (nahoie), elektrony nejsou schopny tunelovat pies vazebné misto, to lze, jen
pokud je toto misto obsazené. Kdyz molekula pachu (zde jako elasticky dip6l) obsadi vazebné
misto (dole), pak mohou elektrony pii tunelovani ztratit energii a tim vzbudit vibra¢ni rezim.
K tomu dochazi pouze v piipadé, ze energie vibra¢niho rezimu se rovna energii mezery mezi
plnou a prazdnou urovni. Elektrony pak protékaji skrz protein a snizuji disulfidovy most, pies

ktery projdou zinkové ionty a uvolni tim G - protein pro dalsi kroky transdukce (Turin, 1996).
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4. 7.aveér

Teorie transdukéniho mechanismu primérni olfaktorické recepce zatim nepfinesly
presvédcivy dikaz, ktery by je potvrdil nebo vyvratil. Existuji odoranty, které svym tvarem a
chovanim odotopovou teorii potvrzuji, ale existuje i mnoho takovych, které ji vylucuji. Podle
odotopové teorie by mély molekuly s podobnym tvarem mit i podobny zapach. Napiiklad u
thiolil a alkoholti vS§ak tomu tak neni. Tyto skupiny maji podobné tvary molekul, ale rozdilné
pachy.

Vibra¢ni teorie jiz byla zavrhnuta, jelikoz nebylo nalezeno Zadné pravdépodobné
vysvétleni, jak by nos mohl pracovat jako biologicky spektroskop. Na tuto problematiku
navazuje Luca Turin s teorii spektroskopie nepruzného elektronového tunelovani. Ale ani tato
teorie vérohodné nevysvétluje interakci molekuly pachu s olfaktorickymi receptory. Zda se
byt pravdépodobnéjsi nez teorie odotopova, ale plné nevysvétluje vSechny moznosti interakce
odorantl s receptory. Zajimavy je ptipad vanilinu a isovanilinu. Tyto molekuly se 1i§i pouze
postavenim substituentt v benzoové skupiné. Vanilin mé bohatou vanilkovou viini, zatimco
ving isovanilinu ma slabsi viini S fenolickym nadechem. Tyto dvé molekuly maji podobnou
strukturu 1 vibracni spektra, ale jsou citit jinak. V tomto ptipad¢ by se ob¢ teorie mylily. Je
pravdépodobné, ze transduk¢ni mechanismus v olfaktorickych receptorech pracuje na jiném
mechanismu, nez bylo pivodné predpokladano. Pravdépodobné schazi objevit jesté dalsi Cast
fyziologie rozeznavani odoranti nebo navrhnout novou teorii transdukéniho mechanismu

primarni olfaktorické recepce.
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6. Seznam pouzitych zkratek

AlB — andrenergni receptory

AOB — accessory olfactory bulb, ptidatny olfaktoricky bulbus
AT1A — angiotensni receptory

CAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CNG - cyklické nukleotidy aktivujici iontovy kanal

Gai2 — podjednotka GPCR

Gao - podjednotka GPCR

GPCR — G protein coupled receptors, receptor spiazeny s G proteinem
IETS — inelastic electron tunneling spectroscopy, spektroskopie nepruzného elektronového
tunelovani

MOE — main olfactory epithelium, hlavni olfaktoricky epitel

MOR — EG - oblast olfaktorickych neuronii

OB - olfactory bulb, olfaktoricky bulbus

OBPs — odorant — binding protein, proteiny vazajici odoranty

OC - olfactory cortex, olfaktoricky kortex

OR 17 - oblast olfaktorickych neuronti

OR37 — oblast olfaktorickych neuronti

OR1G1 - oblast olfaktorickych neuronii

OR S86 - oblast olfaktorickych neuronti

RGS - regulator signalizace G proteinu

TM — transmembrane, transmembranovy

V1R — typ genové rodiny nachdzejici se ve vomeronazalnim organu
V2R - typ genové rodiny nachazejici se ve vomeronazalnim organu

VNO — vomeronazalni organ
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