Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroju

Exprese vybranych faznich proteinii na membrané oocytu
prasete
Diplomova prace

Bc. Petra Bednarova
Biotechnologie

doc. Ing. Eva Chmelikova, Ph.D.

© 2024 CZU v Praze



r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci ,,Exprese vybranych faznich proteinii na
membrané oocytu prasete” jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho diplomoveé
prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informaénich zdroji, které jsou citovany v praci
a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 19.4.2024




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala doc. Ing. Evé Chmelikové, Ph.D. za odborné
vedeni, trpélivost a ochotu, kterou mi v pribéhu zpracovani diplomové prace vénovala. Rada
bych také podékovala Ing. Katefiné Kheilové, Ph.D., Ing. Aneté Pilsove, DiS., Ing. Zuzang
Pilsové, DiS. a dalsim ¢lentim Katedry veterinarnich disciplin za pomoc a trpé€livost pii feseni
teoretické a praktické ¢asti diplomové prace. V neposledni fadé bych chtéla podékovat své

roding a blizkym piateliim za trpélivost a podporu béhem psani diplomoveé prace.



Exprese vybranych faznich proteinti na membrané oocytu
prasete

Souhrn

Tetraspaniny jako je CD9, CD81 ¢i CD151 jsou transmembranové proteiny, které
vytvaieji na oolemé tetraspaninovou sit’, skrze kterou mohou asociovat s dalsimi proteiny. Diky
této damyslné architektuie se tak mohou tetraspaniny nepiimo podilet na procesech spojenych
s oplozenim, jako je adheze a nasledna fuze pohlavnich bun¢€k. Vyskyt fiznich proteint typu
tetraspaninii byl popsan v oocytech fady zivoé¢isnych druhd, malo védeckych informaci je
dostupnych o vyskytu tetraspanint u prasete.

Diplomova prace méla za cil ovétit hypotézu, podle které se v prasecich oocytech
vyskytuje tetraspanin CD151 a béhem meiotického zrani oocytti dochazi ke zménam v jeho
expresi.

Pro ovéteni hypotézy byly analyzovany oocyty na konci rastové faze, ve stadiu
zarodeéného vacku (GV) a oocyty in vitro kultivované 24 hodin do stadia prvni meiotické
metafaze (MI) a oocyty kultivované po dobu 48 hodin do stadia druhé meiotické metafaze
(MI1).

Exprese proteinu CD151 byla potvrzena jak v oocytech ve vsech sledovanych fazich
meiotického zréni, tak také jejich obklopujicich kumularnich bunikach metodou Western blot.

Rozdily v expresi proteinu mezi jednotlivymi stadiemi oocyti (GV, MI a MII) byly
sledovany imunocytochemickou analyzou, kdy bylo zjisténo, ze v oocytech v pribéhu
meiotického zrani klesa intenzita signalu detekovaného proteinu.

Nase experimenty potvrdily hypotézu, CD151 tetraspanin se vyskytuje v oocytech a
béhem zrani se v 00Cytu prasete meéni jeho mnozstvi. Zmény v mnozstvi detekovaného proteinu
mohou souviset sjeho funkci béhem procesu oplozeni, kdy protein asociuje naptiklad
s molekulami integrinu na oolemé¢, ¢imz mize zajistit komunikaci s membranovymi receptory
spermii jako je naptiklad fertilin. Exprese CD151 jak v oocytech, tak jejich kumularnich
bunikach naznacuje, ze se tento protein mize podilet na morfogenezi somatického
kompartmentu, mozna je i alternativa, Ze se protein distribuuje z kumularnich bunék do oocytu
pomoci vmezefenych spoji gap junctions. Pro objasnéni funkce tetraspaninoveho proteinu
CDI151 je tieba provést dalsi védecké studie a je také nezbytné detailné popsat funkci dalSich
CD molekul a jejich interakci naptiklad s integriny typu Bl a aV.

Kli¢ova slova: Prase; meiotické zréni; tetraspaniny; CD molekuly



Expression of selected fusion proteins on the porcine
oocyte membrane

Summary

Tetraspanins such as CD9, CD81, and CD151 are transmembrane proteins that form a
tetraspanin web on the cell surface, through which they can associate with other proteins.
Thanks to this intricate architecture, tetraspanins can indirectly participate in processes related
to fertilization, such as adhesion and subsequent fusion of gametes. The occurrence of
tetraspanin-like fusion proteins has been described in the oocytes of various animal species,
although very little scientific information exists regarding the presence of tetraspanins in pigs.

The aim of the thesis was to verify the hypothesis that tetraspanin CD151 is present in
pig oocytes and that changes in its expression occur during the meiotic maturation of oocytes.

To test the hypothesis, oocytes at the end of the growth phase, in the germinal vesicle
(GV) stage, and oocytes cultured in vitro for 24 hours to the first meiotic metaphase (Ml) stage,
as well as oocytes cultured for 48 hours to the second meiotic metaphase (MII) stage, were
analyzed. The expression of the CD151 protein was confirmed in oocytes at all stages of meiotic
maturation, as well as in their surrounding cumulus cells, using the Western blot method.

Differences in protein expression between the various stages of oocytes (GV, MlI, and
MI1) were monitored by immunocytochemical analysis, revealing that the intensity of the signal
detected for the protein decreases in oocytes during meiotic maturation.Our experiments
confirmed the hypothesis that CD151 tetraspanin is present in oocytes and that its quantity
changes during oocyte maturation. Changes in the detected protein quantity may be related to
its function during fertilization, where the protein associates, for example, with integrin
molecules on the cell surface, thereby facilitating communication with sperm membrane
receptors such as fertilin. The expression of CD151 in both oocytes and their cumulus cells
suggests that this protein may be involved in the morphogenesis of the somatic compartment,
and it is possible that the protein is also distributed from cumulus cells to oocytes via gap
junctions. Further scientific studies are needed to elucidate the function of the CD151
tetraspanin protein, as well as to provide a detailed description of the function of other CD
molecules and their interaction with integrins such as 1 and aV.

Keywords: Pig; meiotic maturation; tetraspanins; CD molecules
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1 Uvod

Oplodnéni nastava v dusledku velkého sledu udalosti zahrnujici migraci, rozpoznani,
adhezi a naslednou fuzi membran spermie a vajicka. Flze gamet je unikatni proces, ktery
spojuje dvé¢ geneticky odlisné buiikky do jedné (Oren-Suissa a Podbilewicz 2007). AC bylo
dosazeno velkého pokroku vedouciho k pochopeni molekularniho mechanismu oplodnéni, neni
doposud zcela vysvétleno. Jednim z aktudlnich témat reprodukéni biologie je identifikace a
mozné interakce proteint podilejicich se na fizi. Porozuménim mechanismi fize gamet miize
ptispét ke zlepSovani technologii asistované reprodukce. Taktéz mlize napomahat k vysoké a
predvidatelné mife plodnosti u hospodaiskych zvirat, nezbytné pro zivo¢isnou produkci (Siu et
al. 2021).

Napii¢ bunéénymi typy, hraji nezbytnou roli pro buné¢nou adhezi a néslednou flzi
transmembranové proteiny tetraspaniny, které v rdmci tetraspaninové sité asociuji s riznymi
molekulami (Barraud-Lange a Boucheix 2013), ¢imz mohou regulovat naptiklad sekvestraci
membranovych receptorti plazmatické membrany (Termini a Gillette 2017). Mezi tetraspaniny,
Které jsou vyznamné pro proces oplozeni, patii napiiklad CD9, CD81 a CD151 (Jankovi¢ova
et al. 2020).

Aby mohl nastat kontakt a nésledna flze gamet, musi nejprve gamety projit
cytoplazmatickym a jadernym zranim (Barraud-Lange a Boucheix 2013). V pfipadé
tetraspanint byly prokazany expresni vzory v prubéhu meiotického zrani oocytti. Napiiklad u
skotu jsou popsany expresni vzory béhem zrani u vSech vySe jmenovanych tetraspanini
(Jankovicova et al. 2019; Jankovicova et al. 2023). Oproti tomu, prasec¢i model ma pouze
omezené rozsahy v popisu exprese v pribéhu zrani na oolemé&. Zatimco exprese byla u
prasecich oocytl dobfe popsana u tetraspanini CD9 a CD81 (Li et al. 2004; Jankovicova et al.
2019), tak v ptipad¢ tetraspaninu CD151 jsou dostupnd pouze omezena data o expresi na
oolemé (Jankovicova et al. 2023), proto si tato prace kladla za cil expresi CD151 v pribéhu
meiotického zrani oocytu prasete popsat.



2 Cile prace a védecka hypotéza

Cilem diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, podle které béhem meiotického zrani
oocytl prasete dochazi ke zménam v expresi tetraspaninu CD151.

Cil diplomové prace byl ovéfen na zaklad¢ detekce proteinu metodou Western blot a
imunocytochemické analyzy.



3 Literarni reSerse

3.1 Meidza

Meioza je typ bunécéného déleni, jehoz vysledkem je vznik zarodecnych bunék, gamet.
Gamety nesou pouze polovi¢ni obsah DNA (Cohen a Holloway 2015). Snizeni obsahu jaderné
DNA je podminéno jednou replikaci DNA, po které nasleduji dvé po sobé€ jdouci bunécna
déleni, meidza I a meidza 11 (John 1990). Meidza I je téz oznaCovana jako redukéni déleni,
jelikoz v jejim prubéhu dochazi ke snizeni poétu chromozomovych sad. V nasledné meioze Il
se pocet sad chromozomt jiz neméni. Od kazdé sady chromozomi, oznacované jako n je kazda
kopie chromozomil poskytnuta jednim rodi¢em. Diploidni organismus nese tedy dvé sady
chromozom (2n), z ¢ehoz jedna kopie je matetskd a druhd otcovska. Tyto kopie se nazyvaji
homologni chromozomy. Premeioticka replikace (S faze) vede ke zdvojnasobeni poétu kopii
chromozomt, za vzniku paru sesterskych chromatid (4c) v ptipadé (2n), kdy kazdy chromozom
se sklada ze dvou chromatid (Cohen a Holloway 2015).

Prvnim meiotickym stadiem je profaze I. Jedna se o prodlouzenou fazi, ktera je rozdélena
na jednotliva stadia, oznacovana dle morfologického vzhledu chromozomi v jadre. Prvnim
dil¢im stadiem profaze I, kterd nastava bezprostfedné po premeiotické replikaci DNA, je
leptotene (John 1990) (z feckého leptos, tedy tenky). Chromozomy jsou v tuto chvili pomérné
dlouhé a dekondenzovane. V této fazi se sestavuje proteinova struktura oznaCovana jako
synaptonemalni komplex, ktery propojuje homologni chromozomy mezi sesterskymi
chromatidami (Cohen a Holloway 2015). Béhem druhé dil¢i faze profaze I, zygotene (John
1990) (z teckého zygon, tedy sousedici), se homologni chromozomy za¢nou parovat a nasledné
dochazi k synapsi, coz vede k fyzickému navazani mezi homology (Cohen a Holloway 2015).
Tyto pary se oznaCuji terminem bivalenty (Brooker a Berkowitz 2014). Soucasné zacina
kondenzovat DNA, diky cemuZ je cytologicky patrnd. Po Uplném spojeni homolognich
chromozomu bunka piechazi do dil¢i faze pachytene (John 1990) (po feckém pachy, coz
znamena husty nebo silny), kdy nastava uplna kondenzace DNA (Cohen a Holloway 2015).
Béhem této faze dochéazi ke crossing — overu, tedy k vyméné genetického materidlu mezi
matefskymi a otcovskymi homolognimi chromozomy (Auger 2018). Diky meiotické
rekombinaci se vytvaii diverzita v populaci (Handel a Schimenti 2010). Mista kiizeni se
nazyvaji chiasmata (Cohen 2018). Na tvorbé chiasmat se podili pouze homologni chromatidy,
neprobiha mezi chromatidami sesterskymi (Carpenter 1994). Nésleduje faze diplotene (John
1990) (z teckého diplo, tedy dvojity), kdy dochazi k rozpadu synaptonemalniho komplexu a
chromozomy se zac¢inaji navzajem odpuzovat, homology ale ziistavaji stale ve spojeni pomoci
chiasmat. P4té a posledni ¢ast profaze I, diakineze, je pojmenovana podle feckého dia (,,ptfes*)
a kinesis (,,pohyb*), spojenim slov vznika vyznam ,,prochdzet*, coZ oznacuje posledni fazi pred
pfechodem do faze meidzy. V tomto stadiu jsou homology spojeny pouze rezidui
synaptonemalniho komplexu (Cohen a Holloway 2015).

Po diakinezi nastdva metafaze I, pii které se homology sefadi na metafazni desce a jsou
pripojeny k meiotickému vieténku. Poté se béhem anaftaze I rozchazeji homologni chromozomy
I a nasledné odd¢leni je dokonc¢eno béhem telofaze I. Nasleduje bunéc¢né déleni, cytokineze, a
vznik dvou dcefinych bunék se sadou ptivodnich homologt (1n), ale sada obsahuje stale dvé
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sesterské chromatidy (2c). Nastava meidza Il, sestavajici se z profaze Il, metafaze 1, anafaze
IT a telofaze II. Meidza II je spiSe podobna mitotickému dé€lent, jelikoZ pii mitéze se rozdéluji
sesterské chromatidy. Tudiz po meidze I1 vznikaji gamety s haploidni sestavou (1na1c) (Cohen
a Holloway 2015).

3.2 Gametogeneze a folikulogeneze

U samicich gamet probihd meidza obdobné jako u samc¢ich (Cohen 2018). Nejzasadnéjsi
rozdil spociva v poctu vznikajicich gamet, kdy u samcti béhem meidzy vznikaji ¢tyti haploidni
spermie, zatimco u samic dochazi k asymetrickému déleni, jehoz vysledkem je pouze jeden
oocyt. DalS§im rozdilem je prub&h meidzy, jelikoz sam¢i meidza je zahdjena zhruba v obdobi
puberty a nasledné¢ dochazi v semenotvornych kanalcich k meidze ve vinach po cely Zivot
samce. Sami¢i meidza je charakteristickd tim, Ze zacina jeS$té¢ v gestatnim obdobi plodu a
nasledné dochdzi ke dvéma obdobim meiotického bloku. Prvni meioticky blok trva tydny az
roky, v zavislosti na druhu (Cohen a Holloway 2015) a nastava jesté pied narozenim samice
(Hassold a Hunt 2001). Meidza se obnovi az pied ovulaci oocytu, ale k dokonéeni meiodzy
dochazi az po oplozeni oocytu spermii (Cohen a Holloway 2015).

Na vyvoj oocytl se podili ovaridlni folikul. Folikul je oznaovén jako funk¢ni jednotka
vajecniku (ovarium), ktera obsahuje oocyt obklopeny granuloznimi buitkami a v pozdé&jsi fazi
vyvoje i thekalnimi bunkami. Granulozni a thekalni bunky jsou somatické bunky, které
podporuji vyvoj oocytu. Folikuly prochdzeji nékolika nevratnymi piechody béhem
folikularniho vyvoje, které jsou souhrnné oznacovany jako folikulogeneze (Hannon a Curry
2018). Folikulogeneze nastava u hospodaiskych zvifat ve fetalnim obdobi, kdy primordialni
zarode¢né bunky migruji ze zloutkového vacku do primordidlnich gondd. Zde za¢ina mitoticka
produkce zarodenych bunck a vznikaji oogonie (Seneda et al. 2023). Folikuly se tvofi ze
zarode¢nych bunc¢k béhem vyvoje plodu. Nejprve vznikd nejméné zraly typ folikulu
oznacovany jako primordidlni folikul (Hannon a Curry 2018). Nasledné jsou skupiny oogonii
obklopeny somatickymi bunikami, utvarejici kortikalni provazce. Tyto provazce pozdé&ji tvori
primarni folikuly (Seneda et al. 2023). Primarni folikuly se nadale vyvijeji a vznikaji z nich
sekundarni folikuly (preantralni folikuly). Preantralni folikuly se pak vyvinou do antréalnich
folikuld (Hannon a Curry 2018) oznacovanych také jako zralé nebo preovulaé¢ni. Pro antralni
folikuly je charakteristické antrum, coz je prostor ve folikulu vyplnény folikularni tekutinou,
ktera se objevuje spole¢né s intenzivni proliferaci granuldznich bunék (Seneda et al. 2023). V
konecné fazi folikulogeneze dochazi v antrdlnich folikulech ke zméndm charakteru
granuldznich bungk, které ptimo obklopuji oocyt. Tyto buiiky se oznacuji jako kumularni
bunky, které s oocytem tvoii komplex (cumulus oocyte complex — COC). COC vyc¢niva do
antra z vnitfnich vrstev granuloznich bunék a je obklopen folikularni tekutinou (Russell a
Robker 2018). Vyvrcholenim folikulogeneze je prasknuti preovula¢niho Graafova folikulu a
uvolnéni oocytu béhem procesu ovulace spolecné s vrstvou bun¢k corona radiata. Vétsina
casnych antrdlnich folikuli podléhd vSak atrézii, coZ je fizeny proces odumirdni folikuld
zprostiedkovany apoptézou (Hannon a Curry 2018).

Folikulogeneze doprovazi a podporuje oogenezi. Oogeneze je definovana jako tvorba,
vyvoj a zrani oocytu. U savcl je to proces, ktery je zahajen béhem vyvoje plodu, ale dokoncen
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je az o mnoho let pozdé&ji v dobé oplodnéni. Prekurzory oocytl jsou primordialni zarode¢né
buniky. Oogeneze se sklada z n¢kolika dil¢ich procest véetné oocytogeneze (pifemeéna oogonie
na primordialni oocyt), po které nasleduje vyvoj primordialniho oocytu na primarni oocyt
(Triputani a Pangas 2013). U primarniho oocytu, ktery je zastaven v meioze | (profaze), dochazi
k jeho diferenciaci a rastu. Béhem této faze mé oocyt velké neporusené jadro (zarodecny —
germindlni vacek; GV) a tvoii nezbytné molekuly potiebné pro rany embryonalni vyvoj, véetné
organel, metabolickych substrati, mRNA a rtznych proteinti. Obdobi mezi profazi I a metatazi
IT se oznaCuje jako meiotické zrani oocyti. Béhem této faze dochazi k molekularnim a
fyziologickym zméndm, které umozni pfeménu nezralého oocytu na zralé vajicko zastavené v
metafazi II. Po dokonceni prvniho meiotického déleni se oocyt oznacuje jako sekundarni oocyt
(Kline 2000).

3.3 Jaderné zrani oocytii

Primarni oocyt postupuje prvni meiotickou profazi az do stadia diplotene, kdy je prvni
meiotické déleni preruseno az do obdobi puberty. S nastupem adolescence dochazi k
periodickému obnoveni meidzy zahrnujici jaderné modifikace, které se souhrnné oznacuji jako
jaderné zrani (Gilbert 2000). Oocyty v diplotenni fazi prvni meiotické profaze maji viditelné
jadro v podobé zarodeéného vacku. Po znovuzahajeni meidzy podléha zarodetny vacek
rozpadu (germinal vesicle breakdown — GVBD) (Grgndahl 2008), po kterém u mysich oocytt
dochézi (Mus musculus Linnaeus, 1758) k dlouhé prometafazi 1. doprovazené kondenzaci
chromozomti a tvorbou d¢liciho vieténka (Terret et al. 2003). Dale oocyt pokracuje
v meiotickém zrani do stadia metafaze | (MI), anafaze | (Al) a telofaze | (TI) nasledované
vydé€lenim prvniho polového téliska (Meinecke et al. 2001). K replikaci DNA po prvnim
meiotickém déleni nedochéazi. Poté navazuje druhé meiotické déleni a oocyty se zastavi v
metafazi Il (Terret et al. 2003). Meidza je dokonena po uspe€Sném oplodnéni, doprovazené
vydeélenim druhého pélového téliska (Grendahl 2008).

3.3.1 Rozpad zarodecného vacku (GVBD)

Obnoveni meiotického zrani zacinajici rozpadem zéarodecného vacku, je zahajeno
vlivem pisobeni pfedovula¢ni viny luteinizaénimu hormonu (LH) (Su a Eppig 2002). LH je
glykoproteinovy heterodimer, ktery je ve vlndch vyluCovan z adenohypofyzy a v
piedovulacnim obdobi dochazi k jeho masivnimu uvolnéni (Padmanabhan et al. 2018). Diky
narustu LH se zvySuje mnozstvi receptort pro tento hormon (LHR, LHCGR) (Arroyo et al.
2020). Tento receptor je exprimovan v buiikach theca folliculi interna. U mysich oocyti bylo
prokazano, ze disledkem LH vIny dochazi ke sniZeni hladiny cyklického guanosinmonofosfatu
(cGMP) (Shuhaibar et al. 2015). Cyklické nukleotidy se fadi mezi druhé posly, ktefi rychle a
ucinng §ifi informace piijaté bunécnymi receptory. Tyto malé neproteinové organické molekuly
nebo ionty vaZou specifické cilové proteiny a méni jejich aktivitu riznymi zpisoby, ¢imz
umozni vhodnou reakci na informaci. Mezi druhé posly patii také lipidy, ionty (Newton et al.
2016), jako naptiklad Ca?* (Rizzuto et al. 2012) volné radikaly a plyny, také oznadované jako
gasotransmittery (NO, CO a H2S) (Newton et al. 2016). Diky komunikaci mezi oocytem a
kumularnimi bunikami skrze mezerovité spoje (gap junctions) dochézi k poklesu cGMP i
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v oocytech a dochazi tak k zahajeni meiotického zrani (Shuhaibar et al. 2015). Pokles hladiny
cGMP vyvolé aktivaci fosfodiesterdzy 3 (PDE3) (Gershon et al. 2019), ktera za¢ne hydrolyticky
Stépit cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) (Vaccari et al. 2009).

Béhem inhibice aktivity enzymu fosfodiesterazy je vysokéd hladina cAMP v oocytech
udrzovana adenylylckylazou sptazenou s receptory (Hinckley et al. 2005). Adenylyltcyklaza je
enzym odpovédny za katalytickou pfeménu molekuly adenosintritrifosfatu (ATP) na cAMP
(Khannpnavar et al. 2020). Aktivita tohoto enzymu, je iniciovana spiazenym receptorem GPR3
(receptor sptazeny s G proteinem) a G proteinem, ktery patii do skupiny nejrozmanitéjsi tfidy
receptord  bunécného povrchu, zprostfedkovavajici plsobeni riznych hormond,
neurotransmiterl a senzorickych stimull aktivaci G proteind (Horner et al. 2003). G proteiny
jsou molekularni spinace, které spousti intracelularni signdlni kaskady na zékladé aktivace
receptorem (Oldham a Hamm 2008). U prasecich oocytd (Sus scrofa f. domestica Linnaeus,
1758) vedla nadmérna exprese GPR3 ke zvySeni aktivity Gs proteinu, coZz mé¢lo za nésledek
vys§8i hladinu cAMP (Yang et al. 2012). Pokles cCAMP vyvola inaktivaci proteinkinazy A
(PKA). PKA je serin/threonin kindza slozend ze dvou katalytickych podjednotek (C)
udrzovanych v neaktivnim stavu ve spojeni s dimerem regulaéni podjednotky (R). Vazba dvou
molekul cAMP na kazdou regulacni podjednotku umoziuje katalytickym podjednotkam
disociovat a vede k fosforylaci substratovych proteinti (Wang et al. 2006). Kinazy katalyzuji
reverzibilni adici fosfatu na specifické zbytky (Saldanha a Tollefsbol 2018). Fosforylace je
posttransla¢ni modifikace, kterd miize fidit funkci, konformaci a stabilitu proteinti. Fosforylace
serinovych, threoninovych a tyrosinovych zbytki je klicovym pfepinac¢em v mnoha signélnich
kaskadach (Parrish a Wang 2010).

Proteinkinaza A nepiimo reguluje aktivitu faktoru podporujiciho zrani (maturation
promoting factor — MPF) (Jones 2004; Pirino et al. 2009), ozna¢ovaného také jako metafazi (M
fazi) podporujici faktor (Naito et al. 2010). MPF je komplex cyklinu B, cyklin-dependentni
kinazy CDK1, ktera je téZ oznacovana jako p34cdc2 (Wu et al. 1997), nebo cdc2 (Tang et al.
2008) a Greatwall kinazy (Kishimoto 2015). Komplexy CDK/cyklin vyzaduji fosforylaci
konzervovaného threoninového zbytku v CDKL1 pro plnou katalytickou aktivitu, jelikoz vazba
CDK s piislusnym cyklinem vede pouze k ¢asteéné aktivaci komplexu (Camins et al. 2013).
Pro aktivaci je vyznamna Weel kinaza, ktera fosforyluje CDK1 na threoninoveé a tyrozinovém
zbytku (Thrl4 a Tyrl5) (Schmidt et al.2017). Zaroven je inaktivace MPF podpofena inhibici
defosforylacni aktivity fosfatdzy cdc25. Po poklesu hladiny cAMP a nésledném poklesu
aktivity PKA, se cdc25 fosfatdza presouva do jadra, kde mize defosforylovat CDK1 na Thr14
a Tyr1b, tim aktivovat MPF (Pirino et al. 2009). Mozna role serin/threoninové (Yu et al. 2004)
Greatwall kindzy byla vysvétlovana na modelu prasete. Jeji lokalizace byla detekovéna v jadie
GV, kde pravdépodobné inhibuje aktivitu fosfatdzy A2 (PPA2) (Li et al. 2013), ktera je u
vaji¢ek drapatky vodni (Xenopus laevis (Daudin, 1802) znama pro své inhibi¢ni u¢inky na
fosfatazu cdc25 (Clarke et al. 1993). Aktivace MPF vede ke znovuzahajeni meidzy a rozpadu
zarode¢ného vacku (Pirino et al. 2009)

Snizend aktivitou PKA je spojovéna, s cytoplazmatickou polyadenylaci mRNA a
naslednou translaci protoonkogenového produktu, proteinu c-Mos (Lazar et al. 2002). Mos je
serin/threonin kinaza, ktera je exprimovana ve vysokych koncentracich v zarode¢nych bunkach
a hraje klicovou roli béhem zrani oocytt (Gebauer a Richter 1997). Mos je aktivator MAPK
kinazy (mitogenem aktivované protein kindzy), prostfednictvim pfimé fosforylace kindzy MEK
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(MAP/ERK kinaza) (Dupré et al. 2011). MAPK kinazy, které se také nazyvaji extracelularné
regulované kinazy (ERK), jsou Ser/Thr proteinkinazy, které pro plnou aktivaci vyzaduji dudlni
fosforylaci na threoninovych a tyrosinovych zbytcich (Fan et al. 2002). Predpoklada se, Ze
signalni dréha Mos/MEK/MAPK je kritickym regulatorem meiotickych déleni (Dupré et al.
2011). V prasecich oocytech je MAPK aktivovana soucasné s MPF béhem GVBD. Nicméné,
jeji aktivace neni nezbytna pro aktivaci MPF ani pro zahajeni GVBD (Ye et al. 2003).

3.3.2 Metafaze |

MPF a MAPK ftzce spolupracuji a hraji kli¢ovou regula¢ni roli v procesu meiotického
zrani. Obecné pro zrani oocytl plati, ze mezi meidézami dochazi k inaktivaci MPF, zatimco
aktivita MAPK zlstava vysoka (Fan et al. 2002). Jejich spole¢na aktivita podporuje stabilizaci
cyklinu B1, ktery je nasledné k dispozici pro udrzeni a navyseni aktivity CDK1. Pretrvavajici
aktivita MAP kindzy je odpovédnd za stabilizaci kontrolniho bodu pro sestaveni déliciho
vieténka (spindle assembly checkpoint - SAC) (Nabti et al. 2014).

Béhem mitézy se chromozomy s mikrotubuly délicitho vieténka ptipojuji pomoci
specialni struktury nazyvané centromera. Centromera reguluje sestaveni proteinovych struktur
zvanych kinetochory, které se s centromerou spojuji. Kinetochory nasledné interaguji s
mikrotubuly dé€liciho vieténka, ¢imz se zajisti zarovnani a nésledna segregace chromozomi
(Cheeseman a Desai 2008). Kinetochory jsou v prvni meidze na homolognich chromozomech
Toto monopolarni ptipojeni je odliSné od mitotického d€leni a druhého meiotického déleni, pii
kterém dochéazi k bipolarnimu pfipojeni kinetochorii sesterskych chromatid zachycenych
mikrotubuly z opaénych pola vieténka (Watanabe 2006).

SAC zajist'uje, aby prechod z metafaze I do anafaze I nenastal diive, nez se vytvofi silné
a stabilni vlakna kinetochort (Hached et al. 2011). Pfi selhani SAC mulze dochéazet k chybné
segregaci chromozomu, jejiz disledkem je tvorba aneuploidni embryi s vaznymi vrozenymi
vadami (Wassmann et al. 2003). Jadrem SAC je komplex mitotickych kontrolnich bodit (MCC)
(Lane a Kauppi 2019). Jednou ze slozek SAC komplexu je protein Mad2 (mitotic arrest —
deficient 2) (Li a Murray 1991)), ktery hraje klicovou roli béhem meio6zy 1. Jiz v prometafazi
se nachazi na nepfipojenych kinetochorech a zodpovida za spravnou separaci homolognich
chromozoml (Wassmann et al. 2003). Pfi nasledné interakci kinetochort s mikrotubuly jiZ neni
protein Mad2 na kinetochorech pfitomen (Hached et al. 2011). Za distribuci proteinu Mad2 na
kinetochorech odpovida kontrolni kindza SAC Mpsl (monopolar spindle 1, monopolarni
vieténko 1) (Musacchio a Salmon 2007), jejiz aktivita je fosforylaéné fizend MAPK (Nabti et
al. 2014) Dalsi ¢len kontrolnich kinaz komplexu SAC je Bubl (Musacchio a Salmon 2007)
(budding uninhibited by benzimidazole 1, tedy puceni neinhibované benzimidazolem 1 (Yin et
al. 2006)), ktera je odpoveédnd za spravné zarovnani chromozomu (Nabti et al. 2014). Za
korektni lokalizaci Bubl pravdépodobné zodpovida aktivita enzymu Aurora C, ktera se
vyskytuje v metafdzi I na osach chromozomt a centromerach, pficemz v nasledné MII fazi je
pfitomna pouze na centromerach. Jeji aktivitou brani abnormalnimu ptipojeni kinetochora s
mikrotubuly, pfed¢asné segregaci chromozom a selhani cytokineze v meidze I, které by vedlo
k aneuploidii (Yang et al. 2010). A v neposledni fad¢, je pravdépodobné nezbytna aktivita
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Greatwall kindzy k inhibici fosfatdzy PP2A pro spravneé sestaveni vieténka béhem meiotického
zréni (Li et al. 2013)

CDKI1 a MAPK ptisobi komplementarnim zptisobem béhem prometafaze I, aby omezily
aktivitu APC/C. (Nabti et al. 2014). Stejné tak komplex mitotickych kontrolnich bodu (MCC)
reguluje aktivitu APC/C (Lane a Kauppi 2019). Konkrétnéji byla popsana inhibice aktivity
APC/C, za kterou odpovidal pravé protein Mad2 (Niault et al. 2007) a kinaza Bubl
(McGuinness et al. 2009).

Rozpad zdrodeéného vacku Fertilizace

Prometafaze a metafize | Zastava v metafazi Il

EOO000 O

MPF U &

Obrazek 1 Aktivita MPF a MAPK v priibéhu meiotického zrani mySich oocyti
(upraveno v Krita editoru podle Brunet a Maro 2005).

3.3.3 Anafaze |

Komplex podporujici anafazi APC/C je komplexni a hlavni ubikvitinova ligaza, ktera se
zaméfuje na proteiny souvisejici s bunéénym cyklem, jako jsou naptiklad cykliny a sekurin,
které jsou poté degradovany v proteazomu (Acquaviva a Pines 2006). V eukaryotnich bunkach
je vyuzivan ubikvitin jako marker, ktery slouzi jako znacka pro proteiny, které musi projit
proteolyzou. Takové polyubikvinované proteiny jsou rozpoznavany a degradovany velkym
komplexem proteaz s vice podjednotkami, nazyvanym proteazom (Cooper 2000).

Pokles hladiny cyklinu B, a tedy sniZeni aktivity MPF, je nezbytné pro pfechod mezi
metafazi [ (MI) a anafazi I (Al). V ptfipadé mysSich oocytil, byl navrzen model, kdy jsou po
aktivaci APC/C béhem piechodu MI-Al degradovany cykliny B1 a B2, ¢imz dochazi k aktivaci
separazy. Komplex cyklinB2/CDK1 inhibuje separazu prostfednictvim inhibi¢ni fosforylace
(Li et al. 2019). Separaza je velka cysteinova protedza s N-koncovou helikalni oblasti, C-
koncovou katalytickou oblasti a nestrukturovanym regula¢nim segmentem mezi nimi (Luo a
Tong 2021). Aktivace separazy vede ke $té€peni kohezinu (Rattani et al. 2016). Koheziny jsou
multiproteinové komplexy, které jsou odpovédné za soudrznost sesterskych chromatid, ktera je
vytvorena béhem replikace DNA (Brooker a Berkowitz 2014). Komplexy kohezinu obsahujici
Rec8 (kohezinova alpha-kleisinova podjednotka) zajistuji kohezi sesterskych chromatid
distaln€ od chiasmat, kterd drzi bivalenty pohromadé béhem metafdze I. Aktivace separazy
pomoci APC/C, ktera nastdva v okamziku zarovnani bivalentl a inaktivace SAC, spousti
oddéleni bivalentii vyvolané selektivni ztratou kohezinu z chromozomovych ramen. To je
doprovazeno rozdélenim chiasmat v anafazi I. Vznikaji tak univaletni chromozomy obsahujici
par homolognich chromatid. Ty jsou spojené vyhradné kohezi sesterskych centromer, téz
iniciovanou komplexy kohezinu obsahujici Rec8. Zahdjeni Stépeni podjednotky Rec8 je
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nezbytné pro pfechod z metafdze (I/II) do anafaze (I/Il), coz bylo potvrzeno naptiklad u oocytu
mysi (Kudo et al. 2006) ¢i oocytu prasete (Huo et al. 2006).

U mysiho modelu bylo prokézano, ze i bez pfitomnosti cyklinu B1 nastala inhibice
separdzy, cyklin B mize byt nahrazen cyklinem jinym. Coz mize poukazovat na spolecné
funkce cyklinovych komplexi a potencidlni piekryv funkci komplexu. Dale byla
predpokladana rtznorodd funkce cyklinu B. Napiiklad cyklin B2 v komplexu s CDKI1
interaguje se separazou pomoci piimé vazby. V ptipad¢ cyklinu B3 se predpokladala schopnost
dopomadhat meiotickému piesunu mezi MI a Al (Li et al. 2018). Pfesny mechanismus zahrnoval
bud’'to modulaci APC/C specifitu per se, nebo regulaci ¢i kolokalizaci piebytkidl substratu
cyklinu B1 a sekurinu. Pfesto se predpoklada, ze cyklin B3 tvoii s CDK1 komplex (Karasu et
al. 2019), ktery ma specifické a odlisné substraty od komplexd cyklin B1/CDKI1 a cyklin
B2/CDK1 (Li et al. 2019).

Dals$im regulatorem separdzy je sekurin (Li et al. 2019). Jedn4 se o inhibi¢ni chaperon,
ktery se vaze na separazu kotransla¢n¢ a stabilizuje separazu az do nastupu anafaze, kdy je
sekurin zni¢en proteazomem (Luo a Tong 2021). Za jeho akumulaci béhem prometafaze I
zodpovida aktivita CDK1 nebo MAPK (Nabti et al. 2014). Sekurin se pravdépodobné vyskytuje
i ve volném nenavéazaném stavu. Tato volna forma musi byt degradovéana v prometafazi | a
vazana forma na separaze je nasledné degradovana v metafazi. Je pravdépodobné, ze APC/C
preferen¢né cili na fenylalaninové zbytky nenavazaného sekurin, které jsou pravdépodobné
maskovany v sekurinu vazanem na separdzu. Touto strategii je zachovan sekurin vazany na
separazu, coz pravdépodobné umoznuje prepinaci podobnou aktivaci separazy, ktera je
nezbytna pro ptechod do anafaze. Jedna se o pojistku, aby nebyl APC/C ptehlcen substratem a
nedoslo tak k zastavé v metafazi [ (Thomas et al. 2021).

All

Aktivita separazy
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Obréazek 2 Regulace aktivity separazy v pribéhu meiotického zrani (upraveno v Krita
editoru podle Wassmann 2022)
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3.3.4 Metafaze ll

Oocyty se v buné¢ném cyklu nikdy nezastavuji v anafazi nebo telofazi (Hirao et al. 1995)
a tak po separaci homolognich chromozomii, nasledované vydélenim prvniho pélového téliska,
pokracuje zrani vstupem do meiozy II (Terret et al. 2003). Tento pfechod je umoznén
koordinovanou aktivitou kindz cdc2 a Mos, které fidi stabilitu proteinu Emi2 (Tang et al. 2008)
(early mitotic inhibitor 2, ¢asny mitoticky inhibitor) (Nabti et al. 2014). Emi2 je regulator
APC/C, ktery je béhem meiozy I udrzovan na nizké Grovni pomoci fosforylac¢ni aktivity
komplexu cdc/cyklinu B, coz je nutné pro vystup z meiozy I. Pfed nastupem anafaze I jsou
hladiny proteinu Emi2 udrZovany destabilizaci zprostiedkovanou cdc2 kindzou. Aktivace APC
pak vede ke snizeni aktivity cdc2 kinazy, protoze hladiny cyklinu B klesaji. Jakmile je
vytvofena metafdzni desticka a chromozomy jsou spravné pfipojeny k vieténku, signal
kontrolniho bodu déliciho vieténka se rozptyli, coz vede k aktivaci APC a degradaci cyklinu B.
Teprve poté je Emi2 schopen se akumulovat, ¢imz se zabrani Gplné degradaci cyklinu B.
Dochazi k ptimému ptfechodu piimo meiozy I, bez pfedchoziho nastupu. Tento kontrolni bod
vede k inhibici APC, dokud se nevytvoii metafazni desticka I, cozZ umoziuje konstitutivné
vysokou aktivitu cdc2 kinazy a nasledné rychly obrat Emi2. Zaroven je nezbytna pro vcasnou
akumulaci Emi2 aktivita Mos. Mos zajistuje vazbu fosfatazy PP2A s Emi2, ¢imz dochazi pouze
k netiplné degradaci B, jelikoZ cestou Mos—PP2A se katalyzuje defosforylacni stav Emi2 a tim
se tak miize Emi2 akumulovat a Gi¢inn¢€ inhibovat APC (Tang et al. 2008). Netplna degradace
cyklinu v meidze I se predpoklada u cyklinu B1 (Li et al. 2021). Téz tento stav napomaha pfi
blokovani nastupu S faze po prvnim meiotickém déleni a podpote vstupu do meidzy II (Tang
et al. 2008). Odhaduje se, ze zbytek hladiny cyklinu B1 je nezbytny pro rychlou reaktivaci
CDK1, pi1 pfechodu z meidzy I do meidzy II. Pro snadnou reaktivaci CDK1 po vstupu do
meiozy Il ptispiva pravdépodobné také reakumulace cyklinu B2, ktery v komplexu s CDK1
mize udrzovat inhibovanou separazovou aktivitu, a tedy zabranuje v segregaci sesterskych
chromatid (Li et al. 2021).

Oocyty jsou nasledné zastavené v metafazi I, pisobenim aktivity cytostatického faktoru
(CSF). Jeho aktivita v druhém meiotickém bloku zajist'uje vysokou hladinu MPF do oplozeni,
po oplozeni je CSF inaktivovan. Pojem cytostaticky faktor neoznacuje pouze jednu molekulu.
Jednim z komponenti CSF je povazovan napiiklad protein Mos (Tunquist a Maler 2003).
Dalsim z komponenttii, nezbytnych pro aktivni CSF je Emi2 (Hansen et al. 2006). Aby se
udrzela aktivita CSF, musi protein Emi2 inhibovat aktivitu APC/C (Wu a Kornbluth 2008),
prostiednictvim sekvestrace adaptoru Cdc20 (Shoji et al. 2006). Pro udrzeni CSF se opct
zapojuje draha Mos (Mos-MEK-MAPK-RsK), ktera podporuje vazbu PP2A s Emi2 a udrzuje
tak defosforylovany stav Emi2 na N-konci. V opa¢ném ptipadé dochazi k fosforylaci na tomto
misté prostiednictvim komplexu Cdc2/ cyklin B, ¢imzZ by dochazelo k ubikvitinaci tohoto konce
anasledné k degradaci Emi2. Témito procesy vyvazovani uc¢inku jak PPA2, tak cdc2 podnécuje
stabilitu Emi2. Jelikoz degradaci Emi2 dochézi ke zmirnéni inhibice APC/C, 1 kdyZ je oocyt
stale v bloku MIIL. Avsak, dochéazi diky tomu k urc€ité trovni degradace cyklinu B. Klesajici
hladiny snizuji fosforyla¢ni aktivitu cdc2, coz napomaha pievaze defosforylovaného stavu
Emi2, indukovaneho PPA2. Vysledkem je stabilizovany stav Emi2, ktery inhibuje aktivitu
APC/C a nenastava vystup z bloku MII (Wu a Kornbluth 2008).
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U prasecich oocyti se i v piipad¢ metafaze I predpokladala nezbytna aktivita Greatwall
kindzy, kterd inhibuje fosfatazu PP2A (Li et al. 2013)

Pro ptesun MII-AII byla u my$ich oocyti nezbytna degradace cyklinu B2 (Li et al. 2021)
a v piipadé cyklinu B1, byla degradace urychlena elevaci Ca®*, ktera nastava az pfi oplozeni
(Hyslop et al. 2004). U aktivovany prasecich oocytti bylo popsano naruSeni cyklinu Bl
zprostfedkované aktivitou kalmodulin dependentni proteinkinazy Il (CaMKII) (Ito et al. 2004).
Jedna se o ¢lena kalmodulin kinaz, které¢ jsou klasifikovany jako serin/threonin kinazy, jejichz
aktivace je z pocatku zavisla na vazb& Ca?*/kalmodulinu (Swulius a Waxham 2008). U mysich
oocytl byl navrzen model, pfi kterém aktivace CaMKII (y izoforma), prostiednictvim zvySené
hladiny Ca?" pfi oplozeni, iniciovala znovuzahéjeni bun&ného cyklu a nasledny vystupu z
metafaze II, doprovazeno snizeni aktivity MAPK a MPF (Backs et al. 2010).

3.4 Cytoplazmatické zrani oocytu

Kromé¢ jadernych zmén zahrnuje zrani oocytt také mnoho dalsich intracelularnich zmén
(Sathananthan et al. 1985). Cytoplazmatickd maturace zahrnuje soubor procesti modifikujicich
cytoplazmu (Grgndahl 2008). Mezi obnovenim a nésledném zatavenim meidzy probiha
cytoplazmatické reorganizace (Van Blerkom a Runner 1984). Buné¢ny obsah se pti déleni musi
asymetricky distribuovat tak, aby se cytoplazmatické materialy udrzely v oocytu, a tak nasledné
podpofily vyvoj embrya (Larson et al. 2010). B&hem zrani oocytl, dochazi ke zménadm v
kortexu, ktery zahrnuje oolemu (plazmatickou membranu (Calvert et al. 2003) a blizkou
subkortikalni oblast v¢etné cytoskeletu a cytoplazmatickych slozek, které jsou polarizovany k
této oblasti sousedici s oolemou. Mezi zmény se fadi pohyby organel a cytoskeletu, stejné jako
zmény v oolemé a regionalné lokalizovanych proteinech (McGinnis et al. 2018).

3.4.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely, které se uzce zapojuji do bunééné homeostizy. Kromé
hlavni role v bunééném energetickém metabolismu, se mitochondrie podileji na fad¢ dalSich
pochodt, jako je intracelularni signalizace, apoptdza, intermediarni metabolismus a
metabolismus aminokyselin, lipidd, cholesterolu, steroid ¢i nukleotidt (Chinnery a Schon
2003). Ze strukturniho hlediska jsou mitochondrie popisovany jako organely s dvéma
membranami, které oddé€luji Ctyfi odlisné kompartmenty, kterymi jsou vnéj§i membrana,
mezimembranovy prostor, vnitini membrana a matrix mitochondrie (McBride, et al. 2006).

U praseéich oocytli byla popsana submembranova agregace mitochondrii a jejich
akumulace v oblasti zirodecného vacku. Predpokladem relokalizace mitochondrii je
pravdépodobny podil na rozpadu zdrodecného vacku a tvorbé déliciho vieténka. Po GVBD, ve
fazi M1 a Al, se mitochondrie hromadi v perinuklearni oblasti a kolem vieténka. Mitochondrie,
které po prvnim déleni ziistaly v oocytu, nasledné obklopuji vznikajici druhé meiotické
vieténko. Ve fazi Ml jsou mitochondrie jiz homogenné distribuovany v cytoplazmé (Sun et al.
2001; Dalton a Carroll 2013).

Zakladem pro reorganizaci a shlukovani mitochondrii v mysich oocytech je remodelace
kortikalni aktinové sité (Yu et al. 2010). Dle Dalton a Carol (2013) se na interakci mitochondrii
s délicim vieténkem podileji proteinové motory kinesin a dynein. Stejn¢ tak u lidskych oocytu
transport mitochondrii béhem zrani probihd pomoci mikrotubuld ukotvenych k
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mikrofilamentim situovanych v subkortikdlnich oblastech (Takahashi et al. 2016). V piipade
praseCich oocytl, se predpokladalo, ze translokace mitochondrii probihd prostifednictvim
mikrotubuli (Sun et al. 2001). Vysledky prace Yamochi et al. (2016) poukazuji vSak na
nezbytnost a zapojeni predevSim aktinovych filament. Je tedy mozné, Ze komponenty
cytoskeletu zapojené do pohybu mitochondrii se mohou dynamicky ménit dle faze meiotického
zrani oocytda.

Agregace mitochondrii kolem perinkulearni oblasti v metafazi | a anafazi | je u prase¢ich
oocytl vysvétlovana vysokou energetickou potfebou pro meiotické déje, jako je sestaveni
vieténka, kondenzace a pohyb chromozomu a emise polového téliska (Sun et al.2001). ATP
(adenosintrifosfat) je zdrojem energie prakticky pro vSechny aktivni metabolické procesy v
bunce. ATP syntaza, neboli-komplex V (Chinnery a Schon 2003), na vnitini membrané
mitochondrii syntetizuje ATP z adenosindifosfatu (ADP) a anorganického fosfatu (Shoubridge
a Wai 2007). Komplex V pro tuto syntézu vyuziva protonovy gradient, ktery je vytvaien
pfesunem elektronli po chemickém gradientu mezi komplexy dychaciho fetézce, jehoz je
komplex V soucasti (Chinnery a Schon 2003). Yu et al. (2010) u mySich oocytd popisuji
korelaci mezi redistribuci mitochondrii se zménami hladin ATP. Prvni zvySeni hladiny
cytosolického a mitochondrialniho ATP nastava piiblizné v dobé rozpadu zarode¢ného vacku.
Druhé béhem migrace vieténka a treti béhem prechodu MI na MII. Pfedpoklada se, ze zmény
distribuce a agregace mitochondrii, ¢asové koreluji se zménami v produkci ATP (Yu et al.
2010).

Za regulaci funkci mitochondrii, véetné produkce ATP, je odpovédnd mitochondridlni
hladina Ca?* (Rizzuto et al. 2012). Pro udrZeni homeostazy musi mitochondrie pfesné vyvazit
ptijem, distribuci a uvoliiovani Ca?* do nebo z mitochondridlni matrix. Ca®*" se v
mitochondrialni matrix uklada ve formé¢ fosfore¢nanu vépenatého (MacEwen a Sancak 2023).
Tato mitochondrialni pufrovaci schopnost mize byt vyuzita k regulaci cytoplazmatické hladiny
Ca2* pomoci riiznych mechanizmii. Bud'to mohou byt #izeny kinetické vlastnosti Ca®* kanald,
nebo muize byt regulovana diflize Ca®* z oblasti, ve které se nachazeji oteviené iontové kanaly.
Mitochondrialni redistribuce se zda byt klicova mize byt kli¢ova pro omezeni Ca2* signalu na
urcitou subcelularni Groven bunéénych domén (Rizzuto et al. 2012). Perinuklearni shlukovani
mitochondrii v prasecich oocytech je ziejmé dulezité pro fazi GVBD, kvili schopnosti
modulovat lokalni koncentraci volného Ca* (Sun et al. 2001). U mysich oocyti byly porovnany
hladiny Ca?* v matrix mitochondrii ([Ca?*]m) s cytoplazmatickou hladinou Ca?* ([Ca?'] i).
Zatimco [Ca?'lm reguluje mitochondrialni aktivitu pro doplnéni energie. Oscilace
cytoplazmatické hladiny [Ca®']i je odpovédna za elevaci cytoplazmatického Ca?* béhem
aktivace oocytl, ¢imz pravdépodobné synchronizuje doplnéni mitochondridlni energie, tvorbu
a zachovani vieténka, stejné jako dal$i bunééné déje béhem aktivace oocytt. Také byl potvrzen
vztah [Ca**]m s proteinem kalmodulinem CaM (kalmodulin 2), u kterého se obecné
predpoklada distribuce do mist kolem organel senzitivnich na Ca?". Vysledky prokézaly, ze
kalmoduliny CaM 1 a CaM2 byly lokalizovany u vieténka. Ocekava se, ze CaM2 se ptimo podili
na tvorbé vieténka, coz dokazovala lokalizace kalmodulinu na vieténku. Po aktivaci oocytu se
CaM2 pravdépodobné spoji s vietenem az do druhé extruze polového télesa (Wang et al. 2020).
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3.4.2 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum (ER) je organela tvofena trojrozmérnou siti propojenych
membranovych tubulli a cisteren v bunééné cytoplazmé (Baumann a Walz 2001). ER obsahuje
domény, které jsou v kontaktu s plazmatickou membranou (PM) a dalSimi organelami vcetné
Golgiho aparatu, endozomu, mitochondrii, lipidovych granuli a peroxisomu. Kontaktni mista
ER s jinymi organelami a PM jsou rozptylena po celé cytoplazmé, coz ovliviiuje celkovou
architekturu ER (English a Voeltz 2013). U prasecich oocyti byla popsana homogenni
distribuce ER v GV stadiu s jasnymi shluky na periferii. Oproti stadiu GV v prometafazi |
shlukit ER ubyva. V periferni ¢asti cytoplazmy shluky ER tvofi tenkou vrstvu pod oolemou. V
centru cytoplazmy je distribuce rovnomérnéjsi a v blizkosti chromozomti ani v polovém télisku
se ER shluky nevyskytuji. V metafazi Il vrstva ER vytvaii jemnou retikularni sit’ pod
plazmatickou membranou, zatimco v centralni cytoplazmé zmény v distribuci nenastavaji
(Maeda a Yagyu 1997).

Za akumulaci ER kolem vieténka ve fazi GVBD a shlukovani ER charakteristické pro
MII fazi jsou u mysich oocyti odpovédné mikrotubuly a proteinovy motor dynein.
Reorganizace ER tizena dyneinem je jen prvnim krokem k vytvofenim kortikalnich ER shluk?.
Nasledné shlukovani ER, charakteristické pro MII fazi, je vSak fizeno odlisSnou slozkou
cytoskeletu a to mikrofilamenty. Piedpoklada se, Ze husta aktinova sit’ v kortikalni oblasti
slouzi k ukotveni shlukt (FitzHarris et al. 2007).

Endoplazmatické retikulum byvéa rozdélovano do urcitych domén, které piedstavuji
jaderny obal, drsné a hladké endoplazmatické retikulum (Baumann a Walz 2001). Funkce
drsn¢ho plazmatického retikula spociva v produkci proteinit prostfednictvim ribozomil.
Vysledny protein vytvofeny komplexem mRNA/ribozom je vlozen do lumen retikula. Dale ER
odpovidéa za spravné zabaleni proteinu a jeho zpracovani pro transport do Golgiho aparatu. Také
se podili na produkeci integralnich proteini bunéénych membran a je mistem produkce lipida
pro ostatni bunééné membrany. Oproti tomu hladké endoplazmatické retikulum postrada
ribozomy, tudiz se netcastni produkce proteind. Podili se pfedevs§im na metabolismu lipidd,
produkei steroidt, odbouravani glykogenu a detoxikaci burniky (Muffly 2007). Jemna struktura
endoplazmatického retikula je dana typem bunky a zavisi na tom, které funkce Vv buice
pfevladaji (Baumann a Walz 2001). Specializované hladké endoplazmatické retikulum
(sarkoplazmaticke retikulum — SR) je obsazeno naptiklad v pficné pruhovaném svalu, kde je
jeho hlavni funkci uvolitovani Ca®* pro indukci svalové kontrakce (Muffly 2007). V nezralych
i zralych lidskych oocytech byly identifikovany a lokalizovany proteiny kalretikulin a
Kalsekvestrin, které hraji délezitou roli pfi ukladani Ca®* v lumen ER a SR. Téz byl
detekovéanl,4,5-trifosfatovy receptor (InsP3R-2) a ryanodinovy receptor (RyR), coz jsou
kanaly, které jsou odpovédné za uvoltovani Ca®* spojené s ER/SR. Oocyty piedstavuji
jedine¢né buiiky, které pro Ca®* homeostazu a signalizaci vyzaduji oba typy téchto Ca®*
vazebnych proteinti (Balakier et al. 2002). Vytvoteni vrstvy ER v periferni ¢asti cytoplazmy,
ktera vznika béhem meiotického zrani, je nezbytné pro fertilizaci prasecich oocyti, jelikoz tizce
souvisi s okamzitym naristem intracelularniho Ca?* a exocytozou kortikalnich granuli pfi
oplodnéni (Maeda a Yagyu 1997). ER je nezbytné pro aktivaci oocyti (Feitosa et al. 2020). Pro
dokonéeni meidzy a dalii vyvoj je piitomnost Ca®* nezbytna (Kline 2000). Zvysena hladina
intracelularniho Ca?* je iniciovana specifickou fosfolipazou C zeta (PLC (), ktera se uvoliiuje
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do cytosolu oocytu pii fazi oocytu se spermii. Tim aktivuje fosfoinositidovou drahu v oocytu a
uvolni Ca** z ER (Martin-Romero et al 2012). Fosfolipaza hydrolyzuje membranovy lipid
fosfatidylinositol-4,5bifosfat (PIP2), za vzniku druhého posla, inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3).
Dalsim produktem hydrolyzy je diacylglycerol (DAG) (Kline 2000), ktery ztstava v blizkosti
plazmatické membrany a mize bud’to aktivovat proteinkinazu C (PKC) nebo je metabolizovan
(Bootman et al. 2002). IP3 se nasledn¢ vaze s vysokou afinitou ke svému receptoru, coz je
vapnikovy kanal, ktery prochazi membranou zasobaren vapniku vytvofenych z
endoplazmatického retikula (Kline 2000). Tim se generuje fertilizaéni vlna Ca®" (Martin-
Romero et al 2012), ktera moduluje aktivitu proteinii odpovédnych za exocytozu kortikalnich
granuli (Abbott a Ducibella 2001).

3.4.3 Golgiho aparéat

Golgiho aparat je organela odpovédna za nasledné tfidéni a baleni komponent tvofenych
ER, které jsou nasledné uréené pro zalenéni do jinych organel nebo pro piesunu na povrch
buiiky, k naslednému vylou¢eni (Muffly 2007). Golgiho aparat mé svou specifickou strukturu,
obsahuje zplostélé membranové utvary zvané cisterny, které se na sebe vrstvi a tim utvari
sloupce. U obratlovci jsou sloupce obvykle spojeny tak, aby vytvotily Golgiho pas (Lowe
2011). Rozd¢luje se na cisterny tvofici konvexni (cis) a konkavni (trans) plochu. Cis plocha je
orientovana smérem k endoplazmatickému retikulu a jeji hlavni ulohou je modifikovat, tfidit a
balit proteiny pienasené z ER. Béhem migrace pies Golgiho aparat probiha nékolik ruznych
chemickych procesi, jako je napiiklad glykosylace nebo sulfatace. Trans plocha Golgiho
aparatu je tvofen systémem mikrotubulti a vackd, které ve spojeni s molekularnimi motory
posouvaji obsah na bunéény povrch nebo jiné organely (Muffly 2007).

Stejné jako v ptipad¢ mitdzy (Thyberg a Moskalewski 1999), Golgiho cisternové shluky
neboli "mini — Golgi" (Moreno et al. 2002) se béhem meiotického déleni fragmentuji. U
bovinnich oocytt (Bos taurus Linnaeus, 1758) jsou Golgiho vacky nebo mini-Golgi ve stadiu
GV distribuovany rovnomérné po cytoplazmé a obklopuji jadro. Nasledné v obdobi GVBD
migruji smérem ke kortikalni oblasti. V kortikalni oblasti dochazi k fragmentaci a loziska se
pred dosazenim stadia M1l rozmisti po celé cytoplazmé. Predpoklada se, ze za ukotveni organel
do faze GVBD je odpovédna ¢innost mikrotubulti a dyneinu. Za fragmentaci a distribuci v
cytoplazmé po stadiu GVBD, je odpovédna aktivita kinazy cdc2A (Racedo et al. 2012).
Distribuce mini-Golgiho shlukti v cytoplazmé oocytt ve stadiu GV, byla popsana téz u oocytu
mys$i a makaka kralovského (Macaca mulatta Linnaeus, 1758) (Zimmermann, 1780)). Zaroven
bylo prokazano, ze funkéni membranovy transport Golgiho aparéatu je po GVBD nezbytny pro
dalsi pribéh zrani (Moreno et al. 2002).

Bylo potvrzeno, Ze pro meiotické zrani mysSich oocytil je dulezita nejen de novo syntéza
proteini, ale také jejich modifikace a distribuce proteint na vhodné misto (Moreno et al. 2002).
Napftiklad, u proteinu GM130, ktery je soucasti cis-matrice Golgiho aparatu, se pfedpoklada
regulacni role v organizaci meiotického vieténka. Spolecna lokalizace GM130 s MEK1/2 na
obou poélech vietének naznacuje, ze protein GM130 slouzi k regulaci a organizaci mikrotubult
a ucastni se signalni drahy mitogenem aktivované proteinkindzy MAPK. Mohl by tak hrat roli
v asymetrickém déleni béhem zrani mysich oocytii (Zhang et al. 2011). Nov¢jsi studie na mySim
modelu vSak zasadni roli GM130 neprokazaly. Piedpoklada se tedy, Ze na udrzeni meiotického
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zréni se podili dalsi proteiny, které mohou kompenzovat ptipadnou ztrdtu GM130 (Jiang et al.
2020).

3.4.4 Kortikélni granula

Golgiho komplex spole¢né¢ s ER béhem c¢asného zrani vytvari kortikalni granula
(Sathananthan et al. 1985), coz jsou membranou ohrani¢ena specializovand sekre¢ni granula
(Schuel 1978). U prasec¢ich oocyti ve fazi GV se vyskytuji v kortikalni oblasti (Wang et al.
1997) nebo po celé cytoplazmé (Kim et al. 1996). Po rozpadu zarode¢ného vacku migruji tésné
pod oolemu, kde tvofi souvislou vrstvu. Tato migrace je dokonéena ve stadiu MI (Wang et al.
1997). Na ptesunu kortikalnich granuli do kortexu prasecich oocytu se podili mikrofilamenta
(Kim et al. 1996). Ulohou kortikalnich granuli je iniciace kortikalni reakce, ktera nastava po
fazi spermie a oocytu. Pii kortikalni reakci dochazi k fuzi plazmatické membrany s membranou
granuli a uvolnéni obsahu kortikalnich granuli do perivitelinniho prostoru, ktery se nachazi
(Wassarman a Litscher 2022; Kim et al. 1996) mezi oolemmou a vrstvou zona pellucida (Talbot
a Dandekar 2003). Obsah granuli poté interaguje s vrstvou zona pellucida, méni jeji vlastnosti
(Sun 2003) a indukuje tak zonalni reakci (Wassarman a Litscher 2022), ¢imz se zabrani
polyspermické penetraci (Sun 2003). Zona pellucida je extracelularni matrix slozena ze tii
glykoproteint, kterymi jsou ZP1, ZP2 a ZP3. Poté, co dojde k degradaci membrany spermii
béhem akrozomalni reakce, udrzuje vazba na ZP2 kontakt mezi spermii a oocytem (Jones a
Lopez 2014). U mysSich oocytti bylo popsano blokovani vazby spermii prostfednictvim proteinu
kortikdlnich granuli, ovastacinu (Burkart et al. 2012). Tento c¢len astacinové rodiny
metaloproteindz (Felten et al. 2024) se uvoliuje z kortikalnich granul po oplodnéni a nasledné
Stépi glykoprotein ZP2. Proteolyza trva nékolik hodin a brani vazbé spermii na zona pellucida.
Tento postfertiliza¢ni blok brani polyspermické aneuploidii, ktera ohrozuje pieziti embrya
(Burkart et al. 2012).

Sav¢i oocyty ziskavaji schopnost podstoupit kortikalni reakci béhem meiotického zrani.
Kortikdlni reakce oocytli je pravdépodobné zprostiedkovana aktivaci inositolfosfatové
kaskady, tedy generovanim druhého posla IPs a DAG, coz iniciuje nartist hladiny Ca®* a
aktivaci proteinkinazy C (PKC), kterd se podili na fazi membran granul a oolemy. A¢ se
oc¢ekavala mozna funkce spinace transdukce vapnikového signalu kinazy CaMKII (Sun 2003),
Backs et al. (2010) povazuje exocytozu kortikalnich granuli a naslednou blokaci polyspermie,
za na CaMKII nezavislou (Backs et al. 2010). Stejn¢ tak PLC{ mize potencidln¢ ovlivnit
nasledné udalosti pfi aktivaci vajicka, jako je praveé exocytoza kortikalnich granuli (Saleh et al.
2020).
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Obrazek 3 Zmény béhem cytoplazmatickém zrani oocytu (vlastni ilustrace vytvofena
v Biorender.com a Krita editoru). Zleva GV — mitochondrie se akumuluji v oblasti zarode¢ném
vacku (prase; Sun et al.2001), endoplazmatické retikulum se homogenné distribuuje s utvari
shluky na periferii oocytu (prase; Maeda a Yagyu 1997), Golgiho aparat-vacky jsou homogenné
distribuovany a obklopuji jadro (skot; Racedo et al. 2012), kortikéalni granula se lokalizuji v
kortikélni oblasti nebo po celé cytoplazmé (prase; Kim et al. 1996; Wang et al. 1997); M-
mitochondrie se po GVBD hromadi kolem vieténka a perinukledrni oblasti (prase; Sun et al.
2001), endoplazmatické retikulum po GV ubyvaji hluky a za¢ina se tvofit tenka vrstva pod
oolemou (prase; Maeda a Yagyu 1997),Golgiho aparat-fragmenty se po GVBD fazi ptesouvaji
ke kortikalni oblasti, kde dochazi k fragmentaci (skot; Racedo et al. 2012), kortikalni granula
po GVBD fézi migruji tésné pod oolemu kde tvoii souvislou vrstvu (prase; Wang et al. 1997);
MII-mitochondrie se homogenné distribuuji v cytoplazmé (prase; Sun et al. 2001),
endoplazmatické retikulum utvaii retikuldrni sit’ pod oolemou, zatimco v cytoplazmé se
distribuce neméni (prase; Maeda a Yagyu 1997), Golgiho fragmenty do MII faze se distribuuji
po celé cytoplazmé (skot; Racedo et al. 2012), kortikalni granula po piesunuti k oolemé, pti MI
fazi, zastavaji (prase; Wang et al. 1997).

3.5 Tetraspaniny

Tetraspaniny jsou rodina membranovych proteinii, které jsou zastoupeny v celé
fylogenezi mnohobunéénych organismt (Wright et al. 2004). Klicovou funkci pfisuzovanou
tetraspaniniim je organizovat rozsahlé sité¢ transmembranovych a cytoplazmatickych proteinil
Vv plazmatické membrané (He et al. 2009). Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 jsou zapojeny do
riznych bunécnych procest. Tetraspaniny CD9 a CDS81 hraji dalezitou roli pii metastazi
nadorovych bunék, vyvoji nervového systému, bunééné proliferaci a u patogenezi virove
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hepatitidy C nebo rozvoji onemocnéni diftérie (Stipp et al. 2001). Tetraspanin CD151 reguluje
signalni komplexy, které fidi metastazi rakoviny. Zaroven ovliviiuje lokalizaci a organizaci
svych partnerskych proteinti, které jsou dulezitymi determinanty metastatického chovani u
mnoha typt rakovin (Detchokul et al. 2014).

Stejné tak jsou tyto tetraspaniny podstatné pii procesu fertilizace (Stipp et al. 2001; Wolf
et al. 2003). Jak ukazaly vysledky Zhou et al. (2009), zabyvajici se expresi na zralych bovinnich
oocytech, tetraspanin CD9 se nachazi na oolemé¢. Presnéji byl tetraspanin CD9 lokalizovéan na
mikroklcich (mikrovilli) u mySich oocytd. Na plazmatické membrané zralych oocytl jsou
mikroklky rozprostiené po celé plose oocytu, vyjimkou je misto, které se nachazi nad délicim
vieténkem. Do oblasti, které je bohaté na mikroklky, se vazou spermie a nasledné zde dochazi
k fuzi. Pomoci protilatek byla prokazana ptitomnost pouze na mikroklcich, nikoliv v mistech
mezi jednotlivymi mikroklky (planarni — rovinna ¢ast). Nejvice se CD9 shromazd’uje na
Spickéch mikroklki a oproti rovinnych ¢asti membrany se na mikroklcich tetraspanin vyskytuje
az 4x vyssi koncentraci. U mikroklki je spravna morfologicka stavba nezbytné pro fuzi gamet.
Zmény v morfologii mikroklkd ptedevSim v tloustce, délce a hustot¢ byly zéavislé na
pfitomnosti nebo absenci tetraspaninu CD9. Pti knockoutu genu pro CD9doslo ke zméné
morfologie mikroklkl. Mikrovilli na oocytech s deficitem CD9 mély hustéjsi distribuci, byly
kratké a silné az o dvojnasobek primérné tloustky kontrolni skupiny. Oproti tomu, oocyty bez
deficitu CD9 m¢ly mikroklky vysokou variabilitu tvart, v porovnani s CD9 deficientnimi
oocyty se ob¢as mikroklky jevily jako tenc¢i a del$i. Také polomér zakiiveni $picky mikroklkt
se zmeénil a u deficitnich oocyti se mnohonasobé zvysil. Lokalizace CD9 v subdoméné
membrany mikroklku tak mize zvySovat povrchovou hustotu CD9, coz by mohlo fidit adhezni
a fizogenni vlastnosti membrany. Alternativné se jevi moznost, Ze lokalizace tetraspaninu CD9
odréazi ucast tetraspaninového pasu na tvorbé nebo udrzeni mikroklkové struktury (Runge et al.
2007). Umeda et al. (2020) ptedpokladali u lidského tetraspaninu CD9, Ze na zakladé jeho
vysoce asymetricky tvaru CD9 se muize lokalizovat do vice zakiivenych mist nebo vytvaret
zakfiveni membrany vyvolané shlukovani.

Schopnost fuze mys$iho oocytu pii knockoutu genu pro CD9 zkoumala studie Kaji et al.
(2000). Knockout zapii¢inil absenci oscilace intracelularniho Ca?*Oscilace nastava po fazi, kdy
cytoplazmatické faktory spermie vniknou do cytoplazmy oocytii. Nebylo vSak zjisténo, Ze by
CD9 byla signalni molekula pro mobilizaci Ca?*. U kontrolni skupiny byl tetraspanin CD9
detekovan na mikroklcich a byly husté koncentrovany v miste spojeni se spermii. CD9 by mohl
sestavit nebo stabilizovat adhezni molekuly, jako jsou integriny, pro lepsi kontakt se spermii.
F-aktin spole¢né s tetraspaninem CD9 byly pfitomny v mikroklcich a nachazely se také kolem
hlavicky spermie. Nevyskytovaly se u ekvatoridlniho segmentu hlavicky spermie, kde probiha
adheze a fuze. Predpoklada se tedy, ze CD9 muze pusobit v blizkosti mista fuze pti rané fazi
membranove flaze, kdy dochazi k pieskupeni mikroklkti a postupnému sestaveni aktivnich
molekul. Jégou et al. (2011) uvazovali nad schopnosti tetraspaninu CD9 vytvaret vazebna mista
urcena pro fuzi. V pfipadé selhdni fuze se predpoklada, ze je disledkem zmény v adheznich
mistech. Tetraspaninu CD9 se dale pfipisovala regula¢ni schopnost, ktera ovliviuje interakce
gamet. U zralych oocytl skotu (Zhou et al. 2009) a také oocyti mysi (Le Naour et. al 2000)
byla schopnost regulace vazby a flize pfisuzovana tetraspaninu CD9. Komorowski et al. (2006)
zjistili, Ze pfitomnost tetraspaninu CD9 vSak nestac¢i k tomu, aby byl oocyt schopen fuze.
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Dalsi moznou cestou, jak tetraspanin CD9 pfispiva k fuzi, je jeho aktivni Gcast pfi
transportech vezikul pro komunikaci oocytl. U defektnich oocyti dochazelo ke zhorSeni
uvolnovani vezikulli, které by mély interagovat se spermii. Interakce spermie a vezikuly
predchazi pfimé interakci membran gamet. Vezikuly obsahuji slozky GM3 s HSP90, které jsou
znam¢é jako konzervované slozky exozomt. Proto se oznacuji tyto vezikuly jako exozomim
podobné (Miyado et al. 2008). Shodna hypotéza o vlivu CD9 na komunikaci prostiednictvim
exozomum byla potvrzena u mysich oocytti. Béhem exozomalniho cyklu v oocytech se v GV
fazi objevuji v hojném poctu klatrinové vezikuly, které nasledn¢ vymizi v MII fazi. V MI fazi
se objevuji vezikuly podobné exozomtim, které jsou spolecné s multivezikularnimi télesy
zastoupeny ve vysokém poctu ve fazi MII v perivitelinim prostoru oocytu. Pii deleci CD9
dochdzelo k naruSeni vezikuldrniho transportu spojené s navySenim klatrinovych a
exozomovych vacka ve fazi MII (Benammar et al. 2017). Studie Umeda et al. (2020)
ptedpokladala dvé mozné role tetraspaninu CD9 ve funkci exozomil. Prvni mozna role tkvi ve
shlukovanim molekul tetraspaninu, které muize samo o sob& usnadnit uvolnéni exozomd,
pomoci indukce membrany. Mozna druhé role by mohla byt v nasmérovani dalSich funkénich
proteint do vezikuld, a tak by CD9 byl jednim z organizatort tfidéni vezikuldrniho obsahu.
Rovnéz se CD9 muze podilet na tvorb¢ bloku polyspermie, jelikoz bylo popsano nahlé uvolnéni
vice jak 50 % CD9 z celé oolemy mySich oocytd bezprostfedné po fazi (Ravaux et al. 2018).

3.6 Struktura tetraspanini

Obecné mohou tetraspaniny sdilet podobné struktury, jako je intracelularni konec C a N,
malé (EC1) a velké (EC2) extracelularni smycky, ¢tyfi transmembranové oblasti (TM) a kratké
intracelularni smycky mezi TM2 a TM3. Tetraspanin obsahuje velkou intramembranovou
dutinu tvofenou dvéma do znacné miry nezavislymi pary transmembranovych Sroubovic,
uzaviené doménou EC2. Misto mezi Sroubovicemi se vyplituje molekulami cholesterolu, coz
poukazuje na funkéni modulaci zprosttedkovanou malymi molekulami. Pravé koncentrace
cholesterolu v membrané muize ovlivnit tetraspaninovou regulaci subcelularni lokalizaci jejich
partnerskych proteini. Pravé extracelularni velkd smycka/doména (EC2) reaguje na sloZeni
lipidové membrany, pomoci zmény konformace. Pfi absenci cholesterolu v intramembranové
»Kapse®“ se EC2 fragment otevird, coZ pifinasi lepsi vazbu s tetraspaninovymi partnerskymi
proteiny. Uzaviend konformace, a tedy zhorSeni vazby tetraspaninu s partnerskym proteinem,
nastava za piitomnosti cholesterolu v intramembranovém prostoru. Takové struktury byly
popsany u tetraspaninu CD81 lidského oocytu (Zimmerman et al. 2016).

Lidsky tetraspanin CD9 je slozen do ¢tyf transmembranovych helixt, s jejich
intracelularnimi konci pevné svazanymi k sobé€ a jejich extraceluldrnimi konci navzajem volné
sbalenymi, ¢imz vytvaii velkou centralni dutinu uvnitf intramembranové oblasti. Pies tuto
centrdlni dutinu se rozprostird kratka extracelularni smycka (SEL), lokalizovand mezi
transmembranové oblasti TM1 a TM2, a velka extracelularni smycka (LEL) mezi TM3 a TM4.
LEL je stabilizovana pary disulfidovych vazeb mezi vysoce konzervovanymi cysteinovymi
zbytky. V blizkosti cysteinovych zbytkli byla pozorovéna vysoka hustota na intracelularnich
koncich TM helixt, které¢ jsou pravdépodobné odvozeny od piipojenych palmitoylovych
skupin. Lipidové modifikace nejspiS ukotvuji TM helixy na lipidové membrané a tim je
stabilizuji. CD9 sdili vysokou sekvenéni podobnost (ptfiblizné 60 %) s piibuznym
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tetraspaninovym proteinem CD81. Zatimco extracelularni smycky (SEL a LEL) maji odlisné
sekvence, transmembranova oblast je mezi Cleny rodiny tetraspaninii vysoce konzervovana.
Proto toto uspofadani Ctyt transmembranovych helixii ve strukturach CD9 a CD81 mize
pfedstavovat spole¢nou architekturu proteinti rodiny tetraspaninil. Diky molekularnimu tvaru
»Kuzele®, generuji seskupené molekuly v lipidovém prostiedi zakfiveni lipidovych membran,
coz ma za nasledek zvInéné vrstvy v krystalické mtizce. Uvnitf centralni dutiny jsou hydrofilni
zbytky, umistény uprostfed transmembranovych Sroubovic a vytvéfeji hydrofilni
intramembranové prostiedi. Dutina je na extracelularni strané utésnéna spojenim mezi dvéma
extracelularnimi smyckami (SEL a LEL). U téchto smycek byla pozorovana konformacni
flexibilita. Jejich konformacni zmény zahrnovaly otevienou, polootevienou a zavienou
konformaci. V uzaviené konformaci se LEL slabé asociuje s SEL a ziistava vedle membranové
roviny, jako v krystalové struktuie. Zatimco v oteviené konformaci zaujima LEL pozici nahote,
oddélené od SEL. Oproti CD81, vSak uzaviend konformace nenastdvala nejen za pfitomnosti
cholesterolu v intramembranovém prostoru, ale pfechazela spontanné do oteviené, nezavisle na
ptitomnosti cholesterolu. Navic se potvrdilo, ze nezbytna aminokyselina pro vazbu cholesterolu
(Glu219 v CD81) neni konzervovana u ostatnich ¢lenl tetraspaninu a je nahrazena Gly210 v
CD9, zatimco zbytky lemujici centralni dutinu jsou v roding tetraspaninii vysoce konzervované
(Umeda et al. 2020).

Pomoci EC2 domény muize tetraspanin CD9 zprostiedkovavat rizné interakce na Grovni
membrény oocytu. Muze vytvaret interakci s jinou molekulou na membrané oocytu (cis
interakce). Interakce s receptorem na spermii (trans interakce) se vsak nepiedpoklada, jelikoz
pravdépodobné spermie postradaji receptor piisobici jako trans partner pro CD9 (Zhu et al.
2002).

EXTRACELULARNI PROSTOR
Velka extracelularmi smycka
N

Variabilni oblast
stabilizovana disulfidovymi

Mala extracelularni smycka mustky
200000000000 000000000000(
200000000000 000000000000(

NH2 COOH

Obrazek 4 Obecna struktura transmembranového proteinu tetraspaninu (vlastni ilustrace
vytvofena v Biorender.com a Krita editoru podle Jankovicova et al. 2020). TM (1-4) -
transmembranové domeny, Gly — glycin, Cys-cystein.
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3.7 Proteinové interakce

Proteinové interakce lze obecné rozdé€lit do néckolika wrovni. Prvni uroven je
charakteristickd velmi robustnim spojenim, stabilnim v detergentu Triton X-100 a
pravdépodobné se jedna o piimou vazbu (Claas et al. 2001). Jedna se tedy o primarni interakce
mikrodomény obohacené tetraspaninem a zahrnuje pfimou extracelularni interakci tetraspanin
— protein (Martin et al. 2005). Asociace druhé urovné je cetnéjsi, ale presto vysoce specificka.
Vazba lze narusit 1 % Tritonem X-100, ale je zadrzovana v 1 % Brij 96 nebo Brij 97 detergentu
a dalsich méné hydrofobnich detergentech (Claas et al.2001). Cili, sekundarni interakce je méng
robustni a zahrnuje heterotetraspaninové interakce, které usnadiluji nepiimou interakci
primarnich proteint tetraspaninového komplexu (Martin et al. 2005). A posledni, tfeti Groven,
je nejpocetnéjsi a s nejveétsi pravdépodobnosti nebude obsahovat pfimé vazby. Komplex je
narusen Tritonem X-100, Brij 96 nebo Brij 97, ale miZe byt udrzen v 1 % Brij 99, 1 % CHAPS
nebo jinych méné hydrofobnich detergentech (Claas et al. 2001). Tato tercialni vazba utvari
nejméné odolné komplexy a pravdépodobné formuji velké signalni domény pomoci rozsahlého
slouceni interakci vyssiho fadu (Martin et al. 2005). Z této klasifikace vyplyva, ze robustni
interakce prvni urovné predstavuji specifické funkce pro jednotlivé tetraspaniny. Zatimco slabsi
interakce, druhd a treti uroven, predstavuji sdilené¢ funkce nékolika tetraspaninii v ramci
mikrodomény. Alternativné mohou byt interakce, které jsou méné striktni, zvlasté fyziologicky
vyznamné. Mohly by totiz ptedstavovat flexibilni dynamické interakce, které se méni podle
stavu aktivace buniky (Tarrant et al. 2003).

Takové spojeni, mezi povrchovymi proteiny a tetraspaniny, se oznauje jako
tetraspaninova sit, ktera ma za ukol udrzovat povrchové molekuly v tésné blizkosti. Coz mtze
byt potiebné pro kostimulacni aktivitu (Rubinstein et al. 1996). Jednotlivé tetraspaniny mohou
interagovat s riznymi proteiny a pfispivat tak k variabilit¢ a pravdépodobné i funkcni
specifi¢nosti komplexu. Tyto interakce neinterferuji se schopnosti tetraspaninovych proteinti
interagovat s jinymi ¢leny tetraspaninu nebo se sebou samymi (Yunta a Lazo 2003).
Nejcharakteristictéjsi interakce tetraspaninovych proteinli jsou ty, které se vyskytuji mezi
riznymi Cleny této proteinové rodiny. Obecné jsou nejlépe charakterizované jsou takové
tetraspaniny, jejichZ vzor exprese je méné specificky, jako je CD9, CD81 nebo CD151. CD9 a
CDS8I1 jsou nejrozsifenéjSimi Cleny, s nekterymi vyjimkami, napiiklad CD9 neni exprimovan
ve zralych B-bunkach (Yunta a Lazo 2003).
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Interakce tetraspanin-tetraspanin s Cis interakce
s Interakce tetraspanin-protein Trans interakce
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Obrazek 5 Tetraspaninové interakce v ramci tetraspaninové sité (vlastni ilustrace
vytvofena v Biorender.com a Krita editoru podle Rubinstein et al. 1996; Zhu et al. 2002; Yunta
a Lazo 2003).

3.7.1 Interakce tetraspanin-tetraspanin

Mikroklky napomahaji rozsifeni povrchu membrany a poskytuji jakési leseni pro
uchyceni spermie. Spermie se pak Iépe dostane k membranovym proteinim odpovédnych za
fuzi. Béhem zrani oocytl se méni pocet a morfologie mikroklkd. V GV fézi jsou témét
rovnobézné, zasahujici do vrstvy zona pellucida. Ve fazi MI se prostiednictvim prasknuti gap
junctions utvaii perivitelinni prostor a tim se mikrovilli v tomto prostoru uvolni a prodlouzi se.
Hustota se neli§i od ptfedchoziho stadia. V MII fazi se hustota snizuje, stejné tak délka
mikroklkt a Sitka se zvySuje. Tetraspaniny CD9 a CD81 na mikroklcich, u myS$ich oocytt hraji
velmi vyznamnou roli. Pfi deleci obou nebo jednoho tetraspaninu (CD9 a CDS81) byly
prokdzény zmény v morfologii, které korelovaly se snizenim fertiliza¢ni schopnosti. Delece
CD81 doprovazela hypofertilitu a pti deleci CD9 byla pozorovdna velmi nizk4 plodnost. Pti
deleci obou tetraspanini dochdzelo ke sterilité, ktera korelovala se snizenim poctu mikroklki.
zvySenym polomérem zakiiveni. Na délce se odrdzi pouze neptitomnost tetraspaninu CD81
(Benammar et al. 2017). V praci Kaji et al. (2002) se snazili zvratit deficit mysiho tetraspaninu
CD9 pomoci exprimované polyadenylové mRNA exogenni mysi CD9 ve fazi GV. Pfitomnost
exogenniho tetraspaninu CD9 korelovala se ziskem fertiliza¢ni schopnosti u oocyti, které byly
prosté od CD9. Stejné tak exogenné piidany mysi CD81 a lidsky CD9 dokazal zvysit fertiliza¢ni
schopnost. Taky se ukazalo, Zze nadmérna exprese lidského CD9 a mysiho CD81 miize zachranit
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fazi blokovanou protilatkou anti-CD9 mAb. Autofi zde ptedpokladali, ze inhibice mtze byt
zpusobena blokovanim interakce mezi mCD9 a jinou molekulou nebo molekulami. Inhibice
byla tak pfekonana nadmérnou expresi lidského CD9 a mysiho CD81. Lokalizace exogennich
tetraspanint byla kolokalizovana s endogenni mySim CD9. Zajimavy je také fakt, ze zde mysi
CD81 mohl kompenzovat funkci mySiho CD9. Coz poukazuje na moznou vzajemnou substituci
tetraspaninti. Naproti tomu Rubinstein et al. (2006) prokazali komplementarni roli CD9 a CD81
pii fizi u mysich gamet. CD81 byl exprimovan na povrchu oocytii. Zde dochazi ke spojeni se
strukturami oolemy obohacenymi o CD9 a CD9-P. Mezi tetraspaniny jsou CD9 a CD81 blizce
pfibuzné, maji 45 % vzijemnou identitu. Sdileji schopnost piimé interakce (,,primarni
interakce®) s alespont dvéma tetraspaninovymi partnery CD9P-1 a EWI-2. Delece genu pro
CDS81 bylo doprovazeno snizenou fertilitou o 40 % vlivem nedostatecnosti fuze. Stejné tak pfti
deleci CD9 byla fertilizace silné naruSena. Zaroven se vSak ukézalo, Ze oba tetraspaniny se
nemohou vzajemné zastoupit, ani po nadmérné expresi. To bylo prokazano tim, Ze po deleci
genu pro CD9 a CD81 byla popisovana uplna neplodnost. Jedna se tedy o dva mechanismy pro
kazdy tetraspanin, které spolu uzce souvisi a nepfitomnost jednoho z dvou tetraspaninu narusi
fizi gamet u mysi.

Také se dle vysledk predpoklada, ze tetraspaniny CD9 a CD81 se podileji na
reorganizaci a zakiiveni oolemy, coZ by usnadnilo komunikaci protein-protein a interakci
proteinové sité vedouci k oplodnéni (Jankovicova et al. 2019).

3.7.2 Interakce tetraspanin-integrin

Integriny tvoii velkou rodinu homolognich transmembranovych adheznich receptori
mezi bunkami a matrix. V krevnich bunikach integriny slouzi jako adhezni molekuly pro
zprostiedkovani vazby s ostatnimi buiikami (Alberts et al. 2002). U somatickych bun¢k je
zndma asociace tetraspaninu CD151 s integriny (a3 B1, a6 B1, a6 B4 a a7 B1). Tetraspanin
CD151 je zndmy pro svou asociaci s integriny, které jsou odpovédné za adhezi bunék k
laminim, coZ jsou nezbytné slozky bazalni membrany. Diky této asociaci s integriny mohou
modulovat morfologii, migraci, signalizaci a posilovani adheze bunék (Hemler 2005).
Selektivni asociace tetraspanin — integrin byla detekovana za pouziti somatickych bunék
megakaryoticka linie HeEL, né€ktery linii bunék — B a T, adherentni bunécné linie HeLa
(karcinom délozniho &ipku), A431 (karcinom skvamoézniho karcinomu), LoVo (karcinom
tlustého stieva) HT1080 (fibrosarkom) a bunék ovarii ¢inského kiecka. Asociace tetraspaninu
a integrint byla detekovana po 1yzi bun¢k v digitoninu. Jedné se o detergent, ktery narusuje
interakci tetraspanin-tetraspanin. V tomto piipadé, CD81 selektivné korecipitoval s integrinem
a4B1 ve vSech bunkach exprimujicich tuto molekulu. CD151 korecipoval s integriny a3p1 a
a6fB1, nikoliv s alp1, a2p1, a4p1l nebo aSP1. To naznacuje tésnou asociaci téchto molekul a
pfimou interakci. Ostatni tetraspaniny se pravdépodobné nepiimo spojuji S heterodimery
integrinu. Tato nepfima asociace je zprostfedkovana prostiednictvim CD81 nebo CD151. Tyto
tetraspaniny jsou pravdépodobné odpovédné za spojeni integrinii s ostatnimi tetraspaniny
prostiednictvim interakce tetraspanin-tetraspanin. Jiné tetraspaniny mohou takto podobné
spojovat jiné molekuly s celou fadou tetraspaninli. Organizace tetraspanini v takové siti mize
umoznit cross talk rtiznych druht asociovanych molekul na bunééném povrchu (Serru et al.
1999). Avsak u interakci tetraspaninu CD151 s integrinem a6p4, a3p1 a a6B1 se piedpokladalo
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mozné zprosttedkovani vazby s ostatnimi tetraspaniny do novych signalnich
transmembranovych platforem. Vzhledem k detekci palmitoylace integrinu B4 se o¢ekava jeho
role v §ifeni a signalizaci bun€k zavislé na integrinu a pfi udrZzovani sekundarnich interakci s
dalSimi tetraspaninovymi proteiny (Yang et al. 2004). Mysi integrin B1 se podili na vyvoji
svalovych vlaken tim, ze reguluje fizi myoblasti a podili se na sestaveni sarkomer, sestavovani
cytoskleletu svalovych vlaken a udrZzeni myotendinosniho spojeni u pfi¢né pruhovaného svalu
(Schwander et al. 2003).

Jelikoz je integrin Bl spojen s aktinovym cytoskeletem, ocekavalo se, ze pfi vazbé

spermie na integrin 1 muze narusit subkortikalni aktin, coz je nezbytny krok v procesu fuze. I
kdyz byla potvrzena preferencni interakce spermie s ¢astmi bohatymi na integrin 31, obecné
schopnost fuze lidskych oocytii nekorelovala s celkovym obsahem integrinu B1. Tudiz vétSina
detekovaného integrinu B1 nebyla pro fuzni proces zasadni (Ji et al. 1998). Obdobné zavéry o
doprovodné, nikoliv esencialni funkci integrinu s podjednotkou B1 pii fizi gamet byly
potvrzeny u prasete (Linfor a Berger 2000). Stejné tak u vice podjednotek integrinu (02, a3, a5,
a6, aV, oM, B1, B2, B3) byla tato hypotéza potvrzena opét u lidskych oocyti. Podjednotky B4,
5 a P6 dokonce neprojevovaly zadnou doprovodnou funkci pro fuzi. Proto se o¢ekava jesté
jiny mechanismus, ktery nezahrnuje pfitomnost integrinti (Sengoku et al. 2004).
Podle Le Naour et al. (2000) muze tetraspanin CD9 pomoci modulace funkce integrinu a6f31
napomahat k fizi gamet u mysi. Kritickou roli integrinu s podjednotkou 1 pro vazbu a fazi
mysSich gamet vSak vyvratila studie Miller et al. (2000), ktera prokdzala samostatné ptisobeni
tetraspaninu CD9 ¢i ve spojeni s dal§imi proteiny nez integrinu s podjednotkou 1. Obdobné
zaveéry byly definovany u lidskych oocyti, kde se ocekavalo, ze pro tetraspanin CD9 muize
existovat partner, ktery by interagoval s receptorem spermii a byl tak odpovédny za fuzi
(Sengoku et al. 2004). Nepiimou interakci potvrdila také studie provedena u mysich oocytt
Chen et al. (1999), jejiz data podporovala hypotézu, Ze na vazbé¢ a fuzi gamet se podili vice
molekul zahrnujici také integrin B1 a tetraspanin CD?9.

Mozné interakce tetraspanin — integrin porovnavaly u lidskych a mySich oocytd, s
ohledem na tetraspaniny CD151 a CD81. Ziyyat et al. (2006) popsali dynamické chovéni a
plasticitu dvou tetraspaninil a tim i plasticitu tetraspaninové sité. K porovnani zde byly pouzity
oocyty lidské a mysi. Potvrdilo se, Ze CD9 pravdépodobné reguluje seskupeni integrini u
lidskych oocyti neptimo. Prispiva k fuzi diky fizeni tvorby ,,patche integrinti a jejich lateralni
mobilitu na oolemé¢, pii¢emz jeho vyskyt byl potvrzen ptedevsim v oblasti mikroklkd. Asociace
s integriny byla také pozorovéna u ptfitomnych tetraspanind CD81 a CD151. Oproti CD9,
netvotily homogenni rozprostieni, ale utvarely shluky. U lidskych gamet je CD151 ptfitomnost
nenahraditelna, narozdil od oocytii mysi. CD151 pfimo interaguje s integrinem B1 (receptor pro
fertilin), ktery spole¢né tvoii ,,patche®, které jsou potfebné pro navazani se na fertilin, pro
naslednou fuzi. Také se u lidskych oocyti predpokladalo odlisné chovani tetraspanini.
Nezbytny neni pro flazi lidskych oocytd tetraspanin CD81. CD81 mAb neovlivnila
»patchovani“ integrinové podjednotky. Nezbytnou ptitomnost CD151, charakteristickou pro
lidské oocyty, ktery interaguje s integriny a formuji s nimi komplexy, prokazala téz diivejsi
studie, kterou provedli Wolf et al. (2003).

Fertilin a (ADAMI1) a B (ADAM2) jsou integralni glykoproteiny, tvotici fertilinovy
komplex, ktery hraje diilezitou roli pii interakcich membran gamet (Fabrega et al. 2011). Studie
na mySich gametach odhalily nékteré podobnosti a nékteré zajimavé rozdily mezi mysSimi
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fertiliny a a B. Zda se, Ze jejich desintegrinové domény se podileji na vazb¢ spermie — 00Cyt.
Zda se vSak, ze doména dezintegrinu fertilinu  je kritickd pro vazbu spermie-vajicko, stejné
tak dezintegrinovd doména a také dalsi domény extracelularni domény fertilinu o (doména
bohaté na cystein a repetice podobna EGF) se ticastni interakci mezi fertilinem o a vazebnym
mistem (misty) na oolemé (Evans et al. 1998). Pravé u mysich oocyta se piedpokladala ucast
dezintegrinovych domén na vazbé spermie-00Cyt, pomoci interakce s integrinem o631
(Almeida et al. 1995). Coz doklada i1 zjisténa vysoko avidini vazba mezi spermatickym
fertilinem (ADAM?2) a oocytarnim integrinové podjednotky B1 u mysi (Chen et al. 1999). Podle
vysledkt Higginbottom et al. (2003), lidsky CD9 tetraspanin pravdépodobn¢ neni povrchovym
receptorem pro povrchovy ligand spermie (jako naptiklad ADAM). U mysi se ukazala mozna
interakce zprostiedkovana pro vazbu a fuzi. Protilatky proti CD9 a CD98 vyznamné narusily
nejen vazbu a flzi gamet, ale specifictéji, narusily vazbu dezintegrinové domény ADAMS3 s
integrinem B1. Coz opét ukazuje na dimyslnou organizaci tetraspaninové sité (Takahashi et al.
2001).

Byly popsany rtizné motivy proteint, které jsou odpovédné za vazbu s proteinem na
oocytu. Dle préace Bronson a Fusi (1990) mohou interagovat lidské spermie s kie¢éim oocytem
in vitro podminkéch, za pomoci syntetického peptidu, obsahujici RGD — tripeptid ARG-GLY -
ASP (aminokyseliny ARG-GLY-ASP-VAL, RGDV). Jelikoz pti adici RGD do inkubaé¢niho
media tak byla pozorovana inhibice vazby a penetrace oocytu. RGD hraje obecné velkou roli v
rozpoznavani mezi buitkami a butikami k matrici. Kromé syntetického RGD peptidu se ukazal
jako dalsi ligandovy motiv pro integrin peptid DECD (ASP-GLU-CYS-ASP). Tato
dezintegrinova smycka fertilinu B se pfimo vazZe s vysokou specifitou na integrin a6f1, u mysi.
Integrin a6B1 byl detekovan na mikroviliarnim povrchu oolemy. Avsak se nevylucuje moznost,
Ze pro navazani fertilinu B neni zapotfebi dalSi extracelularni protein na oocytu (Chen a
Sampson 1999).

Avsak, pouzitim syntetickych proteinli nemusi byt vzdy kompetentni pro urceni
interakci s proteiny. VSechny syntetické proteiny maji doménu podobnou dezintegrinu,
obsahujici domnély motiv konzervovany XCD vazajici integrin (X predstavuje jednu z
omezenych, ale do t¢ doby neidentifikovatelnych podskupin aminokyselinovych zbytku).
Kandidati na vazbu integrinli na oolemé jsou fertilin  nebo tfeba cyritestin u riznych studii.
Tyto syntetické imitace proteinu musi mit jasnou sekvenéni specifitu, o které se predpoklada,
ze je vlastni jejich nativnim protéjsktim. Proto tato napodobenina miize inhibovat fadu riznych
interakci s integrinem. Je tedy ptedpoklad, ze jakykoliv peptid obsahujici XCD, je schopen
inhibovat vazbu a fzi mySich spermii a oocytl, ¢imz se ovéfuje jejich vazba na piislusny
protein na oolemé. Proto a¢ data ukazuji na dillezitost fertilinu f a cyritestin v interakcich
spermie a oocytu, je mozné ocekavat ze jiné integralni membranové proteiny na povrchu
spermii jsou stejné dulezité. Syntetizované proteiny nemusi mit vhodnou velikost, nebo mohou
mit rliznou povahu cysteinu a tim tak jiné chovani disulfidickych mustki, ¢i mohou chybét
rizné posttranslacni modifikace. U napodobenin rekombinantnich exprimovanych proteinii
mohou byt nedostatky v podobé nespravného slozeni, a tak se mohou chovat jako dlouhé
peptidy, coz mize byt stejny problém jako u kratkych navrhnutych proteinti, které jsou chybné
spise kvuli specificnosti proteinu (McLaughlin et al. 2001).

Odlisné interakce, spjata s proteinem RGD odhadla simulace u lidskych integrina
exprimovanych na ovarialnich bunkach kiecka ¢inského. Tetraspanin CD81 se pravdépodobné
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vaze svou doménu EC2 na vazebné misto pro RGD na aVP3 integrinu, avsak toto vazebné
misto neni striktné omezeno na vazbu CD81 EC2. Pravdépodobné je mozné v experimentalnich
podminkach detekovat interakci integrinu VB3 s EC2 doménou CD9, CD81 a CDI151. Je
mozné ze tetraspanin svou EC2 doménou s integrinem pomoci cis interakce a tim tak, na
bunéném povrchu, reguluje jeho funkci. V této simulaci, ve vazbé na doménu EC2 nebyly
tolik G¢inné integriny a3fB1, 04PB1 a a6pl (Yu et al. 2017).

3.7.3 Interakce tetraspanin — proteiny IgSF

Dal$im partnerem tetraspanini CD9 a CDS81 jsou povrchové proteiny s
imunoglobulinovymi domény SF (IgSF), EWIL. EWI se v somatickych buiikach podileji na
ruznych bunéénych procesech. EWI-2 je hojné zastoupen v riznych typech bunék, proto se
predpoklada, ze se zapojuje do bunéénych procest, které do kterych se aktivné zapojuji take
tetraspaniny CD9 a CD81 (Stipp et al. 2001). Napiiklad na migraci a polaritu lymfocytl ma
EWI-2 a EWI-F ptimy podil, jelikoz reguluji propojenim tetraspaninové sité, pomoci interakce
s jejich pfimym partnerem CD81, s aktinovym cytoskeletem, aktin spojujicimi proteiny ERM.
Je tedy facilitadtorem pro pienos signdlu od mikrodomén obohacenych o tetraspanin (TEM)
(Sala-Valdés et al. 2006). Tetraspaniny by mély svou interakéni doménou komunikovat s C-
koncovou (42kDa) ¢asti EWI-2. Spole¢né se EWI-2 a EWI-F odlisuji od jinych navrhovanych
proteinli asociovanych s CD9 a CD81, protoZe jejich asociace jsou stabilnéjsi, z pohledu
stechiometrie (Stipp et al. 2001). Neni to vSak jedina interakce, kterou EWI-2 iniciuje. S
asociaci tetraspaninu CD81 a CD9, tedy s pomoci lateralni interakce, komunikuje EWI-2 s
integrinem o3B1, ktery je receptorem lamininu-5, ¢imZ se laminin-5 milZe reagregovat a
pohybovat. To dokazuje, ze tetraspaniny mohou sestavovat vice netetraspaninovych proteint
do funkénich komplexti a jsou tedy linkery v nékterych komplexech. Ukazalo se, Ze s asociaci
CD81 vedouci k vétsi expresi EWI-2 na bunééném povrchu existuje schopnost sestavit dalsi
molekuly CD81 a EWI-2 do expandovaného komplexu. EWI-2 také poméha ziskavat vice
CDS81 do komplexu s integrinem a3p1 (Stipp et al. 2003).

EWI-2 (IgSF8) je téZ partner tetraspaninu CD9 u mySich oocytl, s interakci prvni
urovné (Glazar a Evans 2009). Tato asociace miiZze byt zachovana v komplexnich interakcich s
jinymi vazebnymi partnery, coZ mliZe znacit Siroku specifitu pro partnerské proteiny, zaroven
to ukazuje na regulacni roli tetraspaninu. Tato asociace byla zprostfedkovana tetraspaninovou
transmembranovou oblasti. Predev§im malé aminokyselinové zbytky v této oblasti, jsou
nezbytneé pro tvorbu komplexu EWI-2 a CD9. Asymetricky tvar byl zachovan v komplexu CD9
a EWI-2, coz naznaéuje schopnost tetraspaninu utvofit heterokomplex. Sirokospektra interakce
s dalsimi dosud nepopsanymi proteiny by mohl tetraspanin CD9 ucinit na zaklad¢
multiplatformni vazby, ktera by poskytovala zcela odli$na vazebna mista pro jeho proteinové
partnery (Umeda et al. 2020). Interakci s tetraspaninem CD9, tak EWI-2 utvati funkéni spojeni
v mikroklcich oolemy (Runge et al. 2007). Dle Jégou et al. (2011) CD9 generuje adhezni mista
ktera jsou vice silné ukotvena k aktinovému jadru mikroklkt. Jakékoli, pfipojeni spermie-
vajicko zahrnujici receptor spojeny s CD9 by bylo nepfimo ukotveno k cytoskeletu,
prostiednictvim vazby CD9-EWI2-ERM-aktin. Receptor spermie by tak nemusel byt piimo
spojen s CD9, pokud je tésné obklopen nékolika CD9 tetraspaniny pevné spojenymi s
cytoskeletem a izoluje ho od lipidového rezervoaru. Interakci CD9 s proteiny EWI-2, EWI-F a
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proteiny ERM (Erzin, Radaxin a Moesin), které tvofi tésné spojeni oolemy a aktinového
cytoskeletu, potvrdila nové¢jsi studie Cohen et al. (2022). Pti inhibici obou skupin proteint téz
dochézelo ke snizeni hustoty mikroklkt. Tento vysledek naznacuje, ze ERM a EWI-2/EWI-F
by se podileji na tvorbé mikroklki. Dale se pfedpokladalo, ze CD9 negativné reguloval ¢innost
téchto proteinti, pravdépodobné nepifimym plsobenim na organizaci jinych proteinii. Tato
negativni regulace byla vysvétlovana absenci negativni regulace v kontextu knockoutu genu
pro CD9, pfi které¢ se zvysila hustota mikroklkii. Nevylucuje se vSak pro zapojeni dalSich
molekul. V neposledni fadé¢ se ukazalo, ze EWI-2 a EWI-F nereguluji expresi a lokalizaci CD?9.

3.74 Interakce tetraspanin-JUNO

S tetraspaninem CD9 také interaguje protein JUNO. JUNO je povrchovy protein oocytu,
diive oznacovany jako folatovy receptor 4 (Folr4), ktery je vSak je neschopny vazat folat. JUNO
je k membrané ukotven pomoci GPI (Bianchi et al. 2014), coz je oznaceni pro
glykosylfosfatidylinositol, t¢Z oznacovan jako lipidovéa kotva (Kinoshita 2016). Exprimace
tohoto proteinu na oolemm¢ byla prokazana naptiklad u mysich (Suzuki et al. 2017) a lidskych
oocytt (Jean et al. 2019) a to jiz v rané fazi jaderného zrani (GV). JUNO se zda byt velmi
nezbytny pro adhezi a fizi membrany gamet, kterou zprostfedkovava interakci s receptorem
spermie 1ZUMO1 (Jean et al. 2019). Sekvenace identifikovala 1ZUMO jako protein
imunoglobulinoveé superrodiny IgSF membranového typu | s extracelularni imunoglobulinovou
doménou, kterd obsahuje jedno putativni glykosyla¢ni misto. Byl detekovan u mySich a
lidskych spermii, které jiz prosly akrozomalni reakci. U ejakulovanych spermii nebyly
detekovany, coZz je v souladu se skuteCnosti, Ze ejakulované spermie nemaji fertilizacni
schopnost (Inoue et al. 2005).

Jedna z moznych tloh tetraspaninu CD9, spojena s interakci JUNO, je molekularni
kompartmentalizace glykosylfosfatidylinoitolové ukotvenych proteind, jako je pravé JUNO a
CDS55 z kortikalni oblasti u mySich oocytil. Jelikoz v této oblasti se nachazi velmi blizko
chromozomy, mohlo by v tomto misté pfi navdzani spermii dojit k naruSeni bezpecného
rozdéleni genomové DNA, pii oplozeni. Proto na zédklad¢ vysledki, kdy absence CD9 pfinesla
nedostateCnou tvorbu Cepicky a z této oblasti byly pfesunuty pouze plazmatické integriny
(podjednotky a6 a 1) a tetraspaniny CD81 a CD315 tetraspaniny, byl navrZzen model. CD9 je
nezbytna pro relokalizaci proteini ukotvenych GPI, aby tak nedoslo k navazani IZUMO1 na
spermii na receptor oocytu JUNO, ktery by byl na nevhodném misté, z pohledu spravného
oplozeni. Tento mechanismus by zahrnoval interakci CD9 s nezndamymi doménami vné&jsi
vrstvy plazmatické membrény, avsak by se nemélo jednat o lipidové rafty (Inoue et al. 2020).
Lipidové rafty jsou charakterizovany jako oblasti plazmatické membrany, na kterych je
lipidova dvojvrstva obohacena o specializované lipidy, jako jsou cholesterol a sfingolipidy,
diky cemuz je membrana zesilena. NejCastéji zahrnuji rGzné proteiny, zejména
transmembranové proteiny (Dharani 2015). Od téchto lipidovych rafti se pii fizi gamet
o¢ekavala mozna komunikace s doménami obohacenymi o tetraspaniny pro (ulehceni apozice
membran gamet na pieckonani) ulehceni pfekonani energické bariéry, ktera brani ke spontanni
fuzi a umoznilo se tak miSeni lipidi mezi membranami gamet (Barraud-Lange a Boucheix
2013).
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Prace Chalbi et al. (2014) ukézala spolecnou akumulaci tetraspaninu CD9 se

spermatickym proteinem [ZUMO1 v misté¢ kontaktu gamet. Lze ptfedpokladat, Zze bunécna
které je receptorem pro IZUMO1. Podrobnéjsi interakci poskytla studie na mysich oocytech,
ve které exprimace téchto proteinti byla shodna pouze v oblasti mikroklki, zatimco v rovinné
¢asti mezi mikroklky byla detekovéana pouze exprese JUNO proteinu. Proto se predpoklada, ze
jejich asociace probiha na urovni mikroklkti a mohla by souviset s regulaci uchyceni spermii z
hlediska poc¢tu spermii a naslednou fiizi membran. Pfedpoklada se, ze v komplexu CD9 — JUNO
jsou interakce na Grovni vodikovych mustkd, poskytovany aminokyselinovymi (AMK) zbytky
(14 AMK JUNO a 11 AMK CD9). Tato interakce je mozna i v komplexu JUNO-IZUMO1,
avSsak AMK zbytky pro IZUMOI jsou u JUNO volné i v ptipad¢, Ze je navazano v komplexu
JUNO-CD9. Lze tedy usoudit, ze pro interakce JUNO ve dvou riznych komplexech vyuziva
rozdilné AMK zbytky, které se vzajemné neinterferuji. Dle vysledkt, v komplexu JUNO-CD9
meéni CD9 procentualni zastoupeni sekundarnich struktur. Pravdépodobné rozsifuje své
postranni fetézce a tim piispiva k tvorbé komplexu. Velka strukturalni flexibilita v sekundarni
struktufe je nezbytnd pro interakci protein-protein. Komplex pravdépodobné reaguje principem
Sroubovice-Sroubovice a utvari vyssi hydrofobni jadro (Frolikova et al. 2023).
JUNO vsak dle studie Inoue et al. (2015) neni pfitomen v celém fuzogenim procesu u mysi.
Poté, co JUNO selektivné rozpozna monomer IZUMOI1, pak nasledné ptichazi ptechodna
dimerizace [ZUMO1, pomoci shlukovéni iniciované JUNEM. Nasledn¢ dimerizovany komplex
se navaze na oocytovy receptor a piivadi vedle sebe fosfolipidové dvojvrstvy do nejblizsi
blizkosti. Lze tedy fict, ze JUNO zasahuje pouze do rané fazi procesu zprostiedkovaného
[ZUMOLI. JUNO poté, co opusti membranu, pomoci vezikuld, vytvaii v perivitellinim prostoru
jakousi ,,ndvnadu® pro ostatni pfichozi spermie se zreagovanym akrozomem, aby tak utvofilo
blok polyspermie, u savct (Bianchi et al. 2014).

Mozn¢ vysvétleni pro odstranéni JUNA po navazani na [IZUMO a dals$i kroky pfinesla
prace Vondrakova et al. (2022). Protein Fcrl3, receptor superrodiny imunoglobulinu
pojmenovan jako protein MAIA propletené s JUNO, byl detekovan u lidskych oocytd. Dle
navrhnutého modelu se pfi pocateéni vazbé IZUMOI1 — JUNO utvaii par hlubokych ryh,
vzniklych mezi povrchem JUNO a obéma proteiny IZUMO, které pravé slouzi, jaké
preferované misto pro vSechny domény proteinu MAIA. Pomoci modelovani byl navrzen
mechanismus této vazby. Juno je pomoci rozpoznani IZUMEM vytazeno z oolemmy a nasledné
v komplexu utvéaii vazebné kapsy pro protein MAIA. Po odstranéni JUNA z komplexu a
dokovéanim dal§i domény MAIA, pak zlepSuje vazbu pomoci piivodniho vazebného rozhrani
IZUMAL s JUNEM. Afinita domén MAIA ke komplexu vede ke stabilni adhezi membran, ¢imz
se docili blizky kontakt bunék (molekularnim tfehtackovym "ratchet-like™ mechanismem).
Nasledné odstranéni JUNA pak poskytuje vétsi vazebné rozhrani pro MAIA a stabilizuje
strukturu pro jesté tésngjs$i blizkost pro membranovou fizi. Z morfologického pohledu,
navrhovana interakce probiha na trovni membrany spermie, kde na apikalni ¢asti je [ZUMO a
na vrcholku mikroklkti JUNO interaguji s apiko-lateralné¢ umisténymi IZUMO a MAIA. Pak
muze nastat expanze membran gamet, zprostitedkovano interakci IZUMO-JUNO a usnadnénou
konvergenci, pomoci kontrakce 1IZUMO1-MAIA komplexem. Nastava hybridizace membran
gamet a jejich povrchova destabilizace iniciuje nasledné vytvoreni hybridni membrany gamet.
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Interakce MAIA — tetraspanin CD9 dle modelu tvofi stabilni interakci pomoci vazebnych mist
dimeru, které obsazovalo 6 domén MAIA. Avsak, dle dalSich testli, zahrnujici kolokaliza¢ni
test a priblizovaci liga¢ni test (PLA) ukazovaly pouze mirnou interakci. Slabou interakci mtze
pravdépodobné zpusobit piitomnost JUNA v oolemmé, coZz mize byt zménéno po uvolnéni
JUNA z oolemmy. Piipousti se vSak i moznost interakce MAIA s dalSim ¢lenem z rodiny
tetraspaninu i za pritomnosti JUNO (Vondrakova et al. 2022).

3.8 Exprese tetraspanintii na oolemé béhem meiotického zrani

U mysich oocytl je CD9 exprimovan jiz v rané fazi rustu (Komorowski et al 2006). Také
u lidskych oocyti byl detekovan imunofluorescenéni signal ve vSech stadiich zrani GV, MI a
MII (Coskun et al. 2003). U ovéich oocyti se v preantralnich folikulech prokazala slabsi
intenzita imunofluorescen¢niho signalu proteinu CD9 na oolemé, oproti granul6znimbuikam.
Avsak signal se zesilil a nabyl skoro shodné intenzity jako u membrany granul@znich bunék,
kdyz byly oocyty jiz v pln¢ dorostlych folikulech. Intenzita signdlu oocyti ve fazich zrani
ukézal vzrastajici trend, ktery koreloval s postoupenim z faze GV az do MII, tedy kdy v MII
byl signal nejintenzivnéjsi oproti predeslym fazim. Vystaveni oocytl protilatce CD9 (anti-CD9
mAD), pfineslo vysledek v podob¢ snizeni penetrace spermii (41,5 % oproti kontrolni skupiné
81,4 %). Prokazalo se, ze tetraspanin CD9 je syntetizovan od ¢asného folikularniho vyvoje az
do zrani oocytti (Gaowa et al. 2016).

Pouzitim polyklondlni protilatky byla popisovana u bovinnich oocytii distribuce
tetraspaninu CD9 jako pferuSovana linie prstence (znacici membranu) na oolemé. Navic byly
detekovany shluky CD9, které zasahovaly do perivitelinniho prostoru. Vzory se zna¢né lisily v
ruznych stadii zrani. VGV fazi byla popsana vyssi kontinuita oproti MI a MII, kde byly
pozorovany vyraznéjsi usporadané shluky. Ve vrstvé zona pellucida nebyl detekovan Zzadny
specificky signal. Oproti tomu, pfi pouziti monoklonalni protilatky mAb IVA50, byla intenzita
signalu detekovaného proteinu na oolem¢& homogenni ve vSech fazich zréni. Déle byly
zkoumany oocyty bez vrstvy zona pellucida, u kterych byly opét shledany rozdily pii pouziti
polyklonalni a monoklonalnich protilatek. Polyklonalni protilatky detekovaly nerovnomérné
distribuované skvrny v oolemé. U monoklondlnich protilatek se objevil jasny prstencovy vzor
v oolemé, ktery byl pieruSen v oblasti nad délicim vieténkem. To opé&t poukazuje na misto bez
mikroklkt, kde by se CD9 nemél vyskytovat (Jankovicova et al. 2019). U bovinnich oocytt
byla také popsana distribuce tetraspaninu CD81 v rdmci zrani, ale také distribuce u zygot a ¢tyt
bunécného embrya. Tetraspanin byl exprimovan na oolemé& ve vSech fazi zrani, nebyla vSak
zaznamenana piitomnost tetraspaninu v zona pellucida jak u oocytt z antralnich folikuld, tak i
u zralych oocytti (v MII fazi). V GV a MI fazi oocytii imunofluorescen¢ni analyza odhalila
pferusovanou nebo ,,Zihanou® distribuci na povrchu oolemy. V MII fazi byla detekovana
ptfitomnost CD81 jako nejsilnéj$i a nejrovnomeérnéjsi shluky na oolem¢. Nehledé na jaderné
stadium, se na oolem¢ 50-70 % oocyti bez zona pellucida objevily shluky tetraspaninu
(Jankovicova et al. 2016). Tetraspanin CD151 byl imunofluorescen¢nim testem detekovan ve
viditelnych shlucich podél plazmatické membrany a také byl detekovan v perivitelinnim
prostoru nezralych bovinnich oocytil, ziskanych z antralnich folikuli. Ve zralych (MII fazi)
oocytech protein CD151 utvarel jasné shluky, které naléhaly k plazmatické membrané
(Jankovicova et al. 2023). U bovinnich oocytl zkoumali také vliv vitrifikace na expresi CD9.
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Prace Zhou et al. (2013) potvrdila zmény distribu¢niho vzorce CD9 a snizenou expresi na
urovni mRNA a proteinu. Ve skuping, ktera prosla vitrifikaci, tvofil CD9 nespojitou linii podél
plazmatické membrany, zatimco u kontrolni skupiny CD9 vytvotil souvislou linii podél
plazmatické membrany téméf u vSech oocytit (MII faze). Oproti tomu, rozsahlejsi a novejsi
studie Jankovicova et al. (2023) neshledala Zadnou rozdilnost v distribu¢nich vzorcich
tetraspaninii mezi vitrifikovanymi a nevitrifikovanymi zralymi oocyty skotu. Ackoliv pii
vitrifikaci dochazi ke zméné lipidového profilu membrany, v oocytech v MII fazi nebyl zadny
rozdil v hladinach a distribuci tetraspaninit CD9, CD151, CD81, CD82 a CD63. S pouzitim
monoklonalni protilatky byl detekovan tetraspanin CD9 homogenné po oolemé. Pti pouziti
polyklondlni protilatky byl CD9 lokalizovan v pferuSovanych linii na oolemé, s ¢asteCnou
lokalizaci v perivitelinnim prostoru. Zato tetraspanin CD81 tvofil shluky na oolemé bez zdsahu
do vné&jsi vrstvy oocytu, vrstvy zona pellucida. Tetraspaninu CD151 i v ptipad¢ vitrifikovanych
zralych oocytl utvarel shluky naléhajici k oolemé.

U prasecich oocyti ptinesla prace Li et al. (2004) ditkkaz o vyznamnosti CD9 pfi procesu
fze, za pouziti monoklonélnich protilatek (anti CD9 mAb). Také zde byla popsana distribuce
tetraspaninu CD9 na oolemé prasecich oocytd, béhem meiotického zrani. Syntéza probihala v
antralnich folikulech a elevace nastala v prib&hu meiotického zrani, tedy do MII faze, u které
byl signal nejintenzivnéjsi. Pozoruhodné vSak bylo zjisténi, ze se tetraspanin CD9 vyskytuje po
celé membrané oocyti v MII fazi. Coz je rozdilna distribuce oproti tomu, co bylo popsano u
mysSich oocytli. V mySim modelu byla distribuce tetraspaninu CD9 sice byly rozprostifeny po
mikroklcich, avSak nebyl pfitomen v tiseku bez mikroklki, kde se nachazi metafazni desticka
(Zhu et al. 2002). Proto v ptipadé¢ prase¢iho modelu se ocekavalo, ze kanci spermie se navazou
na jakékoliv misto na oolemé (Li et al. 2004). Kromé¢ detekce tetrapsaninil u bovinnich oocytt,
prace Jankovicova et al. (2019) se zamétovala také na prase¢i oocyty, v rdmci popisu
mezidruhovych vzorcl exprese. V tomto piipadé, byla detekovéana stfedni intenzita reaktivity
monoklonalni protilatky. Predpoklada se, Ze je to disledkem variabilni domény ECL2 epitopu
CD9. Cimz dosli k zavéru, Ze protilatka mAb IVAS50 neni vhodna pro analyzu tetraspaninu
CD9 u praseCich oocyti. Oproti bovinnim oocytl, byl vzor (detekovan polyklonalnimi
protilatkami) shodny pro expresi CD9 a CD81 v oolemé a ve shlucich se nachazely také na
vnitinim okraji zona pellucida, ve vSech fazich zrani. V ptipadé tetraspaninu CD151 u prasecich
oocytl, byla potvrzena exprese tohoto proteinu zatim pouze na zakladé¢ in silico analyz, tedy
analyzou dostupnych transkriptomickych a proteomickych dat (Jankovicova et al. 2023).

3.9 Exprese tetraspaninii na kumularnich buiikach

Kromé plazmatické membrany oocytl, byla imunohistochemickou analyzou potvrzena
exprese tetraspaninu CD81 také u kumuldrnich bunék, obklopujicich ovulovany mysi oocyt. Na
urovni somatického komplexu (Tanigawa et al. 2008). Oproti tomu, Ohnami et al. (2012) se
domnivali, ze vyssi expresni vzor CD81 u kumularnich bun¢k mysi je zodpoveédny za lokalizaci
tetrasapninu CD81 na vnitinim okraji zona pellucida. Naproti tomu, CD9 je pravdépodobné
exprimovan oocyty, jelikoz zasahoval do perivitelinniho prostoru. Tim se odhadovaly nezavislé
exprese, které utvari extracelularni komponent oocyt. I v piipadé skotu byly potvrzené
expresni vzory tetraspaninu CD81, CD9 (Jankovicova et al. 2016; Jankovicova et al. 2023).
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Vyskyt tetraspanini v somatickém prostiedi je vysvétlovano moznym podilem na morfogenezi
granul6znich buné¢k a folikuli béhem vyvoje (Jankovicova et al. 2023). Dalsi detekce signalu
CD9 bylo zaznamenano ve filamentové struktute (v MII) prochazejici vrstvou zona pellucida.
Tento jev byl vysvétlen jako mozné zapojeni tohoto tetraspaninu do transzonalni projekce
(Jankovicova et al. 2019; Jankovicova et al. 2023). Transzonalni projekce zprosttedkovava
cestu pro dodani materialu ze somatického komplexu do oocytu. V podob¢ aktinovych filament
tak z kumularnich bunék prostupuje projekce skrze zonu pellucidu, aby mohla nasledné
interagovat s mikroklky oolemy. Takto ziskavaji oocyty od kumulérnich bun€k molekuly RNA,
¢imz je kompenzovana dlouha transkripcni neschopnost oocyti béhem zrani (Macaulay et al.
2014). Také kumularni produkce cAMP vyrazné ptispiva k celkovému obsahu cAMP v
oocytech (Thomas et al. 2004). Zaroven je ze strany oocytu nezbytna jeho parakrinni
signalizace pro funkci kumuldrnich bun¢k (Sutton et al. 2003). AvSak komunikace skrze gap
junctions je mozna jen do urc¢ité doby, v in vitro podminkach bylo naptiklad u bovinnich oocytt
vymeéfen ¢as konce tohoto spojeni, ktery nastal 9 hodin po indukci obnoveni meiotického a
uplné ukonceni mezibunééné komunikace nastalo az po 22 hodinach (Macaulay et al. 2014).
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4 Metodika
4.1 Odbéry vajecniki

Z jatek v Piibrami byly odebirany vaje¢niky prepubertalnich prasni¢ek z blize
neuréenych chovil. Pro transport vaje¢nika z jatek do laboratofe byly vyuzity termolahve s
fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny; NaCl) o teploté 39 °C.

4.2 Zisk oocyti

Pro ziskani oocytl sukonéenym rustem, ve stadiu zarode¢ného vacku (GV), byla
provedena aspirace folikularni tekutiny z folikuld o praiméru 2-5 mm prostiednictvim jehly 20G
a stiikacky o objemu 20 ml. Ze ziskané folikularni tekutiny byly pod stereomikroskopem
odsavany oocyty pomoci sklenéné tenkosténné pipety a nasledné pienaSeny do kapek
modifikovaného média M199, jehoz slozeni je uvedeno v Tabulce 1. Pro experimentalni Gcely,
byly vybrany pouze oocyty s neposkozenou cytoplazmou a kompaktnim obalem kumularnich
bunék.

4.3 Kultivace oocytii
K manipulaci s prase¢imi oocyty bylo zvoleno vyse uvedené médium M199 (Merck
KGaA, Némecko, katalogové &islo M4530), které bylo modifikovano. Cerstvy zasobni roztok

modifikovaného média byl ptipravovan ve flow boxu kazdy tyden a sterilizovany uchovéavan
v prostiedi smési 5% CO- se vzduchem pii teploté 4 °C.

Tabulka 1: SloZeni modifikovaného média M199 k manipulaci s prase¢imi oocyty

Chemikalie Mnozstvi ve 100 ml média M199
Laktat sodny (katalogové ¢islo 1614308) 60 mg

Pyruvét sodny (katalogové ¢islo S8636 ) 25 mg

HEPES (katalogové ¢islo 391333) 150 mg

Gentamicin (katalogové ¢islo G1397 2,5mg

Bovinni serovy albumin (katalogové ¢islo A9205) 50 mg

VSechny pouzité chemikalie jsou ptivodem z firmy Merck KGaA Némecko

Prase¢i oocyty byly kultivovany ve ¢tyijamkovych Petriho miskach (Nunc, Roskilde,
Dansko) v 1 ml modifikovaného média M199 se sérovym albuminem s ptidavkem hormont
eCG/hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko) 13,4:6,6 1U/ml. Pro experimenty byly
pouzity jednak oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (GV) bez kultivace, dale pak byly oocyty
ve stadiu zarode¢ného vacku, které byly kultivovany po dobu 24 nebo 48 hodin do stadia prvni
(M1) a druhé meiotické metafaze (MII).
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4.4 Barveni a fixace oocyti pro stanoveni faze meiotického
zrani

Jak bylo uvedeno vySe, pro experimenty byly pouzity jednak oocyty sukoncenym
rastem, ve stadiu zarode¢ného vacku (GV), které nebyly kultivovany, dale pak byly oocyty ve
stddiu GV kultivovany po dobu 24 hodin do stadia prvni meiotické metafaze (MI) nebo 48
hodin do stadia druhé meiotické metafaze (MII).

V kazdém experimentu bylo kontrolovéno jaderné zrani, kultivovano bylo nejmén¢ 45
oocytu, 20 pro kontrolu jaderného zrani a zbytek pro vlastni experiment. Pro experimenty byly
oocyty pouzity jen v piipadé, Zze 85% ze sledovaného kontrolniho vzorku 20 oocyti bylo
v pozadované fazi meiotického zrani, tedy bud’ MI nebo MII. Pokud oocyty nesplnily dané
kritérium, nebyly pro dalsi experimenty pouZity.

Oocyty pro kontrolu zrani byly po odstranéni kumularnich bun¢k a trojim promyti v PBS
pteneseny sklenénou tenkosténnou pipetou na stied podlozniho sklicka. Podél kapky oocytl
v PBS (Merck KGaA, Némecko, katalogové ¢islo P4417) byly 1ékaiskou vazelinou vytvoieny
dva podélné prouzky o délce zhruba 0,7 cm. Nasledovalo polozeni kryciho sklicka na kapku
oocytu a prouzka vazeliny a jeho zafixovani pomoci kovovych hacku tak, ze se na kryci sklo
tlacilo do té doby, nez zacala zrnit Zloutkova zrna v oocytech. Pro fixaci oocytl byl pouzit
roztok kyseliny octové s ethanolem v poméru 1:3 po minimalni dobu 24 hodin a nasledné byly
oocyty zbavené kumularnich bunék barveny 1% orceinem v octové kyseliné¢ (Merck KGaA,
Némecko).

Vyhodnoceni faze zrani probihalo pod svételnym mikroskopem s fa&zovym kontrastem
(zvétSeni 400x, stereomikroskop Nikon, Japonsko). Hodnocené faze meiotického zrani —
stddium zarode¢ného vacku (GV), pozdni diakineze (LD), metafaze | (MI), anafaze 1 (Al),
telofaze | (TI) a metafaze 11 (MII) byly v souladu s kritérii definovanymi Motlikem a Fulkou
(1976). Abnormalni konfigurace chromatinu, jenz neodpovidala témto kritériim, byla
zhodnocena jako degenerativni.

4.5 Western blot analyza

Po odstranéni kumularnich bunék byly oocyty oplachnuty ve tfech kapkach fosfatového
pufru PBS o objemu 200 ul (slozeni viz Tabulka 2). Posléze byly oocyty vloZeny do
mikrozkumavky s obsahem 7 ul koncentrovaného vzorkového pufru s dodecylsulfatem sodnym
(SDS) (Tabulka 8). Déle byly vzorky povateny 3 minuty ve vodni lazni a nasledn¢ zmrazZeny.
Odstranéné kumularni buiiky byly oddélené od oocyta centrifugovany v 1ml PBS po dobu 3
minut pii 5000 otackach a poté vloZeny do 7 ul koncentrovaného SDS vzorkového pufru. Stejné
jako vzorky s oocyty, byly tyto vzorky nasledné povareny ve vodni lazni po dobu 3 minut a
poté zamrazeny. Vzorky byly uchovany za teploty -20°C a pied elektroforetickou separaci byly
nafedény 13 pl redestilované vody.

Elektroforeticka separace proteinti byla realizovana nejprve pomoci zaostfovaciho 4%
polyakrylamidového gelu (Tabulka 5) s ptidavkem dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a
nasledné byl pouzit 12% separaéni SDS-PAGE gel (Tabulka 6). Proteiny, které byly v gelu
roziazeny podle molekulové hmotnosti, byly poté pietistény na nitrocelul6zovou membranu
(Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, USA). K ovéteni uspésného pietisténi proteinti na
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membranu a pro jejich naslednou identifikaci byl vyuzit hmotnostni marker Prestained
molecular weight bovine standard (Bio-Rad, Montreal, Kanada, katalogové ¢islo 161-0318).
Déle byla membrana blokovana pies noc v 2% roztoku netu¢ného mléka v PBS s ptidavkem
0.1% Tween 20. Po této fazi byla provedena inkubace membrany s primarni krali¢i
monoklonalni protildtkou anti — CD151 (Merck KGaA, Némecko, katalogové C¢islo
HPA011906) a to v koncentraci 1:1 000 po dobu 2 hodin. Po nasledném promyti byla
membrana inkubovana se sekundarni mysi protilatkou (Amersham GE Healthcare, Life
Sciences, Velka Britanie, katalogové ¢islo NIF825) o koncentraci 1:30 000. Pouzité primarni a
sekundarni protilatky byly rozpustény ve 2% odtuénéném mléce. Pro stanoveni celkové
nanasky proteinu byla vyuzita protilatka specificka proti a — tubulinu. Vizualizace ptenesenych
proteinti s navazanou protilatkou byla zprostfedkovana pomoci Advance Western Blotting
Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie) a s pouzitim ptistroje Azure
Biosystems C300 (BioTech, Ceska republika).

Tabulka 2 SloZeni PBS pufru

Chemikalie Mnozstvi
NaHPO4 29 ¢
NaH2P04.2H20 2,96 g
NaCl (100 mM) 5849

H20 do 1 000 ml

Tabulka 3 SloZeni lyza¢niho pufru (Sml)

Chemikalie Mnozstvi
10% Triton X 0,15 ml
10% SDS 0,05 ml
PBS 4,3 ml
10% inhibitor proteaz v PBS 0,5ml

Tabulka 4 SloZeni pufru do separac¢niho gelu

Chemikalie Mnozstvi
2M Tris — HCI (pH 8,8) 7,5 ml
10% SDS 0,4 mi
H20 2,1 ml

40



Tabulka 5 SloZeni pufru do 4% zaostifovaciho gelu (10 ml)

Chemikalie | Mnozstvi
1M Tris — HCI (pH 6,8) 5ml

10% SDS 0,4 ml
H20 | 4,6 ml

Tabulka 6 SloZeni 12% separac¢niho gelu (15 ml)

Chemikalie MnozZstvi

30% akrylamid 7,5 ml

Pufr (pH 8,8) 3,7ml

Destilovana H20 3,8 ml

Persulfat amonny 75 ul

TEMED (N, N, N", N - tetramethylen-

ethylendiamin) 5ul
Tabulka 7 SloZeni elektroforetického pufru

Chemikalie Mnozstvi

25 mM Tris 39

192 mM glycin 144 g

10% SDS 10 ml

H20 1 000 ml
Tabulka 8 SloZeni vzorkového pufru

Chemikalie Mnozstvi

1 M Tris — HCI (pH 6,8) 0,6 ml

50% glycerol 5ml

10% SDS 2ml

1% bromfenolova modi 0,5 ml

H.O 0,9 ml

Tabulka 9 SloZeni blotovaciho pufru — Towbintv pufr

Chemikalie Mnozstvi
25 mM Tris 39

192 mM glycin 14,4 g
10% SDS 1ml
Metanol (pied pouzitim) 100 ml
H20 1 000 ml
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Tabulka 10 SloZeni PBST pufru

Chemikalie Mnozstvi

NazHPO4 29¢

NaH2P04.2H20 2,96 g

NaCl (100 mM) 58449

Tween 20 1ml

H20 do 1 000 ml
4.6 Imunocytochemicka analyza

Nejprve byly oocyty vruzné fazi meiotického zrani zbaveny kumularnich bunék.
Odstranéni bunék bylo provadéno mechanickym zpusobem, pomoci nasavani skrze Gzkou
tenkosténnou sklenénou kapilaru, ktera byla pfipevnéna do zluté nebo zelené embryologické
tlacky. Po ocisténi oocytti od kumularnich bunék nasledovalo odstranéni vrstvy zona pellucida
pomoci 0,1% prondzy (Merck KGaA, Némecko, katalogové ¢islo P5147). U oocytt prostych
kumularnich bun¢k a vrstvy zona pellucida byl dale proveden oplach ve tiech kapkéach 0,1%
roztoku BSA v PBS. Nésledna fixace oocytt probihala v 2,5% roztoku paraformaldehydu
v PBS pfi laboratorni teploté po dobu 60 minut, po 30 minutach byl vyménén fixacni roztok za
Cerstvy. Po fixaci byly oocyty permeabilizovany pouzitim 0,5% roztoku Tritonu X-100 v PBS
po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Pro nasledny oplach oocyti byl zvolen 0,1% roztok
Tween 20 v PBS s krali¢i rekombinantni monoklonalni primarni protilatkou anti-CD151
(Merck KGaA, Némecko, katalogové ¢islo HPA011906) fedénou v poméru 1:2 000. Po
inkubaci byly oocyty nasledné pii laboratorni teploté tiikrat promyty v roztoku 0,1% Tween 20
v PBS. Dale probéhla inkubace oocytil v inkuba¢nim médiu se sekundarni protilatkou anti-mysi
IgG konjugovanou s fluorescein-5-izothiokyandtem, v poméru 1:3 000 (FITC; Jackson
ImmunoResearch, INC., USA). Inkubace probihala po dobu 1 hodiny ve tmé pfi laboratorni
teploté. Po inkubaci byly oocyty proplachnuty v roztoku Tween 20 v PBS a nasledné promyty
v 0,1% roztoku BSA v PBS po dobu 10 minut. Oocyty byly po oplachnuti v ekvilibraénim pufru
montovany montovacim médiem s obsahem DAPI Vectashield (Vector Laboratories, USA) na
podlozni teflonova skla. Kontrolni skupina byla inkubovéana pouze se sekundarni protilatkou,
primarni protildtka nebyla aplikovana. Slozeni roztokt, které byly pouzity pro
imunocytochemickou analyzu je uvedeno v Tabulce 11.

Analyza vzorka byla realizovana laserovym konfokalnim mikroskopem (Zeiss LSM,
Némecko), ktery se nachéazi v budové Technické fakulty, CZU v Praze. Fluorescence barviva
FITC byla stanovovana pii emisni vlnové délce 517 nm, troven laseru byla ve shodném
nastaveni u vSech experimentalnich skupin. Fluorescence barviva 4',6-diamidino-2-fenylindol
(DAPI) byla stanovena pii emisni vinové délce 461 nm. Ze ziskanych snimki z konfokalniho
mikroskopu byl nasledné snimén fluorescenéni signal detekovaného proteinu CDI151
v oocytech v pribéhu jejich meiotického zrani.
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Tabulka 11 Piehled roztoki pouzitych pro imunocytochemickou analyzu

Roztok Dil¢i chemikalie

2,5% paraformaldehyd v PBS | 2,5 g paraformaldehydu + 50 ml, redestilované H.O
5% roztok BSA 1 g BSA + 20 ml redestilované H.O

PBS + BSA 1 ml PBS + 20 ul 5% BSA

PBS + Triton X-100 + BSA 1 ml PBS + 50 pl Triton X-100 + 20 ul 5% BSA
PBS + Tween 20 1 ml PBS + 10 pl 10% Tween 20

Inkubac¢ni médium PBS — 10 pul 10% Tween 20 + 20 ul 5% BSA

4.7 Statisticka analyza dat

Ziskana data relativni intenzity fluorescence, ktera byla ode¢tena ze snimki ziskanych
z laserového konfokalniho mikroskopu, byla analyzovana pomoci programu STATISTICA
verze 14.0. Pro analyzu dat byla zvolena statistickd metoda jednofaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA) a nasledné meziskupinové diference byly vyhodnoceny Scheffého testem. Pro
statistické vyhodnoceni ziskanych biologickych dat byla zvolena hladina vyznamnosti a=0,05.
Kazdy experiment byl 4x zopakovan.

4.8 Schéma experimentu

4.8.1 Experiment 1: Detekce tetraspaninu CD151 v prasecich oocytech a jejich
kumularnich buiikach béhem meiotického zrani metodou Western blot

Cilem prvniho experimentu bylo potvrdit pfitomnosti tetraspaninu CD151 v prasecich
oocytech a jejich kumularnich buiikach v danych fazich meiotického zrani a ovéteni specifity
zvolené protilatky. Analyzovano bylo vzdy 100 oocytti v daném stadiu meiotického zrani (GV,
MI a MII), poptipadé kumularni buniky ziskané z daného vzorku 100 oocyta.

Pro detekci proteinti byla pouzita elektroforeticka separace polyakrylamidovym gelem
s pridavkem SDS. Po elektroforetické separaci a rozdéleni dle molekulové hmotnosti byly
proteiny pfetiStény na nitrocelul6zovou membranu. Proteiny ptetisténé na membranu byly
nejprve inkubovany s priméarni (anti-CD151; rekombinantni krali¢i monoklonalni) a nasledné
se sekundarni (anti — mysi 1gG) protilatkou podle popisu v materidlech a metodach. Po inkubaci
byla provedena vizualizace proteini metodou ECL Advance Western Blotting Detection Kit a
bloty snimany piistrojem Azure 300 a hodnoceny analyzou obrazu.

Experiment byl 4x opakovan.

4.8.2 Experiment 2: Detekce tetraspaninu CD151 béhem meiotického zrani prasecich
oocytii imunohistochemickou analyzou

Cilem druhého experimentu byla detekovat CD151 protein v oocytu prasete
béhem jeho meiotického zrani a zhodnotit intenzitu signdlu CD151. Analyzovény byly oocyty
ve stadiu zarode¢ného vacku (bez kultivace) a prvni (24 hodin in vitro kultivace) a druhé
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meiotické metafaze (48 hodin in vitro kultivace). Intenzita signalu pro tetraspaniny CD151 byla
hodnocena pomoci neptimé imunofluorescen¢ni metody s vyuzitim konfokalniho mikroskopu
a nasledné analyzy obrazu v programu NIS Elements. Pro jednotlive kategorie byly
analyzovano nejméné 15 oocytu v dané fazi meiotického zréani.

Experiment byl 4x opakovan.

5 Vysledky

Nejprve byla metodou Western blot ovéfena specifita dané protilatky Merck KGaA anti-
CD151 (katalogové ¢islo HPA011906). Protilatka oznacila protein o molekulové hmotnosti
ptiblizné 29 kDa a to jak v oocytech, tak i kumularnich buikach z oocytl ve stadiu GV, Ml a
MII. Poté byla piitomnost tetraspaninového proteinu potvrzena také imunohistochemickou
analyzou.

5.1 Detekce tetraspaninu CD151 v prasecich oocytech
Vv pribéhu meiotického zrani metodou Western blot

Western blotting technikou byly analyzovany tii kategorie oocytl a jejich kumularnich
bungk, GV, Ml a MII. Kazdy vzorek obsahoval 100 oocytil, popiipadé kumularni buiiky z nich
ziskané. Po separaci elektroforézou, byly proteiny pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu.
Pro detekci tetraspaninu CD151 byla zvolena monoklonalni krali¢i protilatka. Ke stanoveni
celkové nanasky proteinu byla pouzita protilatka specificka viaci o — tubulinu.

Zvolenou metodou Western blot byla detekovana reakce primarni protilatky proti proteinu
s molekulovou hmotnosti pohybujici se kolem 29 kDa, coz je odpovidajici molekulova
hmotnost, ktera je popisovana pro tetraspanin CD151.

U analyzovanych oocytii se protein o dan¢ molekulové hmotnosti 29 kDa vyskytoval jak
v oocytech sukoncenou periodou rastu, tak také béhem jejich meiotického zrani v obou
stadiich meiotické metafaze. Také analyza okolnich kumularnich bunék potvrdila, ze se v nich
protein CD151 vyskytuje, a to jak na konci riistové periody u kumularnich bunék z oocytl ve
stadiu GV, tak také u buné€k z oocytt v Ml a MII (Obrézek 6).

Tetraspanin CD151 W T o 29 kDa

GV GVK MI MIK MIl MII K

Obrazek 6 Western blot detekce proteinu CD151 v oocytech a kumularnich buiikach
prasete v pribéhu meiotického zrani. Oocyty ve stadiu GV — zarode¢ného vacku, MI — prvni
meiotické metafaze, MIl — druhé meiotické metafaze; kumularni bunky z oocytu ve stadiu GV
K — zarode¢ného vacku, MI K — prvni meiotické metafaze, M1l K — druhé meiotické metafaze
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52 Detekce tetraspaninu CD151 v prasefich oocytech
Vv pribéhu meiotického zrani pomoci imunohistochemické metody

Po odstranéni kumularnich bun¢k a vrstvy zona pellucida prondzou byly oocyty
inkubovany nejprve s primarni krali¢i protilatkou proti CD151 a nasledné se sekundarni mysi
protilatkou.

Jako negativni kontrola byly oocyty barveny pouze sekundarni protilatkou,
s vynechanim primarni protilatky. K detekci tetraspaninu CD151 byla vybrana sekundarni
protilatka obsahujici barvivo FITC emitujici zelenou barvu. Oocyty byly montovany
montovacim médiem Vectashiled s ptidavkem DAPI, coz je barvivo, které se vaze na jaderné
struktury.

Nésledné snimani fluorescen¢niho signalu tetraspaninu CD151 v praseich oocytech
Vv riznych fazich meiotického zrani potvrdilo piitomnost proteinu ve vsech sledovanych fazich
meiotického zrani oocyti (GV, MI a MII). Po ziskani dat primérné intenzity kazdého vzorku
vSech skupin byla provedena statisticka analyza dat v programu STATISTICA verze 14.0. Dle
vysledka zvolené metody jednofaktorova ANOVA byl shledan statisticky vyznamny rozdil na
hladiné vyznamnosti 0=0,05 (p = 0,002147; p <0,05). Proto byl pro zjisténi meziskupinovych
rozdilti nasledné zvolen post hoc Scheffého test, z jehoz vystupt byl vyhodnocen statisticky
vyznamny rozdil mezi skupinou ve stadiu GV a Ml (p = 0,014845) a téz byl shledan statisticky
vyznamny rozdil mezi skupinou ve stadiu GV a MII (p =0,005251). Nebyl vSak popsan
statisticky vyznamny mezi skupinami oocytu ve stadiu Ml a Ml (p =0,923215) (viz Tabulka
12). Zaroven byl vyhodnocen stupeni intenzity fluorescen¢niho signalu vztazeny k oocytim ve
stadiu zarode¢ného vacku (GV =100 %), jejiz primérné relativni hodnoty jsou popsany v Grafu
1.

Obréazek 7 Imunocytochemickd analyza distribuce proteinu CD151 v pribéhu
meiotickych fazi prasecich oocyti. Zleva GV — oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku (GV), Ml
— oocyt v prvni meiotické metafazi (MI), MII — oocyt v druhé meiotické metafazi (Mll); FITC
barvivem sekundarni protilatky je zelenou fluorescenci vyznacéen tetraspanin CD151. Modte
emitujicim barvivem DAPI jsou fluorescen¢né oznaceny jaderné struktury.
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Tabulka 12. Vysledky Scheffého post-hoc testu zvoleného po vysledku jednofaktorové
analyzy rozptylu (ANOVA) skupin faze zrani p = 0,002147 (p <0.05)

Faze zrani | v | Mmi | MI1

GV 0,014845 0,005251
MI 0,014845 0,923215
MII 0,005251 0,923215

140%
p £0,05

Relativni priimérna intenzita signalu tetraspaninu CD151 (%)
120%

v
100%
80% l l
60%
100,00 %
40% 77,30 % 74,32 %
20%
0%
GV M Ml

Graf 1 Grafickd interpretace dat relativni intenzity signalu tetraspaninu CD151
V riznych fazich meiotického zrani praseéich oocyti. GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného
vacku (GV), MI — oocyty v prvni meiotické metafazi (MI), MII — oocyty ve druhé meiotické
metafazi (MI1); p> 0,05 — statisticky nevyznamny rozdil, p < 0,05 - vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti a=0,05

Hodnota fluorescenéni intenzity signalu tetraspaninu CD151 v prasecich oocytech byla
vztazena k hodnoté fluorescenc¢ni intenzity namétené u oocyti ve stddiu GV (100 %). U
skupiny oocytt v MI fazi byl u relativni intenzity signalu shledan statisticky vyznamny pokles
(77,30 %). Signifikantni statisticky rozdil v primérné intenzité signalu mezi skupinou oocytt
ve fazi M1 a MII nebyl hodnocen jako statisticky vyznamny, jelikoz relativni primér u skupiny
oocytu ve fazi MII byla (74,32 %).

p >0,05
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6 Diskuze

Z literatury je znamo, Ze exprese transmembranového tetraspaninového proteinu CD151
byla zatim popsana pouze u oocytu mysi (Ziyyat et al. 2006), skotu (Jankovicova et al. 2019) a
také v oocytu c¢lovéka (Ziyyat et al. 2006). V piipadé prase¢iho modelu byla exprese
odhadovana pouze in silico analyzou poc¢itacovych dat z transkriptomickych a proteomickych
databazi (Jankovicova et al. 2023). V této diplomové praci byla exprese tetraspaninu CD151
potvrzena jak u oocytu prasete, tak i jeho kumularnich bunék. Metoda Western blot prokéazala
ptitomnost hledaného proteinu o molekulové hmotnosti 29 kDa (Geary et al. 2001) v lyzatech
vyrobenych z praseéich oocyti, které byly ve tfech fazich meiotického zrani, GV, MI a MII a
také v kumulérnich bunikach z nich ziskanych. Také imunocytochemické analyzy pfitomnost
CD151 proteinu v praseéich oocytech potvrdila.

Byl sledovan trend v podob¢ intenzity imunofluorescencniho signalu pro tetraspanin
CD151 v prubéhu meiotického zrani. V oocytech intenzita imunofluorescen¢niho signalu
Vv pribéhu meiotického zrani klesala. Nejprve byl pozorovan prudky pokles o 23 % v intenzité
signalu pti ptfechodu ze stadia GV do stadia prvni meiotické metafaze, signal klesal az do druhé
meiotické metafaze, ale pokles o 3 % jiz nebyl hodnocen jako statisticky vyznamny, tento
necekany trend muze byt vysvétlen nékolika moznostmi.

Prvnim moznym vysvétlenim snizené intenzity signalu pii pfechodu z GV do MI faze
meiotického zrani je ¢asteéné zakryti epitopu CD151 proteinu pro monoklonalni protilatku, kdy
zakryti epitopu mize byt zpisobeno vazbou tetraspaniny CD151 s integrinem Z literatury je
znamo, ze tetraspanin CD151 s integriny interaguje, zejmeéna s integrinem s podjednotkou 1
(Ziyyat et al. 2006). V experimentu s buitkami A549, coZ jsou lidské adenokarcinomové buiky
plicniho epitelu), buitkami NIH 3T3, coZ jsou mysi fibroblastické buiiky a s buitkami HEK-
293T, kdy se jedna o lidské embryonalni ledvinové buriky, byla popsana charakteristicka vazba
vazala skupina mysSich anti-lidskych monoklonalnich protilatek, ¢imz byla ¢astecné blokovana
vazba tetraspanin — protilatka. Jednalo se o dva po sobé jdouci segmenty zahrnujici dva epitopy
pro monoklonalni protilatku (Leul91 a GIn194), které tvofi rozhrani mezi CD151 a integrinem
a3B1 a spolu s epitopem zahrnujicim Gly176/Gly177 jsou piekryvany navazanym integrinem
(Yamada et al. 2008). Vzhledem k pouziti detergentu Triton X 100 pfed imunohistochemickou
analyzou je tato moznost interakce tetraspaniny s integrinem méné pravdépodobna, protoze se
uvadi, ze v detergentu Triton X-100 jsou proteinové interakce charakteristické pfimou vazbou
(Claas et al. 2001). Studie Berditchevski et al. (2001) na buiikach lidské buné¢né linie MDA -
MB-231 (rakovina prsu) popsala nezbytnost velké extracelularni smycky tetraspaninu CD151,
ktera zprosttedkovava dostate¢nou stabilitu pro interakci s podjednotkou a3 integrinu v
pfitomnosti detergentu Tritonu 100-X. Zaroven je pfipustnd interakce s dalSich casti
tetraspaninu, které pfispivaji k asociaci komplexu tetraspanin CD151 — integrin a3p1. Vliv
buné&¢ného proteinového prostiedi na vazbu mezi monoklonalni protilatkou a tetraspaninem
CDI51 byla téz potvrzena u lidskych hemopoetickych bunék a tkanovych fezli (srdecni
svalstvo, kiize nebo tenkého stfeva). Pfi¢inou odlisnych vzorct vazby raznych monoklonalnich
CD151 protilatek bylo opét vysvétlovano do jisté miry piitomnosti proteinu v komplexech s
riznymi integriny (Geary et al. 2001).
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Dalsi moznou pfi€inou snizeni intenzity imunofluorescencniho signalu by mohla byt
mezidruhové rozdilnost. Predpoklada se, ze naptic¢ savci je rozdilnd exprese tetraspanini v
rdmci oocytll a okolnich somatickych bun€k, coz poukazuje na mozné jedine¢né druhove
zavislé mechanismy zapojeni tetraspaninti (Jankovicova et al. 2023). Mezidruhova rozdilnost
se ukézala 1 v distribuci riznych tetraspanini. Piikladem je tetraspanin CD9, ktery se u mysich
oocytl lokalizuje homogenné po oolemme¢ az na ¢ast, kde se vyskytuje metafazni desticka (Zhu
et al. 2002). Oproti tomu u prasecich oocyti ve fazi MII byl detekovan tento tetraspanin
nezavisle na pfitomnosti metafazni desticky (Li et al. 2004). Dal$i mezidruhova odlisnost byla
popsana také u tetraspaninu CD151, kterd se vztahovala k nezbytné pfitomnosti proteinu na
oolemég béhem fuze. Zatimco u mysich oocytl se nejevi tetraspanin jako nezbytna molekula pro
fazi, u lidskych oocytl je jeho pfitomnost nenahraditelna. Opét je zde diivodem asociace
tetraspaninu CD151 do komplexu s integrinem s podjednotkou 1. Tento integrin v§ak u mysich
oocytl neni tak zasadni pro fuzi (Ziyyat et al. 20006), stejné tak u prasecich oocytli neni
esencialni pfitomnost integrinu s podjednotkou B1 a ma tedy doprovodny charakter (Linfor a
Berger 2000).

Obé& navrhované pficiny snizené intenzity signdlu exprese tetraspaninu CD151, které se
navzajem nevylucuji, maji vSak shodny zdroj pifi¢iny. Tetraspaniny jsou transmembranové
proteiny, ktery mohou interagovat s integriny a tim spojovat s ostatnimi tetraspaniny (Serru et
al. 1999). V piipad¢ tetraspaninu CD151 byla potvrzena vazba s integriny a6p4, a3p1 a a6p1
(Yang et al. 2004). U lidskych a mysSich oocyti se piedpokladalo, ze tetraspanin CD151
asociuje s integrinem s podjednotkou B1. Diky této interakci a tvotfeni shlukli mize integrin
interagovat s fertilinem na membrané spermie (Ziyyat et al. 2006). Fertiliny jsou integralni
glykoproteiny, tvofici fertilinovy komplex, ktery hraje dileZitou roli pfi interakcich membran
gamet (Fabrega et al. 2011). Dle Evans et. al (1998) jsou dezintegrinové domény fertilinu pfimo
kritické pro adhezi spermie s vajickem. Na zdklad¢ ptedeslych studii a naSich vysledk
predpokladame, Ze tetraspanin CD151 béhem meiotického zrani prasecich oocyti mtze utvaiet
pomoci tetraspaninové sité vazbu s integriny. Jelikoz tetraspanin svou EC2 doménou reguluje
pomoci cis interakce integrinovou funkci na bunééném povrchu (Yu et al. 2017), muze timto
zpusobem piimo nebo nepiimo napomahat sestavit adhezni komplex. Lze se tedy domnivat, ze
béhem meiotického zrani dochéazi k velkym dynamickym zménam, které molekuldrné piipravi
oolemu na adhezi a naslednou flzi se spermii.

Tato prace rovnéz potvrdila expresi tetraspaninu CD151 v kumularnich bunikéch, které
tvofi somaticky komplex, jez obklopuje oocyty béhem jejich meiotického zrani. Dle
Jankovicové et al. (2023) se mohou tetraspaniny asociované s integriny podilet nejen na
organizaci buné¢né membrany, ale také mohou hrat roli v morfogenezi folikulli a granuldznich
bunék jiz béhem vyvoje. Zato vysledek detekce tetraspaninu CD81 na mysich kumularnich
bunikach byl interpretovan jako mozny zdroj exprese nezbytné pro vytvoreni extraceluldrniho
komponentu oocytu. Bylo tak usuzovano na zakladé¢ lokalizace tetraspaninu CD 81 na vnitinim
okraji vrstvy zona pellucida (Ohnami et al. 2012). U prasecich oocytii byla také popsana
exprese tetraspaninu CD81 a navic CD9, které se ve shlucich nachazely na vnitinim okraji
vrstvy zona pellucida (Jankovicova et al. 2019). U bovinnich oocyti byla lokalizace
tetraspaninu CD151 popsana ve stadiu GV jako rozptylena s piesahem do perivitelinniho
prostoru, nasledné¢ v MII fazi byla detekce zizena na shlukovani naléhajici na oolemu
(Jankovicova et a. 2023). U bovinnich oocyta se prokéazalo, ze komunikace mezi kumularnimi
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bunky a oocytem znacné klesa v prubéhu in vitro zrani. Pii nastupu GVBD doslo k vyraznému
poklesu komunikace skrze gap junction na 40 % mezi témito buitkami (Thomas et al. 2004). Je
tedy otazkou, zda mozny pokles tetraspaninu CD151 v oocytech neni zapii¢inény sniZzenou
distribuci z kumularnich bunék do oocytu, jelikoz béhem in vitro zrani dochazi k radikalnimu
snizeni komunikace mezi oocytem a kumularnimi bunikami. MnoZstvi proteinii v oocytech a
kumulérnich bunikach jsme v naSich experimentech po Western blot analyze nekvantifikovali.

S mezibunécnou komunikaci se poji posledni mozny ditvod vyskytu tetraspaninu CD151
na kumulérnich buiikdch. Alternativnim vysvétlenim pro piitomnosti tetraspaninu CDI151 je
ptedpokladany podil na transzonalni projekci. Podle vysledkii Jankovi¢ova et al. (2019) a
Jankovicova et al. (2023) se na transzonalni projekci u bovinnich oocyt podili naptiklad
tetraspanin CD9. Tato funkce byla tetraspaninu pficitana na zakladé jeho detekce ve vrstvé zona
pellucida, kdy se pomoci monoklonalni protilatky prokazala jeho pritomnost na filamentech
prochazejicich zonou. Vzhledem k malému mnozstvi informaci o proteinu CD151 lze pouze
spekulovat, jaké role zastupuje jak na Grovni gamet, tak na urovni somatickych bunék, které
oocyt obklopuji.
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[ Zavér

Pomoci Western blot metody byl v této diplomové préci potvrzen vyskyt tetraspaninu
CD151 u prasecich oocytt a také jejich kumulérnich bun¢k. Hledany protein byl detekovéan
V oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku a také v oocytech po 24 a 48 hodinach in vitro zrani,
ve stadiu prvni a druhé meiotické metafaze a v kumularnich bunkach z téchto oocyti ziskanych.

Néasledna imunocytochemicka analyza potvrdila rozdily v primérnych intenzitach signalu
exprimovaného proteinu CD151 mezi skupinami oocyt ve vybranych fazi zrani (GV, MI a
MII). Signifikantni statistické rozdily byly popsany mezi skupinami oocyti GV a MI a také
mezi skupinami GV a MII. Naproti tomu nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami oocyti ve stddiu MI a MII. Rozdily mezi skupinami byly vysvétlovany jako mozny
podil tetraspaninu CD151 na piipravnych mechanismech s proteinovymi partnery v ramci
tetraspaninové sité. Ptipravné kroky oocytu v prib&éhu meiotického zrani mohou napomoct
K piipravé oolemy oocytu na budouci kontakt s membrénou spermie a tim tak nasledné
zprostfedkovat fizi membran.

Exprese tetraspaninu CD151 na kumularnich burikach u prasecich oocytt je vysvétlovano
moznou schopnosti distribuce tetraspaninu k oocytu v prubéhu meiotického zrani, nebo se miize
tetraspanin CD151 podilet na morfogenezi granularnich bunék a folikuld béhem vyvoje.
Alternativné se mizeme domnivat, Ze by se tetraspanin zapojoval do mezibunééné komunikace,
tedy byl soucasti transzonalni projekce

V budoucnu je nezbytné provést dalsi studie zaméfené na tetraspanin CD151. Pro lepsi
pochopeni molekuldrniho mechanismu, kterym tato molekula disponuje a vyznamné se podili
na zisku adheznich vlastnosti oocytu je potieba popsat jeho distribu¢ni profil a s moZnou
kolokalizaci s proteinovym partnerem, jako je integrin typu 1 ¢i aV. Dale by mélo budouci
zkoumani molekuly CD151 cilit na dal$i struktury, mimo oolemu, pro moZné potvrzeni
interakci oocyt — kumularni bunky.
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