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Exprese a lokalizace proteinu CD151 v oocytu prasete

Souhrn

Membrany vSech bunék, s vyjimkou erytrocyt, obsahuji tzv. tetraspaninovou sit’
— funk¢ni oblasti v membrané sloZené z proteint. Stejné tak tomu je i v piipadé oocytti. Mezi
tetraspaniny vyznamné pro proces oplozeni patfi zejména molekuly CD9, CD81 a CDI151.
Pro CD molekuly je typicky vyskyt v povrchové oblasti oocytu. Cilem piedloZené diplomové
prace bylo detekovat tetraspanin CD151 v oocytu prasete béhem jeho meiotického zrani.
Vyuzita byla metoda Western blot a imunocytochemicka detekce.

Prase¢i kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly in vitro kultivovany po dobu 0,24 a 48
hodin, do stadia zdrodecného vacku (GV), prvni (MI) a druhé meiotické metafaze (MII).
Ve vzorcich obsahujicich vzdy 100 oocyti v daném stadiu meiotického zrani nebo jejich
kumularnich bunék byla provedena precipitace proteini. Pomoci SDS elektroforézy byly
proteiny separovdny a pretiStény na PVDF membranu. Nésledovala inkubace s primarni
a sekundarni protildtkou. CD151 protein byl kromé& metody Western blot v oocytech ve stadiu
GV, MI a MII stanovovan rovnéZ imunocytochemickou metodou za vyuZiti laserového
konfokalniho mikroskopu a jeho mnozZstvi bylo hodnoceno na zékladé intenzity signalu reakce
protilatky s proteinem.

Imunodetekéni 1 imunocytochemickd metoda prokazaly pritomnost tetraspaninu CD151
v prasecich oocytech ve vSech sledovanych stadiich meiotického zrani — GV, MI 1 MII,
imunodetekci byl protein detekovan také v jejich kumuldrnich butikdch. Imunocytochemicka
analyza prokazala, Ze mnozstvi proteinu CD151 je v oocytech ve stadiu zarodecného vacku
a prvni meiotické metafdze srovnatelné, ve druhé meiotické metafazi dochazi oproti fazi MI
ke statisticky vyznamnému ubytku v mnoZstvi proteinu. Je zndmo, Ze protein CD151 hraje
vyznamnou roli béhem procesu oplozeni a nasledné fuze gamet, kterou reguluje
prostiednictvim integrinu a6f1. Je mozné, Ze s poklesem mnozstvi CD151 V oocytech v MII
fazi naopak stoupd mnozstvi integrinu a.6f31.

Tato studie jako prvni detekovala protein CD151 v prase¢im oocytu, pro ovéfeni funkce
tohoto proteinu a vyznamu interakce s integrinem pro proces oplozeni a fiize jsou nezbytné
dalsi studie.

Klic¢ova slova: Prase, oocyt, protein CD151, exprese, lokalizace



Expression and localization of CD151 protein in porcine
oocyte

Summary

Membranes of all cells, with the exception of erythrocytes, contain the so-called
tetraspanin network - functional regions in the membrane composed of proteins. The same
is true for oocytes. Tetraspanins important for the fertilization process include, in particular,
the CD9, CD81 and CD151 molecules. CD molecules are typically found in the surface region
of the oocyte. The aim of the presented diploma thesis was to detect tetraspanin CD151
in a porcine oocyte during its meiotic maturation. Western blot and immunocytochemical
detection were used.

Porcine cumulus-oocyte complexes (COCs) were cultured in vitro for 0, 24 and 48 hours,
to the germinal vesicle stage (GV), the metaphase I (MI) and the metaphase II (MII) of meiosis.
Protein precipitation was performed in samples each containing 100 oocytes at a given stage
of meiotic maturation or their cumulative cells. Using SDS electrophoresis, proteins were
separated and reprinted on a PVDF membrane. Incubation with primary and secondary antibody
followed. In addition to Western blotting in GV, MI and MII oocytes, CD151 protein was also
determined by immunocytochemistry using a laser confocal microscope and its amount was
evaluated based on the signal strength of the antibody-protein reaction.

Immunodetection and immunocytochemical method proved the presence of tetraspanin
CD151 in porcine oocytes in all monitored stages of meiotic maturation - GV, MI and MII,
by immunodetection the protein was also detected in their cumular cells. Immunocytochemical
analysis showed that the amount of CD151 protein in oocytes in the germinal vesicle stage and
the metaphase I stage is comparable, in the metaphase II stage there is a statistically significant
decrease in the amount of protein compared to the MI stage. The CD151 protein is known
to play an important role during the fertilization and subsequent gamete fusion process, which
is regulated by the a6P1 integrin. It is possible that, as the amount of CD151 in oocytes
in the MII phase decreases, the amount of a6 1 integrin increases.

This study was the first to detect the CD151 protein in a porcine oocyte, and further
studies are needed to verify the function of this protein and the importance of the integrin
interaction for the fertilization and fusion process.

Keywords: Pig, oocyte, CD151 protein, expression, localization
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1 Uvod

Neplodnost je stdle zdvaznéjSim problémem zejména v oblasti reprodukce lidi. Znalost
molekul a mechanismli zapojenych do tohoto procesu umozni lepsi pochopeni udélosti,
které jsou zdsadni pro interakci spermie a oocytu savcl, a tedy i lepSi pochopeni pficin
problémil s plodnosti zpisobenych defekty prave pii oplozeni. Vedle toho umozni také vyvoj
novych metod pro regulaci a diagnostiku plodnosti a klinickou 1é¢bu neplodnosti lidi a zvitat
(Canovas & Coy 2008; Georgadaki et al. 2016).

Principem oplozeni savci je UspéSnd vazba a nésledna flize spermie a plazmatické
membrany oocytu. Proces fuze je umoznén fadou molekularnich interakci, béhem nichz maji
vyznamnou roli fertilin, integriny v plazmatické membrané¢ oocytu a proteiny z rodiny
tetraspanintl (Wassarman et al. 2001; Primakoff & Myles 2002).

Tetraspaniny jsou malé multifunkéni proteiny specificky lokalizované v plazmatické
membrané. Na zakladé jejich schopnosti vytvaret sit¢ s dal§imi proteiny se tcastni mnoha
bunécnych procesti. Tetraspaniny jsou soucdsti sit€¢ gamet, nicméné jejich presnd funkce
pfi oplozeni stale neni Uplné jasna (Jankovicova et al. 2019). Dle Jankovi¢ové et al. (2020b)
pusobi tetraspaniny v reprodukénim traktu primarné za ucelem organizace membranovych
komplexti obsahujicich proteiny, které jsou vyznamné pro interakce membran spermie
a oocytu.

Z rodiny tetraspaninii maji béhem oplozeni savci vyznamnou funkci CD molekuly,
zejména CD9, CD81 a CD151. Vsechny tyto molekuly maji nepostradatelnou funkci v oblasti
kvality gamet, béhem jejich interakce a fuze pii oplozeni a ¢asné embryogeneze (Jankovicova
et al. 2020b).

Molekula CD151 ma vyznam mimo jiné pro adhezi gamet, kterou prostiednictvim
integrinu a6P1 reguluje (Lammerding et al. 2003). Exprese proteinu CD151 byla popsana
zejména v oocytech lidi (Ziyyat et al. 2006). O expresi tohoto proteinu v oocytu prasete béhem
jeho meiotického zrani a procesu fuze prasecich gamet u prasete je znamo velmi mdlo.

Do soucasnosti se vyraznd vétSina studii na poli vyzkumu detekce tetraspanint
v gametach vénovala tetraspaninu CD9, ktery je v ramci nejvyznamnéjSich CD molekul
v oocytu prozkoumdn a popsan nejpodrobnéji (Kaji et al. 2000; Miyado et al. 2000; Ziyyat
et al. 2006; Ohnami et al. 2012; Sabetian et al. 2014). Studie vénované vyskytu i ndmi
zkoumaného proteinu CD151 byly zfejmé provedeny pouze na oocytech lidi (Ziyyat et al.
2006). Detekce CD151 v oocytech prasat zatim studovédna nebyla. Jankovicové et al. (2020a)
se vnedavné dobé podafilo jako prvnim prokdzat pritomnost CD151 také ve spermii,
a to u mySi. Obecné je tetraspanin CD151 Castéji studovdn v souvislosti s tumory a jinymi
chorobami (Nankivell et al. 2013; Zeng et al. 2017).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo popsat expresi a lokalizaci proteinu CD151 béhem meiotického zrani
oocytu prasete.



3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze je oznaCeni pro soubor vyvojovych procesii u samic savcu, které¢ vedou
ke vzniku oocytu, tedy samic¢i pohlavni builkky. Oocyty maji ptivod v primordialnich
zarode¢nych bunkach (PGCs; Primordial Germ Cells), které se béhem procesu oogeneze vyviji
az ve zralé oocyty, jez jsou oplozeni schopné (Coticchio et al. 2013). Pro tspésné dozrani
oocytll je ovSem nezbytné, aby zarodecna bunka béhem svého vyvoje zredukovala svoji
genetickou informaci na polovinu. K tomu dochdzi v pribéhu redukéniho déleni neboli meidzy
(Holt et al. 2013).

Proces oogeneze je komplexni proces regulovany velkym mnozstvim intra
a extraovaridlnich faktord. Oogonie, které vznikaji z primordidlnich zarodecnych bunék,
se mnozi mitdézou, ¢imz vznikaji primarni oocyty, které jsou zastaveny v profdzi prvniho
meiotického d€leni, dokud nejsou plné dorostlé. Meiotickd kompetence a kompetence oocytu
vyvijet se je postupné ziskdvana béhem folikulogeneze, kdy vyznamnou roli sehrava
skutecnost, Ze oocyt roste vinterakci s doprovodnymi bunkami, které ho obklopuji.
Komunikace skrze gap junctions mezi oocytem a granuléznimi buitkami obklopujicimi oocyt
je zasadni jak pro vyvoj oocytu, tak pro diferenciaci granul6znich bunék. Oocyty jsou piimo
zavislé na diferenciovanych kumularnich buikéch, které jim dodéavaji ziviny
a zprostredkovavaji regulacni signaly podporujici jaderné a cytoplazmatické zrani, a posléze
zisk meiotické kompetence (Sanchez & Smitz 2012).

Oogeneze je zahdjena jiz béhem embryondlniho vyvoje samice a je ukoncena
az s utlumem jeji pohlavni aktivity (Coticchio et al. 2013). Zahrnuje tii klicové faze: fazi
mnozeni, fazi ristu a fazi zrani, béhem kterych se primordialni zérode¢né bunky vyviji
v primarni, pozd¢ji sekundarni, a nakonec ve zralé oocyty (Shibuya & Watanabe 2014).

3.1.1 Faze mnozZeni

PGCs, které jsou zakladany jiZ béhem embryonélniho vyvoje a vyvijeji se 1 postnatalné
(Johnson et al. 2004), béhem fdze mnoZeni migruji ze zadniho stfeva pres dorsdlni mesenterium
do mist budoucich gonad. Migraci a mnoZeni PGCs fidi proteiny kostni dfené¢ (BMPs; Bone
Marrow Proteins) a aktivin, oba zrodiny transformujicich rastovych faktord  (TGF-f;
Transforming Growth Factor ) a fada transkripénich faktori odvozenych od zarodeénych
bunék (Sanchez & Smitz 2012; de Souza et al. 2017). BMP2 a BMP4 zvySuje a BMP7 sniZuje
pocet PGCs v mySich ovariich, zatimco u lidi zvySuje pocet PGCs aktivin (Zhai et al. 2019).
V gonddédch samice PGCs diferencuji v diploidni oogonie a malé diploidni buiky (Pepling
2006; Bowles & Koopman 2010), pfi¢emZ oogonie jsou pak mnoZeny opakovanym mitotickym
délenim, které je principem této faze (Elkouby 2017).

Mitéza tedy nastava béhem migrace PGCs do gondd a jejich diferenciace v oogonie.
Mitéza zahrnuje déleni jadra, ¢imZ vznikaji dvé geneticky zcela shodné dcefinné bunky
a je zakoncend rozdélenim samotné buriky neboli cytokinezi. Pfed samotnym délenim buriky
dochdzi mimo jiné k replikaci DNA (Pepling 2006). Béhem mitdzy se také formuje ovaridlni
folikul (Baltus et al. 2006).
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Co se tyCe embryi prasat, jiz 24.— 26. den po oplozeni jsou poprvé patrné zaklady gonad.
Primordidlni zdrode¢né buiiky se objevuji v oblasti zdrodecné brazdy nejdfive po 18 dnech
po oplozeni. Mitotické déleni PGCs probihd od 13. dne embryondlniho vyvoje a trva témér
az do narozeni, konkrétné do 7. dne pred nim. Okolo 30. dne po oplozeni pak dochdzi k migraci
zarodeCnych bunék do vajecnikd (Eppig et al. 2004). Poté zarode¢né bunky v mistech,
kde se vyviji vajeCniky, ztrati pohyblivost a nastava u nich mitdza. V této fazi se ze zarodecnych
bunék stdvaji oogonie (Gosden & Bownes 1995).

Pozvolna také dochazi k tvorbé jedné vrstvy granuloznich bunék okolo vyvijejici
se pohlavni buiiky (Hunter 2000).

3.1.2 Faze rustu

Faze rtstu se vyznacuje dlouhou délkou trvani a je pferusena az s koncem pohlavni
aktivity. Velikost oocytli savcl je na zacatku faze rustu 12 az 15 pm a béhem ni dochézi
ke zvétSeni objemu oocytt az 300x (Wassarman 1988). Objem oocytu prasete se béhem rustové
faze zvétsi z 30 na 120 um (Motlik & Fulka 1986). Po dosazeni pohlavni dospélosti samice
se do této faze v ramci pravidelného ovarialniho cyklu dostava vzdy hned nékolik primarnich
oocytli (Marvan et al. 2017).

Faze rtstu zacina ve chvili, kdy se oogonie prestanou délit, zvetsi se, vytvori primarn{
oocyty a zahéji meidzu. Oocyt je ndsledné zastaven ve stadiu diplotene béhem proféze I prvniho
meiotického déleni a nastava klidové stadium (Baltus 2006).

Se zahdjenim meidzy vznika kolem primarniho oocytu jedna vrstva bunék zvana
primordidlni folikul (Zhai et al. 2019). Pivod bun&k tvoficich primordidlni folikul je bud
v bunikkdch tvoficich epitel ovdrii ¢i pochdzi z mezonefros (Sawyer et al. 2002). Vznik
primordidlnihofolikulu je ovlivnén mimo jiné estrogenem a rodinou TGF-f3. Béhem vzniku
primordialnich folikult mnoho oocytl zanikd apoptézou (Zhai et al. 2019). V ovariich embryi
prasat jsou primordialni folikuly pozorovatelné 56. den po oplozeni (Bielanska-Osuchowska
2006).

Primarni oocyty obklopené primordidlnimi folikuly ztstavaji v klidovém stadiu
az do pubertdlniho véku, kdy jsou aktivovany. Primordidlni folikuly se pfeménuji na folikuly
primarni, ve kterych dochazi ke zvétSovani oocytl a zplostélé granulézni bunky se vyviji
v kubické folikuldrni buniky. Pfeména primordidlnich folikuld na primarni je dynamicky proces
vyZzadujici rozsahlou regulaci (Li et al. 2010).

Soucasné se zranim folikuld vytvari primarni oocyty zona pellucida (ZP) a vznikaji dalsi
vrstvy kubickych bunék, ¢imz vznikd sekundarni, a posléze antrdlni folikul (Zhai et al. 2019).

Vraném stadiu vyvoje jsou ovaridlni folikuly nezdvislé na folikulostimula¢nim
hormonu (FSH). Od stadia antralniho folikulu je ovSem jejich dalSi vyvoj na FSH zdvisly
(MacLennan et al. 2015). Primérni oocyt dokoncuje prvni meiotické déleni pfed ovulaci, ¢imz
vznika haploidni sekundérni oocyt a je vydéleno prvni pélové télisko. Se za¢atkem ovulace je
pak zahdjeno druhé meiotické déleni, které je dokonceno pouze v pripadé, Ze dojde k oplozeni,
po némz ndsleduje vydéleni druhého polového téliska (MacLennan et al. 2015).

Oocyty rostou ve dvou fazich. Beéhem prvni faze dochazi k ristu oocytu soubézné
s rustem folikulu. Béhem druhé faze se velikost oocytu neméni, prestoZe velikost folikulu
narusta (Motlik & Fulka 1986).
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V disledku fizené proliferace bunék folikulu vznikd obal oocytu, ktery ma nékolik
vrstev a oznacuje se jako membrana granulosa (Hyttel et al. 1999; Eppig 2001). Okolo
granulézy dochazi k tvorbé obalu vzniklého z intersticidlnich bunék. Vznika tak theca folliculi
interna a externa (Wassarman 1988). Objevuje se také corona radiata — vrstva cylindrickych
granuléznich bunék, ktera tésn¢ obklopuje oocyt. Dalsi vyznamnou uddlosti ristové faze
je vznik ochranného glykoproteinového obalu okolo oocytu, kterym je zona pellucida.
Ta vznikd mezi corona radiata a oocytem (Lundy et al. 1999; Eppig 2001). Vyznamnou funkci
ma ZP mimo jiné i béhem oplozeni, jelikoZ se ti€astni akrozomalni reakce, navazani spermie
na oocyt a v neposledni fad€ chrani oocyt pfed polyspermii (Yurewicz et al. 1987).

V rostoucich oocytech je moZné pozorovat také rozlehlé sférické jadro neboli zdrodecny
vacek (GV) spolu s jednim nebo dvéma menSimi jadérky. Jadro zvétSuje svou velikost spolu
s rostoucti velikosti oocytu (Hyttel et al. 1999).

Bé€hem féaze rlstu v oocytu dochazi také k syntéze a hromadéni proteini a mRNA,
probihd intenzivni transkripce, translace a syntéza novych organel (Guraya 2000).

3.1.3 Faze zrani

Meiotické zrani je proces premény zcela dorostlého a meioticky kompetentniho oocytu
v oocyt, ktery je schopny oplozeni (Zhai et al. 2019). Tento vyvoj oocytu koreluje
s folikulogenezi (viz Obrazek 3.1) a dulezita je i komunikace s okolnimi bunikami. Pro zran{
oocytl jsou dilezitymi regulacnimi faktory napriklad proteiny Notch (Li et al. 2017) a ¢lenové
rodiny TGF-f (Su et al. 2008).

rostouci (antralni) zraly
i Al . folikul oli
primordialni primarni

likul folikul
folikul folikul
oD
renatalni ostnatalni
FOLIKULOGENEZE pobdobi P obdobi
i " e (1
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Obrazek 3.1 Vztah mezi procesem folikulogeneze a oogeneze u ¢lovéka (Zhai et al. 2019)

Tato faze je zahdjena jiZ béhem prenatdlniho vyvoje. Motlik a Fulka (1986) upfesiiuji
rozdilnost, ktera je mezi zranim a meiézou. Zduraznuji, Ze zrani je pouze ¢ast meidzy.

Preména primérniho oocytu na sekundarni oocyt je zakladnim pfedpokladem féaze zrani.
Pro tuto ¢ast je charakteristicky zanik jaderné membréany a tvorba déliciho vieténka. Béhem
faze zrani typicky dochédzi krozpadu zarodecného vacku (GVBD; Germinal Vesicle
Breakdown) a ke kondenzaci chromatinu. V této fazi se dédle formuje délici vieténko a vznika
prvni pélové télisko. Probiha také pfechod mezi meidzou I a II a je utlumena S-faze. Posléze
dochézi i k nastupu druhého meiotického bloku (Schmitt & Nebreda 2002).
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Meidza ovulovanych oocyti, které maji separované chromozomy a vydélené druhé
polové télisko, je dokonena po oplozeni (MacLennan et al. 2015).

Opétovné zahajeni meidzy in vivo nastiva v disledku LH viny. Pomoci LH signalu
je eliminovan jeden ¢i vice Cinitelti, prikladem je eliminace inhibitoru zrani oocyti (OMI;
Oocyte Maturation Inhibitor). Disledkem eliminace je aktivace cyklini, fosfataz a kinaz,
jez maji vyznamnou funkci pro uspéSné dokonceni jaderného zrani (Hunter 2000).
Pro opétovného zahdjeni meidzy in vitro je postacujici uvolnéni oocytu z intrafolikuldrniho
prostredi (Stojkovic et al. 1999; Fan et al. 2002).

Béhem féze zrani oocyt vstoupi do metafdze prvniho zraciho déleni. Zarode¢ny vacek
oocytu se rozpada, dochazi ke kondenzaci chromozomu a k vydéleni prvniho pélového téliska
(Sharma & Chowdhury 1998). Meidza je na konci této faze preruSena v metafazi druhého
meiotického déleni. Tento proces preruSeni meidzy je nazyvan jako druhy meioticky blok
(Motlik & Kubelka 1990; Swann 1993; Lawrence et al. 1997). Soucésti faze zrani jsou dva
procesy, jaderné zrani a cytoplazmatické zrani (Wolf & Zelinski-Wooten 2001).

Zarode¢ny vacek (GV; Germinal Vesicle) je zpoCitku ohrani¢en souvislou jadernou
membranou, kterd se zvlni po jeho rozpadnuti ndsledkem zahdjeni zrani. Nakonec membrana
vytvari dublety spojené s endoplazmatickym retikulem, které jsou pozdé€ji vyuzivany ke znovu
utvoreni prvojaderné a jaderné membrany (Wassarman 1988). Ke kondenzaci chromozomi
pfi vnitinim okraji jaderné membrany a k prestupu chiazmat na konce chromozomt dochazi
béhem stadia diktyotene. Ve chvili, kdy je téméf dokoncend kondenzace, maji telocentrické
bivalenty tvar pismene V. Casto dochazi k jejich spojovéni s pozistatky jaderné membrény.
Pfi kondenzaci se chromozomy seskupuji, pfichdzi o sva spojeni s fragmenty jaderného obalu
a fadi se do ekvatoridlni roviny (Coticchio et al. 2013).

Zmény vnéjsi stavby zdrodeCného vacku béhem jeho rozpadu lze v ptipadé prasete
klasifikovat do péti stadii (Sun et al. 2004). B€hem stadia GVO je chromatin rozptylen po celé
oblasti jadra, pocatek kondenzace a vznik prstencovitého nebo podkovovitého utvaru okolo
Jjadra je zfejmy ve stadiu GV1 (Motlik & Fulka 1976; Guthrie & Garrett 2000; Sun et al. 2004).
Béhem GV2 stadia je pozorovatelné shromazdovani chromatinu blizko jddra. Rozpad
podkovovité struktury je charakteristicky pro stadium GV3, stejné¢ jako vznik zdkladu
filamentarni sité. Béhem GV4 dochézi k zaniku jaderné membrany a jiZ neni pozorovatelné
jadérko (Motlik & Fulka 1976; Tan et al. 2009).

Zaroven s rozpadem zdrode¢ného vacku a kondenzaci chromozom se za¢ind objevovat
spojeni centromer s mikrotubuly. Vznikaji také dalsi organizacni centra mikrotubulti (MTOCsS;
Mikrotubule-organizing Centers). Mikrotubuly, které znich vystupuji, dosahuji
az do nukleoplazmy (Thibault et al. 1987). Nasledné se za pomoci kinetochoru napojuji
na kazdou z chromatid homolognich chromozomi. Spolu s mikrotubuly zde vznikd prvni
meiotické délici vieténko (Calarco 1972; Alberts et al. 1998; Miao et al. 2012). Na vrcholech
délicich vietének nejsou pritomné centrioly (Wassarman 1988). V blizkosti délicich vietének
se vyskytuje velky pocet mitochondrii, granul a vakuoli (Motlik & Fulka 1976; Hafez & Hafez
2000).

Pfi prvnim meiotickém dé€leni dochdzi k vyméné genetického materidlu a zdroven
i k meiotickému crossing-overu. Pary homolognich chromozomi si vyménuji homologni
segmenty DNA mezi nesesterskymi chromatidami. Tento mechanismus zabranuje tvorbé
identickych gamet (Alberts et al. 1998).
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Prvni meiotické déleni

Profazi I, ktera je zahajena jiz ve fazi mnoZeni, lze rozdélit do péti stadii: leptotene,
zygotene, pachytene, diplotene a diakineze (Sanchez & Smitz 2012).

V prvni fazi, leptotene, nastava spiralizace chromozomtu a jejich kondenzace v jadre.
Chromatin obsahuje denzni granula a je heterochromaticky. V neposledni fadé nastdva rozpad
jadernych pori. I béhem nasledné faze zygotene déle probiha kondenzace. Zaroven v této fazi
dochazi ke zkraceni chromozomd, které se nasledné¢ homologicky paruji a vytvaii bivalenty.
V pribéhu pachytene pokraCuje zkracovani jiz zparovanych chromozomu, vznikaji dvé
sesterské chromatidy a probiha crossing-over, kdy se vyméni tiseky nesesterskych chromatid
homolognich chromozomti. Chromatidy se oddé€luji v nasledné fazi diplotene, kdy jsou
vzdjemné spojené uz pouze za pomoci chiazmat. K definitivnimu rozdéleni chromozomi
dochézi béhem diktyotene. V tento okamzZik nastupuje prvni meioticky blok (Wassarman 1988;
Hunt & Hassold 2008).

Pro dalsi fazi meiotického zrdni, metafazi I, je charakteristické sefazeni sparovanych
homolognich chromozomi do ekvatorialni roviny. Zaroven se v této fazi centromery orientuji
k opaénym polim vieténka. Chromozomy jsou usporadané do bivalenti, k jejich posunu
dochazi za pomoci depolymerovanych kinetochorovych mikrotubuld u kinetochoru (Alberts
et al. 1998; McGinnis et al. 2012).

Béhem néasledné anafiaze 1 dochdzi k procesu zvanému disjunkce. U obou
z homolognich chromozomti kazdého bivalentu dochdzi k samostatnému pohybu a jejich
sesterské chromatidy a centromery se presouvaji k opaénym p6liim bunky. Poc¢et chromozomt
je zredukovan na polovinu. Tento haploidni pocet chromozomu je u kazdého produktu
vzniklého prvnim meiotickym délenim. Bivalenty se rozdéluji nezavisle na sobé a vznikaji
ndhodné kombinace z ptivodni otcovské a matefské sady chromozomii. Nasledkem crossing-
overu a rekombinaci roste variabilita genetického materidlu, ktery je pfendsen na potomka
(Coticchio et al. 2013).

Nasleduje telofaze I, béhem niZ u obou haploidnich sad chromozomil nachézejicich
se na protilehlych pélech buiiky dojde ke shluknuti. To je ndsledovdno vydélenim prvniho
polového téliska obsahujiciho polovinu genetického materidlu. V prvnim pdélovém télisku
se mimo jiné bunéfné organely nachédzi i mitochondrie, ribozomy a kortikédlni granula
(Coticchio et al. 2013).

Druhé meiotické déleni

Druhému meiotickému déleni nepfedchazi replikace DNA (Zhai et al. 2019), proto
bunka, kterd vstupuje do meidzy II, obsahuje haploidni po¢et chromozomi. Béhem metafaze 11
se u vétsiny savct bunéény cyklus podruhé zastavuje. K tspésnému dokonceni meidzy dochazi
pouze za predpokladu oplozeni ¢i aktivace partenogeneze (Sun & Nagai 2003).

Pro cytoplazmatické zrani je bezpodminecné nutnd syntéza a skladovéni rozsihlého
molekulového spektra. Neméné dtilezita je i modifikace molekul s jejich ndslednym spravnym
vyuZitim béhem dokoncovani zrani a oplozeni (Lodish et al. 2008). Zpocatku embryogeneze
dochazi k preskupeni organel, skladovani mRNA a proteint ptisobicich béhem procest ve fazi
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zrani (Brevini-Gandolfi & Gandolfi 2001; Sirard et al. 2006). Kdyz buiika prochazi preménou
z faze GV do metafaze II, dochazi k preskupeni Golgiho aparatu, endoplazmatického retikula,
ribozémd a mitochondrii. Tyto organely jsou schopné pohybu pomoci cytoskeletarnich
mikrofilament a mikrotubult (Ferreira et al. 2009).

V piipadé praseCich oocytl, které jsou kultivované in vitro, miZe nastat deficit
cytoplazmatickych organel. Ten md za ndsledek absenci vyvojové kompetence. Dilezita
je koordinace procesti cytoplazmatického a jaderného zrani tak, aby k jejich dokonceni doslo
zaroven (Hunter 2000).

3.1.4 Faktory regulujici meiotické zrani

Meiotické zrani je béhem svého priibéhu regulovdno fadou faktord. Tyto faktory jsou
zéasadni k uspéSnému dokonceni celého procesu. Vedle nutnosti odstranit inhibitory potlacujici
meiodzu je také nezbytné zajistit pozitivni signaly za ucelem opétovného zahdjeni meidzy (Tosti
& Boni 2004).

Regulace meiotického zrani oocytd savcl je zajiSténa rGznymi molekulami, kterymi
jsou napriklad cykliny, na cyklinech zavislé kinazy, fosfatazy a signdlni molekuly, které casto
tvori sloZité signdlni kaskady (Cho et al. 1974).

3.1.4.1 MPF (M-phase Promoting Factor; metafazi podporujici faktor)

MPF je regula¢ni faktor univerzalni jak pro mitézu, tak pro meiézu (Nurse 1990). Radi
se do skupiny tzv. proteinkinaz, jez fosforyluji cilové proteiny (Murray et al. 2003). Historicky
je MPF povazovéan za heterodimer slozeny ze dvou podjednotek — katalytické a regulacni
(Murray et al. 1989; Nurse 1990).

Serin/threonin proteinkindza p34cdc2, kterd se fadi do rodiny tyrosinovych cyklin
dependentnich kinaz, vytvari katalytickou podjednotku. Podjednotka regulacni je tvofena
cyklinem B (Dunphy et al. 1988; Gautier & Maller 1988; Gautier et al. 1989). Nicméné neddvno
bylo objasnéno, Ze MPF obsahuje nejméné 2 samostatné kindzy — komplex cyklinu B
s cyklin-dependentni kindzou 1 (Cdk1) a Greatwall kindzu (Kishimoto 2015).

Spojeni obou vySe zminovanych podjednotek je zdkladnim principem aktivace MPF
(Gautier et al. 1991; de Vantéry et al. 1997). Nasledkem je vznik neaktivniho komplexu
zvaného pre-MPF. Ten se vyskytuje béhem faze ristu oocytli. Zakladni kontrolni bod
k vytvoreni komplexu pre-MPF je syntéza a degradace cyklinu B (Murray & Kirschner 1989).
Na vytvoreni pre-MPF maji vliv ménici se hladiny cyklinu B, které, kdyZ je dokon¢ena aktivace
komplexu MPF, maji funkci regulace bunééného cyklu pii meiéze (Brunet & Maro 2005),
konkrétné je regulace hladiny cyklinu B1 jednim z mechanismi pro udrZeni meiotického bloku
(Holt et al. 2013). Oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku jiz obsahuji vyznamné mnozstvi cyklinu
B. Je nicméné také zapotiebi, aby byl cyklin B konstantné degradovdn anafdzi podporujicim
komplexem (APC). Pokud dojde béhem stadia zarodecného vacku k akumulaci cyklinu B
v oocytu, vlivem jeho zvySené hladiny dochdzi k aktivaci MPF vedouci ke spontdnnimu
obnoveni meidzy (Reis et al. 2006).

Trvale zvySenou koncentraci stabilizovaného MPF v oocytech je udrZovan meioticky
blok (Pandey et al. 2010). Aktivita MPF je také nezbytnou soucasti korektniho prubéhu faze
zrani. M4 kontrolu nad dé€ji vedoucimi k tvorbé funkéniho dé€liciho vieténka (Hunter 2000)
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a zaroven ma kli¢ovy vyznam béhem iniciace segregace chromozomiu také pri anafazi (King et
al. 1996). Kromé toho i kondenzace chromozomil, zména usporadani mikrofilament
a reorganizace intermedidlnich filament je tzce spjata s aktivitou MPF (Stojkovic et al. 1999).

Uroven aktivity MPF ma souvislost s mirou fosforylace a aktivni syntézou proteind
uvnitf buniky (Prochdzka et al. 1989; Chen et al. 2000). Fosforylace reguluje MPF nejen
pozitivné, ale i negativné. Inhibi¢ni fosforylace p34cdc2 udrzuje pre-MPF ve stavu bez aktivity
(Marlovits et al. 1998) a k jejimu pribéhu dochézi na tyrosinu 15 a threoninu 14. V pripadé
tyrosinu 15 dochazi k fosforylaci vlivem Myt 1 kindzy a v pfipadé€ threoninu 14 za pomoci Wee
1 kindzy (Touny & Banerjee 2006). Threonin 161 je mistem fosforylace za ticelem aktivovat
komplex p34cdc2 prostrednictvim kindzy CAK (cdc-aktivacni kindza) (Clarke 1995).

V prubéhu meiotického zrani oocytt klesa aktivita MPF (Mattiloli et al. 1991). B€hem
metafaze prvniho meiotického d€leni tedy zprvu dochézi k nartistu aktivity MPF, poté ale
nastdva pokles jeho aktivity, ktery je nezbytny pro prechod z metafdze do anafize (Motlik
& Kubelka 1990). Tento charakteristicky pokles aktivity MPF zptisobuje komplex podporujici
anafdzi (Anaphase Promoting Complex, APC) (King et al. 1996). APC umoziiuje vazbu
ubiquitinu na cyklin B, ktery je posléze identifikovan a degradovan prostfednictvim
proteazomu (Glotzer et al. 1991).

Béhem metafdze druhého meiotického zrani se aktivita MPF opét zvySuje. Déje se tak
vlivem niZe charakterizovaného cytostatického faktoru (CSF) zodpovédného za vysokou
uroven aktivity MPF béhem celého zastaveni meiotického d€leni v metafdzi II (Murray
& Kirschner 1989).

3.1.4.2 MAP kinazy (MAPK; Mitogen Activated Protein Kinases; mitogeny-aktivované
proteinkindzy)

MAP kindzy se zdsadné podileji na pienosu extraceluldrniho signdlu v burce. Proto
se také nazyvaji extraceluldrné regulovanymi kindzami (ERK). Radi se mezi serin/threonin
proteinkindzy. Meiotické zrdani reguluji fosforylaci proteini pravé na serinovych
¢i threoninovych zbytcich (Stojkovic et al. 1999). Prikladem je fosforylace proteind udrZujicich
chromatin v kondenzovaném stavu, ¢imZ je znemoZnén prechod oocytu do interfaze (Chen
et al. 2020).

Rodina MAP kinaz je délena na tii podrodiny, a to na ERK, JNK a p38 MAP kinazy
(Schaeffer & Weber 1999; Davis 2000).

MAP kinazy se podileji na tvorbé a dynamice mikrotubulti (Stojkovic et al. 1999).
Vysoka aktivita MAP kinaz je zaznamenana v pribéhu zrani oocytl savcl (Cheng-Guang et al.
2007). U prasat jsou MAP kinazy vyznamné béhem bloku meidzy II (Stojkovic et al. 1999).
Lokalizace MAP kindz béhem rtstu oocytd je vyhradn€ v cytoplazmé. V pocatcich faze zrani
se pak MAP kinazy presouvaji do zarodecného vacku (Meinecke & Krischek 2003). MAP
kindzy tedy maji podil na prenosu signdlu z cytoplazmy do jadra, ktery indikuje zacdtek zrani
(Inoue et al. 1998; Stojkovic et al. 1999).

V piipadé spontanniho zrdni oocytli mySi dochdzi k aktivaci MAP kindz 2 hodiny
po stadiu GVBD (Lu et al. 2001). Oproti tomu napriklad u prase¢ich oocyti dochazi k aktivaci
MAP kindz jesté, nez GVBD nastane. Je prokazano, Ze zahajeni meidzy u oocytll prasete
neni ovlivnéno ani v pfipadé, kdy je aktivita MAP kindz naruSena (Josefsberg et al. 2003).
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Vysledky pokust dokazuji, Ze i v pripadé, Ze je aktivita MAP kindz blokovana vlivem
inhibitoru MEK, dojde u prasecich oocytl k rozpadu zarode¢ného vacku (Tong et al. 2003).

K aktivaci MAP kindz dochézi vlivem faktoru Mos, tedy aktivnim katalytickym
komponentem cytostatického faktoru CSF a Plkl neboli polo-like kindzou 1. Oba tyto
spoustéce meiotického zrani jsou v pripadé nezralého oocytu neaktivni (Sun & Nagai 2003).
MAP kinaza je aktivovana béhem obnoveni meidzy I (Chen et al. 2020). MAP kinazy se oproti
MPF vyznacuji vysokou aktivitou béhem celé faze zrani (Zhang et al. 2012), jak zndzoriuje
Obrazek 3.2. K poklesu drovné aktivity dojde aZ po oplozeni nebo po aktivaci partenogeneze
(Tripathi et al. 2010).

— MAPK
—— MPF

uvolnéni z folikulu oplozeni

v

GV GVBD MI Ml vznik prvojader rozpad jaderné dvoubunééné

membrany stadium

Oh 2h 4h 8h 12h 6 h po oplozeni

Obrazek 3.2 Schéma aktivity regulac¢nich faktora MAPK a MPF v pribéhu meiotického
zrani oocytt savet (upraveno podle Fan & Sun 2004)

3.1.4.3 CSF (Cytostatic Factor; cytostaticky faktor)

Béhem metafaze II jsou oocyty zastaveny v druhém meiotickém bloku skupinou
molekul oznacovanych jako cytostaticky faktor (CSF) (Stojkovic et al. 1999). UdrZeni druhého
meiotického bloku je tedy hlavni funkci CSF (Schmidt et al. 2006). Jakmile dojde k oplozenti,
aktivita CSF se vytraci (Clarke et al. 1988). To je umoZnéno inhibici ¢innosti mikrotubularnich
motort prostiednictvim CSF, ¢imz zGstava neporusené délici vieténko. Timto zdstava oocyt
zadrZen v metafazi Il (Shiina et al. 1992).

CSF se nachézi v cytoplazmé ovulovanych oocyti, kde je jeho funkci zabranit degradaci
cyklinu B nutného k zachovani aktivity MPF. Jednim z dilezitych cytostatickych faktorQ
je Mos protein. Je nezbytny ke stimulaci aktivity MAP kindzy (Dupré et al. 2011) a slouZzi
k regulaci hladiny MPF (Tunquist & Maller 2003). Mos kindza je nepostradatelna pro aktivaci
MPF béhem meidzy i II a také pro zastaveni oocytd v MII (Dupré et al. 2011).
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Dohromady Mos protein a MAP kindza tvori systém, ktery s nejvetsi pravdépodobnosti
aktivuje a stabilizuje MPF (Tiwari et al. 2018). Mos protein fosforylaci MEK1 kindzy
zpusobuje zvyseni aktivity MAPK (Dupré et al. 2011). Do skupiny molekul CSF se déle fadi
napfiklad SAC (Spindle Assembly Checkpoint) proteiny. Tyto proteiny se uplatiuji
pfi preruseni bunécného cyklu v metafazi prostfednictvim inhibice anafdzi podporujiciho
komplexu (APC) (Brunet & Maro 2005).

3.1.4.4 Cyklické nukleotidy cAMP a cGMP

Meiotické zrani oocyti je z velké Casti fizeno cyklickym adenosinmonofosfiatem
(cAMP) a guanosinmonofosfiatem (cGMP), které jsou klicové pro udrzeni meiotického bloku
(Zhang et al. 2010). Tyto nukleotidy jsou u savcili tvofeny bud z bunék obklopujicich oocyt
nebo samotnym oocytem (Gilchrist et al. 2016; Tiwari & Chaube 2017a; Tiwari & Chaube
2017b; Pan & Li 2019). Syntéza cAMP a cGMP je fizena adenylat cyklazou (AC) a guanylat
cyklazou (GC). K jejich degradaci pak dochazi prostrednictvim fosfodiesterdz (PDE) (Gupta et
al. 2017; Tiwari & Chaube 2017c; Pan & Li 2019). Zmény v koncentracich cAMP i cGMP
ovliviiuji meiotické zrani, a to bud zménou aktivity MPF ¢&i regulaci jeji stabilizace, respektive
destabilizace (Chaube 2001; Bernal-Ulloa et al. 2016). SniZeni hladiny cAMP, stejné jako
c¢GMP, iniciuje fosforylaci cyklin-dependentni kindzy 1 a syntézu, respektive degradaci cyklinu
B. Tyto zmény Cdkl a cyklinu B maji za nasledek destabilizaci MPF v oocytech,
kterd pak vede k znovu zahdjeni meidzy (Gupta et al. 2017; Tiwari & Chaube 2017a; Tiwari
& Chaube 2017b; Tiwari & Chaube 2017c; Pan & Li 2019). Tim je potvrzeno, Ze vysoké
hladiny cAMP a cGMP skute¢né zachovavaji stabilitu MPF, a tim i meioticky blok (Tiwari
& Chaube 2017a; Tiwari & Chaube 2017c¢).

cAMP

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) ma zasadni vyznam pro udrZeni meiotického
bloku v oocytech savct (Conti et al. 2012). Je tvoren adenylat cyklazou (AC), kterou fidi
G-proteiny skrze receptory GPR3 a GPR12 (Mehlmann et al. 2004; Hinckley et al. 2005; Holt
etal.2013). AC je v oocytech savct odpovédna za preménu adenosintrifosfatu (ATP) na cAMP
(Gilchrist et al. 2016; Pan & Li 2019). Kontinudlné je tvofen v granul6znich burkach
obklopujicich oocyt a do oocytu prechazi skrze gap junctions za tcelem udrZzeni meiotického
bloku (Chaube 2001; Coticchio et al. 2015; Gupta et al. 2017). Samotny oocyt také tvori znacné
mnozstvi CAMP (Mehlmann et al. 2005; Gilchrist et al. 2016; Pan & Li 2019).

Trvale vysoka koncentrace cAMP udrzuje meioticky blok, jeji sniZzeni mé za nasledek
znovu zahdjeni meidzy (Azevedo et al. 2014; Petersen et al. 2015). Koncentrace cAMP
v oocytech je regulovdna rovnovahou mezi enzymy adenylét cyklazou (AC) a fosfodiesterazou
(PDE), které cAMP syntetizuji, respektive degraduji (Conti et al. 2002). V granuléznich
burikach preovula¢nich folikulii dochazi ke zvyseni koncentrace cAMP i vlivem gonadotropinu
(Wang et al. 2015).

Pro udrZeni zvySené hladiny cAMP je nezbytna inhibice aktivity PDE3A (Richard et al.
2001) a zabrdnéni degradace cAMP inaktivaci cAMP-fosfodiesterazy (cAMP-PDE) (Pan & Li
2019). Aktivitu PDE3A, tedy hydrolyzu cAMP, inhibuje cGMP, ¢imzZ je zachovan meioticky
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blok (Norris et al. 2009; Vaccari et al. 2009). Inhibice PDE3 zvySuje koncentraci cAMP
aktivujiciho proteinkindzu A (PKA). PKA zase pfimo reguluje aktivitu Cdc25 a WeelB kindzy
(Zhang et al. 2008; Pirino et al. 2009). Wee 1B katalyzuje fosforylaci, kterd reguluje MPF (Lew
& Kornbluth 1996; Bilodeau-Goeseels 2012), a naopak fosforylace WeelB podporuje inhibici
MPF (Ladim-Alvarenga & Maziero 2014). Prostfednictvim tohoto mechanismu zédvislého
na PKA vysoka hladina cAMP v oocytu tedy potlacuje aktivitu MPF (Maller 1980; Bornslaeger
etal. 1986). Naopak sniZzenim cAMP dochdzi ke sniZeni aktivity PKA a Cdc25 fosfatdza
je pfemisténa do jadra (Oh et al. 2010). Akumulace Cdc25 v jadfe mimo jiné podporuje aktivaci
MPEF. S obnovenim meidzy je Cdc25 aktivovana pomoci zvySeni aktivity CDK1 (Conti et al.
2012). Schématické zobrazeni ptisobeni cAMP viz Obrazek 3.3.

neaktivni aktivni
)

adenylyl cyklaza

P e S s Se s b s oel - plasmaticka
el et Ll el el el el el ol membrana
=

fosfodiesteraza

AMP

proteiny aktivni  proteinkinaza A

enzym neaktivni komplex

Obrazek 3.3 Modelové zobrazeni ptisobeni cAMP (prevzato od Tichovska 2010)
cGMP

Dalsi dilezitou signalni molekulou pii meiotickém bloku je cGMP produkovany
receptorem pro natriuretické peptidy (NPR2) v bunikach granulézy folikularnich oocytl (Zhang
et al. 2010; Egbert et al. 2016; Shuhaibar et al. 2016). Na rozdil od cAMP se cGMP tvofi pouze
v granuléznich buiikdch. Do oocytu prechdzi za icelem regulace meiézy pomoci gap junctions
(Egbert et al. 2016).

cGMP v oocytech inhibuje aktivitu PDE3 (Zhang et al. 2010) a je hydrolyzovéan
specifickymi PDE (Wang et al. 2008; Egbert et al. 2016; Shuhaibar et al. 2016). Pokles cGMP
v oocytu tedy zvySuje aktivitu PDE3, kterd zase vede ke sniZeni hladiny cAMP (Gershon et al.
2019). V kone¢ném dutsledku vedou vSechny tyto udalosti k vystupu oocytu z meiotického
bloku (Norris et al. 2009; Zhang et al. 2010; Holt et al. 2013).

3.1.4.5 Vapnik/Vapnikové ionty (Ca2+)

Viapnik (Ca?) je jednou z fyziologicky nejvyznamnéjsich signdlnich molekul v burice.
Vysoka koncentrace vapniku se nachazi v lumen endoplazmatického retikula (ER) (Corbett
& Michalak 2000). V oocytu je hlavni tloZisté intraceluldrniho Ca** endoplazmatické retikulum
(Wakai & Fissore 2013). V oocytech prasete je dle Rozinka et al. (2006) véapnik uloZen
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ve velkém mnoZstvi v jadfe, cytoplazmé a mitochondriich. Mnoho studii potvrzuje,
Ze koncentrace intracelularniho Ca?* je vyznamnd pro regulaci meiotického zrani oocytd
a raného embryonalniho vyvoje (Sousa et al. 1997; Berridge et al. 2000; Webb & Miller 2003;
Whitaker 2006). Dle Stricker (1999) jsou ionty vapnikl zcela nezbytné pro aktivaci oocytu,
tedy zahdjeni embryonalniho vyvoje. Vapnik ma vyznam i pro dal$i procesy a morfologické
zmény béhem oplozeni (Kaneuchi et al. 2015).

V disledku oscilace vapniku v ooplazmé vyvolané fizi spermie s oocytem nastava
uvolnéni z 2. meiotického bloku a iniciace embryondlniho vyvoje (Swann et al. 2004; Hachem
et al. 2017; Parrington et al. 2018), pficemZ ionty vdpniku jsou uvoliovany ze zdsob
v endoplazmatickém retikulu (Hojnik & Kovaci¢ 2019). Oscilace je vyvolana pravdépodobné
fosfolipazou C, coZ je protein prendSeny spermii (Swann et al. 2004).

Vapnik déle reguluje naptiklad vystup z metafaze II, vydéleni druhého pdlového téliska,
dokonceni druhého meiotického zréni a exocytdzu kortikdlnich granul (Jones 2005). Exocytézu
kortikdlnich granuli vdpnik ovliviiuje pomoci stimulace kalmodulin dependentni proteinkindzy
II (CaMKII) a kindzy lehkych fetézci myosinu (MLCK; Myosin Light Chain Kinase).
Predpoklada se, Ze oscilaci vdpniku jsou kortikalni granule posouvény bliZe k membrané oocytu
za ucelem exocytdzy (Ducivella et al. 2006).

Oscilaci vapniku dochazi k aktivaci CaMKII a anafazi podporujictho komplexu (APC)
vedouci k degradaci cyklinu B nutného pro progresi meiotického zrani (Ducivella et al. 2006).
Souvislost ma Ca** také s expanzi kumulu (Zhang et al. 2010).

Vapnik ma mimo jiné vyznam i v pribéhu celé spermatogeneze, kdy ma vyznamnou
funkci napriklad membranovy protein Ca* ATPaza 4 (PMCA4), ktery md u samcl vliv
na plodnost (Okunade et al. 2004; Schuh et al. 2004).

3.1.4.6 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou povaZovany za pro buiiku vyznamné signdlni molekuly. K syntéze
téchto nevelkych plynnych molekul dochazi v burikach prostiednictvim enzymil, pri¢emz jejich
syntéza je striktné regulovana. Mohou snadno piestupovat skrze plazmatickou membranu
a zdrovenl mohou disponovat mnohymi autokrinnimi, endokrinnimi i parakrinnimi efekty
(Wang 2004). Jsou charakteristické rychlou degradaci a velkou specifitou cilovych molekul.
Jejich produkce je endogenni a vzdjemné mezi sebou vyznamné spolupracuji (Pae et al. 2009).
Do skupiny gasotransmiterti se fadi vedle oxidu dusnatého také sirovodik a oxid uhelnaty
(Wang 2002).

3.1.4.6.1 Oxid dusnaty

Dle tady autorti méd oxid dusnaty vyznamnou funkci v reprodukci samic (Jablonka-
Shariff & Olson 1997; Sengoku et al. 2001; Bu et al. 2003). Oxid dusnaty vznikd v buiikdch
savcl UcCinkem enzymu NO-syntazy (NOS) (Nathan & Xie 1994). Vlivem NOS dochazi
ke katalyze pfemény L-argininu na L-citrulin, kdy se zaroven tvoii i molekula oxidu dusnatého
a spotiebovava se kyslik (Stuehr et al. 1999). Pro NO je charakteristicky velmi kratky polocas
rozpadu. Je pro néj typickd diftize skrze bunécné membriany a regulace bunécnych funkci
pti fyziologickych a patologickych procesech (Dixit & Parvizi 2001; Bu et al. 2003). NOS
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je v buinikdch pfitomna ve tfech zdkladnich izoforméch: nervovd NOS, indukovatelnd NOS
a endotelialni NOS (Lamas et al. 1992; Lowenstein et al. 1992).

Nervova NO-syntaza (nNOS; typ I; NOS-I; NOS1) je lokalizovana zejména v nervové
tkdni (Bredt et al. 1990). Mistem jejiho vyskytu je ale také kosterni svalovina, beta buniky
Langerhansovych ostriivka ve slinivce bfisni, hypofyza, dfeni nadledvin a ledvinové nefrony,
sam¢i pohlavni organy a dalsi tkané (Dixit & Parvizi 2001). K jeji aktivaci dochédzi nasledkem
zvyseni hladiny intraceluldrniho vapniku (Janssens et al. 1992). Vyskyt nNOS byl u prasete
prokazan v oocytech obklopenych jednou vrstvou kumuldrnich bunék (Kim et al. 2005).
Chmelikovd et al. (2010) potvrdili pfitomnost nNOS v oocytech prasete a okolnich kumuléarnich
burikach v prubéhu meiotického zrani in vitro.

Indukovatelna NO-syntaza (iNOS; typ II; NOS-II; NOS2) je exprimovana velkym
mnozstvim bunék, napiiklad hepatocyty a buiikami hladké svaloviny (Nathan & Xie 1994).
Funkci iNOS je zajiSténi dlouhodobé stalé produkce oxidu dusnatého. Je prfitomna také
ve vajeCnicich savci, konkrétné pak v jejich folikulech (Jablonka-Shariff & Olson 1997).
Pritomnost izoformy iNOS byla v pfipadé prasete prokdzdna také v buikdch granulézy
(Grasselli et al. 2001). Nejvice koncentrovand eNOS byla evidovdna v oocytech prasete
na zacatku meiotického zrani, ve stadiu zarodec¢ného vacku (Chmelikova et al. 2010).

Oproti nNOS a eNOS zpravidla obsahuje kalmodulin, ktery je pevné navazan. Aktivita
iINOS je proto znama jako Ca** independentni (Rosselli et al. 1998; Alderton 2001).

Endotelialni NO-syntaza (eNOS; typ III; NOS-III; NOS3) byla poprvé evidovana
v rdmci endotelovych bunék cév (Bredt et al. 1990; Alderton 2001). Kromé dalSich tkéni,
kde je mozné eNOS detekovat, se vyskytuje podobné jako iNOS také ve folikulech oocytl
savcl (Jablonka-Shariff & Olson 1997). U samci savci lze jeji vyskyt evidovat
ve spermatiddch a Leydigovych, Sertoliho a endotelidlnich buiikdch (Ambrosino et al. 2003).
V pripadé praseCich oocyti byla kromé samotnych oocyti eNOS detekovana také
v endotelidlnich, thékdlnich a kumuldrnich buinikdch (Tao et al. 2004). Jeji vyskyt je u prasete
evidovan také pfi folikuldrnim vyvoji v granul6znich buiikdch a oocytech (Kim et al. 2005).
NejvySsi hladiny u prasete dosahuje eNOS v oocytech nachézejicich se ve stadiu zarode¢ného
vacku. Jeji koncentrace pak klesa béhem meiotického zrani (Chmelikova et al. 2010).

Stejné jako v pripadé nNOS, i eNOS je Ca>* dependentni. eNOS se vyznacluje
kratkodobou syntézou jen malého mnoZzstvi oxidu dusnatého (Janssens et al. 1992).

Funkce NO pii fizeni regulace reprodukce samic je nenahraditelna. Prostfednictvim NO
je v hypotalamu regulovano uvoliiovani gonadotropin releasing hormonu (GnRH), ¢imZz GnRH
zahajuje uvolnéni gonadotropinti pres aktivaci nNOS v hypofyze (Rosselli et al. 1994).
Ve vajecniku se ucastni navozeni ovulace, relaxace myometria (Mc Cann et al. 2003), indukce
luteolyzy (Yang et al. 2003) a vyskytuje se také pii apoptdze (Stefanelli et al. 1999). V oocytu
dochazi ke tvorbé NO po celou dobu procesu oogeneze, pocinaje folikulogenezi az po rany
embryondlni vyvoj (Jablonka-Shariff & Olson 1997). M4 rovnéz velky vliv pfi regulaci meidzy
(Van Voorhis et al. 1995; Jablonka-Shariff & Olson 1997; Yamauchi et al. 1997; Olson et al.

2000) a ucastni se procesu aktivace oocytt (Berridge et al. 2000; Petr et al. 2005b).
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3.1.4.6.2 Sirovodik

Sirovodik neboli sulfan (H,S) je bezbarvy plyn, jehoZ molekula je tvofena jednim
atomem siry a dvéma atomy vodiku. Jeho ptivod je endogenni (Kamoun 2004). H,S se jako
signdlni molekula vyskytuje v mnoha tkdnich v€etné reprodukéniho traktu (Nevoral et al. 2014)
a je uvoliiovan z L-cysteinu pomoci enzymu cystathionin B-syntidzy (CBS), cystathionin
v-lyazy (CSE) a 3-merkaptopyruvat sulfotransferazy (3-MPST) (Zhao et al. 2013).
Tyto enzymy jsou mimo jiné exprimovany i v reprodukénim systému (Srilatha et al. 2009).
Nevoral et al. (2015) zjistili u prasat pritomnost vSech téchto enzymil v oocytech a kumuldrnich
bunikdch obklopujicich oocyt. Domnivaji se, Ze se tyto enzymy mohou vzdjemné nahrazovat
a pouze absence vSech by vedla k vyznamnému ovlivnéni oocytu. 3-MPST je dle studie
Nevorala et al. (2015) potfebny pro meiotickou kompetenci oocytu, CBS ma zase vyznam
béhem ristové faze u oocytl zrajicich in vitro.

Predpoklada se, Ze oocyty ve stadiu zarodecného vacku obsahuji dostatecné mnozstvi
H,S, a proto neni nutna jeho enzymatickd produkce. Naopak zralé oocyty jsou plné zavislé
na ¢innosti enzymu uvolniujicich H,S (Nevoral et al. 2015).

H,S je dle Nevorala et al. (2015) zapojen do regulace zrdni oocytu a expanze kumulu.
H,S muzZe ovliviiovat aktivitu faktorti regulujicich meiotické zrani véetné kindz (Mustafa et al.
2009), ¢imz miZe nepiimo regulovat procesy meiotického zrani oocytu (Nevoral et al. 2014).
Je také prokdzano, Ze H,S urychluje meiotické zrani oocytu (Nevoral et al. 2014; Nevoral et al.
2015).

3.1.4.6.3 Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) je signalni molekula produkovana hem oxygenazou (HO), ktera
katalyzuje degradaci hemu za sou€asného vzniku plynné molekuly oxidu uhelnatého. Tato
funkce HO je dilezZitd pro ochranu bunky, protoZe nadbytek molekuly hemu v bunice ma
za ndasledek oxidativni stres (Chiabrando et al. 2014). U oocytu oxidativni stres negativné
ovliviiuje jeho meiotického zrani (Combelles et al. 2009; Prasad et al. 2016). HO se vyskytuje
ve dvou izoformach — HO-1 a HO-2, které se 1isi expresi (Maines 1997; Wu & Wang 2005;
Ryter & Choi 2016). Exprese HO-1 je ovlivnéna stresory (Wu & Wang 2005).

CO md vyznam pfi ochrané burky, bunééném cyklu, metabolismu a bunécné
homeostaze (Ryter et al. 2006; Kolluru et al. 2017). Je prokdzano, ze CO je zapojen také
do fizeni reprodukce (Zenclussen et al. 2012; Némecek et al. 2017).

Némecek et al. (2021) se domnivaji, Ze CO v oocytech reguluje oxidativni stav a podili
se na ochrané oocytu pred oxidativnim stresem béhem meiotického zrani. Zaroven tvrdi, Zze CO
pravdépodobné ovliviiuje granulézni buiiky a oocyty a jejich vzdjemnou komunikaci béhem
meiotického zrani a signalni drahy, které meiotické zrani oocytl reguluji. Ve vysokych
koncentracich CO naopak miZe zpusobit zastaveni meiotického zrani oocytu (Némecek et al.
2021). CO muze ovliviiovat meiotické zrani také interakcemi s jinymi gasotransmitery,
napiiklad s NO ¢i H,S (Bu et al. 2003; Nevoral et al. 2014). CO miZe v oocytu ovliviiovat
1 aktivitu MPF, ktera je pro meiotické zrani klicova (Némecek et al. 2021).

Ve své studii NémecCek et al. (2021) uvadi, Ze HO-1 mizZe souviset s iniciaci
meiotického zrani a kvalitou oocytu a embrya (Rizzo et al. 2010; Yu et al. 2019).
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3.1.4.7 Protein fosfatazy

Jako protein fosfatdzy se oznaCuji enzymy se schopnosti defosforylace rozsdhlého
spektra substrati. K tomu dochazi hydrolyzou monoesteru kyseliny fosfore¢né za vzniku
fosfatovych iontd a molekul obsahujici volnou hydroxylovou skupinu. Protein fosfatazy maji
vyznamnou funkci béhem regulace mitdézy a meiézy (Wang et al. 2004; Mochida et al. 2010;
Domingo-Sananes et al. 2011; Mochida & Hunt 2012). Za spravnym pribéhem meiotického
zrani oocyti stoji synchronizace spoluprace fady protein fosfataz a proteinkindz (Smith et al.
1998; Swain et al. 2003; Wang et al. 2004; Adhikari et al. 2012).

Nejvyznamnéjsi fosfatdzy ticastnici se meiotického zrani jsou protein fosfatdza 1 (PP1)
a protein fosfatdza 2A (PP2A). Aktivita PP2A je inhibovana pomoci proteinu Greatwall
kindzou. Dle soucasnych studii ma Greatwall kindza nepostradatelnou funkci pfi meiotickém
zrani a jeji pomoci lze udrzet druhy meioticky blok v prasecich oocytech (Li et al. 2013).

Do skupiny vyznamnych regulatorti meiotického zrani oocytl savci a raného vyvoje embrya
se dale fadi jiz zminované cdc25 fosfatdzy. Vyznacuji se aktivaci cyklin dependentnich kindz.
Znamé jsou tfi izoformy cdc25: cdc25A, cdc25B a cdc25C. Prvni z nich, cdc25A, participuje
pfi prestupu z G1 do S faze. Cdc25C castecné reguluje prechod z G2 faze do M féaze a zaroven
progresi S faze. Pfechod mezi G2 a M fézi je podporovan také cdc25C (Oh et al. 2010).
Cdc25 je u oocytl prasat lokalizovdna zejména v oblasti jadra a vyznamné ovliviiuje prechod
pozdni diakinezi (Dai et al. 2000).

Fosfatazou regulujici oogenezi je také fosfataza 2B neboli kalcineurin. Oznacuje se také
protein fosfatdzou 3 (PP3) a je soucdsti serin/threonin protein fosfatdz 2. typu (Cohen 1989).
Je jedinou identifikovanou fosfatdzou, u niZ je k aktivaci nutnd pfitomnost jak Ca?*, tak
kalmodulinu (Kingsbury & Cunningham 2000). Mnoho studii potvrdilo vyznamnou roli
kalcineurinu béhem fady fyziologickych procesti. Ma napiiklad podstatny vliv pfi procesech
ovliviiujicich odpovéd buiiky, a to Ca?* dependentni signalizaci, regulaci iontovych kanald
a zménami v transkripci genti (Rusnak & Mertz 2000).

Mistem nejvétSi koncentrace kalcineurinu je mozek. Déle je detekovan napiiklad
v tukové tkani, v srdci, v ledvindch, v sitnici, ve varlatech a spermiich savca atd. (Li et al.
2011). Tamova et al. (2016) lokalizovali kalcineurin u oocytl prasat v metafazi II, pficemz se
nachdzel zejména na jejich povrchu. Po in vitro fertilizaci bylo mozné kalcineurin detekovat
i v okoli prvojadra. Dle jejich vysledkt kalcineurin u savcl participuje pfi regulaci aktivace
oocytu. Kromé toho se domnivaji, Ze se ucastni exocytézy kortikalnich granul.

3.2 Fuze plazmatickych membran

Fize membrdn se fadi mezi jeden znejzdkladnéjSich procest vyskytujicich
se u mnohobunéénych organismi, které umoznuji celou radu biologickych udalosti. Pfikladem
je pohlavni rozmnoZovéani, imunitni reakce a neurotransmise. Obecné lze fict, Ze principem fuze
bunék je zisk kompetence k fuizi, rozpozndni a vazba membran, aktivace fiznich mechanizmti,
apozice membrdny a v zavéru samotné splynuti lipidovych dvojvrstev (Stein et al. 2004;
Aguilar et al. 2013).
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Fuze gamet, presnéji molekuly ucastnici se fize gamet, jsou predmétem této prace.
Probéhlo a stile probihd mnoho rozsdhlych studii zaméfenych na tento vyznamny biologicky
proces, presto princip celého mechanismu stdle neni kompletné€ objasnén.

Fuze spermie a plazmatické membrany oocytu nésledujici po jejich uspéSném navazani
je principem oplozeni savct (Wassarman et al. 2001; Primakoff & Myles 2002). Fiize gamet
se fadi mezi slozité procesy, kdy vzdjemné interaguji multiproteinové komplexy nachdazejici
se na spermiich a oocytech. Aby doslo k dspé$né fizi spermie a oocytu, musi obé buriky
obsahovat proteiny schopné vzdjemné interakce. Tyto interakce ve vysledku umoZzni splynout
membranam obou téchto gamet (Miyado 2000). Za misto iniciace flize gamet je u spermii savcd
povazovan ekvatoridlni segment (Nakanishi et al. 1999).

Pro uspéSnou fuzi gamet je mimo jiné také nezbytné, aby obé gamety, zejména spermie,
prosly sérii udalosti, béhem kterych dochazi ke zméné jejich morfologie, struktury a funk¢nosti,
a to za ucelem vzdjemného rozpozndni nésledované fizi. Oocyty ziskdavaji schopnost fiize
se spermii béhem oogeneze, po dosazeni velikosti alesponi 20 um v priméru (Zuccoti et al.
1994). Co se tyce spermii, ty prochazi rozsahlou transformaci, aby se staly oplozeni schopnymi.
D¢je se tomu tak pri jejich prichodu sami¢im reprodukénim traktem. Dochazi ke kapacitaci
a akrozomadlni reakci, které méni jejich motilitu, fyziologii a molekularni strukturu membrany.
Bez téchto zmén spermie neni schopné predat svou genetickou informaci (Tash & Means 1983).
Dlouho se véfilo, Ze prvni vzajemné rozpoznani a primdrni navazani spermie na zona pellucida
oocytu indikuje akrozomalni reakci spermie, kterd umoziuje ndsledné interagovat mezi sebou
(Yanagimachi 1994). Dle Jin et al. (2011) ale dochazi u vétSiny spermii myS$i k zahdjeni
akrozomdlni reakce jeSt€¢ pred kontaktem membrdny spermie se zona pellucida. Spermie
prochdzi akrozomadlni reakci na konci procesu dozravani — kapacitace, ke které dochazi
v sami¢im reprodukénim traktu (Austin 1951; Chang 1951; Chang & Suarez 2011)
a predstavuje sled mnoha biochemickych a biofyzikalnich zmén (Florman & Fissore 2015).
Béhem akrozomadlni reakce dochazi k fuzi plazmatické membrany spermie s vnéjsi akrozomalni
membréanou (OAM; outer acrosomal membrane). To vede k uvolnéni obsahu akrozomu, kterym
jsou hydrolytické enzymy a obnazeni proteinti vnéjsi akrozomdlni membrany (IAM; inner
acrosomal membrane) na povrchu hlavicky spermie. Pouze spermie, které kompletné prosly
akrozomalni reakci, jsou schopné penetrace zona pellucida a perivitelinniho prostoru a nasledné
fuze s plazmatickou membréanou oocytu, oolemou (Yanagimachi 1994).

Béhem procesu fuze gamet maji vyznamnou roli fertilin, integriny v plazmatické
membrané oocytu a proteiny z rodiny tetraspanind (Primakoff & Myles 2002; Wassarman et al.
2001). Faze gamet byla podrobné studovana u mySi, naopak u lidi zatim neni nijak blize
specifikovana (Ziyyat et al. 2006). Klicovymi faktory v tomto procesu jsou tetraspaniny CD9
na oocytu a [ZUMOI na spermii (Inoue et al. 2011). V souvislosti s interakcemi gamet i dals{
studie potvrdily zdsadni vyznam IZUMO proteinu nachdzejictho se na spermiich a dale jeho
receptoru JUNO, ktery se naopak nachdzi na oocytu. Organizuje ho protein CD9 vcetné jeho
tetraspaninové sité¢ vytvorené na membrané oocytu (Miyado et al. 2000) a spermie (Ito et al.
2010).
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3.2.1 Molekuly v procesu fuze gamet

3.2.1.1 Molekuly ve spermii

ADAM

Proteiny zrodiny ADAM maji vyznam pfi bunécné adhezi, migraci, proteolyze
a v signalizacnich drahach (Reiss & Saftig 2009). Je jim vénovéna velka pozornost také v rdmci
studia vyznamnych proteinii na povrchu spermie, které se ucastni vazby a fize spermie
a vajicka. Vyznam ADAM proteind pfi obou té€chto procesech je potvrzen mnoha autory (Inoue
et al. 2005).

Fertilin ADAMIB a ADAM?2 se u spermii odebranych z mySich varlat nachézi
v plazmatické membrané okolo celé hlavicky spermie. Po prichodu nadvarlaty se ovsem
presouvaji do zadni ¢asti hlavicky (Hunnicutt et al. 1997).

Inoue et al. (2011) prokazali, Ze naruseni gend pro ADAMIA, ADAM2 a ADAM3
zpusobuje u samcii neplodnost. Uvadi se, Ze naruseni vySe uvedenych proteinii na spermii
zpusobuje problémy pfi vazbé na zona pellucida a pfi migraci vejcovody (Nishimura et al.
2004; Ueda et al. 2007). V rGznych studiich Zadnd z mysi s naruSenymi proteiny ADAMIA,
ADAM?2 neboli fertilin B a ADAM3 sice nevykazovala problém pfi fizi s oocytem (Cho et al.
1998; Nishimura et al. 2001; Nishimura et al. 2004), nicméné doslo ke zhorSeni schopnosti
vazby spermie na zona pellucida, stejné jako ve vySe uvedenych studiich. Podobné tomu
je 1 v pripadé dalsiho proteinu vyznamného pro fuzi a vazbu gamet, CD46, kdy jeho naruSeni
nemad za nasledek zhorSenou fiizni schopnost spermie (Inoue et al. 2003).

Predpoklada se, Ze fertilin ADAMI1B se vaZe na integriny, v pfipadé mysi na integrin
a6P1, ¢imZ napoméha spermii udrZet se na povrchu oocytu a umoziuje tim fizi membran
(Almeida et al. 1995). Na integriny se vaze i ADAM?2 protein (Chen et Sampson 1998).

CD46

DalsSim kandidatnim proteinem v procesu flize oocytu a spermie je CD46. Anderson
et al. (1993) prokdzali jeho vyznam pfi zahdjeni interakce mezi gametami vedouci azZ k jejich
fazi.

U mysi je CD46 exprimovdn pouze ve varlatech, samotny protein pak na vnitfni
akrozomdlni membrané spermie (Inoue et al. 2003). Nicméné Inoue et al. (2003) prokazali,
7e 1 pres knock-out CD46 jsou mysSi oplozeni schopné, a to jak samci, tak samice.

CRISP

CRISP1 a CRISP4 se ve velkém mnoZstvi nachazi ve spermiich v nadvarlatech, CRISP2
je vyhradné ve vyvijejicich se spermatiddch ve varlatech a CRISP3 je exprimovan vice typy
tkani nez ostatni CRISP proteiny (Roberts et al. 2008; Cohen et al. 2008). Nicméné
je prokédzano, Ze CRISP1 je pro fertilizaci postradatelny (Da Ros et al. 2008).

3.2.1.2 Molekuly ve spermii nezbytné pro fuzi

IZUMO1
IZUMO proteiny patii do superrodiny imunoglobulinti (IgSF) s extracelularni Ig
doménou (Inoue et al. 2005). Superrodina je sloZend ze Ctyf proteini oznaCenymi Cisly
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(IZUMOI1 - IZUMO4). Typy 2 a 3 jsou transmembranové proteiny exprimované pouze
ve varlatech, zatimco typ 4 je exprimovén ve varlatech i dalSich tkdnich (Ellerman et al. 2009).

IZUMO je prvnim membranovym proteinem spermie, ktery se ukdzal byt nezbytny
pro fuzi gamet (Inoue et al. 2005). Je mozné ho detekovat na povrchu spermii mysi 1 lidi
az po akrozomadlni reakci. Pravdépodobné tomu je tak, protoZe protein IZUMO je nejdiive
skryty pod plazmatickou membrédnou a pfistupnym se stava pravé az po akrozomalni reakci,
podobné jako CD46 (Inoue et al. 2003).

IZUMOI1 se béhem akrozomdlni reakce premistuje z predni ¢dsti hlavicky spermie
do mist, kde dochdzi k fuzi, priCemz se predpoklada, Ze fiize s oocytem zacina od ekvatoridlniho
segmentu (Inoue et al. 2011).

Zda IZUMO1 opravdu pusobi jako nezbytny faktor pro tsp€sné oplozeni bylo zjisténo
pomoci mysi s nedostatkem [ZUMOI1 proteinu. Ve své studii Inoue et al. (2005) popisuji,
Ze tyto mysSi byly zdravé, bez jakychkoliv vyvojovych abnormalit, ale podle ofekavani byli
samci i pres béZné reprodukeni chovani sterilni. Spermie bez problémi pronikla zona pellucida,
ale nebyla schopnd fize s oocytem, ¢imZ dochédzelo k akumulaci spermii v perivitelinnim
prostoru.

Jedinou funk¢ni jednotkou IZUMOL je jeho Ig doména. Zd4 se, Ze [ZUMOI interaguje
s pfidruzenymi proteiny, které usnadiuji proces fiize v rdmci multiproteinového komplexu
na membrdné spermie. Ziroven védci predpoklddaji, Ze IZUMOI1 piimo interaguje také
s né€jakou z molekul na oolemé, nicméné tato molekula zatim nebyla identifikovana (Inoue
etal.2011).

3.2.1.3 Molekuly v oocytu nezbytné pro fuzi

Tetraspaniny

Rodina tetraspanint je pocetna skupina malych proteind vyskytujicich se na povrchu
buriky i v intraceluldrnich membrandch. Lze je detekovat i v endoplazmatickém retikulu,
protoZe jim béhem své existence prochazeji (Berditchevski & Odintsova 2007). Maji velikost
20 — 50 kDa a obsahuji 4 hydrofobni transmembrdnové domény oznacované TM1 az TM4
se dvémi extracelularnimi smy¢kami — malou EC1 (SEL; Small Extracellular Loop) a velkou
EC2 (LEL; Large Extracellular Loop) (Berditchevski 2004; Hemler 2005; Charrin et al. 2014;
Hochheimer et al. 2019) viz Obrazek 3.4. Hydrofobni charakter je podstatou ukotveni
tetraspaninii v membrané (Seigneuret et al. 2001). Tetraspaniny se bézné skladaji z 204 — 393
aminokyselinovych zbytkti (Hemler 2005; Charrin et al. 2014; Hochheimer et al. 2019).
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Obrazek 3.4 Schéma struktury tetraspaninu (upraveno podle Levy & Shoham 2005)

V membréanach tetraspaniny vytvareji struktury zvané tetraspaninové mikrodomény
(TEMs) (Claas et al. 2001). V téchto doménach tvofi vazby, kterymi je posléze ovlivnéna
adheze bunék, jejich migrace a vnitrobuné¢na signalizace (Maecker et al. 1997). Tetraspaniny
v TEMs interaguji s velkym poétem transmembranovych i vnitrobunéénych partnerd, mj.
s jinymi tetraspaniny, integriny, protedzami, imunoglobuliny ¢i intraceluldrnimi signalnimi
proteiny, a to pifimo Ci nepiimo prostfednictvim velké extracelularni smycky (Berditchevski
2004; Rubinstein et al. 2013). Tetraspaniny komunikuji s cytoskeletirnimi a signdlnimi
molekulami také prostiednictvim intraceluldrnich ¢ésti transmembranovych domén (Zoller
2009).

Tetraspaniny jsou soucasti velkého mnozstvi bunénych procest, jako je adheze,
bunécnd migrace a intraceluldrni signalizace. Maji neopomenutelnou funkci také v radé
imunologickych procesti a v procesu oplozeni savcl, konkrétné pfi fizi gamet (Uhlen et al.
2015).

Tetraspaniny jsou pritomny u skotu, prasat, mysi, lidi a dalSich druht savcd. Podle
dosavadnich studif se ale v rdmci druhtt midZe lisit jejich exprese (Jankovicova et al. 2020b).

Vyskyt tetraspanint ve tkanich je velmi rozmanity. Cést je exprimovéna témé&f ve viech
tkanich, naopak exprese jinych tetraspaninil je vysoce specifickou pro konkrétni typy bunék.
Napriklad CD9, CD81 a CD151 se vyskytuji v celé fadé tkéni, oproti jinym, jejichZ exprese
je omezena pouze na urcity typ tkdni a bunék, jak zndzornuje Tabulka 3.1 (Uhlen et al. 2015;
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Boucheix et Rubinstein 2001). Exprese uritych tetraspanini je zfejma i v pribéhu

embryondlniho vyvoje. U embryi mysi v 2. tydnu vyvoje byl prokazan vyskyt tetraspanintit CD9
a CD151, a to ve vSech ¢astech embryi (Richardson et al. 2014).

PREHLED VYZNAMNYCH TETRASPANINU U SAVCU

Tetraspanin

Vyskyt

Hlavni funkce

CD9

Siroké tkanové zastoupeni

Organizace tetraspaninovych
siti na vajicku dulezitych pro
fuzi se spermif (Glazar et
Evans 2009), Casta vazba

s CD81 - fize gamet,
makrofagti, bun¢k hladké
svaloviny, supresor metastaz
(Nakazawa et al. 2016)

CD37

Buriky imunitniho systému
(Iymfoidni T a B buriky)

Spolu s CD81 a CD151
reguluji adhezi integrinu k B
bunkam (Escola et al. 1998)

CD53, 63

Leukocyty, lymfoidni buniky

CD63 maroli v
intracelularnim proteinovém
transportu (Pols et
Klumperman 2008),

CD53 reguluje apoptézu
(Yunta et Lazo 2003)

CDs81

Siroké tkanové zastoupeni

Spoluicast na procesu
oplozeni, pfitomen na
vajicku, kde se paruje s CD9
1 na spermii, kde interaguje s
CD151 a CD46, jez asociuje
s aktinem (Frolikova 2012),
dilezité interakce v
imunitnim systému (Secrist
et al. 1996)

CD151

Siroké tkanové zastoupeni

Soucdst tetraspaninové sité
na vajicku (Ziyyat et al.
2006), podpora tumorové
angiogeneze spolu s Tspan§8
(Zoller et al. 2009), asociace
s integrinem, podobné jako
CD81 souvisi s vlivem na
bunécnou adhezi a
signalizaci (Serru et al.
1999)

Tabulka 3.1 Pirehled vyznamnych tetraspanint u savcui
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V lidském organismu bylo do soucasnosti detekovano a blize popsano 33 tetraspanini
(Romanska & Berditchevsi 2011). Je pravdépodobné, Ze s vyjimkou erytrocytl v organismu
¢lovéka neexistuje zadnd jind burka, kterd by ve své povrchové vrstvé neobsahovala néjaky
z tetraspanini (Boucheix & Rubinstein 2001).

Nejen mezi sebou, ale i s dal§imi membranovymi proteiny dilezitymi pro buné¢nou
adhezi aj. vytvafi komplexy uvnitf rozsdhlého systému, ve kterém se odehravaji nejriznéjsi
molekuldrni interakce. Tento systém se nazyvd tetraspaninovd sit’ (Boucheix & Rubinstein
2001; Berditchevski 2001; Hemler 2003). ZjednodusSené se jednd o funk¢ni oblasti v membrané
sloZené z proteinl. Tato sit’ byla popsana jak u oocyti, tak neddvno i u spermii. Nedilnou
soucdsti tetraspaninové sité¢ jsou i integriny (Jankovicové et al. 2020a). Tetraspaniny jsou
soucasti usporadavani multimolekularnich komplexti nachdzejicich se na bunééném povrchu,
proto je mozné, Ze reguluji funkce molekul, se kterymi asociuji. Tim se pravdépodobné ¢astecné
vysvétluje, jak tetraspaniny souvisi s bunécnou adhezi a migraci — skrze asociace s jinymi
molekulami v tetraspaninové siti. V tomto piipadé s 31 integriny (Ziyyat et al. 2006).

Superrodina tetraspanind je evolu¢né rozdélena na nékolik mensich rodin — CD, CD63,
uroplakinova a RDS. Nejpocetnéjsi je rodina CD, kterd je sloZena z tetraspaninti kédovanych
geny s CD nomenklaturou molekul (Garcia-Espaifia et al. 2008).

Co se tyce reprodukce, tetraspaniny psobi v reprodukénim traktu primarné za dcelem
organizace membranovych komplexi, ve kterych se nachazi proteiny vyznamné pro interakce
membran spermie a oocytu. Pfi oplozeni savcl maji vyznamnou funkci CD molekuly patiici
do superrodiny tetraspaninii, zejména pak CD9, CD81, CDI151 a také CD63, ktery je vétSinou
soucasti extracelularnich vacka, ale jeho vyznam a potencidl pfi reprodukci jesté neni plné
prozkoumén (Jankovicové et al. 2020b). Lokalizaci CD9 a CD81 béhem oplozeni zobrazuje
Obrazek 3.5.

akrozomalni reakce

spermie
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Obrazek 3.5 Schéma lokalizace CD9 a CD81 v oocytu béhem oplozeni (upraveno podle
Ohnami et al. 2012)
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Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 maji nepostradatelnou funkci pro kvalitu gamet,
pfi jejich interakci a fuzi béhem oplozeni a pri ¢asné embryogenezi. Uvadi se, Ze tetraspaniny
také souvisi se zdvaznymi chorobami reprodukéniho traktu samci i samic (Jankovicova et al.
2020b).

Jankovicova et al. (2019) tvrdi, Ze CD9 a CD81 lokalizované v oocytech skotu a prasete
nejspiS nejsou esencidlni fuzni proteiny. Pravdépodobnéji se ucastni reorganizace membrany,
¢imZ usnadiuji vzdjemnou komunikaci proteind a jejich interakce, a to vede k uspésné
fertilizaci.

Dale se mezi vyznamné Cleny procesu oplozeni fadi proteiny vazané GPI lipidickou
kotvou vyskytujici se na membrané oocytu (Alfieri et al. 2003). Do této skupiny proteind patii
CD55 a CD359, které byly identifikovany jak u oocytu (Taylor et al. 1994), tak u spermie (Clift
et al. 2009). Je zde predpoklad, Ze tetraspaniny, které vytvaii tetraspaninové sité, zejména CD9,
by mohly byt schopné asociace s proteiny vdazanymi GPI a spolu se pak ucastnit signdlu
indukujiciho proces adheze a organizace membrany (Lefévre et al. 2010).

Integriny

Integriny jsou transmembrdnové heterodimery sloZzené zalfa a beta podjednotky
zprostfedkovavajici bunéfnou adhezi. Podjednotka 1 miZe asociovat s 12 rtznymi
o podjednotkami za vzniku nejvetsi subrodiny integrint. Integriny jsou povazovény za signalni
molekuly s obousmérnym pisobenim (Liddington & Ginsberg 2002). Tyto proteiny mohou
skrze bunécnou adhezi ovliviiovat rust buriky, bunécnou smrt, migraci a diferenciaci.

Utinnost integrindl pii procesu adheze nebo vazby ligandii je ovliviiovana riznymi
stimuly. Piikladem je zvySeni afinity integrinu a ligandu (Schwartz 1992; Sanchez-Mateos
et al. 1996; Bazzoni & Hemler 1998).

Na oocytu jsou pfitomny dva integriny — a6f1 a a3p1. V piipadé somatickych bunék
tyto dva integriny vytvari stabilni komplexy s tetraspaninem CD151 (Yauch et al. 1998; Fitter
etal. 1999; Serru et al. 1999), proto se védci domnivaji, Ze tomu bude stejné i v ptipad€ oocytu.

U spermie byla prokazana pfitomnost integrinti a3 1, a6p1 a o634 (Glander & Schaller
1993; Reddy et al. 2003; Barraud-Lange et al. 2007; Frolikova et al. 2019). Zda se,
Ze podjednotka a6 preferuje tvorbu heterodimeru a6p4, pokud jsou pfitomny vSechny vyse
zminéné beta podjednotky (Kajiji et al. 1989; Hemler et al. 1989; Simon-Assmann et al. 1994).

Na zdkladé¢ studii provddénych u mysi se védci domnivaji, Ze integrin a6 1 by mohl byt
receptorem pro vazbu spermie k oocytu (Almeida et al. 1995). Prostfednictvim a6f1 nejspi§
dochézi k navdzani dvou ¢lent proteinové rodiny ADAM, fertilinu § (ADAM2) a ADAM3,
které se nachdzi na spermii (Chen et al. 1999; Chen & Sampson 1999; Takahashi et al. 2001;
Tomczuk et al. 2003).
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3.3 Tetraspaninova sit’ v gametach

3.3.1 Tetraspaninova sit’ ve spermii

CD9, CD81 a dalsi

Vzhledem k prokédzané pritomnosti CD9 a CD81 v postakrozomalnim regionu spermie
se predpoklada, Ze se zde tvoii tetraspaninova sit’ obsahujici vyznamné fiizni proteiny (Ito et al.
2010).

Pritomnost CD9 a CDS81 byla zjiSténa i v samcich zdrode¢nych buikdch. Podobné
jako integriny obsazuji charakteristické oblasti (Jankovicov4 et al. 2020a).

Uvadi se, Ze sit’ tvofend z CD81 a CD151 na spermii zprostfedkovava nepiimé interakce
integrinu s dal$imi tetraspaniny (Serru et al. 1999; Stipp et al. 2003). Pravé tyto interakce jsou
dilezité i v pripadé samiéich gamet (Ziyyat et al. 2006; Ohnami et al. 2012; Jankovicova et al.
2016).

Vzajemnému rozpoznani spermie a oocytu a primdrni vazbé kapacitované spermie
s kumuldrnimi buikami a zona pellucida napomahd CD9, CD81 a CD63. Niaslednym
pfemisténim CD9 a CDS81 je usnadnéna sekundarni vazba spermie, ke které dochazi
za pritomnosti CD9 a CD81 u mysi a lidi a CD151 u my$i, lidi a dobytka. To mé za nasledek
prinik spermie skrz zona pellucida a adhezi k oolemé, pri¢emz svij vliv uplatiuje CD9, CD81
1 CD151. Za pritomnosti téchto tfi CD molekul dochézi k fizi membran obou gamet, fuzi
prvojader a formovani zygoty. Kratce na to dochdzi za pritomnosti molekul CD9 a CD81
k zabranéni polyspermie (Jankovicova et al. 2020b).

CD151

Jankovicova et al. (2020a) jako prvni prokdzali pfitomnost CD151 v tetraspaninové siti
spermii. Kromé toho podlozili dikazy, ze CDI51 v mysich spermiich interaguje s a6
integrinem, ktery pak tvofi dimer s [4. Na zdkladé toho autofi predpoklddaji existenci
transmembranového systému sloZeného z proteint, ktery je zodpovédny za stabilni usporadani
multimolekularnich komplexi. Tyto komplexy zasahuji do ekvatoridlniho segmentu a zajist'uji
schopnost interakce s oocytem. Dle Sabetian et al. (2014) existence tetraspaninové sit¢ CD151
v ekvatoridlnim segmentu a jeji interakce s podjednotkou a6 integrinu a6B4/p1 naznacuje, Ze
by béhem fuze membran gamet mohlo dochazet k trans-interakcim proteinovych siti spermie
a oocytu.

Pritomnost molekuly CD151 ve spermii byla prokdzana u tii druhG — u mysi, byka
a Clovéka (JankoviCova et al. 2020a).

CDI151 je exprimovan v zdrodeCnych buiikdch béhem spermatogeneze a je mozné
ho ve spermiich detekovat i béhem transportu nadvarlaty a ejakulace. Ve vyznamném mnoZstvi
se nachazi ve spermatogoniich a spermatidich viz Obrazek 3.6. U testikularnich
a epididymalnich spermii je CD151 lokalizovan v oblasti ekvatoridlniho segmentu, stejné
tak integriny a6 a 4. Naopak integriny a3 a 31 byly lokalizovany v odli$né ¢asti hlavicky
spermie nezZ CD151. Ve spermiich mySi, u kterych probéhla akrozomalni reakce, pretrvava
CD151 v ekvatoridlnim segmentu, ¢imZ je prokdzdna jeho specifickd pritomnost v oblasti
hlavi¢ky, kde je zahdjena flize spermie s oocytem. Kratce po akrozomalni reakci nicméné
lze CD151 lokalizovat i ve vnitfni akrozomalni membrané (Jankovicova et al. 2020a). U mysi,
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byka i lidi byl béhem fize CD151 zjiStén 1 v apikalni ¢4sti hlavicky kryté vnitini akrozomalni
membranou (Jankovicova et al. 2020a).
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Obrazek 3.6 Exprese genu CD151 v ruznych vyvojovych stadiich spermie a ve varlatech
mySsi (Jankovicova et al. 2020a)

Vzhledem k tomu, Ze se CD151 ve spermiich mysi vaZe k integrinové podjednotce a6
(Jankovicova et al. 2020a), je mozné, ze CD151 je prostfednictvim o634 zapojeny do regulace
stability ekvatoridlni oblasti béhem akrozomalni reakce (Mainiero et al. 1995; Hynes 2002;
Ramirez-Ramirez et al. 2019) ¢i do fizeni dynamiky cytoskeletonu spermie (Jankovicova et al.
2020a).

Zda se, ze CD151 by mohl byt rovnéZ soucasti multimolekularniho komplexu, ktery
remodeluje membranu spermie prostiednictvim integrinti (Nielsen et al. 2001; Kitiyanant et al.
2002). Klicovym remodelaénim procesem u spermie je pak pfeména jeji hlavicky béhem
akrozomalni reakce, bez ¢ehoZ by nemohlo dojit k ndsledné fuzi (Satouh et al. 2012; Ito et al.
2014). Dochazi také k vyznamnym pfesunim membranovych proteinid z akrozomu. Tento
pfesun byl jiz dfive popsédn v souvislosti s klicovymi molekulami procesu fuze gamet, jako
je Izumol(Satouh et al. 2012; Sebkova et al. 2014), CD46 a integriny (Frolikova et al. 2016)
nebo tetraspaniny CD9, CD81 (Jankovicova et al. 2016; Frolikova et al. 2018) a nové i CD151
(Jankovicova et al. 2020a).

3.3.2 Tetraspaninova sit’ v oocytu

CD9

Jednim z nejvyznamnéjSich proteind oocytu, ktery se ucastni fize, je CD9.
Bez pfitomnosti CD9 na membrané oocytu nemize dojit k fizi se spermii. OQocyt zlstava
neoplozeny, zdroven ale mnoho dalSich spermii pronikd zona pellucida, a tim dochdzi k jejich
akumulaci v perivitelinnim prostoru (Miyado et al. 2000).
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V oocytu je mistem exprese tetraspaninu CD9 plazmatickd membrana — oolema. CD9
se pak vaZe na mikrovilli oocytu vybihajici do perivitelinnitho prostoru (Kaji et al. 2000),
jak je viditelné na Obrazku 3.7.

CD9 CD81

Obrazek 3.7 Lokalizace CD9 a CD81 v ovulovanych oocytech se zona pellucida Z Obrazku
3.7 je patrnd vazba CD9 na cytoplazmatické vybézky, mikrovilli, které vystupuji
do perivitelinniho prostoru. CD81 se pak vyskytuje v prostoru zona pellucida (Ohnami et al.
2012). PVS — perivitelinni prostor, ZP — zona pellucida.

Molekula CD9 byla lokalizovana na membrané lidskych oocytl v stadiich zdrode¢ného
vacku, metafdze 1 i metafdze 11 (Coskun et al. 2003; Ziyyat et al. 2006). U prasat se CD9
vyskytuje na celé plazmatické membrané€ oocytil v riznych vyvojovych stadiich. Bylo zjisténo,
Ze CD9 je exprimovan na oocytech prasat béhem raného ristu a meiotického zrani. Béhem
jejich zrani se mnozZstvi CD9 vyznamné zvySuje (Li et al. 2004). Mimo jiné je soucdsti
epididymosomu byka (Caballero et al. 2013), exosomu semenné plazmy kance (Du et al. 2016)
a vezikuld v perivitelinnim prostoru oocytd mysi (Miyado et al. 2008).

Nejvyznamnéjs$i funkci tetraspaninu CD9 je schopnost organizovat multiproteinové
komplexy, ve kterych se vyskytuji naptiklad integriny, protein Juno a dal$i s nimi souvisejici
molekuly a morfologii membrény, ktera je Zadouci pro tspésnou fuzi (Ohnami et al. 2012).

Kromé toho CD9 organizuje také strukturu obsahujici tetraspaniny CD151 a CD81
a a6P1 integrin (Ziyyat et al. 2006). Pfi fizi vazbé napomdha 3 fertilin neboli ADAM?2 protein
(Chen & Sampson 1998).

Dle studie Jégou et al. (2011) mad CD9 vyznamnou funkci spiSe béhem vazby
nez samotné fuze spermie a oocytu. V této studii autofi totiZ zjistili vyrazné sniZenou adhezni
schopnost spermie po knock-outu CD9 z oocytu.
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CD9 tvori vazby s integriny, ale také s CD46, ktery zase interaguje s aktinem. Zda
se tedy, Ze pravé prostfednictvim CD46 je tetraspanin CD9 schopny regulovat pohyb (Lozahic
et al. 2000).

U CD9 v plazmatické membrané oocytu byla prokdzana také interakce s integrinem a3
nachazejicim se v membrané spermie (Sabetian et al. 2014).

Miyado et al. (2008) ve své praci uvadi, Ze vacky s obsahem CD9 se vylucuji z oocytu
do jeho perivitelinniho prostoru pomoci mikrovilli a nasledné dochazi k jejich presunu
na hlavicku spermie. Timto procesem je podporovana vzdjemnd vazba gamet.

Runge et al. (2007) ve své praci zjistili, Ze oocyty bez CD9 maji zménénou délku,
tloust’ku a hustotu mikrovilli. To naznacuje, Ze by se i mikrovilli vajicka mohly podilet na fizi
spermie a oocytu.

Partnerem CD9 je pravdépodobné tetraspanin CD81, jako tomu je i béhem dalSich
bunéénych fizi (Ohnami et al. 2012).

CD9 na oocytu je také povazovan za kli¢ového partnera proteinu Juno (Kaji et al. 2000).

CD46

CD46 pfimo asociuje s integrinovou podjednotkou 1, ¢fmZ muZe nepfimo interagovat
s tetraspaninem CD151 skrze a3 ¢i a6 podjednotky, které tvoii dimery s 1 (Lozahic et al. 2000;
Kazarov et al. 2002).

CD81

CD8I se nachazi v tetraspaninovych sitich oocytu, kde ho lze detekovat zejména v okoli
kumulédrnich bun€k a zona pellucida (Ohnami et al. 2012) a kromé toho se vyskytuje
1 ve spermiich (Jankovicova et al. 2016).

Tento ¢len rodiny tetraspanind se svymi funkcemi podobd CD9. Vyznam ma zfejmé pri
fuzi gamet, jelikoZ se vyskytuje na povrchu oocytu a interaguje s CD9 pfi jinych fuznich
procesech bunky (Horvath et al. 1998). Deleci genu pro CD81 dochdzi k mirnému sniZeni
fertility (Rubinstein et al. 2006). Pfesna funkce CD81 je stale diskutovand, ale predpoklada se,
Ze jeho ucast pri fuznich procesech neni tak vyznamna, ale stile dulezitd (Glazer & Evans
2009). Zda se, Ze CD81 ma pouze dopliikkovou funkci k CD9 (Rubinstein et al. 2006; Ohnami
et al. 2012).

CD81 byl zjistén v oocytech mysi (Takahashi et al. 2001), lidi (Coskun et al. 2003;
Ziyyat et al. 2006) a nedavno 1 u skotu (Jankovicovd et al. 2016) a prasat (Jankovicova et al.
2019). Jankovicova et al. (2016) prokazali vyskyt CD81 na plazmatické membrané oocytd
skotu ve stadiich GV, MI i MII. Predpoklada se, Ze u oplozenych oocytti se CD81 akumuluje
v perivitelinnim prostoru. Ve stejné studii autofi tento tetraspanin lokalizovali u mySi a byka
v apikdlni ¢asti akrozomu.

U CDS81 voocytu byla prokdzdna interakce s integrinem o4 ve spermii, ¢imzZ
se potvrdila jeho tcast pfi procesu oplozeni (Sabetian et al. 2014).

Frolikova et al. (2018) naznacuji, Ze by CD81 mohl mit schopnost regulace zmén
v plazmatické membrané spermie.
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CD151

Dal§im zéastupcem rodiny tetraspanini je CD151, molekula vyznamnd bé€hem
fertilizace. Zasadni fyziologicky vyznam CD151 byl prokazan nejprve u somatickych bunék
(Jankovicovéa et al. 2020a). CD151 je vyznamny pro adhezi, kterd je timto proteinem regulovdna
prostiednictvim integrinu a6f1 (Lammerding et al. 2003). Mimo jiné je pro CDI51
charakteristickd obousmérnd signalizace, a to opét prostiednictvim integrini (Jankovicova
et al. 2020a).

Ve studii Ziyyat et al. (2006) byla molekula CD151 detekovana u lidskych oocyti
se zona pellucida, kde byla rovnomérné rozlozena v plazmatické membrané. U oocytt bez zona
pellucida vytvérela molekula CD151 vazby s a6p1 integrinem.

Tetraspanin CD151 asociuje s riznymi jinymi tetraspaniny, integriny nebo dalSimi
molekulami uvnitf plazmatické membréany (Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Yauch et al.
2000; Stipp et al. 2003). Je mozné, ze CD151 se miize vzajemné ovliviiovat jak s integriny
uvnitf oocytu, tak s integriny ve spermii (Jankovicovd et al. 2020b). Zd4 se, Ze uvnitf
tetraspaninovych mikrodomén se CD151 pfimo spojuje s integriny, které se vdzou na laminin
(Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Yauch et al. 2000; Stipp et al. 2003).

U CD151 v plazmatické membrané oocytu byla prokdzana také interakce s integrinem
a3 nachazejicim se v membrané spermie (Sabetian et al. 2014).

CD151 byl jiz dfive spojen s fuzi lidskych gamet (Ziyyat et al. 2006). V tomto pripadé
asociuje vyhradné s a3, a6 a a7 integriny (Kajiji et al. 1989; Hemler 1998; Ramirez-Ramirez
et al. 2019). Na povrchu buiiky uvnitf tetraspaninové sit€¢ molekula CD151 spojuje integriny
a3p1 a a6P1 s dalsimi tetraspaniny, véetné CD9 a CD81 (Serru et al. 1999; Lotus et al. 2000;
Berditchevski et al. 2002; Charrin et al. 2003; Stipp et al. 2003; Evinger & Levin 2005).

CDI151 se vinterakci s a6P1 integrinem tucastni formovéani funkéniho komplexu
zapojeného do fiize gamet u lidi (Ziyyat et al. 2000).

Bylo prokdzano, ze CD151 midZe ménit funkci a6f1 integrinu (Zhang et al. 2002;
Lammerding et al. 2003).

Tetraspanin CD151 ma kromé vyznamu pfi fertilizaci také souvislost se zdvaznym
onemocnénim prasat zvanym reproduk¢ni a respiracni syndrom prasat (PRRS) (Goyal 1993).
Pri reprodukci se toto onemocnéni projevuje zvySenym poctem abortli v pokrocilém stadiu
gravidity, zvySenym poétem mrtvé narozenych mlddat a pied¢asnymi porody. U kancd
se PRRS miuzZe projevovat doCasné zhorSenou kvalitou spermii, jejich sniZzenym poctem
a zménou jejich motility (de Jong et al. 1993).

Funkce CD151 u prasecich oocytil zatim nebyla bliZe popsana.
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4 Metodika
4.1 Ziskavani vajecniku

Oocyty byly ziskdvany z praseCich vajecnikd (viz Obrazek 4.1) poraZenych prasnic
na jatkdch v Pfibrami. Do laboratofe reprodukce KVD byly vajecniky prasnic transportovany
z jatek pfi teploté¢ 39°C v termolahvich obsahujicich fyziologicky roztok s 0,9% chloridu
sodného.

Obrazek 4.1 Vajecnik poraZené prasnice s foﬁkuly
4.2 Ziskavani oocytii s ukonéenym riustem

Z folikularni tekutiny vajecnikti byly ziskavany oocyty s ukoncenym rtstem. Folikuldrn{
tekutina byla aspirovdna jehlou 20G (Sterican, Braun Melsungen, Némecko) z folikult
o priméru od 2 do 5 mm. Vyaspirovana folikularni tekutina byla stfikackou umisténa do Petriho
misky a pomoci sklenéné tenkosténné kapiliry s gumovou tlackou  byly
pod stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Japonsko) nasdvany z tekutiny oocyty. Odsaté
oocyty byly preneseny do pfipravenych kapek modifikovaného média M199 (Sigma-Aldrich,
Némecko), jehoz sloZeni uvadi Tabulka 4.1. K naslednym experimentim byly vyuZity
vyhradné oocyty s neporusenou cytoplazmou a s kompaktnim obalem tvorenym kumuldrnimi
buiikkami v né€kolika vrstvach.
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Tabulka 4.1 SloZeni modifikovaného média M199

CHEMIKALIE MNOZSTVI VE 100 ML MEDIA M199
Gentamicin (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg
Laktdt vapenaty (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg
Puryvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg
HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg

Bovinni rlstovy protein (GibcoBRL, Life

Technologies, Némecko) 100 mg

4.3 Kaultivace oocytli s ukoncenym riistem

Kultivace oocytil byla provadéna v médiu M199 v 4-jamkovych Petriho miskach (Nunc,
Roskilde, Déansko) pfi teploté 39 °C v prostfedi tvofeném smési vzduchu a 5 % CO,, a to do ti{
stadii meiotického zrani:

1. stadium zarodecného vacku (0 hodin kultivace in vitro),
2. stadium meiotické metafaze I (24 hodin kultivace in vitro),
3. stadium meiotické metafaze II (48 hodin kultivace in vitro).

4.4 Priprava vzorki pro stanoveni CD151 metodou Western blot

Opakovanym nasavanim oocytd pomoci tenkosténné sklenéné pipety byly z oocytl
v dané fazi meiotického zrani (GV, MI ¢i MII) odstranény kumuldrni buriky. Jednotlivé vzorky
obsahovaly vzdy 100 oocyti. Zkumuldrnich bun¢k ziskanych ze vSech 100 oocytd
nachdzejicich se v daném stadiu meiotického zrani byly vytvofeny samostatné vzorky. Kazdy
vzorek byl oddélené promyt pufrem PBS s obsahem soli kyseliny fosfore¢né, jehoz sloZeni
shrnuje Tabulka 4.2. Nasledné byly oocyty i kumuldrni buiky umistény do mikrozkumavek
obsahujicich 50 ul lyza¢niho pufru (slozeni viz Tabulka 4.3) a pfidavek inhibitorii proteaz
(Roche, Applied Science, Francie). Pomoci pipety s primérem mens$im, neZ prumér oocytl
byla opétovnym nasavanim mechanicky porusena zona pellucida a obsah oocytd vylit
do mikrozkumavky. Po inkubaci na ledu po dobu 10 minut byla provedena precipitace proteint
vzorkl pouzitim 5 ul 100% kyseliny trichloroctové (TCA, 5 ul na 50 ul lyzac¢niho pufru)
a vzorky byly dalSich 10 minut ponechany na ledu. Nésledovala centrifugace vzorkti po dobu
5 minut pfi 10 000 g a teploté 4 °C. Centrifugovany vzorek byl odsatim zbaven supernatantu
a sediment vzorkd poté promyt v 50 ul acetonu s HCI. Byla provedena dalsi centrifugace a opét
odsati supernatantu a promyti sedimentu, tentokrat pouze v 50 ul acetonu. Vzorky byly
uchovavany pii teploté -20 °C aZ do stanoveni exprese CD151 metodou Western blot.
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Tabulka 4.2 SloZeni PBS pufru

CHEMIKALIE MNOZSTVI
Na,HPO, 29¢g
NaH,PO, .2 H,0 296 ¢g
NaCl (100 mM) 584 ¢
H,0 do 1000 ml

Tabulka 4.3 SloZeni lyzacniho pufru (5 ml)

CHEMIKALIE MNOZSTVI
10% Triton X 0,15 ml
10% SDS 0,05 ml
PBS 4,3 ml
10% inhibitor protedz v PBS 0,5 ml

4.5 Stanoveni CD151 metodou Western blot

4.5.1 Elektroforéza

Elektroforéza je laboratorni metoda, béhem které dochdzi k déleni Castic v elektrickém
poli. Délen{ probiha na zakladé molekulové hmotnosti, kdy se men$i proteiny pohybuji rychleji
a vetsi pomaleji.

Nejdiive byly proteiny oocytd a kumularnich bunék elektroforeticky separovany.
K rozd€leni proteinti doslo pouZzitim zénové, mini vertikalni elektroforézy (Hoefer Pharmacia
Biotech, Némecko) na 12% polyakrylamidovém gelu s SDS (dodecylsulfat sodny). SDS
je anionaktivnim detergentem s pomérné vysokym nédbojem, ¢imZ je ve vazbé na bilkovinu
schopny vyrovnavat nadbojové rozdily bilkovin, které se pak v gelu pohybuji pouze na zakladé
velikosti. Kazda bilkovina vaze SDS v konstantnim poméru, zhruba 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny,
¢imZ dochézi ke charakteristické zméné konformace bilkoviny. Vytvorené komplexy SDS
s bilkovinou maji sjednocenou hodnotu naboje na povrchu a dochézi k unifikaci jejich
konformace. Konformace se unifikuje na tolik, Ze relativni molekulova hmotnost bilkoviny
je shodnd s velikosti jejtho komplexu s SDS.
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Pro ptipravé polyakrylamidového gelu byl potfebny gelovy sendvi¢ a spacery s tloustkou
I mm. Nejdfive byl ve zkumavce namichéan pufr o pH 8,8, jehoZ sloZeni uvadi Tabulka 4.4.
Nasledovala pfiprava 12% separacniho gelu, sloZzeni uvedeno v Tabulce 4.5. Pomoci pipety
byly roztoky promichdny a ihned bylo provedeno jejich naneseni do sendvice podél spaceru,
kdy byl kladen diraz na opatrnost k zamezeni vzniku vzduchovych bublin. Nanesen byl
separacni roztok do vysky 1,5 cm pod okraj skel. Nasledovalo protahnuti 25G jehlou a opatrné
preliti vrstvou destilované vody do vysky 0,5 azZ 1 cm za ucelem udrZeni rovného povrchu gelu.

Po uplynuti 60 minut byla vylita destilovana voda a na horni okraj zpolymerizovaného
separacniho gelu byl pipetou nanesen zaostfovaci gel. Priprava tohoto gelu probéhla
ve zkumavce, kde bylo smichdno 0,67 ml 30% akrylamidového roztoku, 1 ml pufru o pH 6.8,
jehoz sloZeni uvadi Tabulka 4.6, 2,3 ml destilované H20, 30 ul persulfatu amonného a 5 ul
TEMEDu. Nasledovalo naneseni gelu pipetou az k hornimu okraji skel a okamzité zasunuti
hiebinku ke tvorbé€ jamek na vzorky. O 45 minut pozdéji byl hiebinek vyjmut a gel pfemistén
do elektroforézové vany obsahujici elektroforézovy pufr sloZzeny z viz Tabulka 4.7.

Pred separaci bylo provedeno rozpusténi proteind vzorkd kultivovanych oocytl
a kumulédrnich bunék ve 200 ul vzorkového pufru (Laemmli, 1970), sloZeni pufru zapsino
v tabulce 4.8. Za ucelem neutralizace pH byl pouZit 0,1 NaOH o objemu 5 pl. Postupné bylo
do vSech vzniklych elektroforézovych jamek napipetovano 14 ul vzorku ve vzorkovém pufru
a 3 ul standardu (Prestained SDS-PAGE Standard, Bio-Rad Lab., Kanada), aby bylo moZné
sledovat spravnou separaci proteinii béhem elektroforézy a kontrolovat spravné preneseni
proteind na membranu. Do jamek, ve kterych se nenachdzel vzorek, bylo pipetou naneseno
14 ul vzorkového pufru. Vzorkovy pufr obsahuje bromfenolovou modf, pomoci které
lze sledovat délku elektroforézy. Pro bromfenolovou modrf je charakteristicky vyskyt v Cele
proteint, které jsou déleny a po skonceni elektroforézy by se méla nachazet zhruba 0,5 cm
od spodniho okraje gelu. Nasledovalo pfipojeni komory ke zdroji elektrického proudu, pricemz
nastaveni parametrti bylo nasledujici: 80 V na 20 minut a 120 V po dobu 1 hodiny a 30 minut.

Tabulka 4.4 SloZeni pufru do separac¢niho gelu

CHEMIKALIE MNOZSTVI
2M Tris — HCI (pH 8.8) 7,5 ml
10% SDS 0,4 ml
H,0 2,1 ml
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Tabulka 4.5 SloZeni 12% separac¢niho gelu (15 ml)

CHEMIKALIE MNOZSTVI
30% akrylamid 7,5 ml
Pufr (pH 8.8) 3,7 ml
Destilovana H,O 3,8 ml
Persulfat amonny 75 ul
TEMED (N, N, N”, N - ‘tetramethylen— 5 il
ethylendiamin)
Tabulka 4.6 SloZeni pufru do 4% zaostrovaciho gelu (10 ml)
CHEMIKALIE MNOZSTVI
IM Tris — HCI (pH 6.,8) 5 ml
10% SDS 0.4 ml
H,O 4,6 ml
Tabulka 4.7 SlozZeni elektroforetického pufru
CHEMIKALIE MNOZSTVI
25 mM Tris 3g
192 mM glycin 144 ¢
10% SDS 10 ml
H,O do 1000 ml
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Tabulka 4.8 SloZeni vzorkového pufru

CHEMIKALIE MNOZSTVI
1 M Tris — HCI (pH 6.8) 0,6 ml
50% glycerol S ml
10% SDS 2 ml
1% bromfenolova modr 0,5 ml
H,O 0,9 ml

4.5.2 Prenos proteini na blotovaci membranu

Pisobenim elektrického proudu dochdzi prostfednictvim blotovactho zafizeni
k pfeneseni proteintl nachazejicich se v gelu na povrch membrany.

Po skonceni elektroforetické separace byla od sebe opatrné oddélena elfo skla a gel
s rozdélenymi proteiny vloZen na 10 minut do vychlazeného blotovaciho — Towbinova pufru.
SloZeni blotovacitho pufru je blize specifikovano v Tabulce 4.9. PVDF membréna
(Sigma-Aldrich, Némecko) namocend ve vychlazené destilované vodé byla nasledné také
namocena na 10 minut do vychlazeného blotovaciho pufru. Postupné byly do pfipraveného
blotovacitho modulu umistény dvé houby, které byly namoceny v blotovacim pufru a na které
byl poté poloZen filtrani papir, také namoceny v blotovacim pufru. Nasledovalo opatrné
preneseni gelu na filtra¢ni papir a pfiloZzeni PVDF membrany na gel. Na membranu byl poloZen
druhy filtra¢ni papir namoceny v blotovacim pufru. Déle bylo nutné pomoci plastové zkumavky
jemnym pievalcovdnim vytlacit vzduchové bubliny. Poslednim krokem bylo umisténi dalSich
dvou houbicek namocenych v blotovacim pufru na filtraéni papir a uzavfeni blotovaciho
modulu.

Blotovaci modul byl naplnén blotovacim pufrem a premistén do elektroforézové vany.
Poté bylo provedeno naplnéni vany vychlazenou destilovanou vodou a jeji doplnéni ledem, po
kterém nésledovalo zapojeni komory k elektrickému zdroji, pficemZ byly nastaveny tyto
parametry: 500 mA po dobu 1 hodiny a 30 minut.
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Tabulka 4.9 SlozZeni blotovaciho pufru — Towbinova pufru

CHEMIKALIE MNOZSTVI
25 mM Tris 3g
192 mM glycin 144 ¢
10% SDS 1 ml
Metanol (pfed pouZitim) 100 ml
H,O do 1000 ml

4.5.3 Blokovani membrany s proteiny

Po pretisténi proteint z gelu na PVDF membranu bylo nezbytné zablokovat volnd mista
bez proteini na PVDF membrané. Na vSechna mista, kam se nenavdzaly proteiny béhem

pfenosu, se navazi proteiny mlécného kaseinu nachazejici se v roztoku. To ma za nasledek
znemoznéni molekuldm imunoglobulind se nespecificky navazat na prazdny povrch membrany
po pridani protilatky. Molekuly imunoglobulinii pak musi specificky detekovat sviij epitop,

tedy antigenni determinant, na pieblotovanych antigenech. Nasledkem blokovéni je vyrazné
sniZzen Sum pozadi a jsou odstranény faleSné pozitivity. K blokaci bylo pouzZito 2% netucné

mléko (Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie), ve kterém byly membrany inkubovany

pfes noc.

Tabulka 4.10 Slozeni PBST pufru

CHEMIKALIE MNOZSTVI
Na,HPO, 29¢
NaH,PO, . 2H,0 296 g
NaCl (100 mM) 584¢g
Tween 20 1 ml
H,0 do 1000 ml
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454 Imunodetekce

Zviditelnit dany protein 1ze pomoci specifické protilatky schopné se na tento protein
navazat. Po blokovani membrany v netu¢ném mléce néasledovala jeji inkubace po dobu 2 hodin
pfi laboratorni teploté s krali¢i polyklondlni protilatkou anti-CD151 (Abcam, USA), kterd byla
PBS dle doporuceni vyrobce, a to 1:250. Po uplynuti doby inkubace bylo provedeno promyti
membréany 3 x 10 minut v PBST (PBS s Tween 20). Nasledné byla na promytou membranu
aplikovana sekunddrni protilatka anti-krali¢i IgG, ktery byl konjugovany s kienovou
peroxidazou (Sigma-Aldrich, Némecko). Pomér fedéni v PBS byl 1:3 000 a inkubace probihala
po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po inkubaci nasledovalo promyti membrany v PBST
za stalého michani, a to 4 x 5 minut, a poté 2 x 5 minut v PBS. Za tu¢elem detekce CD151 byl
pouzit detekéni kit pro Western blotting (ECL Advanced Western Blotting Detection Kit,
Amersham Biosciences, Velkd Britdnie). Mnozstvi proteinii pfenesenych na membranu
v lyzatu analyzovanych buné¢k bylo detekovano pomoci specifickych protilatek za vyuziti ECL
chemiluminiscen¢niho kitu a detekce signéalu byla sniména pomoci pfistroje Azure.

4.6 Imunocytochemicka detekce CD151

Opakovanym nasdvanim a vysavanim skrz dzkosténnou sklenénou pipetu byly oocyty
zbaveny kumuldrnich bunék. Nésledovalo odstranéni vrstvy zona pellucida pomoci Tyrodova
roztoku (Sigma-Aldrich, Némecko). Oocyty byly poté opakované promyty 0,1% BSA (bovinni
sérovy albumin, Sigma-Aldrich, Némecko) v PBS a fixovany v 2,5% paraformaldehydu v PBS
pfi laboratorni teploté. Pomoci 0,5% roztoku Tritonu X-100 v PBS probéhla za laboratorni
teploty dvouhodinova permeabilizace fixovanych oocytl. Nasledoval nejdiive kratky oplach
oocytl v 0,1% roztoku Tweenu 20 v PBS, a poté inkubace, ktera probihala v inkuba¢nim médiu
s primérni protilatkou fedénou v poméru 1:1 000. Inkubace probihala béhem noci, a to pti 4 °C.
Nasledné promyti oocytli bylo provadéno tfikrat po 10 minutich v roztoku 0,1% Tween 20
v PBS. Tim doSlo k odstranéni nenavazanych protilatek. Nasledovala dalSi inkubace, ktera
trvala 1 hodinu a probihala pfi laboratorni teploté a ve tmé. Jednalo se o inkubaci se sekundéarni
protildtkou anti-krdli¢i 1gG, ktera byla konjugovana s fluorescencné znacenym
isothiokyanatem (FITC) v poméru 1:3 000 (Sigma-Aldrich, Némecko). Po barveni sekundarni
protilatkou byly oocyty promyty a montovany na podlozni sklo pomoci montovaciho média
Vectashield s DAPI, které barvi jaderné struktury. Prepardty s namontovanymi oocyty
vrizném stadiu meiotického zrani byly mikroskopovdny prostfednictvim laserového
konfokdlniho mikroskopu (Leica SPE, Némecko) umisténého v prostordch Technické fakulty
CZU v Praze. Ze ziskanych obrazki z konfokdlniho mikroskopu bylo nédsledné provedeno
sniméani fluorescen¢niho signdlu detekovaného proteinu CD151, pricemZz sledovana byla
relativni intenzita signdlu v pribéhu meiotického zrani. Za icelem kontroly nespecifické vazby
protilatky byly oocyty kultivovany pouze se sekunddrni protildtkou (negativni kontrola
experimentu).
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Pouzité 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 ul Triton X-100 + 20 ul 5%
BSA

PBS + Tween 20 1 ml PBS + 10 ul 10% Tween 20

Inkubaéni médium 1 ml PBS — 10 ul 10% Tween 20 + 20 ul 5%
BSA

4.7 Statistika

U vyslednych dat relativni intenzity fluorescence odectené z obrazkli nasnimanych
na laserovém konfokalnim mikroskopu byla provedena analyza statistickou metodou
jednofaktorovd ANOV A pomoci programu STATISTICA 6.0. Meziskupinové rozdily pak byly

hodnoceny Scheffého testem, pfi¢emz hladina vyznamnosti byla 0,05.

Kazdy experiment byl opakovén 4x.
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5 Vysledky

Metodou Western blot a naslednou imunocytochemickou detekei byl zjistén vyskyt
proteinu CD151 v prasecich oocytech v prubéhu meiotického zrani: Analyzovany byly oocyty
ve stadiu zarode¢ného vacku (GV), prvni (MI) a druhé (MII) meiotické metafaze.

5.1 Detekce proteinu CD151 v oocytu prasete béhem meiotického zrani
prostiednictvim metody Western blot

Byly analyzovany vzorky oocytii bez kultivace, ve stadiu zdrodecného vacku a vzorky
oocytl kultivovanych do stadia prvni a druhé meiotické metafaze, 24, poptipadé 48 hodin.
Kazdy vzorek obsahoval proteiny ze 100 oocytd v daném stadiu meiotického zrani. Oddélené
byly pfipraveny vzorky kumularnich bunék ziskanych z oocytl v dané fazi jaderného zrani.
Po elektroforetické separaci proteinti byl proveden jejich ptenos na PVDF membranu. Protein
CDI51 byl detekovan polyklonalni protilatkou. Pomoci protilatky proti alfa-tubulinu byla
stanovena celkova nanaska proteinti.

Western blot analyza prokazala reakci primarni protilatky proti proteinu o molekulové
hmotnosti kolem 28 kDa, kterd odpovida molekulové hmotnosti proteinu CD151. V prasecich
oocytech byla ptitomnost proteinu CD151 potvrzena, piicemz protein byl detekovan ve vSech
stadiich meiotického zrani, tedy ve stadiu zarodecného vacku (GV), ve stadiu prvni meiotické
metafaze (MI) a také druhé meiotické metafaze (MII) a také v kumularnich buiikach ziskanych
z téchto oocyti (viz Obrazek 5.1).

GV GVKB MI MIKB Ml  MIKB
v v v v v

28kDa —»> -~ .-

Obrazek 5.1 Detekce proteinu CD151 metodou Western blot. GV — oocyt ve stadiu
zarode¢ného vacku, GV KB — kumuldrni bunky oocyt ve stadiu zarodecného vacku, MI
— oocyty ve stadiu prvni meiotické metafaze, MI KB — kumularni buiiky oocyt ve stadiu prvni
meiotické metafaze, MII — oocyty ve stadiu druhé meiotické metafaze, MII KB — kumularni
buiiky oocytu ve stadiu druhé meiotické metafaze.

5.2 Detekce proteinu CD151 v oocytu prasete prostiednictvim
imunocytochemie

Prase¢i oocyty bez kumuldrnich bunék a zomna pellucida byly inkubovany nejdiive
s primdrni, a poté se sekundérni protilatkou. Za ucelem negativni kontroly byly nékteré oocyty
inkubovéany pouze se sekundarni protilatkou. Sekundarni protildtka obsahovala fluorescen¢ni
barvivo FITC, které zbarvilo detekovany protein zelené€. Jaderné struktury pak byly obarveny
modfe pomoci barviva DAPI. Nasledn¢ probéhlo sniméni fluorescen¢niho signalu proteinu
CDI151 v oocytech v riznych stadiich zrani, které potvrdilo pfitomnost CD151 ve vSech téchto
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stadiich (Obrazek 5.2), pficemz byla hodnocena intenzita fluorescenéniho signalu. Vysledné
primérné hodnoty relativni intenzity signalu jsou uvedeny v Grafu 5.1.

A B C

Obrazek 5.2 Lokalizace proteinu CD151 v prasecich oocytech v riznych stadiich
meiotického zrani pomoci imunocytochemie. A — oocyt ve stadiu zdrode¢ného vacku (GV),
B — oocyt ve stadiu prvni meiotické metafaze, C — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze.
Modfe je za pomoci barviva DAPI oznacen chromatin. Zelenou fluorescenci je oznacen protein
CD151.

Relativni intenzita signalu proteinu CD151
p<0,05
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Graf 5.1 Relativni intenzita signalu proteinu CD151 v prasedich oocytech v riiznych
stadiich meiotického zrani. GV — oocyty ve stadiu zarodecného vacku, MI — oocyty ve stadiu
prvni meiotické metafdze, MII — oocyty ve stadiu druhé meiotick¢é metafaze. P=ns
— nesignifikantni statisticky rozdil. P<0,05 — statisticky vyznamny rozdil.

Hodnota intenzity fluorescence proteinu CD151 v oocytech byla vztazena k hodnoté
intenzity fluorescence v oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku (100 %). Ve stadiu prvni
meiotické metafdze se intenzita signalu oproti signdlu v GV nelisila. Oproti tomu signal
fluorescence v oocytech ve stadiu druhé meiotické metafaze byl proti signdlu v oocytech
ve stadiu GV statisticky vyznamné nizsi (45 %).
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6 Diskuze

V predlozené diplomové praci byla studovana exprese proteinu CDI51 béhem
meiotického zrani oocytu prasete. V porovnani s bovinnim ¢i mySim modelem je velkou
vyhodou prasecich oocytd jejich fyziologickd podoba s oocyty lidskymi. Vysledky ziskané
na prase¢im modelu mohou byt proto extrapolovatelné na ¢lovéka (Braga et al. 2007).

Molekula CD151 patfi mezi proteiny oznacované jako tetraspaniny (Uhlen et al. 2015).
Vyskyt tetraspaninii béhem procesu oplozeni a fiize gamet byl v minulosti popsdn fadou autord
u riznych zivoc¢isnych druhd, naptiklad u mysi (Ohnami et al. 2012), skotu (Jankovicova et al.
2019) a také Clovéka (Ziyyat et al. 2006). Tetraspaniny se kromé oocytd vyskytuji rovnéz
v samcich pohlavnich bunkéch, spermiich (Ziyyat et al. 2006; Jankovicova et al. 2020a).
Exprese CD151 v oocytu prasete nebyla dosud prokdzana, proto byla predmétem diplomové
préace, kdy pomoci SDS elektroforézy byla provedena separace proteinl ziskanych z oocytl
v rizné fazi meiotického zrani (GV, MI a MII) a jejich kumularnich bunék. Vyuzitim metody
Western blot s naslednou imunodetekci byl zachycen vyskyt proteinu o molekulové hmotnosti
v oblasti kolem 28 kDa, kterd odpovida molekulové hmotnosti tetraspaninu CD151.

CD151 patii do skupiny membranovych proteini — tetraspanini. Tetraspaniny
v membrandch tvofi tzv. tetraspaninovou sit’. Tuto sit’ je mozné charakterizovat jako funkcni
oblasti v membranach, které jsou sloZené z proteinti a uvnitf kterych dochézi k nejriiznéjsim
molekularnim interakcim (Berditchevski 2001; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2003).
Vlastnost tetraspaninti tvofit v membranach rozsahlou sit' midZeme po mikroskopii oocytl
na laserovém konfokalnim mikroskopu potvrdit, jelikoZ vyskyt tetraspaninu CD151 byl zfejmy
v oblasti celé membrany oocytd. Uvnitf sité tetraspaniny interaguji kromé dalSich tetraspanind
také napriklad s integriny, které jsou nedilnou soucasti tohoto systému (Jankovicova et al.
2020a). Napiiklad tetraspanin CD151 spojuje integriny a3p1 a a6p1 s dals$imi tetraspaniny,
jako jsou CD9 a CD81 (Charrin et al. 2003). Védci také pfipousti moZnou schopnost
tetraspanint regulovat funkce molekul, se kterymi asociuji (Ziyyat et al. 2006). Takto skrze
integriny, jejichZ vlastnosti je zprostfedkovavani bunécné adheze, posléze i tetraspaniny
ovliviiuji pravé adhezi (Berditchevski 2004; Rubinstein et al. 2013). Tedy i adhezi gamet béhem
oplozeni (Lammerding et al. 2003). Predpokladali jsme proto, Ze i tetraspanin CD151 bude
néjakym zplsobem souviset s adhezi spermie k oocytu .

Funkci tetraspaninii na povrchu oocytu je prostiednictvim vazeb s jinymi molekulami
organizovat membranové komplexy, které obsahuji proteiny dilezité pro interakce mezi
membranami oocytu a spermie (Ziyyat et al. 2006; Jankovicova et al. 2020b). Reorganizaci
membrany je pak ulehfena vzajemnd komunikace a interakce proteinii vedouci k dspe€sné
fertilizaci (JankoviCova et al. 2019). Organizace membriny oocytu jeho tetraspaninovou siti
je umoznéna zejména vazbou tetraspaninii s membranovymi integriny (Ziyyat et al. 2006).
Co se tyc¢e konkrétné tetraspaninu CD151, v membrané oocytu asociuje s integrinem a6f1,
jednim ze dvou integrind pritomnych na povrchu oocytu (Serru et al. 1999). Almeida et al.
(1995) ve své studii uvadi, Ze by tento integrin mohl byt receptorem pro vazbu spermie k oocytu
a vzhledem k jeho asociaci s CD151 se domnivdame, Ze by pravé timto zpisobem mohla byt
pfisuzovana funkce pii vazbé i samotnému CD151. Lammerding et al. (2003) navic prokézali,
Ze CD151 mize ménit funkci tohoto vazebného partnera, coZ potvrzuje nasi domnénku. Tato
skuteCnosti byla jeSté rozSifena ve studii Jankovicové et al. (2020b), kde autofi pfipousti,
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Ze CD151 se muze vzdjemné ovliviiovat jak sintegriny uvnitf oocytu, tak s integriny
ve spermii. Na zaklad¢é vsSech téchto dukazi a predpokladi jsme ocekavali vyskyt CDI151
zejména v oocytech ve stadiu druhé meiotické metafaze, ve které se béhem adheze oocyt
nachazi. Nicméné provedena imunocytochemicka analyza a méfeni fluorescencniho signélu
v této praci prokazaly pritomnost proteinu CD151 v nejvétSim mnoZstvi ve stadiu zarode¢ného
vacku a prvni meiotické metafaze, kdy namérené mnozstvi proteinu CD151 bylo srovnatelné.
Zaroven byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi expresi CD151 ve stadiu zdrode¢ného
vacku a ve stadiu druhé meiotické metafaze, kdy ve stadiu MII doSlo k vyraznému poklesu
exprese CD151. MiZeme se tedy domnivat, Ze k molekularnimu uspofddani membrany oocytu
pred fertilizaci prostfednictvim proteinu CD151 nedochézi az bezprostiedné pred samotnou
adhezi spermie k oocytu. Zaroven je mozné, Ze tésné pred oplozenim dochdzi v komplexu
CD151-integrin a6P1 k poklesu mnozstvi CD151, a naopak ke zvySeni mnoZstvi integrinu
a6p1. Na zakladé dosavadnich studii na téma tetraspanin CD151 v oocytech se domnivame, Ze
by dalsi pfinos mohly mit studie tykajici se vazby CD151 s integrinem a6f1, pfipadné a3f31,
po ftizi spermie s oocytem. Dédle predpokladdme, Ze 1 dal$i a podrobnéjsi experimenty zaméfené
na tetraspanin CD151 béhem procesu oplozeni by pomohly k objasnéni funkci této zatim stale
jesté mélo prozkoumané molekuly.
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7 Zavér

Touto praci bylo experimentalné potvrzeno, Ze se protein CD151 vyskytuje v membrané
praseCich oocytd i kumuldrnich bunék, a to b&hem procesu meiotického zrani.
Imunocytochemickou metodou a snimdnim fluorescenniho signalu byla popsdna exprese
a lokalizace CD151 v jednotlivych fazich meiotického zrani.

Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v intenzité signdlu proteinu CD151 mezi
stadiem zarodecného vacku a stadiem prvni meiotické metafaze, mnozstvi CD151 bylo
srovnatelné v obou stadiich. Oproti tomu byl prokazan signifikantni rozdil v expresi CD151
mezi stadii zarodeéného vacku a druhé meiotické metafaze. Nebyl potvrzen predpoklad,
Ze exprese CD151 bude nejvice prikaznd ve stadiu druhé meiotické metafaze.

Z nasich vysledkt vyplyva, Ze protein CD151 ziejmé nemd nejvyznamnéjsi roli az pred
adhezi spermie a oocytu, jak jsme predpokladali, ale jiZ mnohem diive pfed samotnym
oplozenim. Kromé toho jsme dosli k zavéru, ze t€sné pred oplozenim miiZze v komplexu CD151
s integrinem 0631 dochdzet ke snizeni mnozstvi proteinu CD151 a zaroven zvySeni mnozstvi
integrinu a6f1.

Bude potieba dalSich experimentli na podobné bazi, nejlépe se zaméfenim i na vazbu
tetraspaninu CD151 k integrinu a6f31 v oocytech.
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