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Exprese a lokalizace proteinu CD151 v oocytu prasete 
 

 
Souhrn 
 

Membrány všech buněk, s vyjímkou erytrocytů, obsahují tzv. tetraspaninovou síť  
– funkční oblasti v membráně složené z proteinů. Stejně tak tomu je i v případě oocytů. Mezi 
tetraspaniny významné pro proces oplození patří zejména molekuly CD9, CD81 a CD151.  
Pro CD molekuly je typický výskyt v povrchové oblasti oocytu. Cílem předložené diplomové 
práce bylo detekovat tetraspanin CD151 v oocytu prasete během jeho meiotického zrání. 
Využita byla metoda Western blot a imunocytochemická detekce.  

Prasečí kumulo-oocytární komplexy (COCs) byly in vitro kultivovány po dobu 0, 24 a 48 
hodin, do stadia zárodečného váčku (GV), první (MI) a druhé meiotické metafáze (MII).  
Ve vzorcích obsahujících vždy 100 oocytů v daném stadiu meiotického zrání nebo jejich 
kumulárních buněk byla provedena precipitace proteinů. Pomocí SDS elektroforézy byly 
proteiny separovány a přetištěny na PVDF membránu. Následovala inkubace s primární  
a sekundární protilátkou. CD151 protein byl kromě metody Western blot v oocytech ve stadiu 
GV, MI a MII stanovován rovněž imunocytochemickou metodou za využití laserového 
konfokálního mikroskopu a jeho množství bylo hodnoceno na základě intenzity signálu reakce 
protilátky s proteinem.  

Imunodetekční i imunocytochemická metoda prokázaly přítomnost tetraspaninu CD151 
v prasečích oocytech ve všech sledovaných stadiích meiotického zrání – GV, MI i MII, 
imunodetekcí byl protein detekován také v jejich kumulárních buňkách. Imunocytochemická 
analýza prokázala, že množství proteinu CD151 je v oocytech ve stadiu zárodečného váčku  
a první meiotické metafáze srovnatelné, ve druhé meiotické metafázi dochází oproti fázi MI  
ke statisticky významnému úbytku v množství proteinu. Je známo, že protein CD151 hraje 
významnou roli během procesu oplození a následné fúze gamet, kterou reguluje 
prostřednictvím integrinu α6β1. Je možné, že s poklesem množství CD151 V oocytech v MII 
fázi naopak stoupá množství integrinu α6β1.   

Tato studie jako první detekovala protein CD151 v prasečím oocytu, pro ověření funkce 
tohoto proteinu a významu interakce s integrinem pro proces oplození a fúze jsou nezbytné 
další studie.  
 

Klíčová 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 α6β1 integrin. It is possible that, as the amount of CD151 in oocytes  
in the MII phase decreases, the amount of α6β1 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 Úvod 
Neplodnost je stále závažnějším problémem zejména v oblasti reprodukce lidí. Znalost 

molekul a mechanismů zapojených do tohoto procesu umožní lepší pochopení událostí,  
které jsou zásadní pro interakci spermie a oocytu savců, a tedy i lepší pochopení příčin 
problémů s plodností způsobených defekty právě při oplození. Vedle toho umožní také vývoj 
nových metod pro regulaci a diagnostiku plodnosti a klinickou léčbu neplodnosti lidí a zvířat 
(Cánovas & Coy 2008; Georgadaki et al. 2016). 

Principem oplození savců je úspěšná vazba a následná fúze spermie a plazmatické 
membrány oocytu. Proces fúze je umožněn řadou molekulárních interakcí, během nichž mají 
významnou roli fertilin, integriny v plazmatické membráně oocytu a proteiny z rodiny 
tetraspaninů (Wassarman et al. 2001; Primakoff & Myles 2002).  

Tetraspaniny jsou malé multifunkční proteiny specificky lokalizované v plazmatické 
membráně. Na základě jejich schopnosti vytvářet sítě s dalšími proteiny se účastní mnoha 
buněčných procesů. Tetraspaniny jsou součástí sítě gamet, nicméně jejich přesná funkce  
při oplození stále není úplně jasná (Jankovičová et al. 2019). Dle Jankovičové et al. (2020b) 
působí tetraspaniny v reprodukčním traktu primárně za účelem organizace membránových 
komplexů obsahujících proteiny, které jsou významné pro interakce membrán spermie  
a oocytu. 

Z rodiny tetraspaninů mají během oplození savců významnou funkci CD molekuly, 
zejména CD9, CD81 a CD151. Všechny tyto molekuly mají nepostradatelnou funkci v oblasti 
kvality gamet, během jejich interakce a fúze při oplození a časné embryogeneze (Jankovičová 
et al. 2020b).  

Molekula CD151 má význam mimo jiné pro adhezi gamet, kterou prostřednictvím 
integrinu α6β1 reguluje (Lammerding et al. 2003). Exprese proteinu CD151 byla popsána 
zejména v oocytech lidí (Ziyyat et al. 2006). O expresi tohoto proteinu v oocytu prasete během 
jeho meiotického zrání a procesu fúze prasečích gamet u prasete je známo velmi málo.  
 Do současnosti se výrazná většina studií na poli výzkumu detekce tetraspaninů 
v gametách věnovala tetraspaninu CD9, který je v rámci nejvýznamnějších CD molekul 
v oocytu prozkoumán a popsán nejpodrobněji (Kaji et al. 2000; Miyado et al. 2000; Ziyyat  
et al. 2006; Ohnami et al. 2012; Sabetian et al. 2014). Studie věnované výskytu i námi 
zkoumaného proteinu CD151 byly zřejmě provedeny pouze na oocytech lidí (Ziyyat et al. 
2006). Detekce CD151 v oocytech prasat zatím studována nebyla. Jankovičové et al. (2020a) 
se v nedávné době podařilo jako prvním prokázat přítomnost CD151 také ve spermii,  
a to u myši. Obecně je tetraspanin CD151 častěji studován v souvislosti s tumory a jinými 
chorobami (Nankivell et al. 2013; Zeng et al. 2017). 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 
Cílem práce bylo popsat expresi a lokalizaci proteinu CD151 během meiotického zrání 

oocytu prasete. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Oogeneze 

Oogeneze je označení pro soubor vývojových procesů u samic savců, které vedou  
ke vzniku oocytu, tedy samičí pohlavní buňky. Oocyty mají původ v primordiálních 
zárodečných buňkách (PGCs; Primordial Germ Cells), které se během procesu oogeneze vyvíjí 
až ve zralé oocyty, jež jsou oplození schopné (Coticchio et al. 2013). Pro úspěšné dozrání 
oocytů je ovšem nezbytné, aby zárodečná buňka během svého vývoje zredukovala svoji 
genetickou informaci na polovinu. K tomu dochází v průběhu redukčního dělení neboli meiózy 
(Holt et al. 2013). 

Proces oogeneze je komplexní proces regulovaný velkým množstvím intra  
a extraovariálních faktorů. Oogonie, které vznikají z primordiálních zárodečných buněk,  
se množí mitózou, čímž vznikají primární oocyty, které jsou zastaveny v profázi prvního 
meiotického dělení, dokud nejsou plně dorostlé. Meiotická kompetence a kompetence oocytu 
vyvíjet se je postupně získávána během folikulogeneze, kdy významnou roli sehrává 
skutečnost, že oocyt roste v interakci s doprovodnými buňkami, které ho obklopují. 
Komunikace skrze gap junctions mezi oocytem a granulózními buňkami obklopujícími oocyt 
je zásadní jak pro vývoj oocytu, tak pro diferenciaci granulózních buněk. Oocyty jsou přímo 
závislé na diferenciovaných kumulárních buňkách, které jim dodávají živiny  
a zprostředkovávají regulační signály podporující jaderné a cytoplazmatické zrání, a posléze 
zisk meiotické kompetence (Sánchez & Smitz 2012).  

Oogeneze je zahájena již během embryonálního vývoje samice a je ukončena  
až s útlumem její pohlavní aktivity (Coticchio et al. 2013). Zahrnuje tři klíčové fáze: fázi 
množení, fázi růstu a fázi zrání, během kterých se primordiální zárodečné buňky vyvíjí 
v primární, později sekundární, a nakonec ve zralé oocyty (Shibuya & Watanabe 2014).  

3.1.1 Fáze množení 

PGCs, které jsou zakládány již během embryonálního vývoje a vyvíjejí se i postnatálně 
(Johnson et al. 2004), během fáze množení migrují ze zadního střeva přes dorsální mesenterium 
do míst budoucích gonád. Migraci a množení PGCs řídí proteiny kostní dřeně (BMPs; Bone 
Marrow Proteins) a aktivin, oba z rodiny transformujících růstových faktorů β (TGF-β; 
Transforming Growth Factor β) a řada transkripčních faktorů odvozených od zárodečných 
buněk (Sánchez & Smitz 2012; de Souza et al. 2017). BMP2 a BMP4 zvyšuje a BMP7 snižuje 
počet PGCs v myších ováriích, zatímco u lidí zvyšuje počet PGCs aktivin (Zhai et al. 2019). 
V gonádách samice PGCs diferencují v diploidní oogonie a malé diploidní buňky (Pepling 
2006; Bowles & Koopman 2010), přičemž oogonie jsou pak množeny opakovaným mitotickým 
dělením, které je principem této fáze (Elkouby 2017).  

Mitóza tedy nastává během migrace PGCs do gonád a jejich diferenciace v oogonie. 
Mitóza zahrnuje dělení jádra, čímž vznikají dvě geneticky zcela shodné dceřinné buňky  
a je zakončená rozdělením samotné buňky neboli cytokinezí. Před samotným dělením buňky 
dochází mimo jiné k replikaci DNA (Pepling 2006). Během mitózy se také formuje ovariální 
folikul (Baltus et al. 2006). 
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Co se týče embryí prasat, již 24. – 26. den po oplození jsou poprvé patrné základy gonád. 
Primordiální zárodečné buňky se objevují v oblasti zárodečné brázdy nejdříve po 18 dnech  
po oplození. Mitotické dělení PGCs probíhá od 13. dne embryonálního vývoje a trvá téměř  
až do narození, konkrétně do 7. dne před ním. Okolo 30. dne po oplození pak dochází k migraci 
zárodečných buněk do vaječníků (Eppig et al. 2004). Poté zárodečné buňky v místech,  
kde se vyvíjí vaječníky, ztratí pohyblivost a nastává u nich mitóza. V této fázi se ze zárodečných 
buněk stávají oogonie (Gosden & Bownes 1995). 

Pozvolna také dochází k tvorbě jedné vrstvy granulózních buněk okolo vyvíjející  
se pohlavní buňky (Hunter 2000). 

3.1.2 Fáze růstu 

Fáze růstu se vyznačuje dlouhou délkou trvání a je přerušena až s koncem pohlavní 
aktivity. Velikost oocytů savců je na začátku fáze růstu 12 až 15 μm a během ní dochází  
ke zvětšení objemu oocytů až 300x (Wassarman 1988). Objem oocytu prasete se během růstové 
fáze zvětší z 30 na 120 μm (Motlík & Fulka 1986). Po dosažení pohlavní dospělosti samice  
se do této fáze v rámci pravidelného ovariálního cyklu dostává vždy hned několik primárních 
oocytů (Marvan et al. 2017).  

Fáze růstu začíná ve chvíli, kdy se oogonie přestanou dělit, zvětší se, vytvoří primární 
oocyty a zahájí meiózu. Oocyt je následně zastaven ve stadiu diplotene během profáze I prvního 
meiotického dělení a nastává klidové stadium (Baltus 2006). 

Se zahájením meiózy vzniká kolem primárního oocytu jedna vrstva buněk zvaná 
primordiální folikul (Zhai et al. 2019). Původ buněk tvořících primordiální folikul je buď 
v buňkách tvořících epitel ovárií či pochází z mezonefros (Sawyer et al. 2002). Vznik 
primordiálníhofolikulu je ovlivněn mimo jiné estrogenem a rodinou TGF-β. Během vzniku 
primordiálních folikulů mnoho oocytů zaniká apoptózou (Zhai et al. 2019). V ováriích embryí 
prasat jsou primordiální folikuly pozorovatelné 56. den po oplození (Bielanska-Osuchowska 
2006).  

Primární oocyty obklopené primordiálními folikuly zůstávají v klidovém stadiu  
až do pubertálního věku, kdy jsou aktivovány. Primordiální folikuly se přeměňují na folikuly 
primární, ve kterých dochází ke zvětšování oocytů a zploštělé granulózní buňky se vyvíjí 
v kubické folikulární buňky. Přeměna primordiálních folikulů na primární je dynamický proces 
vyžadující rozsáhlou regulaci (Li et al. 2010).  

Současně se zráním folikulů vytváří primární oocyty zona pellucida (ZP) a vznikají další 
vrstvy kubických buněk, čímž vzniká sekundární, a posléze antrální folikul (Zhai et al. 2019). 

V raném stadiu vývoje jsou ovariální folikuly nezávislé na folikulostimulačním 
hormonu (FSH). Od stadia antrálního folikulu je ovšem jejich další vývoj na FSH závislý 
(MacLennan et al. 2015). Primární oocyt dokončuje první meiotické dělení před ovulací, čímž 
vzniká haploidní sekundární oocyt a je vyděleno první pólové tělísko. Se začátkem ovulace je 
pak zahájeno druhé meiotické dělení, které je dokončeno pouze v případě, že dojde k oplození,  
po němž následuje vydělení druhého pólového tělíska (MacLennan et al. 2015). 

Oocyty rostou ve dvou fázích. Během první fáze dochází k růstu oocytu souběžně 
s růstem folikulu. Během druhé fáze se velikost oocytu nemění, přestože velikost folikulu 
narůstá (Motlík & Fulka 1986).  
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V důsledku řízené proliferace buněk folikulu vzniká obal oocytu, který má několik 
vrstev a označuje se jako membrana granulosa (Hyttel et al. 1999; Eppig 2001). Okolo 
granulózy dochází k tvorbě obalu vzniklého z intersticiálních buněk. Vzniká tak theca folliculi 
interna a externa (Wassarman 1988). Objevuje se také corona radiata – vrstva cylindrických 
granulózních buněk, která těsně obklopuje oocyt. Další významnou událostí růstové fáze  
je vznik ochranného glykoproteinového obalu okolo oocytu, kterým je zona pellucida.  
Ta vzniká mezi corona radiata a oocytem (Lundy et al. 1999; Eppig 2001). Významnou funkci 
má ZP mimo jiné i během oplození, jelikož se účastní akrozomální reakce, navázání spermie 
na oocyt a v neposlední řadě chrání oocyt před polyspermií (Yurewicz et al. 1987). 

V rostoucích oocytech je možné pozorovat také rozlehlé sférické jádro neboli zárodečný 
váček (GV) spolu s jedním nebo dvěma menšími jadérky. Jádro zvětšuje svou velikost spolu 
s rostoucí velikostí oocytu (Hyttel et al. 1999). 

Během fáze růstu v oocytu dochází také k syntéze a hromadění proteinů a mRNA, 
probíhá intenzivní transkripce, translace a syntéza nových organel (Guraya 2000). 

3.1.3 Fáze zrání 

Meiotické zrání je proces přeměny zcela dorostlého a meioticky kompetentního oocytu 
v oocyt, který je schopný oplození (Zhai et al. 2019). Tento vývoj oocytu koreluje 
s folikulogenezí (viz Obrázek 3.1) a důležitá je i komunikace s okolními buňkami. Pro zrání 
oocytů jsou důležitými regulačními faktory například proteiny Notch (Li et al. 2017) a členové 
rodiny TGF-β (Su et al. 2008).  
 

 
Obrázek 3.1 Vztah mezi procesem folikulogeneze a oogeneze u člověka (Zhai et al. 2019) 
 

Tato fáze je zahájena již během prenatálního vývoje. Motlík a Fulka (1986) upřesňují 
rozdílnost, která je mezi zráním a meiózou. Zdůrazňují, že zrání je pouze část meiózy. 

Přeměna primárního oocytu na sekundární oocyt je základním předpokladem fáze zrání.  
Pro tuto část je charakteristický zánik jaderné membrány a tvorba dělícího vřeténka. Během 
fáze zrání typicky dochází k rozpadu zárodečného váčku (GVBD; Germinal Vesicle 
Breakdown) a ke kondenzaci chromatinu. V této fázi se dále formuje dělící vřeténko a vzniká 
první pólové tělísko. Probíhá také přechod mezi meiózou I a II a je utlumena S-fáze. Posléze 
dochází i k nástupu druhého meiotického bloku (Schmitt & Nebreda 2002).  
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Meióza ovulovaných oocytů, které mají separované chromozomy a vydělené druhé 
pólové tělísko, je dokončena po oplození (MacLennan et al. 2015).  

Opětovné zahájení meiózy in vivo nastává v důsledku LH vlny. Pomocí LH signálu  
je eliminován jeden či více činitelů, příkladem je eliminace inhibitoru zrání oocytů (OMI; 
Oocyte Maturation Inhibitor). Důsledkem eliminace je aktivace cyklinů, fosfatáz a kináz,  
jež mají významnou funkci pro úspěšné dokončení jaderného zrání (Hunter 2000).  
Pro opětovného zahájení meiózy in vitro je postačující uvolnění oocytu z intrafolikulárního 
prostředí (Stojkovic et al. 1999; Fan et al. 2002). 

Během fáze zrání oocyt vstoupí do metafáze prvního zracího dělení. Zárodečný váček 
oocytu se rozpadá, dochází ke kondenzaci chromozomů a k vydělení prvního pólového tělíska 
(Sharma & Chowdhury 1998). Meióza je na konci této fáze přerušena v metafázi druhého 
meiotického dělení. Tento proces přerušení meiózy je nazýván jako druhý meiotický blok 
(Motlík & Kubelka 1990; Swann 1993; Lawrence et al. 1997). Součástí fáze zrání jsou dva 
procesy, jaderné zrání a cytoplazmatické zrání (Wolf & Zelinski-Wooten 2001). 

Zárodečný váček (GV; Germinal Vesicle) je zpočátku ohraničen souvislou jadernou 
membránou, která se zvlní po jeho rozpadnutí následkem zahájení zrání. Nakonec membrána 
vytváří dublety spojené s endoplazmatickým retikulem, které jsou později využívány ke znovu 
utvoření prvojaderné a jaderné membrány (Wassarman 1988). Ke kondenzaci chromozomů  
při vnitřním okraji jaderné membrány a k přestupu chiazmat na konce chromozomů dochází 
během stadia diktyotene. Ve chvíli, kdy je téměř dokončená kondenzace, mají telocentrické 
bivalenty tvar písmene V. Často dochází k jejich spojování s pozůstatky jaderné membrány.  
Při kondenzaci se chromozomy seskupují, přichází o svá spojení s fragmenty jaderného obalu 
a řadí se do ekvatoriální roviny (Coticchio et al. 2013).  

Změny vnější stavby zárodečného váčku během jeho rozpadu lze v případě prasete 
klasifikovat do pěti stadií (Sun et al. 2004). Během stadia GV0 je chromatin rozptýlen po celé 
oblasti jádra, počátek kondenzace a vznik prstencovitého nebo podkovovitého útvaru okolo 
jádra je zřejmý ve stadiu GV1 (Motlík & Fulka 1976; Guthrie & Garrett 2000; Sun et al. 2004). 
Během GV2 stadia je pozorovatelné shromažďování chromatinu blízko jádra. Rozpad 
podkovovité struktury je charakteristický pro stadium GV3, stejně jako vznik základu 
filamentární sítě. Během GV4 dochází k zániku jaderné membrány a již není pozorovatelné 
jadérko (Motlík & Fulka 1976; Tan et al. 2009). 

Zároveň s rozpadem zárodečného váčku a kondenzací chromozomů se začíná objevovat 
spojení centromer s mikrotubuly. Vznikají také další organizační centra mikrotubulů (MTOCs; 
Mikrotubule-organizing Centers). Mikrotubuly, které z nich vystupují, dosahují  
až do nukleoplazmy (Thibault et al. 1987). Následně se za pomoci kinetochoru napojují  
na každou z chromatid homologních chromozomů. Spolu s mikrotubuly zde vzniká první 
meiotické dělící vřeténko (Calarco 1972; Alberts et al. 1998; Miao et al. 2012). Na vrcholech 
dělících vřetének nejsou přítomné centrioly (Wassarman 1988). V blízkosti dělících vřetének 
se vyskytuje velký počet mitochondrií, granul a vakuolů (Motlík & Fulka 1976; Hafez & Hafez 
2000).  

Při prvním meiotickém dělení dochází k výměně genetického materiálu a zároveň  
i k meiotickému crossing-overu. Páry homologních chromozomů si vyměňují homologní 
segmenty DNA mezi nesesterskými chromatidami. Tento mechanismus zabraňuje tvorbě 
identických gamet (Alberts et al. 1998). 
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První meiotické dělení 
 

Profázi I, která je zahájena již ve fázi množení, lze rozdělit do pěti stadií: leptotene, 
zygotene, pachytene, diplotene a diakineze (Sánchez & Smitz 2012). 
 

V první fázi, leptotene, nastává spiralizace chromozomů a jejich kondenzace v jádře. 
Chromatin obsahuje denzní granula a je heterochromatický. V neposlední řadě nastává rozpad 
jaderných pórů. I během následné fáze zygotene dále probíhá kondenzace. Zároveň v této fázi 
dochází ke zkrácení chromozomů, které se následně homologicky párují a vytváří bivalenty. 
V průběhu pachytene pokračuje zkracování již zpárovaných chromozomů, vznikají dvě 
sesterské chromatidy a probíhá crossing-over, kdy se vymění úseky nesesterských chromatid 
homologních chromozomů. Chromatidy se oddělují v následné fázi diplotene, kdy jsou 
vzájemně spojené už pouze za pomoci chiazmat. K definitivnímu rozdělení chromozomů 
dochází během diktyotene. V tento okamžik nastupuje první meiotický blok (Wassarman 1988; 
Hunt & Hassold 2008). 

Pro další fázi meiotického zrání, metafázi I, je charakteristické seřazení spárovaných 
homologních chromozomů do ekvatoriální roviny. Zároveň se v této fázi centromery orientují 
k opačným pólům vřeténka. Chromozomy jsou uspořádané do bivalentů, k jejich posunu 
dochází za pomoci depolymerovaných kinetochorových mikrotubulů u kinetochoru (Alberts 
et al. 1998; McGinnis et al. 2012). 

Během následné anafáze I dochází k procesu zvanému disjunkce. U obou 
z homologních chromozomů každého bivalentu dochází k samostatnému pohybu a jejich 
sesterské chromatidy a centromery se přesouvají k opačným pólům buňky. Počet chromozomů 
je zredukován na polovinu. Tento haploidní počet chromozomů je u každého produktu 
vzniklého prvním meiotickým dělením. Bivalenty se rozdělují nezávisle na sobě a vznikají 
náhodné kombinace z původní otcovské a mateřské sady chromozomů. Následkem crossing-
overu a rekombinací roste variabilita genetického materiálu, který je přenášen na potomka 
(Coticchio et al. 2013). 

Následuje telofáze I, během níž u obou haploidních sad chromozomů nacházejících  
se na protilehlých pólech buňky dojde ke shluknutí. To je následováno vydělením prvního 
pólového tělíska obsahujícího polovinu genetického materiálu. V prvním pólovém tělísku  
se mimo jiné buněčné organely nachází i mitochondrie, ribozómy a kortikální granula 
(Coticchio et al. 2013). 
 
Druhé meiotické dělení 
 

Druhému meiotickému dělení nepředchází replikace DNA (Zhai et al. 2019), proto 
buňka, která vstupuje do meiózy II, obsahuje haploidní počet chromozomů. Během metafáze II 
se u většiny savců buněčný cyklus podruhé zastavuje. K úspěšnému dokončení meiózy dochází 
pouze za předpokladu oplození či aktivace partenogeneze (Sun & Nagai 2003). 

Pro cytoplazmatické zrání je bezpodmínečně nutná syntéza a skladování rozsáhlého 
molekulového spektra. Neméně důležitá je i modifikace molekul s jejich následným správným 
využitím během dokončování zrání a oplození (Lodish et al. 2008). Zpočátku embryogeneze 
dochází k přeskupení organel, skladování mRNA a proteinů působících během procesů ve fázi 
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zrání (Brevini-Gandolfi & Gandolfi 2001; Sirard et al. 2006). Když buňka prochází přeměnou 
z fáze GV do metafáze II, dochází k přeskupení Golgiho aparátu, endoplazmatického retikula, 
ribozómů a mitochondrií. Tyto organely jsou schopné pohybu pomocí cytoskeletárních 
mikrofilament a mikrotubulů (Ferreira et al. 2009). 

V případě prasečích oocytů, které jsou kultivované in vitro, může nastat deficit 
cytoplazmatických organel. Ten má za následek absenci vývojové kompetence. Důležitá  
je koordinace procesů cytoplazmatického a jaderného zrání tak, aby k jejich dokončení došlo 
zároveň (Hunter 2000). 

3.1.4 Faktory regulující meiotické zrání 

Meiotické zrání je během svého průběhu regulováno řadou faktorů. Tyto faktory jsou 
zásadní k úspěšnému dokončení celého procesu. Vedle nutnosti odstranit inhibitory potlačující 
meiózu je také nezbytné zajistit pozitivní signály za účelem opětovného zahájení meiózy (Tosti 
& Boni 2004).  

Regulace meiotického zrání oocytů savců je zajištěna různými molekulami, kterými  
jsou například cykliny, na cyklinech závislé kinázy, fosfatázy a signální molekuly, které často 
tvoří složité signální kaskády (Cho et al. 1974). 

3.1.4.1 MPF (M-phase Promoting Factor; metafázi podporující faktor) 

MPF je regulační faktor univerzální jak pro mitózu, tak pro meiózu (Nurse 1990). Řadí  
se do skupiny tzv. proteinkináz, jež fosforylují cílové proteiny (Murray et al. 2003). Historicky 
je MPF považován za heterodimer složený ze dvou podjednotek – katalytické a regulační 
(Murray et al. 1989; Nurse 1990). 

Serin/threonin proteinkináza p34cdc2, která se řadí do rodiny tyrosinových cyklin 
dependentních kináz, vytváří katalytickou podjednotku. Podjednotka regulační je tvořena 
cyklinem B (Dunphy et al. 1988; Gautier & Maller 1988; Gautier et al. 1989). Nicméně nedávno 
bylo objasněno, že MPF obsahuje nejméně 2 samostatné kinázy – komplex cyklinu B  
s cyklin-dependentní kinázou 1 (Cdk1) a Greatwall kinázu (Kishimoto 2015).  

Spojení obou výše zmiňovaných podjednotek je základním principem aktivace MPF 
(Gautier et al. 1991; de Vantéry et al. 1997). Následkem je vznik neaktivního komplexu 
zvaného pre-MPF. Ten se vyskytuje během fáze růstu oocytů. Základní kontrolní bod 
k vytvoření komplexu pre-MPF je syntéza a degradace cyklinu B (Murray & Kirschner 1989). 
Na vytvoření pre-MPF mají vliv měnící se hladiny cyklinu B, které, když je dokončena aktivace 
komplexu MPF, mají funkci regulace buněčného cyklu při meióze (Brunet & Maro 2005), 
konkrétně je regulace hladiny cyklinu B1 jedním z mechanismů pro udržení meiotického bloku 
(Holt et al. 2013). Oocyty ve stadiu zárodečného váčku již obsahují významné množství cyklinu 
B. Je nicméně také zapotřebí, aby byl cyklin B konstantně degradován anafázi podporujícím 
komplexem (APC). Pokud dojde během stadia zárodečného váčku k akumulaci cyklinu B  
v oocytu, vlivem jeho zvýšené hladiny dochází k aktivaci MPF vedoucí ke spontánnímu 
obnovení meiózy (Reis et al. 2006). 

Trvale zvýšenou koncentrací stabilizovaného MPF v oocytech je udržován meiotický 
blok (Pandey et al. 2010). Aktivita MPF je také nezbytnou součástí korektního průběhu fáze 
zrání. Má kontrolu nad ději vedoucími k tvorbě funkčního dělícího vřeténka (Hunter 2000)  
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a zároveň má klíčový význam během iniciace segregace chromozomů také při anafázi (King et 
al. 1996). Kromě toho i kondenzace chromozomů, změna uspořádání mikrofilament  
a reorganizace intermediálních filament je úzce spjata s aktivitou MPF (Stojkovic et al. 1999). 

Úroveň aktivity MPF má souvislost s mírou fosforylace a aktivní syntézou proteinů 
uvnitř buňky (Procházka et al. 1989; Chen et al. 2000). Fosforylace reguluje MPF nejen 
pozitivně, ale i negativně. Inhibiční fosforylace p34cdc2 udržuje pre-MPF ve stavu bez aktivity 
(Marlovits et al. 1998) a k jejímu průběhu dochází na tyrosinu 15 a threoninu 14. V případě 
tyrosinu 15 dochází k fosforylaci vlivem Myt 1 kinázy a v případě threoninu 14 za pomoci Wee 
1 kinázy (Touny & Banerjee 2006). Threonin 161 je místem fosforylace za účelem aktivovat 
komplex p34cdc2 prostřednictvím kinázy CAK (cdc-aktivační kináza) (Clarke 1995). 

V průběhu meiotického zrání oocytů klesá aktivita MPF (Mattiloli et al. 1991). Během 
metafáze prvního meiotického dělení tedy zprvu dochází k nárůstu aktivity MPF, poté ale 
nastává pokles jeho aktivity, který je nezbytný pro přechod z metafáze do anafáze (Motlík  
& Kubelka 1990). Tento charakteristický pokles aktivity MPF způsobuje komplex podporující 
anafázi (Anaphase Promoting Complex, APC) (King et al. 1996). APC umožňuje vazbu 
ubiquitinu na cyklin B, který je posléze identifikován a degradován prostřednictvím 
proteazómu (Glotzer et al. 1991). 

Během metafáze druhého meiotického zrání se aktivita MPF opět zvyšuje. Děje se tak 
vlivem níže charakterizovaného cytostatického faktoru (CSF) zodpovědného za vysokou 
úroveň aktivity MPF během celého zastavení meiotického dělení v metafázi II (Murray  
& Kirschner 1989).  

3.1.4.2 MAP kinázy (MAPK; Mitogen Activated Protein Kinases; mitogeny-aktivované 
proteinkinázy) 

MAP kinázy se zásadně podílejí na přenosu extracelulárního signálu v buňce. Proto  
se také nazývají extracelulárně regulovanými kinázami (ERK). Řadí se mezi serin/threonin 
proteinkinázy. Meiotické zrání regulují fosforylací proteinů právě na serinových  
či threoninových zbytcích (Stojkovic et al. 1999). Příkladem je fosforylace proteinů udržujících 
chromatin v kondenzovaném stavu, čímž je znemožněn přechod oocytu do interfáze (Chen 
et al. 2020). 

Rodina MAP kináz je dělena na tři podrodiny, a to na ERK, JNK a p38 MAP kinázy 
(Schaeffer & Weber 1999; Davis 2000). 

MAP kinázy se podílejí na tvorbě a dynamice mikrotubulů (Stojkovic et al. 1999). 
Vysoká aktivita MAP kináz je zaznamenána v průběhu zrání oocytů savců (Cheng-Guang et al. 
2007). U prasat jsou MAP kinázy významné během bloku meiózy II (Stojkovic et al. 1999). 
Lokalizace MAP kináz během růstu oocytů je výhradně v cytoplazmě. V počátcích fáze zrání 
se pak MAP kinázy přesouvají do zárodečného váčku (Meinecke & Krischek 2003). MAP 
kinázy tedy mají podíl na přenosu signálu z cytoplazmy do jádra, který indikuje začátek zrání 
(Inoue et al. 1998; Stojkovic et al. 1999).  

V případě spontánního zrání oocytů myši dochází k aktivaci MAP kináz 2 hodiny  
po stadiu GVBD (Lu et al. 2001). Oproti tomu například u prasečích oocytů dochází k aktivaci 
MAP kináz ještě, než GVBD nastane. Je prokázáno, že zahájení meiózy u oocytů prasete  
není ovlivněno ani v případě, kdy je aktivita MAP kináz narušena (Josefsberg et al. 2003). 
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Výsledky pokusů dokazují, že i v případě, že je aktivita MAP kináz blokována vlivem 
inhibitoru MEK, dojde u prasečích oocytů k rozpadu zárodečného váčku (Tong et al. 2003).  

K aktivaci MAP kináz dochází vlivem faktoru Mos, tedy aktivním katalytickým 
komponentem cytostatického faktoru CSF a Plk1 neboli polo-like kinázou 1. Oba tyto 
spouštěče meiotického zrání jsou v případě nezralého oocytu neaktivní (Sun & Nagai 2003). 
MAP kináza je aktivovaná během obnovení meiózy I (Chen et al. 2020).  MAP kinázy se oproti 
MPF vyznačují vysokou aktivitou během celé fáze zrání (Zhang et al. 2012), jak znázorňuje 
Obrázek 3.2. K poklesu úrovně aktivity dojde až po oplození nebo po aktivaci partenogeneze 
(Tripathi et al. 2010).  
 

 
Obrázek 3.2 Schéma aktivity regulačních faktorů MAPK a MPF v průběhu meiotického 
zrání oocytů savců (upraveno podle Fan & Sun 2004) 

3.1.4.3 CSF (Cytostatic Factor; cytostatický faktor) 

Během metafáze II jsou oocyty zastaveny v druhém meiotickém bloku skupinou 
molekul označovaných jako cytostatický faktor (CSF) (Stojkovic et al. 1999). Udržení druhého 
meiotického bloku je tedy hlavní funkcí CSF (Schmidt et al. 2006). Jakmile dojde k oplození, 
aktivita CSF se vytrácí (Clarke et al. 1988). To je umožněno inhibicí činnosti mikrotubulárních 
motorů prostřednictvím CSF, čímž zůstává neporušené dělící vřeténko. Tímto zůstává oocyt 
zadržen v metafázi II (Shiina et al. 1992). 

CSF se nachází v cytoplazmě ovulovaných oocytů, kde je jeho funkcí zabránit degradaci 
cyklinu B nutného k zachování aktivity MPF. Jedním z důležitých cytostatických faktorů  
je Mos protein. Je nezbytný ke stimulaci aktivity MAP kinázy (Dupré et al. 2011) a slouží 
k regulaci hladiny MPF (Tunquist & Maller 2003). Mos kináza je nepostradatelná pro aktivaci 
MPF během meiózy I i II a také pro zastavení oocytů v MII (Dupré et al. 2011).   
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Dohromady Mos protein a MAP kináza tvoří systém, který s největší pravděpodobností 
aktivuje a stabilizuje MPF (Tiwari et al. 2018). Mos protein fosforylací MEK1 kinázy 
způsobuje zvýšení aktivity MAPK (Dupré et al. 2011). Do skupiny molekul CSF se dále řadí 
například SAC (Spindle Assembly Checkpoint) proteiny. Tyto proteiny se uplatňují  
při přerušení buněčného cyklu v metafázi prostřednictvím inhibice anafázi podporujícího 
komplexu (APC) (Brunet & Maro 2005). 

3.1.4.4 Cyklické nukleotidy cAMP a cGMP 

Meiotické zrání oocytů je z velké části řízeno cyklickým adenosinmonofosfátem 
(cAMP) a guanosinmonofosfátem (cGMP), které jsou klíčové pro udržení meiotického bloku 
(Zhang et al. 2010). Tyto nukleotidy jsou u savců tvořeny buď z buněk obklopujících oocyt 
nebo samotným oocytem (Gilchrist et al. 2016; Tiwari & Chaube 2017a; Tiwari & Chaube 
2017b; Pan & Li 2019). Syntéza cAMP a cGMP je řízena adenylát cyklázou (AC) a guanylát 
cyklázou (GC). K jejich degradaci pak dochází prostřednictvím fosfodiesteráz (PDE) (Gupta et 
al. 2017; Tiwari & Chaube 2017c; Pan & Li 2019). Změny v koncentracích cAMP i cGMP 
ovlivňují meiotické zrání, a to buď změnou aktivity MPF či regulací její stabilizace, respektive 
destabilizace (Chaube 2001; Bernal-Ulloa et al. 2016). Snížení hladiny cAMP, stejně jako 
cGMP, iniciuje fosforylaci cyklin-dependentní kinázy 1 a syntézu, respektive degradaci cyklinu 
B. Tyto změny Cdk1 a cyklinu B mají za následek destabilizaci MPF v oocytech,  
která pak vede k znovu zahájení meiózy (Gupta et al. 2017; Tiwari & Chaube 2017a; Tiwari  
& Chaube 2017b; Tiwari & Chaube 2017c; Pan & Li 2019). Tím je potvrzeno, že vysoké 
hladiny cAMP a cGMP skutečně zachovávají stabilitu MPF, a tím i meiotický blok (Tiwari  
& Chaube 2017a; Tiwari & Chaube 2017c).  
 
cAMP 
 

Cyklický adenosinmonofosfát (cAMP) má zásadní význam pro udržení meiotického 
bloku v oocytech savců (Conti et al. 2012). Je tvořen adenylát cyklázou (AC), kterou řídí  
G-proteiny skrze receptory GPR3 a GPR12 (Mehlmann et al. 2004; Hinckley et al. 2005; Holt 
et al. 2013). AC je v oocytech savců odpovědná za přeměnu adenosintrifosfátu (ATP) na cAMP 
(Gilchrist et al. 2016; Pan & Li 2019). Kontinuálně je tvořen v granulózních buňkách 
obklopujících oocyt a do oocytu přechází skrze gap junctions za účelem udržení meiotického 
bloku (Chaube 2001; Coticchio et al. 2015; Gupta et al. 2017). Samotný oocyt také tvoří značné 
množství cAMP (Mehlmann et al. 2005; Gilchrist et al. 2016; Pan & Li 2019).  

Trvale vysoká koncentrace cAMP udržuje meiotický blok, její snížení má za následek 
znovu zahájení meiózy (Azevedo et al. 2014; Petersen et al. 2015). Koncentrace cAMP 
v oocytech je regulována rovnováhou mezi enzymy adenylát cyklázou (AC) a fosfodiesterázou 
(PDE), které cAMP syntetizují, respektive degradují (Conti et al. 2002). V granulózních 
buňkách preovulačních folikulů dochází ke zvýšení koncentrace cAMP i vlivem gonadotropinu 
(Wang et al. 2015). 

Pro udržení zvýšené hladiny cAMP je nezbytná inhibice aktivity PDE3A (Richard et al. 
2001) a zabránění degradace cAMP inaktivací cAMP-fosfodiesterázy (cAMP-PDE) (Pan & Li 
2019). Aktivitu PDE3A, tedy hydrolýzu cAMP, inhibuje cGMP, čímž je zachován meiotický 



19 
 

blok (Norris et al. 2009; Vaccari et al. 2009). Inhibice PDE3 zvyšuje koncentraci cAMP 
aktivujícího proteinkinázu A (PKA). PKA zase přímo reguluje aktivitu Cdc25 a Wee1B kinázy 
(Zhang et al. 2008; Pirino et al. 2009). Wee1B katalyzuje fosforylaci, která reguluje MPF (Lew 
& Kornbluth 1996; Bilodeau-Goeseels 2012), a naopak fosforylace Wee1B podporuje inhibici 
MPF (Ladim-Alvarenga & Maziero 2014). Prostřednictvím tohoto mechanismu závislého  
na PKA vysoká hladina cAMP v oocytu tedy potlačuje aktivitu MPF (Maller 1980; Bornslaeger 
et al. 1986). Naopak snížením cAMP dochází ke snížení aktivity PKA a Cdc25 fosfatáza  
je přemístěna do jádra (Oh et al. 2010). Akumulace Cdc25 v jádře mimo jiné podporuje aktivaci 
MPF. S obnovením meiózy je Cdc25 aktivována pomocí zvýšení aktivity CDK1 (Conti et al. 
2012). Schématické zobrazení působení cAMP viz Obrázek 3.3. 
 

 
Obrázek 3.3 Modelové zobrazení působení cAMP (převzato od Tichovská 2010) 
 
cGMP 
 

Další důležitou signální molekulou při meiotickém bloku je cGMP produkovaný 
receptorem pro natriuretické peptidy (NPR2) v buňkách granulózy folikulárních oocytů (Zhang 
et al. 2010; Egbert et al. 2016; Shuhaibar et al. 2016). Na rozdíl od cAMP se cGMP tvoří pouze 
v granulózních buňkách. Do oocytu přechází za účelem regulace meiózy pomocí gap junctions 
(Egbert et al. 2016).  

cGMP v oocytech inhibuje aktivitu PDE3 (Zhang et al. 2010) a je hydrolyzován 
specifickými PDE (Wang et al. 2008; Egbert et al. 2016; Shuhaibar et al. 2016). Pokles cGMP 
v oocytu tedy zvyšuje aktivitu PDE3, která zase vede ke snížení hladiny cAMP (Gershon et al. 
2019). V konečném důsledku vedou všechny tyto události k výstupu oocytu z meiotického 
bloku (Norris et al. 2009; Zhang et al. 2010; Holt et al. 2013). 

3.1.4.5 Vápník/Vápníkové ionty (Ca2+) 

Vápník (Ca2+) je jednou z fyziologicky nejvýznamnějších signálních molekul v buňce. 
Vysoká koncentrace vápníku se nachází v lumen endoplazmatického retikula (ER) (Corbett  
& Michalak 2000). V oocytu je hlavní úložiště intracelulárního Ca2+ endoplazmatické retikulum 
(Wakai & Fissore 2013). V oocytech prasete je dle Rozinka et al. (2006) vápník uložen  
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ve velkém množství v jádře, cytoplazmě a mitochondriích. Mnoho studií potvrzuje,  
že koncentrace intracelulárního Ca2+ je významná pro regulaci meiotického zrání oocytů  
a raného embryonálního vývoje (Sousa et al. 1997; Berridge et al. 2000; Webb & Miller 2003; 
Whitaker 2006). Dle Stricker (1999) jsou ionty vápníků zcela nezbytné pro aktivaci oocytu, 
tedy zahájení embryonálního vývoje. Vápník má význam i pro další procesy a morfologické 
změny během oplození (Kaneuchi et al. 2015).  

V důsledku oscilace vápníku v ooplazmě vyvolané fúzí spermie s oocytem nastává 
uvolnění z 2. meiotického bloku a iniciace embryonálního vývoje (Swann et al. 2004; Hachem 
et al. 2017; Parrington et al. 2018), přičemž ionty vápníku jsou uvolňovány ze zásob 
v endoplazmatickém retikulu (Hojnik & Kovačič 2019). Oscilace je vyvolaná pravděpodobně 
fosfolipázou C, což je protein přenášený spermií (Swann et al. 2004).  

Vápník dále reguluje například výstup z metafáze II, vydělení druhého pólového tělíska, 
dokončení druhého meiotického zrání a exocytózu kortikálních granul (Jones 2005). Exocytózu 
kortikálních granulí vápník ovlivňuje pomocí stimulace kalmodulin dependentní proteinkinázy 
II (CaMKII) a kinázy lehkých řetězců myosinu (MLCK; Myosin Light Chain Kinase). 
Předpokládá se, že oscilací vápníku jsou kortikální granule posouvány blíže k membráně oocytu 
za účelem exocytózy (Ducivella et al. 2006).  

Oscilací vápníku dochází k aktivaci CaMKII a anafázi podporujícího komplexu (APC) 
vedoucí k degradaci cyklinu B nutného pro progresi meiotického zrání (Ducivella et al. 2006).  
Souvislost má Ca2+ také s expanzí kumulu (Zhang et al. 2010).  

Vápník má mimo jiné význam i v průběhu celé spermatogeneze, kdy má významnou 
funkci například membránový protein Ca2+ ATPáza 4 (PMCA4), který má u samců vliv  
na plodnost (Okunade et al. 2004; Schuh et al. 2004).  

3.1.4.6 Gasotransmitery 

Gasotransmitery jsou považovány za pro buňku významné signální molekuly. K syntéze 
těchto nevelkých plynných molekul dochází v buňkách prostřednictvím enzymů, přičemž jejich 
syntéza je striktně regulována. Mohou snadno přestupovat skrze plazmatickou membránu  
a zároveň mohou disponovat mnohými autokrinními, endokrinními i parakrinními efekty 
(Wang 2004). Jsou charakteristické rychlou degradací a velkou specifitou cílových molekul. 
Jejich produkce je endogenní a vzájemně mezi sebou významně spolupracují (Pae et al. 2009). 
Do skupiny gasotransmiterů se řadí vedle oxidu dusnatého také sirovodík a oxid uhelnatý 
(Wang 2002).  

3.1.4.6.1 Oxid dusnatý 
Dle řady autorů má oxid dusnatý významnou funkci v reprodukci samic (Jablonka-

Shariff & Olson 1997; Sengoku et al. 2001; Bu et al. 2003). Oxid dusnatý vzniká v buňkách 
savců účinkem enzymu NO-syntázy (NOS) (Nathan & Xie 1994). Vlivem NOS dochází  
ke katalýze přeměny L-argininu na L-citrulin, kdy se zároveň tvoří i molekula oxidu dusnatého  
a spotřebovává se kyslík (Stuehr et al. 1999). Pro NO je charakteristický velmi krátký poločas 
rozpadu. Je pro něj typická difúze skrze buněčné membrány a regulace buněčných funkcí  
při fyziologických a patologických procesech (Dixit & Parvizi 2001; Bu et al. 2003). NOS  
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je v buňkách přítomna ve třech základních izoformách: nervová NOS, indukovatelná NOS  
a endoteliální NOS (Lamas et al. 1992; Lowenstein et al. 1992). 
 
 Nervová NO-syntáza (nNOS; typ I; NOS-I; NOS1) je lokalizována zejména v nervové 
tkáni (Bredt et al. 1990). Místem jejího výskytu je ale také kosterní svalovina, beta buňky 
Langerhansových ostrůvků ve slinivce břišní, hypofýza, dřeň nadledvin a ledvinové nefrony, 
samčí pohlavní orgány a další tkáně (Dixit & Parvizi 2001). K její aktivaci dochází následkem 
zvýšení hladiny intracelulárního vápníku (Janssens et al. 1992). Výskyt nNOS byl u prasete 
prokázán v oocytech obklopených jednou vrstvou kumulárních buněk (Kim et al. 2005). 
Chmelíková et al. (2010) potvrdili přítomnost nNOS v oocytech prasete a okolních kumulárních 
buňkách v průběhu meiotického zrání in vitro.  
 
 Indukovatelná NO-syntáza (iNOS; typ II; NOS-II; NOS2) je exprimována velkým 
množstvím buněk, například hepatocyty a buňkami hladké svaloviny (Nathan & Xie 1994). 
Funkcí iNOS je zajištění dlouhodobé stálé produkce oxidu dusnatého. Je přítomna také  
ve vaječnících savců, konkrétně pak v jejich folikulech (Jablonka-Shariff & Olson 1997). 
Přítomnost izoformy iNOS byla v případě prasete prokázána také v buňkách granulózy 
(Grasselli et al. 2001). Nejvíce koncentrovaná eNOS byla evidována v oocytech prasete  
na začátku meiotického zrání, ve stadiu zárodečného váčku (Chmelíková et al. 2010). 

Oproti nNOS a eNOS zpravidla obsahuje kalmodulin, který je pevně navázán. Aktivita 
iNOS je proto známá jako Ca2+ independentní (Rosselli et al. 1998; Alderton 2001).  
 

Endoteliální NO-syntáza (eNOS; typ III; NOS-III; NOS3) byla poprvé evidována  
v rámci endotelových buněk cév (Bredt et al. 1990; Alderton 2001). Kromě dalších tkání,  
kde je možné eNOS detekovat, se vyskytuje podobně jako iNOS také ve folikulech oocytů 
savců (Jablonka-Shariff & Olson 1997). U samců savců lze její výskyt evidovat  
ve spermatidách a Leydigových, Sertoliho a endoteliálních buňkách (Ambrosino et al. 2003). 
V případě prasečích oocytů byla kromě samotných oocytů eNOS detekována také 
v endoteliálních, thékálních a kumulárních buňkách (Tao et al. 2004). Její výskyt je u prasete 
evidován také při folikulárním vývoji v granulózních buňkách a oocytech (Kim et al. 2005). 
Nejvyšší hladiny u prasete dosahuje eNOS v oocytech nacházejících se ve stadiu zárodečného 
váčku. Její koncentrace pak klesá během meiotického zrání (Chmelíková et al. 2010).  

Stejně jako v případě nNOS, i eNOS je Ca2+ dependentní. eNOS se vyznačuje 
krátkodobou syntézou jen malého množství oxidu dusnatého (Janssens et al. 1992).  
 

Funkce NO při řízení regulace reprodukce samic je nenahraditelná. Prostřednictvím NO  
je v hypotalamu regulováno uvolňování gonadotropin releasing hormonu (GnRH), čímž GnRH 
zahajuje uvolnění gonadotropinů přes aktivaci nNOS v hypofýze (Rosselli et al. 1994).  
Ve vaječníku se účastní navození ovulace, relaxace myometria (Mc Cann et al. 2003), indukce 
luteolýzy (Yang et al. 2003) a vyskytuje se také při apoptóze (Stefanelli et al. 1999). V oocytu 
dochází ke tvorbě NO po celou dobu procesu oogeneze, počínaje folikulogenezí až po raný 
embryonální vývoj (Jablonka-Shariff & Olson 1997). Má rovněž velký vliv při regulaci meiózy 
(Van Voorhis et al. 1995; Jablonka-Shariff & Olson 1997; Yamauchi et al. 1997; Olson et al. 
2000) a účastní se procesu aktivace oocytů (Berridge et al. 2000; Petr et al. 2005b). 
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3.1.4.6.2 Sirovodík 
Sirovodík neboli sulfan (H2S) je bezbarvý plyn, jehož molekula je tvořena jedním 

atomem síry a dvěma atomy vodíku. Jeho původ je endogenní (Kamoun 2004). H2S se jako 
signální molekula vyskytuje v mnoha tkáních včetně reprodukčního traktu (Nevoral et al. 2014)  
a je uvolňován z L-cysteinu pomocí enzymů cystathionin β-syntázy (CBS), cystathionin 
γ-lyázy (CSE) a 3-merkaptopyruvát sulfotransferázy (3-MPST) (Zhao et al. 2013).  
Tyto enzymy jsou mimo jiné exprimovány i v reprodukčním systému (Srilatha et al. 2009). 
Nevoral et al. (2015) zjistili u prasat přítomnost všech těchto enzymů v oocytech a kumulárních 
buňkách obklopujících oocyt. Domnívají se, že se tyto enzymy mohou vzájemně nahrazovat  
a pouze absence všech by vedla k významnému ovlivnění oocytu. 3-MPST je dle studie 
Nevorala et al. (2015) potřebný pro meiotickou kompetenci oocytu, CBS má zase význam 
během růstové fáze u oocytů zrajících in vitro. 

Předpokládá se, že oocyty ve stadiu zárodečného váčku obsahují dostatečné množství 
H2S, a proto není nutná jeho enzymatická produkce. Naopak zralé oocyty jsou plně závislé  
na činnosti enzymů uvolňujících H2S (Nevoral et al. 2015).  

H2S je dle Nevorala et al. (2015) zapojen do regulace zrání oocytu a expanze kumulu. 
H2S může ovlivňovat aktivitu faktorů regulujících meiotické zrání včetně kináz (Mustafa et al. 
2009), čímž může nepřímo regulovat procesy meiotického zrání oocytu (Nevoral et al. 2014).  
Je také prokázáno, že H2S urychluje meiotické zrání oocytu (Nevoral et al. 2014; Nevoral et al. 
2015). 

3.1.4.6.3 Oxid uhelnatý 
Oxid uhelnatý (CO) je signální molekula produkovaná hem oxygenázou (HO), která 

katalyzuje degradaci hemu za současného vzniku plynné molekuly oxidu uhelnatého. Tato 
funkce HO je důležitá pro ochranu buňky, protože nadbytek molekuly hemu v buňce má  
za následek oxidativní stres (Chiabrando et al. 2014). U oocytu oxidativní stres negativně 
ovlivňuje jeho meiotického zrání (Combelles et al. 2009; Prasad et al. 2016). HO se vyskytuje 
ve dvou izoformách – HO-1 a HO-2, které se liší expresí (Maines 1997; Wu & Wang 2005; 
Ryter & Choi 2016). Exprese HO-1 je ovlivněna stresory (Wu & Wang 2005). 

CO má význam při ochraně buňky, buněčném cyklu, metabolismu a buněčné 
homeostáze (Ryter et al. 2006; Kolluru et al. 2017). Je prokázáno, že CO je zapojen také  
do řízení reprodukce (Zenclussen et al. 2012; Němeček et al. 2017).  

Němeček et al. (2021) se domnívají, že CO v oocytech reguluje oxidativní stav a podílí  
se na ochraně oocytu před oxidativním stresem během meiotického zrání. Zároveň tvrdí, že CO 
pravděpodobně ovlivňuje granulózní buňky a oocyty a jejich vzájemnou komunikaci během 
meiotického zrání a signální dráhy, které meiotické zrání oocytů regulují. Ve vysokých 
koncentracích CO naopak může způsobit zastavení meiotického zrání oocytu (Němeček et al. 
2021). CO může ovlivňovat meiotické zrání také interakcemi s jinými gasotransmitery, 
například s NO či H2S (Bu et al. 2003; Nevoral et al. 2014). CO může v oocytu ovlivňovat  
i aktivitu MPF, která je pro meiotické zrání klíčová (Němeček et al. 2021). 

Ve své studii Němeček et al. (2021) uvádí, že HO-1 může souviset s iniciací 
meiotického zrání a kvalitou oocytu a embrya (Rizzo et al. 2010; Yu et al. 2019).  



23 
 

3.1.4.7 Protein fosfatázy 

Jako protein fosfatázy se označují enzymy se schopností defosforylace rozsáhlého 
spektra substrátů. K tomu dochází hydrolýzou monoesteru kyseliny fosforečné za vzniku 
fosfátových iontů a molekul obsahující volnou hydroxylovou skupinu. Protein fosfatázy mají 
významnou funkci během regulace mitózy a meiózy (Wang et al. 2004; Mochida et al. 2010;  
Domingo-Sananes et al. 2011; Mochida & Hunt 2012). Za správným průběhem meiotického 
zrání oocytů stojí synchronizace spolupráce řady protein fosfatáz a proteinkináz (Smith et al. 
1998; Swain et al. 2003; Wang et al. 2004; Adhikari et al. 2012).  

Nejvýznamnější fosfatázy účastnící se meiotického zrání jsou protein fosfatáza 1 (PP1)  
a protein fosfatáza 2A (PP2A). Aktivita PP2A je inhibována pomocí proteinu Greatwall 
kinázou. Dle současných studií má Greatwall kináza nepostradatelnou funkci při meiotickém 
zrání a její pomocí lze udržet druhý meiotický blok v prasečích oocytech (Li et al. 2013).  
Do skupiny významných regulátorů meiotického zrání oocytů savců a raného vývoje embrya 
se dále řadí již zmiňované cdc25 fosfatázy. Vyznačují se aktivací cyklin dependentních kináz. 
Známé jsou tři izoformy cdc25: cdc25A, cdc25B a cdc25C. První z nich, cdc25A, participuje 
při přestupu z G1 do S fáze. Cdc25C částečně reguluje přechod z G2 fáze do M fáze a zároveň 
progresi S fáze. Přechod mezi G2 a M fází je podporován také cdc25C (Oh et al. 2010).  
Cdc25 je u oocytů prasat lokalizována zejména v oblasti jádra a významně ovlivňuje přechod 
pozdní diakinezí (Dai et al. 2000). 

Fosfatázou regulující oogenezi je také fosfatáza 2B neboli kalcineurin. Označuje se také 
protein fosfatázou 3 (PP3) a je součástí serin/threonin protein fosfatáz 2. typu (Cohen 1989).  
Je jedinou identifikovanou fosfatázou, u níž je k aktivaci nutná přítomnost jak Ca2+, tak 
kalmodulinu (Kingsbury & Cunningham 2000). Mnoho studií potvrdilo významnou roli 
kalcineurinu během řady fyziologických procesů. Má například podstatný vliv při procesech 
ovlivňujících odpověď buňky, a to Ca2+ dependentní signalizací, regulací iontových kanálů  
a změnami v transkripci genů (Rusnak & Mertz 2000). 

Místem největší koncentrace kalcineurinu je mozek. Dále je detekován například 
v tukové tkáni, v srdci, v ledvinách, v sítnici, ve varlatech a spermiích savců atd. (Li et al. 
2011). Tůmová et al. (2016) lokalizovali kalcineurin u oocytů prasat v metafázi II, přičemž se 
nacházel zejména na jejich povrchu. Po in vitro fertilizaci bylo možné kalcineurin detekovat  
i v okolí prvojádra. Dle jejich výsledků kalcineurin u savců participuje při regulaci aktivace 
oocytu. Kromě toho se domnívají, že se účastní exocytózy kortikálních granul. 

3.2 Fúze plazmatických membrán 

Fúze membrán se řadí mezi jeden z nejzákladnějších procesů vyskytujících  
se u mnohobuněčných organismů, které umožňují celou řadu biologických událostí. Příkladem 
je pohlavní rozmnožování, imunitní reakce a neurotransmise. Obecně lze říct, že principem fúze 
buněk je zisk kompetence k fúzi, rozpoznání a vazba membrán, aktivace fúzních mechanizmů, 
apozice membrány a v závěru samotné splynutí lipidových dvojvrstev (Stein et al. 2004; 
Aguilar et al. 2013). 
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Fúze gamet, přesněji molekuly účastnící se fúze gamet, jsou předmětem této práce. 
Proběhlo a stále probíhá mnoho rozsáhlých studií zaměřených na tento významný biologický 
proces, přesto princip celého mechanismu stále není kompletně objasněn. 

Fúze spermie a plazmatické membrány oocytu následující po jejich úspěšném navázání  
je principem oplození savců (Wassarman et al. 2001; Primakoff & Myles 2002). Fúze gamet  
se řadí mezi složité procesy, kdy vzájemně interagují multiproteinové komplexy nacházející  
se na spermiích a oocytech. Aby došlo k úspěšné fúzi spermie a oocytu, musí obě buňky 
obsahovat proteiny schopné vzájemné interakce. Tyto interakce ve výsledku umožní splynout 
membránám obou těchto gamet (Miyado 2000). Za místo iniciace fúze gamet je u spermií savců 
považován ekvatoriální segment (Nakanishi et al. 1999).  

Pro úspěšnou fúzi gamet je mimo jiné také nezbytné, aby obě gamety, zejména spermie, 
prošly sérií událostí, během kterých dochází ke změně jejich morfologie, struktury a funkčnosti,  
a to za účelem vzájemného rozpoznání následované fúzí. Oocyty získávají schopnost fúze  
se spermií během oogeneze, po dosažení velikosti alespoň 20 μm v průměru (Zuccoti et al. 
1994). Co se týče spermií, ty prochází rozsáhlou transformací, aby se staly oplození schopnými. 
Děje se tomu tak při jejich průchodu samičím reprodukčním traktem. Dochází ke kapacitaci  
a akrozomální reakci, které mění jejich motilitu, fyziologii a molekulární strukturu membrány. 
Bez těchto změn spermie není schopná předat svou genetickou informaci (Tash & Means 1983). 
Dlouho se věřilo, že první vzájemné rozpoznání a primární navázání spermie na zona pellucida 
oocytu indikuje akrozomální reakci spermie, která umožňuje následně interagovat mezi sebou 
(Yanagimachi 1994). Dle Jin et al. (2011) ale dochází u většiny spermií myší k zahájení 
akrozomální reakce ještě před kontaktem membrány spermie se zona pellucida. Spermie 
prochází akrozomální reakcí na konci procesu dozrávání – kapacitace, ke které dochází  
v samičím reprodukčním traktu (Austin 1951; Chang 1951; Chang & Suarez 2011)  
a představuje sled mnoha biochemických a biofyzikálních změn (Florman & Fissore 2015). 
Během akrozomální reakce dochází k fúzi plazmatické membrány spermie s vnější akrozomální 
membránou (OAM; outer acrosomal membrane). To vede k uvolnění obsahu akrozomu, kterým 
jsou hydrolytické enzymy a obnažení proteinů vnější akrozomální membrány (IAM; inner 
acrosomal membrane) na povrchu hlavičky spermie. Pouze spermie, které kompletně prošly 
akrozomální reakcí, jsou schopné penetrace zona pellucida a perivitelinního prostoru a následné 
fúze s plazmatickou membránou oocytu, oolemou (Yanagimachi 1994). 

Během procesu fúze gamet mají významnou roli fertilin, integriny v plazmatické 
membráně oocytu a proteiny z rodiny tetraspaninů (Primakoff & Myles 2002; Wassarman et al. 
2001). Fúze gamet byla podrobně studována u myší, naopak u lidí zatím není nijak blíže 
specifikována (Ziyyat et al. 2006). Klíčovými faktory v tomto procesu jsou tetraspaniny CD9 
na oocytu a IZUMO1 na spermii (Inoue et al. 2011). V souvislosti s interakcemi gamet i další 
studie potvrdily zásadní význam IZUMO proteinu nacházejícího se na spermiích a dále jeho 
receptoru JUNO, který se naopak nachází na oocytu. Organizuje ho protein CD9 včetně jeho 
tetraspaninové sítě vytvořené na membráně oocytu (Miyado et al. 2000) a spermie (Ito et al. 
2010).  
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3.2.1 Molekuly v procesu fúze gamet 

3.2.1.1 Molekuly ve spermii 

ADAM 
Proteiny z rodiny ADAM mají význam při buněčné adhezi, migraci, proteolýze  

a v signalizačních drahách (Reiss & Saftig 2009). Je jim věnována velká pozornost také v rámci 
studia významných proteinů na povrchu spermie, které se účastní vazby a fúze spermie  
a vajíčka. Význam ADAM proteinů při obou těchto procesech je potvrzen mnoha autory (Inoue 
et al. 2005).  

Fertilin ADAM1B a ADAM2 se u spermií odebraných z myších varlat nachází  
v plazmatické membráně okolo celé hlavičky spermie. Po průchodu nadvarlaty se ovšem 
přesouvají do zadní části hlavičky (Hunnicutt et al. 1997). 

Inoue et al. (2011) prokázali, že narušení genů pro ADAM1A, ADAM2 a ADAM3 
způsobuje u samců neplodnost. Uvádí se, že narušení výše uvedených proteinů na spermii 
způsobuje problémy při vazbě na zona pellucida a při migraci vejcovody (Nishimura et al. 
2004; Ueda et al. 2007). V různých studiích žádná z myší s narušenými proteiny ADAM1A, 
ADAM2 neboli fertilin β a ADAM3 sice nevykazovala problém při fúzi s oocytem (Cho et al. 
1998; Nishimura et al. 2001; Nishimura et al. 2004), nicméně došlo ke zhoršení schopnosti 
vazby spermie na zona pellucida, stejně jako ve výše uvedených studiích. Podobně tomu  
je i v případě dalšího proteinu významného pro fúzi a vazbu gamet, CD46, kdy jeho narušení 
nemá za následek zhoršenou fúzní schopnost spermie (Inoue et al. 2003).  

Předpokládá se, že fertilin ADAM1B se váže na integriny, v případě myší na integrin 
α6β1, čímž napomáhá spermii udržet se na povrchu oocytu a umožňuje tím fúzi membrán 
(Almeida et al. 1995). Na integriny se váže i ADAM2 protein (Chen et Sampson 1998). 
  
CD46 

Dalším kandidátním proteinem v procesu fúze oocytu a spermie je CD46. Anderson   
et al. (1993) prokázali jeho význam při zahájení interakce mezi gametami vedoucí až k jejich 
fúzi.  

U myší je CD46 exprimován pouze ve varlatech, samotný protein pak na vnitřní 
akrozomální membráně spermie (Inoue et al. 2003). Nicméně Inoue et al. (2003) prokázali,  
že i přes knock-out CD46 jsou myši oplození schopné, a to jak samci, tak samice.  
 
CRISP 

CRISP1 a CRISP4 se ve velkém množství nachází ve spermiích v nadvarlatech, CRISP2  
je výhradně ve vyvíjejících se spermatidách ve varlatech a CRISP3 je exprimován více typy 
tkání než ostatní CRISP proteiny (Roberts et al. 2008; Cohen et al. 2008). Nicméně  
je prokázáno, že CRISP1 je pro fertilizaci postradatelný (Da Ros et al. 2008).  

3.2.1.2 Molekuly ve spermii nezbytné pro fúzi 

IZUMO1 
IZUMO proteiny patří do superrodiny imunoglobulinů (IgSF) s extracelulární Ig 

doménou (Inoue et al. 2005). Superrodina je složená ze čtyř proteinů označenými čísly 
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(IZUMO1 – IZUMO4). Typy 2 a 3 jsou transmembránové proteiny exprimované pouze  
ve varlatech, zatímco typ 4 je exprimován ve varlatech i dalších tkáních (Ellerman et al. 2009). 

IZUMO je prvním membránovým proteinem spermie, který se ukázal být nezbytný  
pro fúzi gamet (Inoue et al. 2005). Je možné ho detekovat na povrchu spermií myší i lidí  
až po akrozomální reakci. Pravděpodobně tomu je tak, protože protein IZUMO je nejdříve 
skrytý pod plazmatickou membránou a přístupným se stává právě až po akrozomální reakci, 
podobně jako CD46 (Inoue et al. 2003).  

IZUMO1 se během akrozomální reakce přemisťuje z přední části hlavičky spermie  
do míst, kde dochází k fúzi, přičemž se předpokládá, že fúze s oocytem začíná od ekvatoriálního 
segmentu (Inoue et al. 2011).  

Zda IZUMO1 opravdu působí jako nezbytný faktor pro úspěšné oplození bylo zjištěno 
pomocí myší s nedostatkem IZUMO1 proteinu. Ve své studii Inoue et al. (2005) popisují,  
že tyto myši byly zdravé, bez jakýchkoliv vývojových abnormalit, ale podle očekávání byli 
samci i přes běžné reprodukční chování sterilní. Spermie bez problémů pronikla zona pellucida,  
ale nebyla schopná fúze s oocytem, čímž docházelo k akumulaci spermií v perivitelinním 
prostoru. 

Jedinou funkční jednotkou IZUMO1 je jeho Ig doména. Zdá se, že IZUMO1 interaguje 
s přidruženými proteiny, které usnadňují proces fúze v rámci multiproteinového komplexu  
na membráně spermie. Zároveň vědci předpokládají, že IZUMO1 přímo interaguje také 
s nějakou z molekul na oolemě, nicméně tato molekula zatím nebyla identifikována (Inoue  
et al. 2011).  

3.2.1.3 Molekuly v oocytu nezbytné pro fúzi 

Tetraspaniny 
Rodina tetraspaninů je početná skupina malých proteinů vyskytujících se na povrchu 

buňky i v intracelulárních membránách. Lze je detekovat i v endoplazmatickém retikulu, 
protože jím během své existence procházejí (Berditchevski & Odintsova 2007). Mají velikost 
20 – 50 kDa a obsahují 4 hydrofobní transmembránové domény označované TM1 až TM4  
se dvěmi extracelulárními smyčkami – 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 Obrázek 3.4. Hydrofobní charakter je podstatou ukotvení 
tetraspaninů v membráně (Seigneuret et al. 2001). Tetraspaniny se běžně skládají z 204 – 393 
aminokyselinových zbytků (Hemler 2005; Charrin et al. 2014; Hochheimer et al. 2019).  
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Obrázek 3.4 Schéma struktury tetraspaninu (upraveno podle Levy & Shoham 2005) 
 

V membránách tetraspaniny vytvářejí struktury zvané tetraspaninové mikrodomény 
(TEMs) (Claas et al. 2001). V těchto doménách tvoří vazby, kterými je posléze ovlivněna 
adheze buněk, jejich migrace a vnitrobuněčná signalizace (Maecker et al. 1997). Tetraspaniny 
v TEMs interagují s velkým počtem transmembránových i vnitrobuněčných partnerů, mj.  
s jinými tetraspaniny, integriny, proteázami, imunoglobuliny či intracelulárními signálními 
proteiny, a to přímo či nepřímo prostřednictvím velké extracelulární smyčky (Berditchevski 
2004; Rubinstein et al. 2013). Tetraspaniny komunikují s cytoskeletárními a signálními 
molekulami také prostřednictvím intracelulárních částí transmembránových domén (Zoller 
2009). 

Tetraspaniny jsou součástí velkého množství buněčných procesů, jako je adheze, 
buněčná migrace a intracelulární signalizace. Mají neopomenutelnou funkci také v řadě 
imunologických procesů a v procesu oplození savců, konkrétně při fúzi gamet (Uhlen et al. 
2015). 

Tetraspaniny jsou přítomny u skotu, prasat, myší, lidí a dalších druhů savců. Podle 
dosavadních studií se ale v rámci druhů může lišit jejich exprese (Jankovičová et al. 2020b). 

Výskyt tetraspaninů ve tkáních je velmi rozmanitý. Část je exprimována téměř ve všech 
tkáních, naopak exprese jiných tetraspaninů je vysoce specifickou pro konkrétní typy buněk. 
Například CD9, CD81 a CD151 se vyskytují v celé řadě tkání, oproti jiným, jejichž exprese  
je omezena pouze na určitý typ tkání a buněk, jak znázorňuje Tabulka 3.1 (Uhlen et al. 2015; 
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Boucheix et Rubinstein 2001). Exprese určitých tetraspaninů je zřejmá i v průběhu 
embryonálního vývoje. U embryí myší v 2. týdnu vývoje byl prokázán výskyt tetraspaninů CD9 
a CD151, a to ve všech částech embryí (Richardson et al. 2014).  
 

PŘEHLED VÝZNAMNÝCH TETRASPANINŮ U SAVCŮ 
Tetraspanin Výskyt Hlavní funkce 

CD9 Široké tkáňové zastoupení Organizace tetraspaninových 
sítí na vajíčku důležitých pro 
fúzi se spermií (Glazar et 
Evans 2009), častá vazba 
s CD81 – fúze gamet, 
makrofágů, buněk hladké 
svaloviny, supresor metastáz 
(Nakazawa et al. 2016) 

CD37 Buňky imunitního systému 
(lymfoidní T a B buňky) 

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

CD53, 63 Leukocyty, lymfoidní buňky CD63 má roli v 
intracelulárním proteinovém 
transportu (Pols et 
Klumperman 2008), 
CD53 reguluje apoptózu 
(Yunta et Lazo 2003)  

CD81 Široké tkáňové zastoupení Spoluúčast na procesu 
oplození, přítomen na 
vajíčku, kde se páruje s CD9 
i na spermii, kde interaguje s 
CD151 a CD46, jež asociuje 
s aktinem (Frolíková 2012), 
důležité interakce v 
imunitním systému (Secrist 
et al. 1996)  

CD151 Široké tkáňové zastoupení Součást tetraspaninové sítě 
na vajíčku (Ziyyat et al. 
2006), podpora tumorové 
angiogeneze spolu s Tspan8 
(Zöller et al. 2009), asociace 
s integrinem, podobně jako 
CD81 souvisí s vlivem na 
buněčnou adhezi a 
signalizaci (Serru et al. 
1999) 

Tabulka 3.1 Přehled významných tetraspaninů u savců 
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V lidském organismu bylo do současnosti detekováno a blíže popsáno 33 tetraspaninů 
(Romanska & Berditchevsi 2011). Je pravděpodobné, že s výjimkou erytrocytů v organismu 
člověka neexistuje žádná jiná buňka, která by ve své povrchové vrstvě neobsahovala nějaký 
z tetraspaninů (Boucheix & Rubinstein 2001). 

Nejen mezi sebou, ale i s dalšími membránovými proteiny důležitými pro buněčnou 
adhezi aj. vytváří komplexy uvnitř rozsáhlého systému, ve kterém se odehrávají nejrůznější 
molekulární interakce. Tento systém se nazývá tetraspaninová síť (Boucheix & Rubinstein 
2001; Berditchevski 2001; Hemler 2003). Zjednodušeně se jedná o funkční oblasti v membráně 
složené z proteinů. Tato síť byla popsána jak u oocytů, tak nedávno i u spermií. Nedílnou 
součástí tetraspaninové sítě jsou i integriny (Jankovičová et al. 2020a). Tetraspaniny jsou 
součástí uspořádávání multimolekulárních komplexů nacházejících se na buněčném povrchu, 
proto je možné, že regulují funkce molekul, se kterými asociují. Tím se pravděpodobně částečně 
vysvětluje, jak tetraspaniny souvisí s buněčnou adhezí a migrací – skrze asociace s jinými 
molekulami v tetraspaninové síti. V tomto případě s β1 integriny (Ziyyat et al. 2006).  

Superrodina tetraspaninů je evolučně rozdělena na několik menších rodin – CD, CD63, 
uroplakinová a RDS. Nejpočetnější je rodina CD, která je složená z tetraspaninů kódovaných 
geny s CD nomenklaturou molekul (Garcia-España et al. 2008). 

 
Co se týče reprodukce, tetraspaniny působí v reprodukčním traktu primárně za účelem 

organizace membránových komplexů, ve kterých se nachází proteiny významné pro interakce 
membrán spermie a oocytu. Při oplození savců mají významnou funkci CD molekuly patřící  
do superrodiny tetraspaninů, zejména pak CD9, CD81, CD151 a také CD63, který je většinou 
součástí extracelulárních váčků, ale jeho význam a potenciál při reprodukci ještě není plně 
prozkoumán (Jankovičová et al. 2020b). Lokalizaci CD9 a CD81 během oplození zobrazuje 
Obrázek 3.5. 
 

 
Obrázek 3.5 Schéma lokalizace CD9 a CD81 v oocytu během oplození (upraveno podle 
Ohnami et al. 2012) 
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Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 mají nepostradatelnou funkci pro kvalitu gamet,  
při jejich interakci a fúzi během oplození a při časné embryogenezi. Uvádí se, že tetraspaniny 
také souvisí se závažnými chorobami reprodukčního traktu samců i samic (Jankovičová et al. 
2020b). 

Jankovičová et al. (2019) tvrdí, že CD9 a CD81 lokalizované v oocytech skotu a prasete 
nejspíš nejsou esenciální fúzní proteiny. Pravděpodobněji se účastní reorganizace membrány,  
čímž usnadňují vzájemnou komunikaci proteinů a jejich interakce, a to vede k úspěšné 
fertilizaci.  

Dále se mezi významné členy procesu oplození řadí proteiny vázané GPI lipidickou 
kotvou vyskytující se na membráně oocytu (Alfieri et al. 2003). Do této skupiny proteinů patří 
CD55 a CD59, které byly identifikovány jak u oocytu (Taylor et al. 1994), tak u spermie (Clift 
et al. 2009). Je zde předpoklad, že tetraspaniny, které vytváří tetraspaninové sítě, zejména CD9,  
by mohly být schopné asociace s proteiny vázanými GPI a spolu se pak účastnit signálu 
indukujícího proces adheze a organizace membrány (Lefèvre et al. 2010).  
 
Integriny 

Integriny jsou transmembránové heterodimery složené z alfa a beta podjednotky 
zprostředkovávající buněčnou adhezi. Podjednotka β1 může asociovat s 12 různými  
α podjednotkami za vzniku největší subrodiny integrinů. Integriny jsou považovány za signální 
molekuly s obousměrným působením (Liddington & Ginsberg 2002). Tyto proteiny mohou 
skrze buněčnou adhezi ovlivňovat růst buňky, buněčnou smrt, migraci a diferenciaci. 

Účinnost integrinů při procesu adheze nebo vazby ligandů je ovlivňována různými 
stimuly. Příkladem je zvýšení afinity integrinu a ligandu (Schwartz 1992; Sanchez-Mateos  
et al. 1996; Bazzoni & Hemler 1998).  

Na oocytu jsou přítomny dva integriny – α6β1 a α3β1. V případě somatických buněk 
tyto dva integriny vytváří stabilní komplexy s tetraspaninem CD151 (Yauch et al. 1998; Fitter 
et al. 1999; Serru et al. 1999), proto se vědci domnívají, že tomu bude stejně i v případě oocytu. 

U spermie byla prokázána přítomnost integrinů α3β1, α6β1 a α6β4 (Glander & Schaller 
1993; Reddy et al. 2003; Barraud-Lange et al. 2007; Frolíková et al. 2019). Zdá se,  
že podjednotka α6 preferuje tvorbu heterodimeru α6β4, pokud jsou přítomny všechny výše 
zmíněné beta podjednotky (Kajiji et al. 1989; Hemler et al. 1989; Simon-Assmann et al. 1994).  

Na základě studií prováděných u myší se vědci domnívají, že integrin α6β1 by mohl být 
receptorem pro vazbu spermie k oocytu (Almeida et al. 1995). Prostřednictvím α6β1 nejspíš 
dochází k navázání dvou členů proteinové rodiny ADAM, fertilinu β (ADAM2) a ADAM3, 
které se nachází na spermii (Chen et al. 1999; Chen & Sampson 1999; Takahashi et al. 2001; 
Tomczuk et al. 2003). 
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3.3 Tetraspaninová síť v gametách 

3.3.1 Tetraspaninová síť ve spermii 

CD9, CD81 a další 
Vzhledem k prokázané přítomnosti CD9 a CD81 v postakrozomálním regionu spermie  

se předpokládá, že se zde tvoří tetraspaninová síť obsahující významné fúzní proteiny (Ito et al. 
2010).  

Přítomnost CD9 a CD81 byla zjištěna i v samčích zárodečných buňkách. Podobně  
jako integriny obsazují charakteristické oblasti (Jankovičová et al. 2020a). 

Uvádí se, že síť tvořená z CD81 a CD151 na spermii zprostředkovává nepřímé interakce 
integrinu s dalšími tetraspaniny (Serru et al. 1999; Stipp et al. 2003). Právě tyto interakce jsou 
důležité i v případě samičích gamet (Ziyyat et al. 2006; Ohnami et al. 2012; Jankovičová et al. 
2016). 

Vzájemnému rozpoznání spermie a oocytu a primární vazbě kapacitované spermie 
s kumulárními buňkami a zona pellucida napomáhá CD9, CD81 a CD63. Následným 
přemístěním CD9 a CD81 je usnadněna sekundární vazba spermie, ke které dochází  
za přítomnosti CD9 a CD81 u myší a lidí a CD151 u myší, lidí a dobytka. To má za následek 
průnik spermie skrz zona pellucida a adhezi k oolemě, přičemž svůj vliv uplatňuje CD9, CD81 
i CD151. Za přítomnosti těchto tří CD molekul dochází k fúzi membrán obou gamet, fúzi 
prvojader a formování zygoty. Krátce na to dochází za přítomnosti molekul CD9 a CD81 
k zabránění polyspermie (Jankovičová et al. 2020b). 
 
CD151 

Jankovičová et al. (2020a) jako první prokázali přítomnost CD151 v tetraspaninové síti 
spermií. Kromě toho podložili důkazy, že CD151 v myších spermiích interaguje s α6 
integrinem, který pak tvoří dimer s β4. Na základě toho autoři předpokládají existenci 
transmembránového systému složeného z proteinů, který je zodpovědný za stabilní uspořádání 
multimolekulárních komplexů. Tyto komplexy zasahují do ekvatoriálního segmentu a zajišťují 
schopnost interakce s oocytem. Dle Sabetian et al. (2014) existence tetraspaninové sítě CD151 
v ekvatoriálním segmentu a její interakce s podjednotkou α6 integrinu α6β4/β1 naznačuje, že 
by během fúze membrán gamet mohlo docházet k trans-interakcím proteinových sítí spermie  
a oocytu. 

Přítomnost molekuly CD151 ve spermii byla prokázána u tří druhů – u myši, býka  
a člověka (Jankovičová et al. 2020a). 

CD151 je exprimován v zárodečných buňkách během spermatogeneze a je možné  
ho ve spermiích detekovat i během transportu nadvarlaty a ejakulace. Ve významném množství 
se nachází ve spermatogoniích a spermatidách viz Obrázek 3.6. U testikulárních  
a epididymálních spermií je CD151 lokalizován v oblasti ekvatoriálního segmentu, stejně  
tak integriny α6 a β4. Naopak integriny α3 a β1 byly lokalizovány v odlišné části hlavičky 
spermie než CD151. Ve spermiích myší, u kterých proběhla akrozomální reakce, přetrvává 
CD151 v ekvatoriálním segmentu, čímž je prokázána jeho specifická přítomnost v oblasti 
hlavičky, kde je zahájena fúze spermie s oocytem. Krátce po akrozomální reakci nicméně  
lze CD151 lokalizovat i ve vnitřní akrozomální membráně (Jankovičová et al. 2020a). U myši, 



32 

býka i lidí byl během fúze CD151 zjištěn i v apikální části hlavičky kryté vnitřní akrozomální 
membránou (Jankovičová et al. 2020a). 
 

 
Obrázek 3.6 Exprese genu CD151 v různých vývojových stadiích spermie a ve varlatech 
myši (Jankovičová et al. 2020a) 
 

Vzhledem k tomu, že se CD151 ve spermiích myší váže k integrinové podjednotce α6 
(Jankovičová et al. 2020a), je možné, že CD151 je prostřednictvím α6β4 zapojený do regulace 
stability ekvatoriální oblasti během akrozomální reakce (Mainiero et al. 1995; Hynes 2002; 
Ramírez-Ramírez et al. 2019) či do řízení dynamiky cytoskeletonu spermie (Jankovičová et al. 
2020a). 

Zdá se, že CD151 by mohl být rovněž součástí multimolekulárního komplexu, který 
remodeluje membránu spermie prostřednictvím integrinů (Nielsen et al. 2001; Kitiyanant et al. 
2002). Klíčovým remodelačním procesem u spermie je pak přeměna její hlavičky během 
akrozomální reakce, bez čehož by nemohlo dojít k následné fúzi (Satouh et al. 2012; Ito et al. 
2014). Dochází také k významným přesunům membránových proteinů z akrozomu. Tento 
přesun byl již dříve popsán v souvislosti s klíčovými molekulami procesu fúze gamet, jako  
je Izumo1(Satouh et al. 2012; Sebkova et al. 2014), CD46 a integriny (Frolíková et al. 2016) 
nebo tetraspaniny CD9, CD81 (Jankovičová et al. 2016; Frolíková et al. 2018) a nově i CD151 
(Jankovičová et al. 2020a). 

3.3.2 Tetraspaninová síť v oocytu 

CD9 
Jedním z nejvýznamnějších proteinů oocytu, který se účastní fúze, je CD9.  

Bez přítomnosti CD9 na membráně oocytu nemůže dojít k fúzi se spermií. Oocyt zůstává 
neoplozený, zároveň ale mnoho dalších spermií proniká zona pellucida, a tím dochází k jejich 
akumulaci v perivitelinním prostoru (Miyado et al. 2000). 
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V oocytu je místem exprese tetraspaninu CD9 plazmatická membrána – oolema. CD9  
se pak váže na mikrovilli oocytu vybíhající do perivitelinního prostoru (Kaji et al. 2000),  
jak je viditelné na Obrázku 3.7. 
  

 
Obrázek 3.7 Lokalizace CD9 a CD81 v ovulovaných oocytech se zona pellucida Z Obrázku 
3.7 je patrná vazba CD9 na cytoplazmatické výběžky, mikrovilli, které vystupují  
do perivitelinního prostoru. CD81 se pak vyskytuje v prostoru zona pellucida (Ohnami et al. 
2012). PVS – perivitelinní prostor, ZP – zona pellucida. 
 

Molekula CD9 byla lokalizována na membráně lidských oocytů v stadiích zárodečného 
váčku, metafáze I i metafáze II (Coskun et al. 2003; Ziyyat et al. 2006). U prasat se CD9 
vyskytuje na celé plazmatické membráně oocytů v různých vývojových stadiích. Bylo zjištěno, 
že CD9 je exprimován na oocytech prasat během raného růstu a meiotického zrání. Během 
jejich zrání se množství CD9 významně zvyšuje (Li et al. 2004). Mimo jiné je součástí 
epididymosomů býka (Caballero et al. 2013), exosomů semenné plazmy kance (Du et al. 2016) 
a vezikulů v perivitelinním prostoru oocytů myší (Miyado et al. 2008).  

Nejvýznamnější funkcí tetraspaninu CD9 je schopnost organizovat multiproteinové 
komplexy, ve kterých se vyskytují například integriny, protein Juno a další s nimi související 
molekuly a morfologii membrány, která je žádoucí pro úspěšnou fúzi (Ohnami et al. 2012). 

Kromě toho CD9 organizuje také strukturu obsahující tetraspaniny CD151 a CD81  
a α6β1 integrin (Ziyyat et al. 2006). Při fúzi vazbě napomáhá β fertilin neboli ADAM2 protein 
(Chen & Sampson 1998). 

Dle studie Jégou et al. (2011) má CD9 významnou funkci spíše během vazby  
než samotné fúze spermie a oocytu. V této studii autoři totiž zjistili výrazně sníženou adhezní 
schopnost spermie po knock-outu CD9 z oocytu.  
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CD9 tvoří vazby s integriny, ale také s CD46, který zase interaguje s aktinem. Zdá  
se tedy, že právě prostřednictvím CD46 je tetraspanin CD9 schopný regulovat pohyb (Lozahic 
et al. 2000). 

U CD9 v plazmatické membráně oocytu byla prokázána také interakce s integrinem α3 
nacházejícím se v membráně spermie (Sabetian et al. 2014). 

Miyado et al. (2008) ve své práci uvádí, že váčky s obsahem CD9 se vylučují z oocytu 
do jeho perivitelinního prostoru pomocí mikrovilli a následně dochází k jejich přesunu  
na hlavičku spermie. Tímto procesem je podporována vzájemná vazba gamet. 

Runge et al. (2007) ve své práci zjistili, že oocyty bez CD9 mají změněnou délku, 
tloušťku a hustotu mikrovilli. To naznačuje, že by se i mikrovilli vajíčka mohly podílet na fúzi 
spermie a oocytu.  

Partnerem CD9 je pravděpodobně tetraspanin CD81, jako tomu je i během dalších 
buněčných fúzí (Ohnami et al. 2012). 

CD9 na oocytu je také považován za klíčového partnera proteinu Juno (Kaji et al. 2000).  
 
CD46 

CD46 přímo asociuje s integrinovou podjednotkou β1, čímž může nepřímo interagovat 
s tetraspaninem CD151 skrze α3 či α6 podjednotky, které tvoří dimery s β1(Lozahic et al. 2000; 
Kazarov et al. 2002). 
 
CD81 

CD81 se nachází v tetraspaninových sítích oocytu, kde ho lze detekovat zejména v okolí 
kumulárních buněk a zona pellucida (Ohnami et al. 2012) a kromě toho se vyskytuje  
i ve spermiích (Jankovičová et al. 2016). 

Tento člen rodiny tetraspaninů se svými funkcemi podobá CD9. Význam má zřejmě při 
fúzi gamet, jelikož se vyskytuje na povrchu oocytu a interaguje s CD9 při jiných fúzních 
procesech buňky (Horváth et al. 1998). Delecí genu pro CD81 dochází k mírnému snížení 
fertility (Rubinstein et al. 2006). Přesná funkce CD81 je stále diskutovaná, ale předpokládá se, 
že jeho účast při fúzních procesech není tak významná, ale stále důležitá (Glazer & Evans 
2009). Zdá se, že CD81 má pouze doplňkovou funkci k CD9 (Rubinstein et al. 2006; Ohnami 
et al. 2012).  

CD81 byl zjištěn v oocytech myší (Takahashi et al. 2001), lidí (Coskun et al. 2003; 
Ziyyat et al. 2006) a nedávno i u skotu (Jankovičová et al. 2016) a prasat (Jankovičová et al. 
2019). Jankovičová et al. (2016) prokázali výskyt CD81 na plazmatické membráně oocytů 
skotu ve stadiích GV, MI i MII. Předpokládá se, že u oplozených oocytů se CD81 akumuluje 
v perivitelinním prostoru. Ve stejné studii autoři tento tetraspanin lokalizovali u myší a býka 
v apikální části akrozomu. 

U CD81 v oocytu byla prokázána interakce s integrinem α4 ve spermii, čímž  
se potvrdila jeho účast při procesu oplození (Sabetian et al. 2014). 

Frolíková et al. (2018) naznačují, že by CD81 mohl mít schopnost regulace změn 
v plazmatické membráně spermie. 
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CD151 
Dalším zástupcem rodiny tetraspaninů je CD151, molekula významná během 

fertilizace. Zásadní fyziologický význam CD151 byl prokázán nejprve u somatických buněk 
(Jankovičová et al. 2020a). CD151 je významný pro adhezi, která je tímto proteinem regulována 
prostřednictvím integrinu α6β1 (Lammerding et al. 2003). Mimo jiné je pro CD151 
charakteristická obousměrná signalizace, a to opět prostřednictvím integrinů (Jankovičová  
et al. 2020a). 

Ve studii Ziyyat et al. (2006) byla molekula CD151 detekovaná u lidských oocytů  
se zona pellucida, kde byla rovnoměrně rozložena v plazmatické membráně. U oocytů bez zona 
pellucida vytvářela molekula CD151 vazby s α6β1 integrinem. 

Tetraspanin CD151 asociuje s různými jinými tetraspaniny, integriny nebo dalšími 
molekulami uvnitř plazmatické membrány (Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Yauch et al. 
2000; Stipp et al. 2003). Je možné, že CD151 se může vzájemně ovlivňovat jak s integriny 
uvnitř oocytu, tak s integriny ve spermii (Jankovičová et al. 2020b). Zdá se, že uvnitř 
tetraspaninových mikrodomén se CD151 přímo spojuje s integriny, které se vážou na laminin 
(Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Yauch et al. 2000; Stipp et al. 2003).  

U CD151 v plazmatické membráně oocytu byla prokázána také interakce s integrinem 
α3 nacházejícím se v membráně spermie (Sabetian et al. 2014). 

CD151 byl již dříve spojen s fúzí lidských gamet (Ziyyat et al. 2006). V tomto případě 
asociuje výhradně s α3, α6 a α7 integriny (Kajiji et al. 1989; Hemler 1998; Ramírez-Ramírez 
et al. 2019). Na povrchu buňky uvnitř tetraspaninové sítě molekula CD151 spojuje integriny 
α3β1 a α6β1 s dalšími tetraspaniny, včetně 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). 

CD151 se v interakci s α6β1 integrinem účastní formování funkčního komplexu 
zapojeného do fúze gamet u lidí (Ziyyat et al. 2006).  

Bylo prokázáno, že CD151 může měnit funkci α6β1 integrinu (Zhang et al. 2002; 
Lammerding et al. 2003).  

Tetraspanin CD151 má kromě významu při fertilizaci také souvislost se závažným 
onemocněním prasat zvaným reprodukční a respirační syndrom prasat (PRRS) (Goyal 1993). 
Při reprodukci se toto onemocnění projevuje zvýšeným počtem abortů v pokročilém stadiu 
gravidity, zvýšeným počtem mrtvě narozených mláďat a předčasnými porody. U kanců  
se PRRS může projevovat dočasně zhoršenou kvalitou spermií, jejich sníženým počtem  
a změnou jejich motility (de Jong et al. 1993).  

Funkce CD151 u prasečích oocytů zatím nebyla blíže popsána. 
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4 Metodika 

4.1 Získávání vaječníků 

Oocyty byly získávány z prasečích vaječníků (viz Obrázek 4.1) poražených prasnic  
na jatkách v Příbrami. Do laboratoře reprodukce KVD byly vaječníky prasnic transportovány  
z jatek při teplotě 39°C v termolahvích obsahujících fyziologický roztok s 0,9% chloridu 
sodného. 

 

 
Obrázek 4.1 Vaječník poražené prasnice s folikuly 

4.2 Získávání oocytů s ukončeným růstem 

Z folikulární tekutiny vaječníků byly získávány oocyty s ukončeným růstem. Folikulární 
tekutina byla aspirována jehlou 20G (Sterican, Braun Melsungen, Německo) z folikulů  
o průměru od 2 do 5 mm. Vyaspirovaná folikulární tekutina byla stříkačkou umístěna do Petriho 
misky a pomocí skleněné tenkostěnné kapiláry s gumovou tlačkou byly  
pod stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Japonsko) nasávány z tekutiny oocyty. Odsáté 
oocyty byly přeneseny do připravených kapek modifikovaného média M199 (Sigma-Aldrich, 
Německo), jehož složení uvádí Tabulka 4.1. K následným experimentům byly využity 
výhradně oocyty s neporušenou cytoplazmou a s kompaktním obalem tvořeným kumulárními 
buňkami v několika vrstvách. 
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Tabulka 4.1 Složení modifikovaného média M199 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ VE 100 ML MÉDIA M199 

Gentamicin (Sigma-Aldrich, Německo) 25 mg 

Laktát vápenatý (Sigma-Aldrich, Německo) 60 mg 

Puryvát sodný (Sigma-Aldrich, Německo) 25 mg 

HEPES (Sigma-Aldrich, Německo) 150 mg 

Bovinní růstový protein (GibcoBRL, Life 
Technologies, Německo) 100 mg 

 

4.3 Kultivace oocytů s ukončeným růstem 

Kultivace oocytů byla prováděna v médiu M199 v 4-jamkových Petriho miskách (Nunc, 
Roskilde, Dánsko) při teplotě 39 °C v prostředí tvořeném směsí vzduchu a 5 % CO2, a to do tří 
stadií meiotického zrání: 
 

1. stadium zárodečného váčku (0 hodin kultivace in vitro), 
2. stadium meiotické metafáze I (24 hodin kultivace in vitro), 
3. stadium meiotické metafáze II (48 hodin kultivace in vitro). 

4.4 Příprava vzorků pro stanovení CD151 metodou Western blot 

Opakovaným nasáváním oocytů pomocí tenkostěnné skleněné pipety byly z oocytů 
v dané fázi meiotického zrání (GV, MI či MII) odstraněny kumulární buňky. Jednotlivé vzorky 
obsahovaly vždy 100 oocytů. Z kumulárních buněk získaných ze všech 100 oocytů 
nacházejících se v daném stadiu meiotického zrání byly vytvořeny samostatné vzorky. Každý 
vzorek byl odděleně promyt pufrem PBS s obsahem soli kyseliny fosforečné, jehož složení 
shrnuje Tabulka 4.2. Následně byly oocyty i kumulární buňky umístěny do mikrozkumavek 
obsahujících 50 µl lyzačního pufru (složení viz Tabulka 4.3) a přídavek inhibitorů proteáz 
(Roche, Applied Science, Francie). Pomocí pipety s průměrem menším, než průměr oocytů 
byla opětovným nasáváním mechanicky porušena zona pellucida a obsah oocytů vylit  
do mikrozkumavky. Po inkubaci na ledu po dobu 10 minut byla provedena precipitace proteinů 
vzorků použitím 5 µl 100% kyseliny trichloroctové (TCA, 5 µl na 50 µl lyzačního pufru)  
a vzorky byly dalších 10 minut ponechány na ledu. Následovala centrifugace vzorků po dobu 
5 minut při 10 000 g a teplotě 4 °C. Centrifugovaný vzorek byl odsátím zbaven supernatantu  
a sediment vzorků poté promyt v 50 µl acetonu s HCl. Byla provedena další centrifugace a opět 
odsátí supernatantu a promytí sedimentu, tentokrát pouze v 50 µl acetonu. Vzorky byly 
uchovávány při teplotě -20 °C až do stanovení exprese CD151 metodou Western blot. 
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Tabulka 4.2 Složení PBS pufru 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

Na2HPO4 29 g 

NaH2PO4 . 2 H2O   2,96 g 

NaCl (100 mM)  5,84 g 

H2O do 1000 ml 

 
Tabulka 4.3 Složení lyzačního pufru (5 ml) 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

10% Triton X   0,15 ml 

10% SDS  0,05 ml 

PBS  4,3 ml 

10% inhibitor proteáz v PBS  0,5 ml 

 

4.5 Stanovení CD151 metodou Western blot 

4.5.1 Elektroforéza 

Elektroforéza je laboratorní metoda, během které dochází k dělení částic v elektrickém 
poli. Dělení probíhá na základě molekulové hmotnosti, kdy se menší proteiny pohybují rychleji 
a větší pomaleji. 

Nejdříve byly proteiny oocytů a kumulárních buněk elektroforeticky separovány. 
K rozdělení proteinů došlo použitím zónové, mini vertikální elektroforézy (Hoefer Pharmacia 
Biotech, Německo) na 12% polyakrylamidovém gelu s SDS (dodecylsulfát sodný). SDS  
je anionaktivním detergentem s poměrně vysokým nábojem, čímž je ve vazbě na bílkovinu 
schopný vyrovnávat nábojové rozdíly bílkovin, které se pak v gelu pohybují pouze na základě 
velikosti. Každá bílkovina váže SDS v konstantním poměru, zhruba 1,4 g SDS na 1 g bílkoviny, 
čímž dochází ke charakteristické změně konformace bílkoviny. Vytvořené komplexy SDS 
s bílkovinou mají sjednocenou hodnotu náboje na povrchu a dochází k unifikaci jejich 
konformace. Konformace se unifikuje na tolik, že relativní molekulová hmotnost bílkoviny  
je shodná s velikostí jejího komplexu s SDS. 



39 
 

Pro přípravě polyakrylamidového gelu byl potřebný gelový sendvič a spacery s tloušťkou 
1 mm. Nejdříve byl ve zkumavce namíchán pufr o pH 8,8, jehož složení uvádí Tabulka 4.4. 
Následovala příprava 12% separačního gelu, složení uvedeno v Tabulce 4.5. Pomocí pipety 
byly roztoky promíchány a ihned bylo provedeno jejich nanesení do sendviče podél spaceru, 
kdy byl kladen důraz na opatrnost k zamezení vzniku vzduchových bublin. Nanesen byl 
separační roztok do výšky 1,5 cm pod okraj skel. Následovalo protáhnutí 25G jehlou a opatrné 
přelití vrstvou destilované vody do výšky 0,5 až 1 cm za účelem udržení rovného povrchu gelu. 

Po uplynutí 60 minut byla vylita destilovaná voda a na horní okraj zpolymerizovaného 
separačního gelu byl pipetou nanesen zaostřovací gel. Příprava tohoto gelu proběhla  
ve zkumavce, kde bylo smícháno 0,67 ml 30% akrylamidového roztoku, 1 ml pufru o pH 6,8, 
jehož složení uvádí Tabulka 4.6, 2,3 ml destilované H2O, 30 µl persulfátu amonného a 5 µl 
TEMEDu. Následovalo nanesení gelu pipetou až k hornímu okraji skel a okamžité zasunutí 
hřebínku ke tvorbě jamek na vzorky. O 45 minut později byl hřebínek vyjmut a gel přemístěn 
do elektroforézové vany obsahující elektroforézový pufr složený z viz Tabulka 4.7. 

Před separací bylo provedeno rozpuštění proteinů vzorků kultivovaných oocytů  
a kumulárních buněk ve 200 µl vzorkového pufru (Laemmli, 1970), složení pufru zapsáno  
v tabulce 4.8. Za účelem neutralizace pH byl použit 0,1 NaOH o objemu 5 µl. Postupně bylo 
do všech vzniklých elektroforézových jamek napipetováno 14 µl vzorku ve vzorkovém pufru  
a 3 µl standardu (Prestained SDS-PAGE Standard, Bio-Rad Lab., Kanada), aby bylo možné 
sledovat správnou separaci proteinů během elektroforézy a kontrolovat správné přenesení 
proteinů na membránu. Do jamek, ve kterých se nenacházel vzorek, bylo pipetou naneseno  
14 µl vzorkového pufru. Vzorkový pufr obsahuje bromfenolovou modř, pomocí které  
lze sledovat délku elektroforézy. Pro bromfenolovou modř je charakteristický výskyt v čele 
proteinů, které jsou děleny a po skončení elektroforézy by se měla nacházet zhruba 0,5 cm  
od spodního okraje gelu. Následovalo připojení komory ke zdroji elektrického proudu, přičemž 
nastavení parametrů bylo následující: 80 V na 20 minut a 120 V po dobu 1 hodiny a 30 minut.  
 
Tabulka 4.4 Složení pufru do separačního gelu 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

2M Tris – HCl (pH 8,8)  7,5 ml 

10% SDS  0,4 ml 

H2O  2,1 ml 
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Tabulka 4.5 Složení 12% separačního gelu (15 ml) 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

30% akrylamid  7,5 ml 

Pufr (pH 8,8)  3,7 ml 

Destilovaná H2O  3,8 ml 

Persulfát amonný  75 µl 

TEMED (N, N, N´, N´ - tetramethylen-
ethylendiamin) 5 µl 

 
Tabulka 4.6 Složení pufru do 4% zaostřovacího gelu (10 ml) 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

1M Tris – HCl (pH 6,8) 5 ml 

10% SDS  0,4 ml 

H2O  4,6 ml 

 
Tabulka 4.7 Složení elektroforetického pufru 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

25 mM Tris  3 g 

192 mM glycin  14,4 g 

10% SDS  10 ml 

H2O  do 1000 ml 
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Tabulka 4.8 Složení vzorkového pufru 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

1 M Tris – HCl (pH 6,8)  0,6 ml 

50% glycerol  5 ml 

10% SDS  2 ml 

1% bromfenolová modř  0,5 ml 

H2O  0,9 ml 

 

4.5.2 Přenos proteinů na blotovací membránu 

Působením elektrického proudu dochází prostřednictvím blotovacího zařízení 
k přenesení proteinů nacházejících se v gelu na povrch membrány. 

Po skončení elektroforetické separace byla od sebe opatrně oddělena elfo skla a gel 
s rozdělenými proteiny vložen na 10 minut do vychlazeného blotovacího – Towbinova pufru. 
Složení blotovacího pufru je blíže specifikováno v Tabulce 4.9. PVDF membrána 
(Sigma-Aldrich, Německo) namočená ve vychlazené destilované vodě byla následně také 
namočena na 10 minut do vychlazeného blotovacího pufru. Postupně byly do připraveného 
blotovacího modulu umístěny dvě houby, které byly namočeny v blotovacím pufru a na které 
byl poté položen filtrační papír, také namočený v blotovacím pufru. Následovalo opatrné 
přenesení gelu na filtrační papír a přiložení PVDF membrány na gel. Na membránu byl položen 
druhý filtrační papír namočený v blotovacím pufru. Dále bylo nutné pomocí plastové zkumavky 
jemným převálcováním vytlačit vzduchové bubliny. Posledním krokem bylo umístění dalších 
dvou houbiček namočených v blotovacím pufru na filtrační papír a uzavření blotovacího 
modulu. 

Blotovací modul byl naplněn blotovacím pufrem a přemístěn do elektroforézové vany. 
Poté bylo provedeno naplnění vany vychlazenou destilovanou vodou a její doplnění ledem, po 
kterém následovalo zapojení komory k elektrickému zdroji, přičemž byly nastaveny tyto 
parametry: 500 mA po dobu 1 hodiny a 30 minut.   
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Tabulka 4.9 Složení blotovacího pufru – Towbinova pufru 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

25 mM Tris  3 g 

192 mM glycin  14,4 g 

10% SDS  1 ml 

Metanol (před použitím) 100 ml 

H2O  do 1000 ml 

 

4.5.3 Blokování membrány s proteiny  

Po přetištění proteinů z gelu na PVDF membránu bylo nezbytné zablokovat volná místa 
bez proteinů na PVDF membráně. Na všechna místa, kam se nenavázaly proteiny během 
přenosu, se naváží proteiny mléčného kaseinu nacházející se v roztoku. To má za následek 
znemožnění molekulám imunoglobulinů se nespecificky navázat na prázdný povrch membrány 
po přidání protilátky. Molekuly imunoglobulinů pak musí specificky detekovat svůj epitop, 
tedy antigenní determinant, na přeblotovaných antigenech. Následkem blokování je výrazně 
snížen šum pozadí a jsou odstraněny falešné pozitivity. K blokaci bylo použito 2% netučné 
mléko (Amersham Pharmacia Biotech, Velká Británie), ve kterém byly membrány inkubovány 
přes noc.  
 
Tabulka 4.10 Složení PBST pufru 
 

CHEMIKÁLIE MNOŽSTVÍ 

Na2HPO4 29 g 

NaH2PO4 . 2H2O  2,96 g 

NaCl (100 mM) 5,84 g 

Tween 20 1 ml 

H2O  do 1000 ml 
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4.5.4 Imunodetekce 

Zviditelnit daný protein lze pomocí specifické protilátky schopné se na tento protein 
navázat. Po blokování membrány v netučném mléce následovala její inkubace po dobu 2 hodin 
při laboratorní teplotě s králičí polyklonální protilátkou anti-CD151 (Abcam, USA), která byla 
PBS dle doporučení výrobce, a to 1:250. Po uplynutí doby inkubace bylo provedeno promytí 
membrány 3 x 10 minut v PBST (PBS s Tween 20). Následně byla na promytou membránu 
aplikována sekundární protilátka anti-králičí IgG, který byl konjugovaný s křenovou 
peroxidázou (Sigma-Aldrich, Německo). Poměr ředění v PBS byl 1:3 000 a inkubace probíhala 
po dobu 2 hodin při laboratorní teplotě. Po inkubaci následovalo promytí membrány v PBST 
za stálého míchání, a to 4 x 5 minut, a poté 2 x 5 minut v PBS. Za účelem detekce CD151 byl 
použit detekční kit pro Western blotting (ECL Advanced Western Blotting Detection Kit, 
Amersham Biosciences, Velká Británie). Množství proteinů přenesených na membránu 
v lyzátu analyzovaných buněk bylo detekováno pomocí specifických protilátek za využití ECL 
chemiluminiscenčního kitu a detekce signálu byla snímána pomocí přístroje Azure. 

4.6 Imunocytochemická detekce CD151 

Opakovaným nasáváním a vysáváním skrz úzkostěnnou skleněnou pipetu byly oocyty 
zbaveny kumulárních buněk. Následovalo odstranění vrstvy zona pellucida pomocí Tyrodova 
roztoku (Sigma-Aldrich, Německo). Oocyty byly poté opakovaně promyty 0,1% BSA (bovinní 
sérový albumin, Sigma-Aldrich, Německo) v PBS a fixovány v 2,5% paraformaldehydu v PBS 
při laboratorní teplotě. Pomocí 0,5% roztoku Tritonu X-100 v PBS proběhla za laboratorní 
teploty dvouhodinová permeabilizace fixovaných oocytů. Následoval nejdříve krátký oplach 
oocytů v 0,1% roztoku Tweenu 20 v PBS, a poté inkubace, která probíhala v inkubačním médiu 
s primární protilátkou ředěnou v poměru 1:1 000. Inkubace probíhala během noci, a to při 4 °C. 
Následné promytí oocytů bylo prováděno třikrát po 10 minutách v roztoku 0,1% Tween 20 
v PBS. Tím došlo k odstranění nenavázaných protilátek. Následovala další inkubace, která 
trvala 1 hodinu a probíhala při laboratorní teplotě a ve tmě. Jednalo se o inkubaci se sekundární 
protilátkou anti-králičí IgG, která byla konjugovaná s fluorescenčně značeným 
isothiokyanátem (FITC) v poměru 1:3 000 (Sigma-Aldrich, Německo). Po barvení sekundární 
protilátkou byly oocyty promyty a montovány na podložní sklo pomocí montovacího média 
Vectashield s DAPI, které barví jaderné struktury. Preparáty s namontovanými oocyty 
v různém stadiu meiotického zrání byly mikroskopovány prostřednictvím laserového 
konfokálního mikroskopu (Leica SPE, Německo) umístěného v prostorách Technické fakulty 
ČZU v Praze. Ze získaných obrázků z konfokálního mikroskopu bylo následně provedeno 
snímání fluorescenčního signálu detekovaného proteinu CD151, přičemž sledována byla 
relativní intenzita signálu v průběhu meiotického zrání. Za účelem kontroly nespecifické vazby 
protilátky byly oocyty kultivovány pouze se sekundární protilátkou (negativní kontrola 
experimentu). 
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Použité chemikálie 
 
2,5% paraformaldehyd v PBS 2,5 g paraformaldehydu + 50 ml 

redestilované H2O 
 

5% roztok BSA 1 g BSA + 20 ml redestilované H2O 
 

PBS + BSA 1 ml PBS + 20 µl 5% BSA 
 

PBS + Triton X-100 + BSA 1 ml PBS + 50 µl Triton X-100 + 20 µl 5% 
BSA 
 

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

 Inkubační médium  1 ml PBS – 10 µl 10% Tween 20 + 20 µl 5%       
BSA 

 

4.7 Statistika 

U výsledných dat relativní intenzity fluorescence odečtené z obrázků nasnímaných  
na laserovém konfokálním mikroskopu byla provedena analýza statistickou metodou 
jednofaktorová ANOVA pomocí programu STATISTICA 6.0. Meziskupinové rozdíly pak byly 
hodnoceny Scheffého testem, přičemž hladina významnosti byla 0,05.  

 
Každý experiment byl opakován 4x. 
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5 Výsledky 
Metodou Western blot a následnou imunocytochemickou detekcí byl zjištěn výskyt 

proteinu CD151 v prasečích oocytech v průběhu meiotického zrání. Analyzovány byly oocyty 
ve stadiu zárodečného váčku (GV), první (MI) a druhé (MII) meiotické metafáze. 

5.1 Detekce proteinu CD151 v oocytu prasete během meiotického zrání 
prostřednictvím metody Western blot 

Byly analyzovány vzorky oocytů bez kultivace, ve stadiu zárodečného váčku a vzorky 
oocytů kultivovaných do stadia první a druhé meiotické metafáze, 24, popřípadě 48 hodin. 
Každý vzorek obsahoval proteiny ze 100 oocytů v daném stadiu meiotického zrání. Odděleně 
byly připraveny vzorky kumulárních buněk získaných z oocytů v dané fázi jaderného zrání.  
Po elektroforetické separaci proteinů byl proveden jejich přenos na PVDF membránu. Protein 
CD151 byl detekován polyklonální protilátkou. Pomocí protilátky proti alfa-tubulinu byla 
stanovena celková nanáška proteinů.  

Western blot analýza prokázala reakci primární protilátky proti proteinu o molekulové 
hmotnosti kolem 28 kDa, která odpovídá molekulové hmotnosti proteinu CD151. V prasečích 
oocytech byla přítomnost proteinu CD151 potvrzena, přičemž protein byl detekován ve všech 
stadiích meiotického zrání, tedy ve stadiu zárodečného váčku (GV), ve stadiu první meiotické 
metafáze (MI) a také druhé meiotické metafáze (MII) a také v kumulárních buňkách získaných 
z těchto oocytů (viz Obrázek 5.1). 

 

 
Obrázek 5.1 Detekce proteinu CD151 metodou Western blot. GV – oocyt ve stadiu 
zárodečného váčku, GV KB – kumulární buňky oocyt ve stadiu zárodečného váčku, MI  
– oocyty ve stadiu první meiotické metafáze, MI KB – kumulární buňky oocyt ve stadiu první 
meiotické metafáze, MII – oocyty ve stadiu druhé meiotické metafáze, MII KB – kumulární 
buňky oocytu ve stadiu druhé meiotické metafáze. 

5.2  Detekce proteinu CD151 v oocytu prasete prostřednictvím 
imunocytochemie 

Prasečí oocyty bez kumulárních buněk a zona pellucida byly inkubovány nejdříve 
s primární, a poté se sekundární protilátkou. Za účelem negativní kontroly byly některé oocyty 
inkubovány pouze se sekundární protilátkou. Sekundární protilátka obsahovala fluorescenční 
barvivo FITC, které zbarvilo detekovaný protein zeleně. Jaderné struktury pak byly obarveny 
modře pomocí barviva DAPI. Následně proběhlo snímání fluorescenčního signálu proteinu 
CD151 v oocytech v různých stadiích zrání, které potvrdilo přítomnost CD151 ve všech těchto 
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stadiích (Obrázek 5.2), přičemž byla hodnocena intenzita fluorescenčního signálu. Výsledné 
průměrné hodnoty relativní intenzity signálu jsou uvedeny v Grafu 5.1. 

 

Obrázek 5.2 Lokalizace proteinu CD151 v prasečích oocytech v různých stadiích 
meiotického zrání pomocí imunocytochemie. A – oocyt ve stadiu zárodečného váčku (GV), 
B – oocyt ve stadiu první meiotické metafáze, C – oocyt ve stadiu druhé meiotické metafáze. 
Modře je za pomocí barviva DAPI označen chromatin. Zelenou fluorescencí je označen protein 
CD151.  
 

 
Graf 5.1 Relativní intenzita signálu proteinu CD151 v prasečích oocytech v různých 
stadiích meiotického zrání. GV – oocyty ve stadiu zárodečného váčku, MI – oocyty ve stadiu 
první meiotické metafáze, MII – oocyty ve stadiu druhé meiotické metafáze. P=ns  
– nesignifikantní statistický rozdíl. P≤0,05 – statisticky významný rozdíl. 
 
 Hodnota intenzity fluorescence proteinu CD151 v oocytech byla vztažena k hodnotě 
intenzity fluorescence v oocytech ve stadiu zárodečného váčku (100 %). Ve stadiu první 
meiotické metafáze se intenzita signálu oproti signálu v GV nelišila. Oproti tomu signál 
fluorescence v oocytech ve stadiu druhé meiotické metafáze byl proti signálu v oocytech  
ve stadiu GV statisticky významně nižší (45 %).    
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6 Diskuze 
V předložené diplomové práci byla studována exprese proteinu CD151 během 

meiotického zrání oocytu prasete. V porovnání s bovinním či myším modelem je velkou 
výhodou prasečích oocytů jejich fyziologická podoba s oocyty lidskými. Výsledky získané  
na prasečím modelu mohou být proto extrapolovatelné na člověka (Braga et al. 2007).  

Molekula CD151 patří mezi proteiny označované jako tetraspaniny (Uhlen et al. 2015). 
Výskyt tetraspaninů během procesu oplození a fúze gamet byl v minulosti popsán řadou autorů 
u různých živočišných druhů, například u myši (Ohnami et al. 2012), skotu (Jankovičová et al. 
2019) a také člověka (Ziyyat et al. 2006). Tetraspaniny se kromě oocytů vyskytují rovněž 
v samčích pohlavních buňkách, spermiích (Ziyyat et al. 2006; Jankovičová et al. 2020a). 
Exprese CD151 v oocytu prasete nebyla dosud prokázána, proto byla předmětem diplomové 
práce, kdy pomocí SDS elektroforézy byla provedena separace proteinů získaných z oocytů 
v různé fázi meiotického zrání (GV, MI a MII) a jejich kumulárních buněk. Využitím metody 
Western blot s následnou imunodetekcí byl zachycen výskyt proteinu o molekulové hmotnosti 
v oblasti kolem 28 kDa, která odpovídá molekulové hmotnosti tetraspaninu CD151.  

CD151 patří do skupiny membránových proteinů – tetraspaninů. Tetraspaniny 
v membránách tvoří tzv. tetraspaninovou síť. Tuto síť je možné charakterizovat jako funkční 
oblasti v membránách, které jsou složené z proteinů a uvnitř kterých dochází k nejrůznějším 
molekulárním interakcím (Berditchevski 2001; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2003). 
Vlastnost tetraspaninů tvořit v membránách rozsáhlou síť můžeme po mikroskopii oocytů  
na laserovém konfokálním mikroskopu potvrdit, jelikož výskyt tetraspaninu CD151 byl zřejmý 
v oblasti celé membrány oocytů. Uvnitř sítě tetraspaniny interagují kromě dalších tetraspaninů 
také například s integriny, které jsou nedílnou součástí tohoto systému (Jankovičová et al. 
2020a). Například tetraspanin CD151 spojuje integriny α3β1 a α6β1 s dalšími tetraspaniny, 
jako jsou CD9 a CD81 (Charrin et al. 2003). Vědci také připouští možnou schopnost 
tetraspaninů regulovat funkce molekul, se kterými asociují (Ziyyat et al. 2006). Takto skrze 
integriny, jejichž vlastností je zprostředkovávání buněčné adheze, posléze i tetraspaniny 
ovlivňují právě adhezi (Berditchevski 2004; Rubinstein et al. 2013). Tedy i adhezi gamet během 
oplození (Lammerding et al. 2003). Předpokládali jsme proto, že i tetraspanin CD151 bude 
nějakým způsobem souviset s adhezí spermie k oocytu . 

Funkcí tetraspaninů na povrchu oocytu je prostřednictvím vazeb s jinými molekulami 
organizovat membránové komplexy, které obsahují proteiny důležité pro interakce mezi 
membránami oocytu a spermie (Ziyyat et al. 2006; Jankovičová et al. 2020b). Reorganizací 
membrány je pak ulehčena vzájemná komunikace a interakce proteinů vedoucí k úspěšné 
fertilizaci (Jankovičová et al. 2019). Organizace membrány oocytu jeho tetraspaninovou sítí  
je umožněna zejména vazbou tetraspaninů s membránovými integriny (Ziyyat et al. 2006).  
Co se týče konkrétně tetraspaninu CD151, v membráně oocytu asociuje s integrinem α6β1, 
jedním ze dvou integrinů přítomných na povrchu oocytu (Serru et al. 1999). Almeida et al. 
(1995) ve své studii uvádí, že by tento integrin mohl být receptorem pro vazbu spermie k oocytu 
a vzhledem k jeho asociaci s CD151 se domníváme, že by právě tímto způsobem mohla být 
přisuzována funkce při vazbě i samotnému CD151. Lammerding et al. (2003) navíc prokázali, 
že CD151 může měnit funkci tohoto vazebného partnera, což potvrzuje naši domněnku. Tato 
skutečnosti byla ještě rozšířena ve studii Jankovičové et al. (2020b), kde autoři připouští,  
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že CD151 se může vzájemně ovlivňovat jak s integriny uvnitř oocytu, tak s integriny  
ve spermii. Na základě všech těchto důkazů a předpokladů jsme očekávali výskyt CD151 
zejména v oocytech ve stadiu druhé meiotické metafáze, ve které se během adheze oocyt 
nachází. Nicméně provedená imunocytochemická analýza a měření fluorescenčního signálu 
v této práci prokázaly přítomnost proteinu CD151 v největším množství ve stadiu zárodečného 
váčku a první meiotické metafáze, kdy naměřené množství proteinu CD151 bylo srovnatelné. 
Zároveň byl prokázán statisticky významný rozdíl mezi expresí CD151 ve stadiu zárodečného 
váčku a ve stadiu druhé meiotické metafáze, kdy ve stadiu MII došlo k výraznému poklesu 
exprese CD151. Můžeme se tedy domnívat, že k molekulárnímu uspořádání membrány oocytu 
před fertilizací prostřednictvím proteinu CD151 nedochází až bezprostředně před samotnou 
adhezí spermie k oocytu. Zároveň je možné, že těsně před oplozením dochází v komplexu 
CD151-integrin α6β1 k poklesu množství CD151, a naopak ke zvýšení množství integrinu 
α6β1. Na základě dosavadních studií na téma tetraspanin CD151 v oocytech se domníváme, že 
by další přínos mohly mít studie týkající se vazby CD151 s integrinem α6β1, případně α3β1, 
po fúzi spermie s oocytem. Dále předpokládáme, že i další a podrobnější experimenty zaměřené 
na tetraspanin CD151 během procesu oplození by pomohly k objasnění funkcí této zatím stále 
ještě málo prozkoumané molekuly. 
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7 Závěr 
Touto prací bylo experimentálně potvrzeno, že se protein CD151 vyskytuje v membráně 

prasečích oocytů i kumulárních buněk, a to během procesu meiotického zrání. 
Imunocytochemickou metodou a snímáním fluorescenčního signálu byla popsána exprese  
a lokalizace CD151 v jednotlivých fázích meiotického zrání.  

Nebyl prokázán statisticky významný rozdíl v intenzitě signálu proteinu CD151 mezi 
stadiem zárodečného váčku a stadiem první meiotické metafáze, množství CD151 bylo 
srovnatelné v obou stadiích. Oproti tomu byl prokázán signifikantní rozdíl v expresi CD151 
mezi stadii zárodečného váčku a druhé meiotické metafáze. Nebyl potvrzen předpoklad,  
že exprese CD151 bude nejvíce průkazná ve stadiu druhé meiotické metafáze. 

Z našich výsledků vyplývá, že protein CD151 zřejmě nemá nejvýznamnější roli až před 
adhezí spermie a oocytu, jak jsme předpokládali, ale již mnohem dříve před samotným 
oplozením. Kromě toho jsme došli k závěru, že těsně před oplozením může v komplexu CD151 
s integrinem α6β1 docházet ke snížení množství proteinu CD151 a zároveň zvýšení množství 
integrinu α6β1. 

Bude potřeba dalších experimentů na podobné bázi, nejlépe se zaměřením i na vazbu 
tetraspaninu CD151 k integrinu α6β1 v oocytech. 
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