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Souhrn

Meiotické zrani oocytil je charakteristickou fazi oogeneze, béhem niz dochazi k mnoha
klicovym strukturnim i funkénim zménam v oocytu. Vysledkem téchto komplexnich zmén je
vajicko pfipravené koplozeni. K vyznamnym zméndm dochdzi 1 ve struktufe
glykoproteinového obalu oocytu — zony pellucidy. Zona pellucida prasecich oocyti je slozena
ze tii glykoproteini — ZP2, ZP3 a ZP4, které mohou byt béhem meiotického zrani
glykosylovany, sulfatovany a sializovany. Pfesny mechanismus téchto zmén ovSem zatim neni
detailné popsan. Tyto zmény jsou vSak nezbytné pro nasledné druhové specifické rozpoznani
gamet a vazbu spermie na vajicko. Jednou z kandidatnich molekul zapojenych do procesu
rozpozndni gamet a vazby spermie na vajicko je kyselina sialova. Kyselina sialova je ustdlenym
oznacenim pro skupinu derivatl kyseliny neuraminové, které se v organismu specificky vazi
na konce sacharidovych struktur glykoproteint a glykolipidi, a diky svym vlastnostem mohou
byt regulatory mnoha fyziologickych povrchovych interakci. Zda dochazi ke zméndm
v distribuci kyseliny sialové béhem meiotického zrani prasecich oocyti nebylo doposud
objasnéno.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, Ze béhem meiotického zrani dochdzi
k redistribuci sialové kyseliny na povrchu zona pellucida prasecich oocytii. K potvrzeni dané
hypotézy byly navrzeny experimenty zalozené na vazbé& lektinl specificky rozpoznavajicich
strukturu sialové kyseliny v sacharidovém fetézci glykoproteini zona pellucida. Byly vybrany
dva specifické lektiny — SNA (Sambucus nigra agglutinin), ktery rozpoznéava sialovou kyselinu
ve vazbé v pozici a-2,6 a lektin WGA (Wheat germ agglutinin), ktery rozpoznava multivalentné
vazanou sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin.

Vysledky experimentl potvrdily stanovenou hypotézu. V experimentu zaméfeném na
detekci sialové kyseliny prostfednictvim lektinu SNA byl patrny statisticky vyznamny pokles
relativni intenzity signdlu SNA mezi prase¢imi oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (GV)
a praseCimi oocyty ve stddiu metafaze prvniho meiotického dé€leni (MI). V experimentu
zaméfeném na detekci sialové kyseliny prostfednictvim lektinu WGA statisticky vyznamné
rozdily detekovany nebyly. Kyselina sialovd mlze byt zapojena do procesu rozpoznani gamet
a vazby spermie na vajicko riznymi zptsoby. Miize byt pfimo vazebnym epitopem, ale mtlize
byt zapojena i jinym zplsobem. Diky svym vlastnostem miize maskovat vazebny epitop a jeji
odstépeni muze byt klicovym dé&em pro prezentaci specifického vazebného epitopu.
Tuto hypotézu castecné podporuji vysledky této diplomové prace. K jejimu definitivnimu
potvrzeni je vSak nezbytné realizovat dal$i experimenty.

Klic¢ova slova: Kyselina sialova, lektiny, meiotické zrani, oocyt, zona pellucida



Redistribution of sialic acid during meiotic maturation of
porcine oocytes in vitro

Summary

Meiotic maturation of oocytes is a characteristic phase of oogenesis when we can
observe many crucial structural and functional changes in the oocyte. The result of these
complex changes is an egg ready for fertilization. Significant changes also occur in the structure
of the glycoprotein envelope of the oocyte, zona pellucida. The zona pellucida of porcine
oocytes is composed of three glycoproteins - ZP2, ZP3, and ZP4, which can be glycosylated,
sulfated, and sialized during meiotic maturation. The exact mechanism of these changes,
however, has not yet been described in detail. Be that as it may, these changes are necessary for
species-specific gamete recognition and sperm binding to the egg. One of the potential
molecules involved in the process of gamete recognition and sperm binding to the egg is sialic
acid. Sialic acid is a well-established name for a group of neuraminic acid derivatives that
specifically bind to the ends of carbohydrate structures of glycoproteins and glycolipids in the
body. Due to their properties, these acids can be regulators of many physiological surface
interactions. It has not yet been elucidated whether or not the changes in the distribution of
sialic acid transpire during the meiotic maturation of porcine oocytes.

This diploma thesis aimed to verify the hypothesis that redistribution of sialic acid on
the surface of the zomna pellucida of porcine oocytes occurs during meiotic maturation.
Experiments were designed to confirm this hypothesis based on the binding of lectins
specifically recognizing the structure of sialic acid in the carbohydrate chain of zona pellucida
glycoproteins. Two specific lectins were selected: SNA (Sambucus nigra agglutinin) which
recognizes sialic acid in the 0-2,6 bond; WGA (Wheat germ agglutinin) which recognizes
multivalent bound sialic acid; and N-acetylglucosamine.

The established hypothesis was confirmed by the results of the experiments. In an
experiment focused on the detection of sialic acid by the SNA lectin, a decrease of statistical
significance in the relative intensity of SNA signal was observed between porcine oocytes in
the germinal vesicle stage (GV) and porcine oocytes in the metaphase stage of the first meiotic
division (MI). No statistically significant differences were detected in the WGA lectin sialic
acid experiment. Sialic acid can be engaged in the process of gamete recognition and sperm
binding to the egg in a variety of ways. Sialic acid can be a direct binding epitope, or it can also
be involved in other ways. Due to its properties, sialic acid is capable of masking the binding
epitope, thus the bond cleavage plays a key role in the presentation of a specific binding epitope.
This hypothesis is partially supported by the results of this thesis. Further experiments are
necessary to decisively confirm the hypothesis.

Keywords: sialic acid, lectins, meiotic maturation, oocyte, zona pellucida
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1 Uvod

Oocyty jsou samic¢i pohlavni bunky, které vznikaji v procesu zvaném oogeneze. Na jejich
povrchu se nachdzi struktura glykoproteinového obalu — zona pellucida, ktera je pro oocyt
klicova, jelikoz se podili nejenom na ochrané samotného oocytu, ale hraje diilezitou roli i pfi
mnoha biologickych d&jich souvisejicich s fertilizaci. Svlij vyznam ma zejména pii rozpoznani
a druhov¢ specifické vazb€ spermie na zona pellucida, €astni se také bloku polyspermie pfi
oplozeni a chrani ¢asné se vyvijejici embryo pii prichodu vejcovodem do dutiny délohy, kde
posléze dochazi k jejimu zaniku a embryo niduje do délozni sliznice.

Zona pellucida prasete se sklada ze tii riznych glykoproteinii, které se oznacuji jako ZP2,
ZP3 a ZP4. Glykoproteiny zona pellucida jsou diky bohatym posttransla¢nim modifikacim
velmi heterogenni, a to piedev§im glykosylacemi na serin/threoninovych (O — glykosylace)
a asparaginovych (N — glykosylace) mist. K témto posttranslacnim modifikacim dochézi
1 béhem meiotického zrani oocyti a jsou klicové pro moznost nasledného oplozeni. Konkrétni
skladba sacharidovych struktur glykoproteinii na povrchu zona pellucida, na které se vazi
spermie, se u jednotlivych ZivociSnych druhG miize vyrazné liSit, a tak zajistit druhové
specifické rozpoznani gamet a naslednou primarni vazbu spermie k vajicku. Tato vazba je
zprostfedkovana povrchovymi proteiny spermie a specifickymi sacharidovymi strukturami na
povrchu zona pellucida.

Piesny mechanismus této vazby zatim nebyl i vzhledem k velké druhové variabilité
zcela objasnén. U skotu se rozpozndni gamet pravdépodobné ucastni sialové kyseliny (Sia),
u prasat tento mechanismus nebyl jesté dostate¢né popsan. Kyselina sialova je ustdlenym
oznacenim pro skupinu derivatl kyseliny neuraminové, které se v organismu specificky vazi
na konce sacharidovych struktur glykoproteint a glykolipidi, a diky svym vlastnostem mohou
byt regulatory mnoha fyziologickych povrchovych interakci. Zda dochazi ke zméndm
v distribuci kyseliny sialové béhem meiotického zrani prasec¢ich oocyti nebylo doposud
objasnéno.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, Ze béhem meiotického zrani dochdzi
k redistribuci sialové kyseliny na povrchu zona pellucida prasecich oocyta.

K potvrzeni dané hypotézy byly navrzeny experimenty zalozené na vazbé lektind
specificky rozpoznavajicich strukturu sialové kyseliny v sacharidovém fetézci glykoproteini
zona pellucida. Byly vybrany dva specifické lektiny — SNA (Sambucus nigra agglutinin), ktery
rozpoznava sialovou kyselinu ve vazbé v pozici a-2,6 a lektin WGA (Wheat germ agglutinin),
ktery rozpoznava multivalentné vazanou sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze oznacuje vyvoj samicich pohlavnich bunék — oocytii. Oocyty jsou jedny
z nejveétsich bunck organismu a jsou vysoce specializované.

Cely proces oogeneze zacina jiz béhem prenatalniho vyvoje samice, kde je pozastaven
a pokracuje az béhem puberty, dokoncen je pouze pokud dojde k oplozeni (Wassarman 1988).

Meidza je rozdélena do dvou fazi, mezi nimiz neprobihd replikace. Prvni faze
je heterotypickd a dochazi pfi ni kredukci poctu chromozoml z2n (diploidni) na
In (haploidni). Druhd faze je homeotypickd, dochédzi krozdéleni chromatid jednotlivych
chromozomt a jejich pocet zlstava stejny, napadné se podoba mitéze (Hunt et Hassold 2008).

Budouci oocyty se diferencuji z PGC (primordialni zdrode¢né buiiky). Z jedné oogonie
vzniké pouze jeden oocyt a dve az tfi polova téliska (Wassarman 1988).

3.1.1 Faze mnozZeni

Oogeneze za¢ina fazi mnoZeni, kdy se totipotentni PGC mitoticky déli, a davaji za vznik
oogoniim, které maji jiz jadro umisténé v centru buiiky, jejich cytoplazma je zredukovana
a obsahuje pouze malé mnozstvi organel, glykogen pfitomny vPGC je utilizovan.
Béhem tohoto obdobi jsou spolu oogonie schopné komunikovat (Guraya 2007).

3.1.2 Primordialni zirodecné buiky

Vsechny oocyty maji pivod v PGC. Ty se tvofi béhem prvnich dnli embryonalniho
vyvoje, jesté pred tvorbou gonad, z nediferencovanych bunék zloutkového vacku. Tyto buiky
migruji do zadni ¢asti embrya, kde osidluji urogenitalni listu (24. den embryonalniho vyvoje).
Jiz v prib&hu migrace podléhaji opakovanému mitotickému deleni (Verlhac 2010).

Jejich velikost se pohybuje mezi 15-20 pm. Jadro PGC neni umisténo ve stfedu buiky
a obsahuje jedno az dvé¢ jadérka. Cytoplazma obsahuje pouze malé mnozstvi organel, nachazi
se zde ovalné mitochondrie s uzkymi kristami, Golgiho aparat, hrubé endoplazmatické
retikulum umisténé blizko jadru a ribozomy umisténé voln€ v cytoplazmé. Ptitomné jsou
i mikrotubuly a centrioly. Jako zdroj energie se zde nachazi molekuly glykogenu a lipidové
kapénky, ty jsou pfitomné zejména v dobé migrace PGC do zarodecné listy (Guraya 2007).

Regulace pfemény plivodnich bunék epiblastu v PGC spociva v morfogenetickych
faktorech BMP (bone mofrogenic protein), ty jsou produkovéany okolni extraembryonalni tkéni
a davaji signal k tvorbé PGC. BMP také déavaji signal k transkripci genu pro transmembranovy
protein Ifitm3). Prekurzory PGC déle produkuji E-kadherin, ktery hraje vyznamnou roli
v mezibunééné komunikaci pti diferenciaci samotnych PGC (Verlhac 2010.



3.1.3 Zahajeni meiozy

Oogonie se zanofuji do kliry vaje¢niku. Po zanoteni do vajec¢nikti se dal dé€li a postupné
tvoii shluky bunék, které jsou propojeny cytoplazmatickymi mustky zajistujicimi vzajemnou
komunikaci (Wassarman 1988, Bielanska-Osuchova 2006).

Oogonie maji kulovité jadro, obsahuji volné ribozomy a mitochondrie, které
se nachazeji predev§im v perinuklearnim prostoru. Jadro obsahuje heterochromatin
(Wassarman 1988, Bielanska-Osuchova 2006).

Nasledné jsou jednotlivé oogonie obklopeny pregranuléznimi builkkami a tvoii tak
primordialni folikul. Tyto buiiky maji ptivod v povrchovych buiikach epitelu vaje¢niku
(Slipka 2019).

V tomto primordidlnim folikulu oogonie vstupuje do meidzy (k tomu dochazi u prasete
kolem 64. dne prenatalniho vyvoje) (Sladecek, 1986). Meidza je u samic rozdélena do dvou
fazi. Prvni probih4a jest¢ béhem fetdlniho vyvoje, kdy bunky postupné vstupuji do
heterotypického d¢leni, ale zastavuji se v diplotene profize I (Otovd et al. 2020).
Profaze I meidzy se napadné lisi od mitdzy.

1) Proleptotene — dokonceni replikace DNA

2) Leptotene — zkracovani a spiralizace chromozomi

3) Zygotene — parovani homolognich chromozomi a tvorba synaptonemalniho komplexu

4) Pachytene — v tomto obdobi tvoii chromatidy rozeznatelné tetrady, mezi nesesterskymi
chromatidami vznikaji rekombinacni uzliky a dochézi k jejich ptekfizeni (crossing-
over)

5) Diplotene — zde se ve fazi dictyate meidza zastavi, chromatidy se uvolni z tetrad
a synaptonemalni komplex se rozpada

6) Diakineze — chiasmata (mista kde probé¢hl crossing over) se postupné terminalizuji
a bivalenty se oddaluji a postupuji smeérem k jaderné membrané, na konci diakineze
dochazi k rozpadu jaderné membrany a napojeni centromer na mikrotubuly

(Vacek 2006, Otova 2020)

Diive se prepokladalo, Zze fdze mnoZeni probihd pouze v prenatalnim obdobi.
Novéjsi vyzkumy ovSem ukdzaly, ze k mnozeni a tedy i vzniku novych oocyti dochazi
v omezené mife také u dospélych samic (Johnson et al. 2004). Podle Johnsona (2005) mohou
mit ptivod v krevnich elementech nebo kostni dreni.

Soucasn¢ s meidzou dochdzi k pfeméne primordidlniho folikulu na primarni. Déje
se tak mitotickym déleni plochych pregranuléznich bun€k. Primérni folikul je tedy obklopen
jednou vrstvou kubickych folikularnich bunék (Senbon et al. 2003).

Béhem tohoto stadia velké mnozstvi oocytll podléha atrézii a pouze malé cast z nich
dosahne dalsi faze. Dlivodem k tomu miiZze byt poskozeni jaderného nebo mitochodridlniho
genomu (Junqueira et al. 1997).
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3.1.4 Faze rastu

Do této faze vstupuji oocyty postupné v postnatalnim obdobi. Gametické buniky se
uz nemnozi, pouze zvetSuji svou velikost. Typickd je zvySend intenzita transkripce uvnitf
zarode¢né buniky, tak si hromadi zasobni proteiny, organely, vSechny typy RNA a dalsi. Buiika
ziskava meiotickou kompetenci, tedy schopnost znovuzahdjit a dokoncit meiotické déleni
a je schopna zajistit vyvoj embrya v prvnich dnech po oplozeni. Po fazi rstu uz transkripce
neprobiha (Thibault 1987).

Charakteristické je také progresivni mitotické déleni folikuldrnich bunék, diky kterému
se primarni folikul méni na sekundérni, s vice vrstvami kubickych folikularnich bun¢k, které
se oznacuji jako mebrana granulosa. Povrch vajicka pokryvaji granuldzni bunky, které tvori
cumulus oophorus Pod nim se tésné nad plazmatickou membranou nachéazi glykoproteinova
vrstva zona pellucida. Povrch membrana granulosa pokryva theca folliculi, ktera zajistuje
cévni zasobeni folikulu (Senbon et al. 2003).

DalSim délenim folikularnich bun¢k se postupné formuje uvniti folikulu dutina, do které
se z folikuldrnich bun€k secernuje folikularni tekutina. Folikul stouto antralni dutinou
se oznacuje jako terciarni - Graafuv folikul (Senbon et al. 2003). V antralni dutin€ je oocyt na
vejconosném hrbolku tésné obklopen vrstvou bun¢k oznacovanych corona radiata (Junqueira
et al. 1997).

Antralni folikul obsahuje dva typy granuloznich bunék, jejich rozdéleni je zavislé na
vzdalenosti od oocytu, diferenciace probiha pod vlivem FSH. Prvnim typem jsou kumulérni
buiiky, které se nachézi blize k oocytu a spolu s nim vyvéii COC (cumulus-oocyte complex),
zUstavaji s vajickem asociovany i po ovulaci. Druhym typem je muralni granuléza, ta se nachazi
bliz k théce. Receptory pro LH, ktery stimuluje znovuzahdjeni meidzy a uvolnéni COC
z folikulu, se nachazi pouze na bunkach muralni granulozy
(Assidi et Sirard 2013, Mehlmann 2013).

Graafliv folikul je fizen gonadotropnimi hormony. Pisobenim FSH se tvoii antrum
vyplnéné folikularni tekutinou a folikuly se vyviji az do preovulacni faze, kde dojde
k dominanci jednoho folikulu, ten u nékterych druhG vtento moment po stimulaci
luteinizaénim hormonem ovuluje (Schatten et Sun 2011).

Preantral phase Antral phase

[ 1 [

Follicle growth

ﬁ{,—) Recruitment

Follicle Follicle Follicle Follicle £
£ formation activation ,_/ growth &
REO0SH S
A AVGRO,

o

\ >
Oogonia Primordial Primary Secondary =
Tertiary

Obr. 1. Folikulogeneze (ptevzato a upraveno podle Ardujo et al. 2014)
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3.1.4.1 Meioticka kompetence

Jedna se o schopnost znovuzahgjit a dokoncit meidzu. Oocyty v riznych fazich vyvoje
se mohou v téchto schopnostech lisit. Nejprve dochazi k GVBD, oocyt vstupuje do metafaze I,
ze které je schopny postoupit do metafaze I (Wassarman 1988).

Pokud oocyt neni schopny znovuzahdjit meidézu a zistdva v profazi I, oznacujeme ho
jako zcela meioticky nekompetentni. To je spojené sneukonfenym riistem oocytu
a s nedostacenou koncentraci cyklinu B (Blanco et al., 2011). Meiotickd kompetence miize byt
i pouze Castecna, oocyt je schopny znovuzahdjit meidzu, ale neni zptisobily ji dokoncit. Za zcela
meioticky kompetentni jsou oznacovany oocyty, které jsou schopné znovuzahdjit meidzu
a dokoncit fazi zrdni a dosdhnout stddia metafaze druhého meiotického dé¢leni
(Motlik et al. 1984).

Meioticky kompetentni oocyty prasete maji velikost 120 pm, ty jsou schopné
znovuzah4jit meidzu a dozrat az do metafaze I (Mehlmann 2005).

3.1.5 Faze zrani

Schopnost vstupu a korektniho pribéhu faze zrani maji jen oocyty pln¢ dorostlé
a meioticky kompetentni. Dokonéit tuto fazi u prasete mohou oocyty o velikosti
120 pm (Hunter 2000). Stimulem pro zahajeni fadze zrani a znovuzahdjeni meidzy, je zvySeni
koncentrace gonadotropnich hormonii, a to pfedev§im luteinizaéniho hormonu (LH)
(Mehlmann 2013), dale také aktivace MPF a MAPK a dal$ich regulacnich faktort.

Znovuzahajeni meidzy zacind rozpadem zarode¢n¢ho —GVBD (Mehlmann 2005),
soucasné s nim se v butice vytvaii délici vieténko, na jehoz mikrotubuly se chromozomy vazi
pomoci proteinového komplexu v oblasti centromery — kinetochor, kazda ze sesterskych
chromatid je ale pfipojena k opacnému poélu déliciho vieténka. Tato vazba je nezbytna pro
spravny rozchod chromozom do dcefinych bunck (Jones et al. 2013).

Po napojeni chromozomii na délici vieténko oocyt vstupuje do metafaze, kdy se
chromozomy fadi do ekvatoridlni roviny a v anafidzi se postupné¢ zacinaji oddalovat
(Jones et al. 2013). Soucasné¢ dochazi i kexpanzi kumulu diky produkci hyaluronanu
do mezibuné¢nych prostor (Kawashima et al. 2012).

Ve fazi zrani probihaji dva dilezité procesy — zrani jddra a zrani cytoplazmy.
In vivo probihaji soucasné, in vitro mize dojit k poruSeni synchronizace a buika ztraci
vyvojovy potencidl (Opiela et Katska 2004).
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Obr. 2. Schématické znazornéni zrani oocytl (pfevzato a upraveno podle Adhikari et Liu 2014)

3.1.5.1 Zrani jadra

Jadro se na zacatku této faze oznacuje jako zarodecny vacek (GV — germinal vesicle),
je ohrani¢eno membranou a obsahuje jadérko obklopené chromatinem. Znovuzahdjeni meidzy
iniciuje rozpad zarode¢ného vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown), u prasete k nému
dochazi po LH peaku (Kurimoto et al 2021).

Dtlezitou roli v prolomeni meiotického bloku hraje MPF (Maturation promoting
factor). Ten je slozen ze dvou podjednotek — katalytické podjednotky CDKI1 a regulacni
podjednotky cyklinu Bl. Jejich spojenim vznikd pre-MPF, ktery je aktivovan slozitymi
fosforylaénimi a defosforyla¢nimi procesy. ZvySend hladina MPF je dilezita pro
GVBD - stimuluje rozpad jaderné membrany a kondenzaci chromatinu. Klicovou roli ma
i v organizaci organel v cytoplazmé a formovani dé€liciho vieténka (Katska-Ksiazkiewicz
2006).

Nasleduje posledni ¢ast profaze I — diakineze, kde dojde k terminalizaci homolognich
chromozoml smérem k jaderné membrané. Anafize je typickd rozchodem chromozomu
k opacnym polim oocytu, tim se zredukuje diploidni sada chromozoml na haploidni.
Poslednim krokem prvniho meiotického dé€leni je telofaze. Bunka vydéluje podlové télisko
s haploidnim poc¢tem chromozom. Vznikaji tedy dv€ dcefiné buiiky — sekundéarni oocyt a prvni
polové télisko (PB1), které je oproti oocytu vyrazné mensi
(Jones et al. 2013, Velhrac et Breuer 2013).

Sekundérni oocyt piechazi plynule bez interfaze do druhého meiotického déleni, kde se
zastavuje v metafazi Il a ¢ekd na oplozeni (Alberts et al. 2006).
3.1.5.2 Zrani cytoplazmy

Spociva zejména ve zméndch cytoskeletarnich filament, spravné redistribuci organel
a hromadéni a skladovani molekul mRNA, samotnych proteint a transkripcnich faktort, které
hraji klicovou roli v dosazeni meiotické kompetence. Tyto latky budou totiz nezbytné béhem
embryonalniho vyvoje do doby, nez bude aktivovan embryonalni genom (Ferreira et al. 2009).
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Hromadéni a skladovani molekul

Po GVBD az do rané embryogeneze uz v oocytu neprobiha zaddna transkripce, proto
musi byt molekuly mRNA obzvlast’ chranény pted degradaci. Z tohoto diivodu jsou skladovany
ve formé¢ inaktivnich deadenylovanych transkriptd spojenych s molekulami proteint
(Moor a Dai 2001). Jejich aktivace probihad rtiznymi mechanismy, napiiklad polyadenylaci,
fosforylaci nebo defosforylaci (Colgan 1996).

Organizace organel

Klicova je distribuce organel a cytoskeletu (Stojkovic et al, 1999). Mitochondrie jsou
v pribéhu faze zarodecného vacku umistény pobliz jadra, béhem GVBD se postupné
rozprostiraji po celé buiice a ve druhém meiotickém bloku se pfesunuji opét pobliz jadra, za
jejich distribuci v ramci cytoplazmy jsou odpovédnd aktinovd a intermedialni filamenta
(Crozet et al. 1981).

Pobliz transzonalnich vybézki kumularnich bunék se tvofi také kortikalni granula, ktera
maji ptivod v Golgiho aparatu. Obsahuji mnoho enzymu a proteinii a béhem zrani migruji
do bezprosttedni blizkosti plazmatické membrany. Hraji klicovou roli v prevenci polyspermie
behem oplozeni (Moricard et Moricard 1975).

3.1.6 Regulace meiotického zrani

Pro spravny pribéh meiotického zrani je potfeba velké mnozstvi regulacnich faktort,
mezi nejvyznamngjsi patii cykliny a cyklin dependentni kindzy, fosfatazy a dal$i signalni
molekuly jako je napiiklad Ca?" a dal$i. Tyto regulacni faktory nepracuji samostatng,
ale dohromady tvoii slozité regulacni kaskady, kde je prvnim krokem obvykle snizeni
koncentrace cAMP (cyklicky adenosin monofosfat) (Cho et al. 1974).

3.1.6.1 Cyklické nukleotidy

Faktory, které jsou diilezité pro regulaci faze meiotického zrani jsou cGMP (cyklicky
guanosin monofosfat) a cAMP (cyklicky adenosin monofosfat), které se do oocytu dostavaji
ptes gap junction z kumularnich bun¢k (Masui and Clarke 1979, Sela-Abramovich et al. 2006).

Pieménou z GTP vznika pomoci guanylatcyklazy cGMP, ktery je diilezity pii mnoha
déjich uvnitt buniky, mimo jiné¢ zvySuje hladinu cAMP. Pfeménou ATP vznikd cAMP,
a to pomoci adenylatcyklazy. Za jejich degradaci je naopak zodpovédna fosfodiesteraza, ktera
katalyzuje pteménu cAMP na AMP (Masui and Clarke 1979).

Hladina cAMP mitize byt ovlivnéna kofeinem, ktery jejich koncentraci zvySuje a tim
brani GVBD (Kften, 2004). Malé mnozstvi cyklickych nukleotidi je také spojovéano
s pasobenim hormonu LH (Mehlmann 2013).
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Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)

Cyklicky adenosin-3", 5°- monofosfat je produkovan granul6znimi butikami. Signalem
pro syntézu cAMP jsou extracelularni signaly, které pisobi na G-proteiny, tim je aktivovana
adenylatcyklaza, kterd je odpovédnd za tvorbu cAMP (Mehlmann et al. 2002). Vysoka
koncentrace cAMP katalyzuje aktivitu PKA (protein kindza A), jejiz aktivita napomaha
k udrzeni prvniho meiotického bloku. Nizka aktivita PKA naopak umoznuje zahdjeni meidzy
(Wassarman 1988).

Hladina cAMP béhem meidzy kolisa, ke snizeni dochazi jiz na pfechodu z G2, naopak
vysokd koncentrace cAMP umoziiuje inhibici GVBD a udrzuje tak oocyt v profdzi MI
(Masui and Clarke 1979).

Pied ovulaci je pferusena komunikace a transport molekul, véetné cAMP, mezi oocytem
a granuldznimi buiikami, to je zplsobeno LH vlnou (vlna luteinizaéniho hormonu), ktera
navozuje morfologické zmény v obalech oocyti a nasledné pieruseni gap junctions.
Tim dochazi k pomérné prudkému poklesu koncentrace cAMP, na ktery ma vliv také aktivita
fosfodiesterazy, ktera je odpovédna za jeho Stépeni (Hurk et Zhao 2005).

Cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)

Obecné se da fict, Ze v zasadé se svoji strukturou a mechanismem plisobeni nelisi od
cAMP. Jeho aktivita je zavisla na enzymu guanylatcykldze, kterd preménuje GTP na cGMP
(Hubbard et Terranova 1982, Vaccari et al. 2009).

Jeho hlavni funkci je pravdépodobné inhibice degradace cAMP fosfodiesterazou a tim
zvySeni koncetrace cAMP uvnitf oocytu, které vede k udrzeni prvniho meiotického bloku
(Adhikari et Liu 2014).

3.1.6.2 MPF — Maturation promoting factor

MPF (M-phase promoting factor) je proteinovy komplex, ktery reguluje fazi
meiotického zrani, kde je nezbytny pro GVBD, kli¢ovy je ale i béhem pribéhu faze zrani
(Kishimoto, 2003, Thibault, 1987). Ptfesnéji se jednd o komplex, ktery se skladd ze dvou
podjednotek (Ito et Kashiwazaki 2012).

- CDK1/p34<42 — Threonin/serin kinaza. Katalyticka jednotka komplexu MPF.
- Cyklin B — v bunkach se vyskytuji tii typy — B1 (u savcl nejcastéji), B2, B3. Jedna se
o regulacni jednotku tohoto komplexu

(Jones 2004)

MPF je nezbytny pii rozpadu jaderné laminy, coz vede k GVBD (Hurk et Zhao 2005).
Dale se vyznamné ucastni pii kondenzaci chromatinu (Jones 2004), nezbytny je i pii tvorbé
déliciho vieténka (Peter et al. 1990).

V nezralém oocytu se komplex MPF objevuje ve formé pre-MPF. Tato neaktivni forma
je zajisténa fosforylaci katalytické podjednotky CDK1 na Thrl4 a Tyrl5, za kterou jsou
odpovédné kindzy Mytl a Weel. Za aktivaci MPF je odpoveédna fosfataza Cdc25, ta zptisobuje
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aktivacni defosforylaci Thr14 a Tyrl5 (Jones 2004). Aktivace fosfatdzy Cdc25 je ovlivnéna
proteinkindzou A, ktera zpusobuje jeji inhibi¢ni fosforylaci (Pirino et al. 2009).

Aktivacni fosforylace Cdc25 muize byt zptisobena i MPF, tim dochazi k masivnimu
zvySeni koncentrace MPF pozitivni zpétnou vazbou (Alberts et al. 2005). Dal§i moznost
aktivace spociva v produkci cyklinu B (Sun et Nagai 2003). Vysoka hladina MPF je nezbytna
pro vstup do M-faze bunééného cyklu (Alberts et al. 2005).

CDK1 se ve vajicku vyskytuje béhem celého bunécného cyklu, ale jeji aktivita je
ovliviiovana regulacnimi proteiny, které je aktivuji na kratkou dobu, poté jsou opét
deaktivovany (Alberts 2002). Cyklin B je tvofeny v oocytu na konci S-faze (Murray 2004) pii
niz se hromadi (Glotzer 1991). Pro ptechod do anafaze je nutna degradace cyklinu B, diky tomu
dochazi k inaktivaci MPF. Pfed jeho degradaci je nutné kovalentni navazani molekul
ubiquitinu, tim je cyklin oznacen k degradaci v proteazomech (Alberts et al. 2005).
Polyubiquitinaci zajistuje APC/C a pro svou funkci vyZzaduje pfitomnost dalSich molekul jako
je Cdhl a Cdc20 (Homer 2013).

& O
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MPF
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.
Obr. 3. Aktivace MPF (pfevzato a upraveno podle Wong 2020)
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3.1.6.3 MAPK - Mitogenem aktivovana protein kinaza

MAPK (MAP kinaza, Mitogen-Activated protein kinase) je dalSim faktorem, ktery je
dilezity pii regulaci faze meiotického zrani. Radi se mezi serin/treonin kinazy. Pro regulaci
meiotického zrani jsou v  savéich oocytech dilezit¢ predevSim jeji  dve
izoformy: ERK1(p44) a ERK2 (p42) (Fan et Sun 2004, Fan et al. 2002).

ERK1 i ERK2 se v neaktivni formé v cytoplazmé oocytu nachazi jiz v priabéhu prvniho
meiotického bloku. Kratce pted GVBD se ptesouvaji do zdrodecného vacku (Inoue et al. 1998).
Ve stadiu zarode¢ného vacku (GV) se u prasete vyskytuje pouze malé mnozstvi téchto molekul,
zvyseni jejich koncentrace a jejich aktivace je doprovazena GVBD (Inoue et al. 1995).

Samotna aktivace MAPK je odpovédi na slozité signédlni kaskady, a to pomoci MEK
(MAPKK), kterd zptsobuje fosforylaci tyrosinu 185 a treoninu 183. Aktivita MEK je déle
regulovana pomoci MOS (MAPKKK), coz je také kinaza (Kosako, 1994).

MAPK se podili na fosforylaci proteinit mikrotubult a tim i vzniku d¢€liciho vieténka,
klicova je 1 pfi zastaveni meidzy v metafazi II. Své uplatnéni ma behem prechodu z MI do MII
a pii druhém meiotickém bloku, uUcastni se d&ji po oplozeni a pii aktivaci vajicka
(Fan et Sun, 2004).

MAPK se ucastni a reguluje déje v cytoplazmé, kde ovliviiuje zejména cytoskeletarni
struktury, ale podili se i na regulaci procesii v samotném jadie (Hurk et al. 2005). Ugastni se
znovuzahajeni meidzy, a to spole¢né¢ s aktivaci MPF. Mechanismus procesu aktivace MPF
probih4 pravdépodobné pies p9ORs (Ribozomalni protein kindza), kterd je soucasti MAPK
kindzové  signdlni drdhy a  zajiStuje inaktivaci Mytl, ta je odpovédna
za inhibi¢ni  fosforylaci, ajeji  inaktivace tedy umoznuje aktivaci MPF
(Palmer et al. 1998, Gross et al. 2000, Fan et al. 2002).

V jadie se dale ucastni kondenzace chromozomu. V cytoplazmé je MAPK kli¢ova pfi
organizaci délicitho vieténka, kdy fosforyluyje MTOC (mikrotubuly organizujici centra).
Organizace déliciho vieténka je také kli€¢ova pro piechod do anafaze, kde funguje jako kontrolni
bod bunééného cyklu (Fan et al., 2002).

Pro udrZeni druhého meiotického bloku v metafézi II je nutny CSF (cytostaticky faktor),
ktery je slozeny z MOS, MAPK a p90®s* (Fan et al, 2002).
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Obr. 4. Aktivita MPF a MAPK b¢hem kultivace prasecich oocyti v in vitro podminkéach
(Pfevzato a upraveno podle Hunter 2000)

3.1.6.4 Ca’" ionty

Vapnikové ionty slouzi buitkkdm jako signdlni molekuly a druzi poslové. V cytoplazmé
se za normalni situace udrzuje pomérni nizkd hladina téchto molekul, a to pomoci aktivniho
odcerpavani do extracelularnich prostor nebo jejich presunem do organel jako jsou
mitochondrie nebo endoplazmatické retikulum (Clapham 1995, Alberts et al. 2002), v priab&hu
bunécné signalizace se vapenaté ionty uvoliuji zpét do cytoplazmy ztéchto struktur
(Wang et Machaty 2013). Do vaji¢ka se Ca®>* dostava pomoci dvou typl specialnich receptor:
IP;R (inositol-1,4,5-trifosfatovy receptor) nebo RyR (ryanodinovy receptor) (Petr et al. 2002).

Mechanismus plsobeni véapnikovych iontd probihda nepfimo pfes kalmodulin
(Alberts et al. 1998). Cela signalni draha zacina extracelularnim signalem, ktery se vaze na
receptory spiazené s G-proteiny, ty aktivuji fosfolipazu C (PLC), to ma za nasledek tvorbu
druhych posli IP3 a DAG. IP3 jsou odpovédné za otevieni iontovych kanali a zvySeni
intracelularniho vapniku (Alberts et al. 2005, Flores 1998).

Vapenaté ionty se v buiice vazi na kalmodulin, ktery je s navazanym vapnikem schopny
aktivace kalmodulin dependentni kinazy II (CaMKII), kterd patii mezi serin/threonin protein
kindzy (Schworer et al. 1988, Fan et al. 2003, Alberts et al. 2005).
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Vapenaté ionty jsou nezbytné ptred i po oplozeni vajicka spermii. Podili se na GVBD
ipfi vydéleni polového téliska (Fan et al. 2003). Po oplozeni dochézi k jejich uvolnéni
z endoplazmatického retikula po vniku spermie do vajicka, to vede ke znovuzahajeni meidzy
a tvorbé prvojader (Miyazaki et Ito, 2006). Stimulem pro oscilaci Ca" je foslolipaza C (, ktera
pochazi ze spermie (Nomikos et al. 2013). Dale se ti€astni prevence polyspermie jelikoz vzestup
koncentrace Ca?" v cytoplazmé po oplozeni zpisobuje wvyliti kortikalnich granul
(Kline et al. 1992, Liu 2011).

3.2 Zona pellucida (ZP)

Jedna se o extracelularni vrstvu obklopujici savéi oocyty, kterd vyznamné ovliviiuje
jednotlivé kroky vedouci k tspéSnému oplozeni vajicka, pfedev§im vazbu spermie na vajicko
a prevenci polyspermie (Song, 1999), ucastni se i raného embryonélniho vyvoje. Tato vrstva
oddéluje vajicko od kumularnich bun¢k (Moros-Nicolés, 2021).

Sklada se z jednotlivych vrstev glykoproteini, je elastickd a vysoce porézni. Tloustka
se u jednotlivych savéich druhti mize lisit, obvykle se pohybuje 1 — 25 um, béhem ovulace
muze byt slabsi nez béhem oogeneze (Moros-Nicolas, 2021).

Matrix zona pellucida je tvotena glykoproteiny, které obsahuji polypeptidovy fetézec
a oligosacharidy, kter¢ jsou druhove specifické. Pravé tato druhova specifita hraje vyznamnou
roli ve vazb¢ spermie na vajicko (Song 1999).

Struktura ZP byla poprvé popsana na mySim modelu, kde byla zjisténa ptitomnost tfech
typt ZP glykoproteinti — ZP1, ZP2, ZP3. Pozd¢jsi vyzkumy prokézaly, Ze nékteré savei druhy
mizou mit ZP slozenou i ze Ctyf rtznych glykoproteini. Druhové rozdily ve slozeni
glykoproteinii se vysvétluji evoluci ZP genovych rodin, jejich riznou pseudogenizaci
a duplikacemi (Moros-Nicolés, 2021).

Proteiny obsazené v ZP savct jsou vysoce konzervované, napti¢ druhy se zde objevuje
jen velmi malé mnozstvi jejich variant, i tyto rizné varianty mezi sebou vykazuji vysokou
homologii (Sinowatz, 2001).

3.2.1 Vyznam zona pellucida

Jednim z hlavnich kol ZP je prevence mezidruhového oplozeni. ZP totiz poskytuje
receptory pro spermie a zajiStuje druhové specifickou primérni vazbu. Tato vazba nasledné
vyvolavd akrozomalni reakci spermie, ktera je nezbytnd k penetraci spermie skrz ZP
a samotnou fuzi gamet (Wassarman 1999, Flesch et Gadela 2000).

Jakmile dojde k proniknuti spermie do vajicka, jeji struktura se méni, coz zabrafuje
vazbé a proniknuti dal$i spermie (Rankin 2000).

Sviij vyznam ma i béhem ¢asné embryogeneze, ZP totiz embryo chrani béhem prachodu
reprodukénim traktem az do stadia blastocysty. Bez ZP by dochazelo k vazbé na epitel oviduktu
a vyvoji mimo délohu, ktery neni slucitelny se zZivotem (Rankin 2000).
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3.2.2 Morfologie ZP

U prasete se jednd o piiblizné 13 — 16 um silnou vrstvu slozenou z glykoproteint
s velkym mnozstvim O- a N- glykanl (Sinowatz, 2001). Tyto glykoproteiny se nazyvaji
ZP2,7P3 a ZP4 (Ttmova 2021).

Jsou uspotadany do typické fibrogranularni struktury pomoci nekovalentnich interakei.
(Sinowatz 2001). Glykoproteiny tvofi jemna vlakna, kterd se vzajemné proplétaji a na povrchu
tvoti strukturu sitoviny (Gupta et al. 2012). Tato dlouhd vldkna jsou u prasete tvofena
glykoproteiny ZP3 a ZP4, které se v jejich struktuie pravidelné stfidaji a tvoii az 80 % vSech
glykoproteint prasete, ZP2 slouzi jako crosslinker, ktery jednotliva vlakna vzajemné propojuje.
(Vildova et al. 2014). ZP1 je v prase¢im modelu pouze jako pseudogen a neexprimuje se
(Tamova 2021).

Na povrchu zony pellucidy jsou patrné vyrazné pory, které se smérem dovniti zuzuji,
ty jsou pravdépodobné vyznamné pro afinitu a pronikéni spermii (Gupta et al. 2012).

Pod optickym mikroskopem se na ZP daji odlisit rtizné oblasti, které s pravdépodobné
1i81 jejich riznou afinitou ke spermiim. Déle se pomoci polariza¢niho mikroskopu daji rozeznat
irizné vrstvy — napiiklad ZP kralika nebo skotu je slozena ze tii vrstev, bylo
prokézano, ze vnéj§i vrstvy vykazuji vyS$Si poréznost, nez ty nachdzejici se blize
k oocytu (Moros-Nicolas 2021). Pfitomnost porti je klicova pfi penetraci riznych molekul, bylo
dokdzano, ze relativn¢ velké molekuly jako jsou imunoglobuliny prostupuji skrz ZP bez
vyznamnéjSich problému, zatimco mensi molekuly jako je heparin skrz pory prochazet
nemuzou. Z toho vypliva, Ze schopnost penetrovat ZP neni priméarné zavisla na velikosti ale na
biochemickych vlastnostech, zejména na ndboji (Sinowatz 2001).

Samotna architektura zomy pellucidy se méni bcéhem meiotického zrani
a oplozeni — nezralé oocyty jsou charakteristické strukturou sité, kde jsou jednotliva vlakna
daleko od sebe, povrch je pokryt hlubokymi pory. Jakmile oocyt dozrava, sit’ glykoproteind
zacind byt hustSi a pory nejsou tak hluboké. Zona pellucida oplozeného vajicka je tvotena
hustou siti husté uspotfadanych glykoproteinovych vladken, pory nejsou pfitomné téméf vibec,
tento fakt je pravdépodobné zplisoben splynutim jednotlivych vrstev ZP (Sinowatz 2001).

3.2.3 Rozdéleni ZP genu

Goudet (2008) uvedl, ze ZP geny se déli do Sesti podrodin — ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZPX,
ZPD. Fylogeneticky se ZP1, ZP2, ZP4, ZPAX a ZPD tadi do jedné skupiny, dal$i skupinu tvori
geny ze ZP3 podrodiny.

Vétsina savcel, vykazuje ptitomnost ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4 genovych podrodin. Nékteré
druhy dokonce pouze tfi z nich (absence ZP1 nebo ZP4). ObojZzivelnici jsou typicti pfitomnosti
ZPAX a ZPD, z toho se da odvodit, ze tyto dvé genové podrodiny jsou fylogeneticky starsi.
V genové podrodiné ZP3 byly objeveny tfi rizné duplikované geny — ZP3-a, ZP3-b a ZP3-c
(Moros-Nicolas 2021).
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Ve studii z roku 2018 (Feng 2018) byly geny tvofici ZP rozdéleny do minimalné osmi
podrodin:

- ZPl/4

- ZP2

- ZPAX

- ZPY

- ZPD

- ZP3-1 —sem patii diive objevené geny ZP3-a, ZP3-b a ZP3-c
- ZP3-2

- ZP3-3

U prasete jsou popisovany celkem 3 proteiny koédované 3 riiznymi geny,
a to (Tamova 2021):

- ZP2/ZPA
- ZP3/ZPC
- ZP4/ZPB

3.2.3.1 ZP2

Jeho nezralou formu tvoii polypeptidovy fetézec sloZzeny z 716 aminokyselin (AA).
Pro vznik zralého proteinu je nutné odstépit signalni peptid (1-35 AA) z N-konce a propeptid
77 AA (639-716 AA) z C- konce. Zraly protein je tvofen 603 AA a bez navdzanych cukernych
zbytki je velky pfiblizné 80kDa (Uniprot 2014).

ZP2 je nezbytny pro sekundarni vazbu spermie, kdy vaze spermie po akrozomalni reakci
(Gupta 2012). Béhem kortikalni reakce je Stépen na dva fragmenty, tim brani polyspermnimu
oplozeni. Stépeni jeho N-terminalni oblasti je spojovano s blokem polyspermie. K tomu
dochazi po oplozeni oocytu vylitim metaloendopeptidazy ASLT z kortikalnich granul. Vznika
tak N-termindlni peptid a C-terminélni peptidy, které jsou vzajemné spojeny disulfidovym
mustkem (Uniprot 2014).

3.23.2 ZP3

Jedné se o pravdépodobny primérni receptor pro spermie, ackoli u prasete se zda, ze
jeho vazebnd aktivita pro spermie je zesilend komplexem ZP3 a ZP4. Molekularni velikost
je 46 kDa (Gupta 2012).

Jeho nezral4 forma je tvotfena 421 AA, zrala forma po odStépeni signalniho peptidu (1-
22 AA) a propeptidu (333-421 AA) obsahuje 310 AA. (Kanai 2008, Vildova 2014).
3.2.3.3 ZP4

ZP4 se GCastni primarni vazby spermie spole¢né¢ se ZP3, tim, Ze zesiluje jeho vazebnou
aktivitu (Velasquez 2007).

Jeho velikost je 60 kDa a zrald forma je sloZzena ze 441 AA. Vznikd znezralé
formy, kterd obsahuje 636 AA, a to odStépenim signalniho peptidu (1-18 AA) a propeptidu
(463-540 AA) (Uniprot 2014).
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Obr. 5. Organizace ZP mysi (pfevzato a upraveno podle Wassarman 2005)

3.2.4 Biosyntéza zony pellucidy

Extracelularni matrix ZP je tvofena b&éhem rlstové faze oogeneze
(Moros-Nicolas 2021). Jeji syntéza je zajiSténa oocytem i okolnimi granul6znimi bunikami
a cely proces trva pouze 2 — 3 tydny (Wassarman 2005). Jeji tvorba se vyuziva jako marker
folikularniho riistu (Moros-Nicolas 2021).

Bunéény ptivod ZP proteinti miize byt u saveil rizny. U mysi, kiecka a potkana je jejich
syntéza zajiStovana vyhradné oocytem, proto se u téchto druhi jedna o relativné tenkou vrstvu.
U vétSiny sav€ich druhtl, vCetné prasete, je ale jejich syntéza zajiSténa oocytem spolecné
s granuloznimi buiikkami. U vétSiny savcu prevlada exprese ZP3, ktery je nejvice
exprimovanym genem. Nejmén¢ exprimovanym genem je naopak ZP1 (Moros-Nicolas 2021).

Formovéani sav¢i ZP za¢ina v moment, kdy oocyt vstoupi do faze rlistu a za¢ne zvétSovat
svij objem a dochdzi k syntéze a redistribuci novych organel. Proteiny ZP od faze rlstu
prochdzi také posttranslacnimi modifikacemi, zejména glykosylacemi, sulfatacemi
a sializacemi. Syntéza riznych ZP proteint je lokalizovana v riznych oblastech cytoplazmy,
proto musi byt cely proces vcetné posttranslacnich modifikaci vysoce regulovany
a koordinovany ve vSech ¢astech matrix (Moros-Nicolas 2021).

Proteiny tvorici ZP musi byt tedy dale zpracovany, a krom¢ glykosylace je také nutné
upravit jejich primarni strukturu na obou koncich. V N-termindlni oblasti se odStépuje signalni
peptid. Dale musi byt odstépena C-termindlni oblast s transmembranovou doménou
a cytoplazmatickym koncem pomoci endoproteinazy (Moros-Nicolas 2021).

Regulace tvorby ZP je nutnd zejména k tomu, aby dochéazelo ke spravnému
skladani protein a jako prevence piedCasné polymerace. Bylo zjisténo, Ze proteiny
se ZP doménou mohou byt smérovany do riznych subapikalnich oblasti plazmatické
membrany, to svéd¢i o nutnosti vysoce regulované distribuce do riiznych membranovych
subdomén (Moros-Nicolas 2021).
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Glykoproteiny ZP jsou tvofeny v endoplazmatickém retikulu, odsud jsou
transportovany do Golgiho aparatu a baleny do sekre¢nich vezikul, které prechazi k oolemé
a fuzuji s ni. Tim je obsah sekre¢nich vezikul vypustén do extraceluldrnich prostor, kde jsou
nové glykoproteiny zabudovavany do vnitiniho povrchu ZP (Wassarman et al. 2005).

Proteiny musi byt b&hem pienosu do plazmatické membrany zpracované
a v inaktivovaném stavu, toho je docileno interakci dvou hydrofobnich prvki IHP a EHP, které
zabrafiuji jejich intracelularni polymeraci (Moros-Nicolas 2021).

3.2.5 Glykosylace ZP glykoproteinii

Pravé sacharidové struktury hraji zésadni roli ve vzdjemné interakci gamet a jsou
odpovédné za druhove specifickou vazbu spermie na vajicko (Pastor 2008).

Byla zjisténa druhové zdvisla diference v expresi a distribuci sacharidovych zbytki
glykoproteini ZP, a také i jednotlivé vrstvy ZP jsou specifické odliSnym zastoupenim
sacharidovych zbytka (Shalgi et al. 1991).

Samotné glykoproteiny 1ze pomoci elektroforézy rozdélit na glykoproteiny
o molekulové hmotnosti: 55 kDa a 90kDa (Hendrick a Wardrip, 1986). Glykoproteiny
o molekulové hmotnosti 55 kDa tvoii az 80 % obsahu bilkovin v prasec¢i ZP a tvofi je proteiny
ze skupiny ZPB a ZPC (Sinowatz 2001).

Podle zjisténé sekvence ZP bilkovin (ZPB a ZPC) bylo zjisténo, ze kazda znich
poskytuje az pét moznych N-glykosylacnich mist, ve skutecnosti na n€ ale byvaji navazany tfi
az Ctyfi N-vazané oligosacharidy. Zarovenn ZPB umoziuje vazbu az tii O-vazanych glykant,
ZPC potom az Sesti takto vazanych cukernych fetézct (Yurewicz et al. 1992).

Vyznamna heterogenni  glykosylace polypeptidovych fetézci —mulze byt
zprostfedkovana vazbou na  asparagin  (N-  vazané¢ oligosacharidy) nebo na
serin/threonin (O- vdzané oligosacharidy) (Wassarman et al. 1998).

Pfitomné oligosacharidy mohou byt tedy O- i N- vazané. Po odstépeni N-vazanych
glykanli pomoci endo-beta-N-acetyl-D-glukosaminu z glykoproteinu ZP3 mysi zony pellucidy
bylo zjisténo, ze schopnost vazby a vyvolani akrozomalni reakce spermie ziistala zachovana.
Naopak odStépenim O-vazanych glykanti byla tato schopnost narusena. Bylo také zjisténo,
ze tyto dllezité O-vazané glykany jsou déle terminaln¢ sialovany — na jejich konec byla
navazana kyselina sialova (Gupta et al. 2012).

N-vazané oligosacharidy se d€li na neutrdlni (28 %) a kyselé (72 %) (Noguchi et al.
1992). Do neutrdlni frakce bylo zafazeno vice nez 30 N-vadzanych oligosacharida.
Kyselé N-vazané oligosacharidy se vyskytuji ve form¢ di-, tri-, nebo tetraantendrnich struktur
a ve vetSin€ piipadli byvaji sulfatovdny nebo sialovany. Sializace probihd zejména na
biantenarnim nebo -4,2 rozvétveném triantenarnim kyselém fetézci. Sialovany jsou také kratsi
fetézce s pouze jednou N-acetyllaktosaminovou jednotkou, piipadné ty, které ji postradaji
uplné. Sulfatové skupiny jsou pak vazany vyhradné na 1,6-N-acetylglukosaminové zbytky.
Pravé mnozstvi sulfatovych repetic a stupen sializace pfispivaji k vysoké heterogenité
sacharidovych struktur ZP (Sinowatz 2001).
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ZP podléha béhem vyvoje oocytu Cetnym zménam, to se tyka i jejich oligosacharidii.
Po ovulaci dochézi ke zméné vlastnosti ZP zejména adici glykoproteinti oviduktalniho ptivodu
pfipadné ptsobenim glykosidaz v oviduktu pfitomnych (Moros-Nicoléas 2020).

3.2.5.1 Glykosylace ZP prasat

Sacharidové struktury jsou i u prasat pravdépodobné zodpovédné za druhoveé
specifickou vazbu gamet. Bylo zji$téno, Ze spermie prasat s neporusenym akrozomem vykazuji
nejvyssi afinitu k B-Gal a a-Man zbytklim. Pfesnéji pfed akrozomovou reakci (AR) mlizeme
pozorovat vyssi afinitu k -Gal, ta se ale po AR zvySuje pro a.-Man. Vazba akrozom intaktnich
spermii, ale u spermii po AR se snizuje po trypsinizaci, a to vzhledem k tomu, Ze latky, které
se vazi na sacharidy ZP jsou proteinové povahy (Takahashi 2013).

U prasat se jako receptor pro spermie jevi zejména termindlni B-Gal zbytky
v tri nebo tetraantenarnich fetézcich glykoproteinti ZP. Zaroven se ukazalo, Ze roli hraji také
O-vazané oligosacharidy a sialové kyseliny na N- nebo O- vazanych fetézcich
(Takahashi 2013).
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Obr. 6. Znazornéni glykosylacnich mist zona pellucida prasete (Pfevzato a upraveno podle
Topfer-Petersen et al. 2008)

3.2.5.2 Kyselina sialova

Samci 1 sami¢i gamety jsou pokryty glykoproteinovymi vrstvami, u spermie mizeme
pozorovat glykokalyx, u oocytd potom zonu pellucidu. Glykokonjugaty obou struktur jsou
velmi vyznamné a u savcl jsou zakonceny kratkymi a negativné nabitymi monosacharidy, které
nazyvame sialové kyseliny (Sia). Toto koncové postaveni jim umoziuje interakci s okolnim
prostfedim, ale i okolnimi bunikami. (Fernandez-Fuertes 2018). U prasete bylo pozorovéno,
ze az 75 % vsech N-glykanli miize byt sialovano, na jejich konec je navazéana kyselina sialova
a zvysuji tak kyselou povahu glykoproteinit ZP (Rath et al. 2005).

Sialové kyseliny (Sia) jsou latky ze skupiny kyselych devitiuhlikatych monosacharidd,
které se Casto nachazi na povrchu bunc¢k vazané na neredukujici konce glykokonjugatt.
Miuzeme rozpoznavat jeji dva izomery - d3-X-Gal-a-2,3-Neu5Gce a d3-X-Gal-a (Cai 2019).

Kyseliny sialové jsou velmi dilezité pti raznych dé&jich, zejména pti rozpoznani bunék,
adhezi bunék navzijem, pii pfenosu signald  zprostfedkovanych  receptory

na povrchu bunék. Tato funkce se odviji zejména od typu buniky, na kterém se Sia nachazi
(Fernandez-Fuertes 2018, Cai 2019).
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Bylo prokazano, Ze primarni vazba spermie na ZP je pravdépodobné mozna prave diky
Sia u clovéka a kravy, kde se receptor na spermii vdze prav€ na o-2,3-vdzanou Sia.
Pro tuto vazbu je nezbytné odstranéni ur¢itého mnozstvi Sia z povrchu spermie, u kterych az
80% zlstava po kapacitaci intaktnich. Ztrata Sia z povrchu spermii je pravdépodobné zajiSténa
sialiddzami z oocytu a sami¢iho reprodukéniho traktu (Fernandez-Fuertes 2018)

Tvrzeni o vlivu Sia béhem fertilizace bylo prokdzano studiemi (Fernandez-Fuertes
2018), které tvrdi, Ze ztrata Sia na spermii i oocytu snizila mnozstvi polyspermnich oplozeni.
Zaroven studie (Velasquez 2007) prokazala, ze se odstranénim Sia z vajicka vyrazné snizila
oplozeni schopnost (Fernandez-Fuertes 2018).

Kyselina sialova se pravdépodobné ucastni také prevence polyspermie, a to pomoci
neuraminidazy z kortikalnich granul, kterd odstranuje Sia z povrchu vajicka (Velasquez 2007).

3.2.6 Vazba spermie na zona pellucida

Vazba spermie na zona pellucida je vysoce druhové specifickd a zabranuje
tak mezidruhovému oplozeni. Za tyto vlastnosti ZP jsou odpovédné receptory pro spermii
na jejim povrchu. Dikazem druhové specifické vazby mezi oocytem a spermii jsou pokusy,
kdy doslo k odstranéni ZP z vaji¢ka pomoci proteindz nebo roztokii s nizkym pH. Spermie bez
jeji pfitomnosti voln¢ fuzuji svajicCkem a druhovd specifita nezlstdva zachovana
(Wassarman 2005). Kli¢ova je kapacitace spermii, kterd u spermii vede zméndm, které jim
déavaji schopnost se pln€ vazat na glykoproteiny ZP (Khalil et al. 2006).

Interakce mezi spermii a ZP probihd ve tfech fazich: primarni vazba, ktera indukuje
akrozomalni reakci, nasleduje sekundarni vazba a konecnd penetrace spermie skrz zona
pellucida do perivitelinniho prostoru. U mySi jsou receptorem pro primarni vazbu
oligosacharidy na ZP3, tato vazba je relativné slaba a malo druhové specificka, nasleduje
ji pfiblizn€ po deseti minutdch mnohem silnéjsi sekundéarni vazba, kterd jiz vyZzaduje druhovou
specifitu, jako receptor zde slouzi ZP2, s nimZ interaguje proakrozin/akrozin na spermii
(Howes 2001, Redgrove 2012).

U prase¢itho modelu bylo zjisténo, ze samotny ZP3 glykoprotein neni schopny
indukovat AR, toho je schopny jen heterokomplex slozeny pravé ze ZP3 ve vazbé se ZP4.
Stejné jako u mysi se zde ZP2 chova jako sekundarni receptor pro spermie po AR (Gupta 2012).

Nov¢jsi studie predpokladaji, ze vazba spermie na ZP je vysoce druhoveé specificka,
mira specifity pravdépodobné nemusi byt tak vyrazna. Bylo zjiSténo, ze spermie lidi se mohou
vazat na ZP samic gibbona, ale i prasete, ale ne na ZP samic niz$ich primatl, kralika, morcete
apod. Mezidruhova interakce gamet miiZe probihat i mezi spermiemi prasat a oocyty skotu.
Tyto studie ovSem nebyly zaméfeny prave na sacharidové struktury, pii IVF (oplozeni in vitro)
je tato druhova specifita zachovana (Takahashi 2013).
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3.3 Lektiny

Lektiny jsou latky proteinového charakteru, které vazi sacharidové struktury na povrchu
bun¢k. Maji neimunitni plivod a diky svym vlastnostem jsou pouzivany pro detekci
glykokonjugatt. Inkubace oocytt s lektiny blokuje vazbu spermii na ZP (Song 1999).

Odlisuji se velikosti, uspofadanim, trojrozmérnou strukturou, ale i po¢tem podjednotek
(Goldstein 1980). Dulezita je zejména doména, ktera vaze sacharidy (CRD) a umoziuje
tak jejich specifickou vazbu (Sharon 2009). Tato doména je vysoce konzervovana
a na sacharidové struktury se vaze zejména vodikovymi mustky, iontovymi vazbami, Van der
Waalsovymi silami a hydrofobnimi interakcemi (Weis 1996, Ghazarian 2011). Na jedné
molekule lektinu se mize nachazet dvé a vice vazebnych mist pro sacharidové jednotky
(Ghazarian et al. 2011).

Vazba mezi jednoduchymi i komplexnimi sacharidy a lektiny je reverzibilni
a je nekovalentniho charakteru (Cavada 2019), obvykle také vyzaduje ptitomnost Ca2+ a Mn2+
(Sharon et Lis 1990).

Lektiny mizeme rozd¢lit na nékolik druhti podle toho, z jakého organismu pochazeji,
muzeme tedy klasifikovat lektiny virové, bakterialni, rostlinné a zivocisné. Zde se ucastni
regulace Sirokého spektra biologickych procest, jako je obranyschopnost, vyvoj bunék,
migrace, fagocytoza, endocytdza nebo aglutinace erytrocytl
(Sharon et Lis 1990, Mishra et al. 2019).

3.3.1 Lektinova cytochemicka analyza

Lektinovou cytochemickou analyzu pouzivame pro studium sacharidovych struktur
na povrchu bunék, diky ni je mozné mapovat zmény a piesné umisténi a mnozstvi
glykokonjugatt (Brooks 1997, Brooks 2017).

Zona pellucida je tvotena az z 20-30 % sacharidy, a vSechny vySe zminéné proteiny ZP
obsahuji urcité mnoZstvi postrannich sacharidovych fetézcl. Lektiny se vtomto piipadé
vyuzivaji jako sondy, které se na sacharidové fetézce vazi a umoziuji studovat jejich slozeni
(Shimitzu et Dean 1982).

Diky kombinaci s imunohistochemii a fluorescencnim barvenim lze ziskat
charakterizaci a presnou distribuci glykani v rliznych typech bunék, véetné oocytd. Béhem
celého procesu musi byt vzorek chranén pred piimym svétlem a obarvené tkané by mély byt
zobrazeny do 4 dnil, aby zistala zachovana specificka vazba (Rabelo 2021).

Pomoci lektinli je moZzné analyzovat pouze termindlni zbytky glykoproteind
a glykolipidid (Varki et al. 2009) a nelze tedy charakterizovat celou strukturu
oligosacharidového tetézce. Nekteré lektiny maji Sirokou vazebnou specifitu, jejich vyuziti je
tedy zna¢n¢€ omezeno (Rabelo 2021).

3.3.1.1 Lektin SNA (Sambucus nigra agglutinin)

Sambucus nigra lectin byl izolovany z kiiry ¢erného bezu a vaze se predevSim na
sialovou kyselinu navazanou na galaktézu vazbou a-2. Sklada se ze dvou fetézct, které jsou
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k sobé¢ vazany disulfidovymi mustky. Jeho struktura je bohatd na aminokyseliny
asparagin/asparagova kyselina a glutamin/glutamova kyselina (Broekaert 1984).

3.3.1.2 Lektin WGA (Wheat germ agglutinin)

Wheat germ agglutinin byl izolovany zobilnych klicki. Skladd se ze
dvou identickych podjednotek a jeho molekuldrni hmotnost je 36 kDa. Specificky se vaze na
N-acetylglukosaminové zbytky a sialové kyseliny glykoproteini na povrchu bunék
(Hage et Cazes 2005).

Lektin Puvod Specifita
SNA Sambucus nigra Neu5SAca2,6-Gal/GalNAc
WGA Wheat germ B-D-GlcNAc/NeuSAc

Tabulka 1. Pivod a specifita lektinti (Pfevzato a upraveno podle Pastor 2008, Takahashi 2013)
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4 Metodika

4.1 Odbér vajeéniki

Na jatkéach byly odebrany vajecniky z od porazenych prasnic¢ek. Odebrané vajecniky
byly pfevazeny do laboratofe ve vyhtaté termolahvi (38°C) ve fyziologickém roztoku
(0,9 % chlorid sodny).

4.2 Zisk oocytt

Meioticky kompetentni oocyty pochdzi z folikulti o priméru 2-5 mm. Z nich aspiraci
pomoci 20 ml stiikacky s 20 G jehlou byly ziskdvany oocyty o velikosti 120 pm. Pro nasledné
experimenty byly vybirdny pouze oocyty s neposkozenou cytoplazmou a kompaktnim obalem
kumuldrnich ~ bunék. Manipulace soocyty probihala v modifikovaném  médiu
M199, s ptidavkem laktatu vapenatého (0,06 mg/ml), gentamicinu (0,0025 mg/ml), pyruvatu
sodného (0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml) a 10% bovinniho fetalniho séra (BFS).

4.3 Kultivace oocyt

Oocyty byly ttikrat promyty v médiu M199 a pteneseny tenkosténnou kapildrou do
ctyf-dilkovych  misek s1 ml modifikovaného média MI199  obohaceného
0 0,03 ml gonadotropinti (P. G. 600). Kultivace probihala pii 39 °C a 5 % CO,. Pro zisk oocytl
ve stadiu GV oocyty kultivovany nebyly. Do faze MI byly oocyty kultivovany 24h, do stadia
metafaze druhého meiotického déleni potom kultivace probihala 46h.

4.4 Imunofluorescenéni znaceni kyseliny sialové pomoci lektini

Pro tento pokus byly pouzity lektiny SNA a WGA, které maji oba vazebnou specifitu
pro sialovou kyselinu. Po ukonceni doby kultivace byly oocyty pomoci tenkosténné kapilary
zbaveny kumularnich bunék a fixovany v 3,7% paraformaldehydu (40 minut). Poté byly oocyty
nékolikrat promyty v 0,5% BSA/PBS. Nasledovala inkubace s pfisluSnym lektinem
(fedéni 1:50) po dobu 30 minut. Poté byly oocyty opét tiikrat promyty v 0,5% BSA/PBS.
Po proplachu byly oocyty inkubovany 15 minut v Ultra Avidin — Fluorescein ve tmé a nasledné
5x promyty v 0,5 % BSA/PBS. Oocyty byly montovany do roztoku Vectashieldu s DAPI
na podlozni skli¢ko. Negativni kontrola byla inkubovana pouze se sekundérni protilatkou
(Ultra Avidin — Fluorescein).

4.5 Vyhodnoceni

Obarvené oocyty byly snimany konfokalnim mikroskopem (Zeiss LSM 800)
se zvétSenim 400x a vinovou délkou laseru 488 nm.

Intenzita a denzita fluorescence v oblasti zona pellucida byla analyzovana v programu
NIS Elements 2003. Naméiené hodnoty byly vyhodnoceny pomoci statistické metody ANOVA
v programu STATISTICA.
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5 Vysledky

5.1 Imunofluorescen¢ni detekce sialové kyseliny pomoci specifickych lektinii

Z kazdé skupiny oocyti — GV, MI a MII bylo hodnoceno 20 oocytii. Byla hodnocena
relativni intenzita signalu navazanych biotinem znac¢enych lektint. Vysledky byly analyzovany
pomoci statistické metody jednofaktorovda ANOVA. Hladina vyznamnosti o = 0,05.

Faze meiotického zrani GV MI MII
n 20 20 20

Tabulka 2. Zndzornéni poc¢tu hodnocenych oocyti. GV = oocyty ve fazi zdrodecného vacku,
MI = oocyty ve fazi MI, MII = oocyty ve fazi MII, n = pocet oocyti.

5.1.1 Detekce sialové kyseliny pomoci lektinu SNA

Piitomnost sialové kyseliny byla detekovana pomoci vazby s biotinem znacenym
lektinem SNA. Ve vsech sledovanych skupinach kultivovanych oocyt, tedy GV, MI a MII,
byl pomoci konfokalniho mikroskopu v oblasti zona pellucida zaznamenéan fluorescencni
signal. Relativni intenzita tohoto signdlu byla hodnocena pomoci pocitacového programu NIS

Elements.
GV Mi Mil
SNA 102,10 64,26 73,03
Smérodatna +16,58 +15,01 123,17
odchylka

Tabulka 3. Primérné relativni intenzity lektinu SNA
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Obr. 7. Lokalizace sialové kyseliny na povrchu zona pellucida pomoci navazaného zna¢ené¢ho
lektinu SNA. Oocyty byly snimény piiblizné ve sttedové roviné€ pod zvétSenim 400x. Zelen¢ je
oznacen lektin SNA (FITC), modie je znazornén chromatin (DAPI).
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Graf 1. Primérna relativni intenzita lektinu SNA. Statisticky vyznamny rozdil mezi GV a MI
je znazornén rozdilnymi superskripty.

Nejvyssi relativni intenzita signdlu lektinu SNA byla zaznamenana u oocytl ve stadiu
GV, kdy primérnd naméfend hodnota byla 102,1, poté doSlo k signifikantnimu poklesu
relativni intenzity signdlu lektinu SNA u oocytl ve stadiu MI na primérnou hodnotu 64,26.
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Mezi oocyty ve stadiu MI a oocyty ve stadiu MII, nebyl zaznamenén statisticky vyznamny
rozdil. Tyto vysledky jsou znazornény v grafu 1.

5.1.2 Detekce sialové kyseliny pomoci lektinu WGA

Pomoci biotinem znaceného lektinu WGA byla opét pfitomnost sialové kyseliny
prokazana v oblasti zona pellucida u oocyti ve vSech fazich meiotického zrani
tedy GV, MI a MIL.

GV Mi Mil
WGA 84,10 84,45 85,48
Smérodatna odchylka +13,38 +23,70 +11,90

Tabulka 4. Primérné relativni intenzity znaceného lektinu WGA

Obr. 8. Lokalizace sialové kyseliny na povrchu zona pellucida pomoci navazaného zna¢ené¢ho
lektinu WGA. Oocyty byly snimany pfiblizné ve stfedové rovin€ pod zvétSenim 400x. Zelené
je oznacen lektin SNA (FITC), modie je znazornén chromatin (DAPI).
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Graf 2. Primérné relativni intenzita signalu lektinu WGA. Statisticky vyznamné rozdily zde
nebyly pozorovany.

U oocytl v jednotlivych fazich meiotického zrani byly detekovany podobné relativni
intenzity signalu navazaného lektinu WGA a rozdily mezi témito intenzitami nebyly statisticky
vyznamné. Ve stadiu GV byla zaznamendna primérnd intenzita fluorescence 84, 10, velmi
mirné se zvysila na primérné hodnoty 84,45 ve staddiu MI, nasledn¢ ve stadiu MII opét
primérna relativni intenzita stoupla na 85,48. Vysledky jsou zndzornény v grafu 2.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo potvrdit hypotézu, Ze béhem meiotického zrani
praseCich oocytd dochazi k redistribuci sialové kyseliny na povrchu glykoproteint
zona pellucida. Zona pellucida praseCich oocyti je slozena ze tii glykoproteint
—ZP2,7P3 a ZP4, které mohou byt béhem meiotického zrani glykosylovany, sulfatovany
a sializovéany. Pfesny mechanismus téchto zmén ovSem zatim neni detailn€ popsan. Tyto zmény
jsou vsak nezbytné pro nasledné druhové specifické rozpoznani gamet a vazbu spermie na
vajicko. Jednou z kandidatnich molekul zapojenych do procesu rozpoznani gamet a vazby
spermie na vajicko je kyselina sialova. Kyselina sialova je ustalenym oznacenim pro skupinu
derivatl kyseliny neuraminové, které se v organismu specificky vazi na konce sacharidovych
struktur glykoproteinti a glykolipidd, a diky svym vlastnostem mohou byt reguldtory mnoha
fyziologickych povrchovych interakci. Zda dochézi ke zménam v distribuci kyseliny sialové
behem meiotického zrani prasecich oocytl nebylo doposud objasnéno.

Vysledky experimentd této diplomové prace potvrdily stanovenou hypotézu. V této
studii byly pouzity lektiny SNA (Sambucus nigra agglutinin) WGA (Wheat germ agglutinin),
které vykazuji vysokou specifitu k sialové kyseliné. Lektin SNA rozpoznava sialovou kyselinu
navazanou v poloze a-2,6 nebo a-2,3 vazbou na galaktézu. Lektin WGA rozpoznava sialovou
kyselinu navdzanou do riznych vazebnych mist glykoproteinového fetézce a dale vykazuje
specifitu k N-acetylglukosaminu (GlcNAc). V experimentu zaméfeném na detekci sialové
kyseliny prostfednictvim lektinu SNA byl patrny statisticky vyznamny pokles relativni
intenzity signalu SNA mezi prasecimi oocyty ve stadiu zarodecného vacku (GV) a prasecimi
oocyty ve stadiu metafdze prvniho meiotického déleni (MI). Kyselina sialova je pravdépodobné
dosud ptesné nepopsanym zplisobem zapojena do rozpoznani a primdrni vazby spermie na
zona pellucida oocytu, a to u Sirokého mnozstvi zivoc¢isnych druhti, véetné prasete. Kyselina
sialova miiZze byt zapojena do procesu rozpoznani gamet a vazby spermie na vajicko riznymi
zpiisoby. MiiZze byt pfimo vazebnym epitopem, ale mize byt zapojena i jinym zptsobem.
Diky svym vlastnostem muize maskovat vazebny epitop a jeji odSt€peni mize byt klicovym
déjem pro prezentaci specifického vazebného epitopu. Jeji dalsi funkci miize byt dale
pravdépodobna ucast pii prevenci polyspermie, kdy pravdépodobné po oplozeni dochézi
k jejimu odstépeni z povrchu zona pellucida.

Kyselina sialova je kratkym devitiuhlikatym monosacharidem, ktery je negativné nabity
a zvySuje tak aciditu povrchu zona pellucida. Nachazi se u savci na koncich glykokonjugati,
na které je obvykle navdzan o-2,6- nebo o-2,3- vazbou. U prasete se nachazi
na N i O vazanych glykoproteinech (Takahashi et al. 1999).

V experimentu zaméfeném na detekci sialové kyseliny prostfednictvim lektinu WGA

v

ze lektin WGA specificky interaguje s vnéjsi 1 vnitini ¢asti ZP vétSiny savcich druht véetné
prasete (Stradaioli 1996). Mimo jiné bylo dokadzano, ze lektin WGA u oocytl viskaci
prostupoval i ptes zonu pellucidu a oolemu do cytoplazmy (Pastor et al. 2008). V experimentech
této diplomové prace toto pozorovano nebylo. Acuna et al. (2018), ve své studii
také nepopisuji statisticky vyznamné rozdily ve vazbé lektinu WGA u rostoucich
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oocytli béhem jejich folikuldrniho vyvoje. Pfitomnost vazebnych partnerit pro lektin WGA,
tedy N-acetylglukosaminu a sialové kyseliny byla prokdzana ve vSech hodnocenych stadiich.
Tyto molekuly na povrchu zona pellucida oocyti potkana jsou klicové pro
rozpozndni gamet a primarni vazbu spermie na oocyt, které se ucastni enzym z povrchu
samcCich gamet 1,4-galaktosyltranferaza (GalTase), sialové kyseliny zlstavaji na povrchu
zony pellucidy oocytl potkana az do splynuti gamet (Acuna 2018).

Takahashi (2013) uvadi, ze neni rozdil v detekci kyseliny sialové prostfednictvim
lektinu WGA mezi nezralymi oocyty (rostouci oocyty) a oocyty po meiotickém zrani (oocyty
ve stadiu MII). Zavéry studie vysledky této diplomové prace potvrzuji. Podle studie Pastor
(2008) jsou vazebné epitopy lektinu WGA pfitomny i v bunikdch uvolnénych ve folikularni
tekutin€. To bylo potvrzeno i ve studii Lay (Lay et al. 2011).

Kultivace oocytli spolecné s lektinem WGA v in vitro podminkach vedla ke sniZeni
vazby spermii na zona pellucida oocytu prasete. Diivodem bylo pravdépodobné obsazeni
vazebnych mist, vtomto piipad¢ GIcNAc a sialové kyseliny, které by mohly byt tedy
kandidatnimi receptory v rozpozndni a primarni vazbé spermie na oocyt u prasat
(Lay et al. 2011).

Intenzita signdlu navézaného lektinu SNA na sialovou kyselinu na povrchu
zona pellucida u oocyti v pribéhu meiotického zradni se statisticky vyznamné liSila.
V provedenych experimentech bylo prokazano statisticky vyznamné snizeni intenzity signalu
navazaného lektinu SNA mezi fazemi GV a MI. K podobnym vysledkiim dospé¢li i ve studii
Desantis (2009), kde intenzita signdlu navazaného lektinu SNA klesala s mirou expanze
kumulu a pribéhem meiotického zrani prasecich oocytl. Zaroven popisuji vyssi afinitu lektinu
SNA k vné¢jSimu regionu zona pellucida. Jinak je tomu patrné u lidskych oocytl, kde byla
prokazana pomeérné slaba vazba lektinu SNA na sialovou kyselinu, to je pravdépodobné dano
nizkou pfitomnosti Sia vazané a-2,3- na glykoproteiny, kterd se u lidskych oocytii nachazi
(Movilla 2004).

Pii experimentu porovnavajici oocyty rtznych zivociSnych druhi pfed inkubaci
s neuraminidazou, specifickym enzymem, ktery $tépi jen konkrétni glykosidické vazby, byl
pozorovan vyrazny pokles intenzity fluorescencniho signalu lektinu SNA u oocytl po této
inkubaci, coz sveédc¢i o striktni specifité daného lektinu (Chapman 2000).

Vazba na sialové kyseliny a tedy 1 jeji pfitomnost byla prokédzana u obou zkoumanych
lektini ve fazich GV, MI i MII meiotického zrani praseCich oocytl. Intenzita signalu
se ulektinu WGA ze statistického pohledu signifikantné nemeénila, coz lze vysvétlit
nezménénym mnozstvim sialové kyseliny u vSech pozorovanych stadii, je v§ak mozné, Ze diky
moznosti vazby lektinu WGA na strukturu N-acetylglukosaminu (GIcNAc) jsou vysledky
detekce redistribuce kyseliny sialové zkreslené. Naopak u lektinu SNA, ktery se specificky vaze
pouze na sialovou kyselinu vazanou v pozici a-2,6 na galaktdézu, se podafilo prokazat
statisticky vyznamné rozdily mezi fazemi GV a MI. V tomto piipad¢ byla intenzita nejsilnéjsi
ve fazi GV a poté klesla. To by podporovalo teorii, ze kyselina sialova diky svym vlastnostem
mize maskovat vazebny epitop a jeji odStépeni muze byt kliCovym déjem pro prezentaci
specifického vazebného epitopu.
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7 Zavér

Zona pellucida prasecich oocytl je slozena ze tii glykoproteini — ZP2, ZP3 a ZP4, které
mohou byt bcéhem meiotického zrani glykosylovany, sulfatovany a sializovany.
Tyto posttranslacni Gipravy jsou patrné nezbytné pro nasledné druhové specifické rozpoznani
gamet a vazbu spermie na vajicko. Jednou z kandidatnich molekul zapojenych do procesu
rozpozndni gamet a vazby spermie na vajicko je kyselina sialova. Kyselina sialova je ustdlenym
oznacenim pro skupinu derivatl kyseliny neuraminové, které se v organismu specificky vazi
na konce sacharidovych struktur glykoproteint a glykolipidi, a diky svym vlastnostem mohou
byt regulatory mnoha fyziologickych povrchovych interakci.

Cilem této diplomové prace bylo ovéieni hypotézy, Ze béhem meiotického zrani dochdzi
k redistribuci sialové kyseliny na povrchu zona pellucida prasecich oocytii. K potvrzeni dané
hypotézy byly navrzeny experimenty zalozené na vazbé& lektinl specificky rozpoznavajicich
strukturu sialové kyseliny v sacharidovém fetézci glykoproteini zona pellucida. Byly vybrany
dva specifické lektiny — SNA (Sambucus nigra agglutinin), ktery rozpoznéava sialovou kyselinu
ve vazbé v pozici a-2,6 a lektin WGA (Wheat germ agglutinin), ktery rozpoznava multivalentné
vazanou sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin.

Vysledky experimenti potvrdily stanovenou hypotézu. V experimentu zaméfeném
na detekci sialové kyseliny prostiednictvim lektinu SNA byl patrny statisticky vyznamny
pokles relativni intenzity signdlu SNA mezi prase¢imi oocyty ve stadiu zdrode¢ného vacku
(GV) a prasec¢imi oocyty ve stadiu metafaze prvniho meiotického déleni (MI). V experimentu
zaméfeném na detekci sialové kyseliny prostfednictvim lektinu WGA statisticky vyznamné
rozdily detekovany nebyly. Kyselina sialova mlze byt zapojena do procesu rozpoznani gamet
a vazby spermie na vajicko riznymi zptsoby. Miize byt pfimo vazebnym epitopem, ale mlize
byt zapojena i jinym zplsobem. Diky svym vlastnostem miize maskovat vazebny epitop a jeji
odstépeni muize byt klicovym d&em pro prezentaci specifického vazebného epitopu.
Tuto hypotézu castecné podporuji vysledky této diplomové prace. K jejimu definitivnimu
potvrzeni je vSak nezbytné realizovat dal$i experimenty.
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