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Detekce galaktosylovych struktur zony pellucidy oocyti
prasete

Souhrn

Oogeneze je slozity komplexni d¢j, pii kterém dochazi k vyvoji oplozeni schopného
oocytu. Oocyt prochazi béhem oogeneze fadou strukturnich a funkénich zmén. Dochazi
napiiklad k syntéze extracelularniho glykoproteinového obalu zony pellucidy. Zona pellucida
se u prasat sklada ze 3 glykoproteint: ZP2, ZP3 a ZP4, které podstupuji fadu posttranslacnich
modifikaci jako jsou glykosylace, sializace a sulfatace. Tyto posttranslacni modifikace jsou
vysoce heterogenni a mezidruhové odli§né. Pravé rozdily v posttransla¢nich modifikacich
rozhoduji o druhové specifickém rozpoznani gamet a jsou kli¢ové pro vazbu spermie na oocyt.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, ze béhem meiotického zrani prasecich
oocytu dochazi k redistribuci galaktosylovych struktur na zoné pellucidé praseCich oocyta.
K detekci galaktosylovych struktur byly pouzity lektiny specificky se vazajici na galaktosylové
struktury (RCA T a PNA). RCA I se specificky vaze na sacharidové sekvence ve vazbé B-D-
Gal-(1-4)-D-GIcNAc, zatimco PNA se specificky vaze na sacharidovou sekvenci ve vazbé -
D-Gal-(1-3)-D-GalNAc.

Realizovanymi experimenty byla potvrzena vazba lektin RCA I i PNA na zonu
pellucidu praseCich oocyti v raznych stadiich meiotického zrani, konkrétné ve stadiu
zarodecného vacku (GV), ve stadiu metafaze prvniho meiotického déleni (MI) a ve stadiu
metafaze druhého meiotického déleni (MII). Dle statistickych vyhodnoceni nebyly u lektinu
RCA T pozorovany statisticky vyznamné rozdily v relativni intenzité signalu daného lektinu
mezi jednotlivymi sledovanymi skupinami oocytd. Nicméné zde byl patrny trend, kdy
pravidelné dochazelo k poklesu relativni intezity signalu lektinu RCA I pfi pfechodu ze stadia
Ml do stadia MIIL. U lektinu PNA byl naopak pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi
skupinami. Nejvyssi relativni intenzita signalu lektinu PNA byla patrna u skupiny oocytd ve
stadiu GV. Statisticky vyznamné niZzsi relativni intenzita signalu lektinu PNA byla pozorovana
ve skupiné oocyti ve stadiu MI a k dalSimu statisticky vyznamnému poklesu doslo i mezi
skupinami oocytt ve stadiu MI a MII. Je pravdépodobné, ze béhem meiotického zrani dochazi
k odstépovani galaktosylovych struktur ze zona pellucida praseCiho oocytu a tim muze
dochazet k odhalovani epitopt dilezitych pro vazbu spermie na oocyt. Pro potvrzeni této
hypotézy by bylo potieba realizovat podrobné&jsi experimenty s vétsi Skalou sledovanych
lektind.
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Detection of galactosyl structures of the zona pellucida of
porcine oocytes

Summary

Oogenesis is a complex, intricate process that results in the development of a fertilizable oocyte.
The oocyte undergoes a series of structural and functional changes during oogenesis. For
example, the synthesis of the extracellular glycoprotein envelope of the zona pellucida occurs.
The zona pellucida in pigs consists of 3 glycoproteins, ZP2, ZP3 and ZP4, which undergo a
series of post-translational modifications such as glycosylation, sialylation and sulphation.
These post-translational modifications are highly heterogeneous and interspecies distinct. It is
the differences in posttranslational modifications that determine species-specific gamete
recognition and are crucial for sperm-oocyte binding.

The aim of this thesis was to test the hypothesis that during meiotic maturation of
porcine oocytes, redistribution of galactosyl structures occurs in the zona pellucida of porcine
oocytes. Lectins that specifically bind to galactosyl structures (RCA I and PNA) were used to
detect galactosyl structures. RCA I specifically binds to the carbohydrate sequence in the f-D-
Gal-(1-4)-D-GIcNAc linkage, whereas PNA specifically binds to the carbohydrate sequence in
the B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc linkage.

The experiments confirmed the binding of RCA I and PNA lectins to the zona pellucida
of porcine oocytes at different stages of meiotic maturation, namely at the germinal vesicle
(GV) stage, at the metaphase stage of the first meiotic division (MI) and at the stage of the
second meiotic division (MII). According to the statistical evaluations, no statistically
significant differences in the relative signal intensity of the lectin were observed for the RCA I
lectin between the different groups of oocytes studied. However, there was a clear trend where
there was a regular decrease in the relative signal intensity of RCA I lectin during the transition
from MI to MII stage. In contrast, a statistically significant difference was observed for the
PNA lectin between all groups. The highest relative signal intensity of the PNA lectin was seen
in the group of oocytes at the GV stage. A statistically significantly lower relative intensity of
the PNA lectin signal was observed in the MI stage oocyte group, and a further statistically
significant decrease occurred between the MI and MII stage oocyte groups. It is likely that
during meiotic maturation, galactosyl structures are cleaved from the zona pellucida of the
porcine oocyte, and this may lead to the discovery of epitopes important for sperm binding to
the oocyte. To confirm this hypothesis, more detailed experiments with a larger range of lectins
would be needed.

Keywords: galactosylation, lectins, oocytes, pig, zona pellucida
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1 Uvod

Oocytem nazyvame samici pohlavni buiiku vznikajici procesem oogeneze. Béhem vyvoje
prochazi oocyt fadou zmén. Jednou z nejdulezitéjSich zmén je syntéza glykoproteinového obalu
kolem oocytu, ktery nazyvame zona pellucida. Tento obal je pro oocyty kliCovy, jelikoz hraje
dulezitou roli v jejich ochrané a v mnoha biologickych procesech, které souviseji i s oplozenim.
Uplatiiuje se hlavné pii rozpoznani a ve vazb€ spermie na oocyt. Tato vazba je druhové
specificka a struktura zony pellucidy v ni hraje zasadni roli. Po oplozeni se zona pellucida
ucastni bloku polyspermie a posléze chrani rané embryo pii prichodu vejcovodem do délohy
(Moros-Nicolas et al. 2021).

Zona pellucida se u prasat sklada ze tii glykoproteint (ZP2, ZP3, ZP4). Ty na sebe vazi
znacné mnozstvi O- a N- glykani béhem posttranslacnich modifikaci - glykosylaci.
Glykoproteiny zony pellucidy se od sebe lisi a jsou mohutné posttranslacné modifikovany
sulfatacemi, sializacemi a glykosylacemi (Rath et al. 2005). K t€émto upravam dochazi i béhem
meiotického zrani praseich oocytu a jsou kliCové pro vazbu spermie na dozralé vajicko. Presna
struktura vazebnych epitopu zony pellucidy, ktera je zodpoveédna za specifickou vazbu spermie
na vajicko, neni doposud u jednotlivych zivoci$nych druhia detailné popsana (Wassarman et al.
2005).

K detekci jednotlivych typt sacharida v glykoproteinech zony pellucidy je mozné vyuzit
latek patficich do skupiny lektind. Jedna se o specializované bilkoviny, které mizeme nalézt
téméf u vSech druht zivocisnych, rostlinnych 1 mikrobialnich organismi. Diky své vysoké
specifité jsou lektiny schopné se nekovaletné vazat na konkrétni sacharidy ve struktufe riznych
glykand, tedy i1 glykoproteini zony pellucidy, a tvorit s nimi glykokonjugované komplexy
(Sinowatz et al. 2001b). Naptiklad lektin RCA I (Ricinus cummunis agglutinin), ktery je
ziskavany ze sko¢ce obecného, ma vysokou afinitu k D-galaktosylovym strukturam. Dale také
PNA (Peanut agglutinin) ziskavany z arasidl, patii stejné jako RCA I do skupiny lektind
vazajici galaktosylové struktury (Hageman&Johnson 1986; Wu et al. 2006).

Cilem této diplomové prace je ovéfit hypotézu, ze béhem meiotického zrani prasecich
oocytu dochazi k redistribuci galaktosylovych struktur zony pellucidy. K ovéteni této hypotézy
budou vyuzity prave lektiny RCA i a PNA.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je oveéfit hypotézu, ze béhem meiotického zrani prasecich oocytu
dochazi k redistribuci galaktosylovych struktur na zoné pellucidé prase€ich oocyti.



3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze je slozity komplexni d&j probihajici u samic zivocichti. Dochazi pifi ném k fadé
procestt vedoucim az k vyvoji zralé zarodecné buriky neboli vajicka (Darlene Limback &
Albertini 2013; Coticchio et al. 2013). Mazeme jej rozd€lit na 3 hlavni faze: fazi mnozeni, ristu
a zrani. Zakladnimi prekurzory pro tento proces jsou primordidlni zarodecné buiky (PGC —
primordial germ cells), které se béhem oogeneze déli nejprve mitdézou a diferencuji se v oogonie
(Wassarman 1988; Pepling et al. 1999; Shibuya & Watanabe 2014). Oogonie vznikajici
z primordialnich zarode¢nych bunék se dale mitoticky mnozi, poté vstupuji do meidzy a
vznikaji tak primarni oocyty s diploidnim poc¢tem chromozomu (2n). Nasleduje slozity a ptisné
regulovany proces meiozy, kde jsou na rozdil od mitdézy produktem buiiky haploidni (n), a to
zraly oocyt a polova teliska. U samic je meidza zahajena jiz ve fetalnim obdobi, ale brzy se jeji
prubéh zastavuje, a to jiz v diplotennim stadiu profaze prvniho meiotického déleni. Dale se
prubéh meidzy mize obnovit az v puberté, v odpoveéd na narust a oscilaci hladin hypofyzarnich
hormont, predevsim luteinizacniho hormonu (LH) produkovaného adenohypofyzou, ktery také
indukuje ovulaci. Mei6za se poté znovu zastavuje v druhém meiotickém bloku, ktery nastava
v metafazi druhého meiotického déleni a meidza se dokonCuje pouze po oplodnéni samci
pohlavni gametou — spermii (Toth et al. 1994; Pepling et al. 1999; Hunt & Hassold 2008;
Shibuya & Watanabe 2014; Clark & Akera 2021).

Proces vzniku gamet u samcli — spermatogeneze se zna¢né lisi. U samca je meidza
zahgjena v puberté a probiha téméf po cely zbyly zivot samce (Phillips 2010).

3.1.1 Faze mnozeni zarodecnych bunék

Oocyty maji puvod v primordialnich zarode¢nych bunkach (PGC), které se mitoticky
déli a svou diferenciaci davaji vznik oogoniim nebo degeneruji v extragonadalnich oblastech
(Guraya 2007; Stallock et al. 2003). Na zacatku oogeneze dochéazi v proximalnim epiblastu
embrya k selekci bunék, které nasledné tvoii mozné prekurzory zarodecnych bunék, k jejichz
diferenciaci dochazi v entodermu zloutkového vacku embrya. Zde dochézi k dal§i molekularni
selekct, jejimz vysledkem je skupina bunék ozna¢ovanych jako primordialni zarode¢né buriky
(PGCs). PGCs v dobé ¢asné gastrulace migruji ze svého extraembryonalniho mista determinace
do zakladu genitalnich liSt. Pohybuji se nejprve pasivné z primitivniho prouzku do vznikajiciho
endodermu, ktery dava vznik zadnimu prvostievu. To nasledné invaginuje a buiky se
améboidnim pohybem pfemistuji na budouci misto primitivnich gonad neboli genitalnich list
(Wassarman & Albertini 1994;Anderson et al. 2000 Picton et al. 1998). Pfi migraci k mistu
budoucich primitivnich gonad, vykazuji PGCs aktivni pohyb diky reakci na chemotaktické
podnéty. Tento dé€j vyvolavaji chemokiny, které jsou vyluCovany ze zakladu gonad (Hurk &
Zhao 2005). Béhem této migrace si museji PGCs zachovat schopnost diferenciace bud’ na
oocyty, nebo spermie v zavislosti na tom, jestli se indiferentni zaklady gonad vyvinou ve

3



vajeCniky nebo varlata (Bowles & Koopman 2007). Vstupem do genitalni liSty jsou zatim
pohlavné nerozliSené PGCs oznaCovany jako gonocyty (Kerr et al. 2006). U prasat miazeme
pozorovat zahajeni jejich migrace 18. den vyvoje embrya. Ukonceni migrace do genitalnich list
je okolo 26. dne embryonalniho vyvoje (Takagi et al. 1998). Pro srovnani je napiiklad migrace
PGCs u mysi zahajena jiz 9. den a ukoncena 11. den embryonalniho vyvoje (Ewen & Koopman
2010).

Béhem migrace a fetalniho vyvoje se pocet PGCs dramaticky zvySuje diky znacné
mitotické aktivité, kterou Ize pozorovat i nékolik dni po narozeni. Napt. mezi 20. az 50. dnem
bfezosti prasnice muzeme pozorovat jejich nartst z 5000 az na 1 100 000. Poté pocet
mitotickych déleni klesa (Black & Erickson 1968; Wassarman & Litscher 2013).

Ve fazi, kdy se zarode¢né bunky dostavaji do mist vyvoje vajeCnikt se zanotuji do
korové vrstvy a ztraci moznost pohybu. Naslednou diferenciaci davaji vznik oogoniim, které
jsou spojeny mezibunéfnymi cytoplazmatickymi mustky. K tomu dochazi béhem 40. dne
fetalniho vyvoje jedince (Gosden & Bownes 1995; Wassarman 1988; Picton et al. 1998).
Oogonii muzeme definovat jako bunku kulovitého tvaru s jadrem obsahujicim jedno az tii
jadérka. Obsahuje cytoplazmu, ribozomy, mitochondrie a mize obsahovat i cisterny a tubuly
drsného endoplazmatického retikula. Diky intenzivnimu mitotickému déleni se vytvareji shluky
oogonii spojenych pomoci gap junctions (mezerovych spoji), které jsou dualezité pro
vzajemnou interakci, zasobeni a nasledny rust (Hunter 2000; Sathananthan et al. 2000).

3.1.2 Meioza

Meioza je specializované bunécné déleni typické pouze pro pohlavni bunky. Je dulezité
pro sexualni reprodukci, protoze vede k redukci poctu chromozoémi na polovinu (In), a
umoziuje tak kombinaci dvou haploidnich gamet za vzniku jedné diploidni zygoty (2n). Vznika
tedy jedinec se stejnym poCtem chromozomu jako jeho rodi¢ (Vaamonde et al. 2016). Ackoliv
se meidza vyvinula z mitdzy, obsahuje 4 nové kroky: parovani homolognich chromozoémi
(replikovanych parti), rekombinaci nesesterskych chromatid, separaci sesterskych chromatid a
absenci replikace DNA mezi jednotlivymi cykly déleni (Jones 2008; Wilkins & Holliday 2009).
Béhem meidzy probihaji po sobé dvé meioticka déleni s inhibici separace sesterskych
chromatid béhem prvniho meiotického déleni a absenci interfaze a replikace DNA pied druhym
meiotickym délenim (Wilkins & Holliday 2009). Proto jsou jejim vysledkem burky s haploidni
sadou chromozomu (Shibuya & Watanabe 2014; Iatrakis et al. 2023). Obé meioticka déleni
probihaji ve Ctyfech fazich, a to v profazi, metafazi, anafézi a telofazi.

Samci a samici meidza se odliSuji. U samct vznikaji ¢tyfi plnohodnotné spermatidy
z kazdého primarniho spermatocytu. U samic je vysledkem meidzy vznik pouze jednoho
vajicka a dvou az tii polovych télisek (Clark & Akera 2021; Iatrakis et al. 2023)

Pted vstupem do prvniho meiotického déleni dochazi k replikaci DNA a tim tedy
k duplikaci chromatid. Nasleduje profaze prvniho meiotického dé€leni, ktera je rozdélena na
faze: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze.



1. Leptotene — v této fazi probiha spiralizace a kondenzace chromozomi.

2. Zygotene — nasleduje parovani homolognich chromozomu po celé jejich délce a tvorba
synaptonemalniho komplexu.

3. Pachytene — vznikaji tzv. tetrady a nesesterské chromatidy se zacinaji rekombinovat.
Vytvareji se rekombinacni uzliky, kdy dochéazi prekfizeni nesesterskych chromatid
(chiazmat). Dochéazi k vymeéné casti genetické informace mezi prekiizenymi ¢astmi
nesesterskych chromatid v procesu zvaném crossing-over.

4. Diplotene — zde dochazi k postupnému rozruSeni synaptonemalniho komplexu
(desynapsi). Bivalenty ziistavaji spojeny v chiazmatech. Nastava prvni meioticky blok.

5. Diakineze — chromatin dale kondenzuje, rozpada se jadernd membrana a chromozémy
se napojuji na mikrotubuly déliciho vieténka.

(Hauf & Watanabe 2004; Vacek 2006; Wilkins & Holliday 2009; Otova 2020)

V metafazi dochazi k maximalni kondenzaci chromozému. Tetrady se fadi do
ekvatorialni roviny a navazuji se pomoci kinetochort k tubulinovym vlaknim tvoticim deélici
vieténko. V anafazi se celé bivalenty diky uvolnéni chiazmat oddé€luji a rekombinované
chromozomy se rozchazeji k opacnym polim buriky. Posledni fazi prvniho meiotického déleni
je telofaze. Jakmile dosahnou bivalenty opacnych pola buriky, zaina se znovu tvorit jaderna
membrana a buiiky prochazeji velmi kratkou interfazi. Zde se vyde¢li polové télisko a oocyt dale
vstupuje do druhého meiotického deleni (Eichenlaub — Ritter 2012; Holt et al. 2013).

Druhé meiotické déleni je velmi podobné mitoze, jelikoz jednotlivé faze druhého
meiotického déleni jsou s pribéhem mitdzy témeér totozné (Hawley & Walker 2009). Jen
v metafazi se meiotické déleni opét zastavuje ve druhém meiotickém bloku a dokoncuje se az
po oplozeni (Sun & Nagai 2003). Po oplozeni se druhé meiotické dé€leni dokoncuje a vysledkem
meidzy je jedno oplozené vajicko a tfi polova teliska (Hawley & Walker 2009; Wilkins &
Holliday 2009).

Dulezity je i proces cytokineze, ktery je zajistén vznikem kontraktilniho prstence
tvoreného mikrofilamentarnim aparatem butiky. Zatimco karyokinezi rozumime rozdéleni
chromatinu jadra, cytokineze znamena rozdéleni cytoplazmy a membranovych organel do dvou
dcefinych bunék. Cytokineze je nejprve patrna jako jemné vroubkovani na povrchu buriky,
které postupné prominuje do Stérbinové ryhy vedouci po celém obvodu vaji¢ka. Tato ryha je
vzdy kolma kose délictho vieténka. Postupné vznika kontraktilni prstenec
z mikrofilamentéarnich vlaken, ktery nakonec oplozené vajicko zaskrti a oddéli druhé polové
télisko. Diky tomuto procesu, ktery je slozité regulovan, lze zajistit rozd€leni pfesné poloviny
chromozomu (Hill 2007; Konig et al. 2017).



Faze rustu a folikulogeneze

Meiotickou kompetenci, neboli schopnost znovuzahajit a dokoncit meiotické délent,
maji pouze zcela dorostlé oocyty (Moor & Waener 1978; Hampl & John 1995).

Oogonie postupem ¢asu ztraci schopnost proliferace, diferencuji se v primarni oocyty a
vstupuji do meidzy, coz u prasecich oocyta probiha piiblizné€ od 40. dne embryonalniho vyvoje.
V pribéhu posledniho mitotického déleni 1ze pozorovat tvorbu vrstvy pregranuldznich bunék,
ktera obklopuje oocyt (Alberts et al. 2002; de Felici 2010; Hunter 2000). Pribéh meidzy se
u primarnich oocytd zahy zastavuje, a to jiz v diplotennim stadiu profaze prvniho meiotického
déleni. Primarni oocyty se poté nachazeji ve stadiu zvaném dictyotén a piechazeji do ristové
faze. Ta je charakteristicka vyraznym rastem a kumulaci zasobnich latek, potfebnych pro vstup
do faze meiotického zrani a k prolomeni prvniho meiotického bloku. Probihaji zde také zmény
v usporadani karyoplazmy, dochazi k aktivni transkripci a kumulaci RNA v cytoplazmé, déli
se organely a méni se jejich usporadani v cytoplazmé oocytu. Béhem této faze pozorujeme
mnohonasobné zvétSeni objemu primarniho oocytu. Napft. praseci oocyty rostou od 30um az
do 120-125um (Zamboni 1970; Fulka et al. 1986). Primarni oocyty zlstavaji v prvnim
meiotickém bloku az do dosazeni pohlavni dospélosti samice a zahdjeni estralniho cyklu
(Vanderhyden 2002; Hunt & Hassold 2008).

Béhem ristové faze muzeme pozorovat dva odliSné procesy — rust oocytd a tvorbu a
diferenciaci folikulu v procesu folikulogeneze. Nejdiive probiha folikulogeneze s rustem
oocytu soubézn€, ale pozdé&ji se jiz velikost oocytu neméni, ale diferenciace folikulu probiha
dale (Hunter 2000). Folikulogeneze probiha v korové vrstvé vajecniku. Kira vajecniku
obsahuje folikuly v riznych stadiich vyvoje, které se klasifikuji podle velikosti, typu a poctu
jednotlivych vrstev granuloznich bunék (Paulini et al. 2014). Jedna se o slozité regulovany
proces vyvoje od primordialnich folikull az po pfedovulacni stadium folikulu — tzv. Graafiv
folikul (Mehlmann 2005). U prasnic se z celkového poctu primordialnich folikuld, ktery Cita
pfiblizné 420 tisic folikull, vyvine zhruba pouze 84 tisic folikulti v pfedovulacni stadium
(Miyano 2005). Folikuly mizeme rozdélit podle pfitomnosti antralni dutiny na antralni a
preantralni. Preantralni folikuly mizeme dale rozdé€lit na tfi stadia: primordialni, primarni a
sekundarni folikuly (Paulini et al. 2014). Drive byl ptedpoklad, Ze se samotny oocyt regulace
folikulogeneze neucastni a regulace folikulogeneze podléha kontrole granul6znimi butikami. Je
vSak jiz potvrzeno, ze tomu tak neni (Gosden 2002). Oocyt je vyznamné zapojen do regulace
rastu folikult a diferenciace granuloznich bunék. Oocyt ovliviiuje své okoli uvolfiovanim
rozpustnych parakrinnich ristovych faktord. Ty dale pasobi na granuldozni buriky, které
nasledné zpétné reguluji také samotny vyvoj oocytu. V preantralnich folikulech mohou oocyty
pfimo regulovat rast folikuld, zatimco v antralnich folikulech oocyty ovliviiuji pouze blizké
granulozni buiky (buiiky kumularni), a tim své mikroprostiedi (Gilchrist et al. 2004; Andrade
et al. 2019). Také granuldzni buriky jsou navzajem propojené pomoci mezerovych spoju a
spolecné komunikuji, ¢imz zajistuji koordinovany prabéh vyvoje oocytu i folikulu (Gosden
2002).

U prasat 1ze pozorovat zhruba od 47. dne biezosti tzv. primordialni folikuly (Bielanska-
Osuchowska 2006). V primordidlnim folikulu je oocyt obklopen plochou vrstvou
pregranuloznich bunék (Vanderhyden 2002; Hunt & Hassold 2008; de Felici 2010).
Zajimavosti je, ze v urCité fazi vyvoje muzeme na fetalnim vajeniku budouci prasnice nalézt
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jak mitoticky aktivni oogonie, tak i primarni oocyty v primordialnich folikulech. Je tomu tak
diky asynchronnimu prabéhu oogeneze a folikulogeneze, stejné jako napt. u mysi, primati nebo
skotu (Bielanska-Osuchowska 2006).

Primordialni folikuly vytvareji ovarialni rezervu pro dalsi vyvoj folikul a oogenezi a
zustavaji v klidovém stadiu do doby, dokud nejsou rekrutovany pro dalsi vyvoj — rast a
naslednou ovulaci nebo nezanikaji atrézii (Braw-Tal & Yossefi 1997; Knox 2005). Prvnimi
znaky dalsi diferenciace folikulu je morfologicka zména plochych granuloznich bunek, které
se mitoticky mnozi a méni svij tvar z plochého na kubicky. Dale miizeme u folikulu pozorovat
jeho dramaticky rast. To jiz folikul oznacujeme jako primarni (Miyano 2005; Adhikari & Liu
2009). Faze vyvoje z primordialniho folikulu v primarni mtze trvat delsi dobu a folikuly mohou
byt v této fazi tvoreny granuldznimi buiikami plochého dlazdicovitého 1 kubického tvaru
(Fortune 2003).

Jakmile se primarni folikul za¢ne vyvijet nastava pribéh dalsich morfologickych zmén
(Paulini et al. 2014). Kdyz se totiz vytvoti dvé a vice vrstev granuloznich bunek, nazyvame
folikul jako sekundarni nebo také multilaminarni (MUF). Buiky obklopujici oocyt se nasledné
formuji do vice vrstev a vytvareji mnohovrstevny epitel nazyvany membrana granulosa (Van
Den Hurk & Zhao 2005). V tuto chvili se oocyt nachazi v intenzivni rustové fazi, coz je
nezbytné pro nasledné jaderné zrani a budouci oplozeni. Sekundarni folikuly u prasnic obsahu;i
oocyty o priméru az 90 um (Van Den Hurk & Zhao 2005).

SouCasné se zvétSovanim objemu probihd také diferenciace oocytu. Zde dochazi
k narGstu syntézy RNA, syntézy proteinli a enormnimu nardstu poctu ribozomu spolecné
s dalSimi organelami. U mnoha z nich dochazi ke zméné vzhledu a posunu smérem k periferii
oocytu. Mitochondrie méni svij tvar z kulovitych na protahlejsi, coz souvisi se zvySenym
metabolismem oocytu. U prasat a buvoli mizeme, ale v této fazi folikulu stale pozorovat spise
kulovitou formu mitochondrii (Lundy et al. 1999; Mondadori et al. 2007). Granul6zni buiky
proliferuji a z intersticialnich bunék stromatu vznika nova bunécna vrstva — theca folliculi, ktera
je oddélena od granul6zy bazalni membranou (Van Den Hurk & Zhao 2005). V této chvili
mohou folikuly dosahovat priméru az 300 um (Aragjo et al. 2014).

Granul6zni buiiky se navzajem spojuji mezi sebou a zaroven vytvareji spoje pomoci gap
Junctions na cytoplazmatické membrané oocytu. Tyto spoje jsou tvoreny pomoci konexinu-37
produkovaného oocyty a usnadiiuji komunikaci v obou smérech a pfenos zivin, informacnich
molekul, meiotickych signali a metabolickych prekurzora. Takto mize oocyt zajistit rast a
vyvoj folikulu, zatimco granul6zni buriky zajist'uji rast a diferenciaci oocytu (McGee & Hsueh
2000; Van Den Hurk & Zhao 2005).

Jednou z nejdulezitéjSich a nejmarkantn€jSich zmén v ristové fazi oocytu je vznik
ochranné glykoproteinové vrstvy zvané zona pellucida (ZP), ktera piedstavuje bariéru mezi
kumularnimi burikami a oocytem. ZP je tvorena tfemi glykoproteiny v zavislosti na druhu.
Vznika syntézou, postupnym vylu¢ovanim a ukladanim glykoproteinti oocytem a granul6znimi
burikami do matrix ZP (Fair 2003). ZP hraje dulezitou roli v riznych fazich vyvoje oocytu. Jeji
integrita je naptiklad velmi dilezita pro komunikaci mezi oocytem a kumularnimi buiikami,
které tésné obklopuji oocyt (Wassarman & Litscher 2012; Wang et al. 2019). Zde dochazi
k tvorbé mezerovych spoju, které jsou dulezité pro vzajemnou komunikaci s oocytem a jeho
dalsi vyvoj (Paulini et al. 2014). Déle zona pellucida hraje zasadni roli pii oplozeni pii bloku
polyspermie a pii Casném vyvoji embrya umoziuje pruchod vejcovodem. Zaroveni chrani

7



ryhujici se embryo az do implantace a je dilezita pro spravné naasovani implantace embrya
v déloze (Gupta 2015).

Poprvé muzeme také u sekundarnich folikuli pozorovat v cytoplazmé oocytu kortikalni
granula. Tyto malé organely obsahuji enzymy, které hraji dalezitou roli pri kortikalni reakci.
K té dochazi po oplozeni oocytu spermii, kdy se jejich obsah exocytézou vyléva do
perivitelinniho prostoru mezi zonou pellucidou a plazmatickou membranou. Jejich obsahem
jsou predevsim proteolytické enzymy, které nasledné zmeéni strukturu ZP. Diky tomu se zabrani
vniknuti dal8i spermie do vaji¢ka a vzniku polyspermie (Wang et al. 1997). Kortikalni granula
se nejdiive nachazeji ve shlucich po celé plose oocytu, ale na konci obdobi zrani se pfesouvaji
do blizkosti oolemy (plazmatické membrany) (Ferreira et al. 2009; Paulini et al. 2014).

Zaroven ve fazi sekundarniho folikulu vznikaji také intracelularni dutiny, které jsou
vyplnéné folikularni tekutinou — liquor folliculi. Slozky folikularni tekutiny pochazi z krevniho
feCisté a sekretu folikularnich bunék. Folikularni tekutina obsahuje smés iont,, metabolitl,
proteint, hormont, lipidd, reaktivnich forem kysliku a energetickych substrati. Také jsou zde
pritomny regulacni molekuly, jako napf. gonadotropiny, enzymy nebo steroidy. Je tedy ziejmé,
ze folikularni tekutina neslouzi jen jako prostfedi pro oocyt, ale také pro intenzivni
metabolickou aktivitu a ovliviiuje bunky folikulu (Hennet & Combelles 2012; Ambekar et al.
2013; Andrade et al. 2019). Intracelularni dutiny se pozd¢ji spojuji a vytvareji jednu antralni
dutinu neboli antrum folliculi. Zde se vytvati cumulus oophorus (vejconosny hrbolek, CO), na
kterém je umistény oocyt. Kumularni buriky obklopuji rostouci oocyt a dodavaji mu potiebné
ziviny. Dle Yanagimachi (2022) zvysuje ptitomnost CO a kumuléarnich bunék Sanci na tspésné
oplodnéni v in vitro podminkéach. Vytvorenim antralni dutiny se z preantralniho folikulu stava
folikul antralni neboli terciarni, ktery lze u prasat pozorovat od 70. dne po narozeni (Hunter
2000; Smitz & Cortvrindt 2002; Vanderhyden 2002). Oocyt jiz nema tendenci k rastu a
muzeme tedy pozorovat plné dorostly oocyt ve fazi zarodecného vacku (germinal vesicle —
GV), ktery dosahl meiotické kompetence a je schopny znovuzahajit meiotické déleni
(Wassarman & Albertini 1994). Dochazi ale stale ke zvétSovani objemu folikularni tekutiny, a
tim 1 ke zvétSovani folikulu, antralni dutiny a k ztenCovani membrany granulosy. Theca folliculi
je diky antru rozde€lena na dvé vrstvy: theca foliculli interna a theca foliculli externa. Déale
kumularni buriky formuji tésné€ u oocytu vrstvu bunek cylindrického tvaru. Ta obklopuje oocyt
a nazyvame ji corona radiata (Vanderhyden 2002).

3.1.3 Faze zrani

Do této faze vstupuji oocyty nejdiive az v puberté samice, v dobé jeji pohlavni dospélosti.
Prolomenim prvniho meiotického bloku, diky vIné luteinizacniho hormonu (LH), je
znovuzahajeno meiotické déleni oocytu. Na vinu LH reaguje pouze plné dorostly oocyt
z Graafova folikulu (Alberts 2006). Po znovuzahgjeni meiotického déleni dochazi nejprve
k rozpadu zarodecného vacku (GVBD — germinal vesicle break down). Tento proces muzeme
rozdélit na faze: GV1, GV2, GV3 a GV4. Béhem GV1 faze mizeme pozorovat kondenzovany
chromatin, ktery se soustfed’uje kolem viditelného jadérka a vytvari tak prstencovitou strukturu.
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Fazi GV2 se prstencovita struktura naruSuje a vytvaii se kolem jadérka struktura ve tvaru
podkovy. K rozptyleni chromatinovych shluki do nukleoplazmy dochazi ve fazi GV3. Jadérko
je, 1 bez ohraniCeni, ale stale viditelné. Ve fazi GV4 je jiz chromatin rozptylen do celého jadra
a jadérko mizi. Mlizeme zde pozorovat fragmentaci jaderné membrany (Motlik & Fulka 1976;
Sun et al. 2016). Proces GVBD trva u oocytu prasat v in vitro podminkach cca 22 hodin, ale
napf. u mysi je to pouze 6 hodin. Po rozpadu zarode¢ného vacku pokracuje metataze I, anafaze
I a telofaze 1. Poté dochazi k vydéleni prvniho polového téliska. Tim se snizi objem oocytu a
vytvoti se perivitelinni prostor (Motlik & Fulka 1976; Fulka et al. 1986). Po ukonceni
heterotypického (redukcniho) déleni nazyvame oocyt jako sekundarni. Dale pokracuje
homeotypickym (ekva¢nim) délenim, kde se chromozémy opét v metafazi II sefadi do
ekvatorialni roviny a nastava druhy meioticky blok trvajici do oplozeni (Wassarman 1988).

Vétsina antralnich folikulG podléha atretické degeneraci, ale nékolik malo z nich dale
dorusta a prechazi do predovulacniho stadia. Na rozdil od predchozich stadii folikuld, je vyvoj
Graafova folikulu plné zavisly na hormonalni regulaci. Jedna se zejména o cyklické hormonalni
stimulace, které zacinaji v obdobi puberty, tedy pohlavni dospélosti. Témito hormony jsou
gonadotropiny, a to luteiniza¢ni hormon (LH) a folikulostimula¢ni hormon (FSH). Signalizace
k cyklickému uvoliiovani gonadotropini pfichazi z hypotalamu, kde se uvoliiuje GnRH
(gonadotropin releasing hormon), ktery nasledn€ pasobi na hypofyzu. V adenohypofyze se pak
dle zpétné vazby tvoii gonadotropiny, které pusobi na vajeCniky a jejich folikuly. Diky témto
cyklickym zménam muZze dominantni Graafiv folikul ovulovat a uvolfiuje zraly oocyt.
V piipad€ praseciho oocytu mluvime o haploidni burice o 120 um s 19 chromozomy, které jsou
usporadané v ekvatoridlni roviné (McGaughey et al. 1979; Sathananthan et al. 2006). Nasledné
u folikulu nastava luteinizace a stava se zlutym téliskem, které nasledné produkuje progesteron
pro udrzeni bfezosti po oplodnéni (Vanderhyden 2002; Adhikari & Liu 2009; Zhang & Xia
2012).

Cytoplazmatické zrani oocytu spociva zejména ve zméné usporadani cytoskeletu,
redistribuci bunéénych organel, pfesunu mitochondrii, tvorbé a ukladani mRNA, proteina a
transkripénich faktorti (Ferreira et al. 2009). Mitochondrie funguji jako rezervoar energie ve
formeé ATP (adenosintrifosfat) a jsou tedy pro oocyt nepostradatelné. Béhem GVBD faze se
mitochondrie nachéazeji v blizkosti jadra, ale pii redistribuci dochazi k rozptyleni do celého
prostoru cytoplazmy. Zatimco primarni oocyty obsahuji kolem 6000 mitochondrii, zralé oocyty
jich mohou obsahovat az ptes 100 000 (Shoubridge & Wai 2007).

3.2 Zona pellucida (ZP)

Zona pellucida (ZP) je z evolu¢niho hlediska popisovana jako jeden z nejstarSich typu
obalt oocytl obratlovci. Vajicka obratlovcd jsou obklopena extracelularni matrix, ktera ma
napfic tfidami rizné nazvy: perivitelinni membrana (ptaci), chorion (ryby), vitelinni obal (Zaby)
a zona pellucida v savcl. 1 pres terminologické rozdily maji tyto obaly podobné funkce i
ultrastruktury a hraji dalezitou roli béhem oplozeni a raného embryonalniho vyvoje daného
jedince (Rankin & Dean 2000; Moros-Nicolas et al. 2021).
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U savcu tedy mluvime o extracelularni glykoproteinové matrix obalujici oocyt a
preimplantacni embryo, kterd je vyznamnou soucasti procesu oogeneze, fertilizace a raného
embryonalniho vyvoje (Song et al. 1999; Lefieévre et al. 2004). Podili se na folikulogenezi,
vyvoji a organizaci granuloznich bunék, rozpoznani a vazbé spermie na vajicko, akrozomalni
reakci, bloku polyspermie a ochrané raného embrya pii pruchodu vejcovodem samice (Tanihara
et al. 2013; Moros-Nicolas et al. 2021). Tento kulovity obal vytvafi viskozni hranici mezi
cytoplazmatickou membranou oocytu (oolemou) a vnitini vrstvou kumularnich bunék (corona
radiata) a vykazuje vlastnosti jako je napf. elasticita nebo poréznost. Nachazeji se zde bunécné
komunikacni spoje, které sahaji az od nejsvrchnéjsi vrstvy folikularnich bunék pres ZP a
vytvareji gap junctions s oolemou oocytu (Denker 2000).

3.2.1 Struktura ZP

Vétsina informaci o struktute a funkcich ZP byla popsana u mysi (Sinowatz et al. 2001a).
Starsi studie uvadéji, ze ZP je slozena jen ze tii glykoproteint, a to: ZP1, ZP2 a ZP3, jak tomu
u mysi skutecné je. Dnes jiz vime, ze tento model neni mozné pouzit pro vSechny savce, jelikoz
ZP geny prodélaly béhem molekularni evoluce pseudogenizace a duplikace, a tim se zménilo
slozeni proteint spole¢né s jejich strukturou a funkci (Moros-Nicolas et al. 2021).

Dalsim mezidruhovym rozdilem je primér ZP. U va¢ic ma ZP od 1 do 2 um, 5 - 7 um
umysi, 13 az 16 um u ¢loveéka nebo prasete a 27 pm u kravy (Dunbar et al. 1980). U vétSiny
druht je navic ZP rozdélena do vrstev, pfiCemz muizeme vidét mezi vnitini a vnéjsi vrstvou
znacnou asymetrii. Tuto asymetrii mizeme identifikovat napf. pomoci lektini nebo ZP
specifickych proteind. U krav nebo kraliki miZeme identifikovat tfi vrstvy ZP. Cim dale se od
oocytu vrstva nachazi, tim vétsi poréznost vykazuje (Vanroose et al. 2000).

Mezidruhove se lisi také velikost porti. Nejmensi pory nalezneme u skotu a nejvetsi pory
naopak u mysi nebo kocek (Vanroose et al. 2000). Lisi se také tvary pora uvnitf i mezi zonami.
Poéry jsou vétsinou nahodné rozmisténé s vyjimkou kocek, kde je tomu naopak. Poréznost je
dulezita pro prunik velkych molekul jako napt. imunoglobulinti, ale malé molekuly, jako napf.
heparin, porem neprojdou. Je tedy zfejmé, Ze prinik molekul nezavisi na jejich velikosti, ale na
jejich biochemickych vlastnostech jako napf. na jejich povrchovém naboji (Alex Shivers &
Dunbar 1977).

Struktura zony pellucidy se také méni beéhem faze meiotického zrani oocytu a oplozeni.
Suzuki et al. (1994) provedli vyzkum ZP oocytu skotu v in vitro podminkach a prokazali, ze
ZP nezralych oocyta skotu ma Cetné a hluboké pory, zatimco povrch ZP u zralych oocytd ma
jemnéjsi strukturu s méné hlubokymi pory. Meiotické zrani neovliviiuje pouze morfologii, ale
také funkcnost ZP. Bylo zjisténo, ze ZP zralych oocytu skotu je v in vitro podminkach schopna
indukovat akrozomalni reakci spermii dvojnasobnou rychlosti nez ZP nezralych oocytd
(Petrunkina et al. 2005).
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3.2.2 Rozdéleni glykoproteinu ZP

Spargo a Hope (2003) uvadéji, ze existuji 4 podskupiny gent ZP: ZPA, ZPB, ZPC a ZPX.
Uvadegji také, ze nékteré ztéchto gent se u vyssich zivocichd jiz nevyskytuji a zUstavaji
pfitomny pouze u ryb a obojzivelnika. Toto potvrdili i Goudet el al (2008). Vytvorili aplnéjsi
seznam, kde jsou ZP proteiny zarazeny do Sesti podrodin: ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZPAX a ZPD.
Z téchto geni maji placentarni savci vétSinou Ctyfi proteiny (ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4).
U nékterych z nich, jako napt. u skotu, prasete nebo psa chybi protein ZP1 a mysi zase naopak
postradaji protein ZP4. Geny pro tyto dva proteiny se u nich vyskytuji pouze jako pseudogeny.
ZPD muzeme nalézt pouze u obojzivelnika spolecné s ZPAX, ktery je pfitomen také u kura
(Goudet et al. 2008; Moros-Nicolas et al. 2021) Prehled glykoproteini a jejich gent ZP
u vybranych savci je shrnut v tabulce 1.

Tab. 1. Prehled glykoproteinti ZP a jejich gent (Pfevzato a upraveno z Tumova et al. 2021)

SAVCIDRUH | ZP GEN ZP PROTEIN
my$ ZP1 (ZPB1) ZP1
ZP2 (ZPA) ZpP2
ZP3 (ZPC) ZP3
ZP4 (ZPB / ZPB2) | Nevytvoren
&lovek ZP1 (ZPB1) ZP1
ZP2 (ZPA) ZP2
ZP3 (ZPC) ZP3
ZP4 (ZPB / ZPB2) | ZP4
prase ZP1 (ZPB1) Nevytvoren
ZP2 (ZPA) ZP2/PZPL
ZP3 (ZPC) ZP3/ZP3-B
ZP4 (ZPB/ZPB2) | ZP4/ZP3-a.
skot ZP1 (ZPB1) Nevytvoren
ZP2 (ZPA) 7P2
ZP3 (ZPC) ZP3
ZP4 (ZPB / ZPB2) | ZP4

U savcu muzeme tedy fict, ze se glykoproteiny déli do tfi hlavnich rodin: ZPA, ZPC a
ZPB podle podobnosti jejich sekvence aminokyselin. Bylo také prokazano, ze kazda z téchto 3
rodin vykazuje 50-98 % homologii nukleovych kyselin u riznych druha savci. Ackoliv se
rodiny lisi v molekulové hmotnosti, existuji zde podobnosti v poctu a poloze cysteinovych
zbytki na ZP doméné a v poCtu N-glykosylacnich mist. Napt. mysi ZPB je pouze z 39 %
identicky s lidskym, ale krali¢i a praseci je s lidskym identicky ze 70 % (Epifano & Dean 1994;
McLeskey et al. 1997; Prasad et al. 2000).
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3.2.3 Biosyntéza glykoproteinu ZP

Biosyntéza glykoproteinti zony pellucidy probiha béhem oogeneze ve folikulu. Mnoho
studii prokazalo, ze vyvoj ZP je druhove specificky. U savcu jsou proteiny ZP syntetizovany
vyhradné pomoci vajecnikt. U jinych obratlovci mizou do syntézy zasahovat také jatra, ktera
se bud’to podileji na syntéze jako jedina, nebo ve spolupraci s vajecniky (Wassarman & Litscher
2013). U savcu jsou jedinymi druhy, které syntetizuji glykoproteiny ZP pouze oocytem, mysSi,
krysy a kfecci. U ostatnich druhti se na syntéze podileji i granuldzni buriky (Scobie et al. 1999;
Izquierdo-Rico et al. 2011; Moros-Nicolas et al. 2021). Existuji ale také rozdily v expresi
urcitych ZP gent. Napf. u kralika je ZP1 exprimovan jak oocytem, tak granul6znimi burikami.
To stejné plati i u skotu pro ZP3 a u prasat pro ZP4. U primatt to plati pro ZP2, ZP3 i ZP4
(Kolle et al. 1996, 1998; Bogner et al. 2004). Pro tyto druhy je charakteristicka silna ZP, a proto
se predpoklada, ze se na jeji syntéze musi podilet i folikularni buriky, jelikoz syntéza proteint
pouze oocytem by nebyla dostate¢na (Schultz et al. 1979; Skinner et al. 1984).

Glykoproteiny ZP prechéazi z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu béhem
rastové faze oocytu. Zde jsou zabaleny do sekreCnich vezikul, které je poté transportuji
k oolemé, kde splynou s membranou. Tak se glykoproteiny dostavaji do extracelularniho
prostoru (Wassarman et al. 2005).

Na my8§im modelu byla sledovana sekrece glykoproteini ZP a jejich sestaveni do matrix.
V prvni fadé se glykoproteiny nerovnomémé sekretuji do prostoru mezi oocytem a
kumularnimi bunkami. V rané fazi vyvoje oocytu je muzeme pozorovat jako filamenta
usporadana do hexagonalnich poli se stejnou velikosti pora. S ristem oocytu se glykoproteiny
spojuji a vytvareji tak kolem oocytu jednotnou vrstvu s velkym poctem mikroklkta. Ty poté
pfichazeji do kontaktu s vybézky kumularnich bun€k a vytvareji dalezité kanaly pres zonu
pellucidu, které rostoucimu oocytu poskytuji potiebnou vyzivu (Gupta et al. 2012).

Vznikajici glykoproteiny obsahuji N-konec, misto konsenzuélniho furinového Stépeni
(CFCS), ZP doménu a TMD (transmembrane-like domain), kterd se nachazi u C-konce.
Glykoproteiny obsahuji také signalni sekvence rizné délky, které se odsté€puji ve fazi zralého
proteinu. ZP doména je sloZena z rizného poctu aminokyselin a osmi cysteinovych (Cys)
zbytkl. Dale také obsahuje velké mnozstvi B fetézca. Jeji hlavni funkci je umoznéni polymerace
glykoproteint a tvorba matrix ZP. CFCS napomaha ukotveni v extracelularnim prostoru a TMD
zase naopak v sekrecnich vaccich oolemy (Bork & Beckmann 1993). Dale se setkavame
u proteintt ZP1 a ZP4 s doménou tvaru trojlistku. Ta obsahuje 6 Cys zbytkt spojenych tfemi
disulfidickymi mastky (Gupta et al. 2012).

Mysi ZP glykoproteiny ZP2 a ZP3 tvoii heterodimerni jednotky a jsou periodicky
usporadané do dlouhych vladken. Ta jsou propojena nejvét§im proteinem ZP1 (Wassarman &
Mortillo 1991). Cilené zmény a mutace téchto glykoproteini poskytly dulezité informace
k funkcénosti ZP. U mysSiho ZP1 se predpoklada, ze zodpovida za stabilitu a integritu matrix.
U ZP1 knockoutovanych mysi dochazi k syntéze zony pellucidy, ta ma vSak poréznéjsi
strukturu. Embrya maji moznost normalniho vyvoje, ale mize se stat, ze jsou vrhy mensi nez
obvykle. Toto, ale nelze potvrdit u knockoutu genu pro ZP3. Pti ztrat€¢ genu ZP2 se zona
pellucida ztencuje, ale pokud mysi chybi gen ZP3, neni schopna vytvofit kolem oocytu zonu
pellucidu vubec. Z toho tedy vyplyva, ze vyvoj ZP je u myS$i mozny minimalné se dvéma
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glykoproteiny, pfi¢emz pfitomnost ZP3 je nezbytna (Dean 2004; Evsikov et al. 2006; Moros-
Nicolas et al. 2018, 2021).

Studie, které se provadéli na mysSich i lidech ukazaly, ze vysledky ziskané u jednoho
druhu nelze pouzit pro druh jiny. Jak mizeme vidét v tabulce ¢.1 Zeny maji ZP slozenou ze 4
glykoproteint a ZP1, na rozdil od mysi, u nich tvofi zakladni glykoprotein matrix ZP (Rankin
& Dean 2000; Moros-Nicolas et al. 2021). Pokud mySi chybi ZP1 mtze zonu pellucidu vytvoftit
a embryo se bez problému vyviji. U Zen muze byt ztrata nebo mutace genu ZP1 spojovana
s neplodnosti, syndromem prazdnych folikuli nebo oocytli bez ZP (Zhang et al. 2018; Zhou et
al. 2019; Cao et al. 2020).

Praseci ZP glykoproteiny byly studovany pro vyvoj antikoncep¢ni vakciny. Bylo tomu
tak hlavné kvuli snadné dostupnosti vajecniki z jatek. Aktivni imunizace nativnimi prasecimi
ZP proteiny samic kralika vedla k jejich nevratné neplodnosti. Bliz§i studie nasledné prokazaly
Ze imunizace nativnimi nebo rekombinantnimi ZP glykoproteiny omezuje plodnost riznych
druhtl savci, pii které dochazi i k ovarialnim patologiim (Gupta 2022).

3.2.4 Prasecli zona pellucida

Zona pellucida prasete ma primér 13-16 pm s obsahem 30-33 ng specifickych
glykoproteint v ZP. Dfive se védci domnivali, ze se praseCi ZP sklada ze Ctyt glykoproteint a
nikoli ze tii. Tyto rozdilné nazory byly zpiisobeny riznym nazvoslovim, které se v pribéhu
minulosti nékolikrat zménilo. V mnoha studiich 1ze najit rozdilna znaCeni téchto proteinti: ZP1
(ZPB/ZP3q), ZP2 (ZP1/ZP2/ZPA) a ZP3 (ZP3B/ZPC) (Harris et al. 1994; Prasad et al. 2000).
Podle nov¢jsich vyzkumu ale vime, ze praseCi ZP1 je nahrazena ZP4. Nove¢jsi znaceni praseCich
glykoproteint je shrnuto v tabulce €. 1. Nejcastéji se vSak setkavame se znaCenim: ZP2/ZPA,
ZP3/ZPC a ZP4/ZPB. Diky elektroforéze lze glykoproteiny ZP prasete rozdé€lit dle rizné
molekulové hmotnosti: 90 kDa (ZP2) a 55 kDa (ZP3 a ZP4). Proteiny ZP3 a ZP4 tvoii az 80%
z celkového mnozstvi glykoproteini ZP. Pomér ZP2:ZP3:ZP4 Cini 1:6:6. Nasvédcuje to tomu,
ze podobné jako u mysi, tvoti u prasat glykoproteiny ZP3 a ZP4 heterodimer, ktery je propojen
ZP2 (Hedrick & Wardrip 1987; Tumova et al. 2021).

Z.P2 (ZPA) protein

ZP2 protein, patfici do rodiny ZPA, je nejvétsim glykoproteinem ZP prasat. Jeho funkci
je zpevneéni struktury ZP a prevence polyspermie pii oplodnéni. Jako nezraly protein se sklada
z 716 aminokyselin (AA) a mé pouze jednu ZP doménu. Zraly je tvofen 603 aminokyselinami,
protoze jsou z néj odstépeny signalni peptid (1-35 AA) na N-konci a propeptid (639-716 AA)
na C-konci. Béhem kortikéalni reakce je ZP2 u N — konce proteolyticky rozstépen na dva
fragmenty spojené disulfidickymi mistky (Topfer-Petersen 1999).
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ZP3 (ZPC) a ZP4 (ZPB) proteiny

U prasnic byl protein ZPC urCen jako receptor pro vazbu spermie, jelikoz nese
biologicky aktivni sacharidové fetézce. Této vazby vsak neni dosazeno bez ZPB, se kterym
tvori heterodimerni komplex, coz mize vést k maximalnimu odhaleni vazebnych mist pro
spermie a zesileni jeho vazebné aktivity. Tyto glykoproteiny obsahuji po posttranslacnich
upravach 330 (ZPB) a 326 (ZPC) aminokyselin (Topfer-Petersen 1999; Gupta et al. 2012).

3.2.5 Glykosylace

Glykosylace probihd beéhem meiotického zrani oocytu. Samotné proteiny maji
v organismu fadu funkci. Glykosylace muze ale ménit jejich signalizacni a regulacni reakce,
stabilitu, anebo je také chranit pred proteolytickymi enzymy. Tato dilezita posttranslacni
modifikace proteini probiha v nékolika krocich. Nejdiive se v cytosolu vytvareji peptidy
s navazanymi sacharidy, dale dochazi v endoplazmatickém retikulu ke kompletovani a
v posledni tfadé k transportu a konecnému zpracovani v Golgiho aparatu (GA) (Fernandes
2008). Z GA jsou pak glykoproteiny sekretovany ven pomoci vezikult. Podle kovalentni vazby
mezi proteinem a glykanem mizeme rozliSovat 3 typy glykosylace. N- glykosylaci rozumime
napojeni pomoci amidové skupiny asparaginu. Dle Varki et al. (2009) jsou N-glykany jedny
z nejdulezitejSich glykanovych modifikaci u eukaryotnich organismi. Jsou zapojeny do
intracelularnich a extracelularnich procesu, intracelularniho transportu, interakci mezi butikami
a mnoha dalSich d&ju v burice. DalSim typem glykosylace je O-glykosylace, ktera probiha
napojenim pres hydroxylovou skupinu serinu nebo threoninu a vazby mezi uhliky glykanu a
tryptofanu potom nazyvame C-glykosylace (Ohtsubo & Marth 2006).

Glykoproteiny ZP jsou vysoce heterogenni diky postranslaénim zménam a modifikacim
pomoci sialyzaci a sulfataci. Obsahuji tedy velké mnozstvi sulfatovanych nebo sialovanych N-
(aspariginovych) a O-(serinovych/threoninovych) glykant. Tyto oligosacharidy zodpovidaji za
vazbu spermie na oocyt, indukci akrozomové reakce a penetraci spermie pres ZP (Rath et al.
2005).

Existuje studie, ktera dokazuje, ze pro pocatecni interakci spermie a oocytu jsou dulezité
vazby sacharid-protein nebo v mensi mire protein-protein. To bylo dokazano i u bezobratlych
(Clark 2010). Sacharidy tedy tvoii zaklad pro druhové specifickou vazbu gamet pii oplodnéni.
U mysi byla vazba spermie a zony pellucidy prozkouména nejvice. Charakter této vazby neni
ale pro vSechny druhy savcu stejny. Napf. u mysi se spermie muze vazat jen na ZP3, zatimco
u prasat nebo u skotu se vaze spermie pouze k heterokomplexu spolecné s ZP4. Akrozom
intaktni spermie kancti a bykt vykazuji nejvyssi afinitu k B-Gal (galaktosovym) a a-Man
(manosovym) zbytkiim. Respektive u prasat se afinita po akrozomové reakci (AR) méni z f3-
Gal na a-Man. Bylo také zji§téno, ze vazba spermii po akrozomalni reakci se po trypsinizaci
snizuje, a tudiz slozky, které vazou sacharidy, jsou proteiny (Yonezawa et al. 2012; Takahashi
et al. 2013).
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Dle Topfer-Petersen et al. (2008) na sobé nesou glykoproteiny rozdilny pocet
potencialnich N-glykosylacnich mist. Tato mista jsou zobrazena obrazku 1. Pro ZPB a ZPC
jsou tato mista ulozena v doméné ZP (ZPB: N202, N220, N333; ZPC: N124, N146, N271).
Z obréazku je vidét, ze pouze asparaginové zbytky N220 a N271 nesou tri i tetraantenarni N-
glykany. U ZPA je pouze 5 ze 6 glykosylacnich mist glykosylovano (N84, N268, N316, N323,
N530). Vétsina téchto mist nese tri- a tetraantenarni glykany s vyjimkou N530 umisténé v ZP
doméné. To je obsazeno biantenarnimi fetézci. Dle Kudo et al. (1998) se vazou tri a
tetraantenarni fetézce glykant siln€ji nezli fetézce biantenarniho komplexu. ZPA disponuje
také mimo jiné i pentanosylglykany (MansGIcNA2) (Rath et al. 2005).

ZPA
' v !
Nga N268 Natg,323 Ns30
ZPB
Nzoi’lszn” N

Nz33
S253T303

W @5

le/l,usl Nz271

T1se,161,162
Obr. 1. Glykosyla¢ni mista prasecich glykoproteinii ZP (Pfevzato a upraveno zTopfer-Petersen
et al. 2008)

I O-glykany

V 90. letech byly sacharidové struktury popsany diky vazbé na proteiny zvané lektiny.
Pritomnost mandzy a N-acetylglukosaminu byla popsana téméf u vSech druhti savcti. Naopak
pritomnost B-galaktozy byla prokazana pouze u mysi a skotu. U glykoproteinii ZP mysi a skotu
tvoti terminalni N-acetylgalaktosaminové a a-galaktosové zbytky minoritni slozku. Praseci N-
glykany tyto slozky ale postradaji. Zakladni struktura N-oligosacharidii komplexniho typu je u
prasat, mysi a skotu prakticky stejna. Rozdily se vyskytuji hlavne u neutralnich oligosacharidd,
které u mysi tvoti 5 %, zatimco u prasnic a krav 25 %. Dale jsou zde také rozdily v di-, tri- a
tetraantenarnich fetézcich, sulfataci a sialyzaci (Parillo et al. 1996; Topfer-Petersen 1999;
Tumova et al. 2021).

Jako u spousty jinych druht, jsou u prasat ZP glykoproteiny nestejnorodé diky
rozdilnému mnozstvi sialovanych nebo sulfatovanych poly-N-acetyllaktosamint (Yonezawa et
al. 1997). N — vazané fetézce se skladaji z neutralnich a kyselych feté€zct v molarnim poméru
1:3. Ty vytvafeji di-, tri- nebo tetraantenarni komplexy s a-fukosylovymi zbytky (Nakano &
Yonezawa 2001). Hlavnimi neutralnimi N vazanymi glykany ZP u prasat jsou fukosylové
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glykany s acetyllaktosaminovymi fetézci. Tyto glykany se podileji na rozpoznani spermie
oocytem (Topfer-Petersen 1999). Vysoce sulfatované kyselé N-glykany obsahuji poly-N-
acetyllaktosaminové sekvence v riznych délkach, které jsou sulfatované v poloze C-6 GlcNAc
(N-acetylglukosamin) (Noguchi & Nakano 1992). U prepubertalnich prasnic byl popsan nizsi
stuperi sulfatace nezli u cyklujicich prasnic. Dale obsahuji N-glykany fukézové zbytky, nikoliv
vysokomanosové fetézce jako u jinych druhti (Tumova et al. 2021).

O-glykany obsahuji 9 neutralnich a 26 kyselych nerozvétvenych fetézcu typu core-1 O-
N-acetylgalaktosamin. Stejné jako N-glykany jsou sulfatovany v poloze C-6 nebo sialovany.
Bylo zjisténo, ze se O-glykany u proteini ZP3 a ZP4 podileji na vazbé spermie-ZP. U prasat se
jako hlavni receptor jevi také neredukujici koncové B-Gal zbytky, které se nachazeji na tri a
tetraantenarnich komplexech glykoproteini. U skotu se jevi jako hlavnimi ligandy pro byci
spermie neredukujici koncové o-Man zbytky v glykoproteinech ZP s vysokym obsahem
manosy (Takahashi et al. 2013; Tumova et al. 2021).

Zaroven sialové kyseliny na N- a O-glykanech hraji dalezitou roli pro vazbu spermie a
prenosu signalu (Tumova et al. 2021). Glykoproteinové vrstvy jak samcich (glykokalyx), tak
samiCich (ZP) gamet jsou zakonceny sialovymi kyselinami (Sia). Tak oznacujeme kyselé
devitiuhlikaté monosacharidy, které muzeme Casto nalézt na povrchu bunék na koncich
glykokonjugat. U prasat je dokonce 75 % vSech N-glykant sialyzovano a jsou tedy kyselého
charakteru (Velasquez et al. 2007; Fernandez-Fuertes et al. 2018). Sialyzace probih4a na
biantenarnich nebo na -4,2 rozvétvenych triantenarnich fetézcich. Sialovany mohou byt také
kratké fetézce s jednou N-acetyllaktosaminovou jednotkou nebo bez ni (Sinowatz et al. 2001a).

3.2.6 Vazba spermie na zonu pellucidu a oplozeni

Vazba spermie na ZP je druhové specificka a diky tomu je tak zabranéno mezidruhovému
oplozeni. Za tento fakt jsou zodpovédné receptory pro vazbu spermie na povrchu ZP oocytu a
mezidruhové rozdilna glykosylace proteini ZP (Wassarman et al. 2005).

Tento proces zaciné primarni vazbou, ¢imz rozumime navazani spermie na glykoproteiny
ZP, coz vede k akrozomalni reakci. Dale probiha sekundarni vazba a nasledna penetrace pres
ZP do perivitelinniho prostoru odkud se spermie dostava az k oolemé. Zde potom dochézi ke
splynuti gamet a dochazi k oplozeni. Proteiny kancich spermii, které se vazi na ZP oocyt
prasnic jsou napi.. [B1l,4-galaktosyltransferaza (B4GALT1), proakrosin/akrosin (ACR),
zonadhezin (ZAN), spermadheziny (AWN, AQN1, AQN3, PSP-I, PSP-II) a adhezni protein
z (APz) (Tumova et al. 2021).

Vyznamnym proteinem spermii je také IZUMO (1-4), ktery je nezbytny pro fuzi
membran oocytu a spermie. Dle Okabe (2018) a Yanagimachi (2022) vime, ze spermie jsou
schopné fuze az po dokonceni akrozomalni reakce. K AR dochéazi po kontaktu spermie
s vn¢j§im obalem vajicka a dochazi tak k aktivaci signalnich kaskad a proteini spermie
potfebnych pro naslednou fuzi gamet. U mysi byl pozorovan pfesun IZUMO1 na povrch
plazmatické membrany spermie béhem AR. Na membrané oocytu se poté nachazi jeho receptor
JUNO, jakozto membranovy protein s GPI kotvou, ktery slouzi jako receptor pro [ZUMOI.

16



Dale bylo zjisténo, ze systém IZUMOI1-JUNO je identifikovan jako prvni par receptor na
povrchu membran gamet, ktery je velmi dilezity pro jejich spole¢nou fuzi.

Po vniknuti spermie do vajicka nastava polyspermicky blok diky puasobeni enzymu
z kortikalnich granul. Vzhledem k zasadni roli JUNO pfi oplodnéni byla zkoumana jeho role i
pii zamezeni pruniku dalSich spermii. Byla prokazana ztrata vazebnych receptord JUNO
z plazmatické membrany vajicka pfi kortikalni reakci. Vzhledem k tomu, ze se takto ztraceji
vazebna mista pro [ZUMOI1, miZeme ztratu receptort JUNO také oznaCovat za CasteCny
mechanismus bloku polyspermie (Bianchi et al. 2014).

3.3 Lektiny

Slovo lektin pochazi zlatinského slova legere, coz znamena vybrat, precist nebo
shromazdit (Kumar et al. 2012; Mishra et al. 2019). Lektiny patfi do strukturn€ velmi riznorodé
tiidy proteint a v pfirodé je mizeme nalézt u v€tSiny druht organizmu, at’ uz virt, bakterii,
rostlin, fas, hub, bezobratlych nebo obratlovca (Loris 2002; Sharon 2008). Jsou schopné
specificky a reverzibilné vazat sacharidy pomoci nekovalentnich vazeb za vzniku
glykokonjugatd (Rini 1995; Cavada et al. 2019; Mishra et al. 2019). Casto tyto vazby potiebuji
zvysenou piitomnost Ca** a Mn?* (Sharon & Lis 1990). Pro specifickou vazbu sacharidd je pro
né dulezita zejména CRD doména (carbohydrate recognition/binding domain), kterou lektiny
obsahuji. CRD doména se na sacharidy navazuje pomoci raznych vazeb jako jsou napf.
vodikové mustky, iontové vazby, Van der Waalsovy sily a hydrofobni reakce (Ghazarian et al.
2011).

3.3.1 Vlastnosti a vyuziti lektinu

Lektiny se diky své vazbé protein-sacharid zapojuji do velké fady biologickych procest a
jsou dulezité pro prenos biologické informace. Piikladem procest, kterych se tiCastni je napf.
obranyschopnost, vyvoj buiiky, migrace bunék, fagocytoza, endocytéoza a pro nas dilezity
proces fertilizace (Sharon & Lis 1990). Jejich Siroky komeréné dostupny vybér a uzka
specificnost nam umoziuje identifikaci a lokalizaci mnoha sacharidovych struktur na ZP
oocytd rtiznych druhd zvifat (Sinowatz et al. 2001b). Dale se mohou pouzivat k rozpoznani
sacharidl na povrchu bunék béhem riiznych fyziologickych ¢i patologickych procest. Maji také
schopnost aglutinovat erytrocyty a diky nim objevil Karl Landsteiner lidské krevni skupiny A,
B a 0. Ze vSech vlastnosti, kterymi lektiny disponuji je patrné, Ze se daji hojn€ vyuzivat v mnoha
biologickych oborech jako biochemie, imunologie nebo bunécna biologie. Pouzivaji se také
napf. pro klinickou diagnostiku zahrnujici rozpoznani nadorovych bunek (Mishra et al. 2019).

Je nutné fici, ze ackoliv se lektiny podileji na obranyschopnosti organismu, nezptsobuji
v téle zadnou antigenni reakci a nezpusobuji ani primarni imunitni odpoveéd’. Proto je
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nemiizeme zafadit mezi protilatky. Dale je nelze fadit ani mezi enzymy, jelikoz nevykazuji
katalytickou aktivitu (Sharon & Lis 1990).

Pro mapovani sacharidovych struktur vyuzivame cytochemickou analyzu pomoci lektint
(Brooks 2017). Napomaha nam k tomu fluorescen¢ni barveni v kombinaci s imunohistochemii.
Muzeme diky nim ale detekovat jen terminalni zbytky glykoproteinti nebo glykolipida a
nemuzeme tedy analyzovat celou strukturu oligosacharidovych fetézcti (Wiederschain 2009).
Zona pellucida je az ze 30 % tvotena sacharidy z nichz maji vS§echny urcity pocet postrannich
fetézct. Lektiny se na tyto fetézce navazuji a pomahaji nam k jejich vyzkumu (Rabelo et al.
2012).

3.3.2 Druhy lektina

Lektiny produkuje velké mnozstvi organismu a lze je tedy rozdélit do skupin dle jejich
puvodu. Dal§im zptisobem, jak lektiny fadit, mtze byt dle jejich lokalizace v butice anebo
specifity. Proto se mohou jednotlivé tfidy lektint rizné prekryvat (Lakhtin et al. 2011; Mishra
et al. 2019).

Zivocisné lektiny

Zivo&isné lektiny jsou schopné diky CRD, které obsahuje kazdy z nich, vazat komplexni
sacharidové struktury s mnoha aminokyselinovymi sekvencemi. Mezi jejich funkce patii napt.
bunéény kontakt, detekce patogent, pfilnuti bunék k povrchu epitelu a zprostiedkovani
imunitni odpoveédi. Mtizeme je délit do neékolika skupin dle sekvence CRD a naroku na kationty
(LIS & SHARON 1986; Kilpatrick 2002). V tabulce €. 2 jsou shrnuty vybrané lektiny spole¢né
s jejich funkci.

18



Tab. 2. Rozdéleni zivocisnych lektinti (Pfevzato a upraveno z Kilpatrick 2002; Kumar et al.

2012)

NAZEV PRIKLAD FUNKCE

Typ C Imunitni odpovéd’, adheze bunék

Typl Adheze buné€k, regulace signalizace
imunitnich bun¢k

Typ P Rozdéleni proteint z GA, degradace proteinu
v ER

Galektiny Regulace apoptozy, adheze a migrace bunek,
imunitni reakce

pentraxiny Reaktanty akutni faze zanétu, pfirozena
imunitni odpovéd’

calnexin Ttidéni proteint v ER

typ M Asociovana degradace glykoproteini v ER

TypL Ttidéni proteint v ER

typR Regulace hormonu glykoproteinové povahy,
enzymové cileni

F-box Degradace $patné vytvorenych proteint

fikoliny Vrozena imunita

podobné chininaze Ovliviiuji metabolismus kolagenu

Rostlinné lektiny

Pro jejich snadnou izolaci a distribuci byly studovany mezi prvnimi a dnes zname jiz
500 riznych lektint rostlin. Mizeme je také délit do riznych podskupin dle afinity, struktury a
poctu vazebnych mist viz. obr 4 (Mishra et al. 2019). Mezi ty nejvice prozkoumané mizeme

tadit wheat germ aglutinin (WGA), ktery byl vyizolovan z pSenice seté a dale Ricinus
communis agglutinin (RCA) vyizolovany ze sko¢ce obecného (Etzler 1985). Daji se nalézt jak
v kofenech, semenech, zasobnich organech, tak i v listech rostlin. Zajimavosti je jejich afinita
k oligosacharidiim, které se v rostlinach témér nevyskytuji a vazi tedy spise jednoduché cukry.
Napomahaji k rozpoznani glykokonjugati na povrchu bunék, bunécné signalizaci a

komunikaci. Maji také velky vyznam pfi vyvoji a ochrané rostlin pfed mikroorganismy,
hmyzem a zivoCichy. Dale se ucastni symbiotického vztahu mezi rostlinami a bakteriemi
vazajicimi dusik (Kalsi et al. 1992; Sharon & Lis 2004; Mishra et al. 2019).
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KLASIFIKACE ROSTLINNYCH
LEKTINU

PODLE STRUKTURY A
EVOLUCE:

PODLE POCTUVAZEBNYCH 1. amarantinova rodina PODLE AFINITY:
MIST: 2.chitin vazajici lektiny 1. glukéza

1. merolektiny 3. lektiny pFibuzné jacalinu 2. galaktéza a N- acetyl
2. hololektiny 4. lektiny ccurbiceae phloem b-galakt6za
3. chimerolektiny 5. lektiny lu$ténin 3. L-fukdza

4. superlektiny 6. lektiny vazajici mandzu 4. sialova kyselina

7. lektiny inaktivujici
ribozomy typu 2

Obr. 2. Klasifikace rostlinnych lektint (Pfevzato a upraveno z Mishra et al. 2019)

Mikrobialni lektiny

Bakterialni lektiny miZzeme jinak nazyvat také adheziny, jelikoz b&éhem infekce
podporuji navazani bakterie k hostitelské butice (Hooper & Gordon 2001). VétSina bakterii
obsahuje adheziny, které maji riznou specifitu. Jedny se vazi na terminalni sacharidové zbytky
pomoci CRD a druhé na vnitini sekvence oligosacharidii (Nizet et al. 2017). Nejcasteji uplatiiuji
své schopnosti pfi symbidze nebo adhezi (Mishra et al. 2019).

Virové lektiny téz zprostiedkovavaji adhezi s hostitelskou burikou, coz vede ke vzniku
nasledné infekce. Tento fakt byl poprvé prokazan ve 40. letech 20. stoleti u hemaglutininu viru
chiipky. Pfi odstranéni specifického cukru z membrany hostitelské buriky byla vazba s virem
prerusena a diky tomu se zabranilo jejimu infikovani (Lis & Sharon 1998).

Tyto vyzkumy bakterialnich a virovych lektinii napomahaji pfi vyvoji antiadhezni 1écby
u mikrobialnich infekci. Vyvoj novych 1€kl jako jsou antiadheziva je velmi dulezity hlavné
z hlediska vzrastajici rezistence ke konven¢nim antibiotikiim (Lis & Sharon 1998).

Houbové lektiny

Lektiny hub jsou specifické svou vazbou k N-acetylgalaktosaminovym zbytkim.
Pivodem je 85 % houbovych lektint z hub, 15 % z plisni a 3 % z kvasinek (Singh et al. 2010;
Kobayashi & Kawagishi 2014). Jejich obvykly vyskyt zahrnuje plodnice a v malém mnozstvi
také mycelia. Jejich nejdalezitéjsi funkcei je ucast pfi rastu, morfogenezi, vyvoji a rozpoznani
mykorhizace (Varrot et al. 2013; Mishra et al. 2019). Dale se také podileji na prvotni fazi
infekce diky interakci s glykokonjugaty hostitelské buriky (Khan & Islam Khan 2011; Mishra
et al. 2019).

20



Lektiny morskych ras

Lektiny mofskych fas muzeme nazyvat také jako fytolektiny a u mnohych z nich
nalezneme nékolik spolecnych vlastnosti. Jsou nizkomolekularni, monomerni, termostabilni a
jsou charakteristické svou specifitou pro glykoproteiny. Tim se li§i od lektini vétSiny
suchozemskych rostlin, jelikoz ty se vyznacuji afinitou k monosacharidim a vyskytuji se jako
oligosacharidové formy (Praseptiangga 2015; Mishra et al. 2019). Dle Teixeira et al. 2012 byla
pfitomnost lektinti zjisténa zhruba u 800 druhti mofskych fas znichz 60 % vykazuje
hemaglutinacni aktivitu. Toto Cislo se vSak nerovna skute¢nosti vzhledem k poctu druha ras ve
svété. Fytolektiny mizeme také tadit do tii skupin dle jejich vazebnych vlastnosti: vazajici N-
glykany, vazajici N-glykan s vysokym obsahem manozy a lektiny vyznacujici se obéma tipy
vazeb. Jejich vyuziti mizeme pozorovat hlavné v biomedicinském vyzkumu diky jejich

-----

3.3.3 Vybrané lektiny

RCA1

RCA, neboli latinskym nazvem Ricinus communis agglutinin téz znamy jako Ricin, je
protein ziskavany ze skocce obecného (Ricinus communis) (De Mejia & Prisecaru 2005;
Manning et al. 2017). Je to termarer slozeny ze dvou fetézca typu A spojenych disulfidickymi
mustky a dvou fetézca typu B na jejich koncich. RCA 1 je zvlasté zajimavy pro svoji afinitu a
specificnost pro glykokonjugaty, které obsahuji D-galaktosylové zbytky. Podporuje tak
aglutinaci a vazbu polysacharidi a glykoproteint stejné jako lipozomt a micel obsahujicich
glykolipidy s galaktosylovymi zbytky. Vysledky studii ukazaly, ze hlavnim a nejdilezit€jsim
rozpoznavacim faktorem pro RCA I by méla byt sacharidova sekvence B-D-Gal(1-4)-D-
GIcNAc (Wu et al. 2006).

PNA

PNA, neboli latinskym nazvem Peanut agglutinin, je rostlinny lektin ziskavany z arasidu
(Arachis hypogaea). Je to protein schopny aglutinovat buriky na bunééném povrchu pomoci
determinantl oligosacharidi. Vazi se pfi tom na sacharidovou sekvenci B-D-Gal-(1-3)-D-
GalNAc (Hageman & Johnson 1986). Patii tedy do skupiny galaktozu vazajicich lektind, stejné
jako RCA I. M4 mnoho funkci a vyuziva se napf. pro stanoveni krevnich skupin, mitogenezi
lymfocyti, separaci subpopulaci histocytd (Howard & Batsakis 1982), detekci sacharidovych
struktur na akrozomu spermii a detekci sacharidovych struktur na zona pellucida oocytu
(Blanks & Johnson 1984; Mortimer et al. 1987).
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4 Metodika
4.1 Zisk vajeéniki

Vajecniky byly ziskdvany na jatkach z prepubertalnich odporazenych prasnicek.
Nasledné byly pfevezeny do laboratofe ve vytemperované termolahvi (38 °C) s fyziologickym
roztokem (0,9% chlorid sodny).

4.2 Zisk a vybér oocytu

Z vajeCnikd byly oocyty ziskavany aspiraci folikularni tekutiny. Oocyty ve stadiu
zarodeCného vacku (GV stadiu) byly aspirovany z folikuld (2-5 mm) spolu s folikularni
tekutinou pomoci injekéni stfikacky (20 ml) a jehly 20G. Folikularni tekutina byla nasledné
prenesena na Petriho misku a oocyty byly vybrany pod stereomikroskopem. Pro kultivaci byly
vybirany pouze oocyty skompaktnim obalem kumularnich bun€ék a neposkozenou
cytoplazmou. Pomoci sklenéné kapilary byly vybrané oocyty nasledné preneseny do
modifikovaného média M199 obsahujiciho piidavek laktatu vapenatého (0,06 mg/ml),
gentamicinu (0,0025 mg/ml), pyruvatu sodného (0,25 mg/ml), 10% bovinniho fetalniho séra a
HEPESu (1,5 mg/ml).

4.3 Kaultivace oocytu in vitro

Pred kultivaci byly vybrané oocyty tfikrat promyty v modifikovaném médiu M199. Poté
byly pfeneseny pomoci tenkosténné sklenéné kapilary do ¢tyt-dulkovych misek (NUNC), které
obsahovaly 1 ml kultivacniho média M 199 a gonadotropinu P.G. 600. Oocyty byly kultivovany
v termostatu s fizenou atmosférou s 5% COxz pfi stalé teplote 39°C. Oocyty byly kultivovany 24
hodin do dosazeni stadia metafaze prvniho meiotického déleni (MI), nebo 46 hodin do dosazeni
stadia metafaze druhého meiotického déleni (MII).

4.4 Barveni oocyti

Po kultivaci byly oocyty zbaveny kumularnich bunék pomoci tenkosténné kapilary a
nasledné fixovany v 3,7% paraformaldehydu po dobu 40 minut. Dale byly oocyty nékolikrat
promyty v roztoku PBS/ 1% PVA. Pro tento experiment byly pouzity lektiny konjugované
s biotinem RCA I a PNA. Poté nasledovala inkubace s vybranymi lektiny v fedéni 1:50 po dobu
45 minut. Poté byly oocyty 3x promyty vroztoku PBS/1% PVA a inkubovéany se
Streptavidinem konjugovanym s FITC v fedéni 1:1000 po dobu 45 minut. Tato inkubace
probihala ve tmé. Poté byly tfikrat promyty v PBS/1% PVA. Poté byly oocyty montovany na
podlozni sklicko do Vectashieldu s DAPI a nasledné doSlo k zalakovani sklicka pro zamezeni
vysychani vzorku. Ke kazdému experimentu byla provadéna negativni kontrola k vylouceni
nespecifické vazby Streptavidinu na struktury oocytu.
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4.5 Vyhodnoceni

Oocyty byly po zafixovani na podloznim sklicku snimany pomoci konfokalniho
mikroskopu (Zeiss LSM 800) pfi zvétSeni 400x, pii vinové délce 488 nm. Ziskané snimky byly
nasledné¢ vyhodnoceny pomoci programu pro analyzu obrazu NIS Elements. Zde byla
hodnocena relativni intenzita signalu FITC v oblasti zona pellucida oocytu. Vysledky byly dale
hodnoceny pomoci statistické metody jednofaktorovd ANOVA v programu STATISTICA.
Hodnota P <0,05 je povazovana za statisticky vyznamnou.

4.6 Experimentalni schéma

Experiment 1: Imunoflurescen¢ni detekce galaktosylovych struktur zony pellucidy pomoci
lektinu PNA

Tento experiment byl zaméfen na detekci B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc struktur na zoné
pellucidé u praseCich oocytl pomoci vazby lektinu PNA. Pro experimenty byly vyuzity oocyty
ve stadiich zarode¢ného vacku (GV), metataze prvniho meiotického déleni (MI) a metafaze
druhého meiotického deleni (MII). Kultivace probihala v modifikovaném kultivatnim médiu
M199. Dale byly detekovany pfislusné sacharidové struktury barvenim s pfislusnym lektinem
a nasledné snimany pomoci konfokalniho mikroskopu. Oocyty byly hodnoceny pomoci
programu pro analyzu obrazu (NIS Elements). Intezita signalu byla vyjadiena jako relativni
inzenzita signalu vztazena k oocytim ve stadiu MII. Relativni intenzita signalu fluorescence
byla vyhodnocena programem STATISTICA pomoci metody ANOVA.

Experiment 2: Imunoflurescen¢ni detekce galaktosylovych struktur zony pellucidy pomoci
lektinu RCA 1

Tento experiment byl zaméfen na detekci B-D-Gal-(1-3)-D-GIcNAc struktur na zoné
pellucidé u prasecich oocyti pomoci vazby lektinu RCA 1. Pro experimenty byly vyuzity oocyty
ve stadiich zarodecného vacku (GV), metafaze prvniho meiotického déleni (MI) a metafaze
druhého meiotického deleni (MII). Kultivace probihala v modifikovaném kultivaénim médiu
M199. Dale byly detekovany pfislusné sacharidové struktury barvenim s pfislusnym lektinem
a nasledné snimany pomoci konfokalniho mikroskopu. Oocyty byly hodnoceny pomoci
programu pro analyzu obrazu (NIS Elements). Intezita signalu byla vyjadiena jako relativni
inzenzita signalu vztazena k oocytim ve stadiu MIL. Relativni intenzita signalu fluorescence
byla vyhodnocena programem STATISTICA pomoci metody ANOVA.
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S Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, ze dochazi k redistribuci
galaktosylovych struktur na zoné pellucidé prasecich oocyti beéhem jejich meiotického zrani.
Tyto zmény byly sledovany pomoci lektinh RCA T a PNA v riznych fazich meiotického zrani
(GV, M1, MID).

5.1 Imunoflurescencni detekce galaktosylovych struktur zony pellucidy
pomoci lektinu PNA

Pro kazdy experiment byla provedena negativni kontrola. Oocyty byly inkubovany se
Streptavidinem  konjugovanym s Fluoresceinem pro vylouceni nespecifické vazby
Streptavidinu na struktury oocytu. Bylo potvrzeno, ze nedochazelo ke nespecifickym vazbam
Streptavidinu k oocytu.

Obr. 3. Negativni kontrola experimentu pro detekci galaktosylovych struktur pomoci
lektinu PNA. Inkubace oocytd probéhla se Streptavidinem konjugovanym s Fluresceinem
(FITC — zelené znaceni, chromatin je vyznacen modie — DAPI) Oocyty byly snimany pomoci
konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni 400x.

Ptitomnost galaktosylovych struktur B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc v oblasti zona pellucida
byla detekovana pomoci fluorescencniho signalu lektinu PNA, a to ve tfech fazich meiotického
zrani. Pred statistickym vyhodnocenim byla stanovena nulova hypotéza (HO), kde neexistuje
ani jeden statisticky vyznamny rozdil mezi priméry vybérovych souborti. HO byla hodnocena
pomoci jednofaktorové ANOVY a na zakladé vysledné P hodnoty (p <0,05) byla zamitnuta.
Pro nasledné podrobné&jsi vyhodnoceni rozdila pro jednotlivé faze meiotického zrani oocytt byl
pouzit Scheffého test. Na jeho zaklade byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v relativni
intenzit€ signalu lektinu PNA mezi skupinami GV a MI, MI a MII i GV a MIIL. Mezi
jednotlivymi skupinami dochézelo vzdy ke statisticky vyznamnému poklesu relativni intenzity
signalu PNA, pficemz nejvyssi hodnoty relativni intenzity signalu byly pozorovany u oocytt
v GV stadiu.
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Obr. 5. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocytia v GV
stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu PNA. Lektin PNA se specificky vaze na B-D-Gal-
(1-3)-D-GalNAc. PNA je na snimcich znaen zelené. Chromatin je oznaCen modfe pomoci
barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pii zvétSeni 400x.

Obr. 6. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocyti v M1
stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu PNA. Lektin PNA se specificky vaze na B-D-Gal-
(1-3)-D-GalNAc. PNA je na snimcich znaen zelené. Chromatin je oznaCen modfe pomoci
barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pii zvétSeni 400x.

Obr. 7. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocyta
v MII stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu PNA. Lektin PNA se specificky vaze na B-D-
Gal-(1-3)-D-GalNAc. PNA je na snimcich znacen zelené. Chromatin je oznacen modie pomoci
barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni 400x.
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Tab. 3. Relativni intenzita signalu lektinu PNA v prub€hu meiotického zrani prasecich oocytu.
Intenzita signalu je vyjadfena jako relativni intenzita signalu vztazena k referencni hodnoté
oocytu v MII fazi (100 %). N= pocet pozorovani, GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku,
MI — oocyty v metafazi prvniho meiotického déleni, MII — oocyty v metafazi druhého
meiotického déleni.

GV MI MII
Intenzita signalu PNA 165,70 % 134,75 % 100 %
N 30 30 30

Graf 1. Priméma relativni intenzita signalu PNA v pribéhu meiotického zrani prasecich
oocytu. Intenzita signalu je vyjadiena jako relativni intenzita signalu, kde referen¢ni hodnotou
byla stanovena primérna intenzita signalu v MII fazi (100 %). Statisticky vyznamné rozdily
(p<0,05) jsou mezi jednotlivymi stadii oocyti zndzornény odlisnymi superskripty 2.

180,00%
160,00%
140,00%
120,00%
100,00%

80,00%

60,00% 100%
40,00%
20,00%

Primérna relativni intenzita signalu(%)

0,00%
GV M Mil

Faze meiotického zrdni oocytu

26



5.2 Imunoflurescencni detekce galaktosylovych struktur zony pellucidy
pomoci lektinu RCA I

Pro kazdy experiment byla provedena negativni kontrola. Oocyty byly inkubovany se
Streptavidinem  konjugovanym s Fluoresceinem pro vylouceni nespecifické vazby
Streptavidinu na struktury oocytu. Bylo potvrzeno, ze nedochazelo ke nespecifickym vazbam
na oocytu.

Obr. 7. Negativni kontrola experimentu pro detekci galaktosylovych struktur pomoci lektinu
RCA 1. Inkubace oocytt probéhla se Streptavidinem konjugovanym s Fluresceinem (FITC —
zelené znaceni, chromatin je vyznaCen modie — DAPI) Oocyty byly snimany pomoci
konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni 400x.

Pritomnost galaktosylovych struktur B-D-Gal-(1-3)-D-GlcNAc v oblasti zona pellucida
byla detekovana pomoci fluorescencniho signalu lektinu RCA I, a to ve tfech fazich
meiotického zrani. Pfed statistickym vyhodnocenim byla stanovena nulova hypotéza (HO), kde
neexistuje ani jeden statisticky vyznamny rozdil mezi praméry vybérovych souborti. HO byla
hodnocena pomoci jednofaktorové ANOVY a na zakladé vysledné P hodnoty (p > 0,05) byla
potvrzena. Neexistuje tedy statisticky vyznamny rozdil mezi ani jednou vybérovou skupinou
oocytl v riznych fazich meiotického zrani.

27



Obr. 8. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocytia v GV
stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu RCA 1. Lektin RCA I se specificky vaze na B-D-
Gal-(1-3)-D-GIcNAc. RCA T je na snimcich znaCen zelené. Chromatin je oznaen modrie
pomoci barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni
400x.

Obr. 9. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocyti v M1
stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu RCA 1. Lektin RCA I se specificky vaze na B-D-
Gal-(1-3)-D-GIcNAc. RCA T je na snimcich znaCen zelené. Chromatin je oznaen modrie
pomoci barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni
400x.

Obr. 10. Detekce a lokalizace vybranych galaktosylovych struktur zona pellucida u oocyta
v MII stadiu pomoci biotinem znaceného lektinu RCA 1. Lektin RCA T se specificky vaze na
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B-D-Gal-(1-3)-D-GlcNAc. RCA 1 je na snimcich znacen zelen€. Chromatin je oznacen modie

pomoci barviva DAPI. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu pfi zvétSeni
400x.

Tab. 4. Relativni intenzita signalu lektinu RCA I v pribéhu meiotického zrani prasecich
oocytu. Intenzita signalu je vyjadfena jako relativni intenzita signalu vztaZzena k referencni
hodnoté oocytit v MII fazi (100 %). N= pocet pozorovani, GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného
vacku, MI — oocyty v metafazi prvniho meiotického déleni, MII — oocyty v metafazi druhého
meiotického déleni.

GV MI MII
Intenzita signalu RCA I 104,21 % 109,92 % 100 %
N 30 30 30

Graf 2. Primérma relativni intenzita signalu RCA I v pribéhu meiotického zrani prasecich
oocytu. Intenzita signalu je vyjadiena jako relativni intenzita signalu, kde referen¢ni hodnotou
byla stanovena primérna intenzita signalu v MII fazi (100 %). Statisticky vyznamné rozdily (p
<0,05) jsou mezi jednotlivymi stadii oocyti znazornény odliSnymi superskripty .
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6 Diskuze

V této diplomové praci jsme se zaméfili na detekci galaktosylovych struktur zona pellucida
u praseciho oocytu a sledovani jejich redistribuce béhem meiotického zrani. Pro detekci
sacharidovych struktur mizeme vyuzivat specifické multivalentni proteiny zvané lektiny, které
se vyskytuji téméf ve vSech formach zivota (Natchiar et al. 2007). Pro experiment byly vybrany
dva lektiny. Prvni, RCA I (Ricinus communis agglutinin) je rostlinny lektin, ktery vykazuje
vysokou afinitu k D-galaktosylovym zbytkiim. Studie prokazaly, ze hlavnim rozpoznavacim
mistem by u RCA I méla byt sacharidova sekvence B-D-Gal-(1-4)-D-GIcNAc (Wu et al. 2006).
V experimentu pro detekci galaktosylovych struktur lektinem RCA I byla potvrzena pfitomnost
galaktosylovych struktur v oblasti zony pellucidy. Po statistickém vyhodnoceni vSak nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi zadnou z vybranych skupin oocyti. Ovsem
v experimentu zaméfeném na detekci galaktosylovych struktur lektinem PNA, byl patrny
statisticky vyznamny pokles relativni intenzity signalu mezi skupinami oocytu ve stadiu GV a
MI a nasledné i mezi skupinami oocytl ve stadiu MI a MIIL. Statisticky vyznamny rozdil
v relativni intenzité signalu lektinu PNA byl potvrzen i mezi skupinami oocyta ve stadiu GV a
MIL. Lektin PNA (Peanut agglutinin) se téz fadi do galaktozu vazajicich lektind, a to specificky
k sacharidové sekvenci B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc (Hageman & Johnson 1986), tedy k jiné nez
lektin RCA 1. Presnd uloha galaktosylovych struktur v glykoproteinech zony pellucidy
praseCich oocyti neni doposud znama. U prasat by galaktosylové struktury mohly byt jednim
z hlavnich receptort pro vazbu spermie na vajicko (Takahashi et al. 2013; Tumova et al. 2021).
To vsak neni zcela potvrzeno. Zona pellucida je unikatni extracelularni obal sav€ich oocytid a
preimplantacnich emnryi a u prasat je slozena ze tfi glykoproteinti — ZP2, ZP3 a ZP4 (Prasad et
al. 2000; Moros-Nicolas et al. 2021). Ty prochézeji fadou posttransla¢nich uprav jako jsou
glykosylace, sulfatace a sialyzace (Rath et al 2005). Zona pellucida obsahuje tedy velké
mnozstvi sialovanych N-(aspariginovych) a O-(serinovych/threoninovych) glykanu, které hraji
vyznamnou roli pfi vazbé spermie na vajicko a oplozeni. Konkrétni vazebné struktury
zodpovédné za tuto vazbu vSak nejsou doposud odhaleny (Tumova et al. 2021). N-glykany
vytvareji komplex a obsahuji bi/tri/tetra antenarni struktury, které dale obsahuji N-
acetyllaktosaminové jednotky. Az 75 % glykant je sialovano nebo nese SO3—6GIcNAc
v jednotkach laktosaminu. U prasat se vyskytuje velké mnozstvi fukosylovych glykana
s acetyllaktosaminovymi fetézci. Dale jsou zde také kyselé vysoce sulfatované N-glykany
obsahujici poly-N-acetyllaktosaminové sekvence v riznych délkach, které jsou sulfatované
v poloze C-6 GIcNAc (N-acetylglukosamin) (Noguchu&Nakano 1992). O-glykany jsou téz
prodlouzeny o sulfatované laktosaminy. Dale byla potvrzena pfitomnost N-acetyl-B-D-
glukosaminovych zbytkd (D-GInNAc) na zoné pellucidé oocyti (Takahashi et al. 2013). Napft.
Habibi et al. (2008) potvrdili ptitomnost D-GIcNAc na zoné pellucidé od rostouciho oocytu az
po plné¢ meioticky kompetentni oocyty, coz podporuje teorii, ze se N-acetyl- B-D-
glukosaminové zbytky uc€astni vazby spermie-zona pellucida. Aviles et al (1997) zase ve své
studii potvrdili, ze jednotky GlcNac se nachazeji v celé matrix zony pellucidy. O-vazané
oligosacharidy na ZP3 jsou zde charakterizovany jako trisacharidy s terminalnim GIcNAc. To
nasveédcuje tomu, ze se GIcNAc nejspisSe také podili na vazbé spermie-oocyt. Tuto skute¢nost
potvrzuji ve své studii také Mendes et al. (2019). Ve svém vyzkumu zjistili pfitomnost D-
GlcNac a B-D-galaktozy v zoné pellucidé oocytu od prepubertalnich az po cyklujici prasnice.
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Song el al. (1999) provadéli vyzkum vazby lektint k zoné pellucidé prasat v in vitro
podminkach a zkoumali pfi tom také vazbu spermie na oocyt. U kazdého lektinu se
predpoklada, ze se specificky vaze na jednotlivé sacharidové zbytky. Oocyty v MII fazi barvili
raznymi lektiny mezi nimiz byl i RCA 1. Ten vykazoval, spolecné s lektinem LCA, nejsilnéjsi
vazbu na sacharidové struktury glykoproteinti ZP. To nasimi experimenty potvrzeno nebylo.
Intenzita signalu lektinu RCA I byla pomérné slaba. Co muze byt pfic¢inou rozdilnych vysledka
je tézké popsat. Bylo by mozna vhodné pouzit zminény lektin ve vice verzich od raznych
vyrobcu. Ve studii Song et al. (1999) se RCA 1 vazal predevsim v zevni Casti zony pellucidy.
To bylo pozorovano i nasimi experimenty.

Dle vyzkum hraje hlavni roli ve vazbé a indukci akrozomalni reakce glykoprotein ZP3.
Po oSetteni oocytu pomoci lektinu BS-I nebo BS-II byl pocet spermii, které se navazaly na ZP
vyrazné niz$i, ovSem mira akrozomalni reakce a nasledné penetrace zistala stejna. Pokud byly
ale oocyty oSetfeny pomoci lektinu RCA I nebo LCA, byla inhibovana jak vazba spermie na
vajicko, tak jeji akrozomalni reakce a nasledna penetrace. Tento experiment svédci o tom, ze
se B-Gal a a-Man nejspiSe ucCastni rozpoznani spermie a oocytu a indukuji také naslednou
akrozomalni reakci. NasvédCuje tomu také fakt, ze se kanc¢i spermie vazi na neredukujici
terminalni zbytky B-Gal u kralicich erytrocytu, zatimco byci spermie nikoliv (Takahashi et al.
2013). Tuto skuteCnost potvrzuje také Yonezawa (2014), ktery zkoumal domény
glykosylovanych mist vazajicich spermie na zonu pellucidu. Bylo potvrzeno ze B-Gal zbytky
se podileji na vazbe spermie a zony pellucidy. Dale zkoumal také ucast glykoproteini ZP4 a
ZP3, pticemz doSel k zavéru, ze heterokomplex ZP3/ZP4 je nezbytny pro jiz zminénou vazbu.
Zajimal se také o mezidruhové rozdily mezi N — vazanymi fetézci. Zatimco u krav maji N-
fetézce na svém konci terminalni o-Man, praseci N-vazané fetézce obsahuji na svych koncich
B-Gal a B-GlcNAc (Yonezawa, 2014).

Ve studii Desantis et al. (2009) byla zji§téna silné reakce lektinu RCA v oblasti zona
pellucida i kumularnich bunék u prasecich i koriskych oocyta.

Nékolik studii je také vénovano lokalizaci vazebnych mist pro lektiny RCA I a PNA.
Parillo et al. (1996) ve svém studii barvili oocyty z antralnich folikuld dospélych cyklujicich
prasnic. Nasledné zjistili slabou intenzitu signalu lektinu RCA 1 ve vnitini cdsti zony pellucidly,
tedy nejblize plazmatické membrané. Silnéjsi signal intenzity byl pozorovan ve vngjsi asti. Po
na$tépeni sialidazou pied barvenim RCA I se signal rovhomérmné rozsifil po celé tloust’ce zony
pellucidy a odhalila se nova vazebna mista pro RCA I na vné&jsi Casti zony pellucidy. Vazebna
mista pro lektin PNA byla v zoné pellucidé jen tidce distribuovana az po odstépeni zbytkt
kyseliny sialové, coz ukazuje na pfitomnost kyseliny sialové-p-Gal-(1-3)-GalNAc jako jednu
terminalnich sekvenci v sialoglykoproteinech, které jsou rizné distribuované v matrici zony
pellucidy. Tyto zavéry koresponduji s vysledky experimentu této diplomové prace. Intenzita
signalu lektinu PNA byla ve srovnani se signalem lektinu RCA vyrazné slabsi a nejvyssi byla
pozorovana u skupiny oocyti ve stadiu GV, pak dochazelo k jejimu statisticky vyznamnému
poklesu béhem meiotického zrani. Je pravdépodobné, ze béhem meiotického zrani dochazi
k vyrazné sialyzaci, ktera maze zamaskovat vazby pro lektin PNA v glykoproteinech zony
pellucidy. To by vSak bylo potieba oveéfit u oocytd oSetfenych sialidazou pied vazbou
s lektinem PNA.

Ve studii Desantis et al. (2009) byla zkoumana mista vazajici lektin komplexu cumulus-
oocyt u koni. PNA znaclené glykany a terminalni strukturou B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc byly
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rovnomérne rozmistény v zoné pellucidé. To ukazuje na piitomnost O-vazanych
oligosacharidu, jelikoz B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc je bézna sekvence u O-vazanych glykanu a
hraje dilezitou roli v primarni vazbé€ spermie na zonu pellucidu. Také Habibi et al. (2008) ve
své praci potvrdili, Ze na spermii se nachazi molekula vazajici GalNac a je tedy soucasti vazby
a nasledné fuze spermie s oocytem. B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc byly také nalezeny homogenné
distribuované v zoné pellucidé prasete. U kiecka, mysi nebo krysy se tyto O-glykany nachazely
hlavné ve vnitfni oblasti nejblize cytoplazmatické membrané. Také Parillo et al. (1996) se
veénovali mezidruhové rozdilné distribuci sacharidovych struktur u ovci, koz a prasat. Pro
experiment byly pouzity oocyty oSetfené hydroxidem draselnym a neuroaminidazou a dale
barveny nékolika lektiny. PNA vykazovalo nejvyssi intenzitu signalu u prezvykavcl a nejnizsi
u prasat. U PNA je oblast vazajici cukry tvofena 4 smyckami: A, B, C a D. NejvyznamngjSim
vysledkem v oblasti studie tohoto lektinu je fakt, ze jako jediny neni schopen vazat samotny
GalNAc a je vyhradné specificky pro Gal. Jiné studie prokazali jeho vysokou afinitu pro -1-3
vazané disacharidy, a tedy 1 zminény B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc (Natchiar et al. 2007).

V této diplomové praci byla potvrzena redistribuce galaktosylovych struktur glykoproteinti
zony pellucidy béhem meiotického zrani prasecich oocytd. Pfesny mechanismus téchto zmén a
jejich uloha pro specifickou vazbu spermie na vajicko, vSak ziistava zatim neobjasnéna.
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7 Zavér

Béhem oogeneze dochazi k mnoha slozitym komplexnim dé&jum, které maji oocyt pfipravit
pro oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. Jednim z nich je vznik glykoproteinového obalu
zvaného zona pellucida, ktery se ucastni mnoha déju vedoucich k oplozeni a zarover chrani
vzniklé embryo pii prichodu vejcovodem samice. Skladba glykoproteini ZP neni u vSech
savcu stejna a tyto rozdily jsou klicové k zajisténi druhove specifické vazby spermie a vajicka.
U prasat je zona pellucida tvorena tfemi glykoproteiny, a to ZP2, ZP3 a ZP4, piiemz
heterokomplex ZP4/ZP3 je nezbytny pro jiz zminénou primarni vazbu spermie na vajicko.
Jedna se o specifickou interakci protein-sacharid nebo v mens$i mife protein-protein, ktera vede
k nasledné akrozomalni reakci spermie a naslednému proniknuti spermie do vajicka. Praveé
zminéna interakce protein-sacharid byla pfedmétem nasich experimentti, kdy pomoci lektina
(proteintl) byly detekovany galaktosylové struktury (sacharid) zony pellucidy.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, ze dochazi k redistribuci
galaktosylovych struktur na zoné pellucidé prasecich oocyti beéhem jejich meiotického zrani.
Pro navrzeny experiment bylo vybrany skupiny oocytl ve tfech fazich meiotického zrani (GV,
MI, MII) a byly pouzity specificky vazajici se lektiny: RCA I (Ricinus communis agglutinin)
specificky se vazajici na sacharidové sekvence B-D-Gal-(1-4)-D-GlcNAc a PNA (Peanut
agglutinin) specificky se vazajici na sacharidové sekvence -D-Gal-(1-3)-D-GalNAc.

V experimentu pro detekci B-D-Gal-(1-4)-D-GIcNAc struktur lektinem RCA I byla
potvrzena pritomnost sacharidové sekvence v oblasti zony pellucidy. Po statistickém
vyhodnoceni vSak nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi zddnou z vybranych skupin
oocytu.

V experimentu pro detekci B-D-Gal-(1-3)-D-GalNAc struktur lektinem PNA byla téz
potvrzena pfitomnost této sacharidové sekvence v oblasti zony pellucidy. Z namétenych dat
relativni intenzity signalu FITC je patrny statisticky vyznamny pokles relativni intenzity signalu
mezi skupinami oocytu ve stadiu GV a MI a nasledné i mezi skupinami oocytu ve stadiu MI a
MIL. Statisticky vyznamny rozdil v relativni intenzité signalu lektinu PNA byl potvrzen i mezi
skupinami oocytu ve stadiu GV a MIL.

Hypotézu této diplomové prace o redistribuci galaktosylovych struktur béhem meiotického
zrani praseCich oocytd se podafilo potvrdit. Patrné€ je vyznamné, v jaké vazbé se galaktoza
v fetézci glykanu nachazi. Tomu nasveédCuji 1 vysledky provedenych experimentt, kdy
statisticky vyznamné rozdily v relativni intenzité signalu lektinu byly prokézany jen pfi pouziti
lektinu PNA, ktery se vaze na galaktozu vazanou v fetézci v pozici 1-3. Tuto hypotézu by
ovSem bylo vhodné ovéfit.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AA amino acid; aminokyselina

ACR akrosin

APz adhezni protein z

AR akrozomalni reakce

AQN spermadhezin

AWN spermadhezin

Ca>* vapenaté ionty

CcO cumulus oophorus; vejconosny hrbolek

CO2 oxid uhliCity

ConA Konkanavalin A

Cys cystein

CFCS consensus furin cleavage site; misto konsenzualniho furinového Stépeni
CRD carbohydrate recognition/binding domain

DNA deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
FITC fluorescein isothiocyanate

FSH folikulostimula¢ni hormon

GA Golgiho aparat

Gal galaktoza

GalNAc N-acetylgalaktosamin

GlcNac N-acetylglukossamin

GnRH gonadotropin realeasing hormon

GTP guanosintrifosfat

GV germinal vesicle; zarodecny vacek

GV1- GV4 faze rozpadu zarode¢ného vacku

GVBD germinal vesicle break down, rozpad zarode¢ného vacku
KO knock-out

LCA Lens culinaris

LH luteiniza¢ni hormon

Man manoza

MI stadium prvniho meiotického déleni

MII stadium druhého meiotického déleni

Mn?* hofegnaté ionty

PBS phosphate boffer salie; fosfatovy pufr

PGC primordial germ cells; primordialni zarode¢né butiky
PGCs prekurzory zarode¢nych bunek

PNA Peanut agglutinin

PSP spermadhezin

PVA polyvinylalkohol

RCA Ricinus communis agglutinin

RNA ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

Sia sialova kyselina

TMD transmembrane-like domain; transmembrané podobna doména
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WGA

ZAN

7P

ZPA, ZPB, ZPC
ZP1 -ZP4

wheat germ aglutinin

zonadhezin

zona pellucida

podskupiny gent pro glykoproteiny ZP
zonalni glykoproteiny
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