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Detekce N-acetylglukosaminovych struktur zony pellucidy
oocytu prasete

Souhrn

Zona pellucida (ZP) je extracelularni matrice, ktera u savct obklopuje samici pohlavni
buniku. Tento obal vajicka je tvofen komplexni siti glykoproteint, které maji specifické
vlastnosti i funkci. Zona pellucida je dualezita nejenom pro ochranu vajicka, ale hraje klicovou
roli iv procesu oplozeni. U prasat se sklada ze tfech glykoproteinu (ZP2, ZP3, ZP4).
Tyto glykoproteiny jsou béhem meiotického zrani bohaté posttranslaéné¢ modifikovany.
Dochazi k jejich glykosylaci, sializaci a sulfataci, coz je ve svém dusledku diileZité pro interakci
zony pellucidy a spermie. Pravé specifita slozeni sacharidovych struktur a povrchovych
proteini hraje dulezitou roli pro rozpoznani gamet, spusténi akrozomalni reakce spermie
a specifické vazb& spermie na vajicko. Hlavnim cilem této diplomové prace bylo ovéfit
hypotézu, ze 1ze detekovat pomoci lektint specifické N-acetylglukosaminové struktury na zoné
pellucide béhem meiotického zrani prasecich oocyti, a také, Ze dochdzi béhem meiotického
zrani k redistribuci téchto sacharidovych struktur. Pro ovéteni dané hypotézy byly provedeny
experimenty vyuZzivajici imunofluorescenéni detekci N-acetylglukosaminovych struktur
pomoci specifickych lektint WGA (Wheat Germ Agglutinin) a SWGA (Succinylated Wheat
Germ Agglutinin). Lektin WGA se specificky vaze na N-acetylglukosaminové struktury,
a také na struktury sialové kyseliny. Lektin sWGA se specificky vaze na koncové
N-acetylglukosaminové struktury v riznych typech vazeb.

Z vysledkd experimentt této diplomové prace vyplyva, ze béhem meiotického zrani
oocytl u prasat dochazi na zoné pellucidé k redistribuci N-acetylglukosaminovych struktur.
U WGA byl statisticky vyznamny rozdil v intenzité signalu pozorovan mezi oocyty ve stadiu
MI a MII, kdy dochazelo ke statisticky vyznamnému poklesu relativni intenzity signalu pfi
prechodu oocyti ze stadia z MI do stadia MII. U SWGA byl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v relativni intenzité¢ signdlu mezi oocyty ve stddiu Ml a MII, kdy opét dochazelo
k poklesu relativni intenzity signalu, i mezi oocyty ve stadiu GV a MII. N-acetylglukosaminové
struktury by mohly byt klicové pro zajisténi specifity rozpoznani gamet a vazbé spermie na
vajicko. Pro potvrzeni této hypotézy je vSak potieba realizovat dalsi experimenty.

Kli¢ova slova: lektiny, oocyt, prase, zona pellucida



Detection of N-acetylglucosamine structures of the porcine
oocyte zona pellucida

Summary

Zona pellucida (ZP) is the extracellular matrix that surrounds the female sex cell
in mammals. This egg envelope is composed of a complex network of glycoproteins that have
specific properties and functions. Zona pellucida is not only important for the protection of the
egg, but also plays a key role in the fertilization process. In pigs it consists of three glycoproteins
(ZP2, ZP3, ZP4). During meiotic maturation these glycoproteins are abundantly
post-translationally modified. They undergo glycosylation, sialylation and sulphation, which
is important for the interaction of zona pellucida and sperm. It is the specificity of the
composition of carbohydrate structures and surface proteins that plays an important role
in gamete recognition, triggering the sperm acrosomal reaction and specific sperm-egg binding.
The main objective of this thesis was to test the hypothesis that lectin-specific
N-acetylglucosamine structures can be detected at zona pellucida during meiotic maturation of
porcine oocytes, and that during meiotic maturation redistribution of these carbohydrate
structures occurs. In order to test this hypothesis, experiments were performed using
immunofluorescence detection of N-acetylglucosamine structures using specific lectins WGA
(Wheat Germ Agglutinin) and sWGA (Succinylated Wheat Germ Agglutinin).
WGA lectin specifically binds to N-acetylglucosamine structures, and also to sialic acid
structures. Lectin sSWGA specifically binds to N-terminal acetylglucosamine structures
in various types of linkages.

The experimental results of this thesis show that during meiotic maturation of porcine
oocytes, redistribution of N-acetylglucosamine structures occurs at zona pellucida. In WGA,
a statistically significant difference in signal intensity was observed between oocytes at the Ml
and MII stages, with a statistically significant decrease in relative signal intensity as oocytes
transitioned from the MI to the MII stage. For SWGA, a statistically significant difference in
relative signal intensity was observed between oocytes in the MI and MII stage, where again
there was a decrease in relative signal intensity, and between oocytes in the GV and M| stage.
The N-acetylglucosamine structures could be crucial for ensuring the specificity of gamete
recognition and sperm-egg binding. However, further experiments are needed
to confirm this hypothesis.

Keywords: lectins, oocyte, pig, zona pellucida
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1 Uvod

Zona pellucida hraje u savct kli¢ovou roli v procesu oplodnéni. Piedstavuje matrici
tvofenou glykoproteiny (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4). Zastoupeni jednotlivych glykoproteini se
u rtznych druht zvitat 1i$i (Gupta et al. 2007). U prasat neni glykoprotein ZP1 exprimovan
(Goudet et al. 2008). Tyto glykoproteiny jsou uspoifadany do sit€é a umoznuji spermii
prostupovat dale do vajicka. Zaroven také chrani oocyt a embryo béhem cCasné embryogeneze
pted piipadnym posSkozenim (Wassarman & Litscher 2018). Po proniknuti prvni spermie do
vajicka pusobi zona pellucida jako obrana proti oplodnéni dalSimi spermiemi. Zméni se totiz
struktura zony pellucidy a zabrani se tak polyspermii a ptipadné polyploidizaci genetické
informace (Fahrenkamp et al. 2020). Struktura zony pellucidy se méni i béhem meiotického
zrani oocytll, naptiklad u nezralych oocytt jsou jednotliva vlakna glykoproteinti uspotadana ve
vétsi vzdalenosti od sebe a povrch zony pellucidy ma vyrazné porézni charakter. Béhem
meiotického zrani uz poéry nejsou tak hluboké a sit'ovita struktura se zahust'uje (Suzuki et al.
1994). Tento obal ma zasadni vliv na Gspé$nou interakci mezi spermii a vajiCkem. Studium
struktury a funkce glykoproteini ZP je tedy klicové pro pochopeni mechanismi oplodnéni
(Yanagimachi 1994; Jovine et al. 2007). Pochopeni vazby spermie na zonu pellucidu je dulezité
I pro pfipadnou diagnostiku a naslednou terapii neplodnosti a dal$iho sméfovani asistované
reprodukce (Tumova et al. 2021).

Béhem meiotického zrani dochazi ke glykosylaci, sializaci a sulfataci jednotlivych
glykoproteint zony pellucidy, coz je ve svém disledku dutlezité pro interakci zony pellucidy
a spermie. Pravé specifita slozeni sacharidovych struktur a povrchovych proteinti hraje
dulezitou roli pro rozpoznani gamet, spusténi akrozomalni reakce spermie a specifickou vazbu
spermie na vajicko. Proteiny, které jsou schopné specificky véazat sacharidy, jsou dulezitym
nastrojem pro dalsi vyzkum struktury a funkce glykant. Schopnost lektini vazat se na sacharidy
s vysokou specifitou umoznuje vytvareni glykokonjugovanych komplexi a ovliviiuje mnoho
biologickych procesti (Mishra et al. 2019). Jsou vyznamné pro bunéény vyvoj, migraci bun¢k,
imunitu, endocytdzu, fagocytozu i proces oplozeni (Sharon & Lis 1990). Tato diplomova prace
se zamétuje na oveéreni hypotézy, Ze u praseCich oocytii dochazi na zoné pellucidé b&hem
meiotického zrani ke zméné distribuce N-acetylglukosaminovych struktur. Tato hypotéza bude
ovéfovana pomoci imunofluorescenéné znacenych lektinh WGA a sSWGA se specifickou
vazbou.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Diplomova prace se zamétuje na ovétreni hypotézy, ze béhem meiotického zrani prasecich
oocytt dochazi na zoné pellucidé k redistribuci N-acetylglukosaminovych struktur. Cilem této
prace je potvrdit tuto hypotézu pomoci imunofluorescenéniho znaceni specifickymi lektiny
WGA a sWGA v riiznych stadiich meiotického zrani prasecich oocytu.



3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze ¢i také ovogeneze je déj, pi1 kterém dochézi ke vzniku zralé¢ samici pohlavni
buniky neboli vajicka. Pohlavni buiika samic, také oznaCovand jako oocyt vznika uz béhem
fetalniho vyvoje budouci samice (Wassarman 1988). Postupné v pribéhu embryonalniho
vyvoje U samice dochazi k apoptéze nékterych zarode¢nych bunék (programované bunécéné
smrti). Pocet zaniklych bunck i doba apoptézy se miize u jednotlivych druhd lisit
(Kaur & Kurokawa 2023). Vyrazné mensi pocet samicich zarodecnych bunék se dale vyviji
a podléha dalsim morfogenetickym zménam. Vysledkem tohoto procesu je zrald samici
pohlavni bunka. Oogeneze tedy konci vznikem oocytu, ktery je schopny oplozeni samci
pohlavni butikou a nasledného vzniku nového jedince (Wassarman 1988; Limback & Albertini
2013).

3.1.1 Faze proliferacni

Vyvoj samicich pohlavnich bun¢k zahrnuje nekolik vyvojovych fazi. Prvni fazi oogeneze
je faze mnozeni. Ve vajecnicich neboli ovariich plodu jsou pocatecnimi buitkami primordialni
zarodecné bunky (primordial germ cells). Tyto buniky maji velikost pfiblizn¢ 12 pm a pochazeji
z endodermalniho Zloutkového vacku (Wassarman 1988). PGCs, které ztratily schopnost
migrace se nazyvaji oogonie (Siracusa 1985). Tyto bunky maji jesté diploidni pocet
chromozomt, tak jako ostatni somatické buitky. Dochézi u nich k vyraznému mitotickému
déleni a jejich pocet se béhem embryondlniho vyvoje vyrazné zvySuje. Nasledné jejich
mitotickd aktivita klesa a snizuje se i jejich pocet disledkem programované bunécné smrti.
Nekteré zdroje uvadéji, Ze apoptéoze podlehne 1 vice nez dvé tfetiny zarodeCnych bunék.
Tato bunécéna smrt zarode¢nych bunék probiha u lidi jesté pred narozenim, u mysi i par dni po
narozeni (Baker 1963; Pepling & Spradling 2001). U prasnic se v obdobi embryonalniho vyvoje
od 50. dne od oplozeni do necelého roku po narozeni snizuje pocet zdrodecnych bunék dokonce
az 0 70 % (Guthrie & Garrett 1993). Pfi narozeni prasnice je tedy ve vajecniku pfitomno
ptiblizné 500 000 oogonii (Black & Erickson 1968).

Dtive se predpokladalo, Ze se béhem Zivota plodu u samic savcil ztraci schopnost obnovy
zarode¢nych bunék. Znamenalo by to, ze ve vajecnicich pii narozeni existuje pevna rezerva
oocytl. Pozdéji vsak bylo zjisténo, ze mize dochazet k proliferaci t€chto bun€k i v postnatalnim
obdobi (Johnson et al. 2004).



3.1.2 Faze rustu

Béhem rustové faze dochazi u oogonii k obklopeni folikularnimi buitkami (Vanderhyden
2002). Vyznamné zmény probihaji i ve vnitini struktufe oocytu. Tyto zmény se tykaji molekul
dilezitych pro metabolismus. Také se vyznamné zvySuje pocet ribozomi, mitochondrii
I dalsich organel. Jadro méa kondenzovany chromatin a dochazi k intenzivni syntéze RNA
a proteint. Vytvéaieji se kortikdlni granula a glykoproteiny se za¢inaji ukladat do matrix zony
pellucidy (Wassarman 1988). Nasledné dochazi k profazi prvniho meiotického déleni. V tomto
stadiu nazyvame bunku primarnim oocytem (Pinkerton et al. 1961). Tento typ dé€leni
tzv. meioza probihd jen u pohlavnich bun¢k. U redukéniho déleni na rozdil od mit6ézy probihaji
dv¢ faze — prvni meiotické déleni a druhé meiotické déleni. Dalsim rozdilem meiotického déleni
je replikace DNA (deoxyribonukleové kyseliny). Replikace DNA probiha totiz pouze pted
prvnim meiotickym délenim. Mezi prvnim meiotickym délenim a druhym meiotickym délenim
tedy replikace DNA neprobihé. Po redukénim déleni vzniknou tedy buiiky s haploidnim poctem
chromozomut (Hunt & Hassold 2008). Cilem celého procesu oogeneze je totiz vznik samici
pohlavni buniky s haploidnich po¢tem chromozomil. Polovi¢ni pocet chromozomt ve vajicku
je velmi dulezity kvili pozdé€jsimu splynuti se spermii, a tudiz obnoveni ptivodniho poctu
chromozoml pro vznik nového jedince. Po dosazeni stadia diplotene profaze prvniho
redukéniho déleni se proces zastavuje (Pollard et al. 2016).

3.1.3 Faze zrani

Pti fazi zrani dochazi ke vzniku zralého vajicka. AZ po néstupu puberty, pomoci plisobeni
gonadotropnich hormond, se znovuzahaji a dokoncuje prvni meiotické déleni a vznika tak prvni
polové télisko a sekundarni oocyt (Vanderhyden 2002). Meiotické déleni dale pokracuje
a sekundarni oocyt postupné piechazi az do stadia metafaze druhého meiotického déleni, kde
se meiotické déleni opét zastavuje. V tomto stadiu je oocyt piipraveny K fertilizaci. Pokud
Kk oplozeni nedojde oocyt zanika apoptozou. V ptipadg, ze dojde ke splynuti oocytu a spermie,
dokon¢i se druhé meiotické déleni a vydéli se druhé polové télisko (Hunter 2000).
Po dvou meiotickych d€lenich vznikne tedy pouze jedna gameta schopna oplozeni a az tii
(Pollard et al. 2016). Jednotlivé faze oogeneze jsou podrobné znazornény na Obrazku 1 (Telfer
& Anderson 2019).
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Obrdzek 1. Obecné schéma oogeneze a folikulogeneze mysich oocyti. Horni ¢ast zobrazuje
postup od primordialni zarode¢né buiiky (PGCs), ptes stadium oogonie a nasledného vstupu do
meidzy az do tvorby primordidlnich folikulii. Spodni ¢ast obrazku znazoriiuje také rist folikula.
Uvedené velikosti vyjadiuji velikost oocytl (pfevzato a upraveno z Telfer & Anderson 2019).

3.1.4 Cytoplazmatické a jaderné zrani

Béhem oogeneze nastavaji zmény také v cytoplazmé a jadie. Oocyty samic nejdiive musi
podstoupit fazi rustu a nasledné dochazi k cytoplazmatickému a jadernému zrani (Van Den
Hurk & Zhao 2005). V prubéhu cytoplazmatického zrani dochazi k redistribuci organel.
Zména lokalizace organel probiha pomoci mikrotubuli a mikrofilament. Pfesouvaji se bunééné
organely jako Golgiho aparat, mitochondrie i endoplazmatické retikulum. Dochazi také
Kk pfesunu cytoskeletu a posunu kortikalnich granuli (Rahman et al. 2008; Ferreira et al. 2009).
Ve stadiu zarodeéného vacku (GV) jsou kortikalni granula umisténa po celé buiice. Golgiho
aparat vytvari kruh a je umistén u kumularnich bunék (Moricard & Moricard 1975).

Pfi rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD) jsou mitochondrie umistény u jadra.
Pozdgji pii tvorbé prvniho polového téliska dochazi k jejich pomérné rovnomérnému rozptyleni
po burice. Pocet mitochondrii se béhem zrani méni. Z mnozstvi u primarniho oocytu (6000) na
vice nez 100 000. Tyto organely jsou totiz velice dulezité pro produkci energie ve formé
adenosintrifosfatu, a tudiz i pro nasledné procesy (Shoubridge & Wai 2007).

Ke konci cytoplazmatického zrani se kortikalni granula posouvaji k cytoplazmatické
membrané. Vyznamnd jsou pii pruniku spermie do vajicka, kdy probéhne kortikalni reakce.
Po exocytoze granul nastavaji zmény v zoné pellucidé, které vedou k prevenci polyspermie
(Ferreira et al. 2009).



Zralost jadra oocytu je klicova pro oplozeni a moznost bunééného déleni. Jednotliva
stadia zrani jadra jsou zobrazena na Obrazku 2. Pii znovuzahajeni meidzy se jadro oocytu
nachazi ve stadiu zarodecného vacku. Jadernda membrana je kompaktni a chromatin
je dekondenzovany (Motlik & Fulka 1976). Nasleduje rozpad zarode¢ného vacku, kdy se
jadérko a jaderna membrana rozpadaji (Wassarman 1988). U prasat trva stadium GVBD
(germinal vesicle breakdown — rozpad zarode¢ného vacku) ptiblizné jeden den a rozdéluje
se na Ctyfi faze (GV1 — GV4). Prvni stadium je charakteristické uspofadanim chromozomu do
tvaru podkovy. V druhém stadiu jsou pritomné shluky chromatinu u jaderné membrany.
Pro tfeti stddium je typicky kondenzovany chromatin. V GV4 stadiu se jadérko neda rozeznat
a jaderna membrana je rozpadla (Lucas et al. 2002). Nasledné prase¢i oocyt vstupuje do
metafaze prvniho meiotického déleni (Wehrend & Meinecke 2001). Chromozomy jsou
lokalizovany do ekvatoridlni roviny. Poté probihd prodluzovani a odtahovéani chromozomii
k opa¢nym poliam (Ocampo et al. 1991). Znovu vznika jaderna membrana a vydéluje se prvni
poloveé télisko. Nasledné u oocytu probihd druhé meiotické déleni, které probiha az do
meiotického bloku. Tento meioticky blok je v metafazi druhého meiotického déleni a dochazi
pfi ném k zastaveni meiotického déleni. AZ po oplozeni se meidza obnovuje a dokoncuje se
druhé meiotické déleni (Wassarman 1988).

Cytoplazmatické i jaderné zrani je mimo jiné kontrolovano molekulami, které jsou
produkovany kumularnimi bunikami (Cha & Chian 1998). Mezi tyto molekuly muze patfit
glutathion, ATP (Luciano et al. 2005), peroxidaza, katalaza a superoxid dismutaza
(Cetica et al. 2001).

RSt  — CH— Meioticke zrani —_— Rana embryogeneze
z EGA
:C'\\ "_"‘\
4 @
M i Oplozeni Zygota
-

Obrazek 2. Schéma oogeneze a ¢asného vyvoje mysiho embrya. Modra Sipka znazoriuje
transkripéni aktivitu. Na obrazku je zobrazeny zarode¢ny vacek (GV), rozpad zarodecného
vacku (GVBD), oocyt v metafazi prvniho meiotického déleni (MI), v metafazi druhého
meiotického déleni (MII), zygota a EGA neboli embryo s aktivovanym embryonalnim
genomem (pievzato a upraveno dle Christou-Kent et al. 2020).



3.2 Zona pellucida

Zonu pellucidu mizeme charakterizovat jako obal, ktery obklopuje samiéi pohlavni
bunku savci. Sklada se z glykoproteint a je tvofen pomoci oocytu a folikularnich bunék jiz
béhem oogeneze (Jovine et al. 2007). Slozeni zony pellucidy se mize podobat jinym obalim
okolo vaji¢ka, napf. vitelinni membrané u jinych obratloveu (Lindsay et al. 2001; Nishio et al.
2018).

3.2.1 Funkce zony pellucidy

Tento specialni glykoproteinovy obal u oocyti poskytuje mechanickou ochranu a hraje
dilezitou roli i v dalich procesech (Wassarman & Litscher 2018). Velky vyznam ma i pro
oplozeni. Pti oplozeni totiz probiha interakce mezi spermii a zonou pellucidou. Piesnéji dochazi
k navazani membranovych proteinovych receptortt spermie a sacharidové skupiny zony
pellucidy (Yanagimachi 1994). Jednotlivé rozdily mezi druhy v povrchovych proteinech
spermii a rozdilnych sacharidovych skupinach zony pellucidy jsou povazovany za jeden
z hlavnich dtivodi druhové specifického rozpoznavani a vazby spermie a vajicka. To potvrzuje
ptisna druhova specificnost u mysi (Wassarman 2005) a lidi (Rosano et al. 2007).
Avsak u zvifat jako je prase a skot nékteré vysledky naznacily, ze vazba mezi spermii a zonou
pellucidou nemusi byt tak striktné druhové specificka (Tofer-Petersen et al. 2008; Takahashi
et al. 2013). Celkové pochopeni mechanismu vazby spermie na zonu pellucidu je podstatné pro
diagnostiku a terapii neplodnosti a budouci smétovani asistované reprodukce (Tumova et al.
2021).

Po navazani a vniknuti spermie do vajicka pusobi zona pellucida jako obrana proti
vniknuti a oplodnéni dal$imi spermiemi a naslednému vzniku polyploidie. Polyploidie je stav,
pii kterém ma jedinec vice nez dvé chromozomové sady. Tento jev je pro embryo u vétSiny
zivo¢isnych druhu fatalni (Fahrenkamp et al. 2020). Aby k tomuto stavu nedoslo, dochazi tedy
po fuzi pohlavnich bunék ke kortikdlni reakci. Kortikalni granula uvolni svilij obsah
do perivitelinniho prostoru a tim se zméni struktura zony pellucidy. V kortikalnich granulich se
nachazeji enzymy tzv. protedzy, které napomahaji Stépit ZP2. Tento glykoprotein pomdha
udrzet spermie ve vazbé na zonu pellucidu (Bleil et al. 1981). Po uvolnéni proteint
z kortikalnich granuli dojde Kk znesnadnéni navazani dalSich spermii (Hedrick 2007).
Mezi dalsi dulezité biochemické zmény, které mohou souviset se ztvrdnutim zony pellucidy
patii odstépeni sacharidli ze ZP3 a vélenéni zinku do zony pellucidy (Fahrenkamp et al. 2020).

Vyznamna je role zony pellucidy i béhem ¢asné embryogeneze. Chrani totiz embryo pii
pruchodu sami¢im pohlavnim traktem, aby nedoslo k jeho uhnizdéni jiz v epitelu vejcovodu,
a tak k mimodélozni gravidité. To je zavazny stav, Ktery mize byt pro samici fatalni.
Zona pellucida tak zistava pfitomna az do stadia blastocysty, kdy se embryo dostava do délohy,
poté zona pellucida praskne a embryo se uhnizdi v délozni sliznici (Rankin & Dean 2000).



3.2.2 Stavba zony pellucidy

Zona pellucida je tvotena glykoproteiny, coz jsou proteiny, na které se navazi sacharidy
(glycidy). Tento specificky obal miize byt tvofen tfemi az ¢tyimi glykoproteiny (ZP1, ZP2,
ZP3, ZP4). Zastoupeni téchto jednotlivych glykoproteinii se u rtznych druht zvitat 1isi
(Gupta et al. 2007). U prasat se zona pellucida sklada konkrétné z glykoproteinti ZP2, ZP3
a ZP4. Glykoprotein ZP1 neni u prasat exprimovan (Goudet et al. 2008). Naopak u potkant
(Hoodbhoy et al. 2005), kiecka a lidi (Izquierdo-Rico et al. 2009) je zona pellucida tvofena
vSemi ¢tyfmi zminénymi glykoproteiny (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4). Druhova odlisnost ve slozeni
glykoproteinti je pravdépodobné zpiisobena evoluci genovych rodin. Dochdzi u nich totiz
k rozdilnym duplikacim a pseudogenizaci (Moros-Nicolas et al. 2021).

ZP geny se diive délily do Sesti podrodin, a to na ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZPAX a ZPD.
Stim, ze ZP1, ZP2, ZP4, ZPAX a ZPD se fylogeneticky fadily do jedné skupiny. Druhou
skupinu tvotily geny z podrodiny ZP3 (Goudet et al. 2008). U této genové podrodiny byly
zaznamenany tii rizné duplikované geny - ZP3-a, ZP3-b a ZP3-c (Moros-Nicolas et al. 2021).
V nov¢jsich studiich se geny rozdé€luji do minimalné osmi podrodin: ZP1/4, ZP2, ZPAX, ZPY,
ZPD, ZP3-1, ZP3-2 a ZP3-3. Do genové podrodiny ZP3-1 patfi jiz dfive zminéné duplikované
geny ZP3-a, ZP3-b a ZP3-c (Feng et al. 2018).

U obojZzivelnikt je charakteristicky vyskyt ZPAX a ZPD. Pravé proto se védci domnivaji,
Ze tyto dvé genové podrodiny budou fylogeneticky star$i. Naopak pokud se podivame na savce,
tak jsou u vétsiny druht ptitomny genové podrodiny ZP1, ZP2, ZP3, ZP4. U nékterych druht
savcl jsou piitomny pouze tfi genové podrodiny. U téchto druhti nejsou piitomné podrodiny
ZP1 nebo ZP4 (Moros-Nicolas et al. 2021). Podle nov¢jsi nomenklatury jsou tyto Ctyfi
glykoproteiny zony pellucidy produkty gent ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4 (Gupta 2018).
Drive se uvadéli tii geny pojmenované ZPA, ZPB, ZPC (Harris et al. 2009).

U jednotlivych druht saveu se tloustka zony pellucidy méni a pohybuje se mezi 1-25 um
(Wassarman 2003). Na povrchu zony pellucidy se vyskytuji pory, které se smérem do oocytu
zuzuji a ziejm&é napomahaji K proniknuti spermie do vajicka (Gupta et al. 2012).
Vngjsi houbovity povrch zony pellucidy s vétsimi pory usnadiiuje schopnost priniku spermii
ptes zonu pellucidu (Familiari et al. 1988).

Struktura zony pellucidy se ¢asem méni. U nezralych oocytl je charakteristicka svou
sitovitou strukturou. Jednotliva vlakna glykoproteini jsou od sebe daleko a povrch je typicky
vyraznymi a hlubokymi pory. Pfi dozravani se sitovité struktura zahuSt'uje a péry uz nejsou tak
hluboké jako u nezralého oocytu. Po oplozeni je zona pellucida tvotfena velice hustou siti
uspotadanych glykoproteinovych vlaken a pory se na povrchu téméf nevyskytuji. Tento stav
pravdépodobné byva zplsoben splynutim jednotlivych wvrstev (Suzuki et al. 1994).
Zona pellucida je u mysiho modelu sloZena z opakujicich se dimert glykoproteintt ZP2 a ZP3
a je spojena glykoproteinem ZP1. Struktura zony pellucidy s konkrétnimi glykoproteiny
je zobrazena na Obrazku 3 (Dun et al. 2010).
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Obrazek 3. Schéma oocytu a struktura ZP glykoproteinti zony pellucidy u mysi (pfevzato
a upraveno dle Dun et al. 2010).

Schopnost molekul prostupovat pies pory zony pellucidy ziejmé neni primarné zavisla na
velikosti molekul, ale na jejich biochemickych nebo fyzikalné-chemickych vlastnostech.
Dulezitym faktorem muze byt povrchovy naboj molekuly. U glykoproteint zony pellucidy
lidského oocytu byla prokazana vyrazna odlisnost v jejich naboji. To je pravdépodobné
zpusobeno riznou mirou glykosylace (Bercegeay et al. 1995). Co se tyce prostupovani latek,
tak bylo zjisténo, Zze imunoglobuliny, coz jsou relativné velké molekuly, penetruji pfes zonu
pellucidu bez vyraznych problému. Naopak mensi molekuly jako je heparin, prostupovat pies
tento obal nemohou (Shivers & Dunbar 1977; Sinowatz et al. 2001).

3.2.2.1 Vznik ZP

U mysi je syntéza glykoproteind, které tvoii zonu pellucidu zajisténa rostoucim oocytem
(Wassarman & Litscher 2018). U lidi, prasat a jinych druht zvifat jsou glykoproteiny
syntetizovany i folikularnimi buitkami okolo oocytu zvanymi cumulus oophorus (Gupta 2018).
Nejdiive dochazi k sekreci glykoproteint, ktera probiha nerovnomérné a postupuje do prostoru
mezi okolnimi folikularnimi buiikami a povrchem oocytu. Nasledné¢ se tvoii vladkna
glykoproteini S hexagonalni strukturou a se stejnou velikosti pora (Wassarman & Mortillo
1991). Vznikajici glykoproteiny se zaclenuji do matrice zony pellucidy na nejvnitingj$im
povrchu. Zona pellucida tedy zesiluje svou strukturu smérem zevniti ven (Qi et al. 2002).

Jak se oocyt zvétsuje, tak se tato vlakna spojuji a vytvaieji rovnomérny obal.
Takeé se postupné zvySuje pocet mikroklkt, které se dostavaji do kontaktu s bunéénymi vybeézky
kumularnich bunek. To pak zptsobuje vytvareni kanalt pres zonu pellucidu, které umoziuji
poskytnout vyzivu rostouci vaje¢né bunice (Wassarman & Mortillo 1991). Dulezitou roli



pfi sestavovani proteinii v ZP matrici pravdépodobné hraji hydrofobni oblasti. Konkrétné
u mysi se jedna 0 vnitini 1 vnéjsi hydrofobni oblasti ZP362 (Jovine et al. 2004).

3.2.2.2 Struktura ZP glykoproteinti

Vsechny ¢tyfi glykoproteiny zony pellucidy u lidi obsahuji n€kolik specifickych casti.
Struktura jednotlivych glykoproteini u mysi a clovéka je zndzornéna na Obrazku 4
(Litscher & Wassarman 2020). Tyto glykoproteiny maji N — koncové hydrofobni signalni
peptidové sekvence, které se vyznacuji riznou délkou. Tento signalni peptid se pozdéji odstépi
a vznika zraly protein (Tumova et al. 2021).

Dale pak glykoproteiny sdileji tzv. ZP doménu, ktera obsahuje piiblizné¢ 260
aminokyselin. Charakteristicka je tato doména vysokym obsahem B-vlaken se zachovanim
hydrofobnosti a polarity (Bork & Sander 1992). ZP doména mize byt pfitomna i u jinych
proteind. Pozorovana je kuptikladu podobnost s umodulinem, coz je glykoprotein produkovany
ledvinovymi tubularnimi bunkami (Wassarman 2008). Tato doména pravdépodobné hraje
vyznamnou roli v polymeraci ZP glykoproteinti a nasledném sestavovani matrice zony pellucidy
(Jovine et al. 2002).

Dalsi piitomnou doménou vyskytujici se pouze u ZP1 a ZP4 je P doména, ktera piipomina
svou strukturou tvar trojlistku. Typicky je u této oblasti vyskyt Sesti cysteinovych zbytka, které
jsou spojeny tfemi disulfidickymi vazbami. Funkce P domény u ZP1 a ZP4 dosud neni znama
(Thim 1989; Tumova et al. 2021).

Konsenzualni furinové $tépici misto (concensus furin cleavage site) se vyskytuje u vSech
ZP glykoproteini a nachdzi se pied hydrofobni transmembranovou doménou. U mysi bylo
zjisténo, Ze je pravdépodobné dulezité pro sekreci glykoproteini a sestavovani zony pellucidy
(Qi et al. 2002). Avsak bylo i pozorovano, ze $tépeni CFCS neni nutné pro sekreci
glykoproteini a bez konsenzualniho furinového Stépiciho mista mize vzniknout i zona
pellucida s normalni strukturou. Funkce je tedy u CFCS kontroverzni (Zhao et al. 2023).

Savci ZP se sklada ze 3 nebo 4 proteind, nazyvanych ZPI, 2, 3 a 4

DOMENA zP (ZPD) CFCS
|

mZPI L _': N = c .L -C 623 aa
1
A

mZP2 N wmm N = N2 N3 N == c -C713 aa
|

mzZP3 N == N = C #— -C 424 aa
I
| |

hZP4 N == ;[![.. 0{ N = (o] F -C 540 aa
I

Obrazek 4. Znazornéni organizace proteintt mysi zony pellucidy (ZP) mZP1-3 a lidského ZP
proteinu hZP4 (pfevzato a upraveno z Litscher & Wassarman 2020).
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jako ZPB1. Tento glykoprotein je vyznamny piedevsim pro propojeni dalSich glykoproteint
ZP2 se ZP3 a naslednou tvorbu trojrozmérné sitovité struktury zony pellucidy
(Familiari et al. 2006). Piedpoklada se, ze ZP1 ma dulezitou roli i v indukci akrozomalni reakce
a vazb¢ spermie na zonu pellucidu. Toto tvrzeni bylo zaznamenano u kufat (Okumura et al.
2004), kiepelek (Sasanami et al. 2007) a lidi. V rozporu je vSak s informacemi ziskanymi
Z mySiho modelu. Je tedy pravdépodobné, ze ZP1 miize u riznych druha zastavat ponékud
odlisnou funkci (Gupta et al. 2012). Jak jiz bylo zminéno, u prasat tento glykoprotein neni
syntetizovan (Goudet et al. 2008).

3.2.2.4 7ZP2

Zona pellucida sperm-binding protein 2 (ZP2) hraje vyznamnou roli pfi udrzeni vazby
zony pellucidy se spermii, u které jiz prob&hla akrozomalni reakce (Bleil et al. 1988). V pribéhu
kortikalni reakce je ZP2 Stépen. Rozd€lenim na dvé Casti zabranuje vzniku polyspermie.
K tomu dochazi §tépenim N-terminalni oblasti piisobenim enzymu metaloendopeptidazy ASLT
a po Stépeni vznika N-terminalni peptid a C-terminalni peptidy. Tyto peptidy jsou spojeny
disulfidickym mustkem (Taya et al. 1995). ZP2 je tvoien polypeptidovym fetézcem, ktery
se sklada ze 716 aminokyselin. AvSak pro vznik hotového proteinu je potiebné, aby doslo
k odstépeni signalniho peptidu a propeptidu. Tento specificky signalni peptid obsahuje 1-35
aminokyselin a odstépuje se z N-konce. Naopak propeptid, ktery obsahuje 77 aminokyselin
je odstépovan z C-konce. Hotovy protein je tak tvofen ze 603 aminokyselin a ma velikost
piiblizné 80 kDa bez navazanych sacharidovych zbytki. V diivéjsim nazvoslovi je ZP2 také
oznacovan jako ZPA (Taya et al. 1995).

3.2.25 ZP3

Zona pellucida sperm-binding protein 3 (ZP3) také diive oznaCovany jako ZPC
ptredstavuje na zoné pellucide s velkou pravdépodobnosti pravé primarni spermiovy receptor.
Potvrzené to bylo uz vroce 1980 na myS$im modelu (Bleil & Wassarman 1980).
Nezrala forma tohoto glykoproteinu je tvofena 421 aminokyselinami. Zrala forma vznika az po
odstépeni propeptidu (333-421 aminokyselin) a signalniho peptidu (1-22 aminokyselin).
Hotovy glykoprotein je slozeny z 310 aminokyselin a ma molekularni velikost 46 kDa
(Yurewicz et al. 1992; Gupta et al. 1995; Yonezawa & Nakano 2003).

Struktura ZP3 a doména podilejici se na indukci akrozomové reakce byla zkoumana
u kufat (Han et al. 2010) a lidi. U téchto glykoproteini byly zaznamenany dvé odlisné
N-koncové domény. Kazda z nich se skladala z antiparalelné¢ skladanych P listd a také dvou
disulfidickych vazeb. Struktura ptipominala model dvou smycek a jedné Sroubovice uprostied.
U C-koncové domény se nachazely dvé subdomény. Prvni zakladni struktura byla tvofena
dvéma antiparalelnimi f-listy. Druhd subdoména byla tvofena C-koncovou oblasti,
ve které se vyskytovaly ti disulfidické mustky (Laskowski et al. 1993).
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U lidi bylo zjisténo, ze ZP3 muze mit vliv i na akrozomdlni reakci a nasledné,
ze | podporuje fazi vajicka a spermie (Van Duin et al. 1994). Tato funk¢ni aktivita se u lidi
nachazi v C-koncové doméné (Bansal et al. 2009). Uloha glykoproteinu ZP3 pii akrozomalni
reakci je vSak nejasna. U n€kterych dalsich studii totiz nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény
v indukci akrozomalni reakce. A to i pies to, Ze byly spermie jiz kapacitované a navazané na
zonu pellucidu pfedni ¢asti hlavicky. Glykosylace ZP3 tedy nemusi byt zasadni pro vazbu
kapacitované spermie, ale muze byt nezbytna pro optimalni indukci akrozomové reakce,
a to alespon u lidi (Chakravarty et al. 2008). Pokud se podivame na ZP3 u prasat,
tak bylo zaznamenano, ze jeho vazebna aktivita je zesilena komplexem ZP3 a ZP4
(Yurewicz et al. 1998; Gupta et al. 2012).

3.2.2.6 ZP4

Zona pellucida sperm-binding protein 4 (ZP4) je glykoprotein, ktery ma molekularni
hmotnost 60 kDa a byl dfive oznaovan jako ZP1/ZPB. Nezrala forma tohoto glykoproteinu
je slozena z 636 aminokyselin. Nasledné dochazi k odstépeni signalniho peptidu, ktery
obsahuje 1-18 aminokyselin. Také se odstépuje propeptid slozeny z 463-540 aminokyselin.
Ve zralé formé je slozen ze 441 aminokyselin (Yurewicz et al. 1992; Yurewicz et al. 1993;
Yonezawa & Nakano 2003).

ZP4 se nutné nemusi vyskytovat u v§ech zvitat. U mnohych druhii mize byt piitomen jen
ZP4 nebo ZP1. V nékterych ptipadech jsou pritomny oba tyto glykoproteiny. ZP4 se vyskytuje
u druhti jako jsou psi (Goudet et al. 2008), prasata (Hedrick & Wardrip 1987) a skot (Noguchi
et al. 1994). Naopak u mysi je ve form¢ pseudogenu (Goudet et al. 2008). Piedpoklada se,
ze se glykoproteiny ZP1 a ZP4 vyvinuly z genu spole¢ného ptedka pomoci duplikace.
To by mél byt hlavni divod, pro¢ maji maximalni podobnost sekvenci a nazyvaji se tak n€kdy
paralogy (Goudet et al. 2008).

Uvadi se, ze jednim z hlavnich vyznami tohoto glykoproteinu V zoné pellucide je vliv na
akrozomovou reakci. Bud’ samotny glykoprotein ZP4 nebo heterokomplexy slozené i se ZP3
vyvolavaji exocytdézu akrozomu u prasat (Yurewicz et al. 1998), kralika (Prasad et al. 1996)
a opic (Govind et al. 2001). U lidi je tato funkce ZP4 ponékud nejasna. V nékterych piipadech
rekombinantni lidsky ZP4 exprimovany u Escherichii coli (Migula, 1895) akrozomovou reakci
nedokazal vyvolat (Chakravarty et al. 2008). V dalsich studiich doslo, jak k vazbé na akrozom
spermie, tak i k vyvolani akrozomové reakce (Chakravarty et al. 2005; Caballero-Campo et al.
2006).

3.2.2.7 Zona pellucida a vazba spermie

Vazba kapacitovanych spermii na zonu pellucidu aktivuje transmembranové signaly,
které nasledné vedou ke spusténi signalni kaskady vedouci k akrozomové reakci. Za exocytdzu
akrozomu jsou zodpovédné mimo jiné dv€ signalni drahy. Prvni pomoci receptoru sptazeného
s G proteiny aktivuje signdlni drahu zprostfedkovanou fosfolipdzou C1 (PLCPB1). Fosfolipaza
C vede k hydrolyze fosfatidylinositolu bisfosfatu (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a inositol
trifosfat (IP3).
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Nasledné dochézi k translokaci proteinkindzy C do cytoplazmatické membrany a jeji
aktivaci (Patrat et al. 2000). Inositol trifosfat dal zvySuje hladiny intraceluldrniho vapniku
(Walensky & Snyder 1995).

Druhé dréha je aktivovana pies receptorove tyrosinkinazy (TK) spojené s PLCy (Doherty
et al. 1995; Baldi et al. 2002). Zvlast¢ pak ZP3 a ZP4 se u Cloveéka podileji na aktivaci
tyrozinkinaz. Avsak pfesna uloha v ZP1 zprostfedkované aktivaci tyrosinkinaz a spusténi
akrozomové reakce musi byt jeste objasnéna (Chiu et al. 2008). Vazba spermie na zonu
pellucidu doprovazi také depolarizace plazmatické membrany spermie a zvySeni
vnitrobunééného pH aktivaci Nat+/H+ vyméniku a zvySeni koncentrace vapniku
prostfednictvim napétoveé ovladanych vapnikovych kanalli (José et al. 2010).

Pro vyvolani akrozomové reakce u mysi jsou predevsim dulezité O-vazané glykany
glykoproteinu ZP3. Naopak u lidi jsou vyznamné&js$i N-vazané glykany. Zaroven existuji drobné
rozdily i v aktivaci nadchazejici signalizace, ktera vede k akrozomové reakci. Odlisnosti po
navazani spermie na proteiny lidské zony pellucidy jsou jak u ZP3, tak i ZP1 a ZP4.
Vyznam glykoproteinil at’ uz vzhledem k akrozomové reakci nebo celkové k oplozeni by se
m¢l tedy popsat pro kazdy druh samostatné. Rad¢ji nez zobecniovat informace ziskané z mysiho
modelu (Gupta et al. 2012).

3.2.2.8 Zona pellucida u prasnic

U prasnic dosahuje zona pellucida priméru ptiblizné 13 — 16 pm a vyznacuje se velkym
mnozstvim O- a N-glykanti (Dunbar et al. 1994; Sinowatz et al. 2001). Jak jiz bylo zminéno,
u prasnic je zona pellucida tvofena jen ze tii glykoproteini. Jsou to ZP2, ZP3, ZPA4.
Odhadovany molarni pomér je u téchto glykoprotejni 1:6:6 (Nakano et al. 1996).
Zona pellucida sperm-binding protein 1 (ZP1) je u prasat pseudogenem, takze nedochazi
K ptepisu této sekvence DNA do RNA, a tudiz neni ZP1 exprimovan (Hedrick & Wardrip 1986;
Hedrick & Wardrip 1987). N¢které zdroje predpokladaji, Ze pZP4 ma stejnou funkci jako
mZP1. Mohou tedy ztratu ZP1 kompenzovat (Topfer-Petersen et al. 1993).

Co se tyCe struktury, tak se predpoklada, ze je zona pellucida u prasat uspotradana
podobné jako u mysi. Vlakna glykoproteinti jsou tvofena heterodimery pZP3 a pZP4, které jsou
pospojované pomoci pZP2 (Nakano et al. 1996). Hlavni glykoproteiny pZP3 a pZP4 tvofi
piiblizné 80 % celkovych glykoproteind (Hedrick & Wardrip 1987; Hasegawa et al. 1994).
Tato struktura drzi pomoci nekovalentnich vazeb (Sinowatz et al. 2001).

Obsah sacharidi v zoné pellucidé se odhaduje na 15 az 54 %. U mnoha Zivoc¢isnych druht
se glykosyla¢ni mista oligosacharidii a proteinti vazajicich sacharidy ucastni vazby se spermii
podle druhové specifity (Hoodbhoy & Dean 2004). Jejich sacharidova struktura a podil
sacharidi se mohou lisit. U prasat zastupuji neutralni oligosacharidy z celkového podilu
sacharidu ptiblizné 25 % (Topfer-Petersen 1999).
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3.3 Glykosylace

Glykoproteiny vznikaji procesem zvanym glykosylace. Béhem této reakce dochazi
K navazani sacharidi nebo polysacharidu (glykan) pomoci kovalentni vazby na lipidy nebo
proteiny. Glykosylace se v ramci biologie popisuje jako enzymaticka reakce, zatimco glykace
je charakterizovana jako neenzymaticka glykosylace. Je to tedy reakce bez zapojeni enzymu.
Po enzymatickém procesu, pfi kterém dochazi k pfipojeni donoru glykosylu (glykanu)
a akceptoru glykosylu (jiné molekuly) vznika tzv. glykokonjugat (Lima & Baynes 2013).

Glykosylace probiha v endoplazmatickém retikulu, Golgiho aparatu, cytoplazmé a jadru.
Glykokonjugaty vzniklé glykosylaci se mohou lisit riznym spojenim mezi sebou, sekvenci
glykant a svou délkou. Jejich tvorbu ovliviiuje mnoho faktora jako jsou organelové struktury,
enzymy, typy bun€k a bunéénych signaltu (Reily et al. 2019). Glykosylace proteina je tak
povazovana za nejrozmanitéjSi reakci ze vSech uprav proteinti po jejich nasyntetizovani
(posttransla¢ni modifikace). K navazani totiz mohou byt pouzity sacharidy se zna¢né odlisnou
strukturou. Na jaderné a cytoplazmatické proteiny se mohou vazat nejriznéj$i monosacharidy.
Naopak mtize dochazet i k navazani velmi slozitych molekul, které umoziuji specificky
rozpoznavat dal$i molekuly a mohou se napojit na proteoglykany nebo extracelularni
N- a O-glykany (Hart 1992).

Glykosylace je vyznamna pro mnoho funkci buiiky, a proto je také nutna pro spravny
prubéh biologickych procest. Pokud dojde k odchylkam v glykosylaci, tato skute¢nost muze
zpusobit, ze se za¢ne podporovat mnoZeni rakovinnych bunék. Ovlivni to také zanétlivé reakce,
apoptdzu bunék a umozni to prinik virtt do buiiky. Tento proces je tedy zasadni i pro imunitni
systém. Muze ovlivnit také interakce mezi molekulami na povrchu bunky, a tudiz je dalezity
I pro rozpoznavani cizich molekul. Poruchy glykosylace mohou byt spojeny se vzacnymi
genetickymi poruchami a metabolickymi i imunitnimi nemocemi. Studium tohoto vyznamného
procesu glykosylace mtze pravdépodobné ovlivnit do budoucna i vyvoj ptipadné terapie téchto
onemocnéni (Reily et al. 2019).

3.3.1 Glykosylace zony pellucidy

Glykoproteiny zony pellucidy jsou velmi rozmanité kvili posttranslacnim modifikacim.
U glykosylace O — vazanych glykani dochazi k piipojeni na aminokyseliny serin nebo threonin
a u N — vazanych glykani nastava ptipojeni na aminokyselinu asparagin. Vétsinou také
probihaji procesy sulfatace a sialylace (Yonezawa 2014). U lidskych glykoproteini ZP2, ZP3
a ZP4 obecné pievazuje N-vazana glykosylace (Chiu et al. 2008).

N-glykany se skladaji ze stejného jadra z GIcNAc (N-acetylglukosaminu) a manozy.
Dale mohou byt upraveny a modifikovany pfipojenim galaktdzy, fuk6zy nebo sialové kyseliny.
Naopak O-glykany maji razné jadrové struktury, které se skladajici z GalNAC
(N-acetylgalactosaminu) nebo GIcNAc. O-glykany mucinového typu jsou slozeny z O-GalNAc
a b&Zn¢ se nachazeji na proteinech v membrané a extracelularnich proteinech. O-GalNAcylace
je komplexni forma O-glykosylace. Na druhé stran¢ O-GlcNAc se zpravidla vyskytuji na
intercelularnich proteinech. Rozdil mezi N-glykany a O-glykany je znazornén na Obrazku 5
(Haukedal & Freude 2021).
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Obrdazek 5. Zobrazeni rozdilu glykanovych struktur u N- a O-glykanu (pfevzato a upraveno
z Haukedal & Freude 2021).

3.3.2 Glykosylace zony pellucidy u prasat

Zrani oocytl je jednim z hlavnich piedpokladi usp&$ného oplodnéni. Pribyvajici
informace naznacuji, ze i sama zona pellucida potiebuje projit ur¢itymi zménami, aby u ni doslo
K dozrani. Konkrétné bylo prokazano histologickymi studiemi, ze dochazi k syntéze kyselych
glykokonjugatti v kumularnich bunkach a po dozrani oocytu je zvySeny vyskyt kyselych
glykanti v zone pellucide. Béhem procesu zrani tudiz dochazi u prasnic k posunu
01,5 -2 jednotky pH (Witzendorff et al. 2009).

V pribéhu meiotického zrani u prasat dochazi k N-glykosylaci glykoproteinii zony
pellucidy. Coz je reakce, ktera je velmi dilezita pro interakci zony pellucidy se spermii,
nasledné vazby spermie a pravdépodobné je to také klicové pro akrozomalni reakci
u navazanych spermii (Lay et al. 2012). Avsak pro indukci akrozomalni reakce a vazbu kanc¢ich
spermii neni potieba terminalnich sekvenci Gala1-3Gal (Clark et al. 2010).

U prasat, podobn¢ jako u jinych druhti savct, maji glykoproteiny zony pellucidy velmi
heterogenni strukturu. To je zplsobeno riznym mnozZstvim sialylovaného a sulfatované¢ho
poly-N-acetyllaktosaminu (Yonezawa et al. 1997). Kyselé a vysoce sulfatované N-glykany jsou
tvofeny ze sekvenci poly-N-acetyllaktosaminu, které maji riznou délku. Sulfatace u nich
probiha v poloze C-6 GIcNAc (Noguchi & Nakano 1992). Mira sulfatace glykand zony
pellucidy se mize ménit u jedincti i v prubéhu zivota. Kupiikladu nizsi vyskyt sulfatace glykana
byl popsan Vv prepubertalnim obdobi prasnice (Witzendorff et al. 2009).
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N-vazané fetézce jsou slozeny z neutralnich a kyselych fetézcli. Jejich molarni pomér
se pohybuje pfiblizné v poméru 1:3. Tyto fetézce tvoti N-glykanovy komplex s a-fukosylovym
zbytkem v nejvnitingjsim  N-acetyllaktosaminu. N-glykanové komplexy mohou byt
N-glykany prase¢ich glykoproteini zony pellucidy spadaji mezi diantenarni fukosylované
glykany obsahujicim N-acetyllaktosaminové fetézce (Topfer-Petersen 1999). Vyznamné jsou
predevsim proto, Ze se podileji na rozpoznavani spermie (Nakano et al. 1996).

Pocet N-glykosylac¢nich mist se u jednotlivych glykoproteint 1isi. ZP2, ktery je u prasat
nejveétsim glykoproteinem ma Sest potenciondlnich mist. ZP3 ma tfi a ZP4 ma pét
N-glykosyla¢nich mist (Yurewicz et al. 1991). Vsechny tfi potencionalni N-glykosyla¢ni mista
u ZP4 (Asn203, Asn220 a Asn333) nesou neutralni diantenarni fetézce. Konkrétné glykosylacni
misto Asn220 je také glykosylovano neutralnimi triantenarnimi a tetraantenarnimi N-glykany.
V N-terminalni ¢asti ZP4 mezi sousednimi cysteinovymi zbytky (Cys224 a Cys243)
je umisténa alesponi jedna disulfidova vazba (Kudo et al. 1998; Topfer-Petersen 1999).
U prasat N-vazané glykany obsahuji fuk6zové zbytky, ale zadné vysokomannosové zbytky
(Katsumata et al. 1996).

Na rozdil od N-glykosyla¢nich mist se potencionalnich O-glykosyla¢nich mist nachézi
u ZP3 sest a u ZP4 jsou tii (Yurewicz et al. 1991). U O-vazanych glykana probiha sulfatace
v poloze C-6 GIcNAC, coz je obdobné jako u N-vazanych glykani. Mohou také podléhat
sialylaci. Co se tyce slozeni, O-vazané glykany obsahuji 26 kyselych nerozvétvenych fetézct
typu core-1 ON-acetylgalaktosamin a 9 neutralnich fetézcu (Hokke et al. 1994).
Nekteré ligandové kompeti¢ni biologické testy naznalily, ze O-glykany alesponi ¢asteéné
zprostiedkovavaji adhezni vlastnosti zonarniho glykoproteinu ZP3 (Yurewicz et al. 1991).

16



3.4 Lektiny

Lektiny jsou latky charakteristické svou vlastnosti specificky vazat sacharidy.
Jedna se o proteiny vyskytujici se u vétsiny zijicich organismd. Jejich vyskyt je zaznamenany,
jak u zivocicht a rostlin, tak i u bakterii a vird. Pro mnoho druhti jsou velice dtlezité a uplatnéni
nachazeji v mnoha biologickych procesech. Tyto proteiny se vazi k sacharidim nekovalentné
a reverzibilné¢ s vysokou specifitou a nasledné¢ vytvareji glykokonjugované komplexy
(Mishraetal. 2019). I ptesto, ze se n¢které lektiny i€astni imunitnich procest, tak se nezatazuji
do protilatek. Nejsou totiz produktem primarni imunitni odpovédi. Tyto proteiny vétSinou
nemaji ani katalytickou aktivitu, coz je typicka vlastnost pro enzymy. Nemuzeme je tedy fadit
ani do této skupiny latek (Sharon 1998; André et al. 2015).

Lektiny maji schopnost v zavislosti na druhu a krevni skupiné aglutinovat Cervené
krvinky. Pravé prvni popis lektini byl pomoci erytrocytd jiz na pielomu 19. stoleti.
Tehdy doktor Peter Hermann Stillmark zaznamenal hemaglutinaci s vytazkem ze semen
z rostliny skocce obecného (Ricinus communis (Linnaeus, 1753)). Frakce proteinu, ktera
zpusobila shlukovani ¢ervenych krvinek byla pojmenovana jako ricin. Dtive byly lektiny
nazyvany fytohemaglutininy. Ziejmé kvili tomu, ze byly nejprve izolovany z rostlin a mély
schopnost aglutinovat ¢ervené krvinky. Az imunochemik William Clouser Boyd v roce 1954
zavedl termin lektin, ktery vychazi z latinského slova legere — vybrat/volit si (Walker 1985;
Sharon 1998; Gabius 2013).

3.4.1 Vyznam lektini

Lektiny jsou vyznamné pro bunéény vyvoj, imunitu, endocytézu, migraci bunck,
fagocytozu, vzajemnou symbiozu i proces oplodnéni (Sharon & Lis 1990). Svou roli maji i pfi
vzniku oviduktalniho rezervoaru. Tento rezervoar je oblast ve vejcovodu, ve které se na urcitou
chvili navazuji spermie na sliznici oviduktu. Hlavni snahou je moznost prodlouzeni
zivotaschopnosti spermii a sladéni kapacitace spermii s ovulaci oocytu. Pravé vazba na
sacharidové struktury epitelu oviduktu s povrchovymi proteiny spermii probiha pomoci
lektinovych vazeb (Topfer-Petersen et al. 2002). Na povrchu jaternich bun¢k pomahaji lektiny
rozpoznavat zbytky galaktézy a navazovat tak nezadouci glykoproteiny (Stockert & Morell
1983). Dalsi lektiny mohou podporovat rist kosti, a tudiz by mohly vést k novym zptisobum
1é¢by ruznych poruch osifikace kosti (Chan et al. 2016). Mezi lektiny vSak patii i jedovaté latky.
Mezi silné toxiny spada prvni popsany lektin ricin (Olsnes 2004). U surovych rostlin se tyto
toxické lektiny inaktivuji spravnym zpracovanim a piipravou (Sharon & Lis 1972).

3.4.2 Vyuziti lektini

Pouziti lektini muze byt rozmanité, tak jako jejich vyznam v organismu. Aplikovat
se mohou na izolaci, detekci i charakterizaci glykokonjugatt. Lektiny tedy umoznuji rozeznavat
rizné sacharidové struktury a také jejich umisténi. Vyuzivat se mohou konkrétn¢ pro
charakterizaci oligosacharidovych fetézcl proteini zony pellucidy (Sinowatz et al. 2001).
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A to u riznych zivoc¢isnych druhd. Prokazano to naptiklad bylo u prasecich, potkanich
(Barbeito et al. 2013), kralicich i psich oocytt (Parillo et al. 2000). Uplatnit se mohou také pii
popisu fyziologickych nebo patologickych zmén na povrchu bunék. Mezi takové procesy miize
patiit adheze infekcniho piivodce onemocnéni na hostitelskou buiiku ¢i diferenciace bunck
(Lis & Sharon 1998). Lektiny mohou také pomoci rozpoznavat nadorové buriky. Bylo dokonce
zjisténo, ze urcité rostlinné lektiny maji az protirakovinné u¢inky. Navazi se totiz na membrany
anebo receptory karcinogennich bunék a zptsobuji az zamezeni ristu nadoru. Nejsou tedy po
dalsich vyzkumech v budoucnu vylouc¢eny ptipadné terapeutické postupy protinddorové 1écby
pomoci lektin (De Mejia & Prisecaru 2007).

Lektiny vedou také k pochopeni riznych molekularnich mechanismti bunéénych procesi
(Sharon 2008). Zaroven mohou zvySovat fagocytarni aktivitu makrofagti, ptisobit tak podobné
jako vakcina a poskytovat dlouhodobou ochranu pted patologickymi mikroorganismy (Mishra
et al. 2019). Hlavnimi vyhodami pouziti lektinii je vysoka stabilita, komeréni dostupnost
a aktivita i v malych koncentracich. Také umoznuji zkoumat nepatrné strukturni rozdily na
povrchu bun¢k i mezi jednotlivymi izolaty (Slifkin & Doyle 1990).

3.4.3 Struktura

Lektiny jsou tvofeny pievazné z proteinu ¢i glykoproteint, které se vazi na buniky nebo
glykokonjugaty. Jejich struktura se 1isi svou velikosti, trojrozmérnou strukturou, uspoiadanim
I po¢tem podjednotek (Goldstein et al. 1980). Glykokonjugaty jsou ptitomné v prostiedi volné
nebo jsou vdzané na povrchu buné€k. Mnohonasobné rozvétvené oligosacharidy se vyznacuji
vétsi  afinitou k vazbé s lektiny nez sacharidy s linearni strukturou. Pravdépodobné
je to zpusobeno soucinnosti vazebnych mechanismi komplexu lektin-sacharid (Helliwell
1997).

Specificka vazebna schopnost lektinti zavisi na jednoduchych oligosacharidech nebo
monosacharidech. Nezvyklou vyjimkou jsou sacharidy spojené s enzymy. V pfipad€, ze ma
enzym vice vazebnych mist a ma schopnost srazet nebo aglutinovat glykokonjugaty, miizeme
takové komplexy fadit mezi lektiny (Vakri 2009).

Kli¢ova je pro lektiny ptedevsim oblast CRD (carbohydrate recognition/binding domain),
ktera predstavuje vazebné misto. Tato doména umoziuje specificky rozpoznavat a vazat
sacharidy (Sharon 2009). Pfi této vazbé mezi lektinem a sacharidem se vyskytuje rozmanité
mnozstvi vazeb. Zejména se zde uplatiuji vodikové mustky, iontové vazby, ale i Van der
Waalsovy sily a hydrofobni interakce. Také se zde mohou pozorovat tzv. n—m interakce mezi
aminokyselinami v CRD doménach a monomerech sacharidi. U nékterych tiid lektind
je potieba k jejich funkci ptfitomnost bivalentnich kationtt. Stabilizuji totiz vazebné misto,
a poté dochazi k fixaci pozice aminokyselin reagujicich se sacharidy (Weis & Drickamer 2003).
K vazbé lektini s komplexnimi ¢i jednoduchymi sacharidy je bézné€ potiebny vyskyt
Ca?* a Mn?" ionttl (Sharon & Lis 1990).

Jedna molekula lektini miize obsahovat dvé nebo vice vazebnych mist (Ghazarian et al.
2011). Muzeme je tudiz délit na bivalentni a polyvalentni. Lektiny s vice nez dvéma CRD
doménami jsou polyvalentni. Maji schopnost se vadzat na exprimované glykolipidy
¢i glykoproteiny, které jsou umisténé na povrchu bunék a zpusobovat u nich shlukovani.
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Nekteré z téchto polyvalentnich lektinii maji moznost pomoci vazby na sacharidové receptory
vyvolat signalizaci nebo internalizaci bunky. Maji dokonce i schopnost pozménovat chovani
zucastnénych sacharidi (Sharon 2006).

3.4.4 Déleni lektina

Lektiny se mohou odlisovat svou strukturou, ale i svym pivodem. Podle toho, z jakého
organismu pochdzeji, je mizeme rozdélovat na bakteridlni, virové, rostlinné a ZzZivocisné
(Mishra et al. 2019). U vsech téchto organismt maji funkce jako je napfiklad adheze, ktera
je znazornéna na Obrazku 6 (Sharon & Lis 1993).
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Obrdazek 6. Povrchové lektiny zprostiedkovavaji bunéénou adhezi vazbou na specifické
sacharidy na povrchu bunék u riznych organismii (pevzato a upraveno z Sharon & Lis 1993).

Lektiny lze tadit do skupin i dle jejich lokalizace v organismu nebo Vv konkrétnich
bunkach. Zohlediiuje se také jejich specifita vici glykokonjugatim a sacharidim.
Dalsim faktorem mize byt uspofadani domén a epitoptl (misto, které ma kazda proteinova
molekula a slouzi k navazani protilatky). Z téchto hledisek se mohou lektiny rizné délit a jejich
tiidy rizné prekryvat (Lakhtin et al. 2011).

3.4.4.1 Rostlinné lektiny

Lektiny se vyskytuji téméf u vSech krytosemennych, nahosemennych a nizsich rostlin
v riznych ¢astech. Konkrétné se nachazeji v cibulkach, hlizach, oddencich, stoncich, kufe,
listech a semenech. Jak jiz bylo zminéno, prvni studované lektiny byly pravé u rostlin.
Pravdépodobné kvuli jednoduché izolaci a distribuci lektint (Etzler 1985). Tyto lektiny
obsahuji alesponl jednu nekatalytickou doménu. Na ni se poté reverzibilné vazou specifické
monosacharidy ¢i oligosacharidy (Van Damme 2007). U rostlin byla pozorovana vyssi afinita
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k oligosacharidiim nez k jednoduchym sacharidiim. Pozoruhodné je, Ze pravé oligosacharidy
se u rostlin nevyskytuji a jsou vice bézné u jinych organismu. Vyskytuji se kuptikladu u zvifat,
hub i hmyzu (Peumans & Van Damme 1995).

Dulezité jsou pro separaci a analyzu glykoproteini a oligosacharidti na povrchu burky.
Svij vyznam maji V ramci interakci hostitele a patogenu. Také bylo zaznamenano, Ze jsou
vyznamné pfi vyvoji a bunééné signalizaci (Sharon & Lis 2004). Uplatiuji se i pii vztahu rostlin
S nitrogennimi bakteriemi (Diaz et al. 1989). Poskytuji také ochranu rostlin proti hmyzu
I fytopatogennim mikroorganismim (Bohlool & Schmidt 1974). Predpoklada se, ze praveé
lektinové receptorové kindzy maji svlj vyznam pii rozpoznavani molekularnich vzorci
mikrobt ¢i bylozraveu (Hou et al. 2019).

Lektiny rostlin miizeme délit podle struktury na hololektiny, merolektiny, chimerolektiny
a superlektiny. Merolektiny nemaji katalytické schopnosti a jsou slozeny piedevs$im z jedné
CRD domény (Peumans et al. 2001). Celkové bylo popsano okolo 500 rostlinnych lektint
(Van Damme et al. 1998). Mezi vyznamné lektiny rostlin patii RCA (Ricinus communis
agglutinin) ze skoéce obecného a WGA (wheat germ aglutinin) ze pSenice seté neboli Triticum
vulgaris (Etzler 1985).

3.4.4.2 Bakterialni a virové lektiny

Lektiny se mohou vyskytovat u prokaryotnich organismi, a dokonce i u nebuné¢nych
virt.. V bakteriich jsou lektiny bézné ptitomné ve fimbriich (pilusech), coz jsou mikroskopické
vybézky na povrchu bakterii slouzici ke konjugaci, ale i jinym bunénym interakcim
(Sharon 1987). Svij vyznam maji pii usnadnéni adheze a podstatné jsou i pro symbiozu
(Nizet et al. 2017). Dulezitou roli maji pfi uréovani tropismu (orientace organismi podle rtizné
stimulace) symbionta nebo patogenu vV pribéhu interakce s hostitelskymi glykany.
Bakterialni a virové lektiny umoziuji béhem infekce pfipojeni téchto organismu k hostitelské
bunice. Pomoci domény rozpoznavajici sacharidy (CRD) se vazi na glykanovy receptor
hostitele. Pro tuto svoji funkci se lektiny také nazyvaji adheziny (Hooper & Gordon 2001).

VétSina bakterii ma rozmanité mnozstvi adhezint S odliSnou sacharidovou specifitou.
U nékterych adhezinli nastavd vazba pomoci CRD na koncové sacharidové zbytky.
AvSak navazat se mohou i na vnitini sekvence linearnich nebo i rozvétvenych
oligosacharidovych fetézct (Nizet et al. 2017). Dalsi lektiny, které se vazou na specifické
glykany glykoproteini na povrchu hostitelskych bun¢k jsou hemaglutininy. Tento
mechanismus navazani a vstoupeni do cilovych bunék vyuzivaji n€které chiipkové viry a viry
z Celedi Paramyxoviridae (Takimoto et al. 2002).

3.4.4.3 Lektiny z hub

Vétsina lektind hub se vyskytuje v plodnicich, vyjimecné také v podhoubi (Khan & Khan
2011). Maji vyznamnou roli pfi vyvoji, rastu a morfogenezi hub. Kli¢ové jsou i pfi
molekuldrnim rozpoznavani béhem symbiotického souziti hub skofeny vysSich rostlin
(mykorhize). Ucastni se také na zacatku infekce pii interakci s glykokonjugatem hostitele
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(Singh et al. 2010). Byly popsany rizné houbové lektiny. Z 82 % pochazely z hub,
15 % pochazelo z plisni a 3 % z kvasinek. Lektiny hub jsou charakteristické vysokou specifitou
vici mucinu a N-acetylgalaktosaminovym (GalNAc) zbytkim (Singh et al. 2011; Kobayashi
& Kawagishi 2014).

3.4.4.4 Lektiny z moiskych fas

V biomedicinském vyzkumu se lektiny fas vyuzivaji kvali svym antivirovym,
oznatované také jako fykolektiny. Specifické jsou spiSe v ramci glykoproteint
nez U monosacharidid. Obsahuji velké mnozstvi kyselych aminokyselin (glutamin, arginin,
kyselina asparagova a glutamova). Pro svou biologickou aktivitu nevyzaduji pfitomnost
kovovych iontd. Mohou se délit do tii skupin podle vazebnych schopnosti na lektiny specifické
pro vazbu na komplex N-glykant, specifické lektiny typu N-glykan( s vysokym obsahem
manozy a treti skupinu, ktera obsahuje obé zminéné vlastnosti (Hori et al. 1990; Rogers & Hori
1993).

3.4.45 Zivo&isné lektiny

Lektiny u Zivocichti se podileji na mnoha biologickych procesech. Mezi né patii
fagocytoza, opsonizace, aktivace drahy komplementu i imunitni odpovéd” (Sharon & Halina
1986; Gabius 1997). Vyznamné jsou pro umoznéni kontaktu s butikami i rozpoznani patogenu.
Lektiny typu X (interlektiny) mohou fungovat i v ramci vrozeného imunitniho systému.
Umi vazat mikrobidlni glykany a eliminovat patogeny u mnoha obratlovci véetné ryb
(Arasu et al. 2013). Zivocisné lektiny maji identickou sekvenci aminokyselinovych zbytki,
u kterych se pohybuje velikost od 115-130 bazi. Obsahuji také vlastni CRD doménu, a proto
jsou schopné vazat slozité sacharidové struktury (Kilpatrick 2002). Podle pozadavku
na kationty a podle motivii sekvence CRD muizeme tyto lektiny délit na galektiny (lektiny typu
S), lektiny typu C (CTL), lektiny typu F, P-lektiny, pentraxiny a dal$i podskupiny znazornéné
v Tabulce 1 (Kumar et al. 2012; Mishra et al. 2019).

Galektiny jsou charakteristické vysoce homologni doménou typu S. U této domény
je aktivita zavisla na SH skupinach. Zaroven tato skupina lektini ma velkou afinitu k navazéani
B-galaktosidovych zbytkt. Uplatiuji se pii adhezi, regulaci apoptéozy a migraci bunék.
Mohou reagovat i s protilatkami a ovliviiovat také tvorbu metastaz (Krejsek & Kopecky 2004;
Liu & Rabinovich 2005).

Lektiny typu C se nachdzeji v membranach, séru a extracelularni matrix. Doména
rozpoznavajici sacharidy (CRD - carbohydrate recognition domain) vaze sacharidové
struktury. Vazba zavisi na koncentraci vapnikovych iontl, které se pfimo zapojuji do vazeb
ligandu. Dale se mohou lektiny typu C délit na selektiny, kolektiny a endocytarni lektiny
(Hatta et al. 1999; Krejsek & Kopecky 2004).

Lektiny typu P patii mezi transmembranové proteiny, které specificky vazou manozu-6-
fosfat. Pentraxiny se podileji na pfirozené imunitni odpovédi a pti akutni fazi zdnétu. Patii mezi
né C-reaktivni protein (CRP) a sérovy amyloidovy protein (Mishra et al. 2019).
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Lektiny typu I obsahuji doménu Ig-like podobnou imunoglobuliniim, kterd umoziuje
rozpoznavani glykani. Do této skupiny patii siglec lektiny (sialic acid-binding
immunoglobulin-type lectins). Lektiny imunoglobulinového typu vazajici sialovou kyselinu
jsou typické svou schopnosti regulovat signalizaci imunitnich bun¢k. Mezi siglec lektiny patii
naptiklad CD22, ktery zabraniuje nadmérné aktivaci imunitniho systému a moznému rozvoji
autoimunitnich nemoci. Funguje totiz jako inhibitor pro receptor B-lymfocyti
(Hatta et al. 1999; O’Reilly & Paulson 2009).
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Tabulka 1. Rozdéleni lektinti na podskupiny S prislusnymi sacharidovymi ligandy, jejich
lokalizaci a funkci (pfevzato a upraveno podle Kumar et al. 2012).

zakoncené fukodzou

Podskupina lektini | Sacharidové ligandy Lokalizace Funkce
Calnexin GlciMang Endoplazmatické Ttidéni proteind
retikulum v ER
M-typ Mang Endoplazmatické Degradace
retikulum glykoproteint
asociovana s ER
L-typ Riizné Endoplazmatické Ttidéni proteint
retikulum, Golgiho
aparat
P-typ Man-6-fosfat a dalsi Sekre¢ni draha (ER, Ttidéni proteint
GA, sekre¢ni granula, z GA, degradace
lysosomy) glykoproteinti
v ER
F-box lektiny (GIcNAC)2 Cytoplazma Degradace $patné
sbalenych
proteinti
Fikoliny GIcNACc, GalNAc | Plazmaticka membrana, | Vrozena imunita
extracelularni prostor
F-typ Oligosacharidy Extracelularni prostor | Vrozena imunita

Chitinaze podobné

Chito-oligosacharidy

Extracelularni prostor

Metabolismus

lektiny kolagenu
I-typ (siglec) Sialové kyseliny Plazmatickd membrana | Buné¢na adheze
C-typ Riizné Plazmaticka membrana, | Bunécna adheze,
extracelularni prostor vrozena imunita
R-typ Riizné Golgiho aparat, Ttidéni enzymd,
plazmatickd membrana regulace
glykoproteinovych
hormont
S-typ (galektiny) B-D-Gal Extracelularni prostor, Regulace
cytoplazma cytoplazmatickych
déji (apoptoza),
proktizeni
extracelularnich
glykoproteint
Interlektiny Gal, Plazmaticka membrana, | Vrozena imunita,
galaktofuranoza, extracelularni prostor oplodnéni,
pentdzy embryogeneze
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3.4.4.6 Rozdé€leni lektint podle specifity k monosacharidim

Lektiny se mohou rozliovat i podle afinity k jednotlivym sacharidim. Podle toho, které
monosacharidy tyto lektiny rozpoznavaji se déli do péti skupin. Preferovat mohou vazbu na
fukézu (Fuc), manézu (Man), N-acetylglukosamin (GIcNAC), galaktozu/N-acetylgalaktosamin
nebo N-acetylneuraminovou kyselinu (sialovou kyselinu). Sacharidy mohou byt vazané
v glykoproteinech, glykolipidech nebo na povrchu bunék na oligosacharidovych zbytcich.
Také se mohou vyskytovat volné (De Mejia & Prisecaru 2007). Specifita lektind k jednotlivym
sacharidim nemusi byt absolutni. Na urovni oligosacharidi neni vazba tolik specificka.
Vazebné vlastnosti a jejich specifita je zjiStovana pomoci testd S inhibi¢nimi monosacharidy.
Lektiny jako jsou Lens culinaris agglutinin (LCA) a konkavalin A (ConA) jsou specifické pro
D-mandzu/D-glukozu. Zaroven LCA na urovni oligosacharidi vykazuje vys$si afinitu
k mannosylovym glykanim s fukosylaci nez konkavalin A (Lis & Sharon 1998).

Tabulka 2. Znazornéni vybranych lektint podle jejich specifity vii¢i monosacharidim
(pfevzato a upraveno podle Sharon & Lis 2013).

Sacharidy Lektiny podle specifity

Fukoza (Fuc) AAL, UEA-I, PSA, AOL, EEL,
LABA

Manoza (Man) ConA, AAA, GNA, HHL, LCA,
NPA

N-acetylglukosamin (GIcNAc) RCA, ABA, BDA, GSL-II, PVL,
WFA, WGA, sWGA
galaktoza/N-acetylgalaktosamin | CCL, DBA, VVA, WFA, MPA,
(GalNACc) SBA, RCA, PNA

N-acetylneuraminova (sialova) LFA, MAL, MAH, PSL, SNA,
kyselina (Sia) SSA, WGA
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3.45 WGAasWGA

WGA (Wheat Germ Agglutinin) je lektin, ktery se nachazi v pSenici a dalSich obilovinach.
Je charakteristicky svou schopnosti vazat se na oligosacharidy. Jednd se ptedevSim
0 N-acetylglukosamin a N-acetylneuraminovou (sialovou) kyselinu. Tyto sacharidy jsou ¢asto
ptitomné na povrchu bunék ¢i u hmyzu ve formé chitinu (Shewry et al. 2009). Maji spole¢nou
N-acetamidovou i sousedni hydroxylovou skupinu. Tyto ob& skupiny jsou umisténé
v ekvatorialni poloze (Monsigny et al. 1980). WGA muizeme vyuzit pro studium bunéénych
membran (Kolay et al. 2023), detekci rakovinnych bunék (Tsai et al. 2021), tak i pro vyzkum
zony pellucidy (Wassarman & Litscher 2022). Nedavno byla zjisténa i schopnost vazat se na
varianty alfa a beta SARS-CoV-2. Tim muze dojit az k G¢inné inhibici infekce SARS-CoV-2
(Auth et al. 2021).

SWGA  (Succinylated Wheat Germ  Agglutinin) je modifikovana forma
Wheat Germ Agglutininu. Konkrétné doslo k pfidani sukcinatové skupiny, ktera mize ménit
vlastnosti tohoto lektinu. Vazba WGA lektinu na glykokonjugaty obsahujici
N-acetylneuraminovou kyselinu mize byt ovlivnéna i nabojem. Sukcinylovany WGA je pfi
fyziologickém pH nabity zaporné, zatimco WGA je nabity kladné. sWGA tedy nevaze
glykokonjugaty obsahujici sialovou kyselinu. Naopak je schopen selektivné vazat
N-acetylglukosamin (Monsigny et al. 1980).
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4 Metodika
4.1 Odbér vajecniki a oocytii

Oocyty byly aspirovany z vaje¢niku ziskanych na jatkach z prepubertalnich prasnic.
Vajecniky byly piepravovany v termolahvi ve vyhiatém (38 °C) fyziologickém roztoku
(0,9 % chloridu sodného). V laboratofi byly vajecniky oplachnuty Cistym fyziologickym
roztokem a zpracovany do tii hodin po odbéru. Oocyty byly z vajeénikt ziskany pomoci
aspirace. K aspiraci folikularni tekutiny s oocyty byla pouzivana injekéni stiikacka o objemu
20 ml s jehlou 20G.

4.2 Vybér oocyti

Pomoci sklenéné pipety byly vybrany pouze kvalitni oocyty s neposkozenou
cytoplazmou a s kompaktni vrstvou kumularnich bunék. Tyto oocyty byly nasledné pteneseny
do modifikovaného média M199.

4.3 Kultivace in vitro

Oocyty byly ttikrat promyty Vv kultivaénim médiu a nasledné kultivovany v kultiva¢nich
miskach (NUNC, USA). Kultivace in vitro probihala v modifikovaném médiu M199 (1 ml)
do pozadovaného stadia. Kultiva¢ni médium M199 bylo s pyruvatem sodnym (0,25 mg/ml),
gentamycinem (0,025 mg/ml), laktatem vapenatym (0,06 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml) a 10 %
BFS (bovinnim fetalnim sérem). Kultivace probihala v termostatu s 5 % CO pii teploté 39 °C
po dobu 24 h (stadium metafaze 1. meiotického déleni) nebo 46 hodin (stadium metafaze
2. meiotického déleni). Pro nésledné experimenty byly pouZity skupiny oocytll ve stadiu
zarodeéného vacku (GV) — bez kultivace, ve stadiu metafaze 1. meiotického déleni a ve stadiu
metafaze 2. meiotického déleni.

4.4 Fixace oocyti

Po pfislusné dobé¢ kultivace byly oocyty zbaveny kumularnich bunék pomoci sklenéné
pipety a promyty v PBS/1 % PVA. Nasledovala fixace oocyt ve 3,7 % paraformaldehydu po
dobu 40 minut. Po fixaci byly oocyty opét oplachnuty v PBS/PVA a takto uchovavany.
4.5 Barveni a inkubace oocytu

Pro experimenty byly pouzity dva vybrané lektiny. Konkrétné se jednalo o lektiny

konjugované s biotinem sSWGA (Succinylated Wheat Germ Agglutinin) a WGA (Wheat Germ
Agglutinin). Kazdy experiment byl vzdy 3x opakovan a v kazdé skupiné€ daného experimentu
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bylo hodnoceno vzdy 10 oocyti. Jednotlivé skupiny oocytt (GV, MI, MII) byly tfikrat promyty
v PBS (Phosphate-buffered saline) s 1% PVA (polyvinylalkoholem). Nasledné¢ byly oocyty
inkubovany s lektinem konjugovany s biotinem v fedéni 1:50 po dobu 45 minut. Po inkubaci
byly oocyty tiikrat promyty v PBS+ 1% PVA. Poté byly inkubovany se Streptavidinem
konjugovanym s Fluoresceinem v fedéni 1:1000. Inkubace probihala 45 minut ve tmé pii
pokojové teploté. Poté byly oocyty trikrat promyty v PBS+ 1% PV A a zamotovany na podlozni
sklicko do Vectashieldu s DAPI. Ke kazdému experimentu byla vzdy provedena negativni
kontrola, kde byly oocyty inkubovany pouze se Streptavidinem konjugovanym s Fluoresceinem
v fedéni 1:1000.

4.6 Vyhodnoceni

Nabarvené oocyty byly nasnimany pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 800 pod
400x zvétSenim a vlnovou délkou 488nm pro vSechny analyzované preparaty.
Snimky z konfokalniho mikroskopu byly analyzovany v programu pro analyzu obrazu NIS
Elements. Métena byla relativni intenzita signalu FITC v oblasti zony pellucidy. Vysledky byly
dale zpracovany pomoci programu STATISTICA 12. Probé¢hla statisticka analyza metodou
jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVY). Hodnota P < 0,05 byla povazovana za statisticky
vyznamnou.
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4.7 Experimentalni schéma

4.7.1 Imunofluorescen¢ni detekce N-acetylglukosaminovych struktur zony pellucidy
pomoci lektinu WGA béhem meiotického zrani prasecich oocyti

Tento experiment byl zaméfen na detekci N-acetylglukosaminu a N-acetylneuraminové
(sialové) kyseliny na zoné pellucide u praseéich oocyti. Pouzity byly skupiny oocyta ve stadiu
zarode¢ného vacku (GV), metafaze prvniho meiotického déleni (MI) a metafaze druhého
meiotického déleni (MII). Oocyty byly kultivovany in vitro v modifikovaném médiu M199.
Vybrané sacharidové struktury byly rozpoznany pomoci imunofluorescenéni detekce.
Hodnocena byla relativni intenzita signalu jednotlivych skupin oocyti (GV, Ml a MIl) vztazena
ke skupiné oocytii v MII (100 %). Kazdy experiment byl 3x opakovan a v kazdé skupiné bylo
hodnoceno vzdy 10 oocyta.

4.7.2 Imunofluorescen¢ni detekce N-acetylglukosaminovych struktur zony pellucidy
pomoci lektinu SWGA béhem meiotického zrani prasecich oocyti

Tento experiment byl zaméfen na detekci N-acetylglukosaminu na zoné pellucidé béhem
meiotického zrani prase¢ich oocyti pomoci lektinu SWGA. Pouzity byly oocyty ve stadiu
zarode¢ného vacku (GV), metafaze prvniho meiotického déleni (MI) a metatdze druhého
meiotického déleni (MII). Oocyty byly kultivovany in vitro v modifikovaném médiu M199.
Vybrané sacharidové struktury byly rozpoznany pomoci imunofluorescencni detekce.
Hodnocena byla relativni intenzita signalu jednotlivych skupin oocytti (GV, MI a MII) vztazena
ke skupiné oocyti v MII (100 %). Kazdy experiment byl 3x opakovan a v kazdé skupiné bylo
hodnoceno vzdy 10 oocytt.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo ovértit hypotézu, ze u prasat béhem meiotického zrani
oocytt dochazi na zoné pellucidé Kredistribuci N-acetylglukosaminovych struktur.
Pro rozpoznani téchto vybranych sacharidovych struktur byly pouzity lektiny WGA, SWGA.

5.1 Imunofluorescené¢ni detekce N-acetylglukosaminovych struktur zony
pellucidy pomoci lektinu WGA béhem meiotického zrani prasecich oocyti

Ke kazdému experimentu byla realizovana negativni kontrola, kdy byly oocyty
inkubovany se Streptavidinem konjugovanym s Fluoresceinem pro vylouceni nespecifické
vazby Streptavidinu na struktury oocytu. Negativni kontrolou bylo potvrzeno, ze u experimentu
nedoslo k nespecifickym vazbam.

Obrazek 7. Negativni kontrola. Inkubace oocytl pouze se Streptavidinem konjugovanym
s Fluoresceinem (FITC — znacen zelené; chromatin zna¢en modie — DAPI). Oocyty byly
snimany konfokalnim mikroskopem se zvétSenim 400x.

Pti pouziti lektint WGA byl v oblasti zony pellucidy patrny fluorescen¢ni signal WGA
lektinu, a to u v8ech tfech pozorovanych stadii (GV, MI, MII). Statistické vyhodnoceni ukazalo,
Ze existuje alespon jeden rozdil v relativni primérné intenzité signalu mezi t€émito skupinami.
Po podrobném statistickém vyhodnoceni pomoci Scheffého testu byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v intenzité signalu mezi oocyty ve stadiu Ml a Ml (p < 0,05), kdy dochazelo
ke statisticky vyznamnému poklesu relativni intenzity signalu lektinu WGA mezi skupinami
oocytl ve stadiu MI a MII. Mezi skupinami oocyti ve stadiich GV a MI ani GV a MII nebyl
zaznamenam statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05) (Obrazek 8, Obrazek 9, Obrazek 10).
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Obrdazek 8. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur na zoné pellucidé u oocytu ve
stadiu GV pomoci lektinu WGA. Biotinem znaceny WGA lektin se specificky vaze na
N-acetylglukosamin a N-acetylneuraminové kyseliny. WGA je na snimcich oznacen zelené.
Modrou barvou je oznaen chromatin pomoci barviva DAPI. Oocyty byly snimany
konfokalnim mikroskopem se zvétsenim 400x.

Obrdazek 9. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur na zoné pellucidé u oocytu ve
stadiu MI pomoci lektinu WGA. Biotinem znaceny WGA lektin se specificky véze na
N-acetylglukosamin a N-acetylneuraminové kyseliny. WGA je na snimcich oznacen zeleng.
Barvivo DAPI je modrou barvou a oznacuje chromatin. Oocyty byly snimany konfokalnim

mikroskopem se zvétSenim 400x.

Obrdazek 10. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur na zoné pellucide u oocyti ve
stadiu MIl pomoci lektinu WGA. Biotinem znateny WGA lektin se specificky vaze na
N-acetylglukosamin a N-acetylneuraminové kyseliny. WGA je na snimcich oznacen zeleng.
Barvivo DAPI zna¢i modrou barvou chromatin. Oocyty byly snimany konfokalnim

mikroskopem se zvétSenim 400x.
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Tabulka 3. Relativni intenzita signalu lektinu WGA béhem meiotického zrani prasecich
oocytl. Intenzita signalu je zaznamendna jako primeérna relativni intenzita signalu vztazena ke
skupin€ oocytl ve stadiu MII (100 %). N — pocet hodnocenych oocytii, GV — oocyty ve stadiu
zarode¢ného vacku, MI — oocyty Vv metafdzi prvniho meiotického déleni, MII — oocyty
v metafazi druhého meiotického déleni.

WGA |GV M | MII

N 30 30 30
Relativni intenzita signalu

(%) 106 114,23 100

Relativni intenzita signalu lektinu WGA v ruznych
stadiich meiotického zrani

114,23% 2

106% P 100,00%"
120%
100%
80%
60%
40%
20%
GV MI MII

0%

Priimérna relativni intenzita signalu (%)

Stadia meiotického zréani oocytu

Graf 1. Relativni intenzita signalu lektinu WGA b&hem meiotického zrani praseéich
oocytl. Intenzita signalu je zaznamenana jako priimérna relativni intenzita signalu vztazena ke
skuping oocytli ve stadiu MIl (100 %). Odlisnymi ® ® superskripty je znazornén statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi stadii oocyti (p < 0,05).

31



5.2 Imunofluorescen¢ni detekce N-acetylglukosaminovych struktur zony
pellucidy pomoci lektinu sWGA béhem meiotického zrani prasecich
oocytl

Negativni kontrola byla provedena ke kazdému experimentu. Oocyty byly inkubovany
pouze se Streptavidinem konjugovanym s Fluoresceinem. Cilem bylo vyloucit nespecifickou
vazbu streptavidinu na struktury oocytu. Negativni kontrola prokazala, ze u tohoto experimentu
nedoslo k nespecifickym vazbam.

Obrazek 11. Negativni kontrola. Inkubace oocyti byla pouze se Streptavidinem
konjugovanym s Fluoresceinem. Modrou barvou je pomoci barviva DAPI ozna¢en chromatin.
FITC je znacen zelen€. Oocyty byly nasnimany konfokalnim mikroskopem se zvétSenim 400x.

Po pouziti lektinu sSWGA byl fluorescen¢ni signal sSWGA piitomny v oblasti zony
pellucidy u vsech tfech sledovanych skupin oocyti (GV, MI, MII). Statistické vyhodnoceni
prokazalo, Ze existoval alespon jeden rozdil v relativni primérné intenzité signalu mezi t€émito
skupinami. Po detailnim vyhodnoceni Scheffého testem byl prokazan statisticky vyznamny
rozdil v relativni intenzité signalu mezi oocyty ve stadii MI a MIIL. U oocytt ve stadiu GV
a MII byl také pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05). Mezi témito skupinami
dochazelo ke statisticky vyznamnému poklesu relativni intenzity signalu sWGA lektinu.
Naopak statisticky vyznamny rozdil nebyl prokazan mezi oocyty ve stadiu GV a Ml (p > 0,05).
Jednotliva stadia oocytti (GV, MI, MII) jsou zaznamenana na Obrazcich 12, 13, 14.
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Obrazek 12. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur (N-acetylglukosaminu)
na zoné pellucide u tii oocytti v GV stadiu zobrazujici fluorescen¢ni signal sSWGA. Biotinem
znaceny sWGA lektin, ktery se specificky vaze na N-acetylglukosamin je na snimcich oznacen
zelené. Modrou barvou je oznacen chromatin barveny pomoci barviva DAPI. Oocyty byly
snimany konfokalnim mikroskopem se zvétSenim 400x.

Obrazek 13. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur (N-acetylglukosaminu)
na zoné pellucide u tfi oocytl v MI stadiu zobrazujici fluorescenéni signadl sSWGA. Biotinem
znaceny sWGA lektin, ktery se specificky vaze na N-acetylglukosamin je na snimcich oznacen
zelené. Modrou barvou je oznacen chromatin barveny pomoci barviva DAPIL. Oocyty byly
snimany konfokalnim mikroskopem se zvétSenim 400x.

Obrazek 14. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur (N-acetylglukosaminu)
na zoné pellucideé u tii oocytti v MII stadiu zobrazujici fluorescencni signal sSWGA. Biotinem
znaceny sWGA lektin, ktery se specificky vaze na N-acetylglukosamin je na snimcich oznacen
zelené. Modrou barvou je oznacen chromatin barveny pomoci barviva DAPIL. Oocyty byly
snimany konfokéalnim mikroskopem se zvétSenim 400x.
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Tabulka 4. Relativni intenzita signalu sWGA V jednotlivych fazich meiotického zrani.
Intenzita signalu je zaznamenana jako primérna relativni intenzita signalu vztazena ke skupiné
oocytt ve stadiu MII (100 %). N — pocet hodnocenych oocyti, GV — oocyty ve stadiu
zarode¢ného vacku, MI — oocyty v metafdzi prvniho meiotického déleni, MII — oocyty
v metafazi druhého meiotického déleni.

SWGA |GV | MI Ml

N 30 30 30
Relativni intenzita signalu

(%) 222,58 243,80 100

Relativni intenzita signalu sWGA lektinu v raznych
stadiich meiotického zrani

243,80%?

l ]
MI MII

Stadia meiotického zréani oocytu

222,58% 2

250.00%

200.00%

150.00%

100.00%

50.00%
GV

0,00%

Priimérna relativni intenzita signalu (%)

Graf 2. Relativni intenzita signalu sWGA béhem meiotického zrani praseéich oocyti. Intenzita
signalu sSWGA je zaznamenana jako primérna relativni intenzita signalu vztazena ke skupiné
oocytll ve stadiu MII (100 %). Riizné *® superskripty znazoriiuji statisticky vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi stadii oocytd (p < 0,05).
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6 Diskuze

V procesu oplozeni hraje zona pellucida klicovou roli. Tato matrice ma totiz zasadni vliv
na interakci spermie s vajickem. U prasete je slozena ze tfech glykoproteint (ZP2, ZP3, ZP4)
(Tumova et al. 2021). Vyzkum funkce a struktury téchto glykoproteint je dulezity pro blizsi
pochopeni mechanismu probihajicich béhem oplozeni. Variabilita sacharidovych struktur
glykoproteini  zony pellucidy u jednotlivych Zzivocisnych druht mize souviset
s druhové specifickou vazbou gamet. Tato diplomova prace se zabyvala detekcei
N-acetylglukosaminovych struktur zony pellucidy oocytt prasete. Cilem bylo ovéfit hypotézu,
ze béhem meiotického zrani v in vitro podminkach dochazi k redistribuci N-acetylglukosaminu.
N-acetylglukosamin (GIcNAc, NAG) je popsan jako derivat hroznového cukru (glukozy)
s acetamidovou skupinou, kterd se navaze na 2° uhlik glukopyran6zového cyklu
(Smith et al. 2000). Pro rozpoznani téchto sacharidovych struktur byly vybrany dva lektiny —
WGA a sWGA. Lektin WGA se specificky vaze na N-acetylglukosamin (-D-GICNAC)
a N-acetylneuraminovou kyselinu (Neu5Ac). Lektin sWGA je specificky upraven
(sukcinylovan), a diky tomu rozpoznava jen N-acetylglukosaminové struktury (B-D-GIcNAC).
Pomoci imunofluorescencni detekce byly sledovany vybrané sacharidové struktury oocyti ve
stadiu zarode¢né¢ho vacku (GV), v metafazi prvniho meiotického déleni (MI) a metafazi
druhého meiotického déleni (MII).

V nasich experimentech se hodnotila relativni intenzita signalu fluorescen¢né znacenych
WGA a sWGA lektini. V relativni intenzité signalu WGA mezi oocyty ve stadiu M1 a MlI byl
prokdzan statisticky vyznamny rozdil. Mezi ostatnimi stddii u WGA nebyl statisticky
vyznamny rozdil pozorovan. Béhem meiotického zrani je patrna vyssi relativni intenzita WGA
u oocyti ve fazi GV a MIL Z toho vyplyva, ze zastoupeni N-acetylglukosaminu
a N-acetylneuraminové kyseliny na zacatku meiotického zrdni je pomérné bohaté.
Naopak s ptechodem do MII faze dochazi k vyznamnému poklesu relativni intenzity signalu
lektinu WGA a je tedy pravdépodobné, Ze dochazi k odstépeni N-acetylglukosaminu
a N-acetylneuraminové kyseliny ze zony pellucidy prase¢iho oocytu. Podobné vysledky nejsou
detekci sacharidovych struktur, ale vysledky nebyly zaméfené na hodnoceni rozdilii v intenzité
signalu daného lektinu. Ve studii, kterd se zaméfovala na oocyty divokych prasat byla pouze
detekovana piitomnost trisacharidi kyseliny neuraminové (02—3,6) B-Gal-(1-4)-GIcNAc
(sialidaza/RCA-I) a disacharidi C4 acetylované kyseliny neuraminové (a2—3,6)-a-Gal
(KOH/sialidaza/GSA-1B4). Ta byla potvrzena v oocytech jak v preantralnich, tak i v antralnich
folikulech. Detekovany byly také N-glukosaminové jednotky, a to jak v terminalni pozici, tak
1 uvnitf fetézce daného glykanu (Parillo et al. 2001).

Sukcinylovany Wheat Germ Agglutinin je modifikovand forma Wheat Germ
Agglutininu. Tento lektin se izoluje z pSenicnych klicki. sSWGA je chemicky upraven ptfidanim
sukcinylové skupiny na aminoskupinu proteinu WGA. Tato zména struktury umozni
sukcinylovanému WGA specifickou vazbu pouze k N-acetylglukosaminu (GIcNAC).
Toho jsme vyuzili pro konfirmaci vysledkl ziskanych pomoci lektinu WGA.

V relativni intenzité signalu sSWGA byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil nejenom
mezi oocyty ve stadiu M1 a MII, ale i mezi oocyty ve stadiu GV a MII. Statisticky vyznamny
rozdil nebyl prokézan mezi oocyty ve stadiu GV a M.
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Z toho muzeme vyvodit, ze N-acetylglukosaminové struktury jSou na zoné pellucide
prasecich oocytl bohaté zastoupeny v pocatecnich fazich meiotického zrani a s pfechodem do
stddia metafaze druhého meiotického déleni dochazi k jejich specifickému odstépeni.
Odstépeni N-acetylglukosaminovych struktur miaze byt klicové pro odhaleni specifickych
vazebnych mist rozpozndvanych spermii, ovSem tuto hypotézu by bylo potieba vhodn¢ ov¢étit.

Pii porovnani relativnich intenzit signdlu obou lektini mezi sebou byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi relativni intenzitou signdlu WGA a sSWGA, a to u vSech
popisovanych stadii (GV, MI, MII). U lektinu WGA byla detekovana vzdy vyssi relativni
intenzita signalu, néz u sWGA. To je pravdépodobné kvili tomu, ze WGA detekuje
N-acetylglukosaminové struktury i N-acetylneuraminovou kyselinu a rozdil téchto intenzit
mize byt praveé ptipisovan vazbé WGA na tuto kyselinu. Nejvétsi statisticky vyznamny rozdil
Vv relativni intenzit€ signdlu mezi WGA a sWGA byl zaznamenan v MII stadiu. Z toho vyplyva,
ze v MII fazi je na zoné pellucidé pravdépodobné piitomno vice N-acetylneuraminové kyseliny
nez N-acetylglukosaminu. To by v8ak bylo potieba opét potvrdit vhodnymi experimenty.

V glykoproteinech zony pellucidy byla prokazana pfitomnost N-acetyl-p-D-
N-acetylglukosaminovych jednotek na zoné pellucidé oocyti ruznych domacich i divokych
prezvykavci. Patrné vSak byly i rozdily v mnozstvi a distribuci téchto sacharidovych struktur
na povrchu zony pellucidy (Parillo et al. 2005). Mendes et al. (2019) také detekovali
N-acetylglukosamin v zoné pellucidé ve vsech stadiich meiotického zrani oocytit odebranych
z prepubertalnich i dospélych prasnic. Podobné i Habibi et al. (2008) detekovali GIcNAc¢ béhem
meiotického zrani také ve vSech fazich vyvoje. Poukazali také na to, Ze N-acetylglukosaminové
struktury mohou byt vyznamné pro interakci zony pellucidy se spermii. U lidskych
kapacitovanych spermii je pravdépodobné, ze miize N-acetylglukosamin redukovat vazbu na
zonu pellucidu (Miranda et al. 1997). Vysledky nékterych studii naznacuji, Zze se jednotky
B-D-N-acetylglukosaminu mohou podilet také na zamezeni oplodnéni vajicka vice neZ jednou
spermii. Naopak zbytky B-D-galaktozy a a-d-mandzy v zoné pellucidé u prasat mohou pusobit
jako primarni receptory spermii a piipadné i1 jako induktory akrozomové reakce (Song et al.
1999).

Provedenymi experimenty bylo prokazano, ze lektin WGA ma ke glykoproteinim zony
pellucidy silnou afinitu. Tento lektin totiz G¢inné barvi vSechna stadia meiotického zrani oocytt
(GV, ML, MIl). Z toho vyplyva, Ze je na zoné pellucidé pravdépodobné¢ vyznamna
pfitomnost sialové kyseliny a N-acetyl-B-D-glukosaminovych zbytkd (Habibi et al. 2008;
Mendes et al. 2019). Signal u WGA lektinu se nevyskytoval pouze na povrchu zony pellucidy,
ale dokonce ve vsech vrstvach zony pellucidy. Z toho miizeme usuzovat, ze struktury znacené
pomoci WGA nejsou jen v povrchové ¢asti, ale pravdépodobné i v celé vrstvé zony pellucidy.
K podobnym vysledktm dosli i Parillo et al. (2005). Naopak mensi afinitu vykazoval lektin
WGA, coz bylo jiz popsano Ve studii Pastor et al. (2008).

Studie Avilés et al. (1997) prokazala, ze N-acetylglukosamin je pfitomny na zoné
pellucideé a je rozptyleny po celé matrix zony pellucidy. Na ZP3 byly zaznamenany O-vazané
oligosacharidy jako trisacharidy s terminalnim N-acetylglukosaminem (Avilés et al. 1997).
V dalsich studiich byl zaznamenan relativné maly vyskyt N-acetylglukosaminu
(Parillo et al. 2000; Parillo et al. 2001).
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U zony pellucidy prasecich oocytd bylo prokdzano mnoho subterminalnich
B-N-acetylgalaktosaminovych, a-a B-galaktézovych jednotek maskovanych neuraminovou
kyselinou. Kromé toho [-N-acetylgalaktosamin, [-galaktosa-(1-3)-N-acetylgalaktosamin
a fB-galaktosa(1-4)-N-acetylglukosamin byly detekovany v sulfatované formé v terminalnich
pozicich glykana (Parillo et al. 2001). N-acetylglukosamin se v glykoproteinech zony pellucidy
nachazi spiSe uvnitf fetézce glykanu, nez v terminalni poloze (Parillo et al. 2000).

Nekteré studie popisuji, ze u oocyti v MI fazi dochdzi na zoné pellucide k vyznamnym
zménam ve slozeni glykant (Pastor et al. 2008). Parillo et al. (2001) uvadéji, ze na zoné
pellucidé béhem meiotického zrani oocyti dochazi také k prostorové redistribuci
sacharidovych zbytkti S04Gal-B-1,3GalNAc a N-acetylglukosaminu. Zmeéna lokalizace
jednotlivych sacharidovych struktur je pravdépodobné zplisobena biochemickymi procesy
probihajicimi na zoné pellucidé béhem meiotického zrani (Takahashi et al. 2013).

Vysledky naSich experimentd potvrzuji piitomnost a redistribuci N-acetylglukosaminu
Vzoné pellucidé u prasat ve vSech sledovanych stadiich oocytu. Vyskyt GlcNAc
v glykoproteinech zony pellucidy u prasnic potvrzuje i studie Takahashi et al. (2013).
Tato studie byla zaméfena na lokalizaci neredukujicich koncii u sacharidovych fetézcl
glykoproteint zony pellucidy. Detekovany byly B-Gal, a-Man, B-GIcNAc a a-sialova kyselina.
N-acetylglukosamin byl pfitomen u nezralych i zralych oocytl. Piedpoklada se, Ze tyto koncové
neutralni N-fetézce se podileji u skotu a prasat na vazbé spermie se zonou pellucidou (Takahashi
et al. 2013).

WGA 1 sWGA lektiny se v naSich experimentech Uspésné specificky navézaly na praseci
zonu pellucidu ve vsech stadiich meiotického zrani oocytu. sWGA byl zaznamenan i u jinych
druhd, naptiklad byla prokazana u tohoto lektinu specificka vazba na zonu pellucidu u lidskych
oocytl (Maymon et al. 1994). U zony pellucidy lidskych oocytu prostupoval signal WGA celou
zonou pellucidou. Naopak signal sukcinylovaného WGA se vyskytoval pfedev§im v centralni
vrstvé zony pellucidy (Maymon et al. 1994). Vysledky nasich experimentl u prasecich oocytt
vSak prokazaly pfitomnost a lokalizaci signalu lektinu, jak SWGA, tak i WGA v celém praméru
zony pellucidy.

Pro porozuméni pfesného mechanismu redistribuce N-acetylglukosaminovych
i jinych sacharidovych struktur glykoproteini zony pellucidy béhem meiotického zrani
je nezbytny dalsi vyzkum, a to nejenom u prasat.
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[ Zavér

Studium redistribuce N-acetylglukosaminovych struktur nazoné pellucidé napomaha
pochopeni strukturnich a funkénich zmén probihajicich na zoné pellucide béhem meiotického
zrani prasecich oocytl. Tato diplomova prace byla zaméfena na ovéieni hypotézy, ze béhem
meiotického zrani dochazi k redistribuci N-acetylglukosaminu nazoné pellucidé praseéich
oocytu.

Realizovanymi experimenty byl prokazan statisticky vyznamny pokles v relativni intenzité
signalu lektinu WGA mezi oocyty ve stadiu Ml a MIl. U ostatnich skupin nebyl
zaznamenam statisticky vyznamny rozdil. Z dosazenych vysledkii je mozné ptredpokladat,
ze N-acetylglukosamin a N-acetylneuraminova kyselina jsou nejvice zastoupené u oocytt
ve stddiu MI a s prechodem do stadia MII dochazi pravdépodobné k jejich ¢astecnému
odstépeni, ¢i zamaskovani mozné vazby s lektinem. Vzhledem k tomu, ze lektin WGA
se nevaze pouze k N-acetylglukosaminovym strukturam, byl pro konfirmaci vysledkl pouzit
lektin sWGA, ktery diky sukcinylaci dokaZe specificky rozpoznavat pouze struktury
N-acetylglukosaminu.

Pii pouziti lektinu SWGA byl opét zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v relativni
intenzité signalu mezi oocyty ve stadiu MI a MII, ale i mezi skupinami oocyti ve stadiu
GV a MII. Naopak statisticky vyznamny rozdil nebyl prokazan mezi oocyty ve stadiu GV a Ml.
Zda se tedy, ze N-acetylglukosaminové struktury jsou nejvice pfitomné v GV a Ml
a sprechodem do metafaze druhého meiotického déleni opravdu dochazi Kk odstépovani
N-acetylglukosaminovych struktur. Diulezitost tohoto d&je pro specifitu vazby spermie na
vajicko ovSem zustava nejasna a lze jen navrhnout hypotézu, ze odstépeni N-glukosaminovych
struktur maze byt kliCové pro odkryti specifickych vazebnych mist na zoné pellucidé
pro spermie. Pro potvrzeni této hypotézy by bylo nezbytné realizovat sérii dal$ich experimentt
I S vyuzitim jinych lektint, a také specifické vazebné testy.

Vysledky experimentt detekci a redistribuci N-acetylglukosaminovych struktur pomoci
lektint WGA a sWGA potvrdily. Béhem meiotického zrani oocytti prasat dochazi na zoné
pellucide k redistribuci N-acetylglukosaminovych struktur. Hypotéza této diplomové prace
byla tedy potvrzena.
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