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Lokalizace vybranych sacharidovych struktur béhem
meiotického zrani prasecich oocyta kultivovanych in vitro.

Souhrn

Zona pellucida je extracelularni glykoproteinovy obal oocytt, ktery v prub&éhu oplozeni
hraje dtlezitou roli pfi rozpoznani gamet a zabrafiuje vzniku polyspermie. U prasat
je ZP tvotena tiemi druhy glykoproteinti — ZP2, ZP3 a ZP4. Béhem meiotického zrani dochazi
u glykoproteini ke glykosylaci, sulfataci a sializaci, které jsou kli¢ové pro interakci
spermie-zona pellucida. Pravé rozdily a pfitomnost sacharidovych zbytkli ve strukturach
zona pellucida a povrchovych bilkovinach spermii maji vyznamnou roli pro druhové
specifickou vazbu spermii a indukci akrozomalni reakce. Pfi primarni vazbé se kapacitovana
spermie vaze na neutralni N-glykany, poté dochézi k akrozomalni reakci a nasleduje sekundarni
vazba spermie na zona pellucida. Sacharidové slozky glykoproteinti ZP 1ze detekovat pomoci
lektint. Lektiny jsou proteiny, které jsou schopné s vysokou specifitou nekovalentn¢ vazat
sacharidy a vytvafet s nimi glykokonjugované komplexy.

Cilem této diplomové prace bylo ovétit hypotézu, Ze béhem meiotického zrani dochézi
ke zménam lokalizace vybranych sacharidovych struktur glykoprotein zona pellucida
prasec¢ich oocytl. K ovéfeni stanovené hypotézy byly realizovdny experimenty zaloZené
na imunofluorescenéni  detekci vybranych sacharidovych struktur pomoci specificky
se vazajicich lektinh RCA (Ricinus communis agglutinin) a ConA (Canavalia ensiformis
agglutinin) u prasecich oocyti vrazné fazi meiotického =zrani (GV, MI a MlIl).
ConA se specificky vaze na struktury D-manozy a RCA rozpoznava fetézec galaktozy vazané
na N-acetylglukosamin. Obé¢ tyto sacharidové struktury tvoii vyznamnou sacharidovou slozku
glykoproteint zona pellucida.

Z vysledki experimentti zaméfenych na imunofluorescenéni detekci struktur D-manozy
prostiednictvim lektinu ConA je patrné, ze dochazi k signifikantnimu naristu relativni intenzity
signalu ConA mezi prase¢imi oocyty ve fazi GV a MI. Pti hodnoceni vysledki experimentt
zaméfenych na detekci fetézce galaktézy vazané na N-acetylglukosamin pomoci lektinu
RCA byl opét pozorovan signifikantni nartst relativni intenzity signalu RCA mezi prase¢imi
oocyty ve fazi GV a MI. Hypotézu této diplomové prace se tedy podatfilo potvrdit.
Je mozné, ze zminéné sacharidové struktury a jejich epitopy mohou hrat roli v kontaktu spermie
se zonou pellucidou, také je mozné, ze tato zména sacharidové struktury glykoproteind
zona pellucida je nezbytna pro odkryti kliCovych vazebnych epitopti rozpoznavanych spermii.

Klicova slova: Glykoproteiny, in vitro maturace, lektiny, oocyty, zona pellucida



Localization of selected carbohydrate structures during
meiotic maturation of porcine oocytes cultured in vitro.

Summary

Zona pellucida is the extracellular glycoprotein membrane of oocytes, which plays
an important role in gamete recognition during fertilization and prevents polyspermy.
In pigs, the ZP is composed of three types of glycoproteins - ZP2, ZP3 and ZP4. During meiotic
maturation, glycoproteins undergo glycosylation, sulfation and sialation, which are crucial for
sperm-zona pellucida interaction. It is the differences and the presence of carbohydrate residues
in zona pellucida structures and sperm surface proteins that play an important role
in species-specific sperm binding and induction of the acrosomal response. In primary binding,
the capacitated sperm binds to neutral N-glycans, followed by the acrosomal reaction and then
secondary binding of the sperm to the zona pellucida. The carbohydrate components
of ZP glycoproteins can be detected by lectins. Lectins are proteins that are able to bind
carbohydrates non-covalently and form glycoconjugated complexes with high specificity.

The aim of this thesis was to test the hypothesis that during meiotic maturation, changes
in the localization of selected carbohydrate structures of zona pellucida glycoproteins in porcine
oocytes occur. To verify the hypothesis, experiments based on immunofluorescence detection
of selected carbohydrate structures using specifically binding lectins RCA (Ricinus communis
agglutinin) and ConA (Canavalia ensiformis agglutinin) were performed in porcine oocytes
at different stages of meiotic maturation (GV, MI and MII). ConA specifically binds to
D-mannose structures and RCA recognizes the galactose chain bound to N-acetylglucosamine.
Both of these carbohydrate structures constitute an important carbohydrate component
of zona pellucida glycoproteins.

The results of experiments focused on the immunofluorescence detection of D-mannose
structures by the lectin ConA show that there is a significant increase in the relative intensity
of the ConA signal between porcine oocytes in the GV and MI phase. When evaluating
the results of experiments aimed at detecting the N-acetylglucosamine-linked galactose chain
via the RCA lectin, a significant increase in the relative intensity of the RCA signal was again
observed between porcine oocytes in the GV and MI phase. Thus, the hypothesis of this thesis
was confirmed. It is possible that the aforementioned carbohydrate structures and their epitopes
may play a role in sperm contact with the zona pellucida, it is also possible that this change
in the carbohydrate structure of zona pellucida glycoproteins is necessary to uncover key
binding epitopes recognized by sperm.

Keywords: Glycoproteins, in vitro maturation, lectins, oocytes, zona pellucida



L VO oot 1
2 Védecka hypotéza a Cile Prace .............cccooviiiiiiiiiiiiiic e 2
3 LAterArni FeSEISe........cocoiiiiiiiiiiii et 3
3.1 OO0QEBNEZE ...ttt ettt bbbt bt ne e 3
3.1.1  Vyvoj zarodecnych Bun€k ........ccocovviiiiiiiiiiii e 3
3.1.2  Folikulogeneze a faze rlstu 00CYLU ......ocveiviiiiiiiiiiiieiiec e 4
3.1.3  FAze ZIANT 00CYLU...ueiiiiiiiiiie ettt 6
3.1.31 Cytoplazmatické Zrani..........ccocveviiiiiiiiiiicice s 8
3.1.3.2 Faktory regulujici meiotické zrani ...........ccooeviiiiiiiiiiiiiecce 9
KO A Ao o - W o 1= | [0 o = USSP 13
3.2.1  Vznik zona pellucida, zmény béhem fertilizace...........cccoerererininininne. 14
3.2.2  Zona pellucida Prasete........ccoveviiieiieii e 16
3.2.3  Glykoproteiny zona pellucida, jejich funkce a struktura................c......... 18
3.3 LEKEINY i 20
3.3.1  Struktura IeKtnt ........oooviiiiiieieee e 21
3.3.2  Druhy IeKtNt....ccooiiiiiiiiiieee e 21
3.3.3  Vlastnosti a funkce leKtint ..........ocoeviiiiiiiiiiiiie e 25
3.3.4  Struény popis vybranych lektind ...........ccovvvviiiiiiiii 26
4 Materidl a metodika................cooooiiiiiiii 28
O VYSIEAKY ..ot 30
5.1 Imunofluorescencni detekce vybranych sacharidovych struktur glykoproteini
zona pellucida pomoci lektinu RCA..............cccooiiiiiiiiiie e 30
5.2 Imunofluorescen¢ni detekce vybranych sacharidovych struktur glykoproteini
zona pellucida pomoci lektinu COnA .............ccccooeiiiiiiniinie e 31
B DISKUZE ...t b e 33
T ZLAVEY ..ottt 36
8 LITEIATUIA. ...ttt bbbt 37

9 Seznam pouZitych zKratekK...............cccoooiiiiiiii 53



1 Uvod

Zona pellucida je glykoproteinovy obal oocytll, ktery ma vyznamnou roli v procesu
fertilizace a je zodpovédny za druhové specifické rozpoznani a vazbu gamet. Druhova specifita
je podle vSeho zajisténa piitomnosti sacharidovych struktur na jejim povrchu. Zona pellucida
se podili i na dalSich biologickych dé&jich, napt. na ochrané oocytu nebo bloku polyspermie.
U prasat se zona pellucida sklada ze tii glykoproteint: ZP2, ZP3 a ZP4, které na sebe vazi velké
mnozstvi N- a O-glykani (Wassarman 1988). Glykoproteiny vykazuji velkou heterogenitu
molekulové hmotnosti a néboje, coz je zplsobeno posttranslacnimi modifikacemi, jako jsou
glykosylace, sulfatace a sializace. K témto modifikacim prasecich ZP glykoproteinti dochazi
i béhem meiotického zrani oocytd a jsou pravdépodobné klicové pro interakci
spermie-zona pellucida. Glykoproteiny maji rizny pocet potencionalnich N-glykosyla¢nich
mist - ZP2 ma Sest, ZP3 ma tfi a ZP4 jich ma pét. Sacharidové zbytky glykoproteinii maji
klicovou roli pro druhové specifickou vazbu spermii, avSak jejich pfesna role neni tplné pfesné
znama a definovéna.

K detekei sacharidovych struktur glykoproteinti 1ze vyuzit specialnich bilkovin zvanych
lektiny, které se vyskytuji u vétsiny druhti organizmi, od viri az po rostliny a zivocichy. Jedna
se o proteiny, které jsou schopné rozpoznat a s vysokou specifitou nekovalentné¢ vazat
I sacharidové zbytky glykoproteini zona pellucida a vytvatret s nimi glykokonjugované
komplexy. Napt. lektin RCA (Ricinus communis agglutinin), ktery je rostlinného ptvodu,
se specificky vaze na fetézec galaktozy vazané na N-acetylglukosamin nebo lektin
ConA (Canavalia ensiformis agglutinin) se specifitou na struktury D-mandzy. Lektiny jsou
vhodnymi biochemickymi nastroji pro vyzkum interakci bilkovina-sacharid a mohou tedy
slouzit i K detailnimu popisu sacharidovych struktur glykoproteinti zona pellucida, véetné
studia jejich mozné redistribuce béhem meiotického zrani prasecich oocytu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou diplomové prace je, ze béhem meiotického zrani dochédzi ke zméndm
lokalizace vybranych sacharidovych struktur glykoproteint zona pellucida prasecich oocyta.

Cilem této diplomové prace je ovéieni hypotézy vhodnymi experimenty zaméienymi
na imunofluorescen¢ni detekci vybranych sacharidovych struktur pomoci specificky
se vazajicich lekting.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Oogeneze je dgj, pii kterém dochazi k vyvoji zralé samici zarode¢né buiiky — vajicka.
Zacina jiz v embryonalnim vyvoji samice, pokracuje v puberté a kon¢i v obdobi klimakteria
(Limback 2013). Jedna se o dlouhy proces, béhem kterého se z primordialnich zarode¢nych
bun¢k (primordial germ cells — PGC) diferencuje oocyt, ktery nasledné roste a maturuje
(Wassarman 1999). Oogeneze kon¢i vznikem vajicka, které je schopno oplozeni (Barresi 2020).

3.1.1 Vyvoj zarode¢nych bunék

Diferenciace a vyvoj primordialnich zarode¢nych bun¢k (PGC) je ranou udalosti
embryogeneze savcl, kterd je klicova pro zajisténi plodnosti jedince a spravného pienosu
genetické informace na dalsi generaci (De Felici 2013).

K diferenciaci PGC dochazi v entodermu Zzloutkového vacku embrya. Béhem casné
gastrulace embrya dochazi k pasivni migraci primordialnich zarodeénych bunék z kaudalni
strany zloutkového vacku do epitelu prvostieva, a poté se améboidnim pohybem piemisti
do zakladajici se pohlavni lisSty — mista vyvoje gonad (Wassarman & Albertini 1994).
U prasec¢iho embrya byly PGC pozorovany jiz 18. den vyvoje (Black 1968). Jakmile se PGC
usidli v epitelu budouciho vajecniku, dochézi k jejich zanofeni do korové vrstvy a jejich
diferenciaci na oogonie (Wassarman 1988).

Oogonie jsou buiiky ovalného tvaru (Wassarman 1988), ve kterych se nachazi vezikularni
jadra s 1-3 jadérky, cytoplazma, mitochondrie a mohou se zde jiz vyskytovat cisterny a tubuly
drsného endoplazmatického retikula (Sathananthan 2000). Pro oogonie je také charakteristické
intenzivni mitotické déleni, béhem kterého maji tendenci vytvaret shluky — syncytia, ktera jsou
spojena za pomoci spojeni gap junctions (Wassarman 1988; Sathananthan 2000). Jakmile jsou
oogonie obklopeny buikami z mezonefros, dochazi k replikaci DNA a zahajeni meiozy.
Po vstupu do meidzy jsou narusSeny spoje gap junction a oogonie se jiz nazyvaji oocyty
(Wassarman 1988).

Meidza oznacuje proces dvou po sobé nasledujicich déleni, pti kterych dochazi k redukci
poctu chromozom. Vysledkem je tedy buiika s haploidnim poctem chromozomi. Tento proces
je zahajen jiz béhem prenatalniho vyvoje (Sathananthan 2006). Prvni fazi meiotického déleni
je profaze I, ktera je rozdélena do péti stadii: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene
a diakineze (Hillers 2017). Ve stadiu leptotene dochazi v jadie ke kondenzaci a spiralizaci
chromozomt. Ve stadiu zygotene kondenzace chromozomt pokracuje, chromozomy
se zkracuji a vytvari se bivalenty. Béhem pachytene chromozomy dokoncuji spiralizaci, parové
chromozomy se zkracuji a dochazi ke crossing-overu a rekombinaci gent (Sathananthan 2000).
Ve fazi diplotene (dictyate) se chromatidy postupné oddali, spojeny jsou pouze v misté
chiazmat, ktera jsou terminalizovana. Meidza se zastavuje a nastava prvni meioticky blok.
Bunky se oznacuji jako primarni oocyty (Wassarman 1988). U prasnic zafind meidza
40. az 50. den prenatalniho vyvoje a pokracuje do 5. az 20. dne po narozeni (Black 1968).
Meiotické d€leni je znovuzahdjeno po tzv. fazi riistu oocytu, kterého se ucastni jen plné dorostlé
oocyty (Wassarman 1988). S iniciaci meidzy dochazi ke ztraté mezibunéénych spoji a oocyty



se zacinaji obklopovat jednou vrstvou pregranuldéznich bungk, které tvoii zéklad granul6znich
bunék pozd¢jsiho tzv. primordialniho folikulu (Homa 1996).

3.1.2 Folikulogeneze a faze rastu oocyti

Sav¢i oocyty se vyvijeji a dosahuji ovulacni zralosti uvniti folikuld, kde jsou nejprve
tvofeny pre-granul6znimi a poté granuléznimi buiikami. V pribéhu procesu vyvoje folikulu
dochazi k proliferaci granuloznich bunék a vzniku vrstvy theca folliculi, ktera folikulu zajistuje
krevni zasobeni (Van den Hurk 2005). Podle velikosti a urovné diferenciace folikularnich
bunék se ovaridlni folikuly déli na primordidlni, primarni, sekundarni a terciarni (oznacovany
také jako zraly nebo Graafiiv) folikul (Motta 2002) (viz obr. 1). V prubéhu rustu folikulu
dochazi i k vyznamnym zménam vnitini struktury oocytu (Sathanathan 2006)
a k mnohonasobnému (300x) zvétseni objemu folikulu (Gosden 2002). U prasete se z piiblizné
420 tisic primarnich folikulti dale vyviji pouze 84 tisic folikuli (Miyano 2005). Soucasné
s vyvojem a rastem folikulu dochazi také k rstu oocytu (Wassarman 1994). Béhem prvni faze
rastu a diferenciace folikulu se granulézni bunky méni z dlazdicovych bunék na bunky kubické
(Braw-Tal 2002).

Primordialnim folikulem se rozumi oocyt prvniho fadu (primarni oocyt), ktery
je obklopen jednou vrstvou plochych pre-granuldéznich bun€k a intaktni bazalni laminou
(Wassarman 1994). V oocytu probihaji kvalitativni i kvantitativni zmény molekul klicovych
pro metabolismus a dochazi také k narstu poétu cytoplazmatickych organel. V cytoplazmé
primarnich oocytli se nachazi jadro s kondenzovanym chromatinem a jadérky, ktera jsou
usporadana do siti. V oocytu probiha intenzivni transkripce a translace (Wassarman 1994).
Obdobi, ve kterém primordialni folikul pfechazi do faze folikulu primarniho, je dlouhé a béhem
této etapy mohou folikuly obsahovat soucasné bunky granulozni, kubické, ale i bunky
dlazdicové (Fortune 2003). Piedpoklada se, Ze oocyt fidi jak proliferaci, tak diferenciaci
granuloznich bungk v bunky schopné sekrece steroidi a riznych proteind. Fyziologické déje
v oocytu, jako je rust, diferenciace, mei6za nebo cytoplazmatické zrani, jsou naopak zavislé
na pfitomnosti a kontaktu s granuldznimi bunikami (Van den Hurk 2005).

KdyZ se z granuldznich bun¢k vytvoii dvé nebo vice vrstev, vzniknou sekundarni folikuly
(nazyvané také jako preantralni nebo multilaminarni folikuly — MUF). V této fazi vyvoje
folikulu vstupuje oocyt do faze intenzivniho ristu, ktery je nezbytny pro pokrac¢ovani jaderného
zrani a budouci oplozeni, okolni granulézni buiky vice proliferuji a kolem granuldzy
se z intersticialnich bunék stromatu vytvaii vrstva theca folliculi (Van den Hurk 2005). V této
fazi mohou folikuly dosahovat v priméru az 300 um (Aratjo 2014). Béhem zvétSovani objemu
se oocyty také diferencuji (Picton 1998). Probiha intenzivni syntéza RNA a proteintl, zvysuje
se pocet ribozomu, mitochondrii a dalSich bunéénych organel. Mnohé organely se vzhledove
meéni a presouvaji se smeérem k periferii oocytu (Méduri 2002). Jedna z nejmarkantnéjSich zmén
béhem rustové faze oocytu je sekrece glykoproteinové membrany, zona pellucida (ZP), ktera se
sklada se ze tfi typl glykoproteint: ZP1, ZP2 a ZP3. Tyto glykoproteiny se postupné zacinaji
ukladat do matrix zona pellucida a v cytoplazmé oocytu se vytvaieji kortikalni granula.
Folikul v tomto obdobi za¢ina reagovat na gonadotropiny (Fair 2003). Vysledkem faze rastu
oocytu je plné€ dorostly oocyt ve staddiu zarodeéného vacku (germinal vesicle — GV), ktery



je soucasti sekundarniho folikulu (Wassarman 1994). Tento oocyt také dosahl plné meiotické
kompetence, tedy schopnosti znovu zahajit a dokonc¢it meiotické zrani (Wassarman 1994).

Meiotickd kompetence je schopnost oocytu znovu obnovit a dokoncit meiotické
zrani, a je zavisla na velikosti oocytu a folikulu. U prasat je meioticky kompetentni oocyt veliky
120 um a rostouci folikul je vétsi nez 3 mm (Wassarman 1994).

Kortikalni granula jsou malé utvary, které se nachazeji v neoplozenych oocytech
(Wassarman 1994). Po oplozeni dochazi ke kortikalni reakci, pfi které se uvolni obsah
kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru mezi zona pellucida a plazmatickou membranou
oocytu. Obsah granul zahrnuje piedev§im proteolytické enzymy, které meéni strukturu
zona pellucida. Diky této reakci zabranuji kortikalni granula penetraci dalSich spermii
do oocytu a tim vzniku polyspermie (jev, pii kterém je vaji¢ko oplozeno vice spermiemi)
(Wang 1997).

Pro antralni folikuly je charakteristickd tvorba dutiny, antrum, uvniti vicevrstevné
granulozy. Antrum je vyplnéno tekutinou, kterd slouzi jako dulezity zdroj regulacnich
amodulacnich latek pochazejicich z krve nebo sekretu folikularnich bungk,
napt. gonadotropinl, enzymi, ristovych faktord, proteoglykanii nebo lipoproteind
(Hyttel 2001). V duasledku ptibyvajici folikularni tekutiny se folikul zvétSuje, pokracuje
proliferace a diferenciace bungk, formuje se bazalni lamina, theca folliculli interna a theca
folliculli externa (Van den Hurk 2005). V bunkach theca folliculli interna se vytvaii receptory
pro luteinizaéni hormon (LH) a v granuléznich bunkdch se tvofi receptory
pro folikulostimula¢ni hormon (FSH) a estrogen (Wassarman 1988). Po vSech téchto krocich
nastava konecné stadium folikulogeneze — je vytvofen terciarni folikul, oznacovany téz jako
Graafuv folikul (Eppig 2001).

Vyvoj antralniho folikulu, na rozdil od piedchozich stadii, je plné zavisly na hormonalni
regulaci, zejména na gonadotropinech — luteiniza¢nim hormonu (LH) a folikulostimula¢nim
hormonu (FSH) (Zhang 2012). Tyto gonadotropiny jsou uvolfiovany zadenohypofyzy
aregulovany jsou pomoci GnRH — gonadotropin releasing hormonu, ktery se uvoliuje
z hypothalamu (Zhang 2012). Dalsimi hormonalnimi faktory, které ovliviwji rist a vyvoj
folikulu a oocytu, je napiiklad tyrokinazovy receptor Kit (c-Kit) a izoformy jeho ligandu
(kit ligand, KL), aktivin, rastovy diferencia¢ni faktor — 9 (GDF-9) a anti-Miilleriansky hormon
(AMH) (Zhang 2012).
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Obr. 1. Rast prasecich folikulti a oocytl a ziskani meiotické kompetence (Pfevzato a upraveno
z Morbecket et al. 1992)

3.1.3 Faze zrani oocyti

V rostoucich a dominantnich folikulech zistavaji oocyty ve fazi diplotene meiotické
profaze 1. Vin vivo podminkach je obnoveni meidzy iniciovano preovula¢ni vinou
LH a dochazi k nému pouze u pln¢ zralych, meioticky kompetentnich oocytl. Pfed a v dob¢
vysoké hladiny LH je oocyt obklopen kompaktni vrstvou kumulérnich bunck. Z vnitinich
kumularnich bun¢k pronikaji do ZP &etné vybézky, které jsou k oolemmé pfiipojené spoji
gap junctions (Van den Hurk 2000; Carabatsos 2000). Kratce po ptilivu LH dochazi k naruseni
téchto spojii. V obdobi mezi nartistem hladiny LH a ovulaci prochazi oocyt fadou vyraznych
zmén nejen ve svém jadre, ale také v cytoplazmé, tento proces se nazyva jako zrani oocytu
(Picton 1998). Zakladni molekularni mechanismus, ktery fidi proces zrani oocytl v reakci
na vysce hladiny LH, zptisobuje hned nékolik regulacnich cest, jako je zména fosforylace
proteint, cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a hladiny vapniku (Gordo 2001).

Zrani oocytl za¢ina uvolnénim oocytu z prvniho meiotického bloku, ktery za¢ina béhem
puberty vlivem hormonalnich zmén a stimuld. Znovuzahajeni meidzy iniciuje preovulacni vina
luteiniza¢niho hormonu, na kterou reaguje pouze pln€ dorostly a meioticky kompetentni oocyt
z Graafova folikulu (Alberts 2006). Inhibice sekrece LH nebo inaktivace LH receptort
zabranuje dozravani a ovulaci oocyti. V oocytech se nenachazi zadné LH receptory.
Signaly, které spoustéji zrani oocytu, tedy pravdépodobné pochazi z okolnich folikularnich
bunék (Carabatsos 2000). ViIna LH, na kterou reaguji folikularni buiky, spousti u oocytu
signalni kaskéadu, kterd ma za nasledek znovuzahdjeni meiotického déleni a rozpad zarode¢ného
vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown). Pfi GVBD dochazi k rozpadu jaderné membrany
tvofené jadernymi laminy. Faze GVBD zacina jemnym vInénim jaderné membrany, které
postupné zesiluje a ke konci této faze je membrana zcela rozptylena (Wassarman 1988).



Diky rozpadu zarode¢ného vacku je oocyt schopen pokracovat v meiotickém déleni (Van den
Hurk 2005). V podminkach in vivo je proces GVBD regulovan sekreci LH, v podminkach
in vitro nastava GVBD spontanné po uvolnéni oocytu z folikulu a po pferuseni komunikace
s kumularnimi buiikami (Wassarman 1988). V jadru oocytu dochazi ke kondenzaci chromatinu,
a plné dorostly oocyt nasledné piechazi do metafaze | (Ellederova 2004).

V metafazi I se pary homolognich chromozomu fadi do ekvatoridlni roviny napojené
na deélici vieténko. Béhem anafaze 1 a telofaze I se rozchazi celé homologni chromozomy
(Page 2003). V metafazi Il je meiotické déleni zastaveno druhym meiotickym blokem.
V této fazi jsou chromozomy setazeny V ekvatoridlni roving a je vydé€leno prvni pdlové télisko
(Wassarman 1994). Faze zrani u prasete v in vitro podminkach trva piiblizné¢ 44-48 hodin
(Van den Hurk 2005). Az po aktivaci oocytu spermii dochézi k uplnému dokonéeni meidzy
oocytu. Nasleduje anafaze II, telofaze II a vydéleni druhého polového téliska (Mary 2016).

Jaderné zrani se skladd z nékolika kroku, které zahrnuji dvé po sob¢é jdouci déleni
(M-faze) pti absenci replikace DNA (S-faze). Oocyty jsou poté zastaveny v MII fazi
az do oplozeni, kdy aktivacni podnét, zpiisobeny prinikem spermie, spusti dokonceni
meiotického déleni a zah4ji embryonalni vyvoj. U prasnice trva jaderné zrani oocytu ptiblizné
44 hodin (Wassarman 1988).

Proces GVBD u prasnice trva 24 hodin a muzeme ho popsat v5 fazich GV0-GV4
(Lucas 2002). Ve tazi GVO je jadérko neporusené a chromatin se nachazi v celé jaderné oblasti.
Pti GVI1 se chromatin kolem jadérka formuje do tvaru prstence nebo konské podkovy.
Pti GV2 fazi chromatin utvaii shluky v blizkosti jaderné membrany (Murin 2019). Ve fazi GV3
se shluky rozptyluji po celé nukleoplazmé a dochazi ke kondenzaci chromatinu. Béhem GV4
faze uz nelze rozeznat jadérko a jaderna membrana je zcela rozptylena. Po této fazi nastava
samotny rozpad zarodecného vacku, tedy GVBD, kde se jiz nenachazi jadernd membrana
a chromozomy jsou uspotfadany do tzv. metafazni roviny (oblast, ktera je piiblizné stejné
vzdalena odobou poéli déliciho vieténka) (Murin 2019). Oocyt je tedy ve fazi
metafaze I, kde dochazi k tvorbé bivalentd. Nasledné se piesouva do stadia anafaze I, kde
se prodluzuji parové chromozomy, které putuji k opacnym polim buiiky. V telofazi I se vytvari
jadernd membrana v okoli zredukovanych chromozomil a vydéluje se prvni pélové télisko.
Oocyt prochazi prvnim heterotypickym (redukénim) délenim a obsahuje haploidni pocet
chromozomti (Eppig 2001), nasledné vstupuje do homeotypického (ekvacniho) déleni.
Chromozomy se opét fadi do ekvatorialni roviny a dochdzi k druhému meiotickému bloku

v metafazi 1l, ktery je preruSen az po oplozeni oocytu spermii (Wassarman 1988).
GV
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Nezraly oocyt GVBD Metafaze I Zraly oocyt
v profazi I v metafazi II

Obr. 2. Stadia zrani oocytt (Pfevzato a upraveno z Adhikari & Liu 2014)



3.1.3.1 Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické/ooplazmatické zrani zahrnuje redistribuci bunéénych organel, piesun
cytoskeletu, migraci mitochondrii do perinuklearni pozice a nahromadéni kortikalnich granul
podél oolemmy (Rahman 2008). Kreorganizaci bunécnych organel dochazi pomoci
mikrofilament a mikrotubula.

Mitochondrie funguji v bunce jako ,,bunéfna elektrarna™ — jsou producenty energie
ve formé¢ ATP (adenosintrifosfat) a jsou pro oocyt tedy naprosto nezbytné. Béhem rozpadu
zarode¢ného vacku jsou mitochondrie nahromadény Vv blizkosti jadra a pfi redistribuci dochazi
K jejich rozptyleni. Primarni oocyty obsahuji pfiblizné 6000 mitochondrii, béhem zrani oocytu
se jejich pocet zvySuje na vice nez 100 000 (Shoubridge 2007).

Kortikalni granula jsou u oocytu ve stadiu zarodecného vacku rozmisténa ve shlucich
po celém prostoru GV. Na konci obdobi zrani oocytu se granula premistuji
do blizkosti plazmatické membrany (oolemmy). Pfemisténi kortikalnich granul k oolemme neni
nahodné. Pfi priniku spermie do vajicka dochazi k exocytdéze granul (kortikalni
reakce) — granula uvolni sviij obsah do perivitelliniho prostoru. Tento d&j zptisobi pii oplodnéni
zmény ve funkénich vlastnostech ZP, a slouzi tak jako prevence proti polyspermii
(Hosoe 1997; Ferreira 2009).
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Obr. 3. RozlozZeni organel v cytoplazmé béhem zrani, oplozeni a tvorby zygoty (Pievzato a
upraveno z Ferreira 2009)



3.1.3.2 Faktory regulujici meiotické zrani
Cyklicky adenosin monofosfat (CAMP)

Cyklicky adenosin-3’,5"-monofosfait (cAMP) ma nezastupitelnou roli béhem
meiotického zrani, protoze zapficinuje jeho inhibici. Hladinu cAMP lze ovlivnit dvéma
zpusoby. Prvnim zpsobem je regulace vzniku cAMP pomoci aktivace adenylatcyklazy,
druhou moznosti je degradace vzniklého cAMP prostiednictvim fosfodiesterazy 3A, ktera meéni
CAMP na fyziologicky neaktivni 5"AMP (Ganong 2005).

Vysoka koncentrace cAMP udrzuje oocyt v bloku v diktyotennim stadiu pomoci aktivni
CAMP-dependentni proteinkinazy (cAMP-dependent protein kinase — PKA), ktera potlacuje
aktivaci faktord podporujicich meiotické zrani. PKA inhibi¢né fosforyluje fosfatazu Cdc25,
ktera je nutna pro aktivaci MPF (Conti 2012).

Jakmile dojde ke stimulaci LH, dochdzi mezi oocytem a kumularnimi bunkami
K pferuseni spojii gap junction, tim je znemoznén prostup cAMP z kumularnich bunék
do oocytu a jeho hladina v oocytu klesa. Nizka koncentrace cAMP ma za nasledek pokles
aktivity PKA a umoznuje aktivaci MPF (maturation promoting factor — zrani podporujici
faktor) a nasledné rozpad zarode¢ného vacku (Liang 2005; Conti 2012).

Cyklicky guanosin monofosfat (CGMP)

Cyklicky guanosin-3",5"-monofosfat (cGMP) patii spolecné s cAMP mezi druhé bunécné
posly. Vznik cGMP je podobny jako u cAMP, vznika z guanosintrifosfatu (GTP) ucinkem
guanylatcyklazy (Ganong 2005). Cyklicky GMP zabranuje meiotickému zrani oocytu a udrzuje
meioticky blok (Sun 2014).

Podstatou inhibi¢niho efektu ¢cGMP je inhibice cAMP-fosfodiesterazy 3A, pti které
dochazi ke snizeni degradace CAMP (Sun 2014).

Viapenaté ionty (Ca?*)

Vépenaté ionty (Ca®") patfi mezi signalni molekuly. Plni Glohu intraceluldrniho posla
ajejich intracelularni koncentrace ma velky fyziologicky vyznam. V sav€im oocytu vapnik
ovliviiuje spontanni i hormonalné indukované meiotické zrani (Homa 1995). Jakmile hladina
vapniku prevysi hladinu cyklického AMP, ktery udrzuje oocyt v meiotickém bloku, dochazi
k obnoveni meidzy. Intracelularnimi zasobarnami vapenatych iont je hlavné endoplazmatické
retikulum (ER) a mitochondrie. K nartstu hladiny vapniku v buiice dochazi dvéma hlavnimi
mechanismy: uvolinovanim z intracelularnich zasob ligandem fizenymi kanaly na membranach
organel, kterému piedchazi GVBD, anebo vstupem z extracelularniho prostoru pomoci
iontovych kanali v plazmatické membrané. VétSina déji je spojena se dvéma rodinami
iontovych kanalll — s ryanodinovymi receptory (Ryr) a inositol 1,4,5-trisfosfatovymi receptory
(IP3r) (Tosti 2006).

Ionty vapniku se vazou na specifické intracelularni proteiny, nejcastéjsi je vazba
na kalmodulin (CaM). Vznikly CaM aktivuje kalmodulin—dependentni proteinkinazu 1l
(CaMKII), ktera fosforyluje dalsi proteiny, napi. CREB (cAMP response element-binding



protein) (Fan 2003). Pii vazbé vapniku na protein dochazi ke zméné konformace
proteinu, a to umoziuje modulovat efektorové molekuly (napt. enzymy) (Wu 2000).

Vys§i koncentrace Ca?* spousti v 0ocytu signaliza¢ni kaskady, které maji za nasledek
preruseni druhého meiotického bloku a znovuzahajeni meiotického zrani. Tyto kaskady
primarné¢ cili na regulatory meiotického zréni, tedy adenylat cyklazu (AC) a MPF
(maturation-promoting factor, faktor podporujici zrani) (Fan 2003). Jak MPF, tak i AC jsou
regulovany vapnik/kalmodulin dependentni proteinkinazou II (CaMKII). Aktivni CaMKII plni
soucasné dve ulohy — zptisobuje inaktivaci adenylat cyklazy a zaroven se podili na funkci MPF
(inaktivace MPF skrze degradaci cyklinu B) (Chen 2013). Fan (2003) zjistil, Ze praseci oocyty,
které nemély aktivni CaMKII, nebyly schopny akumulovat cyklin B — regula¢ni podjednotku
bunécného cyklu, kterd ovliviiuje prechod z G2 faze do M faze. Oocyty nejsou schopny kvili
inaktivaci CaMKII pln¢ fosforylovat mitogeny aktivovanou protein kinazu (mitogen activated
protein kinases — MAPK). Vysledkem tedy je, Ze oocyty nebyly schopny znovuzahajit meiézu
(Fan 2003).

Koncentraci vapenatych iont také ovliviiuje i hladina luteiniza¢niho hormonu (LH),
ktery mé dvoji ucinek a stimuluje dva odd€lené systémy. Na jedné strané LH aktivuje adenylat
cyklazu, kterd ovliviiuje rychly narist cAMP. Na druhé strané stimuluje prostfednictvim
fosfolipazy C fosfoinositolovy metabolismus, ktery mobilizuje intraceluldrni vapnik
(Homa 1995).

Hladinu intracelularnich Ca?* rovnéz ovliviiuje folikulostimulaéni hormon (FSH), ktery
zvysuje jeho koncentraci (Jayes 2000). Vstup Ca?* do buiiky je naopak inhibovan verapamilem
(blokator Ca®" kanalti typu L) (Flores 1990). Kromé toho je Ca?* nutny k aktivaci
promotorového reportéru SCC (side-chain cleavage, §tépeni postrannich fetézcii) u praseéich
granuloznich bunék (Jayes 2000).

M-fazi podporujici faktor (MPF)

Dalsim faktorem buné&¢ného cyklu dulezitym pro pribéh meidzy a mitdzy je M-fazi
podporujici faktor (maturation/M-phase promoting factor; MPF). Jedna se o komplot, ktery
indukuje pfechod do M faze somatickych bun¢k a meidzu oocyti. Je zodpoveédny za zalatek
maturace oocytu a rozpad zarode¢ného vacku (Deng 2000; Masui 2001). MPF je komplex
slozeny ze dvou podjednotek — katalytické a regulacni. Nejvyssi aktivity dosahuje béhem
meidzy v metafazi | a Il (Abrieu 2001).

MPF je heterodimer slozeny ze dvou podjednotek. Regula¢ni podjednotku tvoii cyklin B,
ktery ma tii typy — B1, B2 a B3. U savci je za aktivitu MPF zodpovédny predevs§im cyklin B1.
Katalytickou podjednotkou je cyklin dependentni serin/threonin kinaza (serine/threonine
kinase — p34°¥?) (Jones 2004).

Obecné jsou pii regulaci bunécného cyklu uplatiovany komplexy cyklin-dependentni
kinazy (cdk) a cyklinu. Cdk jsou v buiice pritomny po celou dobu prubéhu cyklu. Aktivaci
téchto kinaz zajistuji regulacni proteiny, které nemaji katalytickou aktivitu — cykliny
(Alberts 1998). Cyklin se syntetizuje hned po rozdéleni buiiky, jeho syntéza pokracuje po cely
pribéh interfaze. Poté se hromadi, jeho koncentrace v butice stoupa a navozuje zacatek dalSiho
bunécného déleni (Glotzer 1991).
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Aktivita MPF ve vSech bunkach je fizena kinazami Weel a Mytl a Cdc25 fosfatazy.
Weel a Mytl kinazy zajistuji inhibi¢ni fosforylaci cyklin dependentni kinazy (Cdcl)
na 14-threoninu (Thrl4) a 15-tyrosinu (Tyrl5) (Lénart 2003). Udrzuji tak heterodimer
Vv neaktivnim stavu, tzv. pre-MPF. Fosfataza Cdc25 naopak navozuje aktiva¢ni defosforylaci
Cdkl a z pre-MPF vznika aktivni forma MPF. Vysoka aktivita Cdc25 a nizka aktivita
Weel/Mytl jsou nutné pro aktivovani Cdk1 slozky MPF (Jones 2004).

Aktivni MPF disponuje kinazovou aktivitou. Fosforylaci urcitych proteinti dochazi
k rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD) a kondenzaci chromozomt. MPF také napomaha
pfi reorganizaci mikrotubuli a cytoskeletu pii tvorbé déliciho vieténka (Hurk 2005).
GVBD je zptsoben aktivitou MPF, ktery fosforyluje proteiny laminy jaderné membrany.
Dochézi tak k rozkladu laminovych filament submembranové vrstvy a naslednému rozpadu
jaderné membrany. Analogicky pak MPF fosforyluje proteiny asociované s mikrotubuly, které
jsou pak schopny vytvofit délici vieténko (Lorca 1993; Hurk 2005).

Narust MPF je kliovy pro znovuzahajeni meidzy oocytu. Nejvyssi aktivity M-fazi
podporujici faktor dosahuje do anafdze |, kdy dochazi k vydéleni prvniho poélového téliska
(Hurk 2005). Jakmile oocyt vstoupi do meidzy II, MPF aktivita znovu prudce vzroste a zistava
vysokd po celou dobu meiotického bloku v metafazi II, az do aktivace oocytu spermii
(Abrieu 2001).

K poklesu aktivity MPF béhem ptechodu z meidzy 1 do meidzy Il dochazi degradaci
cyklinu B, ktera je realizovana ubiquitin-dependentni proteolyzou. Deaktivace MPF
je regulovana komplexem APC/C — Anaphase promoting complex/Cyclosome (Jones 2004;
Jones 2005).
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Obr. 4. Aktivace MPF pomoci drah aktivovanych progesteronem (Prevzato a upraveno z Van
den Hurk 2005)
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Mitogenem aktivovana proteinkinaza (MAPK)

Mitogenem aktivovana proteinkindza (mitogen activated protein kinase — MAPK), znama
také jako kinaza regulovana extracelularnim signdlem (extracellular signal-regulated
kinase — ERK), je dalsi z kindz, 0 které je znamo, Ze se podili na zrani oocytd. V sav¢ich
oocytech je pritomno pét izoforem MAPK — ERK1 (p44), ERK2 (p42), ERK3, ERK4 a ERK5
(Trounson 2001). MAPK je aktivovana soucasné¢ s nebo po GVBD (Tiwari 2018).
MAPK ma mnoho cilt, které se nachazeji bud’ v jadfe, nebo v cytoplazmé, vcetné
cytoskeletarnich proteini. Béhem zrani oocytt je aktivita MAPK nezbytna pro udrzeni aktivity
MPF, tvorbu vieténka a udrzeni oocytu v bloku (Colledge 1994; Hurk 2005).

Signalni drdha MOS/MEK/MAPK reguluje bunécny cyklus prostiednictvim kaskady
proteinkinazové fosforylace (Nunes 2015). Piedfazeny faktor MOS (MAPKKK) je produktem
proto-onkogenu c-mos a je to serin/threonin kinaza specificka pro zarode¢né bunky.
MOS indukuje fosforylaci MEK (MAPKK), a tim i jeji aktivitu. Aktivni MEK (znama také
jako MAPK3/1-ERK kinaza 1) aktivuje MAPK fosforylaci serinovych a threoninovych zbytkt
(Tiwari 2018). Cela MOS/MEK/MAPK kaskada je regulovana pomoci G-proteind
a membranovych tyrosin-kinaz (Roux 2004). Mezi G-proteiny patii Ras protein, prvni
aktivovany protein, ktery dale aktivuje Mos protein (Ganong 2005). MAP-kindzové kaskady
mohou byt aktivovany S$irokou S$kalou ruznych podnéta. Nezbytna je vSak vazba
extracelularniho signélu na receptor (Roux 2004).

Béhem meiotického zrani se méni vnitrobunéénd distribuce MAPK. Neaktivni forma
MAPK byla zjisténa v nezralych prasecich oocytech uz ve fazi rastu a byla lokalizovana
vyhradné v cytosolu oocytl. Béhem znovuzahdjeni meidzy a tésné pied procesem GVBD
se ¢ast jiz aktivni MAPK piesouva do zarode¢ného vacku (Inoue 1998). Exogenni zdroj MAPK
indukuje rozpad zarode¢ného vacku, to tedy naznacuje, ze MAPK zprostfedkovava zrani
indukujici signaly z cytoplazmy do jadra, a tak iniciuje znovuzahajeni meidzy (Inonue 1998).
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Obr. 5. Aktivita MPF a MAPK b&éhem meiotického zrani oocytu (Pfevzato a upraveno
z Fan & Sun 2004)
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CAMP-dependentni proteinkinaza (PKA) a protein kotvici A-kinazu (AKAP)

Protein kotvici A-kinazu (A-kinase anchoring protein — AKAP) se pfipojuje na regulacni
podjednotku CAMP-dependentni proteinkinazy (PKA), kterou AKAP orientuje na konkrétni
intracelularni mista (Angelo 1998). Relativné vysoké intraoOcytarni koncentrace cAMP
zabranuji aktivaci MPF a MAP kinéz, ¢imz inhibuji obnoveni meidzy. Funk¢ni studie zamétené
na naruseni komplexi AKAP-PKA prokazaly roli PKA v riznych bunéénych procesech,
napf. genové transkripce nebo modulace iontovych kanali. Vazbou na dalsi signalni molekuly
mohou AKAP fungovat jako koordindtor vice slozek signalné-transdukénich drah
(Colledge 1999) zahrnujici i druhého bunééného posla cAMP (Angelo 1998).

Cyklicky adenosinmonofosfat vznika aktivaci receptord pomoci riznych hormona
a neurotransmiterd, coz nasledné vede k aktivaci PKA. Mezi slozky tohoto signalniho fetézce
patii rizné druhy receptorti, heterotrimerni G proteiny, adenylatcyklazy a podjednotky kinaz
(Burton 1997). Holoenzym PKA se sklada ze dvou katalytickych podjednotek (C) a dvou
regulacénich podjednotek (R) (Colledge 1999). V neptitomnosti cAMP existuje PKA jako
neaktivni tetramer slozeny z dimeru regulac¢nich podjednotek (R) vazanych na dv¢ katalytické
podjednotky (C). Vazba cAMP na R vede k uvolnéni dvou aktivnich monomera C,
které fosforyluji substrdtové proteiny na serinovych a threoninovych zbytcich
(Spaulding 1993). Existuji tii izoformy C podjednotky: o, B a v, které maji prakticky identické
kinetické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Podjednotky R—R1 a RII vykazuji odli$nou vazebnou
afinitu k CAMP a jsou v bunikach lokalizovany rizné. Holoenzym PKA typu | (Rla a RIB)
je prevazné cytoplazmaticky, zatimco vétSina podjednotek PKA typu Il (Rlla a RIIp)
je asociovana s bunéénymi strukturami a organelami (Pawson 1997). To je ziejmé z velké Casti
zpisobeno ukotvenim podjednotek RII pomoci AKAP. Podjednotky RII se vazou na AKAP
s niz$i afinitou nez podjednotky RI (Pawson 1997; Colledge 1999).

Studie naznacuji, ze AKAP jsou dulezité pii vyvoji signalizaénich udalosti
zprostfedkovanych cAMP, kde kotvici (anchoring) protein plni pfinejmensim dvé funkce.
Zaprvé umistuje holoenzym PKA do mist, kde miZe rychle reagovat na zvySujici a snizujici
hladinu produkovaného CAMP, a zadruhé podporuje urcité fosforylacni déje PKA
tim, Ze enzym umisti do blizkosti urc¢ité skupiny substrath, napt. iontové kanaly maji vlastni
AKAP (AKAP15/18), které ovliviiuji vlastnosti membrany (Feliciello 1996).

3.2 Zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je extracelularni glykoproteinovy obal sav¢iho oocytu tvofeny tiemi
(mys, prase, skot, pes) nebo ctyfmi glykoproteiny (Clovék, potkan, kiecek).
ZP se nachazi mezi plazmatickou membranou oocytu a kumularnimi bunkami
(Wassarman 1988). Ma poérovitou strukturu, ktera umoziuje prunik relativné velkych molekul
(napt. imunoglobuliny). Mezi hlavni funkce ZP patii ochrana vyvijejiciho se oocytu, v prib&éhu
oplozeni hraje diileZitou roli pfi rozpoznani a vazb€ gamet, zabranuje polyspermnimu oplozeni
a chrani preimplantacni embryo pfed poskozenim (Wassarman 1988).
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3.2.1 Vznik zona pellucida, zmény béhem fertilizace

Zona pellucida je nebunétna glykoproteinova vrstva, ktera je syntetizovana
a vylucovana predevsim oocyty béhem folikularniho vyvoje. Tloustka zona pellucida je velice
proménliva u jednotlivych druht savct a pohybuje se od 1 do 25 pm. U ¢loveéka a prasete je
tloustka 13-16 um, u mysi se velikost udava mezi 1-5 pm (Gupta 1986; Wassarman 1991).
Lisi se i obsah bilkovin (1-30 ng) u jednotlivych zivo¢isnych druhd. Pfi studiu zona pellucida
lidskych a mySich oocytd pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze ZP se jevi jako
jemna sitovina tenkych a vzajemné propojenych vladken, kde dochazi k pravidelnému stiidani
Sirokych a malych ok a péra (Dunbar 1980; Gupta 2012). Péry na vnéjsim povrchu matrice ZP
jsou vétsi nez pory na povrchu vnitinim. Diky vétSim porim je usnadnéna prichodnost
spermii — bylo prokazano, ze lidska ZP s kompaktnéj$im a hlad$im vnéj$im povrchem je méné
prachodna. Porézni povaha také umoznuje prinik velkych molekul, jako jsou
napft. imunoglobuliny a feritin, ale je idajné nepropustna pro mensi molekuly, jako je heparin.
Je tedy ziejmé, Ze schopnost molekul prochazet touto extracelularni matrix nezavisi primarné
na velikosti molekul, ale také na dal$ich biochemickych nebo fyzikalnich vlastnostech, jako
je napiiklad povrchovy naboj. Vnitini povrch zona pellucida je vice amorfni a matrix ma
odlisné vrstvy, které 1ze definovat pomoci odlisnych lektin a protilatek (Shivers 1977).

ZP vétSiny dosud studovanych druhi savel se skldda ze tfi nebo cEtyf hlavnich
glykoproteini. U mysi se tyto glykoproteiny oznacuji jako zona pellucida glykoprotein-1
(ZP1), -2 (ZP2) a -3 (ZP3) (Wassarman 1980). Matrix ZP prasecich, kravskych a psich oocytt
je také tvofena ze tii typu glykoproteinu jako u mysi, ale glykoprotein ZP1 je nahrazen
glykoproteinem oznacovanym jako zona pellucida glykoprotein-4 (ZP4). Extrémni
heterogenitu molekulové hmotnosti a naboje vykazuji glykoproteiny v dusledku
posttransla¢nich modifikaci, jako je glykosylace a sulfatace (Dunbar 1980). Nicméné bylo
prokazéano, Ze kazda ze tii proteinovych rodin ma 50-98% homologii na trovni nukleovych
kyselin (Dunbar 1994).

Pavod glykoproteinti zona pellucida byl diive nejasny. Byly vypracovany tfi teorie
jejich vzniku, které navrhuji, ze glykoproteiny jsou syntetizovany samotnym oocytem,
samotnymi folikularnimi bunikami nebo oocytem i folikularnimi buiikami. Kimura (1994)
zvetejnil vysledky studie, ve které uvadi, Ze podil folikularnich bun¢k na produkci slozek zony
je druhové specificky. Naptf. u mysi, které maji tenkou ZP, jsou glykoproteiny a jejich
transkripty syntetizovany vyhradné oocytem. Oproti tomu vyzkumy u jinych Zivoé¢isnych
druhti, jako je ¢lovek, kralik, opice, krava, pes a prase ukazaly, ze na syntéze glykoproteint
ZP se podileji jak oocyt, tak folikularni burniky. Pro posledni zminované zivocisné druhy
je charakteristicka dobie vyvinuta zona pellucida (Dunbar 1994; Grootenhuis 1996), a jelikoz
rychlost syntézy proteinii samotnym oocytem je pfili§ nizkd na to, aby odpovidala hmotnosti
0ocytu, a jeste¢ hmotnosti jeho zony, musi se tedy na syntéze proteinti podilet i folikularni bunky
(Grootenhuis 1996).

Na mysich oocytech byla provedena studie, kde se zkoumala sekrece glykoproteinti
zona pellucida a jejich uspotfadani do sitoviny. Nejprve dochazi k nerovnomérné sekreci
glykoproteinit do lokalizovanych vacki mezi povrchem oocytu a okolnimi folikularnimi
buiikami. Béhem rané faze rstu oocytu se glykoproteiny ZP jevi jako vldkna uspotadana
do hexagonalnich struktur s jednotnou velikosti port. Jak oocyt roste a zvétsuje se, filamenta
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se spojuji a vytvareji kolem oocytu rovnomérny plast. Soucasné dochédzi ke zvySeni poctu
mikrovil, které se dostdvaji do kontaktu s bunéénymi vybézky kumularnich bunék.
Tim se zvétSuje kontaktni plocha a vytvareji se kanaly skrz zona pellucida, které poskytuji
vyzivu rostoucimu oocytu a podili se na vzniku gap junction (Wassarman 1991; Gupta 2012).

Pti ristové fazi oocytu jsou glykoproteiny exprimovany z endoplazmatického retikula
aprechazi do Golgiho aparatu. V Golgiho aparatu jsou proteiny zabaleny do sekrecnich vezikul,
které se pak piemist'uji k plazmatické membrané oocytu, kde nasledné fazuji a splynou
s membranou. Timto zplsobem jsou glykoproteiny ulozeny v extracelularnim prostoru
(Wassarman 2005).

Vznikajici glykoproteiny ZP jsou v¢lenény do zesilujici se matrix na nejvnitinéj$im
povrchu ZP, coz znamena, ze se zona pellucida zesiluje zevniti ven (Qi 2002).
Vsechny glykoproteiny obsahuji N-koncovou hydrofobni signalni sekvenci, misto
konsenzualniho furinového Stépeni (CFCS — consensus furin cleavage site), ZP doménu
a transmembran¢ podobnou doménu (TMD - transmembrane-like domain), kterd se nachazi
pobliz C-konce peptidu (Bork & Sander 1992). Signalni sekvence maji ruzné délky
(viz Tabulka ¢. 1), které sméruji vznikajici glykoproteiny do sekre¢ni drahy. Signalni peptid
je nasledné odstépen od zralého proteinu. ZP doména je protein, ktery se sklada z rizného poctu
aminokyselin, v¢etné 8 zachovanych Cys zbytkd a je charakterizovan vysokym obsahem
B fetézct. ZP doména umoziiuje polymeraci glykoproteinli na dlouhd vldkna a ma dulezitou
roli pii sestavovani matrix ZP. Pokud dojde k deleci ZP domény, nové vznikajici glykoproteiny
nebudou schopny se zaclenit do zona pellucida. Ulohou TMD je napomahani ukotveni
glykoproteint v sekrecnich vaccich k plazmatické membrané oocytu, CFCS zajistuje ukotveni
glykoproteint do extracelularniho prostoru (Litscher 1999; Wassarman 2001).

Tab. 1. Charakteristika velikosti glykoproteinii ZP (uvadény pocty aminokyselin) (Pfevzato a
upraveno z Gupta 2012)

ZP1 ZP2 ZP3 ZP4

Signalni peptid 1-25 1-38 1-22 1-18
ZP doména 279-551 372-637 45-303 188-460
CFCS 552-555 639-642 349-352 463-466
TMD 602-622 717-736 388-408 506-526

Béhem folikularniho vyvoje prasec¢iho a bovinniho vajecniku je protein ZP3 a jeho
transkript lokalizovan pfedev§im v oocytech primordidlnich a primarnich folikuld
(Sinowatz 1995). V sekundarnich folikulech se na syntéze ZP3 a jeho mRNA podili jak oocyt,
tak folikularni bunky. V terciarnich a preovulac¢nich folikulech se ZP3 a jeho transkripty
nachazeji predevsim v cytoplazmé bun¢k corona radiata. Zatimco kravsky oocyt se podili
na syntéze ZP3 ve vSech fazich folikularniho vyvoje, prase¢i oocyty terciarnich folikuld
pfestavaji ZP3 syntetizovat. Tento vysledek naznacuje druhové specifickou expresi téchto
proteini ZP v dospélém vajecniku (Kolle 1996). Vyzkumy na fetalnich vajecnicich navic
ukazaly, ze proteiny zony pellucida jsou syntetizovany folikularnimi buiikami jiz béhem
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prenatalniho vyvoje. U plodu je ZP3 lokalizovan v oocytech primordialnich a primarnich
folikulti (Totzauer et al. 1998).

Pti fertilizaci oocytu nastava exocytoza kortikalnich granul a jejich obsah je uvolnén
do perivitelinniho prostoru. Struktura ZP se zméni a dochazi ktzv. zona pellucida
hardeningu — hlavni blok polyspermie (Rankin 2000). Pti fertilizaci také dochazi k tvorbé
disulfidickych vazeb, které jsou pravdépodobné vytvoieny pro stabilizaci proteint, jejichz
konformace byla pozménéna. To piispiva ke zpevnéni zona pellucida a prevenci polyspermie
(Topfer-Petersen 2008).

3.2.2 Zona pellucida prasete

Prase¢i zona pellucida ma sitku 16 um a je sloZzena ze tii vysoce specifickych
glykoproteind, jejich obsah v ZP je 30-33 ng. Glykoproteiny ZP prasete jsou biochemicky
a imunologicky rozdilné a jsou kodované tfemi riznymi geny. Diive bylo
diskutovéno, ze praseci ZP je slozena ze Ctyf, nikoli ze tfi glykoproteinli. Nejasnosti kolem
identifikace proteini ZP prasete byly zpusobeny riznym néazvoslovim. Nomenklatura
se V minulosti mnohokrat ménila a rGzné sjednocovala, proto pro glykoproteiny ZP prasete
muzeme ve studiich nalézt odliSné znaceni. Ve starSich studiich jsou glykoproteiny
popisovany: ZP1 (ZPB/ZP3a), ZP2 (ZP1/ZP2/ZPA) a ZP3 (ZP3B/ZPC) (Hedrick
& Wardrip 1986; Harris et al. 1994, Prasad 2000). Podle nové&jsi nomenklatury
se glykoproteiny prase¢i zona pellucida znaéi pZP2 (ZPA/PZPL; 90kDa), ktery mizeme
rozdélit na dvé podjednotky o velikostech 65 kDa a 25 kDa, pZP3 (ZPC/ZP3-B; 55 kDa) a pZP4
(ZPB/ZP3-a; 55 kDa). Dale pak bylo zjisténo, Ze 80 % celkového pocétu glykoproteini
ZP prasete tvoii glykoproteiny ZP3 (ZPC/ZP3-B) a ZP4 (ZPB/ZP3-a,), které dohromady tvoii
dulezité strukturni a funkéni jednotky (Tumova et al. 2021).

ZP2 protein

Proteiny ZP2 se podileji procesit hlavné pii zavére¢né fazi fertilizace, kdy zpeviuji
zona pellucida a chrani oocyt pied polyspermickym oplozenim. ZP2 vznikd odstépenim
signalniho polypeptidu (1-35 AA) z N-konce a odstépenim propeptidu z C-konce
(639-716 AA). Velikost proteinu bez sacharidovych struktur je 80 k Da (Topfer-Petersen 2008;
UniProt 2014). Nezraly protein se sklada z 716 aminokyselin (amino acid; AA) dlouhého
fetézce, ma jen jednu ZP doménu. Zraly ZP2 protein je nejvétsim glykoproteinem
zona pellucida a je N-terminalné prodlouzen od ZP domény polypeptidem o délce
603 aminokyselin. Béhem kortikalni reakce je ZP2 protein Stépen pobliz N-konce na dva
fragmenty (30 kDa fragment u N-konce), které jsou spojeny disulfidickou vazbou
(Topfer-Petersen 2008).

ZP3 protein
U prasete vykazuje ZP3 vazebnou aktivitu az ve spojeni do komplexu se ZP4 proteinem,

jinak sam o sob¢ aktivni neni (Topfer-Petersen 2008). Nezraly ZP3 protein je tvofen fetézcem
o délce 421 AA a obsahuje jednu ZP doménu. Po odstépeni signalniho peptidu z N-konce
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(1-22 AA) a propeptidu z C-konce (333-421 AA) vznika zraly protein o délce 310 AA. Cisty
protein bez sacharidovych struktur ma velikost 46 kDa (UniProt 2014).

ZP4 protein

Nezraly ZP4 protein je slozen z 636 AA, velikost Cistého proteinu je 60 kDa a taktéz
zahrnuje jednu ZP doménu. Navic obsahuje dalsi trefoildoménu, kterd maze zvySovat odolnost
vuci proteolytické degradaci (Bork 1993). Signélni peptid na N-konci ZP4 proteinu tvofi
sekvence 1-21 AA. Zraly ZP4 protein vznikd po odstépeni propeptidu (463-536 AA)
a signalniho peptidu, jeho velikost je 441 AA (UniProt 2014).

Glykoprotein ZP4 byl identifikovan jako receptor spermii, protoze obsahuje biologicky
aktivni sacharidové fetézce. Maximalni vazby na spermie je vSak dosazeno, az kdyz ZP4
vytvori heteromultimerni komplex se ZP3. Spojeni ZP4 a ZP3 proteinu v jeden komplex muze
vyvolat konformaéni zmény molekul ZP4 za uc¢elem co nejvétsiho odhaleni vazebnych mist pro
spermie (Kudo 1998).

Glykoproteiny ZP na sebe vazou velké mnozstvi N- a O-glykant a vykazuji zna¢nou
heterogenitu molekulové hmotnosti a naboje v disledku posttranslaénich modifikaci, jako jsou
glykosylace a sulfatace (Pastor 2008). Vysoka heterogenita je zpusobena diky riznému
mnozstvi sialovaného a sulfatovaného poly-N-acetyllaktosaminu. N-fetézce jsou slozeny
z neutralnich a kyselych fetézci, které tvofi di-, tri- a tetraantenarni N-glykany v komplexu
s a-fukosylovym zbytkem (Yonezawa 1997). Neutralni N-glykany prasecich ZP glykoproteint
se fadi mezi diantendrni fukosylované glykany obsahujici N-acetyllaktosaminové fetézce
a podileji se na rozpoznavani spermii a oocytd (Topfer-Petersen 1999). Kyselé N-glykany,
které jsou vysoce sulfatované, se skladaji z poly-N-acetyllaktosaminovych fetézct rizné délky,
sulfatovanych v poloze C-6 GIcNAc (SOs-6GlcNac) (Noguchi 1992). N-glykany obsahuji
fukdzové zbytky, ale Zadné dlouhé mandzové fetézce (Parillo 1996). Piitomnost sacharidovych
zbytk v ZP hraje vyznamnou roli pro druhové specifickou vazbu mezi oocytem a spermii
(Dunbar et al. 1980).

Glykosylace prasecich ZP glykoproteint, ke které dochazi béhem meiotického zrani,
je klicova pro interakci spermie-zona pellucida, véetné vazby spermie na ZP a indukce
akrozomalni reakce (AR) u spermie vazané na ZP (Clarck 2010). Nejvétsi glykoprotein
zona pelliucida prasete, pZP2, ma celkem Sest potencionalnich N-glykosyla¢nich mist, pZP3
ma tii mista a pZP4 ma pét N-glykosylaénich mist. Kromé toho obsahuje pZP3 Sest a pZP4
tii O-glykosylaéni mista (Yurewicz 1991). Mapovani zralého pZP4 glykoproteinu odhalilo,
ze ti1 potencidlni N-glykosylaéni mista Asn203, Asn220 a Asn333 nesou neutrdlni
dvouanténové N-glykany. Vyjimkou je Asn220, toto misto je glykosylovano také neutralnimi
tii- a Ctyfanténovymi N-glykanovymi fetézci. V N-koncové ¢asti pZP4 byla také lokalizovana
alesponl jedna disulfidickd vazba mezi sousednimi cysteinovymi zbytky Cys224 a Cys243
(Topfer-Petersen 1999; Nakano 2001; Tumova et al. 2021). O-glykany zahrnuji 9 neutralnich
a26 kyselych nevétvenych fetézci typu core-1 O-N-acetylgalaktosamin. Podobné jako
N-glykany jsou O-glykany sulfatované a/nebo sialované v poloze C-6 GIcNAc
(Hokke et al. 1994).
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Obr. 6. Znazornéni glykosylacnich mist na zona pellucida prasete (Pievzato a upraveno
z Topfer-Petersen 2008)

3.2.3 Glykoproteiny zona pellucida, jejich funkce a struktura

Jak jiz bylo zminéno, zona pellucida se tizce podili na nékolika kritickych fazich
oplozeni. Poskytuje receptory pro druhové specifické uchyceni a vazbu kapacitovanych
spermii, a také se podili na nasledné indukci akrozomové reakce spermii (Berger et al. 1989).

Srovnavaci cytochemické studie prokazaly druhové zavislé rozdily v expresi
a distribuci cukernych ¢asti v celé ZP. Uspotradani ZP v odlisnych vrstvach je doprovazeno
prostorovym rozmisténim jasné definovanych cukernych struktur v celé Sifce
ZP (Shalgi et al. 1991). Naptiklad u hlodavct se 1i8i pouze expresi ligandovych mist pro lektiny
rozpoznavajici a-galaktozu a/nebo B-N-acetylgalaktozamin. U c¢lovéka, psa, koCky a prasete
vazba téchto lektinli neni detekovatelnd. Naopak né&které sacharidové struktury se vyskytuji
uvSech zkoumanych druhli, jednd se pievazné o cukerné zbytky manozy
a N-acetylglukosaminu, které jsou obvykle soucasti v oblasti jadra N-vazanych oligosacharidi
(Geyer & Geyer 1998). Histochemické studie lektini ukazaly, ze vétSinu rozdilt ovliviiuje
terminalni neredukujici oblast cukernych fetézci ZP. To ma za nasledek, ze i malé strukturni
rozdily v cukernych fetézcich mohou pfispivat k vytvoreni druhové specifické povahy interakce
gamet (Sinowatz et al. 2001).

Za pomoci elektroforézy lze glykoproteiny ZP prasat rozdélit na dvé skupiny podle
rozdilné molekulové hmotnosti (Hedrick & Wardrip 1986). Prvni skupina ma molekulovou
hmotnost 90 kDa. Druha skupina ma molekulovou hmotnost 55 kDa a pifedstavuje ptiblizné
80 % celkového obsahu bilkovin v prase¢i ZP. Druhd skupina se sklad4 ze dvou polypeptida
oznacovanych jako pZPB (ZP4) a pZPC (ZP3) (Sacco et al. 1989). Bylo zjisténo, ze kazdy
Z polypeptidi pZPB a pZPC miize mit az pét potenciondlnich N-glykosyla¢nich mist.
Ve skuteCnosti vSak na sebe vazou tii nebo Ctyfi N-vazané oligosacharidové fetézce, a jesté
navic tii (u pZPB) asSest (u pZPC) O-vazanych glykanovych fetézct, jak bylo zjisténo
z aminokyselinové sekvence kodované cDNA (Yurewitz et a.l 1992).

18



Ve skupiné 55 kDa oligosacharidi s N-vazbou délime na neutrdlni (28 %) a kyselé
(72 %). Neutralni fetézce plsobi jako receptory pro spermie, kyselé fetézce nemaji zadnou
aktivitu (Noguchi & Nakano 1992; Nakano & Yonezawa 2001). Do neutralni frakce se fadi
vice nez 30 raznych struktur N-vazanych oligosacharidi. Neékteré struktury postradaji
terminalni neredukujici galaktézovy zbytek na o-1,3- nebo man o-1,6- ramenech
trimannosylového jadra, nékteré naopak navic obsahuji ve svych vnéjSich fetézcich linearni
N-acetyllaktosaminové repetice (Mori et al. 1989). Kysel¢ N-vazané sacharidové fetézce
se vyskytuji jako di-, tri- a tetraantenarni struktury. Ve vétSin€ pfipadd jsou biantenarni
a 4.2- rozvétvené triantendrni fetézce sialovany. Sulfatace  probiha
na poly-N-acetyllaktosaminovych repeticich a na 1,6- N-acetylglukosaminovych zbytcich
(Noguchi & Nakano 1992). Zajimavé je, ze delsi fetézce jsou prevazné zakonceny zbytky
Neu5Gc/Ac (kyselina N-glykolylneuraminova), které jsou a-2,3- vazané na galakt6zovy
Zbytcich nejvzdalenéjsi laktosaminové jednotky. Kratsi fetézce, bez N-acetyllaktosaminové
jednotky nebo pouze s jednou touto jednotkou, jsou sialovany na proximalnim (nejbliz§im)
N-acetylgalaktosaminovém zbytku (Hirano et al. 1993). Mnozstvi sulfatovanych
N-acetyllaktosaminovych repetic a stupenl sializace pfiispivaji k obrovské heterogenité
sacharidové struktury matrice ZP (Hokke et al. 1993).

Proces fertilizace oocytu u savci za¢ina mezi zona pellucida a spermii, kdy
se kapacitovana (oplozenischopnd) spermie navaze primarni vazbou na neutralni N-glykany.
Nasleduje rozpoznani gamet a spusténi signalizacni kaskady, ktera vede k akrozomové reakci
spermie. Akrozomalni reakce umoziuje penetraci spermie skrz ZP. Sekundarni vazba spermii
nazona pellucida je zprostiedkovana vazbou na sulfatované glykany ZP pies
proacrosin/acrosin, p38 a jiné ZP-vazebné proteiny spermii (Topfer-Petersen 2008). Spermie
pronikd do perivitelinniho prostoru a putuje az k oolom¢. Splynutim spermie a membrany
dochazi k oplozeni oocytu (Raz & Shalgi 1998).

Mysi zona pellucida se sklada ze tii glykoproteind — ZP1, ZP2 a ZP3 (Wassarman 1980).
Hasegawa (2006) zjistil, Ze mySsi spermie se napied vazi na ZP3 glykoprotein, ktery indukuje
akrozomalni reakci, a pfi penetraci spermie do oocytu udrzuje spermie vazbu s oocytem diky
ZP2. Glykoproteiny ZP2 a ZP3 se mohou propojit do dlouhych vlaken a glykoprotein ZP1
slouzi jako tzv.crosslinker — spojuje navzijem tato jednotlivd dlouha vlakna
(Wassarman et al. 2005). Nezbytna je ptitomnost O-glykanovych fetézct pro navazani spermie
na ZP3, nepostradatelné jsou i N-glykany, které slouzi k rozpoznani gamet (Yonezawa 2012).

U prasete jsou dlouhd vlakna tvotfena glykoproteiny ZP3 a ZP4, crosslinker je glykoprotein
ZP2. Odhaduje se, Ze molarni pomér ZP2 : ZP3 : ZP4 je 1 : 6 : 6 (Kanai 2008).
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Obr. 7. Organizace ZP filament mysi zona pellucida (Pfevzato a upraveno z Wassarman
et al. 2005)

3.3 Lektiny

V piirodé se vyskytuji urcité skupiny latek, které jsou schopné nekovalentné véazat
sacharidy. Patfi sem i samostatna skupina proteint, piesnéji glykoproteint, které se nazyvaji
lektiny. Lektiny vazou sacharidy reverzibilng, s vysokou specifitou a vytvaii glykokonjugované
komplexy (Mishra et al. 2019). Vyskytuji se u vétsiny druhl organismt, od virti a bakterii
az porostliny a ZivoCichy, a uplatiuji se v mnoha biologickych procesech, jako
je obranyschopnost organismu, bunéény vyvoj, symbi6za mezi rostlinami a mikroorganismy,
cilena migrace bungk, fagocytoza, endocytoza nebo proces fertilizace (Lis & Sharon 1990).
PouZivaji se také k popisu zmén na povrchu bunék béhem fyziologickych nebo patologickych
procest, jako je diferenciace bunék nebo adheze infek¢nich agens na hostitelskou buiku
(Lis 1998). Lektiny maji schopnost aglutinovat erytrocyty v zavislosti na krevni skupiné
a druhu lektinu (Mishra et al. 2019). Ackoli se nékteré lektiny podileji na procesech imunitniho
systému, nefadi se mezi protilatky, jelikoZ nejsou produktem primérni imunitni odpovédi.
Také nevykazuji katalytickou aktivitu, takze je nelze zafadit ani mezi enzymy (Sharon 1998;
André 2015).

Vyskyt proteinti schopnych aglutinovat ¢ervené krvinky (vazat se na jejich sacharidové
struktury na povrchu) je znamy jiz od konce 19. stoleti, pfesnéji od roku 1888, kdy doktor Peter
Hermann Stillmark (22. ¢ervna 1860 — 23. cerven 1923) pozoroval hemaglutinaci s extraktem
ze semen skoc¢ce obecného (Ricinus communis) (Sharon 2004). Proteinovou frakci,
ktera hemaglutinaci zpusobila, pojmenoval ricin (RCA — Ricinus communis aglutinin).
Vzhledem ke své schopnosti aglutinovat erytrocyty a diky tomu, Ze lektiny byly ze zacatku
nejvice izolovany zrostlin, byly tyto proteiny oznacované azdo roku 1954 jako
fytohemaglutininy (Sharon 1998; De Mejia 2005). V roce 1954 americky imunochemik
William Clouser Boyd (4. bfezen 1903 — 19. tinor 1983) zavedl a ustanovil pojem ,lektiny*
(z latinského legere — sbirat/volit/vybrat) (Gabius 2013).

Lektiny jsou vyuzivany v mnoha biologickych oborech, napi. bunécné biologii,
biochemii a imunologii. Pouzivaji se na detekci, izolaci a charakterizaci glykokonjugati,
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rozpoznavani rakovinnych bunék, pfi histochemii bunék a tkani a jsou také neocenitelné
k pochopeni molekularnich mechanismu riiznych bunéénych procest (Sharon 2008). Lektinova
histochemie je ucinnym nastrojem pii identifikaci rlznych sacharidovych zbytkti v zona
pellucida prasecich oocytu, jak jiz diive bylo prokazano i u jinych druht zvitat, napt. potkant
(Barbeito et al. 2013), kralikt a psu (Parillo & Verini-Supplizi 2000).

3.3.1 Struktura lektinu

Lektiny jsou heterogenni skupinou oligomernich proteint lisici se svou velikosti,
usporadanim, poctem podjednotek a celkovou trojrozmérnou strukturou. Jsou tvoieny prevazné
proteiny vazajicimi sacharidy nebo glykoproteiny neimunitniho ptivodu, které vazou bunky
nebo  glykokonjugaty  (Goldstein et al. 1980). Obsahuji  vazebné misto
CRD (carbohydrate recognition/binding domain), které jim umoznuje specificky rozpoznavat
sacharidy (Weiss 1996). Pifi vazbé lektin-sacharid se uplatiuje pestré spektrum
vazeb — vodikové mustky, iontové vazby, Van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce
atzv. n—m interakce (n—= stacking, pi stacking) mezi monomery sacharidi a jadry aromatickych
aminokyselin v CRD doménach. Nekteré tiidy lektind potiebuji ke své funkci bivalentni
kationty, které stabilizuji vazbové misto — dochazi k fixaci polohy aminokyselin,
které interaguji se sacharidy (Weis 1996). Vazba lektint s jednoduchymi nebo komplexnimi
sacharidovymi konjugaty je reverzibilni a nekovalentni, pficemz glykokonjugity mohou byt
volné v prostiedi nebo vazané na povrchu bunék. Vicenasobné rozvétvené oligosacharidy maji
silngj8i vazebnou afinitu na lektiny nez linearni, a to z divodu kooperace vazebnych
mechanismt komplexi lektint a sacharidt (Helliwell 1997).

Kazda molekula lektinu obsahuje dvé nebo vice vazebnych mist pro sacharid, mtizeme
je tedy rozdé@lit na bivalentni nebo polyvalentni. Polyvalentni lektiny, které maji vice
CRD domén, jsou schopné aglutinovat buiiky, protoze se vazi na exprimované glykoproteiny
(glykolipidy) na povrchu bunék. Nekteré polyvalentni lektiny jsou schopné diky vazbé
na sacharidové receptory na povrchu buiilky pozménit jejich chovéni a podnitit jejich signalizaci
nebo internalizaci do buniky (Sharon 2006).

Specificka schopnost lektini vazat se na povrch bunék zavisi pifedevS§im
na monosacharidech nebo jednoduchych oligosacharidech. Zvlastnim ptipadem jsou sacharidy
spojené s enzymy. Pokud vazany enzym ma vice vazebnych mist, a aglutinuji nebo srazeji
glykokonjugaty, 1ze tyto komplexy sacharid-enzym povazovat také za lektiny (Vakri 2009).

3.3.2 Druhy lektini

Pti rozdélovani lektinti do skupin se zohlednuje kromé jejich taxonomického ptivodu
také jejich lokalizace v bunkach a organismech, jejich specifita vici sacharidim
a glykokonjugatim, uspofadani jejich domén a epitopll, ... Proto se mize zafazeni do tfid
jednotlivych lektint prekryvat (Lakhtin 2011).
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Lektiny dle specifity k monosacharidim

Lektiny dokazi s vysokou mirou specifity rozpoznavat a vazat se na sacharidy.
Sacharidy mohou byt bud volné nebo vazané v glykolipidech, glykoproteinech
¢i oligosacharidovych zbytcich na povrchu bunék. Podle rozpoznavanych monosacharidi jsou
lektiny rozd€leny do péti zakladnich skupin, které preferuji vazbu na: mandzu (Man), fukézu
(Fuc), N-acetylglukosamin  (GIcNAc), galaktozu/N-acetylgalaktosamin  (GalNAc),
N-acetylneuraminovou (sialovou) kyselinu (Sia) (De Mejia 2005). Téchto pét zminénych
monosacharidi se obvykle nachazi na povrchu eukaryotickych buné€k, coz hraje dulezitou roli
Vv biologické aktivit¢ lektind, a proto je mozné je vyuzit ke zkoumani interakci s glykany
na povrchu bunék (Sharon 2004).

Specifita lektini nemusi byt absolutni, ale relativni. Na zaklad¢ studie aglutininu
u Helix pomatia (hlemyzd zahradni) se zjistilo, Ze aglutinin se specificky vaze
na N-acetyl-D-galaktosamin, ale je schopny se vazat i na N-acetyl-D-glukosamin
s n€kolikanasobné niz$i afinitou (Hammarstrom 1977). Klasifikace na zaklad¢ specifity
k monosacharidiim piedstavuje az ptilisné zjednoduseni jejich vazebnych vlastnosti a specifita
na urovni oligosacharidi mize byt odlisnd, protoze je zalozena na vysledcich ziskanych z testl
S pouzitim inhibiénich monosacharidi. Ptikladem je konkanavalin A (ConA) a LCA
(Lens culinaris agglutinin). Oba lektiny jsou specifické pro D-mano6zu/D-glukézu, ale LCA
preferuje mannosylované glykany s fukosylaci jadrovou (fukoza je ptitomna ve vazbé a-1,6)
na urovni oligosacharidli a vykazuje tak uz$i specifitu nez ConA (Lis 1998).

Tab. 2. Rozd¢leni vybranych lektint dle jejich specifit (Pfevzato a upraveno dle Sharon & Lis
2013)

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

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

N-acetylglukosamin (GIcNAc) RCA, ABA, BDA, GSL-II, PVL, WFA

galakt6za/N-acetylgalaktosamin (GalNAc) CCL, DBA, VVA, WFA, MPA, SBA
N-acetylneuramln(osxi/:)(smlova) kyselina LFA. MAL. MAH, PSL. SNA. SSA, WGA

Zivocis$né lektiny

Vsechny zivo€isné lektiny maji vlastni CRD a stejnou sekvenci aminokyselinovych
zbytkl o velikosti 115-130 bazi (Kilpatrick 2002). Mezi hlavni role Zivo¢iSnych lektind patii
zprostiedkovani kontaktu s bunikami, rozpoznani patogenti, modulace imunitni odpovédi
a adheze bun€k na povrch epitelu. Jsou diillezitou soucasti nespecifické odpovédi imunitniho
systému zivocichd, napft. lektin MBL (mannan binding lectin; lektin vazajici manozu), ktery
se vaze na povrch patogenu a aktivuje komplement. Na zakladé¢ sekvencni homologie
se zivocisné lektiny déli na galektiny, pentraxiny, lektiny typu C, P a I (Kilpatrick 2002).

Galektiny patii mezi lektiny s vysoce homologni doménou typu S (aktivita zavisla
na SH skupinach) a svysokou afinitou se specificky vazi [-galaktosidové zbytky.
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Podileji se na regulaci apoptozy, maji funkci pfi adhezi a migraci bunék, ¢imz ovliviluji
metastazovani bun€k nadorti a reaguji s protilatkami tiidy IgE a receptorem pro FceR I
(vysokoafinitni receptor) (Krejsek & Kopecky 2004; Liu 2005).

Mezi pentraxiny se fadi sérovy amyloid P a C-reaktivni proteiny, které patii mezi
reaktanty akutni faze zanétu, a podileji se na pfirozené imunitni odpovédi (Mishra et al. 2019).

C-lektiny obsahuji prototypicky lektinovy zahyb, ktery se sklada ze dvou antiparalelnich
B-fetézcl, dvou oa-helixii a tzv. domény rozpoznavajici sacharidy CRD (carbohydrate
recognition domains), ktera vaze sacharidové struktury v zavislosti na koncentraci vapnikovych
iontl. Vapnik se pfimo zapojuje do vazeb ligandu. Do kategorie lektint typu C patii tfi rodiny
lektinti — endocytarni lektiny, kolektiny a selektiny. C-lektiny se nachazeji v extracelularni
matrix, séru a membranach (Hatta 1999; Krejsek & Kopecky 2004).

Lektiny typu P jsou transmembranové glykoproteiny schopné vazat mandza-6-fosfat.
Lektiny typu I maji doménu podobnou imunoglobulinu (Ig-like), ktera zprostiedkovava
rozpoznavani glykani. Mezi tyto I-lektiny patii napt. siglec lektiny (sialic acid-binding
immunoglobulin-type lectins; lektiny imunoglobulinového typu vazajici kyselinu sialovou),
které jsou znamé jako regulatory signalizace imunitnich bunék. Zastupce siglec lektint je lektin
CD22, ktery funguje jako inhibi¢ni molekula pro receptor B-lymfocyti (BCR) a brani
nadmérné aktivaci imunitniho systému a naslednému rozvoji autoimunitnich onemocnéni
(Hatta 1999; O'Reilly & Paulson 2009).

Rostlinné lektiny

Tato skupina lektinli se objevuje témef ve vSech taxonomickych jednotkach
nahosemennych, krytosemennych a nizSich rostlinach. Vyskytuji se v listech, kife, stoncich,
hlizach, oddencich nebo cibulkach. V nejvétsi koncentraci se nachazeji v semenech.
Mezi nejvice prozkoumané rostlinné lektiny patii WGA (wheat germ aglutinin) z Triticum
vulgaris (pSenice setd) a RCA (Ricinus communis agglutinin) ze skoéce obecného.
Diky jednoduché izolaci a distribuci, byly studovany jako prvni (Etzler 1985).

Velky vyznam maji pfi bunééné signalizaci a komunikaci mezi jednotlivymi burikami,
podileji se na vyvoji, poskytuji rostlinAm ochranu pfed Skodlivymi patogennimi
mikroorganismy, hmyzem a zvifaty. Zajimavé je, Ze ackoli lektiny vdZou jednoduché sacharidy,
maji vyssi afinitu k oligosacharidiim, které se v rostlindch viibec nevyskytuji, ale jsou bézné
U hub, hmyzu a zivo¢icht (Peumans 1995).

Na zéklad¢ strukturniho uspofadani se déli na merolektiny, hololektiny, superlektiny
a chimerolektiny. U merolektint je zajimavé, ze se skladaji vyhradné jen z jediné CRD domény,
a proto nejsou schopné aglutinovat buiiky, a nemaji katalytickou funkci. Pfikladem merolektinu
je lektin hevein z Hevea brasiliensis (kaucukovnik brazilsky) (Peumans et al. 2001).
Nejvice rostlinnych lektinii se fadi do podskupiny hololektint, které obsahuji nejméné
dv¢ identické nebo velice podobné domény, postradaji katalytickou funkci a jsou schopné
bunky aglutinovat a precipitovat glykokonjugaty. Do této skupiny lektini patii
napft. konkanavalin (ConA) z Canavalia ensiformis, UDA (Urtica dioica afflutinin) z kopiivy
dvoudomé, PHA (phytohaemagglutinin) z Phaseolus vulgaris (fazol obecny) nebo PSA (Pisum
sativum agglutinin) z hrachu setého (Fokunang & Rastall 2003). Superlektiny také obsahuji
vice CRD domén, jako hololektiny, ale rozdil je v tom, Ze jsou tyto CRD domény odlisné
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a rozpoznavaji rizné typy sacharidi. Napiiklad lektin TxLC-1 (Tulipa gesneriana agglutinin),
ktery byl izolovan ztulipdnu, je tvofen dvéma tandemové uspotadanymi doménami,
jednaz nich rozpoznava N-acetyl-D-galaktosamin a druha rozpoznava D-manozu
(Van Damme 1996). Chimerolektiny jsou fhzni proteiny slozené z tandemové uspoiadanych
CRD domén vazajicich sacharidy a jedné nebo vice funk¢né odlisnych domén, které maji piesné
definovanou enzymatickou nebo jinou biologickou aktivitu a musi pisobit nezavisle na doméné
vazajici sacharidy. Patii sem naptiklad ricin (RCA), ktery patii do rodiny proteint
inaktivujicich ribozomy (RIP) (Peumans 1998). Zatimco lektinovd doména rozpoznava
sacharid na povrchu buiky, doména s katalytickou aktivitou obsahuje RNA N-glykosidazu,
kterd je =zodpovédnd za odstranéni vysoce konzervovaného adeninového zbytku
z 28S ribozomalni RNA. Vysledkem je, Ze ribozom neni schopen vézat elongacni
faktor 2 a syntéza proteint je tak zablokovana (Lannoo 2014).

Lektiny viru a bakterii

Lektiny na povrchu vird a bakterii, které jsou nazyvané také jako adheziny,
jsou zodpovédné za piichyceni organismu na povrch hostitelské bunky, coz je kliCové
pro vypuknuti infekce (Hooper & Gordon 2001). To bylo poprvé demonstrovano pomoci
hemaglutininu viru chiipky — lektinu specifického pro kyselinu N-acetylneuraminovou.
Hemaglutinin se skladéa ze dvou glykoproteini, HA1 a HA2, spojenych disulfidickou vazbou.
Pokud se tento protein odstrani z membrany pomoci sialidazy (neuraminidazy), zabrani
se tak navazani viru na hostitelskou buriku (Lis 1998, Sharon 2004).

Pro bakteridlni lektiny je typické, ze se v bakteriich nachazi v podobé& podlouhlych
mikroskopickych multipodjednotkach, které se nazyvaji fimbrie nebo pili a hraji podstatnou
roli pi1 bunécnych interakcich a patogenité mikroorganismii (Sharon 1987). U gramnegativnich
bakterii se fimbrie nachézi Casto vedle biciki, protoZe jsou adhezivni a vedou ke spojovani
bunék (Silhanova 2004).

Lektiny z moi'skych ias a hub

Fykolektiny (lektiny ziskané z motskych fas) vykazuji specifitu spise pro glykoproteiny
nez pro monosacharidy. Maji vysoky obsah kyselych aminokyselin a pro svou biologickou
aktivitu nevyzaduji ionty kovi. Na zakladé vazebnych vlastnosti se sacharidy fykolektiny
délime na tfi hlavni kategorie: specifické komplexni lektiny vazajici N-glykan, lektiny
se specifitou pro N-glykan s vysokym obsahem manézy a lektiny majici ob& zminéné vlastnosti
(Rogers & Hori 1993). Tyto lektiny jsou vyuzivany v biomedicinském vyzkumu pro

Pro lektiny z hub je typicka vysoka specifita vi¢i mucinim a N-acetylgalaktosaminu
(GaINAc). Zdrojem dosud znamych lektini jsou z 82 % houby, 15 % pochazi z plisni
a 3 % maji ptvod v kvasinkach (Singh 2010). Vétsinou jsou ptfitomny v plodnicich, ale nékolik
vyjimek se nachazi v myceliu. Hraji zasadni roli v ristu, vyvoji a morfogenezi pii mykorhize.
Podileji se také na Casné fazi infekce prostfednictvim interakce s glykokonjugatem hostitele
(Khan & Khan 2010).
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3.3.3 Vlastnosti a funkce lektina

Byla provedena fada studii, které se pokusily demonstrovat G¢inky lektind v in vivo
a in vitro podminkach. In vitro bylo zjisténo, Ze lektiny maji jak stimula¢ni, tak inhibi¢ni G¢inky
na mitogenezi lymfocytl, nejvice citlivé jsou lymfocyty gastrointestindlniho traktu (GIT)
(Rini 1995). Lektiny dokazi agregovat imunoglobuliny, spoustét alternativni cestu aktivace
komplementu, potlacovat rust plisni a rovnéz indukovat uvolfovani histaminu z zirnych
a bazofilnich bun¢k (Rini 1995). Rostlinné a zivocisné lektiny jsou vysoce stabilni vici
vysokym teplotam (pii 70 °C vydrzi déle nez 30 minut). Lektiny jsou také relativné odolné
vici traveni, maji silnou rezistenci proti psobeni zaludecnich kyselin a proteolytickym
enzymum (Rocca 2004). Nékteré znich jsou degradovany a jiné prochazeji stievem.
Piiblizné 1-5 % lektint se u zvifat znovu vstiebava do krevniho ob&hu, coZ je povazovano
za vyznamné mnozstvi, které je dostateéné k vyvolani imunitni reakce (Rini 1995).

Funkci a biologickych roli lektinti je mnoho. Ne&které lektiny se mohou podilet
na ukladani a transportu cukri, jiné zase mohou byt asociovany s vazbou symbiotickych
bakterii rodu Rhizobium pfi tvorbé kotenovych hliz, nékteré byly pouzity jako nosice pro podani
chemoterapeutickych latek. Pro svou dilezitou roli pfi adhezi a aglutinaci jsou povazovany
zavyznamné jak v symbiotickych, tak v patogennich interakcich mezi mikroorganismy
a hostiteli (Kilpatrick 1984; Kumar 2012). Interakce rostlinnych lektinti s mikroorganismy byly
pouzity pii identifikaci bakterii, hub a prvokd. Lektiny jsou uZite¢né pro popis jednotlivych
komponent bakterialnich bunék a detekci receptorti bakteriofagi. Jednou z hlavnich vyhod
pouzivani lektini v mikrobiologii je, Ze lze Casteéné analyzovat mista buné¢nych nebo
povrchovych receptorti pomoci inhibice haptenti (malé molekuly, které vyvolavaji imunitni
odpovéd) (Damjanov 1987). Mezi dalsi vlastnosti a vyhody lektini patii vysoka stabilita,
aktivita i v malé koncentraci, jejich komeréni dostupnost a moznost zkoumat jemné strukturni
rozdily na povrchu bunék mezi riznymi izolaty (Slifkin & Doyle 1990).

Existuje né€kolik studii, které vyuzily lektiny pro aglutinaci Cervenych krvinek,
a tim urcily specifické krevni skupiny erytrocytt. Vzhledem k jejich rozmanitym biologickym
vlastnostem byly lektiny pouzity jako sondy ke zkoumani povrchovych bunéénych struktur
a funkci. Jsou také vyznamnymi reagenty pro zkoumani povrchovych bunéénych receptort
u bakterii, prvoki a vysSich organisma. Nékteré lektiny se vyuzivaji k frakcionaci zivocisnych
bunék, jako jsou napi. B a T lymfocyty nebo k prokazani zmén ve struktuie bunééného povrchu
po parazitarni ¢i virové infekci (Nicolson 1974).
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Tab. 3. Vybrané podskupiny lektint, jejich lokalizace a funkce (Pfevzato a upraveno z Kumar
2012)

Podskupina lektint Lokalizace Funkce
Calnexin Endoplazmatické retikulum Ttidéni proteini v ER
C-typ Plazmaticka membrana, Bunéc¢na _adhe_ze, vrozena
extracelularni prostor Imunita
F-box lektiny Cytoplazma Degradace épat.néo sbalenych
proteinu
Fikoliny Plazmamka,l m’embrana, Vrozena imunita
extracelularni prostor
F-typ Extracelularni prostor Vrozend imunita
Chininaze podobné lektiny Extracelularni prostor Metabolismus kolagenu
I-typ Plazmatickd membrana Bunééna adheze

Endoplazmatické retikulum, e -
Ttidéni proteint

L-typ

Golgiho aparat
. . Degrad lykoproteint
M-typ Endoplazmatické retikulum cera a<?e 8 y’ eproteint
asociovana s ER
Ttidéni proteint z GA,
Sekrecni draha (ER, GA, HiCenl profetit z B
P-typ ., degradace glykoproteini v
sekre¢ni granula, lysosomy) ER
R-t Golgiho aparat, plazmaticka Ttidéni enzym, regulace
yp membrana glykoproteinovych hormonii
Regulace cytoplazmatickych
S-typ (galektiny) Extracelularni prostor, déj}‘iv (n?pf. apopté%a),,
cytoplazma proktizeni extracelularnich
glykoproteint

3.3.4 Struc¢ny popis vybranych lektinii

RCA

Ricin (RCA — Ricinus communis agglutinin) je protein izolovany z Ricinus communis
(skocec obecny). Tento lektin ma tUzkou specifitu na galaktozu a laktozu.
RCA ma N-glykosiddzovou aktivitu a 28S rRNA. Je toxicky, jeho uc¢inkem jsou pfedevS§im
ovliviiovany ledviny, plice, jatra a lymfatické uzliny (De Mejia 2005; Manning et al. 2017).
Je sloZen ze dvou fetézcli A a B, které jsou propojené disulfidickymi mustky a kazdy fetézec
ma jinou funkci. Jeho podjednotka B na B-galaktosidaze se vyznacuje pomérné vysokou
reaktivitou. Ta zplsobuje, ze lektinova ¢ast ricinu mize dopravit druhy toxicky
fettzec A do bunék a byt tak pficinou nechténych 1 zamySlenych intoxikaci
(Barbieri et al. 2003).
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Konkanavalin A (ConA)

Konkanavalin A je luSténinovy lektin izolovany z fazoli kanavalic (Canavalia
ensiformis) a purifikovan afinitni chromatografii. Jeho molekulova hmotnost je 104 kDa.
Poprvé byl objeven v roce 1975, a od t¢ doby bylo nalezeno 22 dal§ich ConA podobnych
lektini. M4 Sirokou pouzitelnost a je nejvyuzivanéj$im lektinem v molekuldrné biologickém
vyzkumu (Krauss et al. 1999); Cavada 2019).

ConA se specificky vaze na struktury a-mandzy a o-galaktozy, a pro svou aktivitu
vyzaduje pfitomnost Ca?* a Mn?* (Cavada 2019). Je sloZen ze &tyf podjednotek, které obsahuji
237 aminokyselin. Pro monometry je typické B-skladani, které obsahuje antiparalelni B-listy
spojené¢ smyckou. Piedni list je tvofen Sesti vlakny, zadni list sedmi vlakny. Celé struktura
je stabilizovana dvéma hydrofobnimi jadry a velkym mnoZstvim nekovalentnich interakci
(Cavada 2019).
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4 Material a metodika

Zisk a vybér oocyti

Oocyty byly aspirovany zvajecnikii od porazenych prepubertdlnich prasnicek.
Vajecniky byly transportovany do laboratofe Vtermo lahvich s fyziologickym roztokem
(0,9% chlorid sodny) pii teploté 39 °C a zpracovany byly do 2 hodin po odbéru. Oocyty spolu
s folikularni tekutinou byly ziskavany z folikult o velikosti 2-5 mm aspiraci za pomoci injek¢ni
stiikacky (20 ml) s jehlou 20G. Folikularni tekutina byla nasledné stereomikroskopicky
prohlédnutaa a za pomoci sklenéné pipety byly vybirany oocyty, které nasledné byly pteneseny
do modifikovaného média M199. Modifikované médium M199 bylo doplnéno o gentamicin
(0,025 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), laktat vapenaty (0,06 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml)
a 10% BFS (bovinni fetalni sérum). Pro experimenty byly pouZity jen oocyty s neposkozenou
cytoplazmou a s kompaktni vrstvou kumularnich bunék.

Tab. 4. Slozeni modifikovaného média M 199

Latka Mnozstvi na 100 ml média M199
Gentamicin 25 mg
HEPES 150 mg
Laktat vapenaty 60 mg
Pyruvat sodny 25 mg
BFS 100 mg

In vitro kultivace oocyti

Pted samotnou kultivaci byly oocyty nejdiive tfikrat promyty v modifikovaném médiu
M199 a poté probéhla samotna kultivace ve Ctyf-dilkovych miskach s obsahem 1 ml
modifikovaného média s pfidanym gonadotropinem P.G. 600 pfi teploté 39 °C a 5% COs..
Oocyty ve fazi zarodecného vacku (GV faze) nebyly kultivovany. Oocyty do prvni meiotické
metataze byly kultivovany 24 hodin a do druhé meiotické metafaze 46 hodin.

Fixace oocyti

Oocyty byly pomoci tenkosténné sklenéné pipety a opakovanym pipetovanim zbaveny
kumularnich bun¢k. Nasledoval tfikrat oplach v PBS/PVA a byly inkubovany v lednici po dobu
10 minut. To v8e bylo zopakovano tiikrat. Poté byly oocyty pieneseny do paraformaldehydu
a probéhla jejich fixace po dobu 40 minut. Nasledné byly oocyty oplachnuty v PBS/PVA
a preneseny do kapky PBS/NaNs3 (azid sodny).
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Barveni oocyti

Oocyty byly nejprve oplachnuty v 0,5% BSA/PBS. Nasledné byly pfeneseny do kapky
oobjemu 100 pl, ktera obsahovala 0,5% BSA/PBS a lektin konjugovany s biotinem.
Pro experiment byly pouzity dva druhy lektinu — RCA a ConA. Oocyty byly inkubovany
v kapce s lektinem RCA/ConA a BSA/PBS v poméru 1:50. Nasledovala inkubace oocyti
v roztoku po dobu 30 minut. Po skonceni inkubace byly oocyty tiikrat oplachnuty v 0,5%
BSA/PBS. Promyté oocyty byly pieneseny do 30 ul kapky Ultra Avidinu — Fluorescein
(1 pl na 1 ml BSA/PBS), kde byly inkubovany 15 minut pii pokojové teploté¢ za tmy.
Po inkubaci byly oocyty pétkrat oplachnuty v kapce 0,5% BSA/PBS a déle pfeneseny
na podlozni sklicko s 30 pul DAPI. Pro negativni kontrolu byly vybrany oocyty, které byly
inkubovany v Ultra Avidinu a nasledn¢ pétkrat oplachnuty v BSA/PVS.

Vyhodnoceni experimentu

Za pomoci laserového konfokalniho mikroskopu (Zeiss LSM 800) byly oocyty
nasnimany pii 400x zvétSeni. Pofizené snimky byly nasledné vyhodnoceny v programu
pro analyzu obrazu NIS Elements 2003. Na snimcich byla métfena relativni intenzita signalu
FITC v oblasti zona pellucida oocytu. Vysledné hodnoty byly vyhodnoceny pomoci statistické
metody jednofaktorovda ANOVA v programu STATISTICA.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo ovéieni hypotézy, ze béhem meiotického zrani dochazi
ke zménam lokalizace vybranych sacharidovych struktur glykoproteinti zona pellucida
prasecCich oocytl. Zmény byly sledovany pomoci s biotinem konjugovanych lektini RCA
a ConA ve tfech vyvojovych fazich oocytu — GV, Ml a M.

5.1 Imunofluorescen¢ni detekce vybranych sacharidovych struktur
glykoproteinii zona pellucida pomoci lektinu RCA

Fluorescen¢ni signal lektinu byl zaznamenan v oblasti zona pellucida ve vsech
sledovanych fazich meiotického zrani (GV, MI a MII). Po podrobné&j$im hodnoceni Scheffého
metodou byl statisticky vyznamny rozdil pouze mezi skupinou oocytd ve stadiu GV a ML
Pfi porovnani oocytl ve stadiu GV a MII a MI s MII nebyly zjistény statisticky vyznamné
rozdily.

Obr. 8. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur zona pellucida — lektin RCA.
Sacharidové struktury zona pellucida prasecich oocyti byly lokalizovany za pomoci vazby
biotinem znafenym lektinem RCA, ktery se specificky vaZe na fetézce galaktdozy vazané
na N-acetylglukosamin, a to ve fazi zarode¢ného vacku (GV), ve fazi MI a MII.
RCA je na snimku oznaen zelené, modfe je oznacen chromatin pomoci barviva DAPI
Oocyty byly nasnimany konfokalnim mikroskopem ve sttedové roviné pii zvétSeni 400x.

Tab. 5. Relativni intenzita signalu lektinu v riznych fazich meiotického zrani. GV = oocyty
ve stadiu zarodecného vacku; MI = oocyty ve stadiu MI; MII = oocyty v metafazi druhého
meiotického déleni. N = pocet hodnocenych oocytl. Intenzita signalu lektinu RCA je popsana
jako primér + jedna smérodatna odchylka. Intenzita signalu RCA se u jednotlivych stadii
statisticky vyznamné lisi (p < 0,05).

Lektin RCA GV Ml M1l
Intenzita signalu FITC 57,63 £23,76 85,00 + 24,68 66,16 + 29,63
N 15 15 15
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Graf 1. Relativni intenzita signalu lektinu v jednotlivych fazich meiotického zrani oocytd.
Me¢tenim bylo zjisténo, Ze oocyty ve stadiu zarodeéného vacku (GV) vykazuji nizs§i miru
intenzity nez oocyty ve stadiu MI a MIl. Hodnota intenzity signalu lektinu se vyrazné zvysila
ve stadiu MI a ve fazi MII se opét snizila. Rozdilnym ? superskriptem je znazornén statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi jednotlivymi skupinami.

5.2 Imunofluorescencni detekce vybranych sacharidovych struktur
glykoproteini zona pellucida pomoci lektinu ConA

Fluorescenc¢ni signal byl zaznamenan v oblasti zona pellucida ve vsech sledovanych
fazich meotického zrani (GV, MI a MII). Po podrobné&jSim hodnoceni Scheffého metodou
byl statisticky vyznamny rozdil mezi oocyty ve fazi GV a MI, a dokonce i mezi fazemi
GV a MII. BohuZel mezi fazemi MI a MII nebyl zaznamenéam statisticky vyznamny rozdil.

Obr. 9. Lokalizace vybranych sacharidovych struktur zona pellucida — lektin ConA.
Sacharidové struktury zona pellucida prasecich oocyti byly lokalizovany za pomoci vazby
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biotinem znaCenym lektinem ConA, ktery se specificky vdze na D-mandzu, a to ve fazi
zarode¢ného vacku (GV), ve fazi MI a MII. ConA je na snimku oznacen zelen¢, modie
je oznacen chromatin pomoci barviva DAPIL. Oocyty byly nasnimany konfokalnim
mikroskopem ve sttedové roving pii zvetSeni 400x.

Tab. 6. Relativni intenzita signalu lektinu v riznych fazich meiotického zrani. GV = oocyty
ve stadiu zdrodecného vacku; MI = oocyty ve stddiu MI; MII = oocyty v metafazi druhého
meiotického déleni. N = pocet hodnocenych oocytil. Intenzita signalu lektinu je popsana jako
primér + jedna smérodatna odchylka. Intenzita signalu ConA se u jednotlivych stadii statisticky
vyznamng lisi (p < 0,05).

Lektin ConA GV MI MII
Intenzita signalu FITC 106,34 + 12,95 81,98 + 28,87 82,56 + 14,79
N 26 26 26
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Graf 2. Relativni intenzita signalu lektinu v jednotlivych fazich meiotického zrani oocytd.
Me¢éfenim bylo zjisténo, ze oocyty ve stadiu zarodecného vacku (GV) vykazuji vyss$i miru
intenzity signalu lektinu nez u oocytd ve fazi MI a MIL.Béhem meiotického zrani intenzita
znacn¢ klesd. Primérna hodnota intenzity signalu ve fazi MI a MII je téméf totozna.
Rozdilnymi ® ® superskripty jsou zndzornény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi
jednotlivymi skupinami.
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6 Diskuze

Vyznamnou soucasti zona pellucida jsou glykoproteiny, piedevs§im jejich sacharidové
struktury, diky kterym dochazi k druhové specifickému rozpoznani a nésledné k vazbé gamet.
Tato diplomova prace je zaméfena na zmény lokalizace vybranych sacharidovych struktur
béhem zrani praseich oocyt Vv in vitro podminkach. K realizaci experimenta byly vyuzity
pro imunodetekci sacharidovych struktur dva lektiny — RCA a ConA, které se specificky vazi
na vzajemné odliSné sacharidové struktury. RCA rozpoznava galaktozu vazanou
na N-acetylglukosamin a ConA se vaze na D-manoézu. Vazba na cilové sacharidové struktury
téchto lektint byla detekovana u prasecich oocyti ve vybranych stadiich meiotického zrani
(GV — stadium zarode¢ného vacku, MI — stadium metafaze prvniho meiotického déleni
a MIl — stddium druhého meiotického déleni). Byla sledovana relativni intenzita signalu
fluorescen¢né znaCenych lektinli, specificky navazanych na struktury glykoproteini
zona pellucida. Pii porovnani mezi jednotlivymi lektiny byla intenzita signalu rozdilna.
U lektinu RCA byla primérna intenzita signalu niz8i nez u lektinu ConA, a také byly patrné
rozdily i mezi jednotlivymi stddii oocytu, coZ naznacuje rozdilné zastoupeni detekovanych
sacharidovych slozek v glykoproteinech zona pellucida. Lektin RCA mél nejvyssi relativni
intenzitu signalu detekovanu u oocytl ve stadiu MI, u lektinu ConA byla nejvyssi relativni
intenzita signalu detekovana u oocytu ve stadiu zarode¢ného vacku (GV).

RCA se specificky vaze na [-D-Gal (B-D-galaktoza) na D-GIcNAcC
(N-acetyl-D-glukosamin), coz potvrdili Parillo et al. jiz v roce 1996. Habibi et al. (2008)
ve svém experimentu potvrdili vyznamnou ptitomnost N-acetyl-f-D-glukosaminovych zbytku
v glykoproteinech zony pellucida ve vSech vyvojovych stadiich oocytu, tedy od rostouciho
az po plné dorostly oocyt. Toto pozorovani podporuje moznou ucast N-acetylglukosaminovych
zbytki v interakcich spermie-zona pellucida. | Mendes et al. (2019) provedli studii,
ve které¢ potvrzuji pfitomnost GIcNAc a [-D-galaktozy v ZP oocyti prepubertalnich
a dospélych prasat ve vSech fazich meiotického zrani oocyti. Parillo et al. (1996) také zjistili,
ze RCA vsak vykazuje slabsi reakci, a tedy i intenzitu signalu lektinu ve vnitini ¢asti ZP oproti
vnéjsi Casti. Po Stépeni sialidazou se vSak intenzita signalu vyrazné€ zvysila po celé tloust'’ce ZP.
Nami naméfena intenzita signalu lektinu u oocytll ve fazi zarode¢ného vacku byla v praiméru
57,63, nejvyssi hodnota byla 105,52 a nejnizsi 27,43. Podobné hodnoty naméfil ve své studii
i Parillo et al. (2003). K vyznamnym zménam ve slozeni glykant zona pellucida prasecich
oocytl dochézi predevsim ve fazi MI, jak uvadi Pastor et al. (2008). Ve fazi MI se intenzita
signalu zvysila, v priméru dosahovala hodnoty 85,00, a v porovnani s fazemi GV a MII byla
mira intenzity signdlu nejvyssi. Béhem faze MII doSlo k mirnému poklesu, v priméru
dosahovala intenzita signalu lektinu hodnoty 66,16. Desantis et al. (2009) se ve své studii
vénovali konskym a praseCim oocytum. Zjistili, ze lektin RCA ma silnou reakci
se zona pellucida, i s kumularnimi bunikami. Dal§i imunochemické studie Aviles et al. (1997)
potvrdily, ze jednotky GlcNAc jsou rozptyleny po celé matrix zona pellucida a jedna tfida
O-vazanych oligosacharidli na ZP3 byla charakterizovana jako maly trisacharid s terminalnim
GlcNAc. Tyto udaje naznacuji, ze pravdépodobné i GICNAC se né&jakym zpisobem muize
podilet na vazbé spermii na vajicko (Aviles at al. 1997; Habibi et al. 2008).

Mnozstvi glykosidickych jednotek zona pellucida je béhem vyvoje prasecich oocytl
obecné podobné tém, které byly pozorovany i u jinych druha zvitat. Hlavni popsané rozdily
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se tykaji prostorového rozlozeni cukernych zbytki SO4Gal-B-1,3-GalNAc a GIcNACc,
které detekuje lektin RCA. Pfitomnost glykoproteinli majicich N- a O-glykosidické vazby
Vv preantralnich a antralnich folikulech prasat byla podobna (Parillo et al. 2001).
Trisacharid s koncovou kyselinou sialovou (02—3,6)-pB-Gal-(1-4)-GlcNAc (sialidaza/RCA-I)
byl pfitomen v oocytech v preantralnich a antralnich folikult, stejné jako glukosaminové
zbytky umisténé ve vnitini a termindlni poloze. Znaceni pomoci lektinu RCA naznacuje,
7e N-acetylglukosamin zaujima spiSe vnitini neZ terminalni polohu Vv sacharidové slozce
glykoproteinu (Parillo et al. 2000).

Rovnéz Takahashi et al. (2013) se ve své studii vénovali lokalizaci neredukujicich koncti
sacharidovych fetézci na zona pellucida glykoproteinech (ZPG) u nezralych a zralych oocyta.
Tyto neredukujici konce neutralnich N-fetézci na ZPG se podileji na vazbé spermii
se ZP u prasat a skotu. Vysledky studie ukazuji, ze B-GlcNAc, ktery lze detekovat pomoci
lektinu RCA, je pfitomen na neredukujicich koncich prase¢ich ZPG jak v nezralych,
tak ve zralych oocytech. To se shoduje 1 snaSimi vysledky, které potvrzuji pfitomnost
sacharidovych zbytki N-acetyl-D-glukosaminu v prase¢i zona pelucida ve vsech fazich
meiotického zrani oocytu.

Lektin ConA ma tizkou specifitu na a-D-manézu. Provedenymi experimenty byl lektin
ConA detekovan v ZP ve vSech fazich meiotického zrani praseciho oocytu. Nejvyssi hodnoty
relativni intenzity signalu navazaného lektinu byly pozorovany ve fazi zarodeéného vacku,
kdy primérna hodnota byla 106,34. Ve fazi MI intenzita signalu klesla a primérna hodnota
bcéhem této faze byla 81,98. Intenzita signdlu se ve f4zi MII nezvysila a ani nesnizila, v priméru
dosahovala hodnoty 82,56. Vysledky nasi studie naznacuji, ze dochazi ke zméndm lokalizace
vybrané sacharidové struktury (a-D-mandza), a to predev§im béhem piechodu z GV faze
do faze MI. To potvrdila i analyza vysledki, kdy mezi fazemi GV a MI byl statisticky
vyznamny rozdil. Podle Desantis et al. (2009) jsou N-vazané glykanové fetézce homogenné
rozmisténé v celé ZP prasat. | Habibi et al. (2008) provedli podobny experiment,
avSak s rozdilnymi vysledky. Pro experimenty pouzili lektiny ConA, BS1, WGA, PNA a DBA,
které byly konjugovany s HRP (horseradish peroxidase; avidin-peroxidaza).
V pribéhu meiotického zrani oocytll lektiny ConA a BS1 neznacily oocyty Vv Zadném
z vyvojovych stadii, coZ poukazuje na nevyznamnou piitomnost piislusnych cukrli — koncové
¢asti D-man6zy pro ConA a D-glukézu pro lektin BS1. Ackoli existuje studie, kterd naznacuje
nezbytnost galaktézovych a mandzovych zbytkd na neredukujicim konci O-vadzanych
oligosacharidi ze zona pellucida mysiho oocytu pro vazebnou aktivitu spermie-ZP
(Bleil & Wassarman 1988), pozorovani Habibi et al. (2008) a Chiu et al. (2003) naznacuji,
ze galaktdza pravdépodobné nesouvisi s rozpoznavanim spermie-ZP.

Takahashi et al. (2013) se ve své studii vénovali fetézciim s vysokym obsahem mandzy,
kter¢ lze detekovat za pomoci biotin konjugovanych lektini ConA a GNA.
Zjistili, ze se lokalizace neredukujicich terminalnich zbytkdi o-man6zy béhem meiotického
zrani zménila. To se shoduje s naSimi vysledky, ve kterych také bylo prokézano, ze dochéazi
ke zménam lokalizace této sacharidové struktury. U prasat se zbytky o-manodzy
s neredukujicimi konci vyskytuji pouze na glykoproteinu ZP2, na glykoproteinech ZP3 a ZP4
nikoli, jak odhalily vysledky SDS-PAGE a Western blott analyzy. Tyto vysledky naznacuji,
ze zména v distribuci neredukujicich koncovych zbytk a-mandzy po dozrani oocytu nebyla
zpusobena redistribuci ZP2 na vnéjsi povrch zona pellucida nebo modifikaci sacharidi ZP3
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a ZP4. Zména lokalizace je pravdépodobné zpisobena biochemickymi procesy zona pellucida
béhem meiotického zrani (Takahashi et al. 2013).
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[ Zavér

Tato diplomové prace byla zamétena na ovétreni hypotézy, ze béhem meiotického zrani
dochazi ke zménam lokalizace vybranych sacharidovych struktur glykoproteinti zona pellucida
prasecich oocytu.

Zona pellucida je extracelularni glykoproteinovy obal oocytu, ktery v prubéhu oplozeni
hraje dualezitou roli pii druhové specifickém rozpoznani gamet a vazb¢ spermie na vajicko.
U prasat je ZP tvorena tiemi druhy glykoproteini — ZP2, ZP3 a ZP4, které jsou vyznamné
posttranslacné modifikovany, a to glykosylacemi, sulfatacemi a sializaci, které¢ jsou kli¢ové
pro interakci spermie-zona pellucida.

Vysledky provedenych experimenti zaméfenych na imunofluorescencni detekci
struktur D-mandzy prostiednictvim lektinu ConA potvrdily, Ze dochazi k signifikantnimu
narGstu relativni intenzity signalu ConA mezi praseCimi oocyty ve fazi GV a ML
Pfi hodnoceni vysledkli experimentii zaméfenych na detekci fetézce galaktézy vazané
na N-acetylglukosamin pomoci lektinu RCA byl opét pozorovan signifikantni nartst relativni
intenzity signalu RCA mezi prase¢imi oocyty ve fazi GV a MI. Hypotézu této diplomové prace
se tedy podaftilo potvrdit. Je mozné, Ze zminéné sacharidové struktury a jejich epitopy mohou
hrat roli v kontaktu spermie se zonou pellucidou, také je mozné, ze tato zména sacharidové
struktury glykoproteinti zona pellucida je nezbytna pro odkryti klicovych vazebnych epitopi
rozpozndvanych spermii.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AA
AC
AKAP
AMH
AMP
APC/C
ATP
BCR
BFS

C

ca’*
CaM
CaMKII
cAMP
Cdc25
cdk
cDNA
CFCS
cGMP
c-Kit
ConA
CRD
CREB
Cys
DNA
ER
ERK
FCER1
FSH
Fuc
GA
GalNAc
GDF-9
GIT
GIcNAC
GnRH
GTP
GV
GVBD
HA
IgE

amino acid; aminokyselina

adenylat cyklaza

A-kinase anchoring protein; protein kotvici A-kinazu
anti-Miilleriansky hormon

adenonosinmonofosfat

anaphase promoting complex/Cyclosome; anafazi podporujici komplex
adenosintrifosfat

receptor B-lymfocyt

bovinni fetalni sérum

katalyticka podjednotka

vapenaté ionty

kalmodulin

kalmodulin—dependentni proteinkinaza II

cyklicky adenosinmonofosfat

cell division cycle 25; cyklus bunééného déleni 25
cyklin-dependentni kinaza

complementary DNA; komplementarni DNA
consensus furin cleavage site; misto konsenzualniho furinového $tépeni
cyklicky guanosinmonofosfat

tyrokindzovy receptor

Canavalia ensiformis agglutinin

carbohydrate recognition/binding domain

cAMP response element-binding protein

cystein

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
endoplazmatickeé retikulum

extracellular signal-regulated kinase

vysokoafinitni IgE receptor

folikulostimula¢ni hormon

fukéza

Golgiho aparat

N-acetylgalaktosamin

growth/differentiation faktor

gastrointestinalni trakt

N-acetylglukossamin

gonadotropin releasing hormon

guanosintrifosfat

germinal vesicle; zarode¢ny vacek

germinal vesicle breakdown; rozpad zarodecného vacku
hemaglutinin

imunoglobulin E
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IP3r
KL
LCA
LH
Man
MAP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MBL
MEK
Ml

Ml
MOS
MPF
MPF
MUF
p34cdcz
PGC
PHA
PKA
PSA

R

RCA
RIP
RNA
Ryr
SCC
Sia
Thr
TMD
TXLC-I
Tyr
UDA
WGA
ZP
ZP1-ZP4

inositol 1,4,5-trisfosfatovy receptor

kit ligand

Lens culinaris agglutinin

luteinizaéni hormon

mandza

mitogenem aktivovany protein

mitogenem aktivovana protein kinaza

mitogenem aktivovana protein kindza kindza
mitogenem aktivovana protein kindza kindza kindza
mannan binding lectin; lektin vazajici manozu
mitogenem aktivovana protein kindza kindza
stddium prvniho meiotického déleni

stddium druhého meiotického déleni

mitogenem aktivovana protein kindza kinaza kindza
maturation promoting factor; zrani podporujici faktor
maturation-promoting factor

multilaminarni folikuly

cyklin dependentni serin/threonin kindza
primordial germ cells; primordidlni zarode¢né bunky
phytohaemagglutinin

cyklickda AMP-dependentni proteinkinaza

Pisum sativum agglutinin

regulacni podjednotka

Ricinus communis agglutinin

protein inaktivujici ribozomy

ribonucleic acid; ribonukleova kyselina
ryanodinovy receptor

side-chain cleavage; §tépeni postrannich fetézca
kyselina sialova

threonin

transmembrane-like domain; transmembrané podobna doména

Tulipa gesneriana agglutinin
tyrosin

Urtica dioica agglutinin
wheat germ agglutinin

zona pellucida

zondlni proteiny
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