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Zména sacharidovych struktur glykoproteinii zona
pellucida béhem maturace prasecich oocytu

Souhrn

Zona pellucida je jedine¢ny glykoproteinovy obal oocytl, ktery hraje dilezitou roli
v procesu fertilizace, kdy je zodpovédny za druhové specifické rozpoznani gamet, brani
polyspermii a poskytuje ochranu oocytu. Rozdily v sacharidovych strukturdch ZP
a povrchovych proteinech spermii jsou povazovany za hlavni faktor druhové specificity
rozpoznavani a vazby spermii. Primarni vazbou se kapacitovana spermie navaze na neutralni
N-glykany, nasleduje akrozomalni reakce a poté se spermie vaze na polysulfatované glykany
ZP, ¢imz nastava sekundarni vazba spermie a ZP. Sacharidové slozky glykoproteinli zona
pellucida je mozné detekovat pomoci bilkovin zvanych lektiny. Lektiny jsou proteiny
s vysokym stupném stereospecificity, rozeznavajici rtizné struktury cukr a vytvareji
reverzibilni vazbu s glyko-konjugovanymi komplexy.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se sacharidové slozky zona pellucida béhem
maturace prasecich oocytii méni. Jiné studie se timto tématem pfili§ nezabyvaly, proto jsme se
rozhodli toto téma alespon trochu piiblizit. Byla provedena imunodetekce pomoci vybranych
lektint aplikovana na jednotliva stadia meiotického zrani. Sacharidové slozky vyskytujici se na
zona pellucida byly detekovany fluorescen¢ni analyzou na konfokalnim mikroskopu, kde
hodnota signdlu byla nasnimana. Podle vyslednych snimk® byla zmétfena denzita signalu
v programu NIS Elements. Denzitometrické hodnoceni bylo statisticky vyhodnoceno.

Podle statistického vyhodnoceni se u dvou pouzitych lektint (WGA a MAA) zména
sacharidovych struktur béhem maturace nepotvrdila. Hodnota denzity se mezi jednotlivymi
stadii neménila a v porovnani lektinli mezi sebou byla také srovnatelnd. Pouze jeden lektin
(PSA) vykazoval statisticky vyznamny rozdil v denzit€¢ mezi stadiem oocytl v zarode¢ném
vacku a oocyty ve fazi MI a MII.

Klicova slova: prase, zona pellucida, sacharidy, lektin



Change of carbohydrate structures of zona pellucida
glycoproteins during maturation of porcine oocytes

Summary

Zona pellucida is a unique glycoprotein envelope of oocytes, which is important in the
fertilization process, where it is responsible for the specific recognition of gametes, prevents
polyspermia and provides protection of the oocyte. The differences in ZP carbohydrate
structures and sperm surface proteins are considered the main factor in the species specificity
of sperm-ZP recognition and binding. By primary binding, the capacitated sperm binds to
neutral N-glycans, then the sperm becomes acrosome reacted, and the sperm binds to the
polysulfated glycans of ZP, which results in secondary binding of sperm to ZP. The
carbohydrate components of zona pellucida glycoproteins can be detected using proteins called
lectins. Lectins are proteins with a high degree of stereospecificity, recognizing different sugar
structures and forming a reversible bond with glyco-conjugated complexes.

The aim of the diploma thesis was to find out whether the carbohydrate components of
the zona pellucida change during the maturation of pig oocytes. So far, not many published
studies focused on this topic, which is why we decided to investigate closer. Immunodetection
was performed using selected lectins applied to individual stages of meiotic maturation. The
carbohydrate components present on the zona pellucida were detected by fluorescence analysis
on a confocal microscope, where the signal value was recorded. According to the resulting
images, the signal density was measured in the NIS Elements program. Densitometric
evaluation was statistically evaluated.

According to statistical evaluation, the change of carbohydrate structures during
maturation was not confirmed for the two lectins used (WGA and MAA). The density value did
not change between stages and was also comparable when comparing lectins. Only one lectin
(PSA) showed a statistically significant difference in density between the stage of germinal
vesicle oocytes and oocytes in phase MI and MII.

Keywords: pig, zona pellucida, carbohydrates, lectin, maturation
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1 Uvod

V soucasné dobé je prase jedno znejvyznamnéjSich hospodarskych zvirat. Ma
mnohostranny zplsob vyuziti, nejen z hlediska produkce, ale i z hlediska biomedicinského
vyzkumu. Diky zna¢né podobnosti s clovékem a to v oblasti genetické, anatomické
a fyziologické je dnes prase idedlni model pro vyzkumné ucely zabyvajici se problematickou
humannich nemoci a technik asistované reprodukce. Z téchto ditvodi je z4jem o zralé praseci
oocyty a praseci embrya zna¢ny. Nicméné ve srovnani s jinymi druhy hospodaiskych zvitat
jsou biotechnické postupy pii in vitro produkci prasat malo ¢innd. Proto se vyzkumy zamétuji
pfedevsim na detekci struktur na molekularni Grovni. Jednou ze struktur, které se na oocytu
mohou zkoumat jsou sacharidové slozky glykoproteini zona pellucida. K jejich detekci je
mozné vyuzit interakci s bilkovinami zvanych lektiny.

Lektiny jsou proteiny, které rozpoznavaji specifické strukturni epitopy sacharidii a vazi
se na n¢. Mohou byt povazovany za bilkovinné tlumoc¢niky ,,cukerného kodu* a predstavuji
vhodné biochemické nastroje pro zkoumani interakci bilkoviny a sacharidy. Podstata interakce
bilkovina-sacharid poskytuje dtilezity pohled na pienos biologickych informaci. I kdyz byly
lektiny poprvé objeveny a charakterizovany v rostlindch, jsou také exprimovany
mikroorganismy, houbami a Zivocichy.

Obsah sacharidi v zona pellucida se odhaduje na 15-54%. Glykosyla¢ni mista
jednotlivych oligosacharidli a ptibuznych proteini vdzajicich sacharidy se podileji na vazbé
spermie a oocytu u mnoha druhti, druhovée specifickym zplisobem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Pro tuto praci byla stanovena hypotéza, Ze sacharidové struktury glykoproteini zona
pellucida se budou béhem zrani oocytu ménit.

Cilem prace bylo sledovani zmén v sacharidovych strukturach glykoproteinli zona
pellucida pomoci vybranych lektint.
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3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Vajicko nebo vejce savcli miizeme oznacit jako spojnici mezi generacemi. Oplozené
vejce se déli na buiiky, které tvoii jedince. Aby se na samém pocatku oocyt vyvinul, probiha
proces zvany oogeneze. Oogeneze savclu zacina relativné brzy ve vyvoji plodu a konéi u
sexualn¢ dospélého jedince, jedna se o mésice, az roky. Oogeneze zahrnuje fadu bunéénych
transformaci, od tvorby primordidlnich zarode¢nych bunék (PGC, Primordial Germ Cells) po
oogonie, od oogonii po oocyty (Wassarman et al., 1988).

3.1.1 MnoZeni zarode¢nych bunék

Oocyty pochazeji z malého poctu kmenovych bunék, primordialnich zarode¢nych bunék,
které maji extra gonalni piivod. PGC vznikaji v endodermu zloutkového vacku, odtud nasledné
migruji do pohlavni liSty (Wassarman et al., 1988). U prasete byly PGC zaznamenany 18. den
po kopulaci v oblasti zdrode¢né liSty. Béhem fetadlniho vyvoje se jejich pocet dramaticky
zvySuje. Poté jejich mitotick4 aktivita klesd a zvySuje se nekroza (Black et al., 1968).

Jakmile se PGC usidli k epitelu budoucich vajecniku, zanoiuji se do jejich korové vrstvy
a premeénuji se tak na oogonie. U prasete k tomu dochazi kolem 40. dne fetalniho vyvoje (Picton
et al.1998; Wassarman et al., 1988).

Oogonie jsou buiiky kulovitého tvaru a obsahuji sférické jadro s jednim nebo dvéma
jadérky. Obsahuji hyaloplazmu s volnymi polyribozomy a mitochondriemi, koncentrované
v blizkosti jadra. Oogonie se stale mitoticky déli a jejich propojeni se sousednimi oogoniemi je
zajisténo pomoci spojeni gap junction. Jakmile jsou oogonie obklopeny bunikami pochazejicich
z mezonefros, zahajuji replikaci DNA a vstupuji do meidzy. Béhem vstupu do meidzy dojde
ke zniCeni spojii a oogonie se dale oznacuji jako oocyty (Wassarman et al., 1988; Bielanska-
Osuchowska, 2006).

Meioza je proces, pii kterém dochéazi ke zredukovani po¢tu chromozomt a je zahdjena
jiz béhem prenatalniho vyvoje (Wassarman et al., 1988). Oocyty béhem pocatecni faze meidzy
prochézeji nékolika fazemi, které se nazyvaji leptotene, zygotene, pachytene a diplotene, pii
které je jejich meidza zastavena (Picton et al.1998). V prvni fazi (leptotene) se chromozomy
spiralizuji a kondenzuji v jadfe, dochazi krozpadu jadernych pora. Ve fazi zygotene
kondenzace pokracuje, dochazi ke zkraceni chromozomil a tvorb& bivalenti. Béhem stadia
pachytene se parové chromozomy zkracuji, déli se na dvé chromatidy a probiha crossing-over
a rekombinace gen. U vétSiny savcl se faze diplotene odehrava v obdobi kolem porodu,
nastava zde oddéleni chromatid a jejich spojeni je uz jen v chiazmatech. Kratce po porodu se
chromozomy Uplné rozdé€li a pfichdzi prvni meioticky blok, tato faze se nazyva dictyate
(Wassarman et al., 1988).

Ve dfeni ovarii dochazi u oocytll soucasné s iniciaci meidzy ke ztrat€ mezibunéénych
spoju a zacinaji se obklopovat jednou vrstvou pregranuldznich bunck. Shluky téchto bunék se
oznacuji jako primordialni folikuly (Gosden a Bownes, 1995). Chromatin oocytu v tomto stadiu
nazyvame jako tzv. zarodecny vacek (GV - germinal vesicle) (Wassarman a Albertini, 1994).
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3.1.2 Ruist a vyvoj folikuli

Primordiélni folikuly spolecné s oocyty podstupuji dlouhotrvajici fazi rastu a vyvoje, pii
¢emz dochazi k znasobeni objemu oocytu az 300x (Gosden, 2002, Wassarman, 1988). Do
rustové faze nevstupuji vSak vSechny oocyty, od puberty az do zaniku pohlavni aktivity je
vyselektovan maly pocet oocytl, ktery vstupuje do riastové faze. Vstupem oocytu do rastové
taze mizeme pozorovat morfologické zmény granuléznich bungk, které se méni na kubické.
Folikul se v této tazi nazyva jako primarni (Miyano, 2005). Jakmile je folikul s oocytem vybran
k rastu, zahajuje se v oocytu transkripce a translace do doby, kdy oocyt dosdhne své konec¢né
velikosti (Gosden, 2002). Jeho riist neni jednoduchym procesem, dochédzi zde ke zvySovani
hmotnosti, rovnéz zahrnuje kvalitativni a kvantitativni zmény klicovych molekul pro
metabolismus. ZvySuje se narust cytoplazmatickych organel (Gosden, 2002).

Z celkovych cca 420 tisic primordialnich folikuli se u prasete vyviji ptiblizné 84 tisic
folikuli (Miyano, 2005) a obdobi od zacatku rastu primordidlnich folikulti do pfedovulacni
velikosti trva cca 3 mésice (Miyano, 2003).

Rastova faze folikulu se skldda ze dvou po sobé jdoucich krokh. V prvni fazi se
granulozni bunky méni z dlazdicovych na kubické a probihé exprese follistatinu, a ve f4zi druhé
se zvySuje pocet granuldznich buné€k a rtst folikulu, zaroven s rastem oocytu (Braw-Tal, 2002).
Doba, kdy primordilni stadium folikulu pfechazi k primarnimu miiZze byt zdlouhava a folikuly
v této fazi mohou obsahovat granul6zni buiiky dlazdicové 1 kubické zaroven (Fortune, 2003).
Vznik druhé vrstvy granuldéznich bunck charakterizuje sekunddrni folikul. Do matrix zona
pellucida se zacinaji ukladat proteiny a v cytoplazmé oocytu se vytvareji kortikalni granula
(Fair, 2003). Folikul v tomto obdobi zacCina reagovat na gonadotropiny a spolu s oocytem roste
(van den Hurk et Zhao, 2005). Nasleduje pfeména na tercialni folikul, kde pokracuje proliferace
a diferenciace bunck, utvari se bazalni lamina, theca interna a theca externa, a kumularni
buniky. Vzniklou antrdlni dutinu zacina vyplnovat tekutina (Fair, 2003), ktera mtize byt
dalezitym zdrojem regulacnich ¢i modula¢nich latek (napf. ristové faktory, steroidy,
gonadotropiny) a jeji produkce se postupné zintenziviiuje (van den Hurk et Zhao, 2005). Na
bunikach theca interna se vytvareji receptory pro LH (luteinizacni hormon) a receptory na
granul6znich bunikach jsou tvofeny pro FSH (folikulostimula¢ni hormon) a estrogen. Estogeny
podporuji proliferaci granuléznich bunék a spoleéné s FSH podporuji jejich sekreci, tim
zapocne vytvaieni antrdlni dutiny (Wassarman et al., 1988).

3.1.3 Rust a vyvoj oocytu

Oocyty nejprve musi projit fazi ristu a poté mohou pokracovat v jaderném zréni a
nasledné podstoupit proces oplozeni a bunécné déleni (van den Hurk et Zhao, 2005). Faze rlstu
oocytu zahrnuje ftadu modifikaci nezbytnych k dosazeni meiotické a vyvojové
kompetence — zmény ve struktufe, mnozstvi a rozloZeni organel, také se zvySuje intenzita
transkripci (Luciano et al., 2012). Pojmem meiotickd kompetence oznacujeme schopnost
oocytu znovu zahdjit a dokonc¢it meiotické zrani. Zavisi na velikosti oocytu a jeho folikulu. Na
zacCatku svého rlstu nejsou oocyty schopny zahajit zrani, nejsou zcela meioticky kompetentni.
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Pozdéji, v dalSich fazich riistu jsou oocyty schopny zrani zahajit, ne vSak zcela dokoncit (Motlik
et al., 1984).

Jednou z nejvyraznéjSich zmén v rlistové fazi je vytvoreni glykoproteinové vrstvy na
povrchu oocytu, zvané zona pellucida (ZP). Jiz na pocatku ristu mizeme pozorovat oblasti
jemnych filament mezi oocytem a kumularnimi buntkami, vytvareji se zde zaklady vrstvy zona
pellucida. Tato membrana se sklada ze tfi druhl glykoproteini ZP1, ZP2, ZP3 a vytvafi
ochranou vrstvu oocytu. Glykoprotein ZP3 ptisobi jako primarni vazebny pro navazani spermie
a spusténi akrozomalni reakce. Glykoprotein ZP2 funguje jako sekundarni receptor spermie
a ZP1 tvoii spojeni mezi proteiny ZP2 a ZP3 (Picton et al.1998). Proteiny ZP jsou také nezbytné
pro normalni vyvoj folikulll a pro jejich expresi je potiebny faktor FIG-o (van den Hurk et
Zhao, 2005).

Po celou dobu oogenese je exprimovana jen ¢ast mRNA, zbytek mRNA ,,¢eka* az do
doby meiotického zrani nebo do doby po ném (Gosden, 2002). V dusledku riistu, oocyty nasobi
svlj prumér, dochazi k preskupovani cytoplazmatickych organel a zafind se objevovat
perivitelinni prostor (Fair, 2003). Ve fazi, kdy se riist oocytl zastavi, syntéza mRNA ustava
a neobnovi se dfive, nez 1-3 dny po oplozeni vajicka (Gosden, 2002). Pouze pln¢ vyvinuty
folikul obsahujici plné vzrostly oocyt reaguje na cyklicky nartist gonadotropint FSH a LH,
oocyt tak mize znovu zahdjit meidzu. Malé oocyty v primordidlnich folikulech schopnost
znovu zah4jit meidzu nemaji (Miyano, 2005).

FSH, LH

L

casiats,,
AU

‘.01,'

161,
Rust oocyti ’ @Prlmémlfollkuly
@2
o} A

Primordiaini folikuly

Obrazek ¢. 1 Znazornéni folikulogeneze a oogeneze (Prevzato z Miayano, 2005)

3.1.4 Meioticka kompetence

Schopnost oocytu znovu obnovit a dokoncit meiotické zrani, které je zavislé na velikosti
oocytu a jeho folikulu. Pfed samotnym ziskem meiotické kompetence dochazi v oocytu
k transkripci, translaci a syntéze organel. Vytvaii se tak zasoba pro nasledujici meiotické zrani
a pro vyvoj embrya pfed implantaci (Montlik et al., 1984). Teprve kompetentni oocyty
s ukoncenym riistem mohou projit G2 fazi a vstoupit do druhé metataze meidzy (Wassarman a
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Albertini, 1994). Oocyt, ktery ma ve folikulu utvofené antrum a doséhl poZzadované velikosti
se muze oznacit za kompetentni oocyt. Prase¢i oocyt o velikosti 120 um rostouci ve folikulu
veétsim nez 3 mm je jiz zcela meioticky kompetentni (Montlik et al., 1984).

V pribéhu obnoveni meidzy dojde ke kondenzaci chromatinu, rozpadnu zarodecného
vacku (GVBD) a pIné dorostly oocyt prochazi metafazi I (Mitra a Schultz, 1996). Nasledné
oocyt prochdzi anafazi I a telofazi I aZz dosdhne metafaze Il a vyc€leni prvni polové télisko
(Wassarman et al.,1988; Ellederova et al., 2004).

Oocyt, ktery oznacujeme za kompetentni, se cytoplazmé a v jadte lisi jak po biochemické
strance, tak 1 v oblasti struktur. Mitochondrie se morfologicky méni a jejich mnozstvi se
zvysuje. Stejn¢ tak struktura Golgiho aparatu méni svou strukturu. V cytoplazmé oocytu
dochazi ke shlukovani ribozomii (Fulka et al., 1998). Mikrotubuly jsou kratsi, obsahuji
mikrotubularni organizacni centra (MTOC) a jsou umistény perinukledrné (Thibault et al.,
1987).

3.1.5 Meiotické zrani

Oocyt se v metafazi Il zastavuje v druhém meiotickém bloku, ve kterém zistava az do
oplozeni (Sun a Nagai, 2003). V podminkdach in vivo nastava faze zrani béhem puberty samice,
u prasat se jednd o cca 48 hodin pied ovulaci. V reakci na zvySenou hladinu luteiniza¢niho
hormonu dochazi k znovu zahéjeni meidzy. Jelikoz oocyt sdm o sob¢ postrada receptory pro
gonadotropni hormony, zprostfedkovani hormonalniho signalu ptsobi ptes granulézni bunky,
které tyto receptory na svém povrchu obsahuji. Komunikace oocytu s okolnimi buiitkami hraje
dilezitou roli pro znovu zahdjeni meidzy (Lawrence et al.,1980). Jejich kontakt je zajiStovan
mezibunéénymi spoji gap juctions, skrz které mohou prochazet signalni molekuly mensi
velikosti (Wassarman et al., 1988). Po zvySeni hladiny LH dochazi k pieruseni spojii gap
junctions mezi oocytem a kumuldrnimi bunikami, nastava expanze kumulu (McGee a Hsueh,
2000).

V dob¢é mezi LH vlnou a ovulaci nastdva znovuzahajeni meidzy. K ovulaci dochéazi po
prasknuti Graafova folikulu. Meidza je opét preruSena ve fazi MII ovulovaného oocytu. (Van
der Hurk et al., 2000). Ve stadiu metafaze dva jsou oocyty u vétSiny savcl ovulovany a jejich
cesta pokracuje vejcovodem. Béhem sestupu vejcovodem nastdva druhy meioticky blok
a meiodza je opct zastavena. K opétovnému spusténi a dokonceni meidzy je nutny aktivacni
stimul. Ten zajisti spermie svym prinikem do oocytu pti oplozeni (Hunter, 2000).

3.1.5.1 Jaderné zrani

Jadro oocytu se pied znovu zahajenim meidzy nachéazi ve stadiu zarodecného vacku.
V tomto stadiu je jadérko obklopeno rozptylenym chromatinem a jadernda membrana je
kompaktni (Motlik a Fulka, 1976). Zarode¢ny vacek se na pocatku zrani oocytu rozpada
(GVBD). Proces GVBD z pocatku zacne jemnym vInénim jaderné membrany, které postupné
zesiluje. Jadernd membrana je ke konci GVBD zcela rozptylena a postupné mizi také jadérko
(Wassarman et al., 1988) .
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U prasete mizeme proces GVBD popsat ve fazich GV1 — GV4. Ve stadiu GV1 jsou
chromozomy uspotfadané ve tvaru koniské podkovy. Ve stadiu GV2 se na jaderné membrané
objevuji shluky chromatinu. GV3 jiz obsahuje chromatin kondenzovany. Béhem stadia GV4 je
jaderna membréna zcela rozptylena a jadérko se jiz neda rozeznat (Lucas et al., 2002). Stadium
GVBD u prasete trva ptiblizné 24 hodin. Poté oocyt vstupuje do metafaze I, ve které probiha
tvorba bivalentli (Wehrend a Mainecke, 2001). Chromozomy jsou sefazeny do ekvatorialni
roviny dé€liciho vieténka (Kubista , 1998). Nasleduje stadium anafaze I, které je charakteristické
prodluzovanim a délenim parovych chromozémiim k opa¢nym po6lim oocytu (Kanagawa et al.,
1991). Oocytu prochazi prvnim reprodukénim délenim a obsahuje tak haploidni pocet
chromozom (Eppig, 2001).

V pribéhu prvni telofaze se v okoli zredukovanych chromozoml utvaii jaderna
membrana. VSe se odehrava v protilehlych pélech oocytu, kde se chromozomy shromazd'uji
(Alberts et al., 1998). Vydéluje se prvni pélové télisko s obsahem genetické informace a organel
(Wassarman a Fujiwara, 1978). Oocyt vstupuje do druhé meidzy s haploidnim poctem
chromozomi. Chromozomy se opétovné fadi do ekvatoridlni roviny a dochazi tak k druhému
meiotickému bloku v metafazi II, ktery bude pteruSen az po oplozeni oocytu spermii (Alberts
et al., 1988; Wassarman et al., 1988).

GV
o Polarni télisko
Nezraly oocyt GVBD Metafaze | Zraly oocyt
v profazi | v metafazi ||

Obrazek €. 2 Stadia zrani oocytl (Pfevzato z Adhikari et Liu, 2014)

3.1.5.2 Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické zrani je nezbytné pro nasledujici oplozeni oocytu a jeho embryondlni
a fetalni vyvoj (Krisher, 2004). Jednim z kli€¢ovych faktori zrani je pifestavba bunécnych
organel (Brevini et al., 2007). Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, mitochondrie
a ribozomy se premistuji pomoci mikrofilament a mikrotubuli (Ferreira et al., 2009).
Redistribuce je dulezitd zejména u cytoskeletu a mitochondrii (Stojkovic et al., 1999).
Pti rozpadu zarode¢ného vacku a v metafazi 11 jsou mitochondrie nashromazdéné v blizkosti
jadra, v Case vylouceni prvniho pélového téliska jsou rozptylené (Van Blerkom a Bell, 1986).
Mitochondrie jsou nezbytné pro oocyt, jako producenti energie ve formé ATP (Brevini et al.,
2007). Golgiho aparat vytvari kolem zarode¢ného vacku kruh. Také je lokalizovan v blizkosti
vybézkil kumularnich bunék a pobliz Golgiho aparatu jsou lokalizovana kortikédlni granula.
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Béhem zrani kortikalni granula migruji k plazmatické membrané. Kortikalni granula jsou
specifické organely oocytu, jejichz exocytdza zabranuje polyspermii (Moricard, 1975).

Neékteré molekuly, produkované kumularnimi builkami, kontroluji jaderné
1 cytoplazmatické zrani (Cha a Chian, 1998). Mezi markery cytoplazmatického zrani patii ATP
a glutathionin, jejichZ hladina v prabéhu meiotického zrani stoupa (Luciano et al., 2005). Mezi
dalsi markery cytoplazmetického zrani fadime glutation, kataldzu, superoxid dismutizu
a peroxidazu (Cetica et al., 2001)

3.2 Zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je jedinecny glykoproteinovy obal oocytt, ktery se béhem oogeneze
vytvaii mezi oocytem a granuloznimi bunkami, které ho obklopuji. ZP hraje dilezitou roli
v procesu fertilizace, kdy jejim ukolem je propustit pouze jednu neposkozenou spermii
a zaroven zabranit proniknuti dalSich spermii (tzv. polyspermie) (Dunbar et al., 2001).

ZP nadale obklopuje oplodnény oocyt béhem vyvoje pred implantaci, poskytuje tak
ochranu ¢asnému embryu béhem jeho prichodu vejcovodem samice. Pokud jsou zony
odstranény pted ¢tyt bunéénym stadiem, embrya jsou pfenesena zpét do vejcovodu, kde ptilnou
ke stén¢ a vstiebaji se (Rankin, T., 2000). ZP zabraiiuje tvorbé chimér mezi embryi a tvori
mechanickou bariéru. Az do stadia expandujici blastocysty je ZP zachovana (Bedford, 2008,
Coy et al., 2008a).

3.2.1 Vznik a vyvoj zona pellucida, zmény béhem fertilizace

Zona pellucida je aceluldrni prasvitnd sulfatovd glykoproteinova matrice, ktera je
syntetizovana a vyluCovdna oocyty béhem vyvoje folikult. Jeji tloustka (1-27 nm), obsah
bilkovin (1-30 ng) a tuhost se u jednotlivych Zivocisnych druht 1isi. Studie provedené metodou
skenovaci elektronové mikroskopie u mysich 1 lidskych oocytii ukazuji, Ze ZP se jevi jako
jemna sitovina slozena z tenkych vzajemné propojenych vlédken, které se pravideln¢ stiidaji ve
vzoru Sirokych a tésnich siti s péry (Familiari et al., 2006, Gupta et al., 2012). Tyto pory se na
vnéjSim povrchu zdaji byt vétSi ZP nez na vnitinim. Amorfni houbovity vnéjsi povrch ZP
s vétSimi pory miize usnadnit pronikani spermii. Ukdzalo se, Ze lidska ZP s kompaktnéjSim
a hlad$im vn¢j$im povrchem je mén¢ propustna (Gupta et al., 2012).

Zona pellucida oocytu savcu, kterd mize predstavovat vice nez 10% celkového obsahu
proteinu oocytu, se skldda pouze z n¢kolika druhti glykoproteinii (Wasserman et al., 2005).
Struktura ZP je tvotfena tiemi nebo ¢tyimi glykoproteiny. U mysi se sklada ze 3 glykoproteint,
oznacovanych jako ZP1, ZP2 a ZP3. Zona pellucida prasete, skotu a psa obsahuje stejné jako
u mysi tf1 glykoproteiny, ale glykoprotein ZP1 je nahrazen glykoproteinem ozna¢ovanym jako
ZP4 (Gupta et al., 2012).

Béhem ristové faze oocyti jsou glykoproteiny ZP exprimovany z endoplazmatického
retikula a pfechazi do Golgiho aparatu, kde jsou zabaleny do sekrecnich vezikul. Vezikuly poté
migruji k plazmatické membrané oocytu, kde fuzuji a splynou s membranou. Tim jsou
glykoproteiny uloZeny do extracelularniho prostoru (Wassarman et al., 2005).
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Bylo identifikovano nékolik oblasti s polypeptidy, které reguluji sekreci, ptfenos
a zacClenéni téchto glykoproteinti. Kazdy polypeptid obsahuje N-koncovou signalni sekvenci,
consensus furin cleavage site (CFCS), ZP doménu a transmembranovou doménu (TMD), ktera
se nachdzi v blizkosti C-konce peptidu. Signalni sekvence se zaméfuje na vznikajici
glykoproteiny, sméfujici do sekreéni drdhy. TMD napomahd k ukotveni glykoproteinii
v sekreénich vaccich k plazmatické membrané oocytu. Ulohou CFCS je ukotveni
glykoproteinti do extracelularniho prostoru. ZP doména (protein z 260 aminokyselin) spole¢na
pro Sirokou Skalu proteinti a organismu, umoziiuje polymeraci glykoproteini na dlouha vldkna.
Delece ZP domény brani zaclenéni rodicich se ZP glykoproteinti do zona pellucida (Wassarman
et al., 2005).

Na mySim modelu byla studovana sekrece ZP glykoproteinti a jejich sestaveni do matice.
Nejdiive dochazi k nerovnomérné sekreci glykoproteini do lokalizovanych vacku, které se
nachazeji mezi povrchem oocytii a obklopujicimi folikularnimi buiitkami. Béhem ranych fazi
rustu oocyti se ZP glykoproteiny jevi jako vlakna uspotfddana do Sestihranné matice
s jednotnou velikosti port. S rostoucim oocytem pory splyvaji a vytvareji kolem oocytt
jednotny plast’, soucasné se zvysuje pocet mikroklkd. Tyto mikroklky piichazeji do kontaktu
s kumulérnimi buiikami a podili se na vzniku gap junction (Gupta et al., 2012).

Piivod savéich ZP glykoproteinii neni zcela objasnén. Existuji tfi teorie o tom, kde jsou
glykoproteiny syntetizovany, v mist¢ samotného oocytu, folikularnimi buiikami nebo obojim.
V posledni dobé& existuji ditkazy o tom, Ze folikularni bunky ptispivaji k produkei sloZzek zony
specificky, podle druhu. Napftiklad u mysi, které maji tenkou zonu pellucidu jsou glykoproteiny
ZP a jejich transkripty syntetizovany vyhradné oocytem. Studie in vitro potvrdily, Ze mysi
oocyty jsou schopné syntetizovat vSechny proteiny ZP. Oproti tomu u jinych druht, jako jsou
lid¢, opice, kralik, pes, prase a krava vyzkumy prokazaly, Ze jak oocyt, tak folikuly bunky
piispivaji k syntéze glykoproteinli ZP. Zona pellucidu téchto druhti je dobte vyvinuta, a jelikoz
rychlost syntézy proteinli oocytem je pfili§ nizkd na to, aby zohlediiovala hmotnost oocytu
a dostatecnou kvalitu zona pellucida, musi se do syntézy proteinti zapojit 1 folikularni bunky
(Gupta et al., 2012; Sinowatz et al., 2001) .

Béhem folikularniho vyvoje prasecich ovarii je protein ZP3 a jeho transkripty lokalizovan
pfedevsim v cytoplazmé oocytl primordidlnich a primarnich folikul. Ve stadiu sekundéarnich
folikull se na syntéze ZP3 a jeho mRNA podili, jak oocyt, tak jeho folikularni buniky. Ve stadiu
tercialnich folikul se ZP3 a jeho transkripty pfevazné nachazeji v cytoplazmé bunck corona
radiata, zaroven v tomto stadiu se syntéza proteinu ZP3 zastavuje (Sinowatz et al., 2001).

Fyzikalné-chemické vlastnosti zona pellucida se po proniknuti spermie do oocytu meéni.
Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byly pfipadné zmény morfologie ZP
zkoumany (Michelmann et al., 2007). Zona pellucida nezralych oocytl ziskanych z antralnich
folikult vykazuje houbovity vzhled s pocetnymi malymi pory pravidelné uspoiadanymi.
Zatimco vétSina zralych oocytl vykazuji povrch hladsi (Topfer — Petersen et al., 2008).
Z divodu k znacné heterogenit¢ ZP nelze stanovit zadnou korelaci mezi stadii zrani
a jednotlivymi typy ZP. Ale jelikoz povrch zralych oocytii byl vice kompaktni nez u nezralych
oocytli, dochazi tedy k biochemickym zménam ZP v kone¢ném zrani oocytu, jest¢ pred
oplozenim (Rath et al., 2005).

Zona pellucida je po fertilizaci zménéna v disledku exocytozy kortikdlnich granul,
jejichz obsah se uvoliiuje do perivitelinniho prostoru a tim dochézi k hlavnimu bloku
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polyspermie, tzv. ZP hardeningu (Rankin et Dean, 2000). Nejvétsi glykoprotein ZP2 se bloku
polyspermie aktivné ucastni, neboli indukuje zmény vedouci k tomuto bloku (Topfer — Petersen
et al., 2008) — v blizkosti N-konce ZP2 dochazi k proteolytickému $tépeni (Rankin et Dean,
2000). Také probiha tvorba disulfidickych vazeb, které jsou pravdépodobné tvoieny pro
zménéné konformace proteinti (TOpfer — Petersen et al., 2008).

3.2.2 Zona pellucidu a mezidruhové rozdily

Savéi zona pellucida je sloZena ze tii az Ctyt hlavnich glykoproteinli oznacovanych jako
ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4, které se 1isi podle Zivo¢isSného druhu. (Shimizu et al., 1983; Lefievre et
al. 2004). Tyto hlavni glykoproteinové rodiny byly takto klasifikovany diky jejich podobnosti
aminokyselinovych sekvenci. Bylo prokazéano, Ze kazda z téchto proteinovych rodin u riznych
druhil savei ma 50-98% homologii na urovni nukleovych kyselin (Prasad et al., 2000). Ackoli
ZP glykoproteiny vykazuji extrémni heterogenitu jak v naboji, tak v molekulové hmotnosti, je
zde zna¢né mnozstvi zachovanych pozic cysteinovych zbytki a potencialnich N-vazanych
glykosyla¢nich mist v kazdé rodin€ (Dunbar et al, 2001, Prasad et al., 2000). Rozdily zjisténé
mezi druhy, pokud jde o velikosti homolognich proteini zony jsou pfipisovany rozdilim
v glykosylaci. Jako vysledek se zdéa, ze lidské glykoproteiny zona pellucida maji nizsi
molekulovou hmotnost nez mysi. Kromé toho je u mysi syntetizovan pouze jediny polypeptid
ZP3, oproti tomu alespon dvé izoformy ZP3 jsou exprimovany prasecimi a lidskymi oocyty
(Benoft, 1997).

V nékolika histochemickych studiich byly proteiny vézajici cukr, nazyvané lektiny,
pouzity jako nastroje pro charakterizaci oligosacharidovych fetézct proteinti ZP. Siroky vybér
komer¢né dostupnych lektinli s vysoce specifickou rychlosti umoziuje identifikaci raznych
sacharidovych struktur a zejména jejich lokalizaci (Sinowatz et al., 2001). Srovnavaci
cytochemické studie ukazuji druhové zédvislé variace v expresi a distribuci sacharidovych
skupin ZP. Zda se tedy, Ze organizace ZP v ruznych vrstvach, ktera byla prokazéna
mikroskopickymi studiemi u rtznych druhi, je doprovdzena prostorovym rozlozenim
definovanych sacharidovych struktur po celé Sifce ZP (Shalgi et al., 1991).

Vazba lektinti je u riznych druhti vysoce specificka. U hlodavct se tato vazba 1i$i pouze
vexpresi ligandovych mist pro lektiny rozpoznavajici  a-galaktosu  nebo
B-N-acetylgalaktosamin. Zaroven je ale zajimavé, ze vazba téchto lektinii neni detekovatelna
u ZP cloveka, psa, koCky a prasete (Shalgi a Raz, 1997). U vSech zkoumanych druhi se
vyskytuji nékteré uhlohydratové struktury. Jedna se pirednostné o zbytky cukri, jako je mandza
a N-acetylglukosamin, které jsou obvykle soucasti oblasti jadra N-vazanych oligosacharidii
(Geyer a Geyer, 1998). Studie dale také poukazuji na to, ze vétSina variaci pravdépodobné
plisobi na terminalni neredukujici oblast sacharidovych fetézctu ZP, coz vede k poznatku, ze i
malé strukturdlni rozdily mohou pfispét k vytvotreni druhové specifické interakci gamet.
Vsechny dosud studované glykoproteiny ZP obsahuji jak N-vazané, tak O-vazané
oligosacharidy.

Na mys$im modelu byl nalezen a-Galaktosyl na O-vazaném oligosacharidovém fetézci
mysSiho ZP3, stejné jako na N-acetylglukosaminylovych zbytcich (Sinowatz et al., 2001).
Kromé toho jsou N-vazané oligosacharidy mysiho ZP2 a ZP3 pievazné fukosylovany fetézci
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komplexniho typu tri- a tetra-vétvici se, které jsou svou strukturou velmi podobni (Noguchi et
al., 1992).

V disledku vyvoje metod v izolaci ZP z vajecnikl prasat byla u téchto druhti dikladné
zkoumdéna struktura oligosacharidit ZP. Glykoproteiny prase¢itho ZP lze elektroforeticky
rozd¢lit na dvé slozky s molekulovou hmotnosti ptiblizné 55 000 a 90 000 (Hedrick a Wardrip,
1987). Slozka s molekulovou hmotnosti 55 000, ptedstavujici asi 80% celkového obsahu
bilkovin v praseci ZP, sestava ze dvou odlisnych polypepidl, oznacovanych jako pZPB a pZPC.
Oba proteiny Ize separovat pouze po Castecné deglykosylaci pomoci endo-f-galaktosidazy
(Sacco et al., 1989). Podle odvozené aminokyselinové sekvence kodované prostfednictvim
cDNA mtize kazdy z proteinti obsahovat az pét potencidlnich N-glykosyla¢nich mist (Harris et
al., 1994). Analyza sacharidii vSak naznacuje, Ze proteiny pZPB a pZPC obsahuji tfi nebo ¢tyii
N-vazané oligosacharidové fetézce a k tomu jesté tii (pZPB) a Sest (pZPC) O-véazanych
glykanovych fetézcl (Yurewicz et al.,, 1992). N-vdzané oligosacharidy uvoliované
hydrazinolyzou z rodiny ZP glykoproteint prasat o molekulové hmotnosti 55 000 MW byly
rozdéleny na neutrdlni (28%) a kyselé (72%) uhlovodikové fetézce pomoci kapalinové
chromatografie. Konkurencni test ukézal, Ze smés neutralnich fetézct plisobi jako spermaticky
receptor, zatimco kysel¢ fetézce nemaji Zadnou aktivitu (Sinowatz et al., 2001).

3.2.3 Zona pellucida prasete

Praseci zona pellucida ma §itku 16 um a obsahuje 30-33ng glykoproteinii (Nakano et al.,
2000). Je slozena ze tii vysoce specifickych glykoproteinti s velkym mnozstvim vazajicich
glykanii. Tyto glykoproteiny jsou modifikovany v disledku posttranslacnich uprav, jako jsou
glykosylaci a sulfatace (Rath et al., 2005). Pfitomnost sacharidovych zbytkt hraje dilezitou roli
pro vazbu mezi oocytem a spermii (Pastor et al., 2008). Prasec¢i ZP glykoproteiny jsou vysoce
glykosylovany neutrdlnimi a kyselymi N- a O-vazanymi oligosacharidy, nesouci tandemové
uspotradané N-acetyllaktosaminové repetice. Vysoka heterogenita je zptisobena riznymi stupni
sialylace a sulfatace. Sulfatova skupina je navazand pouze na C-6 zbytku GIcNAc
(SO-6GIcNAc) na N-acetyllaktosamin opakujicich se jednotkach, ojedinéle i na neopakujicich
se jednotkach N-glykana (Topfer — Petersen et al., 2008). N-glykany jsou soucasti komplexu
a obsahuji dvou, tfi az ¢tyt anténni prodlouzeni, ktera jsou rozsifend o N-acetyllaktosaminové
jednotky. Pfiblizn€ 75% glykantu tvofi sialylované jednotky a/nebo laktosaminové, nesouci
SO;-6GIcNAc (N-acetyl-6-O-sulfo-D-glucosamine), tim ptispivaji ke kyselosti glykoproteinti.
Také O-glykany se prodluzuji o sulfatové, lactosaminové jednotky (Rath et al., 2005).
Glykoproteiny ZP nesou rizny pocet potencialnich N-glykosylaénich mist (obr. 3) (Topfer —
Petersen et al., 2008).

Funkce sacharidovych struktur dosud nebyla zcela objasnéna (Rath et al., 2005). Ve své
védecké praci Sacco a kolektiv popsali O-glykany, kter¢ se nachédzeji na ZPB (ZP4) jako
ligandy pro receptory spermii (Facco et al., 1986), oproti tomu Nakano a Yonezawa mapovali
biologickou funkci na urcité N-glykany ZPB (Nakano et al., 2000).
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Obrazek €. 3 Zona pellucida prasete, znazornéni glykosyla¢nich mist (Topfer — Petersen et al., 2008).

3.2.3.1 ZP2 protein

Nezraly ZP2 protein je slozen z fetézce zahrnujici 716 aminokyselin (AA), ma jednu ZP
doménu a byva povazovan za sekundarni spermaticky receptor. Velikost ¢istého proteinu, bez
sacharidovych struktur je 80 kDa. Zraly protein (603 AA) vznikd odstépenim signédlniho
polypeptidu (1-33 AA) z N-konce a odstépenim propeptidu z C-Konce (sekvence 639-716 AA).
ZP2 protein je béhem kortikalni reakce proteolycky Stépen v blizkosti N-Konce na dva
fragmenty, spojené disulfidovou vazbou (UniProt, 2014a).

3.2.3.2 ZP3 protein

V nezralém stadiu je ZP3 protein tvoien z fetézce 421 AA, obsahuje jednu ZP doménu
a povazuje se za primarni spermaticky receptor. U prasete ZP3 vykazuje vazebnou aktivitu az
ve spojeni komplexu s ZP4 proteinem, sim o sobé& aktivitu nevykazuje. Cisty protein je
o velikosti 46 kDa. Po odstépeni signalniho polypeptidu z N-konce (1-22 AA) a propeptidu z
C-konce (333-421 AA) vznikne zraly protein o velikosti 310 AA (UniProt, 2014b).
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3.2.3.3 ZP4 protein

Nezraly ZP4 protein je tvofen sekvenci 636 AA, obsahuje jednu doménu a v interakci se
ZP3 proteinem je u prasete pravdépodobné primarni spermaticky receptor. Velikost ¢istého ZP4
proteinu ¢ini 60 kDa. Signdlni peptid na N-konci proteinu je tvotfen sekvenci 1-21 AA. Po
odstépeni propeptidu (463-536 AA) a signdlniho peptidu vznika zraly protein o velikosti 441
AA (UniProt, 2014c).

3.2.4 Vyznamnost glykosylace ZP glykoproteini

Relevance glykosylace ZP glykoproteinii byla podrobné zkouména na mys$im modelu.
Piisobenim endo-B-N-acetyl-D-glukosaminu byly z mySiho ZP3 proteinu odstranény N-vazané
glykany, to vSak nemé¢lo zadny ucinek na indukci akrosomové reakce. Zatimco odstranénim
O-véazanych glykant alkalickou hydrolyzou odstranilo schopnost glykoproteinu vyvolat
akrosomovou reakci. Nésledné analyzy implikovaly galaktozu v o nebo [ vazbé na
neredukujici konec O-vazanych oligosacharidi a N-acetylglykosamin (GlcNAc) v 3 vazbé jako
cukerné skupiny na mysi ZP3 protein zodpovédného za vazbu spermii na zona pellucida. Mysi
s deficitem glykosyltransferazy, kterd preménuje koncovou galaktozu v o vazbé, vSak plodné
byly, coz naznacuje, ze galaktdéza v 3 vazbé, GlcNAc nebo oboji nehraji dalezitou roli. Také
bylo prokazano, ze mandza hraje dilezitou roli v aktivité receptoru pro spermie.

Hmotnostni spektralni analyza odhalila, ze O-glykany pfitomné na ZP3 jsou
sekvence zakonCené kyselinou sialovou, lacNAc (N-AcetylLactosamine), lacdiNAc
(N'-Diacetyllactosamine), Gal alpha 1-3 Gal a Neu Acalpa 2-3.

U lidi bylo prokdzdno, ze na vazbé spermie soocytem se podili nékolik
oligosacharidovych skupin, jako je mano6za, N-acetylglukosamin, komplexni glykokonjugaty
nesouci selektin a dal$i podobné ligandy (Gupta et al., 2012).

3.2.5 Vazba spermie na zona pellucida

Proces oplozeni u savci zacind mezi ZP a spermii (Raz a Shalgi, 1998). Spermie se
navaze na oligosacharidové fetézce ZP glykoproteinti, probéhne rozpoznavani gamet a spusténi
signalizaéni kaskady, vedouci k akrozomalni reakci, kterd spermii umozinuje penetrovat skrz
ZP (Topfer — Petersen et al., 2008). Spermie skrz ZP pronikne do perivitelinniho prostoru
a odtud se dostava az k oolem&. Zde po navazani spermie s membranou dochazi k jejich
splynuti a nasledn¢ k oplozeni oocytu (Raz a Shalgi, 1998, While et al., 2010).

Zona pellucida mysi je slozena ze tii glykoproteinti, které oznacujeme jako ZP1, ZP2
a ZP3. Ve vzdjemné interakci tvoti ZP2 a ZP3 dlouhd vldkna, zatimco ZP1 spojuje jednotliva
vldkna navzijem (Wasserman et al., 2005). Na mysim modelu bylo prokézano, ze se mysi
spermie nejdiive vaze na glykoprotein ZP3, ten indukuje akrozomalni reakci (Hasegawa et al.,
2006). Ptitomnost O-vazanych glykanovych fetézcii na proteinu ZP3 je také nezbytna pro
navazani spermie a podle neddvnych studii fetézce N-glykani pravdépodobné slouzi
k rozpoznavani gamet (Yonezawa et al., 2012).
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U prasete tvoii dlouha vldkna glykoproteiny ZP3 a ZP4, jako ,,crosslinker* je zde ZP2
(Michelmann et al., 2007). Vysokou afinitu ke glykoproteinovému heterokomplexu ZP3-ZP4
vykazuji ZP-vazebné proteiny kancich spermii. K volnym glykoproteinovym podjednotkam
ZP3 a ZP4 vSak afinitu nevykazuji (Yurewicz et al., 1998). O-vazané sacharidové fetézce tohoto
komplexu inhibuji vazbu mezi oocytem a spermii, zatimco neutralni N-vazané glykany se na
vazb¢ oocytu a spermie podileji. Yonezawa et al. (2012) se ve svém experimentu zabyvali
otazkou, ktery z glykoproteinii z komplexu ZP3-ZP4 je zodpovédny za vazebnou aktivitu.
Autofi dosli k zavéru, ze na rozdil od mysi (ZP3) je za vazebnou aktivitu mezi oocytem
a spermii zodpoveédny glykoprotein ZP4. Z jakého diivodu se vazebna ¢innost ZP4 projevi az
v heterokomplexu s glykoproteinem ZP3 zatim neni objasnéno.

Primarni vazbou se kapacitovand spermie navdze na neutralni N-glykany, nasleduje
akrozomalni reakce a spermie se pies proacrosin/acrosin, p38 a dalsi vazebné ZP proteiny
spermii vaze na polysulfatované glykany ZP, ¢imz nastava sekundarni vazba spermii a ZP
(Topfer — Petersen et al., 2008).

3.2.6 Polyspermicky blok

Pro fyziologicky pribéh oplodnéni oocytu je dilezité, aby nedochdzelo k polyspermii.
Penetrace spermii vyvolava exocytozu kortikalnich granul, vedouci ke vzniku polyspermického
bloku. Polyspermicky blok v zavislosti na Zivo¢isném druhu je tvofen ZP nebo plazmatickou
membranou oocytu a v nékterych ptipadech obojim (Sun, 2003).

Kortikalni granula (CG) je skupina sekrecnich vezikul vznikajici v Golgiho aparatu,
obsahujici glykoproteiny a specifické enzymy (JeSeta et al., 2012; Wang et al., 1997). U
prasecich nezralych oocyti jsou kortikalni granula rozptylené v cytoplazmé oocytu (Tsai et al.,
2011). B€hem jaderného zrani migruji ke klife oocytu a pod plazmatickou membranou vytvareji
souvislou vrstvu (Wang et al., 1997). Schopnost uvolnit obsah kortikélnich granul do
perivitelinniho prostoru nemaji GV oocyty, ale od stadia GVBD se tato schopnost vyviji az
do MII faze a do doby blizké ovulaci. Uvolnéni CG zavisi na zvySeném obsahu intraceluldrniho
Ca*" (Sun, 2003).

Aktiva¢nim stimulem zvySujici hladinu Ca?" je splynuti spermie s plazmatickou
membranou oocytu, coz vede k aktivaci signalnich drah (Tsai et al., 2011).

Spermie vnasi do oocytu fosfolipazu C, specifickou pro spermie zvanou PLC{ (White et
al., 2010). PLCC se vyskytuje v perinukledrnim prostoru spermie a katalyzuje preménu PIP2 na
IP3, ktery se vaze na receptory endoplazmatického retikula a spousti uvolnovani
intracelularniho Ca?" do cytoplazmy oocytu a indukuje Ca®* oscilace (Heytens et al., 2008 ;
Tsai et al.,, 2011). Po navazani spermie na oocyt dochazi k fizi CG s oolemou a jejich
enzymaticky obsah je uvolnén do perivitelinniho prostoru. Specifické glykosidazy a proteazy
méni glykoproteiny ZP a tim vytvaii blok zabraiiujici polyspermii (Raz a Shalgi, 1998). Dosud
nebyly plné popsany zmény ZP, vyvolané kortikalni reakci (Romar et al., 2012).
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3.3 Lektiny

Lektiny jsou proteiny s vysokym stupném stereospecificity, rozeznavajici razné struktury
cukrti. Vytvareji reverzibilni vazbu s glyko-konjugovanymi komplexy, které se hojné vyskytuji
v rostlinach, zivocisSnych bunikach a mnoha dalSich druzich. Lektiny také dokézi aglutinovat
erytrocyty v zavislosti na krevni skupiné¢ a druhu lektinu.

Jedine¢né vlastnosti rozpoznavani sacharidii vedou k rozsahlému pouZivani lektinl
v mnoha biologickych oborech, mezi né patii napt. detekce, izolace a charakterizace
glykokonjugatt, histochemie bunck a tkani, rozpoznavani nadorovych bun€k a mnoho dalSich
(Mishra et al., 2019).

3.3.1 Druhy lektinu

JelikozZ jsou lektiny produkovény Sirokou Skalou Zivych organismd, lze je rozdélit do
skupin podle druhu a ptivodu — Zivocisné, rostlinné, houbovité, fasové a bakteridlni lektiny
(Mishra et al., 2019).

Zivotisné lektiny

Jedna se o proteiny vazajici sacharidy s vysoce variabilnimi sekvencemi aminokyselin,
které jsou schopné vazat slozité struktury sacharidi prostiednictvim CRD (carbohydrate
recognition domains). Kazdy ZivociSny lektin ma vlastni CRD a stejny motiv sekvence o
115-130 aminokyselinovych zbytkl (Kilpatrick, 2002). Na zakladé CRD sekvenénich motivil
a kationtovych poZadavku jsou tyto lektiny rozdéleny do nékolika rodin — galektiny (lektiny
typu S), thamnoéza vazebné lektiny (RBL), lektiny typu C (CTL), lektiny typu X (XTL),
P-lektiny, lektiny typu F a pentraxiny. Podileji se na vyvoji, imunitni odpovédi, opsonizaci,
fagocytdze a aktivaci drahy komplementu (Mishra et al., 2019).

Rostlinné lektiny

Diky snadné izolaci a distribuci byly rostlinné lektiny studovany jako prvni. Izolovéno
a charakterizovano bylo 500 riznych rostlinnych lektind. Vlastni alespon jednu nekatolickou
doménu, kterd se reverzibilné¢ vaze na konkrétni mono- nebo oligosacharid. Tyto lektiny se
vyskytuji v semenech, v kofenech nebo v listech. Maji velky vyznam v interakci mezi
hostitelem a patogenem, podileji se na vyvoji a napomahaji v bunécné signalizaci a komunikaci
mezi bunkami. Déle poskytuji ochranu rostlin pfed Skodlivymi fytopatogennimi
mikroorganismy, hmyzem a zvitaty (Mishra et al., 2019).

Houbovité lektiny

Vykazuji vysokou specificitu vi¢i mucinim a zbytkiim N-acetyl galaktosaminu
(GalNAc). Pavod téchto lektini je z 82% z hub, 15% z plisni a 3% z kvasinek (Mishra et al.,
2019). Jejich pfitomnost je pfedevSim v plodnicich a jen né€kolik vyjimek se nachazi
v myceliich (Khan a Khan, 2011). Maji zasadni roli v riistu, rozvoji a morfogenezi. Podileji se
také na rané fazi infekce prostfednictvim interakce s hostitelskym glykokonjugatem (Mishra et
al., 2019).
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Rasové lektiny
monosacharidy. Vykazuji vysoky obsah kyselych aminokyselin a pro svou biologickou aktivitu
nevyzaduji ionty kovii. Rasové lektiny mizeme rozdélit do t¥ hlavnich kategorii na zékladé
vazebnych vlastnosti sacharidi — lektiny vazajici komplex N-glykanu, lektiny specifické pro
N-glykany s vysokym obsahem mandézy a lektiny vlastnici obé uvedené specifikace (Mishra et
al., 2019). Vyuziti téchto lektinli najdeme v biomedicinském vyzkumu, ktery vyuZziva jejich

'''''

Bakterialni lektiny

Nazyvané také jako adheziny, jelikoz béhem infekce usnadiiuji spojeni bakterii
s hostitelskou buitkou (Hooper a Gordon, 2001). VétSina bakterii obsahuje vice adhezint
s riznou specifi¢nosti k sacharidovym strukturam. Nékteré adheziny se vaZi na koncové zbytky
cukru prostiednictvim CRD, jiné svou vazbu vykazuji na vnitini sekvence linearnich nebo
rozvétvenych oligosacharidovych fetézct (Nizet et al., 2017). Tyto lektiny plni pfedev§im svou
funkeci pfi adhezi a symbidze (Mishra et al., 2019).

3.3.2 Vlastnosti lektina

Existuje tfada studii, které chtéji poukéazat na ucinnost lektini v in vivo a in vitro
podminkach. Bylo prokazano, ze v podminkach in vitro ovliviiuji mitogenezi lymfocytd, a to
jak stimula¢ni, tak inhibicni, pti ¢emz nejcitlivéji reaguji lymfocyty gastrointestinalniho traktu.
Maji schopnost agregovat imunoglobuliny, spoustét alternativni cestu aktivace komplementu,
inhibovat rlst plisni a také indukovat uvoliiovani histaminu z bazofilnich a Zirnych bunék.
Lektiny jsou pomérné odolné vii¢i vyssim teplotadm, odolaji 70°C vice nez 30 minut. Vykazuji
odolnost 1 vic¢i traveni, nckteré z lektinli jsou vysoce odolné vic¢i Zaludecni kyseliné
a proteolytickym enzymiim (Rocca, 2004). Zatimco nékteré lektiny jsou odbouravéany, jiné
prochazeji sttevem a asi 1-5% se u zvifat znovu vsttebava do krevniho ob&hu, coZ je dostatecné
mnozstvi k vyvolani imunitni odpovédi (Kumar et al., 2012).

Vazba lektinii je reverzibilni a nekovalentni s jednoduchymi nebo komplexnimi
sacharidovymi konjugaty, at’ uz jsou na povrchu bunék nebo volné v roztoku. Vsechny
molekuly lektinu maji dvé nebo vice vazebnych mist pro sacharidy, coz je vlastnost nezbytna
pro jejich schopnost aglutinovat buiiky nebo reagovat s komplexnimi sacharidy. Kombinované
velikosti lektint jsou schopny pojmout az pét nebo vice sacharidovych zbytku. Lektiny reaguji
silngj$i vazbou s rozvétvenymi oligosacharidy nez s linearnimi. Nékteré lektiny maji dvoji nebo
vicenasobnou afinitu k riznym disacharidiim. Vazba mezi témito molekulami je hydrofobni,
ale elektrostatické sily se ucastni jen ziidka (Kumar et al., 2012).
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3.3.3 Biologicka role

Biologicka role lektini miize byt spekulativni. Lektiny mohou byt zapojeny do
transportu nebo ukladani sacharida. Vzhledem k jejich roli v procesu adheze a aglutinace se
jsou povazovany za dilezité¢ jak v symbiotické, tak v patogenni interakci mezi nékterymi
mikroorganismy a hostiteli. Mikrobidlni lektiny hraji dtlezitou roli v adhezi k povrchu
kolonizovanym mikroorganismy (Kumar et al., 2012). Na zaklad¢ nékolika studii byly lektiny
vyuzivany k aglutinaci erytrocyti, specifické pro urceni krevni skupiny (Pecka, 2005).

Diky svym mnohostrannym biologickym vlastnostem byly lektiny vyvinuty jako
bunééné sondy pro zkoumani struktur a funkci bunééného povrchu. Jsou pouzivany
k frakcionaci ZivociSnych buné€k (napt. T a B lymfocytl), k prokdzani zmén bunééného povrchu
po virové nebo parazitarni infekci. Funguji jako nosice pro transport chemoterapeutickych
latek. Jsou vyznamnymi ¢inidly pro zkoumdni povrchovych receptorti bakterii, prvoki
a vysSich organismt. Déle jsou uzitecné pro charakterizaci slozek bakteridlnich bunék a pro
detekci bakteriofagovych receptort. Jsou pouzivany v zemed€lstvi a to v ochrané rostlin pred
insekticidy. V mediciné napomahaji v diagnostice nemoci, jako je rakovina, kdy specificky
rozeznavaji povrch sacharidu, vyskytujici se na rakovinovych buiikach (histologicka vySetieni).
V lidské imunodeficienci dokazi byt uzitenym ukazatelem kvalitativniho a kvantitativniho
nedostatku CD4+ T — lymfocytl. V afinitni chromatografii funguji jako nastroj pro purifikaci
proteintl, kde slouzi k analyze sacharidovych struktur. Inhibuji stimulované T — lymfocyty, maji
vlastnosti imunomodula¢ni a imunosupresivni. Mohou plisobit jako mitogeny, vyznam maji
1 pfi transplantacich. Vyuziti lektint je a ptikladd jejich funkei je nespocetné mnoho (viz.
Tabulka) (Chandra a Kumar 2006; Kumar et al., 2012).

Tabulka ¢. 1 Priklady funkci lektinu (Pfevzato z Kumar et al., 2012)

podskupina priklady funkeci

Calnexiny ttidéni glykoproteini v endoplazmatickém retikulu (ER)

M-typ degradace glykoproteina asociovana s ER

L-typ ttidéni proteinii

P-typ tfidéni proteint z GA, degradace glykoproteini v ER,

C-typ bunécna adhese (selektiny), vrozena imunita (collectiny), (vazebna
aktivita zavisla na Ca?")
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S-typ (galektiny) regulace  cytoplasmatickych  d&j,,  prokfizeni  extracel.
glykoproteint (aktivita zavisla na pfitomnosti thiolovych skupin —
SH)

I-typ (siglekty) bunécna adheze

R-typ tfidéni enzym1, regulace glykoproteinovych hormont

F-box lektiny degradace Spatn¢ sbalenych proteint

fikoliny vrozena imunita

Chitinaze podobné metabolismus kolagenu

lektiny

F-typ vrozena imunita

intelektiny vrozend imunita, oplodnéni, embryogeneze
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4 Metodika

4.1 Odbér vajec¢niki

Vajecniky byly ziskdny od prasnicek, poraZzenych na jatkdch v nezndmém stadiu
pohlavniho cyklu. Po pordzce byly do jedné hodiny vaje¢niky transportovany do laboratoie ve
fyziologickém roztoku ( 0,9 % chlorid sodny). Pomoci vytemperované termolahve je teplota
vajeCniku udrzovana pii 38°C. V laboratofi byly pak vaje¢niky oplachnuty v Cistém
fyziologickém roztoku.

4.2 Zisk meioticky kompetentnich oocyti

Meioticky kompetentni oocyty o velikosti vnitfniho priméru 120-125 pum byly ziskany
aspiraci folikuldrni tekutiny z vybranych folikult o velikosti 2-5 mm. Na aspiraci byla pouzita
injek¢ni sttikacka 20ml s jehlou 20 G. Nasledné pod stereomikroskopem byly vybrany pouze
oocyty s kompaktnim obalem kumularnich bunék a nepoSkozenou cytoplazmou. Pomoci
sklenéné kapilary byly oocyty preneseny do modifikovaného média M199. Zraci medium
M199 bylo doplnéné o laktat vapenaty (0,06 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml) pyruvat sodny
(0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml) a 10% BFS (bovinni fetalni sérum).

Tabulka €. 2 SloZeni modifikovaného média M199

Chemikalie Mnozstvi ve 100 ml média M199
Gentamicin 25 mg
Laktat 60 mg
Puryvat 25 mg
HEPES 150 mg
Bovinni riistovy protein 100 mg

4.3 Kultivace oocyti in vitro

Pred kultivaci byly oocyty nejprve tfikrat promyty v kultivaénim mediu M 199 a nasledné
byly kultivovany ve ctyf-dilkovych miskach s obsahem 1 ml modifikovaného media M199
s ptfidavkem gonadopropinu P.G. 600 pii teploté 39°C a 5% CO». Pro ziskani oocytli v ristoveé
fazi MI byly oocyty kultivovany po dobu 24h. Do stadia metataze druhého meiotického déleni
(MII) oocyty dozraly po kultivaci 46h. Oocyty, které byly potieba pro dal§i metody ve stadiu
GV (zarode¢ny vacek) kultivovany nebyly.
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4.3.1 Hodnoceni kvality oocytii a jejich meiotického zrani

Opakovanym pipetovanim tenkosténnou sklenénou pipetou byly oocyty zbaveny
kumulérnich bun¢k. Na podloznim sklicku byly oocyty fixovany kyselinou octovou
a ethanolem v poméru 1:3 po dobu 24h. Nasledné byly oocyty obarveny 1% orceinem a pod
mikroskopem s fazovym kontrastem hodnoceny. Oocyty stadia GV obsahovaly kompaktni
jadernou membranou. Oocyty s piitomnosti metatazniho vieténka byly oznaceny jako oocyty
MI. Do stadia MII byly zatazeny oocyty s pritomnosti metafazniho vieténka a poélového téliska.
Oocyty byly do experimentu zafazeny pouze v ptipadé, kdy alespont 85% z kontrolni skupiny
zrani doséhlo pozadované faze.

CHROMATIN

Obrazek €. 4. Praseci oocyty ve stadiu GV. Pouzito barveni Orcein, zvétSeni 40x (Tereza
Hrubcova, 2020)
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CHROMATIN

Obrazek ¢. 6 Praseci oocyt ve stadiu MI. Pouzito barveni Orcein, zvétSeni 40x (Tereza
Hrubcova, 2020)

POLOVE TELISKO

/

<+———— CHROMATIN

Obrazek €. 5. Praseci oocyt ve stadiu MII. Pouzito barveni Orcein, zvétSeni 40x (Tereza
Hrubcova, 2020)
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4.4 Iminofluorescenc¢ni mikroskopie

Oocyty byly tenkosténnou kapilarou vnaseny do 100 ul kapky 0,5% BSA/PBS obsahujici
lektin konjugovany s biotinem, vzdy bylo pouzito 10 oocytii na 100 ul. Pro experiment byly
pouzity tii druhy lektinu — PSA, MAA a WGA. BSA/PBS s lektinem PSA byl nafedén
v poméru 4 pul PSA na 96 nl BSA/PBS. Lektin MAA v poméru 2 ul na 98 ul BSA/PBS. 1 pl
WGA bylo natedéno s 99 pul BSA/PBS. Oocyty byly inkubovéany v roztoku po dobu 30 minut
pii pokojové teploté. Nasledné byly tiikrat promyty v 0,5% BSA/PBS. Promyté oocyty byly
pieneseny do 100 ul kapky Ultra Avidin — Fluorescein (1 pl/ 99 ul BSA/PBS), kde byly
inkubovéany pfi pokojové teploté po dobu 15 min. Po inkubaci byly 5x promyty v 0,5 %
BSA/PBS a pteneseny na podlozni sklicko s 30 ul DAPI. Kontrolni skupina péti oocytii byla

oSetfena stejné, pouze s rozdilem prvni inkubace, kdy nebyl ptidan zZadny lektin.

Tabulka €. 3 Schéma experimentalnich skupin

Lektin PSA MAA WGA
4 ul PSA/96 ul 2 ul MAA/ 98 pl 1 ul WGA/ 99 pl
Koncentrace BSA/PBS BSA/PBS BSA/PBS
Stadia zrani GV GV GV
aOOZ' tﬁa MI MI MI
y MII MII MII

Tabulka ¢. 4 Lektiny - piivod a specifita (Gaspar et al., 1999; Ravida et al., 2016)

Lektin Pivod Specifita

PSA Pisum sativum LacNAc, Man, GIcNAc
MAA Maackia amurensis Neu5Aca2,3Gal
WGA Triticum vulgaris GlcNAc, NeuSAc
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4.4.1 Vyhodnoceni experimentu

Oocyty byly snimany pomoci laserového konfokéalniho mikroskopu (Zeiss LSM 800) pod
zvétSenim 400x. Pro vSechny analyzované vzorky byla fluorescence FITC nastavena pii vinové
delce 488 nm.

Potizené snimky z konfokalniho mikroskopu byly dale vyhodnoceny v programu pro
analyzu obrazu (NIS Elements 2003). Na snimcich byla méfena denzita signalu FITC v oblasti
zona pellucida oocytu. Vysledné hodnoty byly pomoci statistické metody jednofaktorova
ANOVA zhodnoceny a uvedeny do tabulek.
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5 Vysledky

Cilem diplomové prace bylo sledovani zmén sacharidovych struktur glykoproteinti zona
pellucida pomoci biotinem konjugovanych lektini (WGA, MAA, PSA). Oocyty byly
sledovany ve tfech vyvojovych stadiich — GV, MI a MII.

5.1 Imunofluorescencni mikroskopie sacharidovych struktur

5.1.1 Detekce sacharidi ZP pomoci lektinu WGA

Fluorescencni signal byl zaznamenan u vSech sledovanych stadii meiotického zrani
v oblasti zona pellucida. Denzitometrickym méfenim bylo zjisténo, ze denzita signalu
sacharidovych struktur ZP se u jednotlivych stadii neméni (tabulka ¢. 3). Ve vztahu k oocytu
ve stadiu zarodec¢ného vacku (GV) nebyl mezi vyvojovymi stadii oocytll zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil v denzité fluorescence (P > 0,05).

Obrazek €. 7 Lokalizace sacharidovych struktur zona pellucida - Lektin WGA

GV MI MII

Sacharidové struktury zona pellucida byly lokalizovany pomoci vazby biotinem zna¢enym lektinem
WGA na prasecich oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku (GV), ve fazi MI a v metafazi druhého
meiotického déleni (MII). Zelené je oznacena zona pellucida lektinem WGA, modie je oznacen
chromatin pomoci barviva DAPI. Oocyty byly snimany ve stitedové roving pii zvétSeni 400x.

Tabulka €. 5 Relativni denzita fluorescence v riznych stadiich meiotického zrani - WGA

Lektin WGA GV MI MII
Intenzita signalu
FITC 4,13 £ 0,079 4,12 £ 0,089 4,14 + 0,077
N 8 15 9

GV = oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku; MI = oocyty ve stadiu MI; MII = oocyty v metafazi druhého
meiotického d€leni. N = pocet hodnocenych oocytl. Data jsou znazornéna jako prumér + smérodatna
odchylka. Mezi jednotlivymi skupinami oocytti nejsou statisticky vyznamné rozdily (P > 0,05).
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5.1.2 Detekce sacharidi ZP pomoci lektinu MAA

U vSech sledovanych stadii meiotického zrani byl zaznamendn fluorescencni signal
v oblasti zona pellucida. Denzitometrickym méfenim bylo zjiSténo, Ze oocyty vykazuji miru
denzity signalu sacharidovych struktur ZP bez rozdilu mezi stadii. Ve vztahu k oocytu GV
nebyl mezi vyvojovymi stadii oocytll zaznamendn statisticky vyznamny rozdil v denzité
fluorescence (P > 0,05).

Obrazek €. 8 Lokalizace sacharidovych struktur zona pellucida - Lektin MAA

GV MI MII

Sacharidové struktury zona pellucida byly lokalizovany pomoci vazby biotinem znacenym lektinem
MAA na prasecich oocytech ve stadiu zarodecného vacku (GV), ve fazi MI a v metafazi druhého
meiotického déleni (MII). Zelené je oznacena zona pellucida lektinem MAA, modfe je oznacen
chromatin pomoci barviva DAPI. Oocyty byly snimany ve stiedové roving pii zvétSeni 400x.

Tabulka €. 6 Relativni denzita fluorescence v riznych stadiich meiotického zrani - MAA

Lektin MAA GV MI MII
Intenzita signalu
FITC 3,90 £ 0,059 3,91 £ 0,078 3,89 £ 0,079
N 8 15 9

GV = oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku; MI = oocyty ve stadiu MI; MII = oocyty v metafazi druhého
meiotického d€leni. N = pocet hodnocenych oocytl. Data jsou znazornéna jako prumér + smérodatna
odchylka. Mezi jednotlivymi skupinami oocytli nejsou statisticky vyznamné rozdily (P > 0,05).
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5.1.3 Detekce sacharidi ZP pomoci lektinu PSA

Fluorescencni signal byl zaznamenan u vSech sledovanych stadii meiotického zrani
v oblasti zona pellucida. Denzitometrickym méfenim bylo zjiSt€no, Ze oocyty ve stadiu
zarodecného vacku (GV) vykazuji niz§i miru denzity, nez oocyty ve stadiu MI a MII. Hodnota
denzity se ve stadiu MI vyrazné zvysila a pietrvavala az do stadia MII, kde se nepatrné snizila.
Ve vztahu k oocytu GV byl mezi vyvojovymi stadii oocytil zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil v denzité fluorescence (P < 0,05).

Obrazek €. 9 Lokalizace sacharidovych struktur zona pellucida - Lektin PSA

GV MI MII

Sacharidové struktury zona pellucida byly lokalizovany pomoci vazby biotinem zna¢enym lektinem
PSA na prasecich oocytech ve stadiu zarodeéného vacku (GV), ve fazi MI a v metafazi druhého
meiotického déleni (MII). Zelené je oznacena zona pellucida lektinem PSA, modie je ozna¢en chromatin
pomoci barviva DAPI. Oocyty byly snimany ve stiedové roving pii zvétSeni 400x.

Tabulka €. 7 Relativni denzita fluorescence v riznych stadiich meiotického zrani - PSA

Lektin PSA GV MI MII
Intenzita signalu
+ + +
FITC 1,39 £ 0,15 4,1+0,18 3,99 £ 0,071
N 14 8 9

GV = oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku; MI = oocyty ve stadiu MI; MII = oocyty v metafazi druhého
meiotického d€leni. N = pocet hodnocenych oocytl. Data jsou znazornéna jako prumér + smérodatna
odchylka. Ve vztahu oocytd GV se stadii MII a MII byly vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily
(P <0,05).
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Obrazek ¢. 8 Kontrola pritomnosti sacharidovych struktur

GV MI MII

Oocyty v kontrolni vzorku nebyly na rozdil od oocytli v experimentalnich skupinach inkubovany
s konjugovanym lektinem, ale prob&hla u nich pouze inkubace s Ultra Avidinem. GV = oocyt
v zarodecném vacku, MI = oocyt ve stadiu MI, MII = oocyt ve stadiu druhého meiotického dé€leni.
Modfe je oznacen chromatin pomoci barviva DAPI. Oocyty byly snimany v roviné chromatinu pfi
zvétSeni 400x.
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6 Diskuze

Sacharidové¢ struktury glykoproteinti jsou vyznamnou ¢asti zona pellucida, a proto se tato
prace zaméiuje na jejich zmény béhem maturace prasecich oocytl. V naSich experimentech
byly pro imunodetekci sacharidovych slozek vybrany tfi lektiny (WGA, MAA, PSA), které
byly aplikovany na jednotlivd stadia meiotického zrani — oocyty ve fazi zarode€ného vacku
(GV), oocyty v MI fazi a v metatazi druhého meiotického dé€leni. Aby se docililo stejnych
podminek v detekci pro vSechny dané lektiny, byly lektiny vzdy aplikovany ve stejné
koncentraci a pocet oocytli v jednom vzorku se také neménil.

Denzita signalu v porovnani mezi jednotlivymi lektiny nebyla rozdilna, ale v intenzité
signalu lektini patrné rozdily byly. Nejvyssi intenzita signdlu byla detekovana po aplikaci
lektinu WGA. Zjistili jsme, ze signal FITC u lektinu WGA prostupuje i skrz povrch zona
pellucida a nevyskytuje se pouze na jejim povrchu, da se tedy predpokladat, ze struktury
znacené WGA jsou v celé vrstvé zona pellucida, nejen v povrchové oblasti. Lektin WGA je
specificky vu¢i strukturdm ~ obsahujici N-acetylglukosamin a NeuS5Ac. Pfitomnost
N — acetylglukosaminu v glykoproteinech ZP prasete byla prokazana v nckolika studiich.
N — acetylglukosamin s fukosylovym zbytkem vytvari komplex s di- tri- a tetra-anténnimi
N — glykany. Pfiblizn¢ 75% glykant tvofi sialylované jednotky a/nebo laktosaminové, nesouci
SO3-6GlcNAc (N-acetyl-6-O-sulfo-D-glucosamine), tim pfispivaji ke kyselosti glykoproteinti
(Rath et al.,2005). Sulfatova skupina je vzdy navazana pouze na C-6 zbytku GlcNAc (Topfer —
Petersen et al., 2008). NeuSAc, ktery je také detekovan lektinem WGA byl u skotu prokazan
v sekvenci NeuSAc(a2-3)Gal(f1-4) GlcNAc s ucasti kyseliny sialové, ve vazbé spermie na ZP
(Velasquez et al., 2007).

V experimentu oocyty oznaCené lektinem MAA vykazovaly fluorescencni signal.
Specifita lektinu MAA je zamétfena na sekvenci NeuSAc(a2-3)Gal(f1-4)GlcNAc. Denzita
tohoto signalu byla na stejné arovni jako u lektinu WGA, mizeme tedy dle naseho experimentu
potvrdit, ze sekvence NeuSAc(a2-3)Gal(f1-4) GIcNAc se v zona pellucida prasete stejné jako
u skotu nachazi, nebo alespon ¢ast z tohoto oligosacharidu.

Posledni lektin, ktery byl v experimentu pouzivan, byl lektin PSA.V porovnani s vySe
uvedenymi lektiny byl signdl PSA nejslabsi. Slabsi signal by mohl byt zptisobeny Spatnou
funkci lektinu nebo se neprokazany disledek objevuje na strané znacenych struktur. Ve studii
oocytl psa se detekovala vazba lektint na struktury vyvijejiciho folikulu. Lektin PSA v tomto
piipad¢ slabé oznacil granulozni buniky primarnich folikuld, ale siln€é oznacil okoli
granuloznich buné€k a zona pellucida sekundarnich folikult (Blackmore et al., 2004). Lidské
oocyty také vykazovaly vazbu lektinu PSA v zona pellucida, kde byla detekovana struktura
mandézy (Talevi et al., 1997). Da se tedy predpokladat, Ze slabsi signal neni zptisobeny Spatnou
funkci lektinu. Lektin PSA znaci struktury obsahujici N — Acetyllactosamin, mandzu nebo
N — acetylglukosamin, které se podle predchozich studii vyskytuji ve velké mife ZP prase,
nemuze byt tedy signal slaby zdivodu malého mnozstvi téchto struktur. Heterogenita
sacharidovych struktur by mohla byt divodem slabého znafeni sacharidii. Praseci
ZP  glykoproteiny jsou diky pfitomnosti sialylovaného a/nebo sulfatovaného
poly-N-acetyllaktosaminu vysoce heterogenni (Yonezawa et al., 1997).

Signal lektinu PSA jsme detekovali pfedevSim na vnéjsi Casti zona pellucida, tedy na
jejim povrchu. Mezi hlavni neutralni N — glykany prasecich ZP glykoproteint patii di-anténni
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fukosylované glykany obsahujici N — acetyllaktosaminové fetézce, které se podileji na
rozpoznavani gamet (Tomova et al., 2021). N — vazané glykany obsahuji zbytky fukozy, ale
zadné tetézce mandzy (Katsumata et al., 1996).

U vybranych lektinti jsme prokézali jejich vazbu na sacharidové struktury, a to u vSech
vyvojovych stadii, které jsme pozorovali. Denzita signdlu se béhem zrani signifikantné
nemeénila, tedy struktury znacené lektinem WGA se béhem meiotického zrani neméni. Rovnéz
lektin MAA jsme u oocytli prokdzali. Intenzita signdlu se u jednotlivych stadii meiotického
zrani signifikantné nemeénila, mizeme ale potvrdit, Ze sekvence NeuSAc(a2-3)Gal(f1-4)
GlcNAc, kterou tento lektin specifikuje se na ZP prasete nachazi. Lektin PSA jediny vykazoval
rozdilnou denzitu mezi stadiem GV ke stadiu MI a MII. Denzita ve stadiu zdrode¢né¢ho vacku
(GV) byla slaba a poté se signifikantn¢ zvysila u oocytl ve stadiu MI a ztistala konstantni az
do stadia MII, coZ by mohlo znamenat, Ze nékteré struktury znacené timto lektinem se béhem
zrani méni. Otazkou zUstava o jakou strukturu se jedna. Retézce s vysokym obsahem mandzy
se vyskytuji pouze na ZP2 prasat, Takahashi et al. (2013) zkoumali, zda se distribuce ZP2 po
zrani zménila a ukazalo se, ze po maturaci se nezmeénila ani intenzita fluorescence, ani
distribuce ZP2. Muzeme tedy ptepokladat, Ze struktura, kterd v naSem experimentu meéni
denzitu signdlu PSA neni mandéza. Mohlo by se jednat o sekvence obsahujici
N — acetylglukosamin, jelikoz jeho vyskyt v ZP prasete je vysoky a mohl by denzitu signalu
svymi zménami ovlivnit.

Podobné se Takahashi se svym tymem (2013) vénovali studii zabyvajici se stejnym
problém jako vnasem experimentu. Zkoumali lokalizaci sacharidovych fetézcli na
glykoproteinech ZP nezralych a zralych oocyti prasete, pomoci biotinem konjugovanych
lektind. Pro detekci sacharidovych struktur zvolili odlisny vybér lektint — WGA, RCA a AAL.

V piipadé lektinu WGA, ktery byl soucasti i naSeho experimentu, prokdzali stejny
vysledek, u nezralych oocytl detekovali stejny signal jako u maturovanych oocyti, struktury
znacené lektinem WGA se tedy neméni. Po oznaceni praseci ZP lektiny RCA a ALL doslo
k pozitivnimu zbarveni u nezralych 1 zralych oocytl, bez progrese signalu. Slabé zbarveni
nastalo po kombinaci lektin SSA/MAM u nezralych oocytil. Signdl po zrani zesilil, coz
poukazuje na zvySeni sialylace béhem zrani. Pfedchozi studie potvrdily, ze zrani zahrnuje
zvyseni kyselosti ZP glykoproteini. Vysledky experimentu Takahashi et al. (2013) ukazuji, ze
B — Gal; a — Man; 8 — GlcNAc a kyselina sialova jsou pfitomny na neredukujicich koncich
prasecich glykoproteinti ZP. Jejich vyskyt byl prokazan jak u nezralych, tak u zralych oocytl,
bez rozdilu béhem zrani.

Z vyse uvedenych vysledkii Ize dospét k zavéru, ze vazba mezi lektiny a sacharidovymi
strukturami byla prokazana. Povaha lektinti dokazuje, ze pro detekci struktur vyuzivanych ve
vyzkumu je velice vhodna.
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Z.aveér

Cilem diplomov¢ prace bylo zjistit, zda sacharidové struktury glykoproteinti zona
pellucida se budou béhem zrani oocytu ménit. Sledovani zmén bylo zkoumadno pomoci
vybranych lektinti. Experiment byl vyhodnocen pomoci laserového konfokalniho
mikroskopu na zaklad¢ denzity fluorescence jednotlivych stadii zrani oocyta. Ziskané
snimky byly nasledné¢ hodnoceny pomoci programu analyzy obrazu NIS Elements.

Detekce sacharidovych slozek zona pellucida byla pomoci konfokalniho
mikroskopu potvrzena. Rozdily mezi jednotlivymi lektiny v denzité signdlu potvrzené
nebyly. U lektinh WGA a MAA se zména sacharidovych struktur béhem maturace
nepotvrdila. Hodnota denzity se mezi jednotlivymi stadii meiotického zrani nemeénila
a v porovnani lektini mezi sebou byla také srovnatelnd. Pouze lektin PSA vykazoval rozdil
v denzité mezi stadiem oocytli v zdrode¢ném vacku a oocyty ve tazi MI a MII.

Na zakladé€ vysledkt se zda, ze sacharidové struktury se béhem maturace nemeéni.
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