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Seznam zKkratek

AMK
AH
EFS
FcRL3
FSH
HG
HGCs
ICSI
IMSI
IVF
IVM
POF
TZP
VM/VE
7P

aminokyseliny

asistovany hatching

empty follicle syndrome (syndrom prazdného folikulu)

Fc receptor-like 3

folikulostimula¢ni hormon

hatching gland

hatching gland cells

intra-cytoplazmaticka injekce spermie

intracytoplasmic morphologically selected sperm injection
in vitro fertilization

in vitro maturace

premature ovarian failure (syndrom ptred¢asného ovarialniho selhavani)
transzonal projection

vitelinni membrana

zona pellucida



Cile prace

V této praci se zabyvam strukturou a vyznamem vrstvy zona pellucida, jako dulezité soucasti
oocytu savcu. Cilem této bakalaiské prace je zpracovat resersi shrnujici soucasné poznatky
o stavbé vrstvy zona pellucida a rozdilech mezi jednotlivymi zivo€iSnymi druhy. Soucasti
feSeni tohoto tématu je zaroven shrnuti poznatka o dalSich vrstvach (corona radiata, kumularni
bunky, oolema), které jsou spole¢né se zonou dulezitou soucasti celého procesu oplodnéni.



Uvod

Oocyty obratlovci, predevs§im savci jsou typické tim, ze je obklopuje relativné tlusta
extracelularni vrstva. Tato vrstva se nazyva zona pellucida a je nezbytna pro vyvoj a ochranu
oocytt. Ma velky vyznam pfi procesu oplozeni, pii prichodu pres vejcovody, vyvoji embrya
a jeho implantaci do délohy. Od pocatku minulého stoleti byla intenzivné zkoumana, ¢imz bylo
odhaleno mnoho zajimavych informaci, které se dodnes intenzivné zkoumaji v souvislosti

s procesem oplozeni, umélého oplozeni apod. (Moros-Nicolas a kol., 2021; Bokhove a Jovine,
2018; Familiari a kol., 2006).

Dnes je relativné dobfe znama jeji struktura a komponenty ze kterych se sklada. Stale se ale
objevuji nové vlastnosti, které tato vrstva plni. Jednou z nich je naptiklad vlastnost tvrdnuti,
tzv. hardening. Dale napiiklad ztenCovani a hatching. VSechny tyto procesy se intenzivné
zkoumaji. Je snaha pochopit na jakych principech tyto procesy funguji a jakou roli hraji pfi
oplozeni. Poznatky o téchto procesech by mohly odhalit dalezité informace vyuzitelné ke
zlepSeni technik umélého oplodnéni, jak v hospodarské, tak humanni sféfe (De Vos a Van
Steirtegem, 2000; Makerevi€ a kol., 2017).

V této bakalarské praci jsem se rozhodla formou reSerSe zpracovat informace o uvedené vrstve,
ktera hraje vyznamnou roli pii vyvoji oocytd. Dale i jeji vlastnosti, které jsou vyuzitelné
v oblasti umélého oplodnéni, coz je dnes jiz bézny proces, jak u zvirat (v zemédelskych chovech
nebo v zoologickych zahradach), tak také v humanni sféfe. Cast je vénovana i metodé IVF,
ktera diky novym poznatkiim nabyva ¢im dal vétsiho vyznamu, protoze diky nim se zvysuje
uspesnost provedeni tohoto procesu.



1. Zona pellucida, jeji vznik, struktura a funkce

Zona pellucida (ZP) je oznaceni pro acelularni vrstvu slozenou z glykoproteind, ktera obklopuje
plazmaticky obal vaji¢ka zvany oolema (Wassarman a Litscher, 2018; Wassaramn a kol., 2004;
Bleil a Wassaramn, 1980). Jako prvni ji v roce 1827 objevil a popsal l1ékar a ptirodovédec Karl
Ernst von Baer (Litscher a Wassarman, 2020). Jedna se o silnou vrstvu na povrchu rostouciho
oocytu (neoplozeného vajicka), vyvijejiciho se ve vajeCnicich savci (Wassarman a Litscher,
2018; Wassaramn a kol., 2004; Bleil a Wassaramn, 1980). ZP je vysoce porézni vrstvou, ktera
je polopropustna pro velké molekuly, viry apod. (Wassarman a Litscher, 2012; Familiari a kol.,
1972). Ma ale také mnoho jinych, dalezitych funkci, pti ochrané vajicka, distribuci latek mezi
vajickem a vnéjSim prostfedim a dal§i neméné dulezité funkce. V poslednich letech se
predev§im zkoumaji funkce, které ma ZP v procesu oogeneze a oplodnéni (Familiari a kol.,
2006; Hastings a kol., 1972).

1.1 Vznik ZP

Oogeneze je proces vzniku a vyvoje vajicka ve vajeCnicich samic. Prvopohlavni buriky
(gonocyty) davaji vznik oogoniim. Oogonie se nasledné mitoticky déli a vytvari tak shluky,
které tvoii oocyt I. fadu (2n). Ten se meioticky déli (I. meiotické déleni). V profazi
I. meiotického déleni se vyvoj zastavi (Collado-Fernandez, 2012; Eckelbarger, 2005). Oocyt
L. fadu v takové fazi obklopuje vrstva plochych epitelovych bunék, které tvoti primarni folikul.
V obdobi puberty se za¢nou oocyty dale délit. Oocyt I. fadu se rozdeli na oocyt II. fadu (1n)
a prvni polové télisko (Fusco a Minelli, 2019). Pii II. meiotickém déleni se oocyt II. fadu déli
na vajicko (ovum) a druhé polové télisko. Meiotické de€leni je vSak dokonceno az poté, co
pronikne spermie do vajicka (Collado-Fernandez, 2012; Bukovsky a kol., 2005).

Jiz zminovany folikul také prodélava nékolik vyvojovych stadii. Primarni folikul je tvofeny
oocytem I. fadu a jednou vrstvou folikularnich bunék. Tyto buriky zacinaji rust a vytvari kolem
oocytu nékolik vrstev granuloznich bunék, které na wvnéj§i povrch oocytu produkuji
glykoproteiny, ze kterych se vytvari ZP (viz obrazek 1) (Baena a Terasaki, 2019; Bukovsky,
2005; Eppig, 2001; Geneser, 1986). To se odehrava béhem 2. az 3. tydne ristové faze mysiho
vajicka (Wassarman a Litscher, 2012). Kdyz vajicko dosahne plné velikosti, folikul se zacne
vyrazné délit a rist. Dochazi k narastu bunek az o 60 000 bunek, ¢imz se z néj stava Graafiv
folikul, ktery mé uprostied dutinu tzv. antrum, naplnénou tekutinou, okolo které je nékolik rad
kumularnich bunék. Vrstva téchto bunék, které jsou nejblize oocytu, se méni ve vrstvu, které
se fika corona radiata (Wassarman a Litscher, 2012).
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Obrazek 1: Qocyt nachdzejici se v sekunddrnim folikulu. (Obrdzek viasti, podle: Bedford,
1983)

1.2 Zanik ZP

Po oplozeni oocytu spermii dochézi k dalSimu vyvoji. Vznika embryo, které prochéazi nékolika
vyvojovymi stadii: zygota, 2 blastomery, dale dochazi ke zmnozeni bunék, morula, blastocysta.
Nasledné dochéazi ke gastrulaci. ZP setrvava okolo vajicka az do obdobi blastocysty.
Ta prochazi nékolika fazemi: rana blastocysta, expandovana, volna a prodlouzena blastocysta.
U clovéka jsou to faze 7. az 10. dne po oplozeni (Litscher a Wassarman, 2020). Expandovana
blastocysta je u ¢lovéka obdobi 8. az 9. dne. V této fazi se embryo zvétSuje a zaroven se
zmensSuje perivitelinni prostor a také se zuzuje ZP. Nasleduje volna blastocysta, kdy embryo
vystupuje ze ZP a zustava volné (Gupta, 2023; Malinsky a Lichnovsky, 2006, Wassarman
a kol., 2004; Modlinski, 1970). Blastocysta se diky specifickym protedzam dostava ven ze ZP
tésné pred nidaci do délohy (Wassarman a Litscher, 2012). Tento proces vystoupeni blastocysty
ze ZP se nazyva ,hatching” (Wassarman a kol., 2004)

Hatching je proces, ktery probiha u vSech obratlovct, ktefi maji kolem vajicka a pozdeji
i vyvijejictho se embrya ochranny obal zvany ZP, vitelinni membrana (VM/VE) pfipadné
ochranny obal vajicka atp. (Korwin-Kossakowski, 2011; Nokhbatolfoghahai a Downie, 2007;
Yamagami 1981). Cas spusténi hatchingu je b&Zn& dan geneticky, ale také teplotou. Existuji
vSak 1 vyjimky. Mezi jednotlivymi zivocisSnymi druhy jsou podminky pro hatching pomérné
variabilni (Martin, 1999). Podle Yamagami (1981) se tento proces déli do dvou kategorii:
mechanicky a enzymaticky hatching. Mechanicky neboli biochemicky hatching nastava pti
pusobeni Casto vné€jsich faktort (Yamagami, 1981), jakymi jsou napfiklad teplota, chemické
slozeni prostiedi okolo nebo také svételné podminky. U ryb a obojzivelniku je dale vyznamna
napiiklad koncentrace kysliku ve vodé pfipadné pH vody, salinita. Tyto faktory mohou mit
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ptimy vliv na hatching, resp. na prodlouzeni nebo zkraceni doby jeho nastupu v procesu
embryogeneze. Nepiimy vliv se projevuje ovlivnénim sekrece enzymu potiebnych k tomu, aby
hatching probéhl (Korwin-Kossakowski. 2011; Martin, 1999). Enzymaticky hatching
umoziuje tzv. hatching gland (HG), coz je zlaza objevena u nékterych druhli obratlovca.
Je slozena z tzv. ,hatching gland cells® (HGCs), které obsahuji granula, ktera produkuji
hatching enzymy. Pasobenim téchto enzyml dochazi k rozkladani ZP a vystoupeni embrya
z ochranného obalu. Poté, co se embryo ze zony dostane, dochazi k plné degeneraci HGCs
(Korwin-Kossakowski, 2011; Nokhbatolfoghahai a Downie, 2007). Tyto enzymy se u raznych
zivocichu lisi. Napfiklad u ryb se jedna o enzym chorionaza (Quesada a kol., 2019; Korwin-
Kossakowski, 2011; Yamagami, 1981), ovastacin je enzym u lidi a mysi. Dale byly enzymy
nalezeny napftiklad i u ¢lenovct, kde se jednalo o astacin. VSechny tyto enzymy patii do stejné
skupiny enzymu (Quesada a kol., 2019).

1.3 Struktura a funkce ZP

Sav¢i oocyty se béhem dvou tydnid vyvoje zvétsi v prumeéru z 12 um na konecnych asi 85 um.
V prabéhu rastu oocytu se na jejim plazmatickém obalu (oolemé) zaCina tvofit ZP, ktera
je zpocatku jen tenkou difuzni vrstvou slozenou z fibril. Postupné se méni v hustsi, prasvitnou
vrstvu o tloust'ce piiblizné 8 um (Wassarman a Litscher, 2012; Wassarman a Josefowicz, 1978).
Jeji tloustka se mizZe pohybovat mezi 2-30 um (viz obrazek 2) v zavislosti na tom u jakého
druhu se vyskytuje (Moros-Nicolas a kol., 2021; Litscher a Wassaraman, 2020; Gupta a kol.,
2012; Wassarman a Litscher, 2012; Fléchon a kol., 2004; Bertrand a kol., 1995).
Pti podrobnych pozorovanich ZP skotu, kralikti (Moros-Nicolas a kol., 2021), ale také kreckdu,
lidi a myS$i, byla objevena jeji vicevrstevna struktura slozena z vngjsi, vnitini a mezilehlé vrstvy.
Vngéjsi i vnitini vrstva je typicka pravidelnym uspotradanim fibril, zatimco uprostied maji fibrily
zcela nahodné usporadani. Toto usporadani se nasledné€ po oplozeni mize ménit, a to diky
procesu zvanému hardening. Napii¢ obratlovci je tato vrstva typicka bud 2 nebo 3 vrstvami
fibril, které jsou rizné usporadané (Litscher a Wassarman, 2020).
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Obrazek 2: Mikroskopicky snimek zralého oocytu s plné vytvorenou ZP (Autor fotografie:
A. Nesvadbova).

Proteiny ZP

ZP je slozena z proteint, které tvoii az 30 ng v zavilosti na druhu (Gupta a kol., 2012).
Pro vyskyt proteint je typicka vnéjsi vrstva ZP, ktera ma pravidelné uspotadani fibril a jejich
vetsi denzitu nez vngjsi vrstva (Litscher a Wassarman, 2020). Proteiny jsou nejcastéji
syntetizovany rostoucim oocytem. U nékterych skupin organismu se vSak komponenty mohou
syntetizovat i ve folikularnich buiikach ¢i v jatrech (Wang a kol., 2021; Wassarman a Litscher,
2018; Jovine, 2005). Vyzkumy potvrzuji, ze soucasti kazdé zona pellucida savcu jsou tfi
zakladni glykoproteiny, které se oznacuji ZP1 (ZPB), ZP2 (ZPA), ZP3 (ZPC) a u ¢loveka navic
ZP4 (Gupta, 2023; Litscher a Wassarman, 2020; Wassarman a kol., 2004; Bokhove a Jovine,
2018; Wassarman a Litscher, 2018; Gupta a kol., 2012; Hasegawa a kol., 2006; Jovine a kol.,
2005; Wassarman a kol., 2004; Wassarman a kol., 1999; Green, 1997). ZP4 neni specificky jen
pro vrstvu ZP humannich oocyta, ale byl prokazan také u krys (Hoodbhoy akol., 2005), kiecku
(Izquierdo-Rico a kol., 2009), opic Macaca radiata (Ganguly a kol., 2008) a také prasat (Gupta,
2015). Tyto tfi zakladni proteiny se vyskytuji u vSech savca a jejich slozeni a funkce jsou
si z velké ¢asti podobné.

Napriklad sekvence mysich a humannich ZP2 a ZP3 jsou si podobné z 56 % a 67 %, coz
naznacuje, Zze by mohly byt tyto glykoproteiny odvozeny ze spolecnych predkt gena (Gupta,
2023; Wassarman a Litscher, 2012). Tyto proteiny jsou dulezitou soucasti ZP a tvoii jeji velkou
cast. Bleil a Wassarman (1980) zjistili, ze vSechny ZP, které zkoumali u my$i, se skladaly ze 4,8
az 5,0 ng proteint, coz je vice nez 80 % jejich suché hmoty a okolo 17 % z celkové hmoty
proteinii oocyti. Obecné se vSak mnozstvi proteini v ZP odhaduje pouze na ~3,5 ng
(Wassarman a Litscher, 2012). Kazdy z téchto proteini ma svou specifickou funkci, ktera
je dulezita pii oogenezi, fertilizaci a preimplantacnim vyvoji (Bokhove a Jovine, 2018;
Wassarman a Litscher, 2018; Hasegawa a kol., 2006; Jovine a kol., 2005; Wassarman a kol.,
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2004). Tyto proteiny jsou také specifické svym glykoproteinovym fetézcem a jinou
molekulovou hmotnosti, ktera v ptipadé ZP1 tvoii 36 %, ZP2 47 % a ZP3 17 % z celkového
mnozstvi proteini ZP (Bleil a Wassarman, 1980).

Nékteré funkce proteini jsou u rdznych druht odli$né, jiné zase podobné. Jednou
z nejvyznamnéjSich funkci ZP proteint je vazba spermie na vajicko, proto je vysoce specificka
pro jednotlivé druhy. Stejna funkce té€chto proteina vSak jest€ neznamena, Ze by se navzajem
mohly nahradit. Receptory na ZP jsou druhové specifické a neni tedy mozné je pro danou funkci
vyuzit pro jiny druh (Gupta, 2015).

Kumularni bunky oocytu

Pfi vyvoji oocytu je nezbytnd komunikace a vymeéna komponent sjeho okolim. Vajicko
v antralnim folikulu obaluje nékolik vrstev granuldznich bunék, pfi¢emz prvni tfi vrstvy
oznacujeme jako kumularni bunky. Komunikaci mezi témito burikami a vajickem
zprosttedkovavaji gap junctions. Tyto intracelularni spoje zajiStuji komunikaci a hraji
vyznamnou roli jak pfi vyvoji, tak v procesu rozmnozovani (Bani-Yaghoub, 1999; Bani-
Yaghoub a Bechberger, 1999; Eppig a O'Brien, 1996). Zajistuji kontakt nejen vajicka
s granul6znimi burikami, ale také kontakt v ramci celého ovaria (Ackert a kol., 2001). Kromé
toho jejich spoluprace umoziiuje vyznamné regulovat meiotické zrani vajicka a také preménu
folikularniho epitelu na zluté télisko (Anderson a Albertini, 1976). Gap junctions se skladaji
z intercellularich membranovych kanalkt, které umoziuji prichod malych molekul (inoty,
cAMP, ATP, Ca** atd.) o velikosti 1 < kDa (Nielsen a kol., 2012; Kidder a Mhawi, 2002; Ackert
a kol., 2001). Tyto kanalky se skladaji z riznych konexinid. Kazdy konexin je tvofen Sesti
konexinovymi proteiny (Nielsen akol., 2012). Konexiny a jejich specificka funkce se muze lisit
mezi druhy. Nejlépe prozkoumané jsou u mysi a krys, kde maji ¢asto i podobnou nebo stejnou
funkci. Mezi kumularnimi buiikami zajistuje kontakt pifevazné konexin43. Pokud kumularni
bunky tento konexin nemaji, zastavi se vyvoj oocytu v prenatalni fazi. Tento konexin byl také
zaznamenan v malém mnozstvi na povrchu oocytu. Mezi granuloznimi burikami a oocytem je
spojeni zaji§téno pomoci konexinu37. Jeho nepfitomnost vyrazné ovliviiuje vyvoj antralniho
folikulu (Kidder a Mhawi, 2019). Spoji jsou do rostouciho oocytu prenaSeny aminokyseliny
(AMK), glukoéza a nukleotidy (Kidder a Mhawi, 2019; Eppig, 1991). Mimo to vS§ak prochazeji
také signaly, které reguluji meiotické zrani plné vyrostlého oocytu (Diaz-Fontdevila a kol.,
2009; Fagbohun a Downs, 1991).

Gap junctions jsou dlouhé jen né€kolik nanometr, a proto je prenos latek k oocytu pres
ZP zprosttedkovan transzonal projections (TZPs) (viz obrazek 3). TZPs propojuji kumuléarni
buriky s ooctyem a umoziuji tak komunikaci v obou smérech (Kidder a Mhawi, 2019).
Jak zjistili Baena a Terasaki (2019), z kazdé kumularni bunky vychazi vice nez jeden TZPs
smérem k ZP. Ne vSechny spoje dosahnou zony, nékteré konci slepe, jesté pred jejim
dosazenim, a jiné naopak prochézeji skrz ni az k oocytu (Baena a Terasaki, 2019).

Kumularni buriky jsou vyznamné i z hlediska imunitni ochrany oocytu. Chrani jej pted vlivy
vnéjsiho prostiedi, které by mohly zplsobit zanét, ¢imz by doslo kreakci vedouci
k autoimunitnimu onemocnéni. Tento princip je ¢asto vysvétlenim pro neplodnost, kde maji
kumularni buriky velky vyznam, protoze usnadiuji selekci spermii, jejich kapacitaci
a akrozomalni reakci (Xia a Chan, 2009).
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Obrazek 3: Schéma nékolika kumuldrnich bunék s transzondalnimi vybézky (TZPs) pres ZP
k oocytu. (Obrazek viastni, podle: Baena a Terasaki, 2019)

1.4 Vyznam ZP

Funkce ZP jsou spojené s dulezitymi procesy, kterymi prochazi oocyt pied oplozenim i po ném.
Je vyznamna pro vyvoj oocytu, oplodnéni a pocateCni vyvoj embrya. Vytvafi se v procesu
folikulogeneze, zprostiedkovava komunikaci mezi oocytem a vnéj§im prostiedim. Nasledné
plni funkci pfi procesu oplozeni, kdy prostfednictvim proteinti zajistuje navazani a prichod
kapacitovanych, druhové specifickych spermii. Po oplozeni dochézi ke zménam ve struktute.
Tyto zmény jsou fizeny enzymaticky a jejich vysledkem jsou strukturni zmeény, které brani
spolu s dal§imi mechanismy tomu, aby dochazelo k polyspermii. Po oplozeni plni pifedev§im
ochrannou funkci az do faze, kdy se vyvijejici embryo implantuje do délohy samice. Chrani
vzniklé embryo, které se déli az do faze blastocysty, kdy prochéazi embryo pres vejcovody az
do délohy, kde ZP setrvava tésné do chvile pred nidaci do délohy (Moros-Nicolas a kol., 2021;
Bokhove a Jovine, 2018; Wassarman a Litscher, 2018).

Vyznamnost této vrstvy byla potvrzena vyzkumy ruznych autori. Po prokazani,
ze jednobunécnd faze vajicka je skoro stejné uspésna, jako dalsi pozdéjsi faze, vCetné faze
blastocysty, byl zkouman vliv odstranéni ZP. Zda bude mit odstranéni ZP néjaky vliv na
uspesnost nasledného vyvoje, bylo zkoumano na osmibunéénych embryich a blastocystach.
Vysledky vyzkumu neodhalily signifikantni rozdil mezi uspésnosti prenosu vajicek
osmibunécné faze, a to jak v piipad€, kdy byla ZP odstranéna pomoci prondzy, tak 1 pfi
odstranéni jinymi metodami. Odstranéni ZP pomoci pronazy tak zabranilo témef zcela vyvoji
téchto osmibunécnych fazi vajicek, kdyz byly preneseny do vejcovodt samicky. U blastocyst
byla také vyuzita k odstranéni ZP pronaza. Po jeji aplikaci a transportu do délohy nebo
vejcovodi nebyl pozorovan zadny dalsi vyvoj. V ptipadé€, kdy byla pro odstranéni pouZita nizsi
koncentrace, byly blastocysty uspéSné preneseny a nebyl zastaven ani jejich néasledny vyvoj.
(Bronson a McLaren, 1970; Mintz, 1967).
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Témito vyzkumy bylo potvrzeno, ze blastocysty potiebuji ZP pro prichod vejcovodem, a jesté
po néjakou dobu, co se nachazeji v déloze. Nasledné asi den po presunu vSak ZP ztraceji
spontanné a v této fazi jiz neni potiebna pro jejich dalsi vyvoj (Bronson a McLaren, 1970;
Orsini a McLaren, 1967; Tarkowski, 1961). Pro odstranéni se diive bézné vyuzivala praveé
pronaza. Mnohé z vyzkumu vsSak odhalily, Ze pfi vystaveni vajicek plnému pusobeni enzymu
prondza nedochdzi k zadnému dalSimu vyvoji blastocyst ani jinych vyvojovych stadii
oplozenych vaji¢ek. Proto se pozd¢ji zacaly uzivat niz§i koncentrace, piipadné jiné enzymy.
Tento negativni vliv pronazy popsal uz McLaren ve své praci ,,Transfer of zona-free mouse
eggs to uterine foster mothers* z roku 1969.
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2. Zona pellucida u riznych zivoc¢iSnych druhi

ZP zastava u vSech savcu stejné€ dilezitou funkci, a to jak v procesu ontogeneze, tak predevsim
ve fazi oplozeni, kdy zajistuje, aby vSe probéhlo tak, jak ma (fyziologicky), tedy aby se
navazaly druhové specifické a morfologicky nedefektni spermie. Dale indikuje akrozomalni
reakci a také zajistuje, aby nedochazelo k polyspermii, coz je stav, kdy pfes ZP projde do
oocytu vice nez jedna spermie.

Prvotni studie provedené predevSim na mySich a krysach ukazaly konstantni vyskyt tfi
glykoproteind, které byly pozdéji pojmenovany jako ZP1, ZP2 a ZP3. Vyskyt téchto proteinti
se pozdéji potvrdil 1 u dalSich savct, pro které je tato fibrilarni, extracelularni vrstva typicka
(Spargo a Hope, 2003). Mimo savce se v podobné formé nachazi i u dalSich vyssich obratlovcet,
napriklad u ostnokozct, ptaka, plazi, obojzivelnika a ryb (Litscher a Wassarman, 2020; Feng
a kol., 2018; Wassarman a Litscher, 2018; Jovine a kol., 2005; Spargo a Hope, 2003). Jakousi
obdobu ZP muzeme najit i u bezobratlych zivocicht. U nékterych zivocicht se oznacuje jako
VE (Wassarman a Litscher, 2018; Wassarman a kol., 2004; Spargo a Hope, 2003; Sladecek,
1986).

VE je stejné jako ZP vicevrstevna struktura slozena z fibril, které jsou uspotradany do tii vrstev.
Jeji hlavni funkci je vytvoreni bariéry mezi bilkem a Zloutkem, ¢imz ovliviluje vlastnosti
a vyvoj embrya (Bellairs a kol., 1963). Nejvétsi podobnost miizeme pozorovat u vnitini vrstvy
ZP a VE (Mann, 2008). Sekrece komponent této vrstvy je umoznéna granuloznimi bunkami
obklopujicimi oocyt a samotnym oocytem (Wassarman a Litscher, 2018; Mann, 2008; Jovine,
2005). Nekteré glykoproteiny VE se prokazatelné syntetizuji i jinde nez v oocytu, a to
konkrétn¢ v jatrech, odkud jsou nasledné za kontroly estrogenu transportovany krevnim
feCistém do vajeCnikti (Jovine a kol., 2005). Stejné€ jako ZP je VE vrstva, ktera svou vnitini
Casti priléha k oocytu a je slozena z proteini (Mann, 2008). Tyto proteiny se podobaji
ZP proteinim a Casto jsou také glykosylovany (Jovine a kol., 2005). Mezi hlavni proteiny této
vrstvy patii GPI, GPII a GPIII (Mann, 2008). Vnitini vrstva obsahuje proteiny podrodin
ZPC/ZP3, ZP1 a ZPD, coz je rozd¢leni, které ve svych pracich zminuji naptiklad Feng a kol.,
2018 nebo také Moros-Nicolas a kol., 2021.

Jedno z prvnich rozdéleni genti kddujicich proteiny ZP navrhnul J. D. Harris a kol. (1994) v dile
s nazvem ,,Cloning and characterization of zona pellucida genes and cDNAs from a variety of
mammalian species: the ZPA, ZPB and ZPC gene families”. Toto rozdé€leni roziazuje geny do
tfi podrodin. Nezahrnuje vS§ak mozné paralogie v ramci podrodin a tak bylo pozd¢ji nahrazeno
1épe propracovanym rozdélenim. Mimo vytvoreni podrodin vS§ak navrhl i dodnes vyuzivané
oznaceni proteini - ZPA ZPB a ZPC a to konkrétné dle délky proteinové sekvence, od té
nejdel§i ZPA po nejkratsi ZPC. Toto rozdéleni nebylo v souladu s pofadim, ve kterém byly
oznaCeny proteiny u savcu, konkrétné u mysi, a proto ZPA odpovida ZP2, ZPB odpovida ZP1
a ZPC odpovida ZP3 (Spargo a Hope, 2003).

Charakteristické geny kodujici proteiny ZP byly pozdéji klasifikovany do Sesti podrodin.
Témito podrodinami ZP proteint byly: ZP1, ZP2 (ZPA), ZP3 (ZPC), ZP4 (ZPB), ZPD A ZPAX
(Moros-Nicolas a kol., 2021; Wang a kol., 2021; Feng a kol., 2018). Jedna se o geny, které
nevykazuji mnoho podobnosti s témi u bezobratlych. Vyzkum provedeny Feng a kol. (2018)
uvadi jesté vhodnéjsi rozd€leni do osmi podrodin, které by mélo byt v souladu s dnesni
nomenklaturou. A mélo by tak zahrnovat evolu¢ni vztahy mezi ZP genovymi podrodinami.
Jedna se 0 ZPAX, ZPY, ZP1/4, ZP2, 7ZP3.2, ZP3.3, ZP3.1, ZPD (Feng a kol., 2018). Moros-
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Nicolés a kol. (2021) uvadéji dalsi mozné rozdéleni, které je v souladu s nomenklaturou, a to
do ¢tyt podrodin ZPA, ZPB, ZPC a ZPX. Toto rozdé€leni vzniklo na zéklad¢é analyzy dat
sekvenci cDNA z riznych sekven¢nich nukleotidovych databazi (Moros-Nicolas a kol., 2021).

2.1 Paryby (Chondrichthyes)

vees

skupiny fadime zraloky, rejnoky, chiméry atd (Litscher a Wassarman, 2018; Heinicke a kol.,
2009; Hamlett, 2005). Jedna se o skupinu se znacnou reprodukcni diverzitou. Mén¢€, nez
polovina z nich klade vejce. Tato vejce mohou byt velka az 10 cm a zpravidla je obklopuje
kolagenni vrstva (collagenous capsule) a ZP (Litscher a Wassarman, 2018; Galindez a kol.,
2014). K fertilizaci vSak musi dojit jesté pfed koneCnym zformovanim kolagenni vrstvy,
protoze ta na rozdil od ZP kostnatych ryb (Teleost) neobsahuje mikropyle ¢i jiné utvary
umoziujici priichod spermii k vajicku. Samotna ZP pak plni ochrannou funkci po celou dobu
vyvoje embrya (Litscher a Wassarman, 2018; Hamlett, 2005).

Analyzou proteinové vrstvy okolo vajicka byly nalezeny tfi geny kodujici proteiny ZP. Tyto
geny spadaji do podrodin ZP2, ZP3 a ZP4. Objevuji se zminky i o ¢tvrtém genu, ktery prozatim
nebyl prikazné potvrzen, ale pravdépodobné by zapadal do podrodiny ZPD. Muzeme najit
i zminky o patém genu podrodiny ZPAX, ten je ale dnes povazovan za identicky se ZP2.
Porovnanim sekvenci ZP proteini savcd, paryb a ryb dosli védci k zavéru, ze se jedna
o homologni geny, tedy geny spole¢ného ptivodu (Litscher a Wassarman, 2018).

2.2 Ryby (Osteichthyes)

Vsechny ryby maji kolem oocytu tlusty, fibrilarni, extracelularni matrix, ktery se oznacuje ZP,
ale také VE, pfipadné chorion (Sano a kol., 2022; Litscher a Wassarman, 2018; Thompson
a kol., 2017; Spargo a Hope, 2003). Litscher a Wassarman (2018) uvadéji, ze rybi ZP je
nejCasteji slozena ze 2 az 4 proteind, které jsou homologni k tém v sav¢i ZP. Syntéza téchto
proteinti muze probihat stejné jako u savCi zony v rostoucim oocytu, ale také v jatrech, ptipadné
i v obou organech (Litscher a Wassarman, 2018; Conner a Hughes, 2003; Spargo a Hope,
2003). Proteiny nekterych ryb ZPla, ZP1P a ZP3 jsou ortologni k huméannim ¢i mysim ZP1
aZP3, coz ukazuje na puvod téchto proteini u spolecného predka. Procentualni shoda
v sekvencich mezi ZP ryb a ZP u mysi a lidi se pohybuje okolo 33 %. Nizsi procentualni shoda
v sekvencich naznaCuje pouze moznou shodu ve funkcich téchto proteini u ryb a savca
(Litscher a Wassarman, 2018). V nékterych pracich se geny kodujici proteiny rybi ZP povazuji
za homologni s témi v ZP Tetrapoda. Fylogenetické analyzy provedené v ramci nékterych
vyzkumda, napiiklad Sano a kol. (2022) vSak naznaCuji, ze aC existuji jisté podobnosti
ve struktufe nékterych gend, jejich vyvoj je nezavisly na vyvoji gent Tetrapoda. Kromé toho,
ze poCty proteind v ZP se lisi, tak také mnozstvi genu je jiné. Savc¢i genom se sklada ze 3 az
4 gent, zatimco rybi genom muze mit 7 a vice ZP gentd (Goudet a kol., 2008).

Mezi hlavni funkce ZP proteind savcu patii schopnost kontroly navazani kapacitovanych
spermii. Naproti tomu u ryb tato funkce neni tfeba, protoze sperma se k vajicku dostava pres
mikropyle. Jde tedy o pfimou cestu a kontakt spermie a vajicka a neni zapotfebi zadného
procesu navazani. Proto maji proteiny spiSe strukturalni funkci (Litscher a Wassarman, 2018).
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Osteichthyes je skupina, typicka osifikovanou kostrou. Zahrnuji skupinu Sarcopterygii
na latimerie (Latimeria) a bahniky (Protopterus) (Zhao a kol., 2021; Friedman a Brazeau,
2010).

Osteichthyes jsou skupinou, ktera produkuje mnoho malych vajicek, u kterych probiha vnéjsi
oplozeni. Vajicka mohou byt velka maximaln€ 5 mm v priméru, narozdil od Chondrichthyes,
kteti produkuji az nékolika centimetrova vajicka. Velikost vajicka ryb se lisi také v zavislosti
na vyskytu daného druhu. Vajicka bentickych druhti jsou vétsi a obaluje je mnohem Sirsi
membrana (ZP) nez vajicka druhl pelagickych. Velikosti ZP se pohybuje od cca 7 um po 30
um, nekdy az 60 pm. Rozdil je také ve vrstvach ZP. Nékteré druhy maji pouze jednu vrstvu
diametralné usporadanych fibril, jiné jsou vicevrstvé, nékdy tiivrstvé stejné jako u savci ZP
(Litscher a Wassarman, 2018). U savct spermie priléha k ZP a dostava se skrz ni, ¢imz dochazi
ke splynuti membran a naslednému proniknuti spermie do vajicka, tedy oplozeni (Florman
a Ducibella, 2006). U ryb tomu vSak takto neni. V ZP se nachazi struktura, jakysi otvor, kterym
se spermie dostane k vajicku. Tento Gtvar nazyvame mikropyle, a miZe se nachazet ve vétsim
poctu, nez jedna (Schreier a kol., 2021).

Mezi rybami existuje i parafyleticka skupina bezCelistnatcti. Z bezcelistnatcti dodnes prezivaji
pouze dvé skupiny: sliznatky a mihule. Obé tyto skupiny patii mezi nejstarsi zijici skupiny
obratlovct vibec, a proto se o nich uvazuje jako o moznych pavodcich ZP gent. Vajicko
sliznatek je obklopeno tlustou fibrilarni strukturou, ktera mize mit az 250 pum (Litscher
a Wassarman, 2018), coz dava vajicku vyraznou pevnost, ktera je nejspis nezbytna pro preziti
v bentosu, na dn¢ moii (Gaisler a Zima, 2018; Litscher a Wassarman, 2018; Jorgen a kol.,
2012). Na rozdil od sliznatek se mihule pfirozené vyskytuji spise v jezerech, fekach
a v pobfeznich oblastech (Gaisler a Zima, 2018; Young, 1962). To pravdépodobné vysvétluje
i relativné tenci vrstvu obklopujici vajicko, kterd se pohybuje v rozmezi 6-11 um (Litsher
a Wassarman, 2018; Dziewulska a Domagata, 2009).

V souvislosti s rybi ZP je ptedev§im zkoumano, zda je tloustka ZP ukazatelem konkrétnich
ekologickych vlastnosti (Thompson a kol., 2017). Uz od konce 20. stoleti se bere tlustsi ZP jako
ukazatel nevlidnych podminek, ve kterych se dana vajicka museji vyvijet. Jedna se jak
o prostiedi bentosu, tak také o oblasti s nizsi teplotou, tedy polarni oblasti. V souvislosti s tim
se také zkouma mozna schopnost glykoproteinti ZP, ochranit vajicka pred zmrznutim (Litscher
a Wassarman, 2018).

2.3 Obojzivelnici (Amphibia)

Dnesni obojzivelniky délime do tfi fadi: Caudata (ocasati), Anura (zaby), Gymnophiona
(Cervorti). Tyto skupiny jsou vyrazné odlisné od jinych obratlovcl zpisobem zivota a také
rozmnozovacimi strategiemi. Pro obojzivelniky je charakteristické, Ze jsou pfizpusobeni zZivotu
jak ve vodé, tak 1 na sousi. To se odrazi i v rozmnozovacim cyklu, kdy jsou vylihnuti jedinci
pfizpasobeni zivotu ve vode a pozd€ji se vyvijeji v dospélce schopné Zivota na sousi (Cogger
a Zweifel, 1998). Proto se li§i i stavba jejich vajicek, ktera maji velmi jednoduchou stavbu bez
skorapky ¢i jiného ochranného obalu. Po oplozeni se tak vejce sklada pouze z embrya, zloutku,
ktery jej vyzivuje, a rosolovité, ochranné vrstvy okolo né&j (Hedrick, 2008; Cogger a Zweifel,
1998).
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V procesu oogeneze u samic dochazi k ovulaci vajicka, pfi kterém se vajicko uvoliuje
z ovarialniho folikulu a oocyt tak vstupuje do télni dutiny pouze s tenkym obalem kolem oocytu
(Oielska, 2009). Tomuto obalu se u obojzivelnikt fika tak, jako u ryb a dalSich zivocichu VE
(Sano a kol., 2022; Litscher a Wassarman, 2020; Oielska, 2009; Spargo a Hughes, 2003).
VE obojzivelniki se stejné, jako ZP, sklada z glykoproteint a jeji komponenty jsou sekretovany
oocytem (Conner a Hughes, 2003; Jovine a kol., 2002). U nékterych druht se VE syntetizuje
v pozdni fazi oocytu prvniho fadu, jesté pred vytvorenim kortikalnich granul a utvorenim
zloutku. Postupné vypliuje fibrilami perivitelinni prostor mezi vné&j§i vrstvou oocytu
a folikularnimi burikami.

Ve VE obojzivelniki byly detekovany az 4 glykoproteiny, které jsou svou nukleotidovou
sekvenci shodné s témi v savci ZP. Jedna se o geny z podrodin ZPA, ZPB, ZPC a ZPAX (Sano
a kol., 2022; Oielska, 2009; Hedrick, 2008). U obojzivelnikl se vyskytuji i zminky o genech
z podrodiny ZPD. U savct nejsou zaznamy o genech skupiny ZPD zadné, coz ukazuje na
moznost, ze tento gen vymizel jesté pred vyclenénim savci (Moros-Nicolas a kol., 2021).
Shoda v sekvencich se nachazi i pfi porovnani sekvenci proteini VE ryb a VE obojZivelnikd.
To ukazuje na skuteCnost, Zze né€které z téchto gent se do dnesni podoby dostaly jesté pred
evolu¢nim oddélenim ryb a obojzivelniki (Moros-Nicolas a kol., 2021; Smith a kol., 2005;
Spargo a Hope, 2003). Okolo plné vyvinutého oocytu se nachazi VE v podobé dvouvrstvy.
Vngjsi vrstva je tvofena hustou siti fibrilarnich vlaken, ktera jsou nasmérovana paralelné
s povrchem oocytu. Vnitfni vrstva je naopak typickd volnym usporadanim fibril (Oielska,
2009).

Pro kazdou skupinu organismu existuje modelovy druh, ktery se nejlépe zkouma, a slouzi jako
vychozi pro poznatky nejen o ZP/VE. Ve skupiné obojzivelnikll je velmi ¢asto zmiriovan
v souvislosti se ZP a ZP geny druh Xenopus laevis, coz je zastupce z fadu Anura. Zaroven se
jedna o organismus, u kterého se poprvé podafilo izolovat VE z zivociSného vajicka (Hedrick,
2008).

2.4 Plazi (Reptilia)

Dalsi skupinou obratlovct jsou plazi. Jedna se o skupinu Casto chapanou jako parafyletickou,
tedy nezahrnujici vSechny potomky spolecného predka. NejcCastéji jsou ztéto skupiny
vyclefiovani ptaci (Aves) (Moravec, 1999; Cogger a Zweifel, 1998). Podle autort Moravec
(1999) a Cogger a Zweifel (1998) zahrnuje tato skupina fady Testudines (zelvy),
Rhynchocephalia (hatérie), Squamata (Supinati) Crocodylia (krokodyli).

Plazi jsou zivoc¢ichové s vnitinim oplozenim. Vyjimkou jsou hatérie, u kterych se spermie
predavaji kloakalnim kontaktem. U plazii mizeme pozorovat vSechny tfi typy rozmnozovani:
vejcozivorodost, vejcorodost a v nékterych piipadech 1 zivorodost. V pripadé vejcorodych
a vejcozivorodych se zarodek vyviji ve vajicku, které jsou oproti tém u obojzivelnikii mnohem
slozitéjsi a lépe prizptisobené na nepiiznivé podminky prostiedi. Embryo je tak chranéno
skorfapkou. Uvnitf se nachazi zloutek, ktery embryo vyzivuje a déle tfi zarodecné blany:
allantois, chorion a amnion (Moravec, 1999; Cogger a Zweifel, 1998).

Stejné jako vajicka jinych obratlovci, i to plazi, chrani glykoproteinova vrstva. Nekteré zdroje
ji udéavaji jako perivitelinni membranu, ale Casto se také pouziva pojmenovani shodné
s pojmenovanim u ryb a obojzivelnika, tedy ZP (Vieira a kol., 2010; Spargo a Hope, 2003).
ZP se zacina formovat v obdobi kdy zacina oocyt rust, v tomto obdobi ma asi 80 um. Zona se
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formuje az do obdobi, kdy zacina tzv. vitelogeneze. Na pocatku vitelogeneze ma oocyt asi
1700 um a kolem négj je jiz zformovana ZP o tloustce asi 3.5 um (Vieira a kol., 2010;
Andreuccetti a Carrera, 1987). Jeji komponenty jsou syntetizovany samotnym oocytem a také
folikularnimi burikami (Wang a kol., 2021; Vieira a kol., 2010). Tyto komponenty jsou nasledné
transportovany pomoci vezikuld do perivitelinniho prostoru. Perivitelinni prostor neni
rovnomérny, jedna se pouze o kratké useky okolo oocytu. Useky se postupné vypliiuji fibrilarni
slozkou, ktera je prolozena amorfnim materialem (Vieira a kol., 2010; Andreuccetti a Carrera,
1987).

2.5 Ptaci (Aves)

Ptaci jsou skupinou obratlovcd typickou napf. pfitomnosti pefi, pevnou a lehkou kostrou
a snaSenim vajec se skorapkou (Young, 1962). Tato vejce lze charakterizovat jako amnioticka
vejce, coz znamena, ze maji tfi zadrodecné blany. Velikost vejce zavisi na velikosti ptaci
samicky. Vzdy ho ale jiz pti kladeni obklopuje pevna vrstva zvana skotrapka. Ta je vétSinou
slozena z uhli¢itanu vapenatého (Rahman, 2013; Young, 1962). Kromé skotrapky je dale
embryo obklopeno VE. Dalsi struktury viz obrazek 3. VE obklopuje a chrani samotny zloutek
a také dava zloutku kulovity tvar. Zaroven jej tak oddéluje od bilku a udrzuje ho v centralni
Casti vajicka. DEli se na vnitini a vnéj§i vrstvu. Vnitini vrstva je transparentni a pfiléha na
zloutek. Vngjsi vrstva ma bélavou barvu. VE a Zloutek jako jediné nejsou formovany primo ve
vejcovodech. Vnitini vrstva VE je produkovana vajecniky, zatimco vnéj$i vrstva se syntetizuje
v horni Casti vejcovodi (Jovine a kol., 2002). Samotné komponenty VE se stejné jako u ryb
mohou syntetizovat nejen v oocytu ale také v jatrech (Wang a kol., 2021; Jovine a kol., 2002).
Cela membrana je stejné jako u jinych Zivocicha slozena z fibrilarniho materialu a jeji soucasti
jsou glykoproteiny. Jednou z nejdulezitéjSich funkci VE u ptakt je zabranéni polyspermie
(Damaziak a kol., 2018; Rahman, 2013; Mann, 2008). Stejné jako VE/ZP jinych Zzivoc¢icha
je ita ptaci typicka glykoproteiny riznych podrodin. U riznych druht byly prokazany rizné
geny, celkem vSak 6 podrodin. V genomu kufat, jez jsou nejCastéji zkoumanou skupinou
z ptakt bylo objeveno vSech 6 VE genu: ZPA, ZPB1, ZPB2, ZPC, ZPX1, ZPX2 (Sanol a kol.,
2022; Mann, 2008). Geny podrodiny ZPAX byly nalezeny jak u kufat a jinych ptakua, tak
i u obojzivelniki. Nebyly vsSak nalezeny u savcl, coz naznacuje, ze se tato podrodina genu
pravdépodobné vytratila pfed vy¢lenénim savct (Moron-Nicolas a kol., 2021).
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Obrazek 4: Podrobny popis ptaciho vejce v podélném tezu (Obrdazek viastni, podle:
https://www.britannica.com/topic/egg-food)

2.6 Savci (Mammalia)

Savci jsou skupinou, ktera je typicka tim, ze kolem jejich oocytu se nachazi ZP. Jedna se
zaroven o nejlépe prozkoumanou skupinu z hlediska jeji struktury, vlastnosti a funkce. U savcu
se na rozdil od jinych zivocichd pouziva v zasadé pouze oznaceni ZP (Spargo a Hope, 2003).
Jeji komponenty jsou stejné jako u obojzivelnikli syntetizovany pouze samotnym oocytem
(Wang a kol., 2021; Jovine a kol., 2002). Hlavnim zdrojem informaci o ZP u savcu jsou mys$i
a krysy. Na té€chto organismech se ZP zkoumala od pocatku, kdy byla zndma jeji existence, coz
vedlo k tomu, Ze ty nejzasadnéjsi informace pochazi praveé z vyzkumu na téchto organismech.
Pozdé&ji byly obdobné vlastnosti a funkce potvrzeny i u dalSich druhi savca (Feng a kol., 2018).
Dnes jiz dobfe zname i charakteristiku humanni ZP, coz pfinasi velké mnozstvi informaci
vyuzitelnych naptiklad pfi feseni neplodnosti.

Sav¢i ZP je typicka vyskytem 3—4 glykoproteint oznacovanych jako ZP1 (ZPB), ZP2 (ZPA),
ZP3 (ZPC) a ZP4 (viz Tabulka 1). Tyto proteiny se napii¢ savci velmi podobaji nejen
strukturou, ale Casto také funkci. Podobnosti v sekvencich AMK miuiZeme nalézt napiiklad mezi
humannimi ZP proteiny a témi u mys$i. Humanni ZP1 je z 64 % identicka s mys$i ZP1 a z 96 %
je shodna se sekvenci ZP1 u primatd z rodu makak. U prasat predstavuje ZP1 pseudogen.
Humanni ZP2 mé z 57 % identickou sekvenci jako mysi ZP2, 64 % shoda sekvence je
v porovnani s praseci a 94,2 % se ZP2 makakl. ZP3 humanni je z 67 % identicka s mysi, z 74 %
z praseci a z 93,9 % se ZP3 makakt. ZP4 u Clovéka je z 68 % identicka s praseci a z 92 % se
7ZP4 makakl. ZP4 u mysi predstavuje pseudogen (Gupta, 2023; Gupta a kol., 2012). Vétsina
funkci ZP se mezi druhy nelisi. Nékdy jsou vSak vykonavany odlisSnymi proteiny. Napiiklad
u humanni ZP vykonava ZP1 a ZP3 funkci primarniho receptoru pro spermie a ZP2 nékdy
funguje jako sekundarni receptor (Gupta, 2015; Gupta a kol.,, 2012). Nekteré studie
predpokladaji, ze navazani spermii zajistuje nekdy i ZP4 (Gupta, 2015), ale naptiklad vyzkum
Moros-Nicolas a kol. (2021) tika, ze tento specificky protein se tohoto procesu neucastni.
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Ke spravnému rozpoznani a navazani jsou potieba vSechny tfi proteiny ZP1, ZP2 1 ZP3 (Gupta,
2015; Moros-Nicolas a kol., 2021). Naproti tomu u mysi je primarnim receptorem pro spermie
ZP3 a jako sekundarni receptor funguje ZP2 (Moros-Nicolas, 2021; Feng a kol., 2018;
Wassarman a Litscher, 2009; Wassarman a Litscher, 2004).

Variabilni je napfi¢ druhy i tloustka ZP. Mysi ZP se pohybuje okolo 5 pm (Wassarman
a Litscher, 2022; Fléchon a kol., 2004), prasec¢i az 10 um (Fléchon a kol., 2004). Humanni ZP
ma pramérné okolo 18 pum (Wassarman a Litscher, 2022).

Tabulka 1: Typy proteimi tvoricich ZP u vybranych druhii savcu (Tabulka viastni, zdroje:
Gupta, 2023; Moros-Nicolas, 2021; Gupta, 2012).

ZP protein
Druhy ZP1 7ZP2 7P3 ZP4
My$§ v v v x
Prase x v v v
Pes x v v v
Tur X v v v
Clovek v v v v
Krysa v v v v
Krecek v v v v
Kralik v v v v
Makak kapovy | v v v v
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3. Fertilizace

Fertilizace, neboli oplodnéni, je proces, pii kterém se spojuji dvé pohlavni buiky (spermie
a vajicko). Dochazi tak ke kombinaci haploidnich sad chromozomi dvou jedinct a vzniku
oplodnéné bunky (zygoty). Fertilizace zahrnuje né€kolik fazi: kapacitaci spermii, jejich prianik
pfes corona radiata a ZP, kontakt spermie s oolemou, spojeni plazmatickych membran
a vniknuti spermie do vajicka. V tomto procesu hraje ZP vyznamnou roli jako bariera, kterou
musi spermie piekonat na cesté k vajicku a nasledn€ po proniknuti spermie brani polyspermii,
tedy prunika vice nez jedné spermie (Kim a kol., 2008; Florman a Ducibella, 2006; Wassarman
a kol., 2001).

Proto, aby mohla spermie vaji¢ko oplodnit, je potieba, aby probéhlo dozravani, tzv. kapacitace.
Bez tohoto kroku neni spermie schopna oplodnit vajicko in vivo ani in vitro. Jednim z kroku pfi
kapacitaci je odstranéni cholesterolu z membrany spermie, ¢imz se zpfistupni nékteré
transportni kanaly (Sutovsky, 2009; Florman a Ducibella, 2006; Bedford, 1983).

Pfi samotném pruchodu do vaji¢ka prochazi spermie nejdiive pies vrstvu kumularnich bunek,
¢imz se dostane az k vrstvé corona radiata. Ta predstavuje bariéru pro pronikajici spermii.
Pro prinik vyuziva enzym hyaluronidaza, ktery je ulozen v hlavicce spermie, které se fika
akrozom. Kromé hyaluronidazy se v hlavi¢ce nachazi i mnoho dalSich vyznamnych proteind.
Pro samotnou akrozomovou reakce, tedy prichod pres kumularni bunky, ZP a oolemu jsou v§ak
nejvyznamngjsi proteiny hyaluronidaza a akrosin. Hyaluronidaza je uvoliiovana z akrozomu
a §tépi kyselinu hyaluronovou mezi burikami corona radiata. Touto vrstvou pronikd vétsi
mnozstvi spermii. Poté se dostavaji k vrstvé ZP (Sutovsky, 2009; Kim a kol., 2008; Geneser,
1986), kde se spermie navaze v miste, kde se nachazi protein ZP3. Zde dochazi k akrozomalni
reakci. Nejprve dojde ke zvyseni koncentrace Ca’* ionti smérem do spermie, poté pomoci
SNARE proteina dojde k pfiblizeni spermie a ZP, uvolni se enzym akrozin, ktery ZP narusi
a spermie tak muze volné projit touto vrstvou az do perivitelinniho prostoru mezi zonou
a oolemou. Pfi kontaktu spermie s oolemou se spusti kortikalni reakce, coz zptisobi zablokovani
receptort ZP3, ¢imz dojde k zabranéni prichodu dalSich spermii pies ZP (Florman a Ducibella,
2006; Ramalho-Santos a kol., 2000). Spermie se k oolemé priiklada hlavickou ze strany.
Jejich plazmatické membrany postupné splyvaji, az se cela spermie v¢etné biciku dostane do
cytoplazmy vajicka. Tim se dokonci meioticky vyvoj a vznikne druhé podlové télisko
(Makarevic¢ a kol., 2017; Kim a kol., 2008).

Piiblizeni membran spermie a vaji¢ka je nezbytny proces, ktery vede k oplozeni. Ugastni se ho
velké mnozstvi proteint jak na membrané spermie, tak na oolemé, tedy plazmatické membrané
vajicka. Nékteré se ucastni pouze priblizeni a navazani membran spermie a vajicka a dalsi pak
v procesu kdy membrany fuzuji. Vyznamnym objevem byla interakce dvou proteini Izumol
a Juno. Izumol je protein nachazejici se na membrané spermii. Juno se nachazi na ooleme.
Tyto dva proteiny tvoii vazbu nezbytnou k navazani kapacitovanych spermii, které prosly
akrozomovou reakci. Vyzkumy prokazaly, Ze nepfitomnost téchto proteini zpusobuje
neplodnost, a to bud’ se strany samce nebo ze strany samice, pfipadné od obou (Vondrakova
a kol., 2022; Jean a kol., 2018; Bianchi a kol., 2014). Juno je zaroveni povazovano za protein,
jehoz nepfitomnost brani polyspermii. Tento protein je pomérné rychle po oplozeni
na membrané oolemy nedetekovatelny. U lidskych oocytu je nedetekovatelny jiz cca 40 minut
po oplozeni. Cimz brani navazani spermii na oolemu a brani tak vniknuti vice nez jedné spermie
do vajicka. Zatim vSak nelze prikazné fict, zda Juno pouze opousti interakci s Izumo1 nebo zda
opousti i oolemu (Vondrakova a kol., 2022; Bianchi a kol., 2014).
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Tato interakce Juno/Izumol je typicka pro vSechny savce vCetné vaCnatct. Nasledna fuze
membran je vSak druhové specificky proces. V roce 2022 vysla prace od Vondrakova a kol ., ve
které byl identifikovan a pojmenovan protein, ktery stoji pravé za fuzi membrany spermie
a vajicka. Jedna se o FcRL3 (Fc receptor-like 3), ktery byl vyzkumnou skupinou pojmenovan
jako MAIA. MAIA se tak povazuje za hlavni protein, ktery umoziiuje fizi membran. Bylo
potvrzeno, ze v jeho pfitomnosti dochdzi ke zménam mezi obéma membranami. V pfitomnosti
MAIA byla Vondrakova a kol ., (2022) n€kolika metodami prokazana fize membran a nasledny
pruchod hlavicky spermie pies oolemu. Kromé proteinu Juno a MAIA se mohou navazani
a fuze dale ucastnit 1 jiné proteiny, jako jsou tetraspaniny, napi CD9 aj. (Vondrakova a kol.,
2022). Jedna se o vyznamny objev v oblasti reproduk¢ni biologie, ktery je velkym pfinosem
a muze vést ke zlepSeni metod 1é¢by neplodnosti, ale i jinych odvétvi reprodukéni biologie.

Z toho vyplyva, ze zona pellucida je velmi dilezita pfi procesu fertilizace, protoze selektuje
morfologicky normalni spermie, indukuje akrozomalni reakci a predchazi polyspermii (Gupta,
2015; Marco-Jiménez a kol., 2012). Zaroven zprostiedkovava komunikaci mezi oocytem
a vn¢jSim prostiedi pres TZPs (Kidder a Mhawi, 2019).

3.1 In vitro fertilization (IVF)

In vitro fertilization neboli oplodnéni in vitro (IVF) je metoda umélého oplodnéni probihajici
mimo zivy organismus. Jednd se o biotechnologii vyuzivanou predev§im v chovu
hospodarskych zvitat, v ramci zoologickych zahrad a dnes uz také bézn€ v humanni sfére. Tato
technologie je Siroce vyuzivana pro produkci embryi pro zakladni vyzkum, pfi chovu
hospodarskych zvifat a dale naptiklad pfi klonovani a transgenezi (geneticka modifikace
organismil) (Marco-Jiménez a kol., 2012).

ZP hraje vyznamnou roli v metodé IVF. Pro to, aby metoda probé&hla uspésné je potieba aby
oocyt obklopovala neporusena a plné vyvinuta ZP (Edwards, 2007). Neméné dulezita je pro
pruchod spermii (Makerevic a kol., 2017; Parrish, 2014), a naslednému zabranéni polyspermii.
Jeji vlastnosti se v pribéhu vyvoje méni a tim ZP urCuje i dobu po jakou je oocyt mozné
oplodnit spermii, ptipadné€ dobu, po jakou je mozné oplozené vajicko implantovat do délohy
samice (Makerevi€ a kol., 2017).

In vitro fertilization (IVF) je metoda umélého oplodnéni probihajici mimo télo organismu.
Tato metoda se zacCala zkoumat jiz v 19. stoleti. Mezi lety 1878—1953 se n€kolik védct pokusilo
o dukaz a pochopeni IVF, mnoha z jejich tvrzeni byla nasledné vyvracena. Na pocatku byly
zkoumanymi organismy jako napf. hlistice, moisti zivo€ichové pozdéji se zacaly zkoumat
i sav¢i skupiny, mezi které patfili napiiklad kfecci, morcata a kralici (Makarevi€ a kol., 2017;
Yanagimachi, 2012). Prvni, pln€ provedenou fertilizaci in vitro, uskute¢nili irsti védci Lu a kol.
vroce 1988 (Makarevic a kol., 2017). Prvni narozeni ditéte tzv. ,ze zkumavky“ bylo
zaznamenano roku 1978. Tento Uspéch se pripisuje britskym fyziologim Edwards a Steptoe
(Yanagimachi, 2012). V tehdejim Ceskoslovensku se to podafilo o 4 roky pozdgji brnénskému
kolektivu v Cele s profesorem Ladislavem Pilkou (Makarevi¢ a kol., 2017).

Této metodé predchazi neékolik dalsich krokd, které jsou nezbytné pied samotnym oplozenim
oocytu. Prvnim a velice dilezitym krokem je vybér vhodnych oocyti. Pro IVF je nutné pouzit
jen kvalitni dozralé oocyty s pfitomnosti kumularnich bunék, homogenni ooplazmou
a neporuSenou ZP. Tomu predchazi hyperstimulace, coz je hormonalni stimulace vaje¢nika,
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ktera zplisobi vyvin vice vaji¢ek ve folikulech (Makarevic a kol., 2017; Edwards, 2007).
Nasleduje odebrani oocyti z vajecnika. To maze probihat riznymi metodami. Odebrané oocyty
pak vzdy putuji do maturacniho media, v némz dochazi ke zrani oocytu, které se tak stavaji
vhodné pro fertilizaci. Toto médium obsahuje folikulostimulaéni hormon (FSH), ktery
stimuluje rast ovarialnich folikult. Tato faze se nazyva in vitro maturace (IVM) (Makarevic
a kol., 2017). Tim jsou oocyty piipraveny k oplodnéni. Pfedtim, nez k oplodnéni dojde, je ale
nutné zajistit spermie. Pro metodu IVF se pouziva bud cerstvé nebo zmrazené sperma.
V ptipadé pouziti Cerstvého, je nejprve nutné odebrat dostatecné mnozstvi ejakulatu a nasledné
makroskopicky i mikroskopicky zhodnotit jeho kvalitu. Nasleduje proces kapacitace, tedy
dozravani spermii. Tento proces se provadi jak u Cerstvého, tak rozmrazeného spermatu.
Pti kapacitaci dochazi k biochemickym zménam v akrozomalni ¢asti spermie, tedy na hlavicce.
Zmeny jsou nezbytné k tomu, aby byly spermie nasledné schopné akrozomalni reakce, tedy
pruchodu pfes kumularni bunky, ZP, a nakonec i1 splynuti s oolemou a proniknuti do oocytu
(Makarevi¢ a kol., 2017; Parrish, 2014). Studie ukazaly, ze kapacitace spermii z Cerstvého
ejakulatu je Casové narocnéj§i nez u rozmrazenych spermii z pejet. Naopak byla ale
zaznamenana vySsi uspésnost fertilizace v pripadech, kdy byly pro oplodnéni pouzity Cerstvé
davky ejakulatu (Parrish, 2014).

Poté, co je piipraven oocyt i spermie, je tfeba provést samotné oplodnéni. Zivotnost
neoplozenych oocytd je po ovulaci pouhych par hodin a je proto velmi dulezité cely proces
spravné naCasovat. Existuji také dukazy, Ze pfi starnuti oocytt dochazi ke zménam vlastnosti
ZP a jeji schopnosti umoznit penetraci spermie do vajicka, tzv. hardening (Makerevi€ a kol.,
2017). Pti procesu, kdy spermie musi prekonat bariéry oocytu, dochéazelo v pocatcich vyzkumu
k velké chybovosti, a proto se hledaly moznosti, jak proces usnadnit a zvysit jeho spéSnost.
Dnes jiz bézn€ vyuzivanou metodou usnadriujici prichod spermie pies veskeré bariéry oocytu
je intra-cytoplazmaticka injekce spermie (ICSI). ICSI umoziiuje dopraveni jedné konkrétni
spermie piimo do oocytu. Spermie se do oocytu vpravuje pomoci mikroinjekce a diky tomu
obchazi vSechny pocatecni kroky IVF, tedy prichod spermie pfes kumularni buriky, navazani
na specifické proteiny ZP, priichod zonou a fuzi s oolemou vajicka. Vyuzivanim ICSI se
uspesnost oplodnéni zvysila az o 80 % (Makerevi€ a kol., 2017; Yanagimachi, 2012). Pozdé&ji
byla vyvinuta technika IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm injection), ktera
pfed samotnym ICSI hodnoti morfologii spermie, tak aby byla vybrana ta nejvhodné;si.
(Makarevi€ a kol., 2017).

U metody IVF je velmi dulezité nacasovani. Je nutné, aby vSechny kroky byly provedeny ve
spravny cas, jinak se zvySuje pravdépodobnost neuspéchu. Pro piesnost je nutné znat morfologii
a vyvojova stadia oocytu i spermii u jednotlivych zivociSnych druha. Také znalost
molekularnich mechanismt je zakladem uspésnosti v IVF, ale také obecné v oblasti
reprodukéni biologie (Makerevi¢ a kol., 2017). I pfesto nastavaji chyby v 10-15 % pfipada
umélého oplodnéni. Mnoho studii uvadi jako hlavni divod netspésného oplozeni defekty
spermii. Mén¢ Casté se pak zdaji neuspéchy zpusobené abnormalnimi a nedozralymi oocyty
(Marco-Jiménez a kol., 2012; Liu a Baker, 2000). Dulezitym krokem je navazani spermie na
specifické proteiny ZP (Liu a Baker, 2000). To bylo velkym problémem pii IVF, dokud se
nezacala vyuzivat ICSI a v poslednich letech navic v kombinaci s IMSI. I pfesto vSak Gspésnost
nedosahuje 100 %. Vyzkum z roku 2000, provedeny Liu a Baker prokazal pozitivni korelaci
mezi normalni morfologii, dobrou pohyblivosti spermii a uspé$nosti v navazani a prachodu pres
ZP. U parQ ucastnicich se tohoto vyzkumu, které mély dlouhodoby problém s fertilizaci, bylo
procentualné vice pripadd, kdy selhani IVF zpusobila neschopnost spermii navazat se a projit
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ZP. U téchto part bylo nejprve vyuzito bézné metody IVF, kde se tispésnost fertilizace nijak
nezvysila. Nasledné byla aplikovana metoda IVF za vyuziti ICSI. V tomto ptipadé fertilizace
probéhla uspésné u nadpolovi¢niho poctu para (Liu a Baker, 2000).

Vyuziti metody IVF je velké, a pfinasi mnoho uzite€nych informaci, jak pro vyzkum, tak i pro
praxi. Vyuziva se predevsim pro testovani biologickych procesu, dale k uchovani zivocisnych
genetickych zdroji a v neposledni fadé se vyuziva v asistované reprodukci u zvifat a lidi.
Testovani biologickych procest piinasi mnoho uziteCnych informaci, jak o celém procesu
in vitro, tak 1 o konkrétnich latkach, které se procesu ucastni. Tyto informace jsou nasledné
genetickych zdroju je dialezité pro uchovani biodiverzity, ktera aktualné rychle klesa. Tento
pokles je pozorovatelny napf. u nékterych druht hospodaiskych zvitat, kde dochazi k vyrazné
genetické selekci a tim se zvySujicimu inbreedingu (Makerevi¢ a kol., 2017).

3.2 Imunologie — infertilita Zen

Faktorti ovliviiujicich plodnost u Zen je ne¢kolik. Mezi ty nejCastéjsi patii naptiklad hormonalni
problémy, genetické priCiny, nepruchodnost vejcovodu a také imunitni reakce. Pfi naruSeni
prostfedi, tedy imunologie ovaria dochazi k jeho autoimunitnimu poskozeni. Mezi hlavni
pfi€iny patii hormonalni dysbalance. Déle také ptimé poSkozenim tkan€ ovaria béhem in vitro
fertilizace (UlCova-Gallova a Madar, 2020).

Vysledkem autoimunitniho poS§kozeni vajecniki mize byt u nékterych samic snizena plodnost
spojena s vysokymi hladinami antiovaridlnich a antizonalnich protilatek. Vysoka hladina
antiovarialnich protilatek je spojena se syndromem predCasného ovarialniho selhavani (POF)
nebo také s anovulaci. Vysoké hodnoty antizonalnich protilatek se objevuji pfi opakovaném
ziskavani oocyti z folikuld od Zivych darkyni (Ulcova-Gallova a Madar, 2020). Antizonalni
protilatky mohou branit spravnému splynuti oocytu se spermii (Malickova, Drahosova, Ul¢ova-
Gallova, Madar, 2020; Shibahara a kol., 2020). Nékolik studii ze 70. let minulého stoleti
prokazalo, vysoké koncentrace téchto latek u mnoha Zen, kterym byla prokazana infertilita
(Shibahara a kol., 2020; Gupta, 2015). Protilatky se nachazeji na povrchu oocyti a nasedanim
na receptory spermii je deformuji ¢i maskuji, a tak brani jejich interakci se ZP (Mali¢kova,
DrahoSova, 2020; Shibahara a kol., 2020). V takovém pfipadé je vhodnym feSenim praveé
metoda IVF spolu s ICSIL

To, ze je ZP dulezita pii fertilizaci, podpofilo zjisténi, ze mutace v genech kodujicich lidské ZP
proteiny mohou vézt k abnormalitam ZP, pfipadné jejimu ztenceni i jeji Uplné neptitomnosti.
Mutace také zpisobuji syndrom prazdného folikulu (EFS). To vSe muze zptsobit selhani pfi
fertilizaci (Gupta, 2023; Moros-Nicolas a kol., 2021). EFS je stav, ke kterému dochazi pti
stimulaci vajec¢nikt v procesu IVF. I pies zdanlivé normalni rist a dozravani folikult se v nich
nenachazi zadna vajicka. Hormonalni hladiny jsou také v normé, nic tedy nenaznaluje
abnormalni stav (Stevenson a Lashen, 2008). Mutace ZP proteint u kralika odhalily, ze mutace
v genu kodujici ZP1 mohou ovlivnit nejen usporadani ZP kolem oocytu, ale také jeho vyvoj.
Mutace ZP2 vedou k vytvareni velmi tenkych ZP ptipadné ZP neobklopujicich oocyt, tyto
defekty znamenaji, ze oocyt neni vhodny pro IVF metodu a je tedy tfeba zvolit jiny postup. ZP3
mutace vedou k EFS. Méné Casté se pak zdaji mutace genti ZP4 (Moros-Nicolas a kol., 2021).
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3.3 Hardening

ZP je charakterizovana jako elasticky vicevrstevny obal oocytu. Jeji mechanické vlastnosti se
vS§ak mohou ¢asem ménit. Hardening neboli tvrdnuti, je proces, pii kterém dochazi ke zméné
ve struktufe ZP. Jde o pfirozeny proces, ke kterému dochéazi po oplodnéni oocytu spermii.
Slouzi k tomu, aby nasledné zabranil polyspermii, aby chranil vzniklé embryo az do doby, nez
bezpecné projde vejcovody a dojde k tzv. hatchingu (Wang a kol., 2021; De Vos a Van
Steirtegem, 2000). A v piipadé organismu s vnéj§im vyvojem embrya, slouzi predevsim jako
ochrana proti vné&j$im vlivim prostiedi. Jedna se o velice dulezitou vlastnost ZP, ktera zvysuje
Sance na preziti. Je velmi dulezita, jak u Zivorodych taxonu, tak u téch, kteti kladou vejce do
vodniho prostiedi (ryby a obojzivelnici). Pro tyto organismy s vnéjSim vyvojem embrya je
hardening zasadni pro jejich preziti. Tuhnutim ZP je udrzovano vnitini prostiedi, tedy
predevsim tlak a voda. Dale ochrana pred nastrahami vodniho prostiedi. Pfes zonu probiha také
diftize a vyména plynt. Navic chrani embryo pied bakteriemi, ale ma i mnoho dalSich velmi
dilezitych funkci. Toto je typické piedevsim pro ryby, obojzivelniky a motské jezky, jejichz
zpusob vnéjsiho vyvoje vyzaduje vice funkci vajicka nez u té€ch s vnitinim vyvojem embrya
(Wang a kol., 2021).

Ke zménam dochazi hned po oplozeni. Oocyt uvoliiuje obsah svych kortikalnich granuli, které
se nachazeji pod plazmatickou membranou oocytu (Papi a kol., 2010). Tento proces se nazyva
kortikalni reakce a jeho vysledkem je zména mechanickych vlastnosti ZP (De Vos a Van
Steirteghem, 2000). Zmény, které v této souvislosti probihaji, jsou vysledkem putisobeni
enzyml. Zmény zahrnuji naptiklad Stépeni ZP2, coz je protein, ktery pomaha spermii pfi
ptichyceni k ZP. Bez tohoto proteinu se spermie nejsou schopny piichytit k zon¢ a uspésné
projit skrz (Papi a kol., 2010). V piipadé ryb pak dochazi k zabranéni prichodu spermii skrz
mikropyle. (Wang a kol., 2021). Déle dochazi k oddaleni ZP od povrchu oocytu. Takze i kdyby
se néktera ze spermii dostala pres ZP, nebyla by schopna dosahnout povrchu oocytu a nedoslo
by ke splynuti plazmatickych membréan (Papi a kol., 2010). Podrobné popisuje zmény ve své
praci Wang a kol. (2021), ktefi uvadéji 4 mozné biochemické procesy, které se na hardeningu
podileji. Prvnim z nich je proces, ktery zmifuje vétSina praci, ktera se hardeningem zabyva.
Jedna se o Stépeni ZP2 pomoci ovascatin proteazy. DalSim je deglykosylace ZP3 ptipadné
jinych ZP podjednotek zodpoveédnych za navazani kapacitovanych spermii a umoznéni jejich
pruchodu pies ZP. Zesitovani glykanu zptisobené lektinem tzv. cross-linking. A jako posledni
proces uvadi zaclenéni iontl zinku do ZP (Wang a kol., 2021).

Tyto zmény ve struktufe ZP byly pozorovany nékolika autory na mysich, kieCcich, prasatech
skotu (Papi a kol., 2010) ale také u humannich ZP. Jedna se tedy o proces, ktery probih4 u vSech
savcu, jejichz vajicko je chranéno ZP. Zmény jsou pozorovatelné i na povrchu ZP, ktera
tuhnutim méni charakter. Tuhnutim je v tomto procesu mysleno nejen skutecné ztuhnuti, ale
také zvySeni odolnosti ZP vuci proteolytickému Stépeni. Snimky z mikroskopickych
pozorovani potvrzuji, ze ZP pti hardeningu ztraci charakter usporadanych fibril. ZP ktera prosla
timto procesem je tedy sloZena pfevazné z husté sit€ nahodné usporadanych svazka fibril.
Vysledkem je nerovnomérny povrch ZP, ale také zména ve vnitinim slozeni fibril. To vSe ve
vysledku znemoziuje pruchod spermiim a chrani embryo pii jeho nasledném vyvoji (De Vos
a Van Steirteghem, 2000).

Hardening je pfirozeny proces nastavajici pro oplozeni. Maze byt vSak indukovan i dlouhou
kultivaci in vitro ¢t in vitro starnutim. Tyto procesy jsou vyuzivané pii mimotélnim oplozeni.
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Mohou mit negativni vliv na uspé$nost naptiklad metody IVF. Po oplozeni oocytu dochazi
postupné ke ztencovani ZP. Toto ztenCeni neni rovnomeérné a je velice dilezité pii nasledném
hatchingu. V nékterych pfipadech se pfi IVF stava, ze k ztenCovani zony nedojde a ta je pred
implantaci do délohy stale relativné tlusta. Tento stav naruSuje pfirozeny proces hatchingu
a muze vézt i k iplnému znemoznéni implantace vajicka do délohy (De Vos a Van Steirteghem,
2000). Jedna se o pomérn¢ Castou piic¢inu neuspéchi, a proto je hardeningu v poslednich letech
vénovana veétsi pozornost.

3.4 Asistovany hatching

Asistovany hatching (AH) je mikrochirurgicky zakrok provadény pii umélém oplodnéni.
Tato metoda usnadriuje otevieni ochranného obalu embrya, tedy ZP. AH je provadén velmi
jemnou mikrojehlou ¢i laserem. V nékterych piipadech se vrstva narusuje i chemickou cestou,
to vSak neni prili§ Casté. Tento proces je provadén té€sné pied transferem embrya do délohy
samice. Technika zvySuje Sance na otéhotnéni (Alteri a kol., 2018; Hammadeh a kol., 2011;
De Vos a Van Steirteghem, 2000). Casto se provadi v kombinaci s metodou IVF s vyuzitim
ICSL

Pti této technice je do ZP vytvoren maly otvor. Jeho velikost je zavisla od druhu, na jehoz ZP
se otvor vytvari. Napfiklad u mysich ZP musi byt velikost otvoru nad 10 pm, mensi otvory
narusuji spravny hatching. Kdezto naptiklad u skotu otvory mensi nez 40 um jsou z pravidla
pii uchyceni embrya do délohy mnohem uspésnéjsi (Alteri a kol., 2018).

Nejde vsak pouze o mechanické naruSeni obalu pomoci laseru ¢i mikromanipulatord, ale také
o metody, které napomahaji uspéSnému hatchingu za pouziti naptiklad proteinaz. Jde o metody,
které ZP ztencuji ¢i narusuji tak aby z ni nasledné embryo snaze vystoupilo (Hammadeh a kol.,
2011; De Vos a Van Steirteghem, 2000). Velmi vyuzivanou je pravé metoda ztenceni
a ptirozeného hatchingu. Ta ma nékolik vyhod, pfedevs§im predchazi rizikim spojenym se
zménami v pruznosti vrstvy ¢i Stépeni embryi a vzniku monozygotickych dvojc¢at (Alteri a kol.,
2018; Hammadeh a kol., 2011). Dnes jiz existuji pochybnosti o vyhodach ztenCeni, naopak
piibyva podkladu, které popisuji pozitivni narast piipadd, kdy byla implantace embrya Gspésna
pravé diky asistovanému hatchingu ktery plné prolomuje ochranny obal pomoci laseru
¢i mikromanipulatort (Alteri a kol., 2018).
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo zpracovani reSerSe shrnujici soucasné poznatky o stavbe
vrstvy zona pellucida. Prvni kapitola shrnuje poznatky o jejim vzniku v obdobi pied oplozenim.
Dale strukturu, kterou utvaii fibrily a predevsim glykoproteiny, které jsou dulezité pfi oplozeni
oocytu spermii. Krome vyznamu pii oplozeni a bezprostfedné pied nim kapitola zmituje i jiné
neméné dulezité funkce jako napiiklad role pii zabranéni polyspermii apod. Soucasti této
kapitoly je i shrnuti poznatkl o dalSich vrstvach — corona radiata a kumularni buriky.

Druha kapitola porovnava vlastnosti a strukturu ZP u riznych zivoc¢isnych druhd. Zahrnuje
popis velkych skupin zivoéichi, jakymi jsou paryby, ryby, obojzivelnici, plazi, ptaci a savci.
V ramci savcl tato prace zahrnuje rozdily v pfitomnosti glykoproteinii a rozdily v jejich
funkcich.

Ve treti kapitole je popsan pfirozeny proces oplozeni a také metody mimotélniho oplozeni
tzv. IVF. Kromé zakladniho popisu této metody jsou popsany i rizika, ktera sebou metoda nese.
Dale také techniky, kterymi se uspésnost procesu oplozeni zvysuje v podminkach in vitro.

Napfi¢ organismy, u kterych se ZP vyskytuje 1ze pozorovat jisté podobnosti, ale také rozdily.
U nékterych neni znam jejich evolu¢ni vyvoj u jinych je naopak evoluce zjevna pii vétveni
nékterych taxont. Lze pozorovat, ze funkce nékterych komponent ZP se v historii osveédcily
a pretrvavaji proto dodnes i u téch evolu¢né nejmladsich taxont. Naopak komponenty jejichz
funkce byla nahraditelna, ¢i v ptipadé nékterych taxont postradatelna byly vyfazeny nebo
nahrazeny jinymi. Postradatelnost nékterych funkci proteint je zptisobena rozdily v prostiedi,
které taxony obyvaji a také stylem zivota, ktery je pro né typicky. To vSe ukazuje dilezitost
ptitomnosti ZP jejich komponent a na jejich nepostradatelnost.

Tato prace slouzi jako souhrn informaci dostupnych o ZP. Poukazuje na dulezitost této
struktury, velké mnozstvi funkci, které plni, ale také shrnuje uzitecné informace vyuzitelné
v mnoha oblastech reproduk¢ni biologie.
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