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Abstrakt

Bunky uvoliuji do extracelularniho prostredi riizné typy membranovych vackad, nazyvanych exozomy
a mikrovezikuly. Tyto extracelularni vacky (EVs) hraji dileZzitou roli v mezibunécné komunikaci. EVs
se Ucastni také komunikace mezi matkou a embryem prostfednictvim pienaSenych proteint, lipidd a
microRNA. Konkrétné hraji EVs roli béhem akrozomalni reakce a kapacitace spermii, pii transportu
oocytu vejcovodem a podileji se také na implantaci a dalSich procesech ¢asného vyvoje. Porozuméni
fyziologické roli EVs v komunikaci mezi embryem a matkou muize vést naptiklad k vyvoji novych
diagnostickych néstrojl, slouzicich k evaluaci kvality embryi a k odhadu spésnosti jeho vyvoje po
prenosu. Prvni ¢ast této bakalaiské prace bude vénovana ptirozené komunikaci mezi embryem a matkou
se zamétenim naroli EVs. Druhd ¢ast je zaméfena na vyuziti EVs pfi 1é€be poruch plodnosti, diagnostice

a terapii.

Kli¢ova slova: exozomy, mikrovezikuly, Casny vyvoj, mezibunécnd komunikace, biomarkery

Abstract

Cells release various types of membrane-bound vesicles into the extracellular environment, referred to
as exosomes and microvesicles. These extracellular vesicles (EVs) play an important role in intercellular
communication. EVs are also involved in communication between the mother and the embryo through
the transfer of proteins, lipids, and microRNAs. Specifically, EVs play a role during the acrosome
reaction and sperm capacitation, in the transport of the oocyte through the oviduct, and they also
participate in implantation and other processes of early development. Understanding the physiological
role of EVs in communication between the embryo and the mother may, for example, lead to the
development of new diagnostic tools for evaluating embryo quality and predicting its developmental
success after transfer. The first part of this bachelor's thesis will focus on natural communication
between the embryo and the mother, with an emphasis on the role of EVs. The second part will be

dedicated to the use of EVs in the treatment of fertility disorders, as well as in diagnostics and therapy.
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Uvod

Embryogeneze Clovéka predstavuje slozity proces, ktery trva kolem 8 tydnt a zahrnuje faze
vyvoje lidského embrya od oplozeni do fetalniho vyvoje. Mnohé procesy béhem tohoto obdobi jsou
mimo jiného fizeny mezibunécnou komunikaci pomoci extracelularnich vacka (EVs), jejichZ role v
¢asném embryonalnim vyvoji bude diskutovana v této bakalatrské praci.

Studium role EVs v reprodukci je dilezité nejenom pro rozSifeni znalosti o mezibunécné
komunikaci, ale i pro potencidlni diagnostiku patologickych stavii u téhotnych Zen, naptiklad
preeklampsie (PE) (Gebara et al. 2022) a pred¢asného porodu (Zhao et al. 2020). Kromé toho se vyzkum
EVs miize uplatnit v rozvoji a podpote diagnostickych metod pii umélém oplodnéni (IVF) (Fang et al.
2023).

V soucasné dobé piiblizné 17,5 % part nemlize mit déti pfirozenym zpisobem (World Health
Organization. 2023). IVF u lidi existuje vice nez 46 let, a od doby narozeni prvniho ditéte Louise
Brownové v roce 1978 se stalo preferovanou lé¢bou mnoha pficin neplodnosti. Asistovana reprodukce
(ART) vsak stale celi doposud nevytfesenym problémim, spojenym zejména s kultivaci a pfenosem
embryi, a proto se neustale hledaji nové zpisoby, jak tyto problémy vyiesit.

Podle dat Evropské spole¢nosti pro lidskou reprodukci a embryologii Ceska republika vykazuje
vzristajici tendenci pouZiti ART (v roce 2019 tvofily déti narozené za pomoci ART 6,2 %). Uspé&iné
téhotenstvi na jednu aspiraci folikul nastoupi s ptiblizné 27,5 % Sanci, procento porodu je ale nizsi —
23,2 % (The European IVF Monitoring Consortium (EIM) for the European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) et al. 2023). Tyto hodnoty se li§i vyrazné v zavislosti na
n&kolika dilleZitych faktorech: véku, podtu cyklti a metodé ART. Pocet center ART v Ceské republice
také roste, udaje z roku 2019 uvadgji 48 center (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR. 2020).
S ohledem na tyto udaje a statistiku uspésnosti nelze podcenovat roli vyzkumu v této oblasti, protoze
rychly rozvoj ART vyZaduje i nové védecké postupy.

Cilem této bakalaiské prace bude prozkoumat vyznam extracelularnich vackt v kontextu
¢asného embryonalniho vyvoje, a to véetné molekularnich mechanismd, kterymi EVs zprostfedkovavaji
komunikaci mezi matkou a embryem. Tomuto tématu budou vénovany prvni dve kapitoly, které nejprve
predstavi piehled ¢asného embryonalniho vyvoje Clovéka a obecnou charakteristiku EVs. Ve tieti
kapitole budou tato dvé témata propojena. V posledni kapitole bude zkouman zptisob, jakym muze
vyzkum zaméteny na EVs pfispét k feSeni reprodukénich problémt, s ukazkami potencialnich aplikaci

a moznosti zlepSeni Gspesnosti IVF a hledani novych metod podporujicich zdravy pribéh te¢hotenstvi.



1. Casny embryonalni vyvoj a implantace

Pro hlubsi porozuméni mechanismiim komunikace za pomoci extracelularnich vackt mezi
embryem a matkou je nezbytné predstavit zékladni procesy, kterymi embrya prochazeji béhem casného

vyvoje.

1.1 Obecny prehled ¢asného embryonalniho vyvoje

Casny vyvoj embrya za¢ina fertilizaci, coZ je fuze dvou haploidnich pohlavnich bungk (gamet)
s naslednym vytvorenim diploidni zygoty. Spermie vstupuji do pohlavniho traktu zeny bez schopnosti
oplozeni, a proto musi projit kapacitaci (zajiSt'uje schopnost proniknout mezi buiiky corona radiata a
skrz zona pellucida (ZP)). V tésné blizkosti vajicka poté dochazi k akrozomalni reakci (uvolnéni obsahu
akrozomalniho vacku s lytickymi enzymy, které narusi ZP). Po priniku skrz zona pellucida zacina
splynuti povrchovych membran oocytu a spermie, nasleduje zména v polarizaci cytoplazmatické
membrany vaji¢ka a exocytoze obsahu kortikalnich granuli. Tyto procesy zabrani vniknuti dalsi spermie
do vajic¢ka (Georgadaki et al. 2016).

Nasledné dojde k dokonceni druhého meiotického dé€leni vajicka. Vznikaji sam¢i a samici
prvojadra, ktera se priblizuji k sobé a do stiedu buiiky. Tento proces je zprostfedkovan motorovymi
proteiny, mikrotubuly a aktinem (Scheffler et al. 2021). Nasleduje S faze buné¢ného cyklu, béhem niz
dochazi k replikaci DNA. Tradi¢né se ptedpokladalo, ze délici vieténko v mitdze unifikuje a poté rozdeli
rodi¢ovské chromozomy za vzniku dvou ekvivalentnich blastomer (Coticchio et al. 2023). Nicméné
bylo prokazano, Ze u mysi (Reichmann et al. 2018) a skotu (Schneider et al. 2021) se béhem prometafize
vytvoii dve nezavisla délici vieténka — jedno pro sam¢i chromozomy a druhé pro sami¢i chromozomy.
Ob¢ délici vieténka nasledné fuzuji pted rozdélenim sesterskych chromatid. Dvoubunééné embryo ma
jiz pouze jedno mitotické vieténko (Reichmann et al. 2018). Pokud se dveé oddélena delici vieténka
zachovaji po celou dobu mitézy, mize dojit ke vzniku dvoujadernych nebo vicejadernych blastomer
(Coticchio et al. 2023). Bylo vSak popsano, ze dvoujaderna embrya ve dvoubunécném stadiu pozdéji
vykazovala vy$$i miru tvorby blastocyst a t€hotenstvi (naopak vicejadernd embrya méla nejnizsi
vysledky ve srovnani s jednojadernymi) (Talbot et al. 2022). Selhani fuze dvou rodi¢ovskych délicich
vietének pred anafazi u mysi se podoba klinickym fenotyptum lidskych embryi pii IVF, u nichz se
objevuji dvé jadra v blastomerach, coz miiZze naznacovat existenci podobného mechanismu u ¢lovéka
(Meriano et al. 2004; Reichmann et al. 2018). Byla jiz popsana ptitomnost dvou vietének u ¢lovéka
b&hem anafaze, ale jsou zapotiebi dalsi studie tohoto mechanismu, v¢etné vztahu mezi dvéma délicimi
vieténky a dvoujadernosti (Xu et al. 2019; Coticchio et al. 2023).

Délenim zygoty se zahajuje takzvané ryhovani, tedy série rychlych mitotickych déleni,
probihajicich v dobé putovani embrya vejcovodem. Vejcovod se sklada ze tiéi oblasti: infundibulum,
ampulla a isthmus. Infundibulum neboli nalevka je odpovédna za zachyceni oocytu po ovulaci, a je

pfipojena pomoci tfasni (fimbriae) na okraji k ovariu. Oplozeni nejcastéji probiha v ampularnim oddilu



vejcovodu. Vejcovod je pokryt epitelialnimi butikami, z nichz nékteré jsou vybaveny fasinkami nebo
mikroklky, a jiné maji sekre¢ni aktivitu. Rasinky slouzi k posunu embrya smérem k déloze, sekreéni
buniky poskytuji embryu vyzivu a ochranu (Li et al. 2017). Pokracuje ryhovani, pficemz délici se bunky
se nazyvaji blastomery. Od stadia osmi blastomer u mysi bunky vytvareji kompaktni tvar a tésna
bunécna spojeni mezi sebou. Tento proces se nazyva kompaktace (Ducibella et al. 1977). U cloveka
tento proces zacina pozdéji, od stadia dvanacti bunék, a probih4 asynchronné (Domingo-Muelas et al.
2023). Bylo prokazano, ze u embryi ¢lovéka se jiz ve stadiu dvou bunek blastomery lisi, pficemz ta,
ktera vstupuje do déleni dfive, pfispiva vice k tvorbé samotného embrya i placenty (Junyent et al. 2024).
Bunky uvnitf moruly zacinaji diferenciaci na vnitini bunénou masu expresi transkripéniho faktoru
Nanog (Mitsui et al. 2003), zatimco buiilky na povrchu se diferencuji na trofektoderm (TE) a exprimuji
transkripéni faktor CDX2 (homeobox protein CDX2) (Niakan et al. 2013). Kromé toho jsou zapotiebi
dalsi transkripéni faktory jako OCT4 (oktamer vazebny transkripcni faktor 4) a SOX2 (sex-determining
region Y-box 2), kter¢ hraji dtlezitou roli v udrzeni pluripotence (Avilion et al. 2003).

Postupnym dé€lenim blastomer a tvorbou dutiny mezi nimi vznika blastocysta. Ta v déloze
prichazi do kontaktu s endometriem. Vnitini bunééna masa (ICM) se pod vlivem dalsich transkripénich
faktord diferencuje do dvou vrstev, hypoblastu a epiblastu, pficemz z epiblastu vzniknou v procesu
gastrulace vSechny budouci embryonalni buné¢né linie. Tyto dvé vrstvy s charakterem epitelu vznikaji
po osmi dnech od oplozeni a nazyvaji se embryonalnim diskem (Knofler et al. 2019; Zhai et al. 2022).

Vsechny linie bun¢k trofoblastu se diferencuji z TE. Kmenové bunky trofoblasti davaji
vzniknout dvéma primarnim vrstvam: ¢asnému cytotrofoblastu a primitivnimu syncytiu. Proliferaci
¢asného cytotrofoblastu vznikaji nejprve primarni, poté sekundarni a nasledné tercialni choriové klky,
které postupné pronikaji do délozni sliznice (decidua). Pokracuje proliferace a fize bunék klkového
cytotrofoblastu, stejné jako tvorba vnéj$i vrstvy mnohojaderného syncytiotrofoblastu nezbytného pro
kontakt matky a plodu. Zarovei se proliferujici cytotrofoblasty diferencuji na invazivni extravillozni
trofoblasty, které se dale diferencuji do dvou dalsich linii: intersticidlnich extravilloznich trofoblastl a
endovaskuldrnich extravilléznich trofoblasti. Tyto bunky spole¢né migruji do spiralnich arterii a
zajist'uji spravny pritok krve v placenté (Okae et al. 2018; Knofler et al. 2019).

Ptiblizné 15. den po oplodnéni zaCina faze gastrulace — vznik tii zdrodecnych vrstev (ektodermu,
mezodermu a endodermu). Gastrulace zac¢ina vytvofenim primitivniho prouzku s primitivnim uzlem.
Buniky v oblasti primitivniho prouzku migruji dovnitf, nahrazuji buiiky hypoblastu a vytvareji
endoderm, a také pronikaji mezi ektoderm a endoderm a vytvareji mezoderm. Postupnou diferenciaci
bun¢k epiblastu tak vznika tfivrstevny disk tvoteny ektodermem, mezodermem a endodermem, a v

budoucnu i vSechny organy a tkané (Zhai et al. 2022).

1.2 Implantace obecné
Implantace se déli na nekolik fazi: apozice, adheze a invaze. Implantace za¢ind migraci bunck

embrya ze ZP, tento proces se nazyva hatching a je zahdjen u embrya ¢loveka mezi 6. a 7. dnem po



oplozeni. Pro uchyceni blastocysty k d€lozni sliznici je nezbytna receptivita endometria, tzv.
implantacni okno, které nastava mezi 20. — 24. dnem sekrecni faze menstrua¢niho cyklu. Tento proces
probiha za ucasti hormontl estrogenu a progesteronu (Kim et al. 2017). V dusledku zvysené hladiny
progesteronu ziskava endometrium na povrchu epitelovych bun€k délohy mikroklky, které stimuluji
ptichyceni blastocysty (Stavreus-Evers et al. 2001).

Apozice je pocatecni kontakt blastocysty s mistem uchyceni v endometriu. Blastocysta exprimuje
L-selektiny, zatimco mikroklky exprimuji ligandy L-selektinti, coz vede k jejich vzdjemné interakci
(Genbacev et al. 2003). Regulace tohoto procesu probihd mimo jiné za ucasti antiadhezivni molekuly
mucin-1, kterd zabratiuje uchyceni blastocysty na nevhodném misté nebo mimo obdobi implanta¢niho
okna. Nicméné dale pfi adhezi je nutné mucin-1 rozstépit (Meseguer et al. 2001; Ochoa-Bernal et al.
2020). Dalsimi molekulami nezbytnymi pro adhezi jsou integriny, cytokiny, kadheriny a
imunoglobuliny (Ochoa-Bernal et al. 2020).

Invaze nastdva, kdyz buiiky trofoblastu pronikaji a migruji do epitelu endometria, aby zménily
matetfské cévni zasobeni a zajistily embryo dostatecnym pfivodem krve. Invaze trofoblastu je fizena

rustovymi faktory, cytokiny a dal§imi molekulami (Kim et al. 2017).



2. Extracelularni vacky

Komunikace mezi buiikami je kromé klasickych signalnich molekul zprostiedkovéana také
malymi vakuolami obalenymi lipidovou membranou, které se nazyvaji extracelularni vacky a které
prenaseji bioaktivni molekuly (proteiny, mRNA, miRNA, DNA, lipidy atd.) do cilovych bun€k. EVs se
nachazeji jak v builkach eukaryot, tak i prokaryot, kde hraji dilezitou roli ve fyziologickych a
patologickych stavech.

EVs mizeme tradi¢né rozdélit na exozomy, mikrovezikuly a apoptoticka téliska. Pro piedstavu
klasifikaci o dalsi typy EVs, v literatufe se objevuji nazvy, které se vztahuji k jejich funkcim, rozmérim
nebo pivodu (Gould et al. 2013). Pojem extracelularni vacky budeme tedy dale pouzivat pro
mikrovezikuly a exozomy. Navic byl pfed nékolika mésici popsan potencialné novy typ EVs, tzv.
blebbisomes (je pouzit anglicky nazev, protoze se jedna o novy termin, ktery dosud nema ustaleny Cesky
ekvivalent). Jde o velké vezikuly o velikosti do 20 um, které se tvofi za ucasti nemuskularniho myosinu
IIB jak v normalnich, tak i v nddorovych bunkach, a které mohou vylucovat jiné typy EVs (zejména
mikrovezikuly a exozomy). Byly v nich identifikovany typické molekuly EVs, naptiklad Rab GTPazy,
CD63 (cluster of differentiation 63), ALIX (programmed cell death 6-interacting protein) — viz kapitola
2.5.2; stejné jako organely, véetné funkénich mitochondrii. Predpoklada se jejich role v imunosupresi

(Jeppesen et al. 2025).
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Obr. 1: Typy a biogeneze extracelularnich vackid. Vznik exozoml endocytdzou z asného endozomu

(mize byt recyklovan), ktery poté¢ formuje pozdni endozom (mize byt degradovan v lysozomu) a



multivezikularni télisko. Uvolnéni obsahu multivezikularniho téliska ven z bunky. Vznik apoptotickych
télisek béhem apoptdzy, ktera maji zbytky obsahu buiiky obalené PM. Vznik mikrovezikulti pu¢enim
z PM. Obsahuji proteiny, RNA a metabolity. Pievzato z Aguirre et al. 2022.

Izolace EVs vyzaduje komplexni postupy, a proto se i ptes velky pokrok v této oblasti vysledky
Casto lisi. Mezi nejcastéj$i metody detekce vackl patii western blot, elektronova mikroskopie, pratokova
cytometrie a ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Tannetta et al. 2014). K izolaci EVs se
pouziva ultracentrifugace (nejCastéjsi), filtrace s tangencidlnim tokem, srazeni, vylucovaci
chromatografie a dalsi. Kazd4 metoda izolace ma sva specifika, li$i se zejména citlivosti a pfesnosti
(Veerman et al. 2021), coz muze vést k rozdilim ve vysledcich analyzy. Vyuziti metod, které se lisi
schopnosti oddélit rozpustné fragmenty od EVs a velikosti izolovanych EVs, vedlo k rozdilim v
rozméerech a slozeni vacka publikovanych v literatuie. Mezi dalsi faktory, které ovliviiuji vysledky
izolaci, patti zptisob odbéru, skladovani a viskozita materidlu (Machtinger et al. 2021).

Z hlediska standardizace izolace a detekce EVs je dulezité fidit se technologickymi postupy pfi
praci s vacky zroku 2023 (MISEV2023) od Mezinarodni spolecnosti pro extracelularni vezikuly (ISEV)
(Welsh et al. 2024). Tento navod standardizuje metody izolace a postupy pii nasledné charakterizaci

vacku. Standardizace metod je klicova pro porovnavani vysledkl mezi laboratoiemi.

2.1 Exozomy

Exozomy maji velikost od 40 do 160 nm v praméru, vytvaieji se v buiice endocytézou a jsou
inkorporovany do struktury zndmé jako multivezikularni télisko (MVB) (viz obr. 1). Poté se MVB
splyva s plazmatickou membranou (PM) a uvoliiuje svlij obsah exozomu do extracelularniho prostoru.
Tento proces zahrnuje dvojitou invaginaci PM, pfi¢emz nejprve vznika struktura s bilkovinami z
povrchu a vnitini ¢asti buiiky, coz vede k de novo vzniku €asnych endozomii (ESEs), které mohou déle
formovat pozdni endozomy (LSEs) a v konecném disledku i MVBs. Uvnitt MVBs se nachdzi
intraluminarni vacky (ILVs) — budouci exozomy, které¢ se mohou lisit velikosti a obsahem, protoze kazda
invaginace membrany zahrnuje mimo jiné i jeji modifikaci. Dale existuje n€kolik moznosti pro
biogenezi MVBs. MVBs mohou pfimo vstupovat do lysozomu, nebo nejprve fuzovat s autofagosomem,
ale ve vysledku jejich obsah bude degradovan lysozomem. Tteti variantou je transport MVBs do PM
pies mikrotubularni sit’ s nasledujici exocytoézou a uvoliiovanim exozomu (Kalluri et al. 2020).

Exozomy byly detekovany napftiklad v krevni plazmé (Caby et al. 2005), mozkomi$nim moku

(Akers et al. 2016), matetském mléce (Hata et al. 2010), plodové vodé a moc¢i (Keller et al. 2007).

2.2 Mikrovezikuly
Mikrovezikuly (MVs) (také nazyvané mikrocastice nebo ektozomy) vznikaji pucenim
plazmatické membrany a maji membranu a obsah podobny PM a cytosolu pivodni bunky (viz obr. 1).

Ackoli se 0 MVs mluvi jako o strukturach o priméru 100—1000 nm, nemusi mit omezenou velikost,



protoZze jsou uvoliiovany ptimo z PM a mohou dosahovat i velikosti exozomi (Cruz et al. 2018). MVs
byly detekovany v placenté (Tong et al. 2017), trombocytech, trofoblastu (Pap et al. 2008), nadorovych
a kmenovych bunkach (Haraszti et al. 2016).

Formovani MVs probiha prostiednictvim reorganizaci cytoskeletu a naruSeni bunécného
kortexu bud’ zvySenim koncentrace Ca?*, nebo inhibici syntézy PIP2 (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat),
ktery hraje roli v pfipojeni PM regulaci adheze mezi ni a cytoskeletem (Raucher et al. 2000). Vnitini
strana PM obsahuje fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin, jejichz urcity pomér je kontrolovan enzymy
skrambléazou, flopazou a translokazou (Pap et al. 2009). Zména intracelularni koncentrace Ca*" méni
asymetrickou distribuci fosfolipidl inhibici translokdzy a aktivaci skrambldzy tak, ze fosfatidylserin a
fosfatidylethanolamin se pfemisti na vné&jsi stranu PM, coZz vede k reorganizaci cytoskeletu (Camussi et
al. 2010). Kromé& toho Ca*"ionty aktivuji calpain a gelsolin, coZ jsou cytosolové protedzy, které §t&pi
talin a a-actinin (calpain) a proteiny inhibujici capping (gelsolin). Stépeni proteinti vede k naruseni

bunécéného kortexu, puceni membrany a tvorbé mikrovezikulll (Pap et al. 2009).

2.3 Exozomy a mikrovezikuly jako mechanismus komunikace mezi buiitkami

Exozomy a mikrovezikuly slouzi k mezibunééné komunikaci, a proto budou diskutovany
spole¢né. Nejdulezitéjsim faktorem EVs pro komunikaci je schopnost pronikat tkanémi pies
pericelularni a extracelularni matrix (ECM), a to jak lokalnég, tak i na vétsi vzdalenosti. Po prachodu
ECM cast EVs musi projit bariérou endotelidlnich bun¢k kozni a cévni soustavy (van Niel et al. 2022).
Cast EVs mtize byt pravdépodobné odstranéna makrofagy a endotelialnimi buiikami nebo skongit
v detoxika¢nim orgéanu, jako jsou jatra. Tento osud vykazuji naptiklad cirkulujici extracelularni vacky
nadord (Hyenne et al. 2019) a EVs embryi Danio rerio (Verweij et al. 2019). VétSina ale dorazi do
cilovych bunék. Proces pfijmu EVs je dobie prozkouman, zatimco mechanismy nasmérovani do bunék
stale nejsou pln€ objasnény a je zapotiebi dalsiho vyzkumu v této oblasti (van Niel et al. 2022).

Ptijem EVs cilovou buiikou zavisi jak na typu bunky, tak i na specifickém zapojeni receptort
bunek a ligandti asociovanych s EVs. Po interakci vacki s cilovymi bunikami se spousti bunécné signalni
kaskady (Sedgwick et al. 2018). Tak napfiklad interakce exozomit B-lymfocytt s fibroblastem spousti
integrin-dependentni zmény cytosolického Ca** (Clayton et al. 2004). Také bylo zjisténo, ze TfR2
(transferinovy receptor 2) aktivuje kaskadu p38 MAPK (p38 proteinkindza aktivovana mitogeny)
(Calzolari et al. 2006). Nejprve EVs interaguji s bunkou prostfednictvim receptorti. Nasledna absorpce
obsahu vackll zahrnuje nekolik riznych mechanismi véetné endocytdzy nezavislé na klathrinu,
makropinocytozy (Costa Verdera et al. 2017), endocytozy lipidovych raftd (Svensson et al. 2013) a
fagocytozy (Feng et al. 2010). Po pfijmu cilovou bunikou dojde k fiizi bunééné membrany s membranou
endozomu. To zajisti pfenos obsahu vackd do cytosolu, poptipadé mohou byt EVs pieneseny do

lysozomii nebo odstranény transcytdzou (Cocucci et al. 2009).



2.4 Apoptoticka téliska

Dalsim typem extracelularnich vacka jsou apoptoticka téliska, ktera se formuji v pribéhu
jednoho z hlavnich typl programované bunééné smrti (apoptdzy) (Gyorgy et al. 2011). Jejich velikost
se pohybuje v rozmezi 1 az 5 pm v priméru a na rozdil od mikrovezikuld a exozomu obsahuji fragmenty
bunécného jadra a odpadni latky. Apoptoticka téliska nemaji proteinové markery na povrchu a nehraji
roli v extracelularni komunikaci (Yafiez-Mo et al. 2015). Prestoze apoptotickd téliska maji velky
vyznam, v této praci se jich dotykam jen stru¢né a nebudu se k nim déle vracet, protoze jejich funkce a

role jsou vice spojeny s tématem apoptdzy nez s hlavni problematikou.

2.5 Obsah extracelularnich vacki

Mikrovezikuly a exozomy obsahuji proteiny (Greening et al. 2016), lipidy (Llorente et al.
2007), DNA, mRNA (mediatorova RNA) (Waldenstrém et al. 2012) a microRNA (miRNA) (Yuan et
al. 2009) (pro ptedstavu a srovnani viz tab. 1). Obsah EVs ukazuje ptivod a typ bunky, ze které byl

vezikul odvozen.

Charakteristika Exozomy Mikrovezikuly Apoptoticka téliska
Velikost (nm) 40-160 100-1000 1000-5000
Ptavod MVB Plazmaticka Plazmaticka
membrana membrana
Mechanismus Exocytéza MVB Puceni z plazmatické | Puceni z plazmatické
formovani membrany membrany
Funkce Mezibunécna Signalizace Odstranéni bunéénych
komunikace fragmenti
Charakteristické Rab GTPazy, ARF6, ARF6, glykoprotein Proteiny bunky
bilkoviny flotilliny, ALIX, Ib, tubulin
TSG101
Charakteristické lipidy Ceramidy, Cholesterol, Fosfatidylserin
fosfatidylserin, fosfatidylserin
lysobisfosfatidova
kyselina
Charakteristické Tetraspaniny (CD9, Integriny, selektiny Nemaji
proteinové markery CD63, CDS81)
Potencialni aplikace Biomarkery, cilena Biomarkery Studium apoptézy,
terapie kontrola bunécné smrti

Tab. 1 Porovnani charakteristik extracelularnich vacku. Informace pro tabulku byla pfevzata z Bickel
et al. 1997; Heijnen et al. 1999; Al-Awar et al. 2000; Caby et al. 2005; Morita et al. 2007; Gyorgy et al.
2011; Di Vizio et al. 2012; Record et al. 2014; Yanez-Mo et al. 2015; Cruz et al. 2018; Sun et al. 2019;
Kalluri et al. 2020; Martinez-Arroyo et al. 2021; Matsui et al. 2021.

2.5.1 MicroRNA
EVs obsahuji rizné bioaktivni molekuly, vcetné microRNA, které jsou schopné regulovat

klicové signalni drahy a tim fidit vyvoj embrya (Gross et al. 2017). MiRNA piedstavuji nekodujici



jednovlaknové fetézce RNA o délce 21-23 nukleotidt, které hraji vyznamnou roli pii regulaci genové
exprese bunc¢k. MiRNA inhibuji translaci mRNA a indukuji jeji degradaci tim, Ze se vazou na 3’ UTR
(3' neptekladana oblast) cilové mRNA (Guo et al. 2010; Xie et al. 2023). V prib&hu exprese jsou
miRNA nejprve ptepsany RNA-polymerazou II do dvouvlaknovych pri-miRNA (primarni microRNA)
transkriptl (Lee et al. 2004). V kanonické draze vzniku miRNA, komplex Drosha-DGCRS §tépi pri-
miRNA na useky o délce ptiblizné 70 nukleotidd, tzv. pre-miRNA (prekurzor microRNA) (Lee et al.
2003). Dochézi k transportu pies jaderné poéry do cytoplazmy, kde se uplatitiuje endoribonukledza
DICER, ktera $tépi fragmenty na mensi useky o délce kolem 20 nukleotidi za pomoci TRBP (trans-
activation response element RNA-binding protein). Nasledné je jedno vldkno integrovano do RISC
(komplex uml¢ovani RNA) a podili se na uml¢ovani genti, zatimco druhé vlakno je degradovano (Xie
et al. 2023).

Existuje také nekanonicka draha, ve které jsou pre-miRNA syntetizovany pfimo z intront a
nezahrnuji komplex Drosha-DGCRS (Ruby et al. 2007). Pro pfedstavu kanonické a nekanonické drahy
microRNA viz obr. 2.

Nucleus Cytoplasm -
Canonical precessing b i ‘ I/
L — Drosha Q'o S
— Transcription o 4‘30% 50 —rer U,
: ) o p) Vi,
3 —l é\,w/ DGCRS L J
v J
L/ opon- A AAAA by " Dicer
pri-miRNA . é“‘& Y
s'&‘o@ 1.:’
5 % PR
) " o 3¢ ~
Mirtons \ [ ) pre-miRNA G“,&"_&‘){: KPQQ [
\ Transcription N %&3“‘ B miRNA duplex
/) ¢ b
— B
% Exonl ¢ Exon2 . Exonl Exon2
5 — O Debranching /"_'\ Passenger strand
Exonl Exon2 Cap UAmmn aaan e I release and degradation
“Spliceosome
Mature mRNA miRNA-induced silencing complex

Obr. 2: Biogeneze microRNA. Horni ¢ast (kanonickd draha): prepis RNA-polymerazou II do
dvouvlaknovych pri-miRNA transkriptt, St€peni pri-miRNA komplexem Drosha-DGCRS8 na pre-
miRNA, transport pies jaderné pory do cytoplazmy, DICER a TRBP §tépi pre-miRNA na mensi useky.
Jedno vlédkno jde do RISC a druhé vlakno je degradovano. Dolni ¢ast (mitrony): pfepis RNA-
polymerazou II do dvouvldknovych pri-miRNA transkriptt, sestfih pri-miRNA na spliceosomu. Vznik
zralé mRNA a pre-miRNA, ktera po vystupu z jadra podléha stejnym procesim jako v kanonické draze.

Pievzato z Xie et al. 2023.

MiRNA ovliviiuji expresi piiblizné¢ 60 % gent kddujicich proteiny (Friedman et al. 2009),
pficemz u fady organismi se miRNA podili na vyvojovych procesech. Napiiklad u Drosophila
melanogaster miRNA reguluji geny bicoid, hunchback, caudal, staufen, arrest a bruno-2, a také nékteré
geny skupiny Hox, které tvofi anterior-posteriorni osu (Enright et al. 2003). EVs a miRNA mohou
slouzit jako biomarkery (pfipadné i v klinické praxi), o ¢emz bude rovnéZ pojednano v nasledujicich

Castech této prace.



2.5.2 Proteiny podilejici se na biogenezi exozomii

Proteiny, které se ti€astni biogeneze exozomil, zahrnuji Rab GTPazy, ARF6 (ADP-ribosylac¢ni
faktor 6), flotiliny a dalsi cytoplazmatické a membranové proteiny. Rab GTPazy jsou hlavnimi
regulatory vezikularniho transportu, zahrnujiciho exocytézu, endocytézu, sekreci exozomi a
intracelularni doruc¢ovani EVs (Martinez-Arroyo et al. 2021). Flotiliny jsou soucasti lipidovych raftii a
podileji se na endocytdze a pienosu signalt (Bickel et al. 1997). ARF6 ma fadu funkci, mezi néz patii
napiiklad regulace pohybu membrany, tedy transport vezikuld (Al-Awar et al. 2000) a interakce s Rab
GTPazami (Fielding et al. 2005).

Proces exocytozy je zajiStén aktivaci cytoskeletu a je regulovan p53, ktery transkribuje gen
TSAP6 (tumor suppressor activated pathway-6) indukujici sekreci exozomt (Yu et al. 2006). Kromé
toho exozomy obsahuji proteiny ALIX a TSGI101 (tumor susceptibility gene protein 101), které se
podileji na tvorbé multivezikularnich télisek prostfednictvim puceni vnitinich membran. Tyto proteiny
patii k endozomélnimu tfidicimu mechanismu ESCRT (endosomal sorting complexes required for
transport), jehoz soucasti jsou tii proteinové komplexy ESCRT-I, ESCRT-II a ESCRT-III (Morita et al.
2007). ALIX je spojen skomplexem ESCRT-III a ucastni se mechanismu ALIX—Synteninl—
Syndecanl, ktery slouzi k uvolnovani exozomii z epitelialnich bun¢k (Matsui et al. 2021).

Exozomy mohou obsahovat HSP70 (protein teplotniho Soku 70) (Lancaster et al. 2005) a HSP90
(protein teplotniho Soku 90), které jsou uvolnovany bunikami v reakci na stres. HSP90 krom¢e své hlavni
funkce také vykazuje schopnost ovliviiovat deformaci plazmatické membrany, coz podporuje
uvolnovani vacki (Lauwers et al. 2018). V exozomech jsou pfitomny také cytoskeletalni proteiny (aktin,
myosin a tubulin) a s nimi spojené proteiny (Keerthikumar et al. 2015). Exozomy maji na povrchu
membrany proteinové markery, napiiklad tetraspaniny CD9 (cluster of differentiation 9), CD81 (cluster
of differentiation 81), CD63 (cluster of differentiation 63). Tyto markery se bézné€ pouzivaji k urceni
bunécné linie, ze které byly odvozeny (Caby et al. 2005). Proteiny, které exozomy obsahuji, maji také

velky vyznam pfi charakterizaci nadord (Li et al. 2023).

2.5.3 Proteiny podilejici se na biogenezi mikrovezikuld

MVs obsahuji bilkoviny odlisné od exozomu kvili svému vzniku z PM. Naptiklad MVs maji
vetsi obsah tubulinu a mensi obsah tetraspanini CD9 a CD81, které jsou typickymi markery pro
exozomy (Menck et al. 2017). Bylo zjisténo, ze MVs v trombocytech obsahuji glykoprotein Ib, integriny
a P-selektin (Heijnen et al. 1999). P-selektin je adhezivni molekulou na povrchu, se kterou interaguje
glykoprotein Ib. Tyto proteiny spolu se vztahuji k roli trombocytl pfichycovat se k poskozenym mistim
v cévach (Romo et al. 1999). Integriny jsou membranové receptory, prenasejici rizné mezibunééné
signaly. Tak naptiklad spoluptisobi s bilkovinami na povrchu trofoblastl a aktivuji signalni kaskady,
coz nasledn¢ vede k migraci trofoblastii pfi implantaci (Desrochers et al. 2016). Dale v MVs a
onkosomech (kategorii nadorovych mikrovezikull) byl identifikovan ARF6, coz je GTP-vazebny

protein spole¢ny s exozomy, ktery mutize slouzit jako biomarker nadoru (Di Vizio et al. 2012).
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2.5.4 Lipidy extracelularnich vackua

Extracelularni vezikuly jsou obaleny dvouvrstevnou membranou obsahujici riizné lipidy
v zavislosti na pivodu vackd. EVs jsou obvykle obohaceny o fosfatidylserin, glykosfingolipidy,
cholesterol a sfingomyelin, které poskytuji tuhost, stabilitu a zvySenou odolnost vici fyzikalné-
chemickym zménam (Sun et al. 2019; Yafiez-Mo¢ et al. 2015). Néekteré lipidy se podileji na formovani a
regulaci EVs. Cholesterol napiiklad hraje roli pfiuvoliiovani vezikult (Llorente et al. 2007).
Lysobisfosfatidova kyselina je dilezita pro tvorbu MVBs a biogenezi ILVs (Record et al. 2014).
Ceramid se podili na tvorbé ILVs a uvoliiovani vackt indukci negativniho zaktiveni membrany.
Zaroven umoziuje tfidéni obsahu v lipidovych raftovych doménach (Trajkovic et al. 2008). Kromé
strukturni a regulacni funkce lipidy jsou pfenaSeny mezi bunikami jako bioaktivni molekuly a tidi dalsi
procesy. EVs nesou predevsim cholesterol, nasycené a nenasycené mastné kyseliny, nejcastéji kyselinu

arachidonovou (Record et al. 2014).
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3. Extracelularni vacky v reprodukci

V procesech reprodukce ¢loveka, téhotenstvi a ontogeneze hraji klicovou roli mechanismy
mezibunéné komunikace, které mimo jiné zahrnuji i komunikaci prostiednictvim extracelularnich
vackl. EVs se uplatiuji pti folikulogenezi (EVs folikularni tekutiny) (Navakanitworakul et al. 2016),
oogenezi (EVs kumulédrnich bun¢k) (Fiorentino et al. 2024), fertilizaci (epididymozomy, uterozomy)
(Griffiths et al. 2008a), implantaci (endometrialni EVs) (Greening et al. 2016) a podileji se na kvalite
embrya (embryonalni EVs) (Dissanayake et al. 2020). Obr. 3 ukazuje vliv n€kterych EVs, které se

ucastni reprodukénich procest.

Embryo development

Embryonic EVs
communicate with
the oviductal EVs

Sperm maturation

Follicular fluid EVs
react with
spermatozoa and
® helps them mature

Fertilization

EVs produced by the
ovum and the
spermatozoa reacts with
the gametes and the
oviductal cells

Obr. 3: Vliv extracelularnich vezikuld na reprodukéni procesy. Obrazek znazoriuje hlavni faze
¢asného vyvoje do implantace a ukazuje vliv EVs na procesy fertilizace, maturace spermii a vyvoje

embrya. Pfevzato z Fazeli et al. 2024.
Vyzkumy na embryich skotu (Mellisho et al. 2017), prasat (Saadeldin et al. 2014), mysi (Tan et

al. 2020b) a ¢loveéka (Giacomini et al. 2017) prokazaly pritomnost EVs v kultivaénim médiu ve stadiich

moruly (Melo-Baez et al. 2020) a blastocysty (Mellisho et al. 2017).
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3.1 Vyznam extracelularnich vacku pro fertilizaci

3.1.1 Vliv na spermie

Spermie podstupuji maturaci v reprodukénim traktu za 0casti extracelularnich vezikula z
folikularni tekutiny. Tyto vezikuly podporuji jejich Zivotaschopnost, indukuji kapacitaci a akrozomalni
reakci. Tyto u€inky jsou zprosttedkovany povrchovymi proteiny EVs, protoze jejich aktivita se ztraci
po oSetieni trypsinem, jak bylo naznaceno u skotu (Hasan et al. 2021). U mysi bylo prokézano, ze béhem
procesu kapacitace ziskdva plazmatickd membréna spermii rdzné proteiny, napiiklad PMCA4
(plazmatickd membranova Ca®>" ATPéaza 4). Pienos izoformy PMCA4a probihd prosttednictvim CD9
exozomu z déloznich tekutin (uterozomy) a tekutin vejcovodu (Al-Dossary et al. 2013). Mysi PMCA4
je membranovy protein zodpovédny za udrzovani homeostdzy Ca**, ktery odstrafiuje jeho pirebytecné
mnozstvi po kapacitaci a zaroven brani pred¢asné akrozomalni reakci (Wennemuth et al. 2003; Okunade
et al. 2004). Delece genu Pmca4 zpusobuje poruchy pohyblivosti spermii, coz vede k neplodnosti u
samci mysi (Schuh et al. 2004). U samic se v extracelularnich vaccich vejcovodu nachazi PMCALI
(plazmatickd membranova Ca** ATPaza 1), ktery pfi absenci PMCA4 plni nahradni funkei, ¢imz
podporuje plodnost (Bathala et al. 2018).

Dalsim proteinem pfenasenym pomoci EVs je SPAMI1 (hyaluronidaza PH-20), coz je GPI-
vazany protein, ktery se mize vazat na povrch spermii, usnadiovat jejich prunik a zaroven modifikovat
dalsi povrchové proteiny (Zhang et al. 2003; Griffiths et al. 2008b). Prinik je usnadnén
hyaluroniddzovou aktivitou SPAMI1, protoze extraceluldrni matrix kumuldrnich bunék obklopujicich
oocyt obsahuje kyselinu hyaluronovou (Griffiths et al. 2008b). SPAMI1 je absorbovan prosttednictvim
vezikull uvolnénych z epididymalni tekutiny (epididymozomy) a z lumenu dé€lozni tekutiny
(uterozomy). Inkubace spermii s epididymozomy a uterozomy potvrdila absorpci SPAMI spermiemi, a
to pouze v ptipade, kdy nedoslo k odstranéni GPI kotvy (Griffiths et al. 2008a).

Bylo prokazano zvySeni poctu spermii s akrozomalni reakci po inkubaci s vaginozomy (VGS)
ziskanymi z vaginalni tekutiny. Ve VGS byly identifikovany jiz znamé proteiny PMCA1, PMCA4 a
SPAMI1 (Fereshteh et al. 2019).

Prostazomy jsou vezikuly ze semenné plazmy, také prenaseji proteiny, které mohou ovliviiovat
akrozomalni reakci, coz bylo prokazano na prase¢ich spermiich in vitro (Siciliano et al. 2008). U ¢lovéka
jsou rovnéz pritomny prostazomy, které mohou pienaset na spermie rizné molekuly, véetné PMCA4
(Andrews et al. 2015). Predpoklada se, Ze in vivo bude ziskavani proteinii z VGS u ejakulovanych
spermii mensi, protoze ur¢ité mnozstvi jiz bylo absorbovano béhem interakce s prostazomy (Fereshteh
etal. 2019).

EVs se mohou také podilet na prevenci polyspermie. Aby mohlo dojit ke splynuti membran,
jsou zapotiebi interakce ligandu a receptoru — v tomto ptipadé proteinu [IZUMO1 (fizni protein spermie
a vajicka IZUMO1) na spermii a JUNO na oocytu. Bylo prokazano, ze JUNO je po fertilizaci uvolnén
z membrany oocytu do vezikulil, ¢imZ vytvafi tzv. faleSnou zonu vajicek, ktera neutralizuje spermie a

zvysuje ucinnost ochrany proti polyspermii (Bianchi et al. 2014).
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3.1.2 Vliv na oocyt

Vezikuly byly detekovany béhem fertilizace. Predpoklada se, ze CD9 exozomy, které jsou
vylucovany z oocytu, usnadiuji fuzi se spermii indukci tvorby mikroklkid na povrchu oocytu (Miyado
et al. 2008). Mikroklky nasledn¢ slouzi k zachyceni spermii (Runge et al. 2007). Krom¢ toho bylo
prokazano, ze souCasna absence tetraspaninii CD9 a CD81 vede k porucham plodnosti (vice nez 95 %

pro CD9 a 40 % pro CD81), absence obou k neplodnosti (Rubinstein et al. 2006).

3.2 Extracelularni va¢ky vejcovodu

Jak napovida jejich nazev, extracelularni vacky vejcovodu (oEVs), neboli oviduktozomy, jsou
vylucovany epitelem vejcovodu a ovliviwji fadu procestl, véetné oplodnéni a vyvoje embrya. Tyto
vezikuly mohou pienaset na ZP protein OVGP1 (ovidukt-specificky glykoprotein) (Alcantara-Neto et
al. 2020), ktery se podili na zpevnéni ZP, coz je kliCové pro transport oocytu ampuli vejcovodu (Coy et
al. 2008). Odstranéni C-koncové sekvence proteinu zvySuje citlivost ZP na degradaci proteazami.
Samotna C-koncova sekvence usnadnuje prinik spermii a zaroven hraje roli v endocytdéze proteinu
OVGPI1 (Algarra et al. 2016). Vyse popsany mechanismus nebyl u ¢lovéka prokazan, ale byl pozorovan
u krav, prasat, koz, ovci a kralikli (Mondéjar et al. 2013).

Oboustranna interakce mezi bunkami vejcovodu a embryem muze vést ke zménam v obsahu
miRNA v oviduktozomech, a tim pfedavat matce informaci o pfitomnosti embrya. Naptiklad miR-7704,
miR-2904 a miR-2861 byly rozpoznany jako markery pfitomnosti embrya (Hamdi et al. 2024).
Potvrzeni téchto vysledkid vyzaduje dalsi experimenty. MiR-2904 byla rovnéZz detekovana v jiné studii
b&hem kompaktace u embryi skotu (Melo-Baez et al. 2020). Dale bylo prokazéano, ze microRNA-148b
ovliviiuje bunécnou diferenciaci a proliferaci v 16bunééném stadiu vyvoje embrya. Bylo zjisténo, ze
miR-148b navozuje zvyseni poctu bunék trofoblastu a vnitfni bunécné masy, coz naznacuje klicovou
roli v signalnich drahdch odpovédnych za tyto procesy (Caiidn-Beltran et al. 2024).

U skotu oEVs obsahuji nékteré metabolity, naptiklad myo-inositol, laktat, gluk6za-1-fosfat,
maltozu, glycin, pficemz jejich koncentrace se méni béhem estralniho cyklu. Myo-inositol je hlavnim
metabolitem v oEVs (Gatien et al. 2019). Jeho ptidani do kultury in vitro zvysilo schopnost vyvoje
blastocyst (Lim et al. 2007). Predpoklada se, Ze oEVs mohou poskytovat embryu myo-inositol a dalsi
molekuly béhem pruchodu vejcovodem, a tim podporovat jeho vyvoj (Gatien et al. 2019).

Mnohé¢ studie ukazaly zlepSeni kvality embryi riznych zivo¢isnych druhi pii kultivaci in vitro
s pridanim oEVs. Napftiklad vacky oviduktalni tekutiny kralikd vedly ke snizeni hladiny reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Qu et al. 2020), které ve vysokych koncentracich mohou negativné ovlivnit rust
embrya a zvysit poSkozeni DNA. U mySich embryi po pfenosu bylo prokazano, ze mira narozenych
mlad’at se zvySuje pii spole¢né predchozi kultivaci s oEVs, a to diky snizeni exprese aktivatoru apoptdzy
BAX (bcl-2 podobny protein 4) (Qu et al. 2019). Soucasné byla zvySena exprese blokatoru apoptozy
BCL2 (B-lymfomovy protein 2), ktery pusobi jako antagonista BAX (Zhai et al. 2008), a genu
pluripotence Oct4 (Qu et al. 2019).
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3.3 Endometrialni extracelularni vacky

Jak jiz bylo feceno, fyziologicka implantace hraje klicovou roli pfi pokraCovani té¢hotenstvi.
Béhem prvnich krokti implantace dochazi ke komunikaci mezi bunikami trofoblastu a endometrialnim
epitelem pomoci EVs, coz zvysuje adhezivni schopnost trofoblastu, mimo jiné prostfednictvim signalni
drahy FAK (fokalni adhezivni kindza) (Greening et al. 2016). FAK je znama svou ucasti v bunééné
adhezi a migraci, stejné jako v procesu implantace (Kaneko et al. 2012). Embrya kultivovana s exozomy
epitelialnich bun€¢k endometria in vivo vykazovala zvySeni poctu blastomer, zvySenou miru hatchingu a
také zlepSenou implantaci (Gurung et al. 2020).

Kli¢ovymi pro procesy béhem implantace jsou proteiny fibulin-1, CYR61 (cysteine-rich
angiogenic inducer 61), faktor urychlujici rozklad komplementu (CD55, cluster of differentiation 55),
perlecan a alanin aminopeptidaza (Greening et al. 2016). Fibulin-1 potlac¢uje adhezi bun¢k (Twal et al.
2001). CD55 je ve velkém mnozstvi pfitomen béhem implantacniho okna a také se uplatituje pfi
decidualizaci, snizeni jeho hladiny mtize indukovat reprodukéni poruchy (Tang et al. 2022). Perlecan
hraje roli pti adhezi bunék a usnadiiuje ptipojeni trofoblastu (Carson et al. 1993). Bylo prokazano, ze
jeho hladina se zvySuje béhem implantace, zejména pfi diferenciaci endometrialni tkané na decidualni
tkan (Huyen et al. 2011). CYR61 pravdépodobné podporuje rist déloznich cév k embryu (Mo et al.
2002). Alanin aminopeptidaza ma vliv na receptivitu endometria, pficemz jeho hladina zavisi na véku
matky a s tim i na jeji reproduktivni schopnosti (Shui et al. 2019). Byly nalezeny i dalsi proteiny EVs,
které reguluji adhezi, proliferaci a bunécny cyklus. VétSina proteinti endometrialnich vacku nebyla u
jinych typt EVs identifikovana (Greening et al. 2016).

Altmée et al. 2017 identifikovali az 57 gent, které jsou spojeny s exozomy, podileji se na
implantaci a receptivité endometria a mohou slouzit jako biomarkery. Jeden z téchto gent je SPPI
(sekretovany fosfoprotein 1, osteopontin), ktery se vaze na integriny a stimuluje adhezi endometrialniho

epitelu a TE v ranych fazich implantace (Kang et al. 2014).

3.3.1 MicroRNA v komunikaci mezi endometriem a embryem

MiRNA mohou také plsobit jako prostiednici mezibunééné komunikace mezi endometriem a
embryem, ovliviiuji implantaci, adhezi a remodelaci extracelularniho matrix.

Hsa-miR-30d, detekovana v EVs endometria, zvySovala expresi deseti genii v bunikach TE,
véetné téch, které koduji adhezivni molekuly. Pfitomnost této miRNA vedla u kultivovanych mysich
embryi ke zvySeni adheze ve srovnani s inhibitorem hsa-miR-30d. Pfedpoklada se, ze podobny
mechanismus muiZze existovat i u embryi ¢lovéka (Vilella et al. 2015).

MiR-100-5p, obsazena v endometrialnich vezikulech ovliviiuje migraci a invazi trofoblastovych
bun€k prostiednictvim aktivace signalizace FAK. Kromé toho miR-100-5p podporuje angiogenezi,
ktera je nezbytna pro implantaci (Tan et al. 2020a).

Analyza EVs délozni dutiny ukazala ptitomnost dalSich microRNA, pficemz nejcastéji

zastoupenymi byly hsa-miR-200c, hsa-miR-17 a hsa-miR-106a. Statisticka analyza identifikovala
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cilové geny téchto miRNA, které aktivuji signalni drahy spojené s implantaci, naptiklad drahu VEGF
(vaskularni endotelialni rastovy faktor) a drahu interakce ECM ligandu a receptoru (Ng et al. 2013).
VEGFA (faktor A) a jeho dva receptory VEGFR-1 a VEGFR-2 se podileji na regulaci rtistu cév, véetné
rustu v endometriu (Moller et al. 2001). Bylo prokazano, ze hladina VEGFA v délozni tekutin€¢ béhem
implantacniho okna byla snizena u Zen s neplodnosti ve srovnani s fertilnimi zenami, coz miZze
naznacovat jeho roli v procesech adheze (Hannan et al. 2011). Dalsim ptikladem signalni drahy spojené
s implantaci je draha ECM ligandu fibronektinu, ktery je pfitomen v trofoblastu a vnitfni bunéné mase
blastocysty potkana. Fibronektin se v4ze na integriny, a tim se podili na procesu pfipojeni blastocysty
(Kaneko et al. 2013).

Analyza obsahu miRNA v uterozomech béhem stfedni lutedlni faze estralniho cyklu odhalila
dalsi signalni drahy, které mohou byt regulovany EVs v pribéhu t€hotenstvi. Bylo identifikovano az 59
miRNA specificky pfitomnych v uterozomech, které pravdépodobné moduluji az 78 signalnich drah,
mimo jiné darhu Hippo (viz podrobnéji kapitola 4.2), WNT a drahy souvisejici s absorpci a transportem
lipidii (Mazzarella et al. 2024). Predpoklada se napiiklad, Ze bta-miR-873 a bta-miR-18a reguluji expresi
genu Plin2 (perilipin 2), ktery inhibuje degradaci lipidl, a tim podporuje jejich akumulaci ve forme
cytoplazmatickych lipidovych kapének, coz bylo prokazano u embryi skotu. Tyto miRNA snizuji
expresi Plin2, coz mize byt vyuzito ke zvySeni viability embryi po rozmrazeni (Mazzarella et al. 2024;
Sastre et al. 2014). Kanonicka signalni draha WNT se podili na regulaci bunééné proliferace,
diferenciace a adheze. Jeji aktivace v patém dni vyvoje vedla ke sniZzeni UspéSnosti formovani
blastocysty, coz je spojeno s narusenim E-kadherinem zprostiedkovanych bunéénych kontaktl a inhibici
diferenciace TE. Presto inhibice této drahy pomoci antagonisty WNT nevedla ke zlepSeni vyvoje

(Denicol et al. 2013).

3.4 Imunomodulace prosti‘ednictvim extracelularnich vacki

Extracelularni vacky hraji dtlezitou roli v regulaci imunitniho systému matky, protoze
signalizuji d€loze ptitomnost implantujiciho se embrya.

Inhibice imunitni odpovédi probiha i pomoci miRNA. Nékteré miRNA obsazené ve vaccich
pochazejicich z epitelialnich bun¢k endometria skotu, jako bta-miR-26b a bta-miR-98, maji roli v
modulaci funkce imunitniho systému v obdobi implantace. Predpoklada se, ze bta-miR-26b muze
potlacovat aktivaci neutrofild, které pfedstavuji prvni linii obrany béhem zanétlivé reakce (Nakamura et
al. 2019; 2021). Dalsim ptikladem je izoforma HLA-GS5 (lidsky leukocytovy antigen G5), ktera je
produkovana cytotrofoblasty a vylou¢ena prostfednictvim exozomu (Kshirsagar et al. 2012). Nasledné
muze interagovat s CD4+ a CD8+ T-lymfocyty a zvySovat expresi IL-10 (interleukin 10), a tim vytvafet
imunitni toleranci vuéi plodu (Atay et al. 2011a).

V exozomech byly identifikovany geny hrajici roli pii tlumeni vrozené imunity po rozpoznani

embrya imunitnim systémem matky. Mezi jejich produkty se nachdzi C4BP (C4b vazebny protein)
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(Altmde et al. 2017), protein inhibujici komplement, ktery pravdépodobné chrani embryo pied
imunitnim Gtokem matefského komplementu (Tapia et al. 2011).

Prozanétlivé prostiedi mize byt ovlivnéno EVs, které jsou vylucovany trofoblastovymi
bunkami a obsahuji fibronektin. Fibronektin ve vaccich podporuje aktivaci monocytii a makrofagt, které
uvolnuji prozanétlivé cytokiny, zejména IL-1p (interleukin 1 beta), a chemokiny, ¢imz vytvareji zanét
a zvySuji pocet monocytil nezbytnych pro podporu angiogeneze a rist trofoblastu. Aktivace téchto
imunitnich bunék probihd mechanismem zahrnujicim absorpci EVs (Atay et al. 2011a; 2011b).

EVs se také podileji na indukci apoptézy, kterou prochdzeji endometridlni buiiky skotu v misté
implantace. EVs regulovaly expresi n¢kolika genti spojenych s apoptozou, konkrétn€ jiz zminéného
Bax, Casp3 (kaspaza 3), Tnfa (TNF-a, faktor nddorové nekrozy alfa) a dalSich (Kusama et al. 2018). U
mysi byla naptiklad nejvyssi koncentrace kaspazy 3 pozorovana 14. den biezosti behem regrese decidua
basalis, ktera interaguje s trofoblastem, a mirn€ niz$i béhem samotné implantace (Shooner et al. 2005).
TNF-a je také kliCovym prozanétlivym faktorem, jehoz vysoké hladiny vSak mohou korelovat s
neuspé$nou implantaci a potratem (Lv et al. 2022).

Timto zptsobem EVs vytvareji rovnovahu mezi zanétlivym a imunosupresivnim prostfedim,

¢imz se podileji na vytvareni a udrzeni optimalnich podminek pro tispéSnou implantaci.

3.5 Extracellularni va¢ky embrya
Efekt extracelularnich vacki embrya je méné€ objasnény nez u predchozich typd. Nicméné se

predpoklada jejich vliv na modifikaci prostiedi béhem spole¢né kultivace a na zmény exprese gentl.

3.5.1 Spolecna kultivace embryi

Vysledky vyzkumut ukazaly, ze embrya kultivovana ve skupinach castéji dosahnou stadia
blastocysty a vykazuji niz§i uroven apoptodzy ve srovnani s embryi kultivovanymi samostatné. To bylo
prokazano ve studiich provedenych na mysich (Lane et al. 1992), ovcich (Gardner et al. 1994), kravach
(Ferry et al. 1994) a dokonce i na lidech (Sun et al. 2014).

Je pravdépodobné, ze spolecna kultivace ma pozitivni vliv mimo jiné i diky EVs, které si embrya
mezi sebou vyménuji (Saadeldin et al. 2014). Pfedpoklada se, ze embrya modifikuji své mikroprostiedi
pomoci ristovych faktori a signalnich molekul, které ¢astecné kompenzuji jejich nedostatek za in vitro
podminek. Napfiklad se v téchto interakcich uplatiluje signalni drdha receptort PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptors), kterd reguluje metabolismus lipidi (Wydooghe et al. 2017). PPAR jsou
transkripcni faktory jadernych receptorti tii typti: PPARa, PPARy a PPARGS. Jejich aktivace probiha
prostfednictvim vazby na tzv. lipofilni autokrinni embryotropiny, jako jsou prostaglandiny a mastné
kyseliny, které jsou prenaseny uvniti exozoml. PPARP ovliviiuje AKT1 (RAC-alfa serin/threonin-

proteinkinaza) prostfednictvim enzymu PDKI1 (3-fosfatidylinositol-dependentni proteinkinadza 1).
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AKT1 je jednim z enzymu rodiny proteinkindz B, ktery se podili na draze PI3K/AKT/mTOR,
odpovédné za proliferaci bun¢k a inhibici apoptozy (Di-Poi et al. 2002; Wydooghe et al. 2017).

Kultivace skupiny tfi lidskych embryi indukovala ve srovnani s individualni kultivaci lepsi
vyvoj do blastocyst. Zajimavé je také, ze skupina ¢tyf embryi vykazovala horsi vysledky, coz by mohlo
byt disledkem nizké kvality embryi, ktera mohla potenciadln¢ uvoliiovat do prostfedi negativni faktory
(Sun et al. 2014). V jiné studii bylo také potvrzeno zvySené formovani blastocyst pfi skupinové kultivaci
a kromé toho byla pozorovana tendence k ispésnéjsi implantaci a vyvoji po prenosu. Nicméné tyto
hodnoty jsou statisticky nevyznamné (Ebner et al. 2010).

Jind studie na prasecich embryich ukazala zvySenou expresi mRNA genti pluripotence Oct4,
Sox2, c-Myc, KIf4 a Nanog béhem spolecné kultivace embryi, coz nakonec také vedlo ke zvySeni
uspésnosti vyvoje in vitro. Oct4, Sox2 a KlIf4 byly exprimovany béhem vyvoje embrya, c-Myc byl

exprimovan prerusované a Nanog byl exprimovan v pozdni fazi blastocysty (Saadeldin et al. 2014).

3.5.2 Zmény exprese genti

Pro dikaz komunikace mezi matkou a embryem byla pouzita kultura epitelidlnich bunck
bovinniho vejcovodu (BOEC) in vitro, ktera napodobovala charakteristiky vejcovodu in vivo. BOEC
byla kultivovana s embryi. V tomto modelu byla v bunikach vejcovodu snizena exprese nékterych slozek
signalni drahy BMP (kostni morfogeneticky protein), ktera je odpovédna za tvorbu tkdni. Konkrétné
byly snizeny hladiny ligandu BMP7, signalniho medidtoru SMADI (¢len rodiny SMAD 1) a nékterych
dalsich slozek (Garcia et al. 2017). BMP7 mize indukovat apoptézu béhem remodelace tkani (Monroe
et al. 2000), a proto jeho snizena exprese pravdépodobné souvisi s udrzenim integrity vejcovodu beéhem
prichodu embrya. Sou€asné analyza transkriptomu raného embrya naopak ukézala zvySené hladiny
mRNA SMADI, ktera aktivuje signalizaci BMP a zéarovenl hraje klicovou roli pfi podpofe vyvoje
embrya v déloznim prostfedi (Tremblay et al. 2001). Tyto tdaje naznacuji, Ze transkripéni zmény
navozené EVs jsou obousmérné a ovliviuji jak embryo, tak i buiky vejcovodu (Garcia et al. 2017).

Dalsi studie, ktera také vyuzila kokultivaci embryi s BOEC, ukazala zvySeni exprese genl
stimulovanych interferony typu I nebo fazenych k draze IFN-t (interferon tau) (Schmaltz-Panneau et al.
2014). Rada genii stimulovanych IFN-t piisobi na endometrium, signalizuje matce zagatek t&hotenstvi
a reguluje délozni sliznici pro udrzeni téhotenstvi (Gray et al. 2006). EVs izolované z embryi vysoké
kvality pfi jejich ptidani do BOEC vyvolaly transkripéni zmény v genech spojenych se signalni drahou
IFN-t. EVs mohou pienaset IFN-t nebo jiné biomolekuly odpovédné za podobné signalni drahy, coz
muze vysvétlit mechanismy popsané ve vyse uvedenych studiich (Dissanayake et al. 2021).

MiR-378a-3p z EVs blastocyst skotu prokazala svou roli pii urychleni hatchingu a ke zvySeni
poc¢tu bunék TE a ICM. Analyza cilovych genl ukazala zapojeni této miRNA do bunééného déleni,
diferenciace, vyvoje a kvality embryi, a do jiz zminéného hatchingu. Dalsi vyvoj embryi vSak nebyl
jejim pusobenim vyrazné€ ovlivnén, coz mize naznacovat, ze ucinky miR-378a-3p se projevuji v stadiu

blastocysty (Pavani et al. 2022).
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4. Vyuziti extracelularnich vac¢ki v diagnostice a 1é¢bé poruch plodnosti
Klinické vyuziti extracelularnich vacka jako diagnostickych a terapeutickych nastrojii si stale
vyzaduje dalsi vyzkum, nicméné jejich potencialni aplikace pokryva fadu zajimavych oblasti, které

budou rozebrany v této kapitole. Pro pfehled moznych zptsobii vyuziti EVs viz obr. SA.
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Obr. 5: Klinické vyuziti extracelularnich vackt. A —analyza EVs z plazmy, uterozomt a embryonalnich
EVs muze poskytnout informace o zdravotnim stavu Zeny, piedpoklddanych onemocnénich a
komplikacich, kvalit¢ embrya a receptivit¢ délozniho prostiedi. B — rizné zpisoby vyuziti
modifikovanych i pfirozenych matetskych a embryonalnich EVs ke zlepSeni vyvoje embrya, ochrané

pted komplikacemi a ptipravé délozniho prostredi. Pfevzato z Poh et al. 2023.

4.1. Biomarkery
Extracelularni vacky mohou slouzit jako biomarkery z vice hledisek. Vétsina studii se zameétuje

pfedevsim na jejich proteinové slozeni a na zmény v expresi miRNA. Obsah vacki s miRNA odrazi
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stav donorové bunky, vetné riznych patologii (Xie et al. 2023). V prvnim trimestru zdravého
téhotenstvi (0daje mezi 6. a 12. tydnem) se mnozstvi exozomll pochazejicich z placenty postupné
zvySuje, jak ukazuje jejich vyskyt v mateiské plazmé. Navrhuje se vyuziti placentarnich exozomi z
plazmy k vcasné detekci t€hotenskych komplikaci (Sarker et al. 2014). EVs byly jiz vyuzity pfi
diagnostice téhotenské hypertenze (Hromadnikova et al. 2014), preeklampsie (Salomon et al. 2017),
ptedcasného porodu (Menon et al. 2019) a endometridozy (Harp et al. 2016). Piestoze existuje fada
potencialnich biomarkert, je tfeba dalSich vyzkumii k urceni téch nejspolehlivéjsich. Hypotetické
vyuziti EVs v terapii by potencialné mohlo chranit plod pfed komplikacemi, véetné vySe uvedenych
stavi, ale také pfed omezenim ristu plodu, gestatnim diabetem mellitus, srdecnimi vadami a poruchami
vyvoje neuralni trubice (Poh et al. 2023) (viz obr. 5A).

Pro uspésnou implantaci je zasadni spravné zhodnoceni receptivity endometria. EVs z
endometria my$i byly analyzovany v riznych fazich implantace a byla zjisténa exprese miR-34c-5p,
miR-210, miR-369-5p, miR-30b a miR-582-5p béhem implanta¢niho okna (WOI). Navrhuje se pouZiti
miR-34c-5p, kterd reguluje faktor potlacujici rist buné€k, jako biomarker stavu délohy. Zaroven by
mohla byt vyuzita v terapii pfi opakovaném selhani implantace, které je ¢astou pii¢inou neplodnosti.
Dalsi miRNA mohou byt rovnéz vyuzity k uréeni optimalniho obdobi pro implantaci (Tan et al. 2020b),

protoze piesné stanoveni WOI ma pozitivni vliv na vysledky asistované reprodukce (Enciso et al. 2021).

4.1.1 Biomarkery kvality embrya

Nékteré miRNA (miR-181a2, miR-196a2, miR-302c, miR-25) byly detekovany v
degenerujicich embryich, coz naznacuje jejich souvislost s kvalitou a zaroven poukazuje na jejich
potencialni vyuziti jako biomarkerti (Kropp et al. 2014). MiR-181a2 potlacuje translaci specifického
jaderného proteinu oocyti NPM2 (nukleoplazmin 2), ktery je zodpovédny za remodelaci chromatinu a
koreluje také s kvalitou oocytd (Lingenfelter et al. 2011). MiR-196a2 byla detekovana pouze po piidani
hovéziho sérového albuminu, bézné pouzivaného jako soucast riznych médii, coz naznacuje moznost
puvodu miR-196a2 z kultivaéniho média. MiR-302c byla zjisténa pouze v embryich skotu, zatimco
miR-25 byla nalezena i u ¢loveéka (Kropp et al. 2014) a je napiiklad zodpovédna za reprogramovani
kmenovych bungk a pluripotenci (Lu et al. 2012).

Dalsi studie identifikovala ptitomnost 89 riznych miRNA pochazejicich z exozom blastocysty.
Analyza signalnich drah téchto miRNA ukazala, ze se podileji na epigenetické regulaci, pluripotenci,
bunééném cyklu, apoptodze, signalizaci pies ECM receptory a Hippo draze. Posledni dvé drahy hraji
zasadni roli pfi formovani trofektodermu a vnitini bunééné masy, pfi tvorbé mezibunéénych spoju a
kompaktaci embrya, naptiklad prostiednictvim regulace exprese CDX2 pies Hippo drahu (Nishioka et
al. 2009; Battaglia et al. 2019). Predpoklada se vyuziti embryonalnich miRNA k hodnoceni kvality
blastocysty v cyklech asistované reprodukce (Battaglia et al. 2019).

Pallinger et al. 2017 navrhuji analyzu PI+ EVs (vezikulii obsahujicich nukleové kyseliny)

pomoci prutokové cytometrie jako neinvazivni metodu pro vybér kompetentniho embrya k transferu,
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jelikoz zvySeny pocet PI+ EVs mlize signalizovat snizeny implantacni potencial. NavrZeny test je rychly
a cenove dostupny, nicmén¢ selhani implantace nemusi byt zptisobeno pouze kvalitou embrya, ale také
nedostate¢nou receptivitou endometria. Z tohoto divodu jsou zapotiebi standardizované protokoly pro
zpracovani a analyzu dat. Moznym vysvétlenim zvySeného poctu PI+ EVs mize byt uvolnéni
nukleovych kyselin v disledku poskozeni bunék, i kdyz jejich pfesny ptivod nebyl objasnén v této studii.
Ve druhé studii byl v§ak v bunikdch TE rovné€Zz pozorovan proces, pfi kterém se ¢ast jaderného materialu
uvolnovala do cytoplazmy ve formé cytoplazmatickych struktur (cytDNA) beéhem expanze blastocoelu.
Zvysené uvoliovani bylo pozorovano po mechanickém zéasahu (biopsii) béhem odbéru vzorki pro
preimplantacni genetickou diagnostiku. Tento jev neni pfimo spojen s apoptdézou ani s chybami pfi
segregaci chromozomil béhem mit6zy, nicméné mtize byt signalem bunécného stresu, ktery potencialné
snizuje kvalitu embrya (Domingo-Muelas et al. 2023). Na druhou stranu v novéjsi studii nebyla
pozorovana korelace mezi koncentraci a kvalitou jako u Pallinger et al. 2017, praveé velikost
uvolnovanych vezikulli odrazela zvysenou vyvojovou kompetenci embryi ve tfetim dni vyvoje. Kromé
toho analyza EVs prokdzala ptitomnost genomové DNA s vysokou mirou chromozomalnich abnormalit,
zatimco biopsie tyto abnormality neodhalila, coz ukazuje na nedostateCnou spolehlivost takové

diagnostiky v ranych stadiich vyvoje (Veraguas et al. 2021).

4.2 Extracelularni vacky jako terapeuticky nastroj v reprodukéni mediciné
Extracelularni vezikuly Ize zhruba rozd€lit na pfirozené (produkované matkou a

embryem/trofoblastem) a syntetické (Poh et al. 2023) (viz obr. 5B).

4.2.1 Prirozené extracelularni vacky

Jak bylo uvedeno v ptfedchozich kapitolach, jak matefské, tak embryonalni vezikuly jsou
ptirozené obohaceny o miRNA a proteiny regulujici adhezi, proliferaci, diferenciaci, migraci bunck a
dalsi procesy (Poh et al. 2023). Napiiklad lidské EVs mezenchymalnich kmenovych bunék endometria
obsahuji antioxidanty, které jiz prokédzaly svij ptinos u starSich mysi pfi zlepSeni kvality jejich embryi.
Analyza genové exprese blastocyst odhalila zmény v genech souvisejicich s odpoveédi na oxidacni stres,
metabolismem a tvorbou TE/ICM, vcetné zvySené exprese SOX2 a VEGF (Marinaro et al. 2019).
Pfidani vezikull ziskanych od fertilnich zen do kultivaéniho média mtize zlepSit receptivitu endometria
a kvalitu embryi in vitro, coz mize byt vyuzito pfi ART (Poh et al. 2023).

Exozomy izolované z mezenchymalnich kmenovych bunék a zabudované¢ do hydrogelu
prokézaly svou ucinnost v terapii Ashermanova syndromu zptsobené¢ho fibrézou endometria, coz
podporuje dalsi vyzkum sméfujici k vyvoji personalizované terapie. LéCba exozomy vedla ke snizeni
exprese fibroznich markerti (vimentin, COL1A1 (alfa-1 podjednotka kolagenu typu I) a COL5A2 (alfa-
2 podjednotka kolagenu typu V)), jejichz hladiny byly zvySeny v disledku aktivity TGF-$
(transformuyjici ristovy faktor beta), ktery predstavuje klicovy prvek fibrotické kaskady (Lin et al. 2023).
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4.2.2 Syntetické extracelularni vacky

Pro formovani exozomu synteticky existuji rtiizné metody. Jednou z nich je koinkubace se
zvolenou molekulou, ktera mize difundovat do vezikuli (napiiklad enkapsulace kurkuminu do
exozomu pomoci koinkubace zvysila jeho stabilitu a biologickou dostupnost in vivo) (Sun et al. 2010).
Dalsi metodou je elektroporace (elektricky impuls docasn¢ zvysi propustnost membrany vackid a
molekuly, napf. siRNA (mald interferujici RNA) mohou proniknout dovnitf), nebo transfekce
(modifikace bun¢k produkujicich exozomy za ucelem syntézy specifickych proteinti na povrchu
vezikuli nebo vlozeni potfebnych molekul) (Zhang et al. 2022). Kromé& toho mohou byt EVs
modifikovany na povrchu pomoci peptidi nebo receptort (integriny), aby specificky cilily na urcité
tkan€ nebo orgdny. Tento pfistup se nazyva povrchova funkcionalizace (Poh et al. 2023). Naptiklad
syntetické extracelularni vezikuly byly u mysi pouzity jako systém pro transport siRNA inhibujici
replikaci viru Zika, ktery predstavuje vazné riziko pro novorozence. Aby bylo mozné tyto vezikuly cilit
pfimo na neurony (v€etné neuronti plodu), védci modifikovali povrchovy protein Lamp2b vlozenim
glykoproteinu viru vztekliny, ktery se vaze na acetylcholinové receptory pfitomné na neuronech (Zhang
et al. 2022). Predpoklada se, ze podobné modifikace by mohly byt vyuzity i k ochrané pied dal$imi
komplikacemi v téhotenstvi (Poh et al. 2023).

Exozomy pochézejici z mezenchymalnich kmenovych bunék mohou byt povazovany za
potencialni terapeuticky nastroj pfi preeklampsii pro pienos uzite¢nych molekul, napiiklad dlouhé
nekodujici RNA H19, ktera se vaze na mikroRNA let-7b a snizuje jeji aktivitu. U pacientek s
preeklampsii je let-7b zvysSend, coz ovliviiuje expresi FOXO1 (forkhead box protein O1). ZvySeni
FOXOT1 spolu s aktivaci signalni drahy proteinkinazy B podporuje migraci a invazi trofoblasti, snizuje
apoptdzu a potencialné brani rozvoji PE. Exozomy nesouci H19 tak mohou byt vyuzity v terapii PE k
regulaci funkce bun¢k trofoblastu (Chen et al. 2020).

V jiné studii modifikované uterozomy s lidskym choriovym gonadotropinem (hCG) zvysily
expresi LIF (leukemii inhibujici faktor) a trofininu a snizily hladiny IGFBP-1 (vazebny protein pro IGF-
1) a mucin-16, coz naznacuje zvysenou receptivitu endometria pro implantaci (Hajipour et al. 2021).
Aplikace hCG do délozni dutiny po odbéru oocytti byla efektivni pfi zlepSeni receptivity endometria a
zvysilo pravdépodobnost téhotenstvi (Navali et al. 2016). LIF ptisobi na délozni epitel aktivaci exprese
mnoha transkripénich faktori, které spoustéji drahy pfipravujici délohu na implantaci (Cheng et al.
2017). Trofinin podporuje pocatecni ptichyceni trofoblastil k epitelu endometria v rané fazi implantace
(Dolanbay et al. 2016). Na druhou stranu IGFBP-1 a mucin-16 mohou implantaci branit. Bylo
prokédzano, ze IGFBP-1 inhibuje invazi cytotrofoblasti do stromalnich bunék endometria béhem
decidualizace (Irwin et al. 1998), zatimco mucin-16 vytvaii povrch se snizenou adhezivni schopnosti,
¢imz fyzicky brani interakci mezi trofoblastem a epitelem endometria (Liu et al. 2020). Prestoze
vysledky podani modifikovanych vezikull jsou perspektivni, byly ziskany z epitelialnich rakovinnych
bun¢k endometria in vitro, coz nemusi pln¢€ odrazet podminky in vivo a potvrzeni jejich funkce vyzaduje

dalsi vyzkum (Hajipour et al. 2021).
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Zavér

V této praci byla zkoumana role extracelularnich vackt v ¢asném embryonalnim vyvoji,
konkrétné riiznych typi exozomt a mikrovezikulii. Kli¢ovou vlastnosti EVs je obousmérna komunikace
mezi matkou a plodem. Diky této komunikaci mohou EVs modulovat endometrium a imunitni systém
pro uspésnou implantaci, predchazet odmitnuti embrya, ovliviiovat procesy fertilizace a adheze bunck.
Ve své praci jsem se snazila pokryt co nejvice riznych molekularnich mechanismii a interakci, avSak
pochopitelné zde nemohly byt zahrnuty vSechny funkce a typy uvoliiovanych molekul.

Jednim z problémii v této oblasti je jak naroCnost izolace, tak samotna analyza EVs z
biologickych tekutin. Kromé toho nékteré typy EVs, naptiklad oviduktozomy, neni mozné izolovat u
¢lovéka. Z tohoto divodu se vétsina vyzkumi provadi na modelovych zvifatech a bude nutné tyto
poznatky dale ovétovat. Soucasné poznatky o EVs v kontextu implantace jsou navic pfevazné ziskavany
in vitro. Prestoze nekteré in vivo studie potvrzuji vyznamnou roli vacki, stale neni jasné, do jaké miry
lze tyto vysledky vztadhnout na ¢lovéka.

Navzdory moznym obtizim piedstavuje vyuziti EVs v klinické praxi perspektivni smér. Pocet
klinickych studii zabyvajicich se vezikuly neustale roste, avSak vétSina z nich je zaméfena mimo
reprodukci, a to na imunoterapii rakoviny, lécbu COVID-19 nebo jeho komplikaci a na kozni
onemocnéni (Fusco et al. 2024). Aplikace EVs jako biomarkeri fertility, kvality embryi nebo jako
terapeuticky nastroj v ART ma jiz solidni experimentalni zéklad, ale vyzaduje dal$i vyzkum a zejména
klinické studie.

Celkove jsou EVs dulezité v regulaci ¢asného embryonalniho vyvoje. Budouci vyzkum by se
mél zaméfit na pochopeni mechanismii komunikace s cilovymi buiikami, studium signalnich drah,
identifikaci biomolekul podilejicich se na mezibunécné komunikaci prostiednictvim EVs, analyzu vliva

jejich miRNA a také roli proteinti, DNA a lipidu.
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