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Abstrakt

Mikrovezikuly a exozomy jsou extracelularni vacky o velikostech v fadu nanometrti odvozené
od bunécnych membran. Diky schopnosti pfenosu proteint, lipidii a RNA jsou v souc¢asné dobé
mikrovezikuly a exozomy povazovany za obvykly zptisob komunikace somatickych bun¢k.
Mikrovezikuly a exozomy byly detekovany v reprodukcnich organech samcti a samic savcii,
kde zprosttedkovavaji transport molekul mezi bunikami a podporuji tak jejich komunikaci
v ramci fyziologickych i patologickych procest. Signalizace prostfednictvim mikrovezikuli a
exozomu se uplatnuje pii procesech maturace spermii, které tyto vacky obohacuji o molekuly
potfebné¢ pro dosazeni motility a schopnosti oplozeni. Stejn¢ tak pii dozravani oocytu
mikrovezikuly podporuji komunikaci mezi buitkami folikulu a jeho rist. Pti oplozeni molekuly
transportované mikrovezikuly napomahaji kapacitaci a akrozomalni reakci a po splynuti gamet
podporuji vyvijejici se embryo a nasledné jeho implantaci do délohy. Hlavni ndplni této
bakalaiské prace je diskuse role mikrovezikuli a exozomu v jednotlivych procesech v savci
reprodukci od maturace spermii a vaji¢ek po uspésné oplozeni a implantaci embrya. Podstatna
¢ast prace je vénovana predstaveni molekul transportovanych mikrovezikuly a exozomy mezi

buiikami a diskusi jejich funkce v rdmci reprodukénich procest.
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Abstract

Microvesicles and exosomes are extracellular vesicles of nanometer size derived from cell
membranes. Due to their ability to transfer proteins, lipids and RNA, microvesicles and
exosomes are now considered to be a common form of communication between somatic cells.
Microvesicles and exosomes have been detected in the reproductive organs of male and female
mammals, where they mediate the transport of molecules between cells and thus promote their
communication during physiological and pathological processes. Signalling through
microvesicles and exosomes is involved in sperm maturation processes, which enrich these
vesicles for molecules required for motility and fertilization capacity. Similarly, during oocyte
maturation, microvesicles promote communication between follicle cells and its growth.
During fertilization, the molecules transported by microvesicles promote capacitation and
acrosomal reaction and, after gamete fusion, support the developing embryo and its subsequent
implantation in the uterus. The main focus of this bachelor thesis is to discuss the role of
microvesicles and exosomes in various processes in mammalian reproduction from sperm and
egg maturation to successful fertilization and embryo implantation. A significant part of the
thesis is devoted to the presentation of molecules transported by microvesicles and exosomes

between cells and a discussion of their function in reproductive processes.
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Seznam pouzitych zkratek

Alix - ALG-2-interacting protein X
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Hsc70 — Heat shock cognate protein 70

Hsp90 — Heat shock protein 90

ESCRT — Endosomal complexes required for transport
ROS — Reactive oxygen species

ELSPBP1 - Epididymal sperm binding protein 1
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GPXS5 — Glutathion peroxidéaza 5

miRNA - microRNA
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pre-miRNA — precursor miRNA
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RISC — RNA-induced silencing complex

Let7 — Lethal7, rodina microRNA

PMCA4 — Plasma membrane clacium ATPase 4
CASK - Ca2+/CaM-dependent serine kinase
JAM-A - Junctional adhesion molecule-A
SPAMI - Sperm-adhesion molecule 1

PH-20 - hyaluronidazy

P25b - fibrohexamerin

AGO?2 - Argonaute-2

MAPK - Mitogen activated protein kinase

FSH - folikulostimula¢ni hormon

LH - luteiniza¢ni hormon

TGF-B/BMP - Transforming growth factor-beta/bone morphogenic protein
AVCRI1 - Activin receptor type-1

ID2 - Inhibitor of DNA binding 2

VEGF - Vascular endothelial growth factor
Has2 - Hyaluronan synthase 2

Ptgs2 - Prostaglandin endoperoxide synthase 2
eNOS - endothelial nitric oxid synthase



nNOS - neuronal nitric oxid synthase

cADPR - cyclic ADP-ribose

NAADP - Nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate
CD46, CD49, CDS5S5 - Cluster of differentiation 46, 49, 55
hCAP-18 - human cathelicidin

LL37 - Human cathelicidin antimicrobial peptide
cAMP - cyclic adenosine monophosphate

Ap4A - Diadenosine tetraphosphate

Ap3A - Diadenosine triphosphate

E2 - estradiol

P4 - progesteron

ANXA1,2,4,5 - Annexin A1, A2, A4, AS

BSP - Bovine seminal plasma protein
HSPA&/HSP70 - Heat-shock protein A8

OGVP1 - Oviduct-specific glycoprotein 1
MYH9 - Myosin heavy-chain 9

IL-1P - Interleukin 1 beta

TNF-a - Tumor necrosis factor alpha
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IL-10 - Interleukin 10

TGF-p - Transforming growth factor 3

ITGB3 - Integrin subunit beta 3

ITGAT7 - Integrin subunit alpha 7

CDHS - Cadherin 5

PHT - Primary human trophoblast

FBLNI - Fibulin-1

HSPGQG?2 - Heparan sulphate proteoglycan 2
CYRG61 - Cysteine-rich 61 protein

MMP-14 — Matrix metalloproteinase 14
ADAMI10 — A Disintegrin and metalloproteinase 10
ICM - Inner cell mass

FAK - Focal adhesion kinase

JNK - c-Jun N-terminal kinase

MMP - Matrix metalloproteinase
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PCOM - Polycystic ovarian morphology
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Uvod

Reprodukce savcu je komplexni proces vyzadujici dokonalou souhru mnoha bunék a tkéani
v sam¢im 1 sami¢im organismu. Prvnim dulezitym krokem tohoto procesu je tvorba a nasledna
maturace gamet, diky kterym se tvoii spermie a vajicka schopna oplozeni. Poté, co spermie
doputuje do ampuly vejcovodu samice, dochazi ke vzajemnému kontaktu gamet a vniknuti
spermie do oocytu, tim dochdzi k jeho oplozeni a vzniku zygoty. Ta se déale ryhuje. Vznikajici
embryo dale putuje do délohy, kde ve stadiu blastocysty probiha jeho implantace do délozni
sliznice. VSechny tyto procesy vyzaduji intenzivni mezibunéénou komunikaci, ktera zajistuje
jejich spravny pribéh a naCasovani na molekularni urovni (Jones, Lopez 2013). Kromé
komunikace pfimym kontaktem bunék nebo transportem pomoci secernovanych molekul jsou
mezibunééné interakce zprostiedkovany také extracelularnimi vezikuly (EVs) (Ratajczak et al.
2006). EVs jsou vacky o velikosti desitek az stovek nanometrli obalené fosfolipidovou
membranou schopné mezi bunikami pfenéaset nejriznéjsi proteiny, lipidy, mRNA a miRNA. EVs
délime na zéklad¢ zptsobu jejich tvorby v buiice do dvou hlavnich skupin na mikrovezikuly a
exozomy (Raposo, Stoorvogel 2013). Tyto vacky zprostredkovavaji v téle savet komunikaci
mezi mnoha bunéénymi typy a zdsadni roli hraji i v reprodukci. (Simon et al. 2018)

Cilem této bakaldiské prace je shrnuti a diskuse doposud publikovanych poznatkl o
funkci EVs v oblasti reprodukce savci. Prace se zaméfuje zejména na popis transportu
konkrétnich molekul pomoci téchto vackt a zabyva se roli téchto molekul v souvislosti
jednotlivych reprodukénich procest. Prace detailné popisuje roli EVs pfi maturaci samcich a
samiCich gamet, oplozeni a ¢asném embryonalnim vyvoji. Kromé& toho jsou v praci zahrnuty

poznatky o roli EVs v prubéhu vybranych onemocnéni reprodukéniho traktu ¢loveéka.



1. Mikrovezikuly a exozomy

Mikrovezikuly a exozomy, které patii spoleéné s apoptotickymi télisky do skupiny EVs,
ptredstavuji skupinu membranou obalenych vackt uvoliiovanych z bunék mnoha tkani v téle
savcu, ale 1 nizSich eukaryot a prokaryot (Raposo, Stoorvogel 2013, Yafiez-Mo et al. 2015).
Tyto vacky slouzi jako transportéry velké Skaly proteini, mRNA a miRNA, které diky své
membrané chrani pted degradaci a dopravuji je k cilovym buiikdm, ¢imz ovliviiuji jejich slozeni
a chovani (Ratajczak et al. 2006). EVs tak predstavuji klicovy nastroj mezibunécné komunikace
(Raposo, Stoorvogel 2013). Ukazuje se, Ze tyto extracelularni vacky maji podil na mezibunécné
komunikaci v ramci reprodukéni soustavy samci v nadvarleti a prostaté, kde se podileji na
dozravani a podpote samcich gamet (Saez, Frenette, Sullivan 2003). U samic najdeme EVs ve
vajecnicich, kde podporuji komunikaci bun¢k folikulu v rdmci vyvoje vaji¢ka (da Silveira et al.
2012). Také ve vejcovodech EVs napomahaji interakci samcich a samicich gamet a oplozeni,

stejn¢ jako v dé€loze, kde zprostfedkovéavaji komunikaci bun¢k k implantaci embrya (Al-

Dossary, Martin-DeLeon 2016, Ng et al. 2013).

1.1 Mikrovezikuly

Oznaceni mikrovezikul odkazuje ke dvéma typim vackd. Samotné mikrovezikuly jsou
cirkularni fragmenty membrany vznikajici pu¢enim bunééné plazmatické membrany a jejim
naslednym odstépenim. Mikrovezikuly jsou velikostng velice heterogenni a jejich rozméry se
pohybuji v rozmezi 100 — 1000nm (Raposo, Stoorvogel 2013). Podtypem mikrovezikuli jsou
také exozomy, které jsou mensimi vacky obalenymi dvouvrstvou fosfolipidovou membranou.
Jejich primérna velikost se pohybuje v rozsahu 30-100 nm (Théry, Zitvogel, Amigorena 2002).
Od mikrovezikuli je vSak odliSuje ptfedevsim zplsob tvorby a uvoliiovani z buniky. Exozomy
na rozdil od mikrovezikuli vznikaji jako intralumindlni vezikuly béhem zrani endozomu

(Ratajczak et al. 2006, Obrazek 1).

1.1.1 Tvorba mikrovezikuli a prijem cilovou burikou

Vznik mikrovezikull probiha puenim plazmatické membrany buniky a naslednym odlou¢enim
vezikulu z povrchu (Cocucci, Racchetti, Meldolesi 2009). K tomuto dé&ji dochazi na
specifickych mistech membrany, obohacenych o specifické lipidy a proteiny, zejména pak
cholesterol. Do vznikajiciho vacku se selektivné zacleniuji molekuly pfipravené k transportu a

nasledn¢ se mikrovezikul uvoliuje do extracelularniho prostoru (Muralidharan-Chari et al.



2010). Proces pudeni mikrovezikulii je zavisly na zvySeni intracelularni koncentrace Ca’",
cytoskeletu, a enzymech jako jsou scrambladza, calpain a gelsolin (Pap et al. 2009). Za
fyziologickych podminek jsou v lipidové dvojvrstvé plazmatické membrany jednotlivé
fosfolipidy rozlozeny asymetricky tzn. slozeni fosfolipidii ve vnitinim a vnéj$Sim listu
membrany se 1i§i. Zvyseni koncentrace iont Ca®" inhibuje proteinovy pienase¢ molekul
membrany — translokdzu a naopak aktivuje enzym scrambldzu. Scramblédza piesune
fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin, které se bézné€ vyskytuji ve vnitinim listu membrany
(Hugel et al. 2005). Ca®* ionty poté iniciuji reorganizaci cytoskeletu, diky které je umoZnéno
pudeni membrany. Ca?* dale aktivuji cytosolické protedzy calpain a gelsolin. Calpain §t&pi talin
a alfa activin, gelsolin $tépi anti capping proteiny. St&peni proteinii rozvoliuje kortikalni
cytoskelet a membrdna miize pucet a utvofit mikrovezikul. Po oddéleni se mikrovezikuly
pohybuji v extracelularnim prostoru v blizkosti piivodni buiiky, kde mohou byt ptijaty cilovou
buiikou nebo jsou znehodnoceny (Pap et al. 2009).

Mikrovezikuly interaguji pouze s bunkami, které rozeznaji pomoci svych receptori.
Jednim ze zplsobl interakce mikrovezikulu s cilovou buiikou je aktivace vnitrobunécné
signalizace na zdklad¢ vzijemného kontaktu. V takovém ptipadé¢ mikrovezikul nefuzuje
s plazmatickou membranou cilové bunky, ale specificky se navaze pomoci receptorovych
proteinti na jeji povrch. Navazany mikrovezikul mize mit na svém povrchu molekuly, které
stimuluji imunitni reakci v cilové buiice nebo interaguji s dal§imi proteiny zapojenymi
v signalizaci. Dal§im zplsobem vzajemné interakce mikrovezikulu s cilovou butikou je jejich
ptima faze. Pti fuzi se néklad vezikulu transportuje do cytosolu anebo mize byt mikrovezikul
endocytovan, coz umozni jeho dalsi zpracovani v cilové bunice. Pokud probéhne endocytoza a
endozom nasledné splyne s plazmatickou membranou, je mikrovezikul transportovan zpét do
extracelularniho prostiedi a miiZze byt pfijat jinou cilovou bunikou. Tento proces se nazyva

transcytdza (Camussi et al. 2010).



Secernujici burika

Exozomy

Obrazek 1 — Schéma rozdilu tvorby mikrovezikuli a exozomi

Extracelularni vezikuly mohou pucet z povrchu buniky jako fragmenty membrany, v takovém pifipadé se oznacuji
jako mikrovezikuly. Druhym typem extracelularnich vezikuld jsou exozomy, které maji ptivod

v multivezikuldrnich téliscich. Mikrovezikuly i exozomy transportuji mezi buiikami proteiny (zndzornéno

trojuhelniky a obdélniky) a RNA (znazornéno vinovkami). Pfevzato a upraveno: (Raposo, Stoorvogel 2013)

1.2 Exozomy

Specifikem exozomil oproti mikrovezikulim je zplisob jejich tvorby v buice. Exozomy
odpovidaji intralumindlnim vezikulim, které se odstépuji béhem zrani endozomu
z multivezikularnich télisek (Raposo, Stoorvogel 2013). Multivezikularni téliska, kterd nejsou
v bunce uréena k degradaci, splyvaji s plazmatickou membranou a tim dojde k uvolnéni
exozomil. Na vzniku exozom se specifickym obsahem se podili endozomalni tfidici komplex
ESCRT, ktery je v buiikdch esencialni pro odstépovani vacklti od membrany. (Colombo et al.
2013).

Exozomy jsou také charakteristické svym proteinovym slozenim, které je specifické pro
zpusob jejich vzniku a odliSuje je od ostatnich mikrovezikuli. Diky svému endozomalnimu
puvodu obsahuji exozomy proteiny specifické pro membranovy transport a fizi jako Annexiny,
Flotilliny a Rab GTPazy, také tetraspaniny CD9, CD63, CD81, CD82 a Heat-shock proteiny
Hsc70 a Hsp90 (Vlassov et al. 2012). Annexiny jsou na vapniku zavislé fosfolipidy vazajici

proteiny, které v exozomech ziejmé slouzi pro fizi s membranou cilové bunky (Théry et al.



2001). Flotillin je protein asociovany s kaveolami, coz jsou membranové mikrodomény
zapojené do tvorby vacku (Bickel et al. 1997). Rab GTPazy jsou zapojeny do transportu
multivezikularnich télisek k plazmatické membrané a uvolnéni exozomu. Tetraspaniny se
pouzivaji jako hlavni markery exozomu pii jejich izolaci. Tyto membranové proteiny ziejme
mohou ovliviiovat slozeni molekul v exozomu a slouZi pro selekci jeho nakladu (Kowal, Tkach,
Théry 2014). Heat-shock proteiny jsou zapojeny do mechanismu vypotadani se s tepelnym
stresem (Clayton et al. 2005). Kromé téchto najdeme v exozomech také proteiny zapojené do
tvorby multivezikuldrnich télisek jako Alix nebo TSG101, které patii ke komplexu proteinii
ESCRT (Kowal, Tkach, Théry 2014).



2. Epididymozomy

Mnoho maturacnich procesti spermii savcll probihd v nadvarleti. (epididymis). Nadvarle je
podlouhly organ anatomicky se ¢lenici na Ctyfi hlavni ¢asti, kterymi jsou inicidlni segment,
caput, corpus, a cauda (Robaire, Hinton, Orgebin-Crist 2006, poprvé popsal Benoit 1926).
Nezralé¢ spermie uvolnéné z varlete prochazeji trubici nadvarlete, kde spermie ziskéavaji
vlastnosti potiebné k jejich cesté¢ sami¢im reprodukénim traktem a oplozeni vajicka. Kazdy
epididymalni segment je charakteristicky odlisSnym slozenim proteint a dal§ich makromolekul
a pfi postupu podél lumen nadvarlete jsou tak spermie vystavovany mnozstvi fizenych
biochemickych modifikaci (Dacheux, Chevrier, Lanson 1987). Vzhledem k tomu, Ze jsou
spermie buiiky s vysoce kompaktnim jadrem limitujicim transkripci a translaci vlastnich
proteinti a malym mnozstvim cytoplazmy, jsou zavislé na slozeni okolniho mikroprostiedi a
pfijmu latek z néj (Alberts et al. 2002). Jednim ze zplsobu transportu proteinli z epitelidlnich
bunck do intralumindlniho kompartmentu nadvarlete je fizena sekrece pomoci mikrovezikuli
zvanych epididymozomy, kterd je zavisla na pohlavnich hormonech (Yanagimachi et al. 1985).
Apokrinni sekrece probiha jako tvorba vybézku s obsahem mikrovezikulii na apikalnim po6lu
buiiky. Vybézek se po oddéleni od membrany rozpadad a epididymozomy jsou uvolnény do
extracelularniho prostoru do Ilumen nadvarlete (Obrdzek 2). Epididymozomy jsou
charakteristické vysokym podilem cholesterolu viuci fosfolipidim, z nichz je v membrané
nejvice procentualné zastoupeny sfingomyelin (Rejraji et al. 2006).

Epididymozomy jsou hojné studovany u skotu (napf. Girouard, Frenette, Sullivan 2009,
Schwarz et al. 2013) a mysi (napi. Nixon et al. 2019), ale byly popsany i u dalSich savct, jako
je kan (Twenter et al. 2020), potkan (Fornes, Barbieri, Cavicchia 1995) a ¢loveék (Thimon et al.
2008). Charakteristika byc¢ich a mySich epididymozomi se zdéa byt velmi podobnd. Sférické
vezikuly nepravidelného tvaru se u téchto druhii nepatrné odlisuji svoji velikosti. U byka jsou
mensich rozmért (25-300 nm) nez u mysi (50-800 nm). SloZeni membranovych lipidu se ale
118, a to v podilu cholesterolu vici fosfolipidim. By¢i epididymozomy obsahuji v membrané
vice cholesterolu (Girouard, Frenette, Sullivan 2011, Rejraji et al. 2006). Také obsah proteina
se rizni v zavislosti na druhu. Existuji vSak nekteré, pro funkci spermii podstatné proteiny, které
jsou mezi druhy konzervované. Jedna se o rizné enzymy ochraiujici spermie pied oxidativnim
poskozenim nebo membranovou ATPazu podporujici motilitu spermii (Patel et al. 2013, Taylor
et al. 2013). Také transport miRNA pomoci epididymozomil byl potvrzen u nékolika druhii
savcl, a to zejména u mysi a byka (Reilly et al. 2016, Belleannée et al. 2013). Zkoumany jsou

ale také druhové specifické proteiny transportované do spermii. Pfikladem mohou byt molekuly



potiebné pro vazbu spermie na vajicko. (napt. Martin-DeLeon 2006)
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Obrazek 2 — Apokrinni sekrece epididymozomii z epitelialnich bunék nadvarlete
Po oddéleni od apikalniho p6lu buiky se vybézek rozpada a epididymozomy jsou uvolnény do lumen nadvarlete.
AB — apikalni vybézek, EP — epididymozomy, ILC — intraluminalni kompartment, MV — mikrovilii

Ptevzato a upraveno: (Sullivan, Frenette, Girouard 2007)

2.1 Ochrana spermii pred oxidativnim poSkozenim

V lumen nadvarlete jsou kromé Zivych maturujicich spermii také spermie mrtvé nebo umirajici
a defektni, které obohacuji okolni prostiedi o reaktivni formy kysliku (ROS — Reactive Oxygen
Species). ROS jsou vysoce reaktivni slouceniny kysliku jako peroxid vodiku (H20»),
superoxidovy radikal (O2:7) nebo hydroxylovy radikal (-OH), které poskozuji buiiky a jejich
DNA a zptsobuji tzv. oxidativni stres (Sies, Jones 2020). ROS pfi poSkozeni spermie unikaji
z elektrontransportniho fetézce defektnich mitochondrii (Chen et al. 2013). Krom¢ toho se
v lumen nadvarlete vyskytuji ROS ¢astecné diky ¢innosti Zivych spermii, jejichz cytoplazma je
bohat4 na mitochondrie, které ROS produkuji v malém mnozstvi i fyziologicky (Vernet, Aitken,
Drevet 2004). Pti vystaveni dozravajicich spermii vysoké hladin€ ROS muZe dojit k poskozeni
jejich membrany, sniZeni jejich schopnosti oplodnit vajicko, ¢i dokonce az k apoptdze (Aitken,
Clarkson 1987). Jednim ze zplsobu ochrany spermii pied ptisobenim ROS je transport latek
z epitelialnich epididymalnich bunék do membrany spermii pomoci epididymozomti. Jedna se
napiiklad o Epididymal sperm binding protein (ELSPBP1), ktery se zda byt specificky vazan
pouze na mrtvé spermie v oblastech caput a corpus. Ptesna funkce tohoto proteinu zatim nebyla
objasnéna, ale zda se, Ze by jeho pfitomnost mohla slouzit jako znacka pro defektni spermie
(D'Amours et al. 2012, Caroppo, Dattilo 2021). Jako kofaktor pro ELSPBP1 slouzi ionty Zn**.

S proteinem ELSPBP1 jsou specificky asociované dalsi na epididymozomy vazané proteiny,
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které vykazuji antioxidacni aktivitu. Jedna se naptiklad o Biliverdin reduktazu 1 (BLVRA), coz
je enzym, ktery stejné jako ELSPBP1 potiebuje ke své funkci ionty Zn>*. Ukazuje se, Ze
koncentrace Zn>" je v lumen jednotlivych oddilti nadvarlete riizné modulovana, a takto je
ziejme ovlivnéna aktivita na zinku zavislych enzymu (D'Amours et al. 2012). BLVRA zajist'uje
konverzi krevniho barviva biliverdinu na bilirubin, ktery vykazuje vysoké cytoprotektivni
ucinky proti peroxidu vodiku. Ten je jednou z reaktivnich forem kysliku potencialné ohrozujici
spermie (D'Amours et al. 2016). S ELSPBP1 a mrtvymi spermiemi jsou asociovany také ob¢
podjednotky proteinu clusterinu, ktery funguje jako chaperon. Vzhledem k tomu, Ze se clusterin
podili na odstraiiovani agregovanych proteinii a zbytkd bunék z extracelularniho prostredi
(Klock, Baiersdorfer, Koch-Brandt 2009), v asociaci s ELSPBP1 by mohl zajistovat
odstrafiovani zbytkl poskozenych spermii z lumen nadvarlete (D'Amours et al. 2016).

Diky specifickym vlastnostem membrany spermii, kterd je bohatd na polynenasycené
mastné kyseliny, jsou spermie vysoce nachylné také k poskozeni membranovych lipida
zpisobené¢ ROS, zejména peroxidem vodiku (Storey 1997). Pii spravné funkci epitelu
nadvarlete ovSem jeho buiiky dopravuji do spermii specificky pomoci epididymozomi
antioxidacni enzym glutathion peroxiddzu 5 (GPXS5). GPXS5 intenzivné asociuje s membranou
obklopujici akrozom, kteréd je k peroxidu nejcitliveéjsi a zabranuje jejimu poskozeni. Enzym
ziejmée také snizuje miru oxidace spermatické DNA diky snizeni Cetnosti vyskytu 8-oxo-2'-

deoxyguanosinu (Taylor et al. 2013).

2.2 Regulace genové exprese

Spermie jsou buiiky s vysoce uml¢enym genomem a pii maturaci v nadvarleti jsou zavislé na
interakcich s molekulami v lumen epididymis. Epididymozomy krom¢ proteini a lipidi
obsahuji také microRNA, které mohou transportovat do spermii a regulovat tak jejich genovou
expresi. (Belleannée 2015).

MicroRNA (miRNA) je druhem malé nekddujici RNA, ktera reguluje genovou expresi u
vetSiny eukaryotickych organismit pomoci mechanismu RNA interference (Bartel et al. 2018).
Tento mechanismus posttranskripcni modifikace zahrnuje nejprve transkripci prekurzoru pri-
miRNA ve form¢ vlasenky pomoci RNA polymerazy II (Lee et al. 2004), naslednou upravu na
pre-miRNA RNazou Drosha (Lee et al. 2003) a interakci s komplexem enzymiti Dicer-TRBP2,
ktery tvoti vysledné, vétsinou 22 nukleotidl dlouhé double-strand miRNA (Wilson et al. 2015).
Jedno z vlaken poté interaguje s komplexem RISC (RNA-induced silencing complex), ktery se

spoleéné s miRNA véaZe na cilovou mRNA, kterou bud’ pfimo degraduje nebo dochazi
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k umlceni jeji translace (Hannon et al. 2002). RNA interference je vyznamnym mechanismem
v reprodukci savcl, a to nejen v oblasti maturace spermii. MiRNA je piitomna také
v mikrovezikulech ve zrajicim folikulu, kde se podili na regulaci genové exprese v ramci vyvoje
samicich gamet. Stejn¢ tak se mechanismus RNA interference diky transportu miRNA pomoci
mikrovezikulli uplatituje pii vyvoji embrya ve vejcovodu a v déloze (Sohel et al. 2013, Ng et
al. 2013).

V nadvarleti se populace miRNA 1i$i v oblastech caput, corpus a cauda, coz ptispiva ke
spravnému postupu modifikaci spermie (Belleaneé et al. 2012). Pti studiu miRNA velmi zélezi
na postupu izolace, specifickych vlastnostech vzorku a zplisobu nasledné analyzy. Studie tak
pfindsi casto velmi riznorodou skalu detekovanych miRNA (Rekker et al. 2014). Za zminku
stoji rodiny miRNA lethal-7 (let-7) a miR-30, na jejichz pfitomnosti a transportu se shoduji
autofi studujici sloZzeni miRNA epididymozoml mysi a byka. Tito savci jsou nejcastéjSim
modelem nejen pro studium obecné epididymozomi, ale i miRNA (Reilly et al. 2016,
Belleannée et al. 2013). Zminéné rodiny miRNA let-7 a miR-30 figuruji také pfi komunikaci
bunck délozni sliznice a embrya pti implantaci do délohy (Ng et al. 2013).

2.3 Motilita spermii a ziskavani schopnosti fertilizace

Pro motilitu spermii je klicova vyvazend intracelularni koncentrace iontt Ca** (Hong, Chiang,
Turner 1984). V membrané spermii se nachazi Ca’>" ATP4za 4 (PMCA4 — Plasma Membrane
Calcium ATPase 4), kterd zajistuje pumpovani Ca?" ven z buniky pro nastoleni vapnikové
homeostazy (Wennemuth, Babcock, Hille 2003). PMCA4 funguje ve dvou sestiithovych
variantach, a to PMCA4a, kterd je efektivnéj$i v pumpovani vapniku z cytosolu a PMCA4b
(Caride et al. 2007). Ukazuje se, Ze tyto varianty jsou také rizn€ exprimovany v ramci
nadvarlete. Konkrétné PMCA4a je v nadvarleti ¢etnéj$i v oblasti cauda oproti caput epididymis,
zatimco PMCA4b je rovnomérné exprimovana v celém nadvarleti (Patel et al. 2013). Do
membrany spermii jsou pomoci epididymozomi transportovany obé& varianty této vapnikové
pumpy, protoze PMCA4a varianta je sice efektivnéjsi, ale pro optimalizaci vapnikové
homeostazy je ziejmé¢ potfeba obou variant PMCA4 v urCitém poméru. Spolecné tvoii
v membrané heterodimer za pomoci scaffold proteinu CASK (Ca?"CaM-dependent serine
kinase), ten dale interaguje s molekulou JAM-A (junctional adhesion molecule-A), ktera
napomahd interakci obou sestiihovych variant PMCA4 (Patel et al. 2013). PMCA4 neni do
spermii transportovdna pouze v nadvarleti, homeostaze iontli Ca’" je potfebna i nadale pro

dosaZeni motility a schopnosti oplozeni. Obohacovani membrany o tuto vapnikovou pumpu tak
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pokracuje i pomoci prostatozomil pfitomnych v prostatickém sekretu a oviduktozomt ve
vejcovodu (Andrews, Galileo, Martin-DeLeon 2015, Al-Dossary, Strehler, Martin-DeLeon
2013).

Nekteré dalsi proteiny transportované do spermii pomoci epididymozomu jsou proteiny
asociované s povrchem spermie, nejcastéji ukotvené pomoci glykosylfosfatidylinositolové
kotvy (GPI kotvy). Do této skupiny proteini spada naptiklad protein Sperm-adhesion molecule
1 (SPAM1, synonymem je PH-20), ktery je pfitomen v plazmatické membran¢ spermii i vnéjsi
membrané akrozomu (Martin-DeLeon 2006, Myles, Primakoff 1997). SPAMI1 se diky své
funkci hyaluronidazy podili na dalezitych procesech oplozeni, jako je interakce spermie
s bunikkami cummulus oophorus (Lin et al.1994), vazba na zona pellucida vajicka a exocytdza
akrozomalniho vac¢ku béhem akrozomalni reakce (Myles, Primakoff 1997). GPI kotvou je u
byka ke spermatické membranég ptipojen také P25b protein a jeho ortholog u kiecka P26h. Tyto
proteiny stejné jako SPAM1 podporuji vazbu spermie na zona pellucida vajicka pii oplozeni

(Légaré 1999, Frenette, Sullivan 2001).
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3. EVs ve folikulu

Vyvoj a dozravani oocytu probiha ve vajecnicich ve folikulu, ktery se skladd ze samotného
oocytu reprezentujiciho pohlavni buiiky a ze somatickych buné¢k, které tvoii obaly vajicka.
Somatickd slozka folikulu je tvofena nékolika vrstvami granuldznich bunék, které piimo
obklopuji oocyt a na které navazuji buiky théky. Pfi zrani oocytu se diferencuji folikularni
buiky cummulus oophorus (Jones, Lopez 2013). Pro uspésny vyvoj neni dilezita jen samotna
kvalita oocytu, ale také okolnich folikularnich bunék, a piedevsim jejich vzajemna intenzivni
komunikace a stejn¢ tak komunikace s oocytem. Zarovenn je vyvoj folikulu zéavisly na
hormonalni regulaci (Conti, Chang 2016). Prostfedim, ve kterém probiha transport signalnich
mediatori mezi témito buiikami, je folikularni tekutina, kterd vznikéd v pribéhu zrani oocytu.
Folikularni tekutina je ultrafiltratem plazmy a tvofi ji také produkty sekrece bunék folikulu
z vrstev théky a granulozy. Obsahuje hormony a ristové faktory nezbytné pro vyvoj folikulu
(Edwards 1974). Kromé toho byly ve folikularni tekutiné detekované také mikrovezikuly a
exozomy, souhrnné¢ nazyvané jako EVs folikularni tekutiny, které rliznymi zpisoby
zprostiedkovavaji komunikaci mezi bunkami folikulu (Obrazek 3). Tyto vezikuly obsahuji
molekuly potiebné k dozrani oocytu, jako nejriiznéjsi proteiny, mRNA a miRNA (da Silveira et
al. 2012).

V porovnani s epididymozomy figurujicimi v maturaci samcich gamet, které byly
objeveny jiz v 60. letech minulého stoleti (poprvé popsal Piké 1967), se toho o extracelularnich
vezikulech folikularni tekutiny vi velmi malo. Tyto mikrovezikuly a exozomy byly definovany
pfed pouhymi deseti lety (da Silveira et al. 2012) a mnoZstvi dostupnych studii a informaci na
toto téma je tak znacn€ omezené. Na rozdil od epididymozom, u kterych byl detekovan pienos
mnoha proteintl, se u EVs folikularni tekutiny studuje ptevazné transport miRNA mezi buiikami
folikulu a vliv téchto miRNA na jednotlivé kroky vyvoje folikulu (napt. Navakanitworakul et
al. 2016, da Silveira et al. 2014). Rozdilem je také to, Ze u epididymozomu se predpoklada
jednosmérny transport od bunék lumen nadvarlete ke spermiim. Naopak ve folikulu probiha
transport vezikulti mezi nékolika druhy bunék a vétSinou secernujici buiika je zaroveii 1 buitkou
recipientni (da Silveira et al. 2012). Hlavnimi modely pro studium mikrovezikull a exozomu z

folikularni tekutiny jsou koné (napft. da Silveira et al. 2012) a skot (Sohel et al. 2013).
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Obriazek 3 — Schéma komunikace bunék pomoci EVs v ramci vyvoje folikulu
Transport mikrovezikulli a exozomt mezi buiikami ve folikularni tekutiné je zapojen do uspésného vyvoje folikulu

a oocytu. Pfevzato a upraveno: (Andrade et al. 2019)

3.1 Vyvaoj folikulu a riist oocytu

Ve folikularni tekuting probiha stejné jako napiiklad v déloze ¢i nadvarleti intenzivni syntéza a
transport miRNA, které se dale podileji na regulaci ristu a vyvoje zrajicitho folikulu.
V extracelularnim prostoru folikulu se nachdzi jednak miRNA asociovand s exozomy
uvolnénymi okolnimi buiikami, tak miRNA neexozomalniho piivodu asociovand s proteinem
AGO2. AGO?2 je enzym v mechanismu RNA interference, kde je soucasti jiz dfive zminéného
komplexu RISC a zprostiedkovavd umléeni mRNA. MiRNA takto asociované s proteinem
AGO?2 jsou stejné jako uvnitt EVs chranény pred degradaci v extracelularnim prostiedi (Arroyo
et al. 2011). Ve folikuldrni tekutiné rostouciho oocytu skotu v porovnani s oocytem finalni
velikosti je pozorovana up-regulace miRNA souvisejicich s regulaci exprese gent pro rist a
transport. Tyto geny jsou zapojeny do signalnich drah asociovanych s riistem a vyvojem
folikulu, jako jsou signalni drdha zavisla na ubiquitinu, neurotropinova signalni draha, MAPK
signalni draha a signalni drahy zavislé na inzulinu (Sohel et al. 2013). Ubiquitinova signalni
draha v oocytu ovlivituje mnoho bunécnych procesi vcetné prubéhu bunécného cyklu a déleni
buniky (Huo et al. 2004). Neutropinova signalni draha je dulezita pii Casném vyvoji, stejné jako
MAPK signélni draha, kterd ovliviluje maturaci oocytu v zavislosti na folikulostimula¢nim a
luteinizaénim hormonu (Dissen, Garcia-Rudaz, Ojeda 2009, Zhang, Ouyang, Xia 2009).
Inzulinové signalni dréhy se podileji na regulaci ristu oocytu (Acevedo, Ding, Smith 2007).

Dalsi signalni drahou klicovou pro vyvoj folikulu, kterou moduluji miRNA transportované
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pomoci exozomid je TGF-B/BMP (da Silveira et al. 2014). Clenové TGF-p rodiny jsou
regulatory bunécéné proliferace a diferenciace v ramci raného vyvoje bun¢k folikulu a pozdéjsi
expanze cummulus oophorus (Elvin, Yan, Matzuk 2000). Do granul6znich bun¢k folikulu jsou
ziejm¢ pomoci exozoml dopravovany druhy miRNA, které reguluji hladiny receptorti pro
molekuly signalni drahy TGF-B/BMP. V exozomech se také nachazi vysoka hladina jednoho
téchto receptorit ACVRI1, coz naznacuje, ze je exozomy transportovan i samotny receptor (da
Silveira et al. 2014).

Skupinu miRNA upregulovanych béhem vyvoje folikulu u skotu reprezentuje miR-204,
ktera je zapojena do inhibice bunécné proliferace, coz naznacuje souvislost s poklesem bunécné
proliferace v prubéhu vyvoje folikulu. Naopak s riistem folikulu se zvySuje angiogeneze a
vaskularizace, které jsou ovliviilovany riistovym faktorem VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), jehoz syntézu moduluje miR-150, dalsi miRNA, jejiz koncentrace roste s velikosti

folikulu (Navakanitworakul et al. 2016).

3.2 Riist a expanze cummulus oophorus

Bunky cummulus oophorus vznikaji béhem vyvoje folikulu ze zvétsujicich se granulézovych
bunék v okoli oocytu. Béhem rustu folikulu se pocet jejich vrstev zvysSuje a nasledné dochazi
k jejich expanzi, coz mé za nasledek tspésny pribeh ovulace (Conti, Chang 2016). I v této fazi
vyvoje folikulu se uplatiuje MAPK signalizace, kterd je regulovdina miRNA a ovliviiuje
transkripci genli pro enzymy Has2 (Hyaluronan synthase 2) a Ptgs2 (Prostaglandin
endoperoxide synthase 2). Ty jsou stejné¢ jako miRNA transportovany mikrovezikuly a
exozomy folikularni tekutiny k buitkdm cummulus oophorus. Has2 je, jak uz z nazvu vyplyva,
odpovédny za produkci kyseliny hyaluronové v extracelularni matrix cummulus oophorus, coz
je jednim z kliCovych krokl expanze bun¢k cummulus oophorus. Na expanzi folikularnich
bunék, ktera vede k uvolnéni oocytu ma podil 1 druhy zminény Ptgs2, ktery tvorbou

prostaglandinu podporuje rozvolnéni a prasknuti folikulu (Javadi et al. 2022).
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4. Prostatozomy

Prostata je zlazovym orgédnem s exokrinni funkci produkujici prostaticky sekret. Prostaticky
sekret se béhem ejakulace dostava do extracelularniho prostiedi spermii, kde molekuly v ném
obsazen¢ zajist'uji jejich ochranu a dalsi modifikace potiebné k oplozeni. Soucasti prostatického
sekretu jsou EVs zvané prostatozomy, které jsou produktem epitelidlnich bunc€k prostaty
(Ronquist, Brody 1985). Prostatozomy byvaji charakterizovany jako exozomy nebo piibuzné
exozomum, protoze proces jejich uvolnovani spociva ve fuzi vezikularnich télisek z pozdniho
endozomu. Tvorba a uvolfiovani prostatozomu probiha v epitelidlnich bunikach prostaty, odkud
jsou uvolnény do prostatického sekretu. Prostatozomy jsou EVs obklopené multilamelarni
lipoproteinovou dvojvrstvou a jejich charakteristickym znakem je také zastoupeni lipida
v jejich membrané (Saez, Sullivan 2016, Arienti et al. 1998). Ta je velmi bohata na cholesterol,
pfesnéji feceno ma vysoky podil cholesterolu viici fosfolipidiim a vykazuje tak nizkou fluiditu.
Z fosfolipidii bylo zjiSténo vysoké zastoupeni sfingomyelinu, aZz 50 %. SloZeni mastnych
kyselin je také neobvyklé diky vysokému obsahu nasycenych mastnych kyselin, jako jsou
napiiklad kyselina stearova a palmitova (Arienti et al. 1998). Vysoky podil cholesterolu a
nasycenych mastnych kyselin zarucuje vysokou rigiditu membrany, ktera ziejmeé souvisi s fuzi
prostatozom se spermiemi (Carlini et al. 1997).

Pti ejakulaci se prostatozomy dostavaji do blizkosti spermii a diky transportu
nejruznéjsich proteind a lipidi zajistuji jejich ochranu v samic¢im reprodukcénim traktu a
podporuji jejich motilitu, kapacitaci a akrozomalni reakci. Flize prostatozomu se spermiemi
probiha v reprodukénim traktu samice na zéklad¢é kyselého pH a pfitomnosti progesteronu,

ktery je vylu¢ovan folikulem (Saez, Sullivan 2016).

4.1 ZvySeni pohyblivosti spermii a ochrana pred oxidativnim stresem

Prostatozomy, stejné€ jako epididymozomy v nadvarleti (Patel et al. 2013) a oviduktozomy ve
vejcovodu (Al-Dossary, Strehler, Martin-DeLeon 2013) dopravuji do membrany spermii
vysoce ucinnou vapnikovou ATPazu PMCA4. Tato véapnikovd pumpa je vkladana do
spermatické membrany specificky v mistech lipidovych rafti v oblasti kr¢ku a stfedni Casti
biciku (Andrews, Galileo, Martin-DeLeon 2015). Tato specifickd lokalizace zfejmé souvisi
s pozdéjsim procesem kapacitace, béhem néjz se mnozstvi molekul fungujicich jako mediatory
signalizace soustfedi do lipidovych rafti (Cross 2004). PMCA4 stejné jako v nadvarleti funguje
jako iontova pumpa, ktera odstratiuje Ca>" z cytosolu a zajistuje tak vapnikovou homeostizu

pro pohyb spermie (Andrews, Galileo, Martin-DeLeon 2015). S ATP4zou PMCAA4 interaguji
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v membrané dalsi proteiny transportované prostatozomy. Piikladem mohou byt endothelidlni
nitric oxid synthdza eNOS (endothelial nitric oxid synthase) a neurondlni nitric oxid synthaza
nNOS (neuronal nitric oxid synthase) (Andrews, Galileo, Martin-DeLeon 2015). Tyto proteiny
v urCité fazi maturace produkuji oxid dusnaty, ktery je zapojen do procest piedchazejicich
oplozeni véetné kapacitace a akrozomalni reakce (Herrero, Gagnon 2001).

Dal§im enzymem, ktery ovliviiuje hladinu ionti Ca®" a tim i pohyblivost spermii, je
adenosin difosfat ribosyl cyklaza (ADPR-cykldza), u savct konkrétné ADPR-cyklaza CD38.
Produktem CD38 jsou cADPR a NAADP, které funguji jako aktivatory signalizace pomoci Ca>*
iontl. Park et al. (2011) ukézali, Zze v samotnych spermiich izolovanych od semindlni tekutiny
se CD38 nenachézi. Naopak ve spermiich obklopenych semindlni tekutinou, kde byly pfitomny
1 prostatozomy, které jsou na CD38 velmi bohaté, byly detekovany spermie obsahujici CD38.
Bylo také zjiSténo, Ze aktivita CD38 je zesilena progesteronem a diky tomu dochazi
k dlouhotrvajici signalizaci, uvoltiovani iontd Ca*" a hypermotilité spermii potfebné k pohybu
k vajicku a oplozeni (Park et al. 2011).

Dulezitou skupinou enzymil ptitomnych v seminélni tekutin€ v asociaci s prostatozomy i
voln¢ jsou také enkefalin degradujici enzymy. Konkrétné aminopeptiddza N, kterd je pfitomna
ve vSech frakcich semindlni tekutiny véetné prostatozomd, a neutrdlni endopeptidaza, ktera je
asociovana pouze s prostatozomy. Funkce téchto enzymi spociva v degradaci endogennich
opioidi, naptiklad enkefalind, které jsou v lidském ejakulatu pfitomny ve velkém mnozstvi,
stejn¢ jako opioidy degradujici enzymy. Predpoklada se, Ze vysoké hladiny endogennich

opioidl poskozuji funkce spermii, zejména motilitu a vedou k neplodnosti (Irazusta et al 2004).

4.2 Ochrana pred vlivy sami¢iho reprodukéniho traktu

Pro zajisténi Zivotaschopnosti v prostfedi samiciho reprodukéniho traktu pottebuje savci
spermie mechanismy pro obranu proti sami¢imu imunitnimu systému. Prostatozomy ziejmé
transportuji né€které molekuly zapojené do procest potlateni sami¢i imunity a dopliuji tak
funkeci ostatnich imunomodulaéni slozek semindlni tekutiny (Burden et al. 2006). Jednim ze
zpusobll ochrany spermii pomoci prostatozomu je pravdépodobné transport prostaglandinti E,
které mohou inhibovat proliferaci lymfocyti (Kelly et al. 1991). Spermie jsou mimo jiné
ohroZeny také slozkou nespecifické imunity, komplementovou kaskadou, ktera slouzi prevazné
jako ochrana pifed patogeny, ale mize ovliviiovat i spermie (Frolikova et al. 2012). Tento
imunitni mechanismus ovSem umi spermie modulovat pomoci tfi regulacnich proteintt CD46,

CDS55 a CD39, které ziskavaji po kontaktu s prostatozomy (Burden et al. 2006). CD46 se
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nachdzi v oblasti akrozomu, kde by mohl ochraniovat spermie pied komplementarni kaskadou
po akrozomalni reakci. Ukazuje se ovSem, ze CD46 je pfitomen i u spermii, které se nedostanou
do blizkosti vajicka, proto CD46 ziejm¢ ma u spermii jinou roli. Naopak zminéné¢ CDS55 a
CD59, které se nachazeji v membrané spermie, by se ziejmeé mohly podilet na ochrané spermii
pted komplementarni kaskadou (Frolikova et al. 2012). Prostatozomy slouzi také pro pienos
antimikrobidlnich latek na ochranu spermii v zenském reprodukénim ustroji, jehoz soucésti je
také specificka mikroflora. U Clovéka byl v seminalni tekutiné v asociaci s prostatozomy
objeven antibioticky protein hCAP-18, ktery patii do skupiny katelicidinii a uvoliiuje aktivni
peptid LL-37. hCAP-18 je slozkou vrozené¢ imunity a ochraniuje pfed grampozitivnimi i

gramnegativnimi bakteriemi a nékterymi druhy kvasinek (Andersson et al. 2002).

4.3 Kapacitace a akrozomalni reakce

Kapacitace je komplexni sled biochemickych déji zahrnujici vzrast hladiny iontti Ca2+, cAMP
a ROS a také zmény ve slozeni proteini a lipid v membrané (Aalberts et al. 2013). Pocatek
kapacitace probiha aktivaci enzymu adenylatcyklaza, ktery diky tvorbé cAMP aktivuje
proteinkindzu A a ta indukuje fosforylaci proteini (Harrison, Miller 2000). Diky tomu dochézi
ke zméndm v organizaci membrany, asymetrii lipidii a extrakci cholesterolu z membrany
(Harrison, Ashworth, Miller 1996, Flesch et al. 2001). Tyto zmény vyustuji v odstranéni
glykoproteinového obalu spermie a proteini semenné plazmy z oblasti akrozomu a nasledné
muze dojit k akrozomalni reakci, kterda umozni spermii splynout s vajickem (Burden et al.
2006). Vysledky studii se v oblasti funkce prostatozomil v kapacitaci a akrozomalni reakei lisi.
Nekteré vyzkumy potvrzuji pfitomnost enzymi specifickych pro kapacitaci v prostatozomech
a jejich transport do spermii (Palmerini et al. 2003, Aalberts et al. 2013), jiné naopak definuji
prostatozomy jako vezikuly zabranujici kapacitaci a akrozomalni reakci (Cross, Mahasreshti
1997, Pons-Rejraji 2011). Prostatozomy tedy ziejmé nejdiive zplsobuji zpomaleni kapacitace
a navazujici akrozomalni reakce a poté, kdyz se spermie dostane do blizkosti vajicka, ji naopak
podporuji (Burden et al. 2006).

Procesem, ktery mé za nésledek zabranéni predCasné kapacitaci a akrozomalni reakci, je
transport cholesterolu z prostatozomalni do spermatické membréany (Cross, Mahasreshti 1997).
Prostatozomy maji ve své membrané vysoké zastoupeni cholesterolu a diky fizi s PM spermie
ji o cholesterol obohacuji, stejn¢ jako o sfingomyelin a dal§i nasycené glykofosfolipidy.
Pritomnost cholesterolu a nasycenych glykofosfolipidii zpiisobuje snizeni fluidity membrany, a
tim zpoZdéni akrozomalni reakce (Arienti et al. 1998, Cross, Mahasreshti 1997). Naopak enzym

arachidonat 15-lipoxygenaza, ktery ma taktéz vliv na slozeni a fluiditu membrany, patii mezi
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faktory podporujici kapacitaci a akrozomalni reakci. Vliv arachidonat 15-lipoxygendzy na
pribéh akrozomalni reakce byl potvrzen u nékolika druhti savcti mezi které patii skot, kiecek a
Clovek (Lax et al. 1990, Meizel, Turner 1984). Plsobeni lipoxygenazy na kyselinu
arachidonovou a jiné polynenasycené mastné kyseliny v membrané spermii miize vyvolat
mechanismem puisobi i fosfolipaza A2, ktera byla také detekovana v prostatozomech (Oliw et
al. 1993). DalSim proteinem piitomnym v prostatozomech a usnadiujicim akrozomalni reakci
je diadenosin polyfosfat hydroldza, enzym degradujici diadenosin polyfosfaty, v reprodukénim
traktu konkrétné diadenosin tetrafosfat Ap4A, ktery je zodpovédny za proliferaci bunék, a
antiproliferacni diadenosin trifosfat Ap3A. Diadenosin tetrafosfat mize byt timto enzymem
degradovén az na adenosin, ktery se vaze na adenosinové receptory na spermatické membran¢.
Stimulace adenosinovych receptori podporuje kapacitaci a néslednou akrozomalni reakci
(Minelli et al. 2002).

Z vySe uvedenych studii vyplyva, Ze prostatozomy jsou schopny transportovat
z prostatického sekretu do spermii savct molekuly nejriznéjsi povahy. Obohaceni spermii o
tyto molekuly podporuje pfeziti spermii v sami¢im reprodukénim ustroji, motilitu a stejné tak
procesy predchézejici uspesné oplozeni jako kapacitace a akrozomalni reakce (Simon et al.

2018).

20



5. Oviduktozomy

Vejcovod je organem propojujicim vajecniky a délohu. Probiha zde transport zralého vajicka
z vajeCnikl a skladovani a transport spermii. Ve sttedni ¢asti zvané ampulla, kterd se nachazi
mezi nalevkovitym ustim (infundibulum) a zizenym zakonCenim (isthmus), dochazi ke
kontaktu vajicka a spermie a naslednému oplozeni (Jones, Lopez 2013). Vejcovod obsahuje
v lumen oviduktélni tekutinu, jejiz soucasti jsou EVs zvané oviduktozomy. Tyto vezikuly jsou
secernované epitelem vejcovodu do jeho lumen, kde interaguji s piitomnymi gametami a
podporuji jejich schopnost oplozeni (Al-Dossary et al. 2013). Termin oviduktozomy souhrnné
oznacuje exozomy o velikostech 25-100 nm a mikrovezikuly o priméru 100-1000 nm (Bathala
et al. 2018). Ty byly identifikovany v oviduktalni tekuting ¢lovéka (Bathala et al. 2018), mysi
(Al-Dossary et al. 2013) a skotu (Lopera-Vasquez et al. 2016). Biogeneze oviduktozomu,
ziejmé jak mikrovezikulll, tak exozom, probiha apokrinné odstépenim vezikulu z plazmatické
membrany buniky a jeho uvolnénim do lumindlni tekutiny (Bathala et al. 2018). Sekrece je
regulovana sami¢imi pohlavnimi hormony estradiolem a progesteronem a diky tomu se méni
hladiny latek obsazenych ve vezikulech v jednotlivych ¢astech estralniho ¢i ovula¢niho cyklu
(Alminana et al. 2018). Extracelularni vezikuly vejcovodu jsou zodpovédné za transport
nckolika proteinii potifebnych ke kapacitaci a akrozomalni reakci do membrany spermii a

zajist'uji tak jejich schopnost splynout s vajickem (Bathala et al. 2018, Al-Dossary et al. 2015).

5.1 Podpora spermii pri skladovani ve vejcovodu

U vétsiny placentalnich savcll neni ovulace synchronizovéna s oplozenim. Spermie jsou
v sami¢im téle uchovavany ve vejcovodu v oblasti isthmus, kde jsou navdzany na epitel do doby
uvolnéni oocytu z folikulu (Pollard et al. 1991). U byka k vazb& ziejmé& pfispivaji Annexiny,
konkrétné ANXAIL, 2, 4 a 5, které jsou obsazeny v oviduktozomech a také na povrchu
epitelidlnich bunék vejcovodu, kde slouzi jako receptory pro BSP proteiny (bovine seminal
plasma) lokalizované na hlavicce spermii (Ignotz et al. 2007). Studie ukazuji, Ze na vazbu
spermii na vejcovod ma vliv také protein HSPAS, ktery je dopravovan do spermii pomoci
exozomu izolovanych z oviduktélni tekutiny (Alminana-Brines 2015). HSPA8/HSP70 (Heat-
shock protein A8) je ¢lenem rodiny Heat shock proteint HSP70 (Stricher et al., 2013) a ma
pozitivni vliv na udrZeni Zivotaschopnosti spermii a jejich schopnosti vazby na buiky
vejcovodu pred kapacitaci (Alminana-Brines 2015, Moein-Vaziri et al., 2014). Ochrana pted
poskozenim pomoci HSPAS8 ziejmé& spociva v rychlé opravé a modifikaci fluidity naruSené

membrany spermii, a tim jejich Unik pfed bunécnou smrti. Bylo také potvrzeno, Ze spermie jsou
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citlivé na interakci s HSPAS pted tim, nez projdou kapacitaci. Pro vazbu tohoto Heat-shock
proteinu je totiz nutny vysoky obsah cholesterolu v membranég, ktery se ve spermii nachazi

prave pred procesem kapacitace pfi vazb¢ na sténu vejcovodu (Moein-Vaziri et al., 2014).

5.2 Podpora hypermotility, kapacitace a akrozomalni reakce

Jak bylo jiz zminéno v minulych kapitolach, pro hypermotilitu spermii a dosazeni kapacitace a
akrozomalni reakce je klicové udrzeni vapnikové homeostazy v cytosolu spermii (Al-Dossary
et al. 2015). Stejné jako pomoci epididymozomil a prostatozomti majicich ptivod v sam¢im
reprodukénim Ustroji, probiha také pomoci oviduktozomt ve vejcovodu transport vapnikové
ATPazy PMCAA4. Ten je klicovy zejména proto, Ze spermie maji v prostiedi vajecniku vysokou
intracelularni hladinu véapniku a potiebuji proto efektivni zptisob ustaveni homeostazy Ca>"
iontl (Al-Dossary et al. 2013). Transport je hormondln¢ regulovan a jeho Gc¢innost se zvysuje
v obdobi ovulace u ¢lovéka a estru u jinych savei diky zvySené hladin€ pohlavnich hormont
(Al-Dosary et al. 2016). Delece genu pro PMCA4 vede u mysi k neplodnosti samct kvili
nemoznosti dosahnout hypermotility spermii potiebné k piekonani samiciho reprodukcéniho
traktu k mistu setkani s oocytem. Zajimavé je, ze samice jsou na rozdil od samct i po deleci
genu pro PMCAA4 plodné, prestoze koncentrace vapniku v epitelu vejcovodu ovliviiuje funkci
fasinek transportujicich oocyt (Shuh et al. 2004, Ghersevich, Massa, Zumoffen 2015). Bylo
zjisténo, Ze pii nedostatecné funkci PMCA4 muzZe v sami¢im reprodukénim traktu funkci hlavni
vapnikové pumpy prevzit PMCAI1 pritomna v oviduktozomech, ov§em u samcii tomu tak neni
(Bathala et al. 2018).

Podpory motility spermii se Ucastni také jeden z nejvice abundantnich proteinil
oviduktalni tekutiny OVGP1 (oviduct-specific glycoprotein 1) (Kouba et al. 2000). Tento
protein byl detekovan v oviduktozomech nékolika druht savcl vcetné ovcei, skotu a prasat
(Sutton et al. 1984, Satoh et al. 1995, Buhi et al. 1990) a kromé podpory motility je po transportu
do spermii zapojen také do fizeni pribéhu kapacitace, akrozomalni reakce, oplozeni a ryhovani
zygoty (King, Anderson, Killian 1994, Kouba et al. 2000). Diky vazbé& na zona pellucida je také
u prasat u¢innym nastrojem pro piedchézeni polyspermie (McCauley et al. 2003). OVGPI je
dorucovan do spermii pomoci oviduktozoml spolecné¢ s myosinem MYH9 (Myosin heavy-
chain 9), ktery napomahé interakci OVGP1 se spermiemi v prostfedi vejcovodu (Kadam et al.

2006, Alminana et al. 2017).
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5.3 Regulace genové exprese

Kromé¢ proteini oviduktozomy jako nastroj mezibunééné komunikace mezi buinikami
transportuji i miRNA. Regulace genové exprese prostfednictvim miRNA transportovanych EVs
probihd u samic savcil, jak jiz bylo dfive zminéno také ve vajeCnicich, kde je miRNA
pravdépodobné hlavnim ndkladem EVs. I tady jsou stejné jako ve vejcovodu a pozdéjiiv déloze
konkrétni druhy miRNA zapojeny do drah bunécného rastu a déleni (Sohel et al. 2013, Tang et
al. 2007). Pritomnost konkrétnich druhtit miRNA a hladina jejich exprese je v oviduktozomech
modulovana oscilujicimi hladinami hormont v jednotlivych fazich estralniho cyklu. Zaroven
miRNA obohacujici spermie ve vejcovodu cili na geny kédujici proteiny zapojené do procesit
bunécného ristu a déleni v ramci vyvoje embrya. Na vyvoj embrya ma vliv vyrazné
upregulovana miR-34c-5p, kterd moduluje genovou expresi pii prvnim déleni zygoty. Tuto
miRNA zygota ziskdva ze spermie, kam je dopravovana jiz v nadvarleti, ale pro dostate¢nou
hladinu je nutny dalsi transport z epitelu vejcovodu pomoci oviduktozomi. Oviduktozomy
ovsem kromé ptimého transportu konkrétni miRNA, ktery jeji hladinu zvySuje, mohou naopak
ovliviiovat buiiky spermii k poklesu exprese miRNA. Tento zplisob mezibunééné komunikace
ma ziejmé vliv na hladiny let-7a-5p, ktera je soucasti jiz diive zmilované miRNA rodiny let-7

(Ferestesh et al. 2018).

5.4 Casny vyvoj embrya

Ptedtim, nez dojde k implantaci embrya v déloze, za¢ind po oplozeni vajicka v prostiedi
vejcovodu ryhovani zygoty a ¢asny embryondlni vyvoj. Ve vejcovodu také u vétSiny savcl
nastava aktivace embryonalniho genomu, coZ je klicovou udalosti pro dal$i vyvoj embrya
(Betteridge, Fléchon 1988, Memili, Dominko, First 1998). Zd4 se, ze EVs z oviduktalni
tekutiny hraji pravdépodobné dulezitou roli pii podpofe ristu a vyvoje ¢asného embrya
(Lopera-Vasquez et al. 2016). Jiz ve dvoubunééném stadiu probiha intenzivni obousmérna
komunikace pomoci EVs. Buiky epitelu vejcovodu uvoliuji oviduktozomy piijimané
embryem, které¢ samo pomoci vezikull taktéz nazyvanych oviduktozomy komunikuje s

vejcovodem (Fu, Liu 2020).
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6. EVs v déloze

V déloze dochazi k implantaci embrya a postupnému vyvoji placenty, kterd propojuje
organismus matky a plodu a zajist'uje jeho vyzivu. Placenta je spole¢nym organem slozenym
z matefskych bunék sliznice délohy a embryonalnich buné¢k trofoblastu (Jones, Lopez 2013).
EVs, mikrovezikuly i exozomy, které jsou souc¢asti mikroprostiedi v délozni tekuting, nékterymi
autory nazyvané uterozomy, plni dillezitou tlohu v komunikaci mezi buiikami matky a embrya.
Tyto EVs jsou jednak matetfského ptivodu, secernované bunikami délozni sliznice a také
embryonalniho ptivodu (Obrazek 4). Komunikace mezi embryem a sliznici délohy zahrnuje
transport proteini, mRNA a miRNA, kter¢ ptispivaji k vyvoji blastocysty a trofoektodermu a
podporuji tak implantaci embrya do délohy a vyvoj placenty (Ng et al. 2013). Extracelularni
vezikuly byly identifikovany v délozni tekutiné né€kolika druhti savcl véetné mysi, ovce a

cloveka (Griffiths et al. 2008, Burns et al. 2014, Greening et al. 2016).
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Obrazek 4 — Schéma komunikace pomoci EVs mezi epitelem délozZni sliznice a embryem

Mikrovezikuly a exozomy pritomné v délozni tekutiné zajistuji komunikaci mezi epitelem délozni sliznice a
buikami embrya ve stadiu blastocysty. Transport EVs podporuje procesy potfebné k implantaci embrya do délohy
a k vyvoji placenty jako spojeni mezi matkou a plodem.

Ptevzato a upraveno: (Andronico et al. 2019)
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6.1 Implantace embrya a vyvoj placenty
U cloveka implantace embrya ve stadiu blastocysty probiha typicky mezi 22-24 dnem cyklu
zeny, kdy je sliznice d€lohy receptivni (Wilcox, Baird, Weinberg 1999). Pro uspésné uhnizdéni
v delozni sliznici je nutnd komunikace a kooperace pravé mezi builkami blastocysty a
endometria, kterd je mimo jiné zprostiedkovana také EVs endometridlniho a embryonalniho
puvodu, jejichz produkce je zavisla na hladin€ progesteronu (Salamonsen et al. 2016, Ng et al.
2013). Po uhnizdéni embrya do sliznice délohy dochazi k vyvoji placenty, ktery provazi
zvySena angiogeneze a vaskularizace. Dale dochazi k vyvoji placentarnich cév, které podporuji
transport latek k vyvijejicimu se embryu (Jones, Lopez 2013).

Vyvoj placenty a cévniho zasobeni probiha v déloze za nizkého obsahu kysliku.
V prvnim trimestru se koncentrace O pohybuje okolo 3 %, nasledné stoupd asi na 8 %. Také
uvoliovani EVs je tak zavislé na hypoxickém prostiedi ve tkani, stejné jako transportovany
obsah proteinti a miRNA (Salomon et al. 2013). Nejvys$i mnozstvi uvoliovanych exozomu
zbun€k trofoblastu bylo zaznamenano pii inkubaci tkdné v podminkach s upravenou
atmosférou s obsahem 1 % kysliku (Salomon et al. 2013). Tato koncentrace neni fyziologicka
a projevuje se spise jako ischemie u patologickych téhotenstvi. To naznacuje moznost vyuziti
exozomil jako markerd pro téhotenské komplikace. Kromé koncentrace kysliku je pro
bioaktivitu EVs z trofoblastu dulezitd také extracelularni koncentrace glukozy (Rice et al.
2015). Bylo potvrzeno, ze vysoka koncentrace D-glukdzy (25mM) vyznamné zvySuje mnoZzstvi
uvolnénych vezikull z trofoblastu, které vykazuji zvysenou schopnost imunomodulace pomoci
cytokinii (Rice et al. 2015, Salomon, Rice 2017). Prvni trimestr téhotenstvi je totiz
charakteristicky prozanétlivym prostiedim v d€loze, které podporuje proces implantace embrya
a invazi trofoblastu. Za imunitni reakce b&hem implantace jsou zodpovédné zejména
makrofagy, které produkuji zanétlivé cytokiny. Buiky trofoblastu rekrutuji makrofagy a
moduluji jejich vyvoj a specifickou sekreci prozanétlivych latek (Fest et al. 2007). Ukazuje se,
ze jeden ze zplsobi komunikace mezi trofoblastem a makrofagy zahrnuje transport exozomd,
které zesiluji migraci makrofadgii a podporuji jejich produkei cytokinii. Konkrétné mRNA
prozanétlivych cytokinti IL-1B, ktery je mediatorem lokéalniho zanétu, a také TNF—a a IL-6 jsou
pfi inkubaci makrofagl s exozomy buné€k trofoblastu signifikantné zvySeny. Naopak hladiny
vyrazn€ neméni (Atay et al. 2011).

Pti modulaci tkani probihajici pfi implantaci embrya probihaji intenzivni zmény genové

exprese, stejné jako v procesech tomuto predchazejicich. Let-7 je rodina miRNA konzervovana
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u mnoha zivocichil véetné savct a ¢loveéka, ktera pisobi jako tumor supresor (Pasquinelli et al.
2000, Barh et al. 2010). Let-7 kontroluje bunécnou proliferaci diky inhibici transkripce
nekterych gent, které souvisi s bunéénym cyklem jako cykliny a cyklin-dependentni kinazy
(Barh et al. 2010). Exprese této miRNA se dynamicky méni béhem Casného vyvoje embrya
(Tang et al. 2007). U mysi je v blastocysté pfipravené k implantaci hladina let-7 miRNa
vyznamn¢é down-regulovana a podobné vysledky se oc¢ekavaji i u ¢lovéka. (Liu et al. 2012)
MiRNA rodina miR-30 zahrnujici 5 ¢lenti (a-d) je vyznamné nabohacena v endometridlnich
bunkach, kde reguluje aktivitu genti ovliviiyjicich proliferaci bun¢k (Ng et al. 2013, Li et al.
2011, Altmie et al. 2013). Pti analyze lidské miR-30d byla detekovana zvySena exprese gend,
kodujicich adhezivni molekuly jako integriny (ITGB3, ITGA7) a kadheriny (CDHS), které
podporuji adhezi embrya k dé€lozni sliznici (Vilella et al. 2015). Kromé toho se ukazuje, ze miR-
30d je zapojena do modulace hormondlni odpovédi tim, ze ovliviiuje sekreci B-estradiolu,
hormonu dulezit¢ho pro proliferaci endometria (Moreno-Moya et al. 2014). MiR-21 ma
dulezitou ulohu v podpote riistu embrya diky regulaci jiz v dobé pfed implantaci. Tato miRNA
slouzi jako anti-apoptoticky faktor diky regulaci exprese apoptotickych proteinti a zajist'uje tak
vyvoj embrya a potla¢eni apoptézy bunck (Zhang et al. 2015, Lv et al. 2018).

Pii vyvoji a rustu placenty je mezi buiikami pomoci exozomu transportovan také
miRNA cluster chromozomu 19, C19MC, ktery je specificky primarné pro buniky placenty, ale
vyskytuje se také ve varlatech, embryondlnich kmenovych buiikdch a nékterych nadorech
(Delorme-Axford et al. 2013a, Ouyang et al. 2014, Donker et al. 2012). Delorme-Axford et al.
(2013) pozorovali ptitomnost C19MC miRNA v exozomech odstépenych z bunék primarniho
lidského trofoblastu (primary human trophoblast — PHT) a jejich transport do placentdlnich
fibroblastl a ostatnich nonplacentalnich bunék jako endotelidlnich d€loznich bun¢k, déloZznich
mikrovaskularnich endotelidlnich bun¢k a fibroblastli piedkozky (Delorme-Axford et al.
2013a). Ouyang et al. (2014) ptedpokladaji transport i do jinych bunék v téle matky a embrya
(Ouyang et al. 2014). Diky ptitomnosti clusteru C19MC jsou buiiky trofoblastu, ktery je
protektivni bariérou mezi materndlnim a fetalnim mikroprosttedi, rezistentni vici virim, které
by mohly poskodit vyvijejici se plod, konkrétné coxsackievirus B3, poliovirus, virus
vezikularni stomatitidy, virus vakcinie a herpes simplex virus-1 (Delorme-Axford et al. 2013a).
Stejn¢ jako bunky trofoblastu jsou chranény i okolni tkédné receptivni pro exozomy
trofoblastovych bunék. Transport miRNA clusteru specifického pro placentu indukuje
v buiikdch autofagii, kterd je hlavnim obrannym mechanismem pted virovou infekci (Delorme-
Axford et al. 2013b). Stejné jako po transportu celého clusteru miRNA C19MC do cilovych

bunék byla autofdgie indukovana i v pfipad¢ jednotlivych nejvice zastoupenych mi-RNA
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obsazenych v clusteru, a to konkrétné miR-517-3p, miR-516b-5p a miR-512-3p. Je mozné, Ze
s miRNA jsou pomoci exozomli do bunék transportovany i dalsi latky, které podporuji
protivirovou obranu (Delorme-Axford et al. 2013a).

Krom¢ miRNA bylo v endometridlnich exozomech v receptivni fazi délozni sliznice
detekovano ve vysokych koncentracich také nékolik proteintl, jejichz funkce zfejmé souvisi
s podporou interakci embrya a endometria. Jedna se o Fibulin-1 (FBLN1), Heparan sulfat
proteoglykan (HSPG2) nebo Cysteine-rich 61 protein (CYR61) (Greening et al. 2016). Fibulin-
1 je secernovany glykoprotein extracelularni matrix. Stejné€ jako ostatni fibuliny je dilezity pro
remodelaci tkdni, ovlivituje adhezi bunék, proliferaci bunék a interakci membran (Timpl et al.
2003). Remodelace extracelularni matrix je jednim z dualezitych procesti pro receptivitu
endometria. FBLNI, jehoZz hladina je ovlivnéna estrogenem a progesteronem v ramci
endometridlni cykli¢nosti a je nejvyS$i v receptivni fazi, podporuje interakci embrya a
endometria (Nakamoto et al. 2005). HSPG2 je dal$im proteinem extracelularni matrix. Stejné
jako diive zmintovany FBLN1 ma pozitivni vliv na kontakt a adhezi bun¢k (Slater, Murphy
1999, Greening et al. 2016). Cysteine-rich 61 protein (CYR61) byl detekovan v bunkéch
trofoblastu v pritbéhu vyvoje placenty, kde podporuje vyvoj cév a vyvoj extracelularni matrix
(Chen et al. 2007). CYR61 mRNA byla navic specificky exprimovana pouze v dob¢
receptivniho endometria a byla specificky lokalizovana v epitelu obklopujicim implantujici se
blastocystu (Chen et al. 2006). Exozomy v déloznim prostiedi se dale podili na remodelaci
extracelularni matrix prostfednictvim transportu nékterych metalloproteinaz (Obrazek 5). Jedna
se napfiklad o Matrix metalloproteindzu-14 (MMP-14), kterd je membranovym proteinem
degradujicicm kolageny, fibronectin, laminin a dalsi slozky extraceluldrni matrix (Latifi et al.
2018). MMP-14 je vysoce exprimovana v buiikach cytotrofoblastu a podporuje tak invazi
trofoblastu a GspéSnou implantaci embrya, navic se podili na aktivaci dal§i metalloproteinazy
MMP-2 v endometriu (Bjeorn et al. 2000, Wang et al. 2014). Na implantaci embrya ma vliv také
ADAMI0 (A Disintegrin and metalloproteinase 10), ktery je proteinem zapojenym do procesi
bunécné proliferace a migrace (Latifi et al. 2018). ADAMI10 zajist'uje Sté€peni a procesovani
prozanétlivého cytokinu TNF-a, ktery podporuje implantaci embrya (Lunn et al. 1997, Seals,
Courtneidge 2003). Stejné tak je ADAMI10 zapojen do aktivace Notch signalizace souvisejici

s vaskularizaci a pozd¢€j$im vyvojem srdce plodu (Zhang et al. 2010).
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Obrazek 5 — Priklad transportu molekul pomoci exozomiu v mikroprostiedi délohy
Metalloproteinaizy MMP-14 a ADAMI10 moduluji implantaci embrya pomoci §tépeni extracelularni matrix a

aktivace drah zapojenych do remodelaci tkan¢€. Pfevzato a upraveno: (Latifi et al. 2018)

Béhem implantace probiha intenzivni mezibunééna komunikace také v ramci bun¢k embrya.
Blastocysta se sklada ze dvou bunécnych typi, a to z vnitini bunééné masy (ICM) a vnéjsiho
trofoektodermu, ktery je zodpovédny za interakci embrya se sliznici délohy (Red-Horse et al.
2004). Jako medidtory intenzivni komunikace mezi t€émito buiikami, zejména ve sméru od ICM
k trofoektodermu, slouzi EVs definované jako mikrovezikuly. Pro trofoblast dfleZitymi
molekulami jsou proteiny extracelularni matrix fibronectin a laminin. Tyto proteiny jsou jednak
pfitomny na povrchu mikrovezikull a slouzi k vazbé receptori na trofoblasty, ale také indukuji
integriny zprostiedkovanou aktivaci kindz FAK (focal adhesion kinase) a JNK (c-Jun N-
terminal kinase). Tyto proteinkinazy jsou potfebné k migraci trofoblastu (Almeida et al. 2000,

Desrochers et al. 2016).
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7. Endometrioza a Syndrom polycystickych vaje¢niki

Mezibunéénd komunikace prostfednictvim EVs probiha i v ramci patologickych stavi
v organismu. Hojné studované jsou EVs v souvislosti s naddory. Také nékterd onemocnéni
reproduk¢nich organt ¢loveéka vykazuji zmény v povaze mikrovezikularni komunikace.
V zenské reprodukéni soustavé se jednd napiiklad o endometriozu nebo syndrom
polycystickych vajecnikd, jejichz molekularné-biologické podstata nebyla prozatim do detailu
objasnéna. Ob¢ onemocnéni se vyznacuji komplikovanou diagnostikou, na kterou zeny mnohdy
¢ekaji mnoho let. Ukazuje se, Ze by bylo potencialné mozné pouzit mikrovezikuly jako
biomarkery v diagnostice téchto onemocnéni, tato problematika vSak neni doposud dostatecné

prostudovana (Simon et al. 2018).

7.1 Endometrioza

Endometriéza je chronické, na estrogenu zavislé onemocnéni charakterizované ptitomnosti
délozni sliznice mimo délozni dutinu, nejcastéji v dutin€ bii$ni a na vajecnicich, ale ¢asto i jinde
v téle. Pii endometridéze buiiky délozni sliznice neodchazeji s menstruaci a zptisobuji v téle
komplikace (Jones, Lopez 2013). Mezi hlavni symptomy patii bolesti v oblasti bficha a panve
a také zanéty v oblasti endometria ovliviiujici ovulaci a implantaci embrya, které ¢asto vedou
az k neplodnosti (Maybin, Critchley, Jabbour 2011).

Pti kazdém cyklu dochazi v déloze k remodelacim tkané, kterd zahrnuje mezibunécnou
komunikaci mezi epitelidlnimi a stromatdlnimi endometridlnimi bunikami pomoci
mikrovezikulii. Remodelace je dale regulovana expresi metalloproteinaz (MMP), kterd se
dynamicky méni béhem cyklu 1 v t€hotenstvi (Braundmeier et al. 2012). S endometridézou je
spjaty transmembranovy protein EMMPRIN (Extracellular matrix metalloproteinase inducer),
ktery je rozpustny v extracellularni tekutiné de€lohy. Tam je uvolilovan mikrovezikuly
z epitelidlnich bun€k délohy. EMMPRIN stimuluje stromatalni buniky délohy k produkci MMP,
coz dale vede ke zvySené remodelaci tkani podporujici patologické zmény ve sliznici d€lohy
(Braundmeier et al. 2012). Pro proliferaci a udrZeni tkan€ endometria mimo délohu je dilezita
také tvorba nového cévniho zasobeni (Shifren et al. 1996). Na angiogenezi se stejné jako
v déloze podili endometridlni stromatalni butiky, které ovliviiuji prostfednictvim produkce
exozomu endotelialni buiiky k tvorbé novych cév pro krevni zasobeni 1€zi endometria mimo

d€lohu (Harp et al. 2016).
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7.2 Syndrom polycystickych vaje¢niku

Syndrom polycystickych vajecnikit (PCOS — Polycystic Ovary Syndrome) je onemocnéni
spojené s endokrinni funkei, které ma velmi riznorodé ptiznaky. Mezi ty patii hormonalni
nerovnovaha a hyperandrogenismus, se kterymi souvisi polycysticka ovaridlni morfologie
(PCOM - Polycystic Ovarian Morphology), anovulace a ¢asto obezita a inzulinova rezistence
(Azziz et al. 2016). Pfestoze PCOS postihuje svétoveé az 20 % Zen v reproduktivnim véku, na
molekularni irovni onemocnéni stale jesté neni pln€ pochopeno (Deswal et al. 2020, Rooda et
al. 2020). Signalizace pomoci EVs, konkrétné mikrovezikulli, se v mnoha studiich objevuje
v souvislosti s PCOS a jeho asociaci s nadvdhou ¢i obezitou, se kterymi casto souvisi i
inzulinova rezistence a diabetes mellitus druhého typu. Koncentrace cirkulujicich
mikrovezikulii byva u pacientek s PCOS oproti zdravym zenam zvySena (Sang et al. 2013,

Koiou et al. 2013, Willis et al. 2014).

Ukazuje se, ze vyznamnou roli v determinaci tohoto onemocnéni hraji zmény v expresi
bunéénych miRNA, které vedou k modulaci estrogenové receptorové signalizace a
nerovnovaze v transkripci a apoptdze. Velmi riznorodé vysledky studii ovSem naznacuji, ze
velmi zalezi na zdroji miRNA a zptisobu determinace jejich funkce (Rooda et al. 2020).
Moznymi kandidaty jsou napiiklad miRNA-132 a miRNA-320, které byly izolovany
z mikrovezikult lidské folikularni tekutiny. Exprese obou miRNA je u pacientek s PCOS
vyrazn€ snizena v porovnani se zdravymi Zenami. Funkce téchto miRNA byla diive potvrzena
v regulaci metabolickych drah souvisejicich s metabolismem sacharidl a sekreci inzulinu, coz
s PCOS uzce souvisi (Sang et al. 2013). MiRNA-132 je zapojena do zmén metabolismu u
preadipocyti a adipocytll vedoucich k chronickému zanétu (Strum et al. 2009). Snizené hladiny
miRNA-132 byly pozorovény také u pacientek s t€hotenskou cukrovkou a predpoklada se, Ze
tato miRNA je zapojena do regulace inzulinové sekrece (Zhao et al. 2011). U miRNA-320 byla
pozorovana snizend hladina u pacientl s cukrovkou a tato miRNA je také zapojena inzulinové
rezistence v adipocytech (Ling et al. 2009). Kromé toho snizené hladiny miRNA-132 a miRNA-
320 mohou ovliviiovat expresi gent HMGA2 a RABS5B, které jsou asociovany s PCOS (Sang
et al. 2013).
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Zavér

EVs predstavuji extracelularni vacky vyluCované a piijimané bunikami jako zplsob
mezibunééné komunikace. Tyto vezikuly se uc€astni transportu mnozstvi, pro danou tkan
specifickych, proteind, lipidi, RNA a miRNA, které pomoci své membrany chrani pred
degradaci v extracelularnim prostoru.

EVs byly detekovany mimo jiné také v reprodukénich tkanich savcl, mezi které patii
hlodavci, skot, prasata, ovce, kon¢ a ¢loveék. U saveil hraji nepostradatelnou roli v komunikaci
bunék vramci reprodukcnich procesi a bez transportu molekul pomoci EVs dochazi
k nespravné fyziologické funkci reprodukc¢nich organii a bun¢k Casto vedouci k neplodnosti.
V sam¢i reprodukéni soustaveé jsou EVs soucésti tekutiny v lumen nadvarlete, kam jsou
secernovany builkkami epitelu nadvarlete. Tyto vezikuly nazyvané epididymozomy zde
interaguji s dozravajicimi spermiemi, které obohacuji o specifické proteiny potfebné k maturaci
a motilit€ spermii. DalSim typem vezikulii, v tomto pfipadé spiSe exozomdlni povahy, jsou
prostatozomy, které jsou soucasti sekretu prostaty. S t€émito charakteristicky o cholesterol
obohacenymi vezikuly se spermie setkavaji v sami¢im reprodukénim traktu po ejakulaci. Ve
vejcovodu, kde u nékterych druhii savci dochdzi ke skladovani spermii, obohacuji
prostatozomy membranu spermie o molekuly potfebné k vazbé na jeho sténu a pomdhaji jim
prezit ve specifickém prostiedi samic¢iho organismu. Ve vejcovodu zprostiedkovavaji
mezibunéénou komunikaci oviduktozomy, které maji ptivod v epitelidlnich buiikach vejcovodu.
Tyto vezikuly, které jsou soucasti oviduktalni tekutiny, podporuji jednak funkce spermii a jejich
schopnost oplozeni, ale po oplozeni také vyvijejici se embryo. V sami¢im organismu se stejné
jako v sam¢im uplatituji EVs v rdmci maturace gamet. Vezikuly, které se nachazeji v bunécnych
vrstvach folikulu, zprostfedkovéavaji komunikaci mezi buiitkami granulozy, théky a cummulus
oophorus vzajemné a také s rostoucim oocytem, ktery obklopuji. Mikrovezikuly a exozomy,
souhrnné¢ oznafované jako uterozomy, nachézejici se v tekutiné délohy jsou v piipadé
uspéSného oplozeni zapojeny do modifikaci tkani délozni sliznice a vyvoje trofoblastu
potfebnych k implantaci embrya a vyvoji placenty. EVs se kromé fyziologickych procest
ucastni také nékterych patologickych stavli zejména v zenské reprodukéni soustave.

EVs se v poslednich letech dostavaji do poptedi ¢etnych vyzkumt a studii a poznatky
ziskané v nasledujicich letech mohou byt nejen dalSim krokem k pochopeni podstaty mnohych
fyziologickych procest, ale také k feSeni problému spojenych s poruchami funkce reprodukéni

soustavy.
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