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Abstrakt

Importiny jsou proteiny ze skupiny karyoferind, které zajistuji transport protein(i z cytoplazmy do
jaddra, a to jak vsomatickych burkach, tak v gametach. V gametach hraje transport specifickych
transkripénich faktor( a jinych proteind do jadra vyznamnou roli a béhem reprodukce savci ovliviiuje
klicové déje. U savcl je reprodukce zprostfedkovana procesem pohlavniho rozmnozovani. V ramci
tohoto déje dochazi u kazdého z rodic¢l ke vzniku haploidni gamety, ty pozdéji béhem findlni faze
oplozeni splyvaji a davaji vzniknout diploidni zygoté. Genova exprese v gametdch se od genové exprese
somatickych bunék vyznamné lisi. V gametdch dochazi k pozastaveni translace a specifické proteiny
jsou exprimovany jen v urcitych stadiich vyvoje buriky. Proteiny urCené k transportu do jadra obsahuji
odlisné jaderné lokalizac¢ni signaly, ty jsou rozeznavany rlznymi druhy importini. Na zadkladé studia
rozdila v expresi jednotlivych druhll importinG v rdznych fazich vyvoje gamet, tak lze vyvozovat jejich
role vtéchto procesech. Role importini byla prokazana jak vgametogenezi, tak v diferenciaci
kmenovych bunék a maturaci zarode¢nych bunék. Navic se ukazuje, Ze importiny maji Ulohu i v obrané

samcich pohlavnich bunék proti oxidativnimu stresu.
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Abstract

Importins are proteins from a group of karyopherins, which provide transport of proteins into the
nucleus both in somatic cells and gametes. Transport of specific transcription factors plays an
important role in gametes and affects key events of reproduction. In mammals, reproduction is
mediated by the process of sexual reproduction. In this event, a haploid gamete is formed in each
parent, which in later stages of fertilization combine and make a diploid zygote. Gene expression in
gametes differs dramatically from somatic cells. In gametes, translation is suspended and specific
proteins are expressed only at certain stages of cell development. Proteins determined for transport
into the nucleus contain various nuclear localization signals, which are detected by different types of
importins. Based on studying differences in expression of individual types of importins in various
phases of gametogenesis, we can deduce their roles in these processes. Role of importins was proven
in gametogenesis, differentiation of stem cells and maturation of germ cells. On top of that, importins

appear to play a role in defense of male germ cells against oxidative stress.



Seznam zkratek

ARM armadilova repetice

CAS cellular apoptosis susceptibility protein

Cdc2 cyklin dependentni kindza 2 (cyclin-dependent kinase
2)

Hsp70-2 heat shock protein 70-2

IBB importin B binding domain

IPO5 importin 5

IPO7 importin 7

1PO13 importin 13

KPNA1 karyopherin subunit a 1

KPNA2 karyopherin subunit a 2

KPNA4 karyopherin subunit a 4

KPNAS5 karyopherin subunit a 5

KPNA6 karyopherin subunit a 6

KPNA7 karyopherin subunit a 7

LIF leukemia inhibitory factor

L-lpol13 long form Ipo13

RanBP6 Ran binding protein 6

RanBP9 Ran binding protein 9

RanBP10 Ran binding protein 10

RanBP17 Ran binding protein 17

RanGAP Ran GTPase activating protein

RanGEF Ran GTPase exchange factor

NES jaderny exportni signdl (nuclear export signal)



NF-kB nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B

cells
NLS jaderny lokaliza¢ni signdl (nuclear localization signal)
Octd octamer-binding transcription factor4
Oct6 octamer-binding transcription factor6
PGC primordidlni kmenové bunky (primordial germ cells)
RCC1 regulator of chromosome condensation 1
ROS reaktivni oxidovy radikal (reactive oxygen species)
Sox2 SRY-box transcription factor 2
SRY sex-determing region Y
TGFB transforming growth factor 3
TP2 transition protein 2
TS-1po13 testis specific short form Ipo13
UBC9 ubiquitin-conjugating enzyme 9

XPO4 exportin 4
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Uvod
Reprodukce je proces, ktery zahrnuje produkci samcich a samicich gamet, jejich Uspésné oplozeni a
nasledny vyvoj. Pti oplozeni dochazi ke splynuti dvou haploidnich gamet a vzniku diploidni zygoty
(Gilbert 2000c). Zralé gamety jsou velmi specializované, a tedy i modifikované buriky, které museji
projit mnoha strukturnimi zménami, neZ se dostanou do své finalni podoby. Jadro zralého vajicka se
v dobé oplozeni nachazi v metafazi meidzy 1, z toho divodu postrada jadernou membranu a chromatin
je kondenzovan do chromosom( (Cooper 2000). Naopak jadro zralé spermie je velmi kompaktni
struktura, kde béhem jaderné kondenzace dochazi k nahrazeni histonli za pro spermii specifické
proteiny protaminy a dale k relokaci lamin( a jadernych pdrl v jaderné membrané (Sudhakar and Rao
1990, Meistrich et al. 2003, Ho 2010). Aby k témto findlnim podobam doslo, musi byt jejich vyvoj
znacné regulovan. Témito reguldtory jsou proteiny, které jsou specificky transportovany do jadra.
Molekuly, které jsou vétsi nez 40 kDa prochdzeji do jadra skrze jaderné pdry pomoci aktivniho
transportu za Ucasti dalSich protein(i. Tyto proteiny se diky své funkci nazyvaji importiny (Tzfira &
Citovsky 2005). Pro to, aby vznikla specificka vazba importinu na pfendseny protein, je nutné, aby tento
protein obsahoval jaderny lokalizaéni signal. PfendSeny protein pak tvofi spole¢né s importinem a a
importinem B komplex, ktery umozni transport daného proteinu pres jaderné péry (Imamoto et al.
1995). Importiny jsou proto nezbytnymi reguldtory mnoha bunécnych déja jak u somatickych bunék,
tak v gametdch. Proteiny urené k transportu do jaddra obsahuji odlisné jaderné lokaliza¢ni signaly,
které jsou dale rozeznavany rlznymi druhy importinQ. Ztohoto divodu mlzeme v odlisSnych fazich
vyvoje a maturace gamet sledovat pritomnost rlznych druht importin(. Role importin v reprodukci
je tak zkoumana predevsim na zakladé detekce pfitomnosti odlisnych druhl importind v riznych jejich

fazich.

V ramci této prace jsou predkladany a diskutovany dosavadni poznatky o sloZeni importin(, jejich
specifité k prenasenym proteindm a jejich funkci v ovliviovani rlznych fazi reprodukce u savc(. Prace
se zaméfuje zejména na roli importinG pfi diferenciaci zarodeénych bunék a v gametogenezi, v

diferenciaci embryonalnich kmenovych bunék a pfi zvlddani oxidativniho stresu spermiemi.



Cile prace
Cilem této bakalarské prace je shrnuti a diskuze dosavadnich poznatkd o roli importin v reprodukci

savcl. Tato prace se se zaméfuje na:

1) funkci importin( v jaderném transportu, jejich stavbu a specifitu k pfenaSenym proteiniim
2) roli importint v diferenciaci zarode¢nych bunék a v gametogenezi
3) roli importinG v diferenciaci embryondlnich kmenovych bunék

4) roli importin( ve spermiich pfi zvladani oxidativniho stresu a jejich souvislost se sterilitou



1. Jaderny transport

Jaderny transport je dlleZitym procesem v burice, ktery je nezbytny pro sprdvnou genovou expresi a
signalni transdukci (Kim et al. 2017). Zarodecné bunky obsahuji transkripty, které jsou translatovany
v pozdéjsich stadiich jejich vyvoje. Exprese jednotlivych transkriptl zavisi na jejich sestfihu, jaderném
transportu a jejich skladovani v bunce (Steger 2001). Savci oocyty obsahuji maternalné skladovanou
MRNA, kterd se exprimuje v pocateénich fazich vyvoje oocytl a Fidi jejich rist. Ve chvili, kdy oocyt
dosahne svoji plné velikosti, dochazi k pozastaveni transkripce a ta je obnovena aZ ve fazi aktivace
embryonalniho genomu. Tato doba se u rdznych druhl savcl ¢asové lisi (Davidson 1968, Braude et al.

1979).

Bunécné jadro je obaleno jadernou membranou, kterd je tvorena dvéma fosfolipidovymi vrstvami. Ty
se déli na vnitini a vnéjsi membranu (Callan & Tomlin 1950) a jsou od sebe oddéleny periplazmatickym
prostorem. Skoro veskery jaderny transport je zprostfedkovan pomoci jadernych pérd. Jaderny por je
komplex asi 30 rlznych druhl proteint (nukleoporinl) (Rout et al. 2000, Cronshaw et al. 2002), u
¢lovéka o velikosti 110 MDa (Ori et al. 2013). Ma rozméry o priméru kruhu péru 100-150 nm a Sifce
napri¢c membranou 50-70 nm (Beck et al. 2004). Rozméry jaderného péru se u rliznych druhd lisi, stejné
tak i jejich mnoiZstvi vjaderné membrané. U kvasinek se vjaderné membrané nachazi cca 100-200
komplext nuklearnich pérd, u savéich bunék je to nékolik tisic a u jader oocytl obojzZivelnik(

(Amphibia) jich najdeme az 38 milion( (Allen et al. 2000, Jamieson 2003, Ellenberg 2013).

Centrum jaderného pdru ma osmicetnou radidlni symetrii a na vnéjsi strané (smérem do cytoplazmy)
z néj vybihaji filamenta o délce 30-35 nm. Na vnitfni strané (smérem do jadra) jsou filamenta o délce
40-60 nm, které jsou lateralné propojeny a vytvari Utvar podobny kosiku (Hinshaw at al. 1992, Jarnik

& Aebi 1991) (viz obrazek ¢.1).

Specificky transport jadernymi pory je zprostfedkovan pomoci prenaseCovych proteind. Tyto
prenasecové proteiny jsou selektivni k rGznym prenasenym proteinim, které obsahuji jaderné
lokalizacni signaly (NLS — nuclear localization signal) nebo jaderné exportni signaly (NES — nuclear
export signal). NLS a NES jsou rozeznavany karyoferiny (importiny/exportiny/transportiny) (Kim et al.
2017), které specificky vazi prendseny protein a transportuji ho dovnitf (importiny) nebo ven

(exportiny) z jadra.
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Obrazek €. 1: Stavba jaderného poru (Daniel H. Lin & André Hoelz, 2016)

2. Importiny

2.1. Stavbaafunkce
Importiny jsou proteiny, které pfechazeji z cytoplazmy do jaddra a zpét. Tento jejich pfesun zajistuje
aktivni transport dalsich proteind, jelikoZ v cytoplazmé dochazi ke specifickému navazani prenasenych

proteinll na importiny a v jadre k jejich uvolnéni (Mattaj & Englmeier 1998).

Importiny jsou tvoreny dvéma podjednotkami, podjednotku a a B. P podjednotka je schopna vazat
prenaseny protein nesouci NLS ptimo, bez adaptéru, i nepfimo, pres adaptéry v podobé podjednotky
a (Lott & Cingolani 2011). Podjednotka B obsahuje vazebnou doménu pro prendseny protein,
vazebnou doménu pro jaderny pér (Cingolani et al. 1999, Isgro & Schulten 2005, Zachariae &
Grubmdller 2008) a dalsi pro vazbu Ran GTPazového proteinu. (Chook & Blobel 1999, Vetter et al.
1999). Rozpoznani NLS importinem o a jeho heterodimerizace s importinem B zplsobi jejich transport
do jadra (Imamoto et al. 1995, Gorlich et al. 1996). Prichod jadernym pdrem se uskutecnuje na zakladé
interakci komplexu importind s hydrofobnimi fenylalanin-glycinovymi repeticemi nukleoporin(

(Damelin & Silver 2000, Allen et al. 2001, Suntharalingam & Wente 2003).



V energeticky pohanéném transportu proteinl z cytoplazmy do jadra a zpét hraji roli Ran GTPazové
proteiny z rodiny Ras (Moore & Blobel 1993, Macara 2001, Gorlich et al. 2003). Ran protein existuje ve
dvou stavech - RanGDP a RanGTP (Bourne et al. 1991, Sorokin et al. 2007). Jejich vlastni GTPazova
aktivita je mala a je proto urychlena GAP proteiny (Bischoff et al. 1994, Vetter & Wittinghofer 2001).
Koncentrace GTP je vyssi v jadre, v cytoplazmé je naopak vysoka koncentrace GDP (Weis 2002). V jadre
se vyskytuje protein RanGEF (Ran GTP exchange factor), v lidskych burikdch také nazyvan RCC1
(regulator of chromosome condensation 1). RanGEF zpUsobuje disociaci GDP od GTPazy Ran, coz
umoznuje navazani GTP a asociaci s komplexem importinu B a jeho opétovnou recyklaci ven z jadra
(Bourne et al. 1990, Bischoff & Ponstingl 1991, Seki et al. 1996). Importin o je transportovan ven z jadra
separatné navazanim na jaderny exportni protein CAS (cellular apoptosis susceptibility) (Kutay et al.
1997). GTPazové proteiny jsou inaktivovany cytoplazmatickym Ran — GAP1 (Ran GTPase activating
protein), ktery zplsobuje hydrolyzu GTP a odpojeni Ran od komplexu (F. Ralf Bischoff et al. 1994,
Mahajan et al. 1997) (viz obrazek ¢.2).

CYTOPLASM
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0

Obrazek €. 2: Cyklus jaderného transportu (Chen et al. 2015)



2.2. Druhyimportinidu lidi (Homo sapiens) a mysi (Mus musculus)
Lidské a mysi importiny se podle své vazebné specifity déli do nékolika skupin. Tyto skupiny se oznacuji
téz jako rodiny. Mezi pfislusnymi rodinami importind u mysi a lidi byla na zakladé jejich sekvenéni
identity prokazana evolucni souvislost (Malik et al. 1997). Dale je dokdzadno, Ze se zvysujici se
komplexnosti organismu vzristd pocet genl pro importiny. Napriklad kvasinky (Saccharomyces
cerevisiae) maji pouze 1 gen pro importin a (Shulga et al. 1996, Tabb et al. 2000), zatimco v lidském
genomu bylo pro importin a doposud identifikovano genll 7 (Kimura & Imamoto 2014, Pumroy &
Cingolani 2015) a u mysi (Mus musculus) gen( 5, ty se déli do tfi podrodin a -P, a-Q a a -S (Tsuji et al.
1997). Na zakladé podobnosti primarni struktury protein( se importiny u lidi déli do tti podrodin ai,
a2 a a3 (Kohler et al. 1997, Goldfarb et al. 2004). Byly zkoumdny i homologni vztahy mezi témito
skupinami u mysi a lidi (Hogarth et al. 2006). Na zdkladé homologie mezi mySimi a lidskymi importiny
byly importiny zafazeny do homolognich skupin. Nazvoslovi riznych druh( importinG vsak neni vidy
jednoznacné. Proto jsem pro lepsi orientaci v ndzvech a vzajemnych vztazich mezi mysimi a lidskymi

importiny vytvofila pfehlednou tabulku (viz tabulka 1).

Podrodina Importiny u lidi Importiny u mysi (Mus musculus)
a-S, al e Importin a5 (Imp a5), Karyoferin al |e Importin al, Importin a-S1
(KPNA1)

e Importin a7 (Imp a7), Karyoferin a6 [e Importin a6, Importin a-S2
(KPNAG) e Importin a7

e Importin a6 (Imp a6), Karyoferin a5 |e Zadny pfimy homolog

e Importin a4 (Imp a4), Karyoferin a3
(KPNA a3)

(KPNAS5)
a-P, a2 e Importin al (Imp al), Karyoferin a2 |e Importin a2, Importin a-P1
(KPNA2)
a-Q,a3 e Importin a3 (Imp a3), Karyoferin a4 | ¢ Importin a4, Karyoferin a4, Importin a-Q1
(KPNA4)
e Importin a3, Karyoferin a3, Importin a-Q2

Tabulka 1: Homology importini a u lidi a mysi (Mus musculus) (Hogarth et al. 2006,
Zienkiewicz et al. 2013)

Doposud bylo u savcll (Mammalia) popsano vice nez 20 importind rodiny B, které maji jak importni,
tak exportni funkci (Mosammaparast & Pemberton 2004, Quan et al. 2008, Kimura & Imamoto 2014).
Importin B je schopen transportu prendseného proteinu jak pres adapterovy protein importin a, taki
nezavisle na ném (Miyamoto et al. 2012). Samostatné prenasi napfiklad protein parathormon (Lam et
al. 1999) nebo DNA vazebny protein SRY (sex determing region), ktery je klicovy v determinaci pohlavi

u savcl (Forwood et al. 2001).




2.3. Specifita importini k pfenasenym proteiniim
Jaderny transport zprostfredkovany importiny je zaloZen na vazebné specifité importind k prenasenym
proteinim. Proteiny, které jsou prenaseny uréitym druhem importinu sdili jednotny NLS (Kelley et al.

2010a, Kimura et al. 2013).

NLS jsou tvorfeny bud jednim shlukem bazickym aminokyselin ¢i dvéma shluky bazickych aminokyselin
oddélenymi kratkymi, asi 10 bp dlouhymi mezerami (Robbins et al. 1991). Prvni rozpoznana NLS byla
NLS velkého T antigenu Simian viru 40 (McLane & Corbett 2009). NLS se na prenaseném proteinu
vétsinou vyskytuji na N nebo C konci, mezi doménami nebo ve flexibilnich smy¢kach proteinu (Marfori
et al. 2011). Specifita prenasenych proteinli k transportnim receptorlim je stdle malo prostudovana,

hlavné diky proménlivosti jejich vzajemnych interakci (Mackmull et al. 2017).

Pro specificky transport prenasenych proteinli do jadra vazbou na importiny se na importinech nachazi
nékolik vazebnych domén. Specifické vazebné domény pro NLS pfendsenych proteind jsou umistény
na C terminalnich doménach importinl o, kde jsou pfitomny tzv. armadilové repetice (ARM) (Yano et
al. 1992, Yano et al. 1994, Rexach & Blobel 1995, Weis et al. 1996, Gorlich et al. 1996). ARM jsou
priblizné 40 bp dlouhé a nesou svij nazev podle Armadilo proteinu u Drosophila melanogaster, ktery
je homologem savciho B-kateninu (Peifer 1993, Orsulic & Peifer 1996). Na C terminadlnich doménach
importind a se nachazeji také specifické vazebné sekvence pro proteiny CAS, které slouZi pfi exportu

importind a z jddra (Kutay et al. 1997, Lott & Cingolani 2011).

N terminalni domény importini a obsahuji importin B vazebné domény (IBB — importin B binding
domain). Tyto domény jsou zodpovédné za vazbu importind o na importiny B (Kobe 1999, Lott &
Cingolani 2011). Importin B ma mnohocetné funkce, za které jsou predevsim zodpovédné takzvané
HEAT repetice, které mohou prodélavat strukturni zmény a ménit tim specifitu vazebnych mist pro

prenasené proteiny, komplexy jadernych porli a pro Ran proteiny (Kappel et al. 2010, Forwood et al.

2010).

3. Gametogeneze

Gametogeneze je nezbytny proces pro reprodukci, pti kterém se se z diploidnich bunék vytvareji buriky
haploidni. Vznik samicich pohlavnich bunék se nazyva oogeneze, vznik samcich pohlavich bunék
spermatogeneze. Ackoliv jsou vysledkem obou déji haploidni pohlavni buriky, oba procesy se od sebe
v mnohém lisi. Pfi meiotickém déleni v oogenezi vznika jedno haploidni vajicko a 3 pdlové buriky, které
se obvykle procesu oplozeni dale neucastni, zatimco ve spermatogenezi vznikaji 4 haploidni

rovnocenné bunky - spermie. U samcich gamet je cilem jejich diferenciace hlavné jejich dobra



pohyblivost, zatimco u samicich je kladen dliraz na to, aby obsahovaly vSechen potfebny material pro

metabolismus a vyvoj nové vznikajictho embrya (Gilbert 2000a).

3.1. Role importintiv oogenezi

3.1.1. Oogeneze
Béhem oogeneze dochdzi jak k vytvoreni haploidni buriky z bunky diploidni, tak k vytvafeni zdsob
mRNA, enzyml, metabolickych substratl a organel. U rGznych druh( Zivocichl je oogeneze velmi

rozdilna.

Prekurzory samicich savcich pohlavnich bunék jsou oogonie, které se v zarodku déli pomoci mitdzy. U
Clovéka a ostatnich savcl (Mammalia) je vyprodukovan pouze omezeny pocet vajicek, zatimco
napriklad u jeZovek (Echinozoa) a dalSich druhi je pocet vyprodukovanych vajicek mnohonasobné
vétsi. Na rozdil od oogoniisavcy, funguji oogonie jeZzovek (Echinozoa) jako samoobnovujici se kmenové

buriky po cely Zivot organismu (Gilbert 2000a).

Konecné mnoistvi vytvorenych zarodecnych bunék dosahuje nékolika miliond, u ¢lovéka aZz 7 milion(
(Baker 1963). Tyto zdrodecné buriky se po narozeni nadale mitoticky nedéli a jejich pocet naopak klesa.
U savcl je odhadovéano, Ze az 50-70% oogonii podlehne apoptdze ¢i programované bunécné smrti

(Anon 1962, Burgoyne & Baker 1985, McClellan et al. 2003). Z oogonii dale vznikaji primarni oocyty.

Primarni oocyty jsou uloZeny v kubickém epitelu, tvofeném tzv. granuléznimi burfikami. Tyto burky
sekretuji glykoproteiny, coz kolem primarniho oocytu vytvati ochranou vrstvu zvanou zona pellucida
(Frandson et al. 2009, Kierszenbaum & Tres 2020) . Primarni oocyty vstupuji do 1. meiotického déleni
a jsou zastaveny ve fazi profaze, do dosazeni pohlavni dospélosti samic (Jaffe & Egbert 2017). U mysi
(Mus musculus) se jedna o mésice, u lidi o roky. Nékteré primarni oocyty mohou u lidi byt v této fazi
zastaveny aZ do posledniho menstruacniho cyklu Zeny po dobu az 50 let (Gilbert 2000a). Savci oocyty
zastavené ve fazi profaze | obsahuji velké jadro, zvané téz jako zdrodecny vacek. Pfi obnoveni
meiotického déleni po hormonalnim pulsobeni dochazi k rozpadu zdrodecného vacku a kondenzaci

chromosomu (Sun et al. 2001, Gao et al. 2002, Miyano et al. 2003).

Vysledkem prvniho meiotického déleni je vznik sekundarniho oocytu a oddéleni prvniho pdlového
téliska (Alberts et al. 2002). Pdlové télisko se mize dale mitoticky délit a sekundarni oocyt je zastaven
v metafazi druhého meiotického déleni. Dokoncéeni druhého meiotického déleni nastava po oplozeni
oocytu spermii. Vysledkem druhého meiotického déleni je vznik vajicka a druhého pdlového téliska.
Pélova téliska jsou v obou meiotickych délenich oddélena nerovnomérnym bunéénym délenim,

z dlivodu zachovani co nejvétsiho objemu cytoplazmy a organel v sekundarnim oocytu a vajicku. Lidska



polova téliska po 17-24 hodinach prodélaji apoptdzu a jejich fragmenty zlstavaji v zona pellucida

(Longo 1997) (viz obrazek ¢. 3).
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Obrazek €. 3: Oogeneze ("Human reproduction” 2010-2019)

Vyvoj oocytl je provazen dullezitymi zménami v cytoplazmé. Dochazi napfiklad k reorganizaci
mitochondrii a endoplazmatického retikula, zvySeni hladin cAMP, rlstovych faktor( a dalSich molekul

(Van Blerkom & Runner 1984, FitzHarris et al. 2007, Yamada & Isaji 2011).

DuleZitym procesem ve spravném vyvoji gamet je jejich genova exprese, kterd se od somatickych
bunék v mnohém lisi. Pfi prvnim meiotickém déleni je oocyt transkripéné neaktivni aZ do faze aktivace
genomu v zygoté. Z tohoto dlivodu zde probihd exprese genll pouze na translacni Urovni a oocyt je
zcela zavisly na materndlnich zasobach mRNA (Bouniol-Baly et al. 1999, Martins & Conti 2018, Esencan
& Seli 2019). V oocytech také dochazi v riznych fazich vyvoje k presunu a specifické segregaci mRNA

na misto jejich potfebné exprese (Femino et al. 1998, Susor et al. 2015, Jansova et al. 2018).

3.1.2. Exprese importini béhem oogeneze
Proces oogeneze je ovliviiovan rlznorodou expresi genl, kterd zavisi predevSim na jaderném

transportu transkripnich a chromatin remodelujicich faktor(. Tento transport je zprostfedkovavan
karyoferiny. Zkoumani téchto jevl a jejich nasledna analyza spociva predevsim v pozorovani zmén miry
transkripce a poCtu proteind, které se exprimuji v riznych fazich gametogeneze. Pozorované zmény

exprese naznacuji razné funkce karyoferini ve vyvoji oocytu, jak jiz ve vstupu do meidzy, aktivaci



primordidlniho folikulu, tak v dokonéeni meiotickych déleni (Mihalas et al. 2015). Karyoferiny vykazuji

rdzné zmény exprese ve vyvoji zarodeénych bunék.

Pfi pozorovani miry transkripce karyoferinli u Mus musculus se pfislo na to, Ze pfi pfechodu samicich
zarodecnych bunék do meiotického déleni zlstaly jejich hladiny prekvapivé pomérné stalé, ale
mnozstvi konecnych proteinl pro karyoferin KPNA2 pfi vstupu do meidzy bylo zvysené. Moznym
vysvétlenim je, Ze pfi vstupu do meiotického déleni je zvySend jeho mira translace. Role KPNA2 v tomto
déji by mohla spocivat ve specifickém prenaseni regulatori bunécného cyklu do jadra. Hypotézu, Ze
KPNA2 hraje roli vfizeni zahdjeni vstupu samicich zdrodeénych bunék do meidzy podporuje i
skutec¢nost, Ze béhem studia KPNA2 proteinu byla jeho lokalizace pfed zahajenim meiotického déleni
prevazné cytoplazmaticka a po zahdjenim meiotického déleni byl KPNA2 lokalizovan v perinukledrnim

prostoru (Mihalas et al. 2015).

Karyoferin KPNA7, pfitomny u Homo sapiens, Mus musculus a Bos taurus je blizce pfibuzny karyoferinu
KPNA2 (Kelley et al. 2010b). Pfi zvySené expresi proteinu karyoferinu KPNA2 u Hela bunék se sniZila
exprese genl histond, které jsou spojené s replikaci (Yasuda et al. 2012). To naznacuje, Ze pfi vyvoji
oocytu mohou slouzit ¢lenové rodiny KPNA7 karyoferin(i k regulaci jeho gend a Ucastnit se tak regulace
replikace bunék. Karyoferin KPNA7 byl ve fazich primarniho oocytu, zygoté a ve fazi dvoubunécéného
embrya lokalizovan v jadre bunék. U oocytu v metafazi Il je KPNA7 dokonce asociovan s délicim
vieténkem (Hu et al. 2010). To, Ze jsou karyoferiny v této fazi zfrejmé velmi dllezité podporuje i fakt,
Ze dochazi k jejich stdlé translacni expresi, a to i pres to, Ze v této fazi v oocytu dochazi k vyrazné

degradaci transkriptomu (Su et al. 2007).

Pfi vytvoreni knock-out mysi pro protein karyoferinu KPNA7 byla zvySena frekvence umrtnosti plodU
(Hu et al. 2010) (viz obrazek ¢. 4). Tato skutecnost indikuje roli KPNA7 v zachovani fertility u Mus
musculus. Jednim z moznych vysvétleni je zapojeni KPNA7 vregulaci genové exprese (i

v epigenetickych modifikacich chromatinu embrya.
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Obrazek €. 4: ZvySena umrtnost plodti Mus musculus spojena s knock-outem karyoferinu

KPNA7 (Hu et al. 2010)

A:vajecnik transgenniMus musclus po 7,5 dnech vyvoje, kdy byla vsechna embrya naZivu

B: vajecnik po 12,5 dnech vyvojes 3 embryinaZivu a ostatnimi uhynulymi¢i absorbovanymi

C: typicky vrh transgenni Mus musculus po 13,5 dnech vyvoje, se 6 plody ze 13 naZivu

D: typicky vrh transgenniMus musculus po 16,5 dnech vyvojes 5 plody naZivu a 2 mrtvymi

Sipky ukazujina absorbovand embrya

Pfi pfechodu primordidiniho folikulu na folikul primdrni je zvySend mira exprese karyoferini KPNAL,
KPNA2, KPNA4 a KPNA6, a naopak snizena exprese karyoferinG KPNB1 a KPNA7. U oocytl se tésné
pred ovulaci méni lokalizace karyoferini KPNA2 a KPNB1 z cytoplasmy k jadernému okraji (Hu et al.
2010). Tyto udaje poukazuji na funkci téchto karyoferinl v regulaci vyvoje oocytu diky specifickému
prenosu proteint, které hraji roli v regulaci bunééného vyvoje (Mihalas et al. 2015). Oproti tomu
karyoferin KPNA6 pravdépodobné prispiva ke spravnému pribéhu ranného embryonalniho vyvoje.
Bylo prokazano, ze pfi odstranéni KPNA6 karyoferinu z oplodnénych vajicek dochazi ke snizené
schopnosti zygoty projit prvnim ryhovanim a nasledné ve fazi dvoubunécného embrya dochazi k
Uplnému zastaveni ryhovani (Rother et al. 2011). Jednim z mozZnych vysvétleni je, Ze karyoferin KPNA6

je dilezitym faktorem v zygotické aktivaci genomu.
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Karyoferiny hraji v reprodukci roli také zfejmé pti spravném vyvoji reprodukcnich organ(l. Hypotéza je
podporena studii, kde byl pouzit mysi knock-out pro gen karyoferinu KPNA1 a bylo zjisténo, Ze u téchto
mysi dochazi ke sniZeni poctu rostoucich folikuld a zvySeni frekvence hypoplazie. Knock-outované mysi
mély také aZ o polovinu snizené hladiny maturovanych folikul(, progesteronu a velmi nizké hladiny
transkriptll pro receptor progesteronu (Moriyama et al. 2011). Tyto skutecCnosti jasné ukazuji, Ze

karyoferin KPNA1 hraje dulezZitou roli v reprodukci u Mus musculus.

3.2. Role importinti ve spermatogenezi

3.2.1. Spermatogeneze, spermiogeneze
Haploidni samci gamety vznikaji procesem zvanym spermatogeneze, ktery zacina v pohlavni dospélosti

samcU a pokracuje po celou dobu dospélosti (Feng et al. 2014). Cely proces spermatogeneze probiha
v zdrodecném epitelu semenotvornych kandlkl, ktery je sloZen ze zarodecnych bunék v rlznych
stadiich vyvoje, a to spermatogonii, primarnich spermatocytl, sekundarnich spermatocytll a
spermatid. VSechny tyto bunky jsou obklopeny Sertoliho burikami (Holstein et al. 2003). Sertoliho
buriky jsou nezbytné pro spravnou preménu zarodecnych bunék. Zajistuji spravné prostredi
semenotvornych kanalkll a pfimy kontakt s diferencujicimi bufikami (Griswold 1998). Proces
spermatogeneze zacina na bazi semenotvornych kanalkl, kde probiha mitotické déleni spermatogonii.
Pri dalsi diferenciaci buriky postupuji vice do stfedu kanalkd az do kone¢ného stadia vyvoje, kdy jsou

vypustény do lumen (de Kretser et al. 2015) (viz obrazek €. 5).

Prekurzory samcich pohlavnich bunék jsou takzvané primordialni zarodecné bunky PGC (primordial
ovalné jadro (Jiang 1998). PGC davaji vznik A; spermatogoniim, které jsou razeny mezi kmenové buriky
a u samcl muZe tedy spermatogeneze probihat po cely Zivot. Spermatogonie A; se mohou preménit
na jiny typ spermatogonii, A,, které jsou navzajem propojeny cytoplazmatickymi mustky. Jejich
bunéénym délenim vznikaji As spermatogonie a z nich A; spermatogonie. A, spermatogonie poté
prodélavaji bunécnou smrt, nebo se opét replikuji a davaji vznik dalsSim A4 spermatogoniim, nebo se
diferenciuji v intermediatni spermatogonie. Z intermediatnich spermatogonii vznikaji mitotickym
délenim tzv. B spermatogonie (Gilbert 2000b) . Spermatogonie B se dale déli mitotickym délenim a
vznikaji z nich primarni spermatocyty. Z kazdého primarniho spermatocytu, ktery prochazi prvnim
meiotickym délenim, vznikaji dva sekundarni spermatocyty. Ty pokracuji nadale v dalsim, druhém

meiotickém déleni. Vysledkem jsou 4 haploidni buriky, spermatidy (Holstein et al. 2003).

Spermatidy jsou stale navzdjem propojené cytoplazmatickymi mustky, které zajistuji synchronizovany
vyvoj a sdileni haploidnich produktd genomd mezi sebou (Venteld et al. 2003). Z dlvodu prechodl
genovych produktd mezi burikami jsou spermatidy oznacovany jako buriky funkéné diploidni i presto,

Ze maji haploidni genom (Braun et al. 1989). Spermatidy spojeni cytoplazmatickymi mustky ztraceji
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v kone¢né fazi, kdy se nachazeji na hranici lumen a diferencuji se ve spermie procesem zvanym

spermiogeneze (Weber & Russell 1987).

Spermiogeneze je nutny proces pro to, aby ze spermatidy, kulaté haploidni bunky, vznikla pohybliva
bunka, schopna najit a oplodnit vajicko. Dochazi v ni ktvorbé akrozomadlniho vezikulu z Golgiho
aparatu, posunu jadra pod akrozomalni vezikul, jeho zplosténi a kondenzaci. Na druhé strané burky se

tvofi bicik, kolem jehoZ baze se shromazduji mitochondrie pro tvorbu energie (Gilbert 2000b).
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Obrazek €. 5: Spermatogeneze (Allais-Bonnet & Pailhoux 2014)

3.2.2. Exprese importind v prtiibéhu spermatogeneze
Proces spermatogeneze je stejné jako proces oogeneze ovliviiovan odliSnymi expresemi importind.
Jejich transportni funkce je zde nezbytna pro prenos transkripénich faktor( a jinych proteind do jadra,
coZ rGzné ovliviiuje genovou expresi. Studovani jadernych zmén zpUsobenych prfitomnosti urcitych
druhl importinQ je zajisténo prevainé mérenim exprese mRNA jistého druhu importinu, Ci lokalizaci

samotného proteinu importinu.

Mezi znamymi proteiny, jejichz transport zajistuji importiny, jsou naptiklad transkripéni faktory
zrodiny TGFB a transkripéni faktor Glil, ktery ma roli v tzv. Hedgehog draze (Loveland et al. 2015).
Dalsim dllezitym proteinem ve spermatogenezi je protein Hsp70-2, cozZ je chaperon, ktery pomaha
spravnému usporadani komplexu cyklinuB1/cdc2 a asociaci se synaptonemalnim komplexem (Son et

al. 1999).

V pomérné nedavné studii (Loveland et al. 2015) byly studovany miry exprese mRNA vsech druhl

importind u Mus musculus (viz obrazek ¢. 6). Bylo zjiSténo, Ze ve varlatech samcl od narozeni po
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dospélost nastala nejvétsi zména exprese vimportinech al a a4, kdy nejvétsi mira exprese nastala

v dospélosti samcu.
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Obrazek €. 6: Exprese importind ve spermatogenezi (Loveland et al. 2015)

PIné &dry zndzorriujiexpresi transkript’ importind, cdrkované zndzorriujiexpresi proteint importind
Exprese importinu a2 je v pocatecnich stadiich pomérné stdla (Hogarth et al. 2006). Jeho exprese ale
vyrazné roste pfi vstupu zarodecnych bunék do meidzy, a hraje tedy pravdépodobné roli pfi vzniku

primarnich spermatocytd.

Ve spermatocytech je importin a2 pritomen jak v cytoplazmé, tak v jadre bunék. Ve fazi prodluzujicich
se spermatid se vyskytuje prevainé v cytoplazmé, zatimco ve fazi ovdlnych spermatid je ho v
cytoplazmé pfitomno mnohem méné, coZ poukazuje na roli importinu a2 v pfechodu mezi témito
fazemi spermatid (Miyamoto et al. 2013). Bylo také vypozorovano, Ze v zarodeénych burikach hlodavc
jsou importin a3 a importin a4 prfitomny vyhradné v cytoplazmé, zatimco ve stadiu spermatocytl a
spermatid jsou lokalizovany v jadre (Hogarth et al. 2007, Whiley et al. 2012, Miyamoto et al. 2013). Z
tohoto neobvyklého umisténi je vyvozena pravdépodobnd role importinu o4 ve zvladani stresord, at
jiz oxidativnich ¢i jinych, v semenotvornych kandlcich (Loveland et al. 2015). Tuto hypotézu podporuje
i skutecnost, Ze exprese mRNA importinu a4 v ranych stadiich spermatogeneze je velmi nizkd a vyrazné
narlstd v pozdnich fazich meiozy zarodecnych bunék a v haploidnich spermatidach (Hogarth et al.

2006).

Importin a3 je nepatrné exprimovan v mitotickych fazich spermatogeneze a v ranych meiotickych
délenich zarodecnych bunék a ovliviiuje proto ziejmé zatim nezndmym zplisobem pribéh tohoto

déleni. Podobné jako u importinu a3 je u spermatogonii a spermatocytl u Rattus rattus vysoka exprese
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importinu al. Ve stadiu ranych meiotickych déleni a spermatid je hojné exprimovan importin o6.
Importin al se na zakladé téchto informaci podili na diferenciaci spermatogonii a spermatocytd, a
importin a6 je duleZity pfi pribéhu meidzy ve varlatech dospélych potkanl Rattus rattus (Hogarth et

al. 2006).

Proces spermatogeneze je ovliviiovan nejen importiny a, ale také importiny B. Napfiklad ¢len rodiny
importinG B, importin 13, vykazuje u Mus musculus vysokou expresi mRNA ve fazi pachytené, jak u
samcu, tak u samicek. U samicek je tato vysoka exprese ve vajecnicich plodu a u samcl v dospélosti.
Tato skute¢nost naznacuje, Ze importin 13 je dlleZity pro prechod zarodecnych bunék do meidzy
(Yamaguchi et al. 2006). Dalsim dulezity ¢len rodiny importind B je imporitn B1, ktery vykazuje vysokou
expresi jak proteinu, tak mRNA ve spermatogoniich a spermatocytech. Na rozdil od importinu B1 je
MRNA importinu IPO5 (importin B3/RanBP5), ktery byl jednim z prvnich zkoumanych importini B,
exprimovana aZ v pozdéjSich stadiich. Nejvyssi expresi vykazuje IPO5 ve fazi ovalnych spermatid

(Loveland et al. 2015).

Importiny hraji také daleZitou roli ve spermiogenezi. V rané fazi spermiogeneze u Mus musculus byla
zjisténa pfitomnost importinu a6 na vnéjsim povrchu akrozomalniho vacku. Casem se ale importin a6
presunul do prostoru mezi vnitfni akrozomalni membranou a jadernou membranou, coZ naznacuje
jeho roli v prepravé vacki mezi Golgiho apardtem a jadernou membranou (Tran et al. 2012). Clen
rodiny importind B, importin 4, je hojné exprimovan ve fazi spermatocytll a spermatid. Jeho funkce
pravdépodobné spociva v reorganizaci jadra pfesunem tzv. transiton protein 2, ktery nahrazuje histony

ve spermatidach, do jadra (Pradeepa et al. 2008).

Hladiny exprese mRNA importind a2, a4 a a6 jsou vysoké ve spermatocytech, ne ale v burikdach
mitotickych. Jelikoz u meiotickych bunék dochazi k rozpadu jaderné membrany, neni u nich jaderny
transport nutny (Hogarth et al. 2006). Je proto zfejmé, Ze importiny zde figuruji i v jinych procesech.
Tuto hypotézu potvrzuje i fakt, Ze pro klasicky jaderny transport, kdy dojde k navazani prenaseného
proteinu na importin a a naslednému napojeni na importin B by byl olekdvdan pomér importin
a:importin B zhruba 1:1. Ve skutecnosti ale tento pomér neplati. Hladiny importin( a2, a3 a a4 jsou

ve spermatocytech az Sestkrat vyssi, ve spermatidach zhruba trikrat (Loveland et al. 2015).

4. Role importind v éasném embryonalnim vyvoji

Kromé procesli oogeneze a spermatogeneze se importiny podileji také na pribéhu casného
embryonalniho vyvoje. Bunécnd diferenciace je regulovana transportem rlznych prendsenych

proteind do jadra. Transport téchto prendsenych proteinl zavisi na specifické vazbé k rGznym druhdm
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importind a zménami expresi importin( v rlznych fazich vyvoje se tedy reguluji mnohé procesy

v bunce.

4.1. Podilimportinti na diferenciaci kmenovych embryonalnich bunék
Kmenové bunky jsou bunky pluripotentni. Jsou tedy schopné diferencovat se v jakykoliv typ bunék
kromé bunék trofoblastu (Martin 1981, Gardner 1985, Reik & Azim Surani 2015). Diferenciace
kmenovych bunék v burky jiného typu je podminéna plsobenim rlznych transkripénich faktord, které

importiny specificky pfendseji do jadra.

Pluripotence bunék je predeviim regulovana transkripénim faktorem Oct4. Uplny knock-out tohoto
transkripéniho faktoru zapfiCinuje ztratu pluripotence embryondlnich kmenovych bunék, ale jeho
snizena exprese zplsobuje pozitivni regulaci pluripotence (Karwacki-Neisius et al. 2013). Béhem
diferenciace kmenovych embryondlnich bunék je hojné exprimovan importin al, ktery pfi nadmérné

expresi transkripéni faktor Oct4 pozitivné ovliviiuje, a tim zachovava pluripotenci (Yasuhara et al.

2007).

Dalsim dulezitym transkripénim faktorem je Sox2 (SRY), ktery je spolecné s transkripcnim faktorem
Oct4 také zodpovédny za udrZeni pluripotence bunék. Oba tyto transkripéni faktory ovliviuji svou
expresi negativni zpétnou vazbou, navazanim na své vlastni promotory (Chew et al. 2005). Pro
zachovani pluripotence bunék je nezbytny také tzv. LIF (leukemia inhibitory factor), ktery aktivaci JAK-
STAT kinaz zajistuje sebeobnovu kmenovych embryondlnich bunék (Hirai et al. 2011). Jednim
z nejdulezitéjsich procesu, na kterém se importiny podileji, je diferenciace nervové trubice. Maji na néj

vliv zejména transkripéni faktory z rodiny POU, napfiklad transkripcni faktor Oct6 (Suzuki et al. 1990).

Dulezitym krokem v diferenciaci nervové trubice u Mus musculus je zména exprese jednoho typu
importinu a2 na expresi importinu al u embryonalnich kmenovych bunék (viz obrazek €. 7) (Yasuhara
et al. 2013a). Vytvoreni knock-out mysi pro importin a2 vedlo ke sniZeni transportu pluripotenci
udrZujicich transkripénich faktor, Oct4, Nanog a Sox2, coZ zpUsobilo diferenciaci embryonalnich
kmenovych bunék v burky diferencované. Importin a2 ma také funkci v negativni regulaci umisténi
transkripéniho faktoru Oct6, ktery je sice v embryonalnich kmenovych burikach pfitomny, ale je
lokalizovan v cytoplazmé. Kdyz se burika zaéne diferencovat, Oct6 se cyklicky pfemistuje z cytoplazmy
do jadra a zpét (Yasuhara et al. 2007). Zvysend exprese Oct6 ma také roli ve vyvoji mozku (Suzuki et al.

1990, Yasuhara et al. 2007).
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undifferentiated differentiating

Obrazek . 7: Zména exprese importinu a2 na al pfi diferenciaci neuralni trubice (Yasuhara

et al. 2013b)

Na udrzeni pluripotence a diferenciaci embryondlnich kmenovych bunék se kromé importind a podileji
také importiny B. U miry exprese rGznych druh( importind B v embryonalnich kmenovych burikach a
v progenitorovych zarodecnych bunkdch u Mus musculus jsou zaznamenany velké rozdily jejich expresi
u tkani neurdlniho ektodermu a mesoendodermu (Sangel et al. 2014). V bunkach neuralniho
ektodermu je velmi vysoka exprese importinu IPO13, ale také dalSich importind (RanBP6, RanBP9,
RanBP10 a dalsich). V burikdch mesoendodermu je nejhojnéjsim importinem RanBP6. Knock-out gen(
pro importiny RanBP17, XPO4 a IPO7 ovliviiuje produkci transkripénich faktori Oct4, Sox2 a faktoru
Nanog, ktery je dalsi z faktor(, co se podili na udrZeni pluripotence bunék. Knock-out u vSech tfi typl
téchto importinG B vede ke snizeni hladiny transkripéniho faktoru Nanog a poukazuje tedy na pozitivni
ovliviiovani téchto importind v udrZeni pluripotence embryondlnich kmenovych bunék. Knock-out
XPO4 a RanBP17 zplsobuje zvyseni exprese transkripcniho faktoru Oct4, a naopak snizeni exprese
Sox2. Tyto skutecnosti prokazuji fakt, Ze XPO4 a RanBP17 svou expresi ovliviuji diferenciaci

endodermu v ¢asném embryonalnim vyvoiji.
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4.2. Souvislost mezi distribuci importinti v bufice a maturaci zarodec¢nych

bunék
Zmény v lokalizaci importind v zarodeénych burkach ovliviiuji procesy diferenciace v savcich

pohlavnich orgdnech. Importiny zde zajistuji transport duleZitych transkripénich faktord, které svou
aktivitou Fidi vyvoj bunék. Zproximdlnich epiblastovych bunék se v ranych fazich vyvoje tvofi
primordidini zdrodecné bunky (Gardner 1978). Primordialni zarodecné bunky poté putuji do
genitalnich list (Clark & Eddy 1975) a béhem tohoto presunu proliferuji. V genitdlnich listach se dale

déli a diferencuji do samcich ¢i samicich gonad (Tam & Snow 1981).

Importin B1 transportuje DNA vazebné proteiny Sry a Sox9, u proteinu Sry bez nutnosti navdzani na
importin a (Forwood et al. 2001, Preiss et al. 2001). Protein Sry je nezbytny pro vyvoj samdich
pohlavnich organll (Koopman et al. 1991) a aktivuje transkripci Sox9, ktery je exprimovan predevsim

v Sertoliho bunkach varlat, kde fidi jejich proliferaci (Silva et al. 1996).

Na maturaci zarodecnych bunék ma podil také importin 13, ktery patii do rodiny importinG B (Weis
2003) a u lidi slouzi jak k importu do jadra, tak k exportu z jadra. Transkripty importinu 13 maji dva
rizné produkty, dlouhy, tzv. long form lpo13 (L-1po13) a kratky, testis-specific short form lpo13 (TS-
Ipo13) (Yamaguchi et al. 2006). U primordialnich zarodecnych bunék Mus musculus vykazuje L-1po13
expresi v migrujicich primordialnich zarodecnych burnkach u obou pohlavi (Yamaguchi et al. 2006). U
samicek je ve vajecnicich plodu jeho exprese vyrazné zvySena pfi vstupu bunék do meidzy, nejvice ve
fazi pachytené. Pfi jeho snizené expresi dochazi ke zpomaleni prlchodu bunky profazi | meidzy a
snizeni mnozstvi proteinu UBC9 (ubiquitin-conjugating enzyme) v jadre, ktery je potfebny pro
kondenzaci a segregaci chromosomu (Yamaguchi et al. 2006, Nacerddine et al. 2005). U samcl je L-
Ipo13 nejvice exprimovan pri vstupu spermatocytl do faze pachytené a po této fazi je jeho exprese
vyrazné nizsi. Tyto zmény expresi vrlznych fazich meidzy dokazuji, Ze importin 13 transportuje

dalezité regulatory, které ovliviuji postup meidzy (Yamaguchi et al. 2006).

Vyznamnymi importiny, které svym plsobenim ovliviuji maturaci zarodeénych bunék jsou také
importiny al, a3, a4 a RanBP5 (importin B3). Umisténi importinu a3 u postnatalnich varlat Mus
musculus je vyhradné cytoplazmatické u vétSiny typl bunék, s mirnou jadernou lokalizaci u Sertoliho
bunék. Oproti tomu importin a4 vykazuje v prvni fazi spermatogeneze a dospélych varlatech Mus
Musculus v zarodeénych a Sertoliho burkach jaderné umisténi. Spermatogonie mladych jedincl
nevykazuji Zadny signal importinu a4 (Hogarth et al. 2007). Importiny a3 a a4 jsou zndmy pro transport
transkripéniho faktoru NF-«kB do jadra, ktery ma roli v diferenciaci bunék, apoptdze a bunééné imunité
(Baeuerle & Baltimore 1996, Ghosh et al. 1998). NF-kB je pfitomen od spermatocytd ve fazi pachytené
az do dospélosti (Lilienbaum et al. 2000).

18



Rozdilné umisténi importinl v jadre ukazuje na jejich funkci v dalezitych fazich vyvoje. JelikoZ importin
a4 se v postnatdlnich varlatech nachazi v jadre, ale importin a3 ne, je pravdépodobné, Ze kazdy hraje
ve vyvoji odliSnou roli, kterd nemusi zaviset pouze na transportu proteini do jadra (Hogarth et al.
2007). Umisténi importinu RanBP5 v zarodec¢nych burikdch plodu samcl i samic se cyklicky presouva
do jadra a zpét do cytoplazmy. U samic se ve fazi gonocytl vyskytuje v jadfe a ve fazi oogonii se
pfesouva do cytoplazmy. Tento pfechod nastdva po ukonceni mitotickych déleni a vstupu do meidzy a
RanBP5 md v téchto prechodech pravdépodobné svou funkci. U samcli se naopak presouvaji
z cytoplazmy do jadra ve fazi zastaveni mitdzy gonocytl. RanBP5 tedy svou expresi a umisténim

ovliviiuje zmény v bunééném cyklu bunky (Hogarth et al. 2007).

5. Importin jako obrana proti oxidativnimu stresu v souvislostise

samci neplodnosti

V roli samci neplodnosti, ale i v mnoha jinych procesech v téle, hraji roli tzv. reaktivni oxidové radikaly
(ROS). ROS mohou sloufZit jako sekundarni poslové v bunécné signalizaci (Finkel 1998), ale ve zvySeném
mnozstvi plsobi na buriku velmi negativné a zplsobuji tzv. oxidativni stres. ROS vznikaji béhem mnoha
metabolickych procesli v burice, a to zejména béhem oxidativni fosforylace, ktera probiha
v mitochondriich (Muller 2000). Skodlivy Gc¢inek ROS je dan predeviim piitomnosti nesparovanych
elektronll, které nasledné oxiduji napfiklad lipidové membrany, proteiny a nukleové kyseliny a
poskozuji tim jejich fyziologickou funkci (Ochsendorf 1999). Vystaveni bunék oxidativnimu stresu,
napriklad H,0,, UV zareni Citepelnému Soku, zplsobuje snizeni bunééné koncentrace hladin ATP, coz
vede k naruseni RanGTP-GDP gradientu, ktery je nezbytny pro spravnou funkci importin (Miyamoto
et al. 2004, Loveland et al. 2015). V samcich reprodukénich organech jsou hlavnimi producenty ROS
spermie a leukocyty, které vyuZivaji ROS k destrukci patogent (Aitken et al. 1994, Garrido et al. 2004,
Said et al. 2005). ROS jsou ve spermiich vytvareny prevazné enzymem nikotinamid-adenin dinukleotid
fosfatoxidazou (Gavella & Lipovac 1992), ktera je umisténa v cytoplazmé spermii a nikotinamid adenin
dinukleotid oxiddzo-dependentni oxidoreduktdazou, kterd ma svou funkci v respiraénim fetézci a je

umisténa pobliz kréku spermie (Said et al. 2005).

Spermie byly vibec prvni burky, u kterych byla objevena produkce ROS a bylo zjisténo, Ze jejich
zvySené koncentrace vyrazné snizuji pohyblivost spermii (MacLeod 1943). Pro zabranéni negativnich
ucink ROS je ve spermiich obsazeno hojné mnozstvi antioxidantl, které ROS inaktivuji. Mezi
nejhojnéjsi antioxidanty patfi napfiklad vitaminy, enzymy superoxid dismutdza, glutathion peroxiddza
a katalaza (Fujii et al. 2003). Spermie se snizenymi koncentracemi antioxidantl (retinolu a a-
tokoferolu) vykazuji zvysené oxidacni poskozeni a snizenou pohyblivost (Kao et al. 2008). U ROS je

prokdzana schopnost narusovani membran spermii, jelikoz oxiduji jejich nenasycené mastné kyseliny
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a tim snizuji jejich ohebnost (Colagar et al. 2013). Existuje mnoho pfricin zvySeni produkce ROS. Mezi
nejvyznamnéjsi patii koureni, které zapfric¢inuje narlst poctu seminalnich leukocytl (Saleh et al. 2002).
Ke zvySeni hladin ROS pfispiva také ethanol, obsazen v alkoholickych napojich. Jeho odbouravani
v jatrech zvySuje aktivitu cytochromu P450, jehoz Cinnosti vznikaji ROS. Alkohol je také spojen se
snizenim hladin antioxidant( v téle (Wu & Cederbaum 2003). K vyznamnym producentim ROS patfi
ale také napriklad extrémni fyzicka aktivita, diky tvorbé ROS v aerobnim metabolismu (Peake et al.
2007). Nedostatek pohybu, obezita a vystaveni varlat nadmérnému teplu zpUsobuji zvySeni teploty
v samcich pohlavnich organech. To ma za nasledek naruseni DNA, apoptdzu zarodecnych bunék,
autofagii a zvySeni hladin ROS (Durairajanayagam et al. 2015). Ke sniZeni antioxidantl a zvyseni hladin
ROS vede také psychologicky stres (Clarke 1999). K oxidativnimu stresu napomahaji také patogeny
urogenitalniho traktu, které zplsobuji bunéénou odpovéd zvysenim hladiny leukocytd, které svou

¢innosti produkuji vysoké hladiny ROS (Ochsendorf 1999).

Importiny hraji roli ve zvladani bunécnych stresor( a regulaci bunécnych procest. Pisobenim stresor(
a naslednym narusenim Ran gradientu dochazi u HelLa bunék k akumulaci importinu a2 a a4 v jadre.
Lokalizace importinu a2 vjadie vede ke zvySeni transkripce mRNA pro serin/threonin kindzu 34.
Neustala exprese této kindazy v podminkach oxidativniho stresu viak zplsobuje bunécnou smrt (Yasuda
et al. 2012). Importiny proto svou expresi pfislusnou kindzu zatim neznamym zpUsobem reguluji a

mohou timto zplsobem ovliviiovat bunécné procesy i u savcich gamet (viz obrazek ¢. 8).

Untreated H,O, STS

Obrazek ¢. 8: Oxidativnim stresem zplisobena akumulace importinu a2 v jadfe (Yasuda et al.

2012)
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Funkce importin( ve zvladani oxidativniho stresu byla prokazana také u importinu a4 ve spermatidach
(Young et al. 2013). ZvySend exprese importinu a4 u haploidnich zarode¢nych bunék Mus musculus
nema za normalnich podminek vliv na priibéh spermatogeneze ani na tvar spermii. Pfi vystaveni bunék
se zvySenou expresi importinu a4 H,0, nevykazuji transgenni mysi se zvySenou expresi importinu
snizenou fertilitu a jejich zdrode¢né bunky zvladaji oxidativni stres az o 30 % |épe, neZ pfi knock-outu
tohoto importinu. Na zadkladé dosaZenych poznatk( je vyvozeno, Ze importiny svou funkci nejspise
ovliviuji expresi proteint, které jsou dulezité pro zvladani oxidativniho stresu v samcich zarodecnych

burikach.

6. Zaver
Importiny jsou proteiny, které se jako prenasece jinych proteinl podili na jejich aktivnim transportu
z cytoplazmy do jadra pres jaderné pdry. Mezi proteiny, které importiny do jadra transportuji mimo
jiné patii transkripéni faktory a dalsi proteiny Ucastnici se genové exprese. Importiny se tak mohou
podilet na fizeni tohoto déje a diky této schopnosti jsou dlleZitymi faktory, které ovliviuji reprodukci
savcll. Béhem reprodukéniho procesu savcl je pro jeho spravny pribéh nutna regulace genové exprese
béhem vyvoje zarodetnych bunék, maturace gamet a také béhem formovani diploidni zygoty a

nasledné embrya a ukazuje se, Ze na vSech téchto déjich se importiny podileji.

Specifita jednotlivych importind k pfendsenym proteinim je klicovym faktorem v jejich roli pfi
ovliviiovani genové exprese. Homology importind se rozdéluji do nékolika skupin podle jejich

sekvencni identity a jednotlivé homology importinl rozezndvaji rizné NLS prenasenych protein(.

Role importini v gametogenezi je studovana zejména za pomoci detekce zmén v hladindch exprese
odlisnych druhd importinG v prlbéhu vyvoje gamet. Na zakladé téchto zmén jsou pak vyvozovany
vztahy importind ke klicovym bunéénym procestm. Jakou roli presné importiny v téchto procesech
hraji se zatim vétSinou presné nevi. Nicméné je znamo, Ze importiny se v pribéhu oogeneze podili
napriklad na prechodu zarodecnych bunék do meiotického déleni transportem protein(, které reguluji
bunécny cyklus. Importiny maji na zakladé vypozorovanych zmén diky tvorbé knock-out mysi velmi
pravdépodobné funkci v regulaci déleni bunék. Svym plsobenim zatim neznamym zplsobem ovliviuji
expresi genl histon(, které v replikaci plsobi. To, Ze importiny expresi téchto histond ovliviuji
potvrzuje i fakt, Ze pfibuzny importin ze stejné rodiny je v pribéhu meidzy asociovan s délicim
vieténkem. DilezZitou skutecnosti je také to, Ze importiny prokazatelné ovliviuji pribéh vyvoje plodu
u samic Mus musculus a pfi absenci prislusnych druhl importint dochazi k infertilité a uhynu plodu.
Ndsledné zkoumani pricin této infertility u mysi by mohlo byt pfinosné pro dalsi vyzkumy neplodnosti

u savcd.
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Importiny hraji roli pfi vstupu do meiotického déleni také v procesu spermatogeneze. Nesmi byt
opomijeno, Ze regulaci bunéénych déleni ovliviuji nejen importiny a, ale také importiny B. Dalsi funkce
importini ve spermatogenezi byly odvozeny ze zmén lokalizace importini béhem jejich odliSnych
fazich. Je také zndmo, Ze importiny hraji roli v preméné kulatych spermatid na spermatidy prodluzujici.
Importiny se Ucastni také v procesu spermiogeneze, a to v reorganizaci jadra a prepravé vacka mezi
Golgiho aparatem a jadernou membranou. Urcité druhy importinl se vyskytuji ve spermatocytech,
které jiz neprochazeji mitotickym, ale pouze meiotickym délenim a z divodu nepfitomnosti jaderné
membrany u nich jaderny transport jiZ neni nutny. Z tohoto vyplyva, Ze importiny museji prozatim

zahadnym zplGsobem ovliviiovat i tato déleni.

Esencidlnim procesem ve vyvoji savcl je spravny pribéh jejich ¢asného embryonalniho vyvoje. Tomuto
déji davaji uplny zaklad tzv. embryonalni kmenové burky, které jsou pluripotentni. Na udrZeni jejich
pluripotence se Ucastni pravé importiny. Importiny napomdhaji k udrZeni tohoto stavu zejména
transportem pluripotenci udrzujicich transkripénich faktor(. Jejich vyznamnou funkci v ¢asném
embryonalnim vyvoji je ale v pozdéjSich stadiich transport odliSnych transkripcnich faktord, které
ovliviiuji diferenciaci pluripotentnich bunék v bunky jiz termindlné diferencované. Vyznamnym
prikladem je transice embryondlnich kmenovych bunék v buriky nervové trubice, kde dochazi ke zméné

exprese jednoho typu importinu (a2) na jiny typ (al), ktery prenasi potiebné transkripcni faktory.

Importiny se ddle podili na maturaci zarodeé¢nych bunék. Nejvyznamnéjsim prikladem tohoto déje je
funkce importinu B1 pfi transportu DNA vazebného proteinu Sry, ktery ovliviiuje vyvoj samcich

pohlavnich organd.

Velmi zajimava je i role importind pfi zvladani oxidativniho stresu spermiemi. Se zvysujici se infertilitou
v populaci narlstd zajem o vyzkumy, které resi tento globalni problém a nasledny dalsi vyzkum

zaméreny na importiny by mohl byt pro feSeni tohoto problému velmi pfinosny.

V této praci je shrnuto a diskutovano mnoho faktl, které nezvratné ukazuji, Ze importiny maji na
spravny pribéh reprodukce podstatny vliv a uplatiuji se v mnoha jejich fazich. Doufam, Ze se
v budoucnu objasni mnohé dalsi skutecnosti, které pomohou k lepSimu pochopeni tohoto tématu a

napomohou k jejich dalSim praktickym uzitim.
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