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Abstrakt 

Importiny jsou proteiny ze skupiny karyoferinů, které zajišťují transport proteinů z cytoplazmy do 

jádra, a to jak v somatických buňkách, tak v gametách. V gametách hraje transport specifických 

transkripčních faktorů a jiných proteinů do jádra významnou ro li a během reprodukce savců ovlivňuje 

klíčové děje. U savců je reprodukce zprostředkována procesem pohlavního rozmnožování. V rámci 

tohoto děje dochází u každého z rodičů ke vzniku haploidní gamety, ty později během finální fáze 

oplození splývají a dávají vzniknout diploidní zygotě. Genová exprese v gametách se od genové exprese 

somatických buněk významně liší. V gametách dochází k pozastavení translace a specifické proteiny 

jsou exprimovány jen v určitých stádiích vývoje buňky. Proteiny určené k transportu do jádra obsahují 

odlišné jaderné lokalizační signály, ty jsou rozeznávány různými druhy importinů. Na základě studia  

rozdílů v expresi jednotlivých druhů importinů v různých fázích vývoje gamet, tak lze vyvozovat jejich 

role v těchto procesech. Role importinů byla prokázána jak v gametogenezi, tak v diferenciaci 

kmenových buněk a maturaci zárodečných buněk. Navíc se ukazuje, že importiny mají úlohu i v obraně 

samčích pohlavních buněk proti oxidativnímu 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      armadilová repetice 

CAS      cellular apoptosis susceptibility protein  

Cdc2 cyklin dependentní kináza 2 (cyclin-dependent kinase 

2) 

Hsp70-2     heat shock protein 70-2 

IBB      importin β binding domain 

IPO5      importin 5 

IPO7      importin 7 

IPO13      importin 13 

KPNA1      karyopherin subunit α 1 

KPNA2      karyopherin subunit α 2 

KPNA4      karyopherin subunit α 4 

KPNA5      karyopherin subunit α 5 

KPNA6      karyopherin subunit α 6 

KPNA7      karyopherin subunit α 7 

LIF      leukemia inhibitory factor 

L-Ipo13      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      jaderný exportní signál (nuclear export signal) 



 

 

NF-κB nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B     

cells 

NLS jaderný lokalizační signál (nuclear localization signal) 

Oct4      octamer-binding transcription factor 4 

Oct6      octamer-binding transcription factor 6 

PGC      primordiální kmenové buňky (primordial germ cells) 

RCC1      regulator of chromosome condensation 1 

ROS      reaktivní oxidový radikál (reactive oxygen species) 

Sox2       SRY-box transcription factor 2 

SRY      sex-determing region Y 

TGFβ      transforming growth factor β 

TP2      transition protein 2  

TS-Ipo13     testis specific short form Ipo13 

UBC9      ubiquitin-conjugating enzyme 9 

XPO4       exportin 4 
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Úvod 

Reprodukce je proces, který zahrnuje produkci samčích a samičích gamet, jejich úspěšné oplození a 

následný vývoj. Při oplození dochází ke splynutí dvou haploidních gamet a vzniku diploidní zygoty 

(Gilbert 2000c).  Zralé gamety jsou velmi specializované, a tedy i modifikované buňky, které musejí 

projít mnoha strukturními změnami, než se dostanou do své finální podoby. Jádro zralého vajíčka se 

v době oplození nachází v metafázi meiózy II, z toho důvodu postrádá jadernou membránu a chromatin 

je kondenzován do chromosomů (Cooper 2000). Naopak jádro zralé spermie je velmi kompaktní 

struktura, kde během jaderné kondenzace dochází k nahrazení histonů za pro spermii specifické 

proteiny protaminy a  dále k relokaci laminů a jaderných pórů v jaderné membráně (Sudhakar and Rao 

1990, Meistrich et al. 2003, Ho 2010). Aby k těmto finálním podobám došlo, musí být jejich vývoj 

značně regulován. Těmito regulátory jsou proteiny, které jsou specificky transportovány do jádra .  

Molekuly, které jsou větší než 40 kDa procházejí do jádra skrze jaderné póry pomocí aktivního 

transportu za účasti dalších proteinů. Tyto proteiny se díky své funkci nazývají importiny (Tzfira & 

Citovsky 2005). Pro to, aby vznikla specifická vazba importinu na přenášený protein, je nutné, aby tento 

protein obsahoval jaderný lokalizační signál. Přenášený protein pak tvoří společně s importinem α a 

importinem β komplex, který umožní transport daného proteinu přes jaderné póry (Imamoto et al. 

1995). Importiny jsou proto nezbytnými regulátory mnoha buněčných dějů jak u somatických buněk, 

tak v gametách. Proteiny určené k transportu do jádra obsahují odlišné jaderné lokalizační signály, 

které jsou dále rozeznávány různými druhy importinů. Z tohoto důvodu můžeme v odlišných fázích 

vývoje a maturace gamet sledovat přítomnost různých druhů importinů. Role importinů v reprodukci 

je tak zkoumána především na základě detekce přítomnosti odlišných druhů importinů v různých jejích 

fázích.  

V rámci této práce jsou předkládány a diskutovány dosavadní poznatky o složení importinů, jejich 

specifitě k přenášeným proteinům a jejich funkci v ovlivňování různých fází reprodukce u savců. Práce 

se zaměřuje zejména na roli importinů při diferenciaci zárodečných buněk a v gametogenezi, v 

diferenciaci embryonálních kmenových buněk a při zvládání oxidativního stresu spermiemi. 
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Cíle práce 

Cílem této bakalářské práce je shrnutí a diskuze dosavadních poznatků o roli importinů v reprodukci 

savců. Tato práce se se zaměřuje na: 

1) funkci importinů v jaderném transportu, jejich stavbu a specifitu k přenášeným proteinům   

2) roli importinů v diferenciaci zárodečných buněk a v gametogenezi 

3) roli importinů v diferenciaci embryonálních kmenových buněk 

4) roli importinů ve spermiích při zvládání oxidativního stresu a jejich souvislost se sterilitou  
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1. Jaderný transport 

Jaderný transport je důležitým procesem v buňce, který je nezbytný pro správnou genovou expresi a 

signální transdukci (Kim et al. 2017). Zárodečné buňky obsahují transkripty, které jsou translatovány 

v pozdějších stádiích jejich vývoje. Exprese jednotlivých transkriptů závisí na jejich sestřihu, jaderném 

transportu a jejich skladování v buňce (Steger 2001). Savčí oocyty obsahují maternálně skladovanou 

mRNA, která se exprimuje v počátečních fázích vývoje oocytů a řídí jejich růst. Ve chvíli, kdy oocyt 

dosáhne svojí plné velikosti, dochází k pozastavení transkripce a ta je obnovena až ve fázi aktivace 

embryonálního genomu.  Tato doba se u různých druhů savců časově liší (Davidson 1968, Braude et al. 

1979). 

Buněčné jádro je obaleno jadernou membránou, která je tvořena dvěma fosfolipidovými vrstvami. Ty 

se dělí na vnitřní a vnější membránu (Callan & Tomlin 1950) a jsou od sebe odděleny periplazmatickým 

prostorem. Skoro veškerý jaderný transport je zprostředkován pomocí jaderných pórů. Jaderný pór je 

komplex asi 30 různých druhů proteinů (nukleoporinů) (Rout et al. 2000, Cronshaw et al. 2002), u 

člověka o velikosti 110 MDa (Ori et al. 2013). Má rozměry o průměru kruhu póru 100-150 nm a šířce  

napříč membránou 50-70 nm (Beck et al. 2004). Rozměry jaderného póru se u různých druhů liší, stejně 

tak i jejich množství v jaderné membráně. U kvasinek se v jaderné membráně nachází cca 100-200 

komplexů nukleárních pórů, u savčích buněk je to několik tisíc a u jader oocytů obojživelníků 

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

Centrum jaderného póru má osmičetnou radiální symetrii a na vnější straně (směrem do cytoplazmy) 

z něj vybíhají filamenta o délce 30-35 nm. Na vnitřní straně (směrem do jádra) jsou filamenta o délce 

40-60 nm, které jsou laterálně propojeny a vytváří útvar podobný košíku (Hinshaw at al. 1992, Jarnik 

& Aebi 1991) (viz obrázek č.1).  

Specifický transport jadernými póry je zprostředkován pomocí přenašečových proteinů. Tyto 

přenašečové proteiny jsou selektivní k různým přenášeným proteinům, které obsahují jaderné 

lokalizační signály (NLS – nuclear localization signal) nebo jaderné exportní signály (NES – nuclear 

export signal). NLS a NES jsou rozeznávány karyoferiny (importiny/exportiny/transportiny) (Kim et al. 

2017), které specificky váží přenášený protein a transportují ho dovnitř (importiny) nebo ven 

(exportiny) z jádra.  
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Obrázek č. 1: Stavba jaderného póru (Daniel H. Lin & André Hoelz, 2016) 

2. Importiny 

2.1. Stavba a funkce 

Importiny jsou proteiny, které přecházejí z cytoplazmy do jádra a zpět. Tento jejich přesun zajišťuje 

aktivní transport dalších proteinů, jelikož v cytoplazmě dochází ke specifickému navázání přenášených 

proteinů na importiny a v jádře k jejich uvolnění (Mattaj & Englmeier 1998).  

Importiny jsou tvořeny dvěma podjednotkami, podjednotku α a β. β podjednotka je schopná vázat 

přenášený protein nesoucí NLS přímo, bez adaptéru, i nepřímo, přes adaptéry v podobě podjednotky 

α (Lott & Cingolani 2011). Podjednotka β obsahuje vazebnou doménu pro přenášený protein,  

vazebnou doménu pro jaderný pór (Cingolani et al. 1999, Isgro & Schulten 2005, Zachariae & 

Grubmüller 2008) a další pro vazbu Ran GTPázového proteinu. (Chook & Blobel 1999, Vetter et al. 

1999). Rozpoznání NLS importinem α a jeho heterodimerizace s importinem β způsobí jejich transport 

do jádra (Imamoto et al. 1995, Görlich et al. 1996). Průchod jaderným pórem se uskutečňuje na základě 

interakcí komplexu importinů s hydrofobními fenylalanin-glycinovými repeticemi nukleoporinů 

(Damelin & Silver 2000, Allen et al. 2001, Suntharalingam & Wente 2003). 
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 V energeticky poháněném transportu proteinů z cytoplazmy do jádra a zpět hrají roli Ran GTPázové 

proteiny z rodiny Ras (Moore & Blobel 1993, Macara 2001, Görlich et al. 2003). Ran protein existuje ve 

dvou stavech -  RanGDP a RanGTP (Bourne et al. 1991, Sorokin et al. 2007). Jejich vlastní GTPázová 

aktivita je malá a je proto urychlena GAP proteiny (Bischoff et al. 1994, Vetter & Wittinghofer 2001). 

Koncentrace GTP je vyšší v jádře, v cytoplazmě je naopak vysoká koncentrace GDP (Weis 2002). V jádře 

se vyskytuje protein RanGEF (Ran GTP exchange factor), v lidských buňkách také nazýván RCC1 

(regulator of chromosome condensation 1).  RanGEF způsobuje disociaci GDP od GTPázy Ran, což 

umožňuje navázání GTP a asociaci s komplexem importinu β a jeho opětovnou recyklací ven z jádra  

(Bourne et al. 1990, Bischoff & Ponstingl 1991, Seki et al. 1996). Importin α je transportován ven z jádra 

separátně navázáním na jaderný exportní protein CAS (cellular apoptosis susceptibility) (Kutay et al. 

1997). GTPázové proteiny jsou inaktivovány cytoplazmatickým Ran – GAP1 (Ran GTPase activating 

protein), který způsobuje hydrolýzu GTP a odpojení Ran od komplexu (F. Ralf Bischoff et al. 1994, 

Mahajan et al. 1997) (viz obrázek č.2). 

 

Obrázek č. 2: Cyklus jaderného transportu (Chen et al. 2015) 
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2.2. Druhy importinů u lidí (Homo sapiens) a myší (Mus musculus) 

Lidské a myší importiny se podle své vazebné specifity dělí do několika skupin. Tyto skupiny se označují 

též jako rodiny. Mezi příslušnými rodinami importinů u myší a lidí byla na základě jejich sekvenční 

identity prokázaná evoluční souvislost (Malik et al. 1997). Dále je dokázáno, že se zvyšující se 

komplexností organismu vzrůstá počet genů pro importiny. Například kvasinky (Saccharomyces 

cerevisiae) mají pouze 1 gen pro importin α (Shulga et al. 1996, Tabb et al. 2000), zatímco v lidském 

genomu bylo pro importin α doposud identifikováno genů 7 (Kimura & Imamoto 2014, Pumroy & 

Cingolani 2015) a u myši (Mus musculus) genů 5, ty se dělí do tří podrodin α -P, α -Q a α -S (Tsuji et al. 

1997).  Na základě podobnosti primární struktury proteinů se importiny u lidí dělí do tří podrodin α1, 

α2 a α3 (Köhler et al. 1997, Goldfarb et al. 2004). Byly zkoumány i homologní vztahy mezi těmito 

skupinami u myší a lidí (Hogarth et al. 2006). Na základě homologie mezi myšími a lidskými importiny 

byly importiny zařazeny do homologních skupin. Názvosloví různých druhů importinů však není vždy 

jednoznačné. Proto jsem pro lepší orientaci v názvech a vzájemných vztazích mezi myšími a lidskými 

importiny vytvořila přehlednou tabulku (viz tabulka 1).  

Podrodina Importiny u lidí Importiny u myší (Mus musculus) 

α -S, α1 • Importin α5 (Imp α5), Karyoferin α1 
(KPNA1) 

 

• Importin α7 (Imp α7), Karyoferin α6 
(KPNA6) 

 

• Importin α6 (Imp α6), Karyoferin α5 
(KPNA5) 

• Importin α1, Importin α-S1 
 

 

• Importin α6, Importin α-S2 

• Importin α7 

 

• Žádný přímý homolog 
 

α -P, α2 • Importin α1 (Imp α1), Karyoferin α2 
(KPNA2) 

• Importin α2, Importin α-P1  

α -Q, α3 • Importin α3 (Imp α3), Karyoferin α4 

(KPNA4) 
 

• Importin α4 (Imp α4), Karyoferin α3 

(KPNA α3) 

• Importin α4, Karyoferin α4, Importin α-Q1 

 

• Importin α3, Karyoferin α3, Importin α-Q2 

Tabulka 1: Homology importinů α u lidí a  myší (Mus musculus) (Hogarth et al. 2006,  

Zienkiewicz et al. 2013) 

Doposud bylo u savců (Mammalia) popsáno více než 20 importinů rodiny β, které mají jak importní,  

tak exportní funkci (Mosammaparast & Pemberton 2004, Quan et al. 2008, Kimura & Imamoto 2014). 

Importin β je schopen transportu přenášeného proteinu jak přes adapterový protein importin α, tak i 

nezávisle na něm (Miyamoto et al. 2012). Samostatně přenáší například protein parathormon (Lam et 

al. 1999) nebo DNA vazebný protein SRY (sex determing region), který je klíčový v determinaci pohlaví 

u savců (Forwood et al. 2001). 
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2.3. Specifita importinů k přenášeným proteinům  

Jaderný transport zprostředkovaný importiny je založen na vazebné specifitě importinů k přenášeným 

proteinům. Proteiny, které jsou přenášeny určitým druhem importinu sdílí jednotný NLS (Kelley et al. 

2010a, Kimura et al. 2013). 

NLS  jsou tvořeny buď jedním shlukem bazickým aminokyselin či dvěma shluky bazických aminokyselin 

oddělenými krátkými, asi 10 bp dlouhými mezerami (Robbins et al. 1991). První rozpoznaná NLS byla 

NLS velkého T antigenu Simian viru 40 (McLane & Corbett 2009). NLS se na přenášeném proteinu 

většinou vyskytují na N nebo C konci, mezi doménami nebo ve flexibilních smyčkách proteinu (Marfori 

et al. 2011). Specifita přenášených proteinů k transportním receptorům je stále málo prostudovaná, 

hlavně díky proměnlivosti jejich vzájemných interakcí (Mackmull et al. 2017). 

Pro specifický transport přenášených proteinů do jádra vazbou na importiny se na importinech nachází 

několik vazebných domén. Specifické vazebné domény pro NLS přenášených proteinů jsou umístěny 

na C terminálních doménách importinů α, kde jsou přítomny tzv. armadilové repetice (ARM) (Yano et 

al. 1992, Yano et al. 1994, Rexach & Blobel 1995, Weis et al. 1996, Görlich et al. 1996). ARM jsou 

přibližně 40 bp dlouhé a nesou svůj název podle Armadilo proteinu u Drosophila melanogaster, který 

je homologem savčího β-kateninu (Peifer 1993, Orsulic & Peifer 1996). Na C terminálních doménách 

importinů α se nacházejí také specifické vazebné sekvence pro proteiny CAS, které slouží při exportu 

importinů α z jádra (Kutay et al. 1997, Lott & Cingolani 2011). 

N terminální domény importinů α obsahují importin β vazebné domény (IBB – importin β binding 

domain). Tyto domény jsou zodpovědné za vazbu importinů α na importiny β (Kobe 1999, Lott & 

Cingolani 2011). Importin β má mnohočetné funkce, za které jsou především zodpovědné takzvané 

HEAT repetice, které mohou prodělávat strukturní změny a měnit tím specifitu vazebných míst pro 

přenášené proteiny, komplexy jaderných pórů a pro Ran proteiny (Kappel et al. 2010, Forwood et al. 

2010).  

3. Gametogeneze 

Gametogeneze je nezbytný proces pro reprodukci, při kterém se se z diploidních buněk vytvářejí buňky 

haploidní. Vznik samičích pohlavních buněk se nazývá oogeneze, vznik samčích pohlavích buněk 

spermatogeneze. Ačkoliv jsou výsledkem obou dějů haploidní pohlavní buňky, oba procesy se od sebe 

v mnohém liší. Při meiotickém dělení v oogenezi vzniká jedno haploidní vajíčko a 3 pólové buňky, které 

se obvykle procesu oplození dále neúčastní, zatímco ve spermatogenezi vznikají 4 haploidní 

rovnocenné buňky - spermie. U samčích gamet je cílem jejich diferenciace hlavně jejich dobrá 
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pohyblivost, zatímco u samičích je kladen důraz na to, aby obsahovaly všechen potřebný materiál pro 

metabolismus a vývoj nově vznikajícího embrya (Gilbert 2000a).  

3.1. Role importinů v oogenezi 

3.1.1. Oogeneze 

Během oogeneze dochází jak k vytvoření haploidní buňky z buňky diploidní, tak k vytváření zásob 

mRNA, enzymů, metabolických substrátů a organel. U různých druhů živočichů je oogeneze velmi 

rozdílná.  

Prekurzory samičích savčích pohlavních buněk jsou oogonie, které se v zárodku dělí pomocí mitózy. U 

člověka a ostatních savců (Mammalia) je vyprodukován pouze omezený počet vajíček, zatímco 

například u ježovek (Echinozoa) a dalších druhů je počet vyprodukovaných vajíček mnohonásobně 

větší. Na rozdíl od oogonií savců, fungují oogonie ježovek (Echinozoa) jako samoobnovující se kmenové 

buňky po celý život organismu (Gilbert 2000a).  

Konečné množství vytvořených zárodečných buněk dosahuje několika milionů, u člověka až 7 milionů 

(Baker 1963). Tyto zárodečné buňky se po narození nadále mitoticky nedělí a jejich počet naopak klesá. 

U savců je odhadováno, že až 50-70% oogonií podlehne apoptóze či programované buněčné smrti 

(Anon 1962, Burgoyne & Baker 1985, McClellan et al. 2003). Z oogonií dále vznikají primární oocyty.  

Primární oocyty jsou uloženy v kubickém epitelu, tvořeném tzv. granulózními buňkami. Tyto buňky 

sekretují glykoproteiny, což kolem primárního oocytu vytváří ochranou vrstvu zvanou zona pellucida 

(Frandson et al. 2009, Kierszenbaum & Tres 2020) . Primární oocyty vstupují do 1. meiotického dělení 

a jsou zastaveny ve fázi profáze, do dosažení pohlavní dospělosti samic (Jaffe & Egbert 2017). U myší 

(Mus musculus) se jedná o měsíce, u lidí o roky. Některé primární oocyty mohou u lidí být v této fázi 

zastaveny až do posledního menstruačního cyklu ženy po dobu až 50 let (Gilbert 2000a). Savčí oocyty 

zastavené ve fázi profáze I obsahují velké jádro, zvané též jako zárodečný váček. Při obnovení 

meiotického dělení po hormonálním působení dochází k rozpadu zárodečného váčku a kondenzaci 

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

 Výsledkem prvního meiotického dělení je vznik sekundárního oocytu a oddělení prvního pólového 

tělíska (Alberts et al. 2002). Pólové tělísko se může dále mitoticky dělit a sekundární oocyt je zastaven 

v metafázi druhého meiotického dělení. Dokončení druhého meiotického dělení nastává po oplození 

oocytu spermií. Výsledkem druhého meiotického dělení je vznik vajíčka a druhého pólového tělíska. 

Pólová tělíska jsou v obou meiotických děleních oddělena nerovnoměrným buněčným dělením, 

z důvodu zachování co největšího objemu cytoplazmy a organel v sekundárním oocytu a vajíčku. Lidská 
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pólová tělíska po 17-24 hodinách prodělají apoptózu a jejich fragmenty zůstávají v zona pellucida 

(Longo 1997) (viz obrázek č. 3). 

 

Obrázek č. 3: Oogeneze ("Human reproduction" 2010-2019) 

 

Vývoj oocytů je provázen důležitými změnami v cytoplazmě. Dochází například k reorganizaci 

mitochondrií a endoplazmatického retikula, zvýšení hladin cAMP, růstových faktorů a dalších molekul 

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

Důležitým procesem ve správném vývoji gamet je jejich genová exprese, která se od somatických 

buněk v mnohém liší. Při prvním meiotickém dělení je oocyt transkripčně neaktivní až do fáze aktivace 

genomu v zygotě. Z tohoto důvodu zde probíhá exprese genů pouze na translační úrovni a oocyt je 

zcela závislý na maternálních zásobách mRNA (Bouniol-Baly et al. 1999, Martins & Conti 2018, Esencan 

& Seli 2019). V oocytech také dochází v různých fázích vývoje k přesunu a specifické segregaci mRNA 

na místo jejich potřebné exprese (Femino et al. 1998, Susor et al. 2015, Jansova et al. 2018).  

3.1.2. Exprese importinů během oogeneze 

Proces oogeneze je ovlivňován různorodou expresí genů, která závisí především na jaderném 

transportu transkripčních a chromatin remodelujících faktorů. Tento transport je zprostředkováván 

karyoferiny. Zkoumání těchto jevů a jejich následná analýza spočívá především v pozorování změn míry 

transkripce a počtu proteinů, které se exprimují v různých fázích gametogeneze. Pozorované změny 

exprese naznačují různé funkce karyoferinů ve vývoji oocytu, jak již ve vstupu do meiózy, aktivaci 
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primordiálního folikulu, tak v dokončení meiotických dělení (Mihalas et al. 2015). Karyoferiny vykazují 

různé změny exprese ve vývoji zárodečných buněk. 

Při pozorování míry transkripce karyoferinů u Mus musculus se přišlo na to, že při přechodu samičích 

zárodečných buněk do meiotického dělení zůstaly jejich hladiny překvapivě poměrně stálé, ale 

množství konečných proteinů pro karyoferin KPNA2 při vstupu do meiózy bylo zvýšené. Možným 

vysvětlením je, že při vstupu do meiotického dělení je zvýšená jeho míra translace. Role KPNA2 v tomto 

ději by mohla spočívat ve specifickém přenášení regulátorů buněčného cyklu do jádra. Hypotézu, že 

KPNA2 hraje roli v řízení zahájení vstupu samičích zárodečných buněk do meiózy podporuje i 

skutečnost, že během studia KPNA2 proteinu byla jeho lokalizace před zahájením meiotického dělení 

převážně cytoplazmatická a po zahájením meiotického dělení byl KPNA2 lokalizován v perinukleárním 

prostoru (Mihalas et al. 2015).  

Karyoferin KPNA7, přítomný u Homo sapiens, Mus musculus a Bos taurus je blízce příbuzný karyoferinu 

KPNA2 (Kelley et al. 2010b). Při zvýšené expresi proteinu karyoferinu KPNA2 u HeLa buněk se snížila 

exprese genů histonů, které jsou spojené s replikací (Yasuda et al. 2012). To naznačuje, že při vývoji 

oocytu mohou sloužit členové rodiny KPNA7 karyoferinů k regulaci jeho genů a účastnit se tak regulace 

replikace buněk. Karyoferin KPNA7 byl ve fázích primárního oocytu, zygotě a ve fázi dvoubuněčného 

embrya lokalizován v jádře buněk. U oocytu v metafázi II je KPNA7 dokonce asociován s dělícím 

vřeténkem (Hu et al. 2010). To, že jsou karyoferiny v této fázi zřejmě velmi důležité podporuje i fakt, 

že dochází k jejich stálé translační expresi, a to i přes to, že v této fázi v oocytu dochází k výrazné 

degradaci transkriptomu (Su et al. 2007).  

Při vytvoření knock-out myši pro protein karyoferinu KPNA7 byla zvýšena frekvence úmrtnosti plodů 

(Hu et al. 2010) (viz obrázek č. 4). Tato skutečnost indikuje roli KPNA7 v zachování fertility u Mus 

musculus. Jedním z možných vysvětlení je zapojení KPNA7 v regulaci genové exprese či 

v epigenetických modifikacích chromatinu embrya. 
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Obrázek č. 4: Zvýšená úmrtnost plodů Mus musculus spojená s knock-outem karyoferinu 

KPNA7 (Hu et al. 2010) 

A: vaječník transgenní Mus musclus po 7,5 dnech vývoje, kdy byla všechna embrya naživu  

B: vaječník po 12,5 dnech vývoje s 3 embryi naživu a ostatními uhynulými či absorbovanými 

C: typický vrh transgenní Mus musculus po 13,5 dnech vývoje, se 6 plody ze 13 naživu 

D: typický vrh transgenní Mus musculus po 16,5 dnech vývoje s 5 plody naživu a 2 mrtvými 

Šipky ukazují na absorbovaná embrya 

Při přechodu primordiálního folikulu na folikul primární je zvýšená míra exprese karyoferinů KPNA1, 

KPNA2, KPNA4 a KPNA6, a naopak snížená exprese karyoferinů KPNB1 a KPNA7. U oocytů se těsně 

před ovulací mění lokalizace karyoferinů KPNA2 a KPNB1 z cytoplasmy k jadernému okraji (Hu et al. 

2010). Tyto údaje poukazují na funkci těchto karyoferinů v regulaci vývoje oocytu díky specifickému 

přenosu proteinů, které hrají roli v regulaci buněčného vývoje (Mihalas et al. 2015). Oproti tomu 

karyoferin KPNA6 pravděpodobně přispívá ke správnému průběhu ranného embryonálního vývoje.  

Bylo prokázáno, že při odstranění KPNA6 karyoferinu z oplodněných vajíček dochází ke snížené 

schopnosti zygoty projít prvním rýhováním a následně ve fázi dvoubuněčného embrya dochází k 

úplnému zastavení rýhování (Rother et al. 2011). Jedním z možných vysvětlení je, že karyoferin KPNA6 

je důležitým faktorem v zygotické aktivaci genomu.  
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Karyoferiny hrají v reprodukci roli také zřejmě při správném vývoji reprodukčních orgánů. Hypotéza je 

podpořena studií, kde byl použit myší knock-out pro gen karyoferinu KPNA1 a bylo zjištěno, že u těchto 

myší dochází ke snížení počtu rostoucích folikulů a zvýšení frekvence hypoplazie. Knock-outované myši 

měly také až o polovinu snížené hladiny maturovaných folikulů, progesteronu a velmi nízké hladiny 

transkriptů pro receptor progesteronu (Moriyama et al. 2011). Tyto skutečnosti jasně ukazují, že 

karyoferin KPNA1 hraje důležitou roli v reprodukci u Mus musculus.  

3.2. Role importinů ve spermatogenezi 

3.2.1. Spermatogeneze, spermiogeneze 
Haploidní samčí gamety vznikají procesem zvaným spermatogeneze, který začíná v pohlavní dospělosti 

samců a pokračuje po celou dobu dospělosti (Feng et al. 2014). Celý proces spermatogeneze probíhá 

v zárodečném epitelu semenotvorných kanálků, který je složen ze zárodečných buněk v různých 

stádiích vývoje, a to spermatogonií, primárních spermatocytů, sekundárních spermatocytů a 

spermatid. Všechny tyto buňky jsou obklopeny Sertoliho buňkami (Holstein et al. 2003). Sertoliho 

buňky jsou nezbytné pro správnou přeměnu zárodečných buněk. Zajišťují správné prostředí 

semenotvorných kanálků a přímý kontakt s diferencujícími buňkami (Griswold 1998). Proces 

spermatogeneze začíná na bázi semenotvorných kanálků, kde probíhá mitotické dělení spermatogonií.  

Při další diferenciaci buňky postupují více do středu kanálků až do konečného stádia  vývoje, kdy jsou 

vypuštěny do lumen (de Kretser et al. 2015) (viz obrázek č. 5). 

Prekurzory samčích pohlavních buněk jsou takzvané primordiální zárodečné buňky PGC (primordial 

germ cells). Vznikají již v prenatálním vývoji savců. Strukturně jsou větší než spermatogonie a mají 

oválné jádro (Jiang 1998). PGC dávají vznik A1 spermatogoniím, které jsou řazeny mezi kmenové buňky  

a u samců může tedy spermatogeneze probíhat po celý život. Spermatogonie A1 se mohou přeměnit 

na jiný typ spermatogonií, A2, které jsou navzájem propojeny cytoplazmatickými můstky. Jejich 

buněčným dělením vznikají A3 spermatogonie a z nich A4 spermatogonie. A4 spermatogonie poté 

prodělávají buněčnou smrt, nebo se opět replikují a dávají vznik dalším A4 spermatogoniím, nebo se 

diferenciují v intermediátní spermatogonie. Z intermediátních spermatogonií vznikají mitotickým 

dělením tzv. B spermatogonie (Gilbert 2000b) . Spermatogonie B se dále dělí mitotickým dělením a 

vznikají z nich primární spermatocyty. Z každého primárního spermatocytu, který prochází prvním 

meiotickým dělením, vznikají dva sekundární spermatocyty. Ty pokračují nadále v dalším, druhém 

meiotickém dělení. Výsledkem jsou 4 haploidní buňky, spermatidy (Holstein et al. 2003).  

Spermatidy jsou stále navzájem propojené cytoplazmatickými můstky, které zajišťují synchronizovaný 

vývoj a sdílení haploidních produktů genomů mezi sebou (Ventelä et al. 2003). Z důvodu přechodů 

genových produktů mezi buňkami jsou spermatidy označovány jako buňky funkčně diploidní i přesto, 

že mají haploidní genom (Braun et al. 1989). Spermatidy spojení cytoplazmatickými můstky ztrácejí 
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v konečné fázi, kdy se nacházejí na hranici lumen a diferencují se ve spermie procesem zvaným 

spermiogeneze (Weber & Russell 1987).   

Spermiogeneze je nutný proces pro to, aby ze spermatidy, kulaté haploidní buňky, vznikla pohyblivá 

buňka, schopná najít a oplodnit vajíčko. Dochází v ní k tvorbě akrozomálního vezikulu z Golgiho 

aparátu, posunu jádra pod akrozomální vezikul, jeho zploštění a kondenzaci. Na druhé straně buňky se 

tvoří bičík, kolem jehož báze se shromažďují mitochondrie pro tvorbu energie (Gilbert 2000b).  

 

Obrázek č. 5: Spermatogeneze (Allais-Bonnet & Pailhoux 2014) 

3.2.2. Exprese importinů v průběhu spermatogeneze 

Proces spermatogeneze je stejně jako proces oogeneze ovlivňován odlišnými expresemi importinů. 

Jejich transportní funkce je zde nezbytná pro přenos transkripčních faktorů a  jiných proteinů do jádra, 

což různě ovlivňuje genovou expresi. Studování jaderných změn způsobených přítomností určitých 

druhů importinů je zajištěno převážně měřením exprese mRNA jistého druhu importinu, či lokalizací 

samotného proteinu importinu.  

Mezi známými proteiny, jejichž transport zajišťují importiny, jsou například transkripční faktory 

z rodiny TGFβ a transkripční faktor Gli1, který má roli v tzv. Hedgehog dráze (Loveland et al. 2015). 

Dalším důležitým proteinem ve spermatogenezi je protein Hsp70-2, což je chaperon, který pomáhá 

správnému uspořádání komplexu cyklinuB1/cdc2 a asociaci se synaptonemálním komplexem (Son et 

al. 1999). 

V poměrně nedávné studii (Loveland et al. 2015) byly studovány míry exprese mRNA všech druhů 

importinů u Mus musculus (viz obrázek č. 6).  Bylo zjištěno, že ve varlatech samců od narození po 
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dospělost nastala největší změna exprese v importinech α1 a α4, kdy největší míra exprese nastala 

v dospělosti samců.  

 

Obrázek č. 6: Exprese importinů ve spermatogenezi (Loveland et al. 2015) 

Plné čáry znázorňují expresi transkriptů importinů, čárkované znázorňují expresi proteinů importinů  

Exprese importinu α2 je v počátečních stádiích poměrně stálá (Hogarth et al. 2006). Jeho exprese ale 

výrazně roste při vstupu zárodečných buněk do meiózy, a hraje tedy pravděpodobně roli při vzniku 

primárních spermatocytů.  

Ve spermatocytech je importin α2 přítomen jak v cytoplazmě, tak v jádře buněk. Ve fázi prodlužujících 

se spermatid se vyskytuje převážně v cytoplazmě, zatímco ve fázi oválných spermatid je ho v 

cytoplazmě přítomno mnohem méně, což poukazuje na roli importinu α2 v přechodu mezi těmito 

fázemi spermatid (Miyamoto et al. 2013). Bylo také vypozorováno, že v zárodečných buňkách hlodavců 

jsou importin α3 a importin α4 přítomny výhradně v cytoplazmě, zatímco ve stádiu spermatocytů a 

spermatid jsou lokalizovány v jádře (Hogarth et al. 2007, Whiley et al. 2012, Miyamoto et al. 2013). Z 

tohoto neobvyklého umístění je vyvozena pravděpodobná role importinu α4 ve zvládání stresorů, ať 

již oxidativních či jiných, v semenotvorných kanálcích (Loveland et al. 2015). Tuto hypotézu podporuje 

i skutečnost, že exprese mRNA importinu α4 v raných stádiích spermatogeneze je velmi nízká a výrazně 

narůstá v pozdních fázích meiozy zárodečných buněk a v haploidních spermatidách (Hogarth et al. 

2006).  

Importin α3 je nepatrně exprimován v mitotických fázích spermatogeneze a v raných meiotických 

děleních zárodečných buněk a ovlivňuje proto zřejmě zatím neznámým způsobem průběh tohoto 

dělení. Podobně jako u importinu α3 je u spermatogonií a spermatocytů u Rattus rattus vysoká exprese 
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importinu α1. Ve stádiu raných meiotických dělení a spermatid je hojně exprimován importin α6.  

Importin α1 se na základě těchto informací podílí na diferenciaci spermatogonií a spermatocytů, a 

importin α6 je důležitý při průběhu meiózy ve varlatech dospělých potkanů Rattus rattus (Hogarth et 

al. 2006).  

Proces spermatogeneze je ovlivňován nejen importiny α, ale také importiny β. Například člen rodiny 

importinů β, importin 13, vykazuje u Mus musculus vysokou expresi mRNA ve fázi pachytené, jak u 

samců, tak u samiček. U samiček je tato vysoká exprese ve vaječnících plodu a u samců v dospělosti.  

Tato skutečnost naznačuje, že importin 13 je důležitý pro přechod zárodečných buněk do meiózy 

(Yamaguchi et al. 2006). Dalším důležitý člen rodiny importinů β je imporitn β1, který vykazuje vysokou 

expresi jak proteinu, tak mRNA ve spermatogoniích a spermatocytech. Na rozdíl od importinu β1 je 

mRNA importinu IPO5 (importin β3/RanBP5), který byl jedním z prvních zkoumaných importinů β, 

exprimována až v pozdějších stádiích. Nejvyšší expresi vykazuje IPO5 ve fázi oválných spermatid 

(Loveland et al. 2015).  

Importiny hrají také důležitou roli ve spermiogenezi. V rané fázi spermiogeneze u Mus musculus byla 

zjištěna přítomnost importinu α6 na vnějším povrchu akrozomálního váčku. Časem se ale importin α6 

přesunul do prostoru mezi vnitřní akrozomální membránou a jadernou membránou, což naznačuje 

jeho roli v přepravě váčků mezi Golgiho aparátem a jadernou membránou (Tran et al. 2012).  Člen 

rodiny importinů β, importin 4, je hojně exprimován ve fázi spermatocytů a spermatid. Jeho funkce 

pravděpodobně spočívá v reorganizaci jádra přesunem tzv. transiton protein 2, který nahrazuje histony 

ve spermatidách, do jádra (Pradeepa et al. 2008). 

Hladiny exprese mRNA importinů α2, α4 a α6 jsou vysoké ve spermatocytech, ne ale v buňkách 

mitotických. Jelikož u meiotických buněk dochází k rozpadu jaderné membrány, není u nich jaderný 

transport nutný (Hogarth et al. 2006). Je proto zřejmé, že importiny zde figurují i v jiných procesech. 

Tuto hypotézu potvrzuje i fakt, že pro klasický jaderný transport, kdy dojde k navázání přenášeného  

proteinu na importin α a následnému napojení na importin β by byl očekáván poměr importin 

α:importin β zhruba 1:1. Ve skutečnosti ale tento poměr neplatí. Hladiny importinů α2, α3 a α4 jsou 

ve spermatocytech až šestkrát vyšší, ve spermatidách zhruba třikrát (Loveland et al. 2015). 

4. Role importinů v časném embryonálním vývoji 

Kromě procesů oogeneze a spermatogeneze se importiny podílejí také na průběhu časného 

embryonálního vývoje. Buněčná diferenciace je regulována transportem různých přenášených 

proteinů do jádra. Transport těchto přenášených proteinů závisí na specifické vazbě k různým druhům 
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importinů a změnami expresí importinů v různých fázích vývoje se tedy regulují mnohé procesy 

v buňce.  

4.1. Podíl importinů na diferenciaci kmenových embryonálních buněk  

Kmenové buňky jsou buňky pluripotentní. Jsou tedy schopné diferencovat se v jakýkoliv typ buněk 

kromě buněk trofoblastu (Martin 1981, Gardner 1985, Reik & Azim Surani 2015). Diferenciace 

kmenových buněk v buňky jiného typu je podmíněna působením různých transkripčních faktorů, které 

importiny specificky přenášejí do jádra. 

Pluripotence buněk je především regulována transkripčním faktorem Oct4. Úplný knock-out tohoto 

transkripčního faktoru zapříčiňuje ztrátu pluripotence embryonálních kmenových buněk, ale jeho 

snížená exprese způsobuje pozitivní regulaci pluripotence (Karwacki-Neisius et al. 2013). Během 

diferenciace kmenových embryonálních buněk je hojně exprimován importin α1, který při nadměrné 

expresi transkripční faktor Oct4 pozitivně ovlivňuje, a tím zachovává pluripotenci (Yasuhara et al. 

2007). 

Dalším důležitým transkripčním faktorem je Sox2 (SRY), který je společně s transkripčním faktorem 

Oct4 také zodpovědný za udržení pluripotence buněk. Oba tyto transkripční faktory ovlivňují svou 

expresi negativní zpětnou vazbou, navázáním na své vlastní promotory (Chew et al. 2005). Pro 

zachování pluripotence buněk je nezbytný také tzv. LIF (leukemia inhibitory factor), který aktivací JAK-

STAT kináz zajišťuje sebeobnovu kmenových embryonálních buněk (Hirai et al. 2011). Jedním 

z nejdůležitějších procesů, na kterém se importiny podílejí, je diferenciace nervové trubice. Mají na něj 

vliv zejména transkripční faktory z rodiny POU, například transkripční faktor Oct6 (Suzuki et al. 1990).  

Důležitým krokem v diferenciaci nervové trubice u Mus musculus je změna exprese jednoho typu 

importinu α2 na expresi importinu α1 u embryonálních kmenových buněk (viz obrázek č. 7) (Yasuhara 

et al. 2013a). Vytvoření knock-out myši pro importin α2 vedlo ke snížení transportu pluripotenci 

udržujících transkripčních faktorů, Oct4, Nanog a Sox2, což způsobilo diferenciaci embryonálních 

kmenových buněk v buňky diferencované.  Importin α2 má také funkci v negativní regulaci umístění 

transkripčního faktoru Oct6, který je sice v embryonálních kmenových buňkách přítomný, ale je 

lokalizován v cytoplazmě. Když se buňka začne diferencovat, Oct6 se cyklicky přemisťuje z cytoplazmy 

do jádra a zpět (Yasuhara et al. 2007). Zvýšená exprese Oct6 má také roli ve vývoji mozku (Suzuki et al. 

1990, Yasuhara et al. 2007). 
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Obrázek č. 7: Změna exprese importinu α2 na α1 při diferenciaci neurální trubice (Yasuhara 

et al. 2013b) 

Na udržení pluripotence a diferenciaci embryonálních kmenových buněk se kromě importinů α podílejí 

také importiny β.  U míry exprese různých druhů importinů β v embryonálních kmenových buňkách a 

v progenitorových zárodečných buňkách u Mus musculus jsou zaznamenány velké rozdíly jejich expresi 

u tkání neurálního ektodermu a mesoendodermu (Sangel et al. 2014). V buňkách neurálního 

ektodermu je velmi vysoká exprese importinu IPO13, ale také dalších importinů (RanBP6, RanBP9, 

RanBP10 a dalších). V buňkách mesoendodermu je nejhojnějším importinem RanBP6. Knock-out genů 

pro importiny RanBP17, XPO4 a IPO7 ovlivňuje produkci transkripčních faktorů Oct4, Sox2 a faktoru 

Nanog, který je další z faktorů, co se podílí na udržení pluripotence buněk. Knock-out u všech tří typů 

těchto importinů β vede ke snížení hladiny transkripčního faktoru Nanog a poukazuje tedy na pozitivní 

ovlivňování těchto importinů v udržení pluripotence embryonálních kmenových buněk. Knock-out 

XPO4 a RanBP17 způsobuje zvýšení exprese transkripčního faktoru Oct4, a naopak snížení exprese 

Sox2. Tyto skutečnosti prokazují fakt, že XPO4 a RanBP17 svou expresí ovlivňují diferenciaci 

endodermu v časném embryonálním vývoji. 
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4.2. Souvislost mezi distribucí importinů v buňce a maturací zárodečných 

buněk 
Změny v lokalizaci importinů v zárodečných buňkách ovlivňují procesy diferenciace v savčích 

pohlavních orgánech. Importiny zde zajišťují transport důležitých transkripčních faktorů, které svou 

aktivitou řídí vývoj buněk. Z proximálních epiblastových buněk se v raných fázích vývoje tvoří 

primordiální zárodečné buňky (Gardner 1978). Primordiální zárodečné buňky poté putují do 

genitálních lišt (Clark & Eddy 1975) a během tohoto přesunu proliferují. V genitálních lištách se dále 

dělí a diferencují do samčích či samičích gonád (Tam & Snow 1981).  

Importin β1 transportuje DNA vazebné proteiny Sry a Sox9, u proteinu Sry bez nutnosti navázání na 

importin α (Forwood et al. 2001, Preiss et al. 2001). Protein Sry je nezbytný pro vývoj samčích 

pohlavních orgánů (Koopman et al. 1991) a aktivuje transkripci Sox9, který je exprimován především 

v Sertoliho buňkách varlat, kde řídí jejich proliferaci (Silva et al. 1996).  

Na maturaci zárodečných buněk má podíl také importin 13, který patří do rodiny importinů β (Weis 

2003) a u lidí slouží jak k importu do jádra, tak k exportu z jádra. Transkripty importinu 13 mají dva 

různé produkty, dlouhý, tzv. long form Ipo13 (L-Ipo13) a krátký, testis-specific short form Ipo13 (TS-

Ipo13) (Yamaguchi et al. 2006). U primordiálních zárodečných buněk Mus musculus vykazuje L-Ipo13 

expresi v migrujících primordiálních zárodečných buňkách u obou pohlaví (Yamaguchi et al. 2006). U 

samiček je ve vaječnících plodu jeho exprese výrazně zvýšená při vstupu buněk do meiózy, nejvíce ve 

fázi pachytené. Při jeho snížené expresi dochází ke zpomalení průchodu buňky profází I meiózy a 

snížení množství proteinu UBC9 (ubiquitin-conjugating enzyme) v jádře, který je potřebný pro 

kondenzaci a segregaci chromosomů (Yamaguchi et al. 2006, Nacerddine et al. 2005). U samců je L-

Ipo13 nejvíce exprimován při vstupu spermatocytů do fáze pachytené a po této fázi je jeho exprese 

výrazně nižší. Tyto změny expresí v různých fázích meiózy dokazují, že importin 13 transportuje 

důležité regulátory, které ovlivňují postup meiózy (Yamaguchi et al. 2006).   

Významnými importiny, které svým působením ovlivňují maturaci zárodečných buněk jsou také 

importiny α1, α3, α4 a RanBP5 (importin β3). Umístění importinu α3 u postnatálních varlat Mus 

musculus je výhradně cytoplazmatické u většiny typů buněk, s mírnou jadernou lokalizací u Sertoliho 

buněk. Oproti tomu importin α4 vykazuje v první fázi spermatogeneze a dospělých varlatech Mus 

Musculus v zárodečných a Sertoliho buňkách jaderné umístění. Spermatogonie mladých jedinců 

nevykazují žádný signál importinu α4 (Hogarth et al. 2007). Importiny α3 a α4 jsou známy pro transport 

transkripčního faktoru NF-κB do jádra, který má roli v diferenciaci buněk, apoptóze a buněčné imunitě 

(Baeuerle & Baltimore 1996, Ghosh et al. 1998). NF-κB je přítomen od spermatocytů ve fázi pachytené 

až do dospělosti (Lilienbaum et al. 2000).  
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Rozdílné umístění importinů v jádře ukazuje na jejich funkci v důležitých fázích vývoje. Jelikož importin 

α4 se v postnatálních varlatech nachází v jádře, ale importin α3 ne, je pravděpodobné, že každý hraje 

ve vývoji odlišnou roli, která nemusí záviset pouze na transportu proteinů do jádra (Hogarth et al. 

2007). Umístění importinu RanBP5 v zárodečných buňkách plodu samců i samic se cyklicky přesouvá  

do jádra a zpět do cytoplazmy. U samic se ve fázi gonocytů vyskytuje v jádře a ve fázi oogonií se 

přesouvá do cytoplazmy. Tento přechod nastává po ukončení mitotických dělení a vstupu do meiózy a 

RanBP5 má v těchto přechodech pravděpodobně svou funkci. U samců se naopak přesouvají 

z cytoplazmy do jádra ve fázi zastavení mitózy gonocytů. RanBP5 tedy svou expresí a umístěním 

ovlivňuje změny v buněčném cyklu buňky (Hogarth et al. 2007).  

5. Importin jako obrana proti oxidativnímu stresu v souvislosti se 

samčí neplodností 

V roli samčí neplodnosti, ale i v mnoha jiných procesech v těle, hrají roli tzv. reaktivní oxidové radikály 

(ROS). ROS mohou sloužit jako sekundární poslové v buněčné signalizaci (Finkel 1998), ale ve zvýšeném 

množství působí na buňku velmi negativně a způsobují tzv. oxidativní stres. ROS vznikají během mnoha 

metabolických procesů v buňce, a to zejména během oxidativní fosforylace, která probíhá 

v mitochondriích (Muller 2000). Škodlivý účinek ROS je dán především přítomností nespárovaných 

elektronů, které následně oxidují například lipidové membrány, proteiny a nukleové kyseliny a 

poškozují tím jejich fyziologickou funkci (Ochsendorf 1999). Vystavení buněk oxidativnímu stresu, 

například H2O2, UV záření či tepelnému šoku, způsobuje snížení buněčné koncentrace hladin ATP, což 

vede k narušení RanGTP-GDP gradientu, který je nezbytný pro správnou funkci importinů (Miyamoto 

et al. 2004, Loveland et al. 2015). V samčích reprodukčních orgánech jsou hlavními producenty ROS 

spermie a leukocyty, které využívají ROS k destrukci patogenů (Aitken et al. 1994, Garrido et al. 2004, 

Said et al. 2005). ROS jsou ve spermiích vytvářeny převážně enzymem nikotinamid-adenin dinukleotid 

fosfát oxidázou (Gavella & Lipovac 1992), která je umístěna v cytoplazmě spermií a nikotinamid adenin 

dinukleotid oxidázo-dependentní oxidoreduktázou, která má svou funkci v respiračním řetězci a je  

umístěna poblíž krčku spermie (Said et al. 2005). 

Spermie byly vůbec první buňky, u kterých byla objevena produkce ROS a bylo zjištěno, že jejich 

zvýšené koncentrace výrazně snižují pohyblivost spermií (MacLeod 1943). Pro zabránění negativních 

účinků ROS je ve spermiích obsaženo hojné množství antioxidantů, které ROS inaktivují. Mezi 

nejhojnější antioxidanty patří například vitamíny, enzymy superoxid dismutáza, glutathion peroxidáza 

a kataláza (Fujii et al. 2003). Spermie se  sníženými koncentracemi antioxidantů (retinolu a α-

tokoferolu) vykazují zvýšené oxidační poškození a sníženou pohyblivost (Kao et al. 2008). U ROS je 

prokázána schopnost narušování membrán spermií, jelikož oxidují jejich nenasycené mastné kyseliny 
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a tím snižují jejich ohebnost (Colagar et al.  2013). Existuje mnoho příčin zvýšení produkce ROS. Mezi 

nejvýznamnější patří kouření, které zapříčiňuje nárůst počtu seminálních leukocytů (Saleh et al. 2002). 

Ke zvýšení hladin ROS přispívá také ethanol, obsažen v alkoholických nápojích. Jeho odbourávání 

v játrech zvyšuje aktivitu cytochromu P450, jehož činností vznikají ROS. Alkohol je také spojen se 

snížením hladin antioxidantů v těle (Wu & Cederbaum 2003). K významným producentům ROS patří 

ale také například extrémní fyzická aktivita, díky tvorbě ROS v aerobním metabolismu (Peake et al. 

2007). Nedostatek pohybu, obezita a vystavení varlat nadměrnému teplu způsobují zvýšení teploty 

v samčích pohlavních orgánech. To má za následek narušení DNA, apoptózu zárodečných buněk, 

autofágii a zvýšení hladin ROS (Durairajanayagam et al. 2015). Ke snížení antioxidantů a zvýšení hladin 

ROS vede také psychologický stres (Clarke 1999). K oxidativnímu stresu napomáhají také patogeny 

urogenitálního traktu, které způsobují buněčnou odpověď zvýšením hladiny leukocytů, které svou 

činností produkují vysoké hladiny ROS (Ochsendorf 1999).  

 Importiny hrají roli ve zvládání buněčných stresorů a regulaci buněčných procesů. Působením stresorů 

a následným narušením Ran gradientu dochází u HeLa buněk k akumulaci importinu α2 a α4 v jádře.  

Lokalizace importinu α2 v jádře vede ke zvýšení transkripce mRNA pro serin/threonin kinázu 34. 

Neustálá exprese této kinázy v podmínkách oxidativního stresu však způsobuje buněčnou smrt (Yasuda 

et al. 2012). Importiny proto svou expresí příslušnou kinázu zatím neznámým způsobem regulují a 

mohou tímto způsobem ovlivňovat buněčné procesy i u savčích gamet (viz obrázek č. 8).  

 

Obrázek č. 8: Oxidativním stresem způsobená akumulace importinu α2 v jádře (Yasuda et al. 

2012) 
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Funkce importinů ve zvládání oxidativního stresu byla prokázána také u importinu α4 ve spermatidách 

(Young et al. 2013). Zvýšená exprese importinu α4 u haploidních zárodečných buněk Mus musculus 

nemá za normálních podmínek vliv na průběh spermatogeneze ani na tvar spermií. Při vystavení buněk 

se zvýšenou expresí importinu α4 H2O2 nevykazují transgenní myši se zvýšenou expresí importinu 

sníženou fertilitu a jejich zárodečné buňky zvládají oxidativní stres až o 30 % lépe, než při knock-outu 

tohoto importinu.  Na základě dosažených poznatků je vyvozeno, že importiny svou funkcí nejspíše 

ovlivňují expresi proteinů, které jsou důležité pro zvládání oxidativního stresu v samčích zárodečných 

buňkách.   

6. Závěr 

Importiny jsou proteiny, které se jako přenašeče jiných proteinů podílí na jejich aktivním transportu 

z cytoplazmy do jádra přes jaderné póry. Mezi proteiny, které importiny do jádra transportují mimo 

jiné patří transkripční faktory a další proteiny účastnící se genové exprese. Importiny se tak mohou 

podílet na řízení tohoto děje a díky této schopnosti jsou důležitými faktory, které ovlivňují reprodukci 

savců. Během reprodukčního procesu savců je pro jeho správný průběh nutná regulace genové exprese 

během vývoje zárodečných buněk, maturace gamet a také během formování diploidní zygoty a 

následně embrya a ukazuje se, že na všech těchto dějích se importiny podílejí. 

Specifita jednotlivých importinů k přenášeným proteinům je klíčovým faktorem v jejich roli při 

ovlivňování genové exprese. Homology importinů se rozdělují do několika skupin podle jejich 

sekvenční identity a jednotlivé homology importinů rozeznávají různé NLS přenášených proteinů.  

Role importinů v gametogenezi je studována zejména za pomocí detekce změn v hladinách exprese 

odlišných druhů importinů v průběhu vývoje gamet. Na základě těchto změn jsou pak vyvozovány 

vztahy importinů ke klíčovým buněčným procesům. Jakou roli přesně importiny v těchto procesech 

hrají se zatím většinou přesně neví. Nicméně je známo, že importiny se v průběhu oogeneze podílí 

například na přechodu zárodečných buněk do meiotického dělení transportem proteinů, které regulují 

buněčný cyklus. Importiny mají na základě vypozorovaných změn díky tvorbě knock-out myší velmi 

pravděpodobně funkci v regulaci dělení buněk. Svým působením zatím neznámým způsobem ovlivňují 

expresi genů histonů, které v replikaci působí. To, že importiny expresi těchto histonů ovlivňují 

potvrzuje i fakt, že příbuzný importin ze stejné rodiny je v průběhu meiózy asociován s dělícím 

vřeténkem. Důležitou skutečností je také to, že importiny prokazatelně ovlivňují průběh vývoje plodů 

u samic Mus musculus a při absenci příslušných druhů importinů dochází k infertilitě a úhynu plodů. 

Následné zkoumání příčin této infertility u myší by mohlo být přínosné pro další výzkumy neplodnosti 

u savců.  
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Importiny hrají roli při vstupu do meiotického dělení také v procesu spermatogeneze. Nesmí být 

opomíjeno, že regulaci buněčných dělení ovlivňují nejen importiny α, ale také importiny β. Další funkce 

importinů ve spermatogenezi byly odvozeny ze změn lokalizace importinů během jejích odlišných 

fázích. Je také známo, že importiny hrají roli v přeměně kulatých spermatid na spermatidy prodlužující.  

Importiny se účastní také v procesu spermiogeneze, a to v reorganizaci jádra a přepravě váčků mezi 

Golgiho aparátem a jadernou membránou. Určité druhy importinů se vyskytují ve spermatocytech, 

které již neprocházejí mitotickým, ale pouze meiotickým dělením a z důvodu nepřítomnosti jaderné 

membrány u nich jaderný transport již není nutný. Z tohoto vyplývá, že importiny musejí prozatím 

záhadným způsobem ovlivňovat i tato dělení. 

Esenciálním procesem ve vývoji savců je správný průběh jejich časného embryonálního vývoje. Tomuto 

ději dávají úplný základ tzv. embryonální kmenové buňky, které jsou pluripotentní. Na udržení jejich 

pluripotence se účastní právě importiny. Importiny napomáhají k udržení tohoto stavu zejména 

transportem pluripotenci udržujících transkripčních faktorů. Jejich významnou funkcí v časném 

embryonálním vývoji je ale v pozdějších stádiích transport odlišných transkripčních faktorů, které 

ovlivňují diferenciaci pluripotentních buněk v buňky již terminálně diferencované. Významným 

příkladem je transice embryonálních kmenových buněk v buňky nervové trubice, kde dochází ke změně 

exprese jednoho typu importinu (α2) na jiný typ (α1), který přenáší potřebné transkripční faktory. 

Importiny se dále podílí na maturaci zárodečných buněk. Nejvýznamnějším příkladem tohoto děje je 

funkce importinu β1 při transportu DNA vazebného proteinu Sry, který ovlivňuje vývoj samčích 

pohlavních orgánů. 

Velmi zajímavá je i role importinů při zvládání oxidativního stresu spermiemi. Se zvyšující se infertilitou 

v populaci narůstá zájem o výzkumy, které řeší tento globální problém a následný další výzkum 

zaměřený na importiny by mohl být pro řešení tohoto problému velmi přínosný.  

V této práci je shrnuto a diskutováno mnoho faktů, které nezvratně ukazují, že importiny mají na 

správný průběh reprodukce podstatný vliv a uplatňují se v mnoha jejích fázích. Doufám, že se 

v budoucnu objasní mnohé další skutečnosti, které pomohou k lepšímu pochopení tohoto tématu a 

napomohou k jejich dalším praktickým užitím.  
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