PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY V PRAZE,

KATEDRA BUNECNE BIOLOGIE ODDELENi VYVOJOVE BIOLOGIE

BAKALARSKA PRACE

ROLE ,HEAT SHOCK*“ PROTEINU VE SPERMATOGENEZI SAVCU

(Role of heat shock proteins in mammalian spermatogenesis)

Vypracovala: Eva Zatecka
Vedouci bakalarské prace: Doc. RNDr. Jana Péknicova, CSc.

Praha 2008



Rada bych podékovala své $kolitelce Doc. RNDr. Jané Pé&knicové, CSc. za odborné
vedeni a rovnéz svym koleglim z laboratore za cenné pfipominky a rady.



OBSAH

Y o] 1 - T SRRSO 4
ADSEFAKL ..o e e e e e e e e anraees 5
(LU 1V T OO 6
2. SPErMAtOGENEZE...........oeeiiiiiiiiiiiiiee et etee et e e st e e s st e e e s ree e e senraeeeenteeesnneeens 6
3. Genova exprese v samg¢ich zarodeénych bufkach.......................ooeeiiiiiinn, 9
3.1. Transkripty specifické pro zarode€né bufiky ..........cccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 10
4. Heat ShoCK Proteiny ...........oeiiiiiiii e 12
4.1. Heat shock proteiny 70..........ooooiiie e e e e e e e 14
4.2. Heat shock protein 60 ...........coooiiiiiiiiii e 21
4.3. Heat shock protein 41 ... e 24
ST - V-1 PP TPPPPN 25
6. Seznam ZKratek ............ooooiiiiiii e 27
7. LIteratura ... ..ot et et e e e e e e e e e 28



Abstract

Heat shock proteins (Hsps) are molecular chaperones that assist other proteins
in their folding, transport and assembly into complexes. Most of these proteins are
either constitutively expressed or their expression is induced by heat shock and other
stresses. Heat shock proteins produced in male germ cell are developmentally
regulated. Hsps are highly conserved, present in organisms ranging from bacteria to
man. The presence or absence of Hsps influences almost every aspects of
reproduction. In this thesis, the function of Hsp70, Hsp60 and Hsp41 is described.
There are two members of Hsp70 family expressed in male germ cells — Hsp70-2
and Hsc70t. Hsc70t is constitutively expressed after meiosis in mouse
spermatogenesis ad play role in sperm energy production. The Hsp 70 protein is
synthesized during the meiotic phase of spermatogenesis and is abundant in
pachytene spermatocytes. Male mice lacking Hsp70-2 are infertile and
spermatogenic cell development is arrested in prophase of meiosis | at the G, — M
phase transition and late pachytene spermatocytes were eliminated by apoptosis,
resulting in absence of spermatids. Hsp60 is localized in spermatogonia, primary
spermatocytes, Sertoli and Leyidig cells. Main function of Hsp60 is to fold and
transport mitochondrial proteins. Lack of Hsp60 results in male infertility. Hsp41, also
known as Apg1, belongs to the Hsp110 family and is inducible by 32°C to 39°C heat
shock. Apg1 and is highly expressed in spermatogenic cells, from pachytene
spermatocytes to postmeiotic spermatids. Mice deficient in Apg1 have problems with

fertility because of reduced number of mature sperm and problems with their motility.

Key words: Heat shock proteins 70, Heat shock protein 60, Heat shock protein 41,
Spermatogenesis, infertility



Abstrakt

Proteiny tepelného Soku - Heat shock proteiny (Hsps) jsou molekulové
chaperony, které pomahaji ostatnim proteinilm dosahnout spravné konformace,
transportovat je a vytvofit proteinové komplexy. VétSina té&chto proteind je bud
exprimovana konstitutivné nebo indukovana tepelnym $okem nebo jinymi stresovymi
faktory. Hsps proteiny jsou vysoce konzervované, piitomné od bakterii aZ po lidi.
Vyskytuji se ve vSech tkanich v€etné testes, kde hraji dulezitou roli ve
spermatogenezi a jejich absence ovliviluje téméf kazdy aspekt reprodukce. V této
praci je popsana funkce proteini Hsp70, Hsp60 and Hsp41. Dva &lenové Hsp70
rodiny jsou exprimovany v muzskych zarodeénych burikach - Hsp70-2 a Hsc70t.
Hsc70t gen je exprimovan béhem post-meiotické faze spermatogeneze a hraje roli
v produkci energie. Hsp70-2 je syntetizovan béhem meiotické faze spermatogeneze
a je hojny v pachyténich spermatocytech. Mysi samci s nedostatkem Hsp70-2 jsou
neplodni a vyvoj spermatogennich bunék je zastaven v profazi |. meiotického déleni
pfi pfechodu z G, do M faze. Pozdni pachyténni spermatocyty jsou eliminovany
procesem apoptézy, disledkem &ehoz je nedostatek spermii a neplodnost jedince.
Hsp60 je lokalizovan ve spermatogoniich, primarnich spermatocytech, Sertoliho i
Leyidigovych buiikach. Hlavni funkci Hsp60 je transport a spravné sbaleni
také jako Apg1, patii do rodiny Hsp110 a je indukovan zménou teploty z 32°C na
39°C. Apg1 je exprimovan ve spermatogennich buikach od pachyténich
spermatocyti po postmeiotické spermatidy. MySi samci s nedostatkem Apg1 jsou
neplodni, je to zapfiinéno redukovanym podtem zralych spermii a problémy s jejich

motilitou.

Klicova slova: Heat shock proteiny 70, Heat shock protein 60, Heat shock protein 41,

spermatogeneze, neplodnost



1.Uvod

Spermatogeneze je slozZity vyvojovy proces, béhem kterého dochazi
k dramatickym zménam zarodeénych bunék, kdy z kulatych spermatogonii vznikaji
haploidni spermie charakteristického tvaru. Spermatogeneze je regulovana na Grovni
genové exprese a b&hem ni je exprimovano mnoho genl, jejichz transkripty
nenalezneme v Zzadnych jinych neZz zarodeénych burnkach. Zarode&né buriky jako
jediné v sav€im organismu podstupuji redukéni meiotické déleni a nalezneme v nich
specifické struktury, jako je synaptonemaini komplex nebo XY télisko.

V procesu spermatogeneze hraji, kromé jinych faktorl, velmi dalezitou roli
proteiny tepelného Soku - heat shock proteiny (Hsps). Hsps se vyskytuji ve vSech
tkanich a jsou to vysoce konzervované proteiny. Mohou byt bud konstitutivné
exprimovany nebo indukovatelné teplem ¢i dalSimi stresovymi faktory. Hsps funguji
jako molekularni chaperony, které pomahaji proteinim dosahnout spravné
konformace. Také pomahaji buiikdm piezit stresové situace tim, Ze chrani jejich
proteiny, vazi se na d&asteéné denaturované proteiny, kterym pomahaji znovu
dosahnout spravné konformace.

Heat shock proteiny se vyskytuji i vsaméich zarodeénych burikach, kde jsou
vétSinou vyvojové regulovany. PIni zde specifické funkce a jejich nedostatek
zapricinuje preruseni spermatogeneze a tim i neplodnost. Mezi heat shock proteiny
zarodeénych bunék patfi proteiny Hsp 70 rodiny — Hsp70-2 a Hsc70t. Dale Hsp60 a
protein Hsp110 rodiny — Apg1. Tato prace je zaméfena na zminéné proteiny a cilem
prace je shrnout dosavadni poznatky tykajici se danych proteini a jejich funkci

Vv procesu spermatogeneze.



2. Spermatogeneze

Spermatogeneze je vyvojovy proces, béhem kterého se z primordiainich
zarodeénych bunék vyvijeji spermie jako vysoce specializované buriky, které maiji
zasadni ulohu v oplozeni vajitka. Spermatogeneze probihda v semenotvornych
kanalcich testes, které obsahuiji epitelialni bufiky, Sertoliho buriky a zarodeéné buriky
(obr 2). Sertoliho bufiky pomahaiji vyzZivovat zarode¢né buriky a pomahaji koordinovat
dulezité déje spermatogeneze (Eddy, 2002). Sertoliho buiiky také rozdéluji '
semenotvorné vacky na dvé &asti — laminarni a bazalni. Spermatogeneze zahrnuje
sérii mitockych déleni spermatogonidlnich kmenovych bunék, dvé meioticka déleni
spermatocytl, rozsahlé morfologické zmény a wuvolnéni bunék do Ilumen
semenotvornych vackl (postmeioticka faze). Mitoticka faze probiha v bazalni ¢asti

testes, zatimco meioticka a postmeioticka faze v luminaini ¢asti.

Primordialni zarodeéné buinky se v gonadach rozdéli na spermatogonie, které
maji kulovity tvar a jsou uloZeny na okrajich semennych kanalkil. Spermatogonie se
déli mitoticky, vznikaji z nich dalSi spermatogonie, aby byl zachovan jejich pocetni
stav, nebo znich vznikaji primarni spermatocyty. Primarni spermatocyty jsou
diploidni, ale dale se dé&li meioticky. Kazdy primarni spermatocyt vstupuje do prvniho
meiotického déleni a dava vznik paru sekundarnich spermatocytu, které vstupuji do
druhého meiotického déleni a vznikaji haploidni buifiky nazyvané spermatidy. Pfi
meidze buriky prodélavaji dvé sady déleni a dcefiné bunky obsahuji pouze polovinu
plvodniho poétu chromozémi. Meiéza neboli redukéni déleni ma nékolik fazi, pro
které jsou charakteristické urcité déje (obr 1). Ze vzniklych spermatid spermiogenezi
vznikaji spermie, které jsou uvolfiovany a putuji do nadvarlete. Spermiogeneze
zahrnuje spoustu dé&ju jako je zahustovani jadra, tvorba bi€iku, odvrhovani

cytoplasmy a tvorba akrosomu.
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Obr. 1: Faze meidzy. Profaze se dale déli na leptotene, zygotene, pachytene,
diplotene a diakinezi. V leptotene dochazi k optické diferenciaci chromozomu,
za€ina kondenzace. Zygotene je charakteristické parovanim homolognich
chromozom( a tvorbou bivalentli. Dochazi také ktvorb& synaptonemainiho
komplexu a ke genetickym rekombinacim. B&hem pachytene dochazi k dalsi
spiralizaci chromozoml a vznikaji zfetelné dvouchromatidové struktury.
V diplotene dochazi k oddalovani homolognich chromozomi a v diakinezi se
tvoii délici vieténko. V metafazi | se vidkna déliciho vieténka pfichycuiji
k chromozomim. Dale nadchazi anafaze |, kdy dochazi k oddéleni homolognich
chromozom( z bivalentl a jejich transport k opaénym bunéénym p6lim. Béhem
telofaze | vznikaji dvé haploidni dcefiné burtky s dvouviaknovymi chromozomy.
Tyto dcefiiné buriky podstupuji druhé redukéni déleni (homeotypické), které ma
faze shodné s prvnim redukénim délenim. B&hem profaze Il dochazi k pfipravé
na druhé déleni. V metafazi Il se chromozomy samostatné sefazuji na stied
buriky. B&hem anafaze Il se oddéluji centromery a sesterské chromatidy se
rozchazeji k buné&énym p6lim. Koneénym produktem telofaze Il jsou 4 haploidni
buriky s jednoviaknovymi chromozomy.
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Obr. 2: Schéma stavby ¢asti semenotvorného kanalku a intersticialni tkané
(Junquiera et al., 1992)

3. Genova exprese v saméich zarode¢nych buiikach

Vyvoj saméich spermatogennich bunék probiha ve tfech fazich - mitotické,
meiotické a postmeiotické. B&hem tohoto procesu jsou produkovany transkripty
specifické pouze pro zarodedné buriky. Jejich exprese je vyvojové regulovana a
vyskytuji se jen vdané vyvojové fazi. Jsou tfi hlavni zplsoby, jak tyto transkripty
vznikaji. Prvni je pfepisem genli saméich zarode&nych bunék homolognich s geny
somatickych bunék. Druhy zpusob je pfepisem unikatnich gend, které nejsou
signifikantné podobné 2adnému jinému genu v geonomu. Tieti zplisob je produkce
alternativnich transkriptl, které vznikly zgent vyskytujicich se v somatickych
bufikach, ale byly upraveny alternativnim sestiihem (Eddy, 2002).

SloZity proces spermatogeneze vyZaduje piesny a dobie koordinovany
program, ktery reguluje ménici se genovou expresi. Regulaci spermatogeneze Ize



rozdélit na tfi urovné - vnitini, vnejSi a interaktivni regulace. Vnitini regulace je
pfedstavovana genetickym programem, ktery je zodpovédny za sled udalosti
vedoucich k diferenciaci zarodeénych bunék béhem spermatogeneze. Geneticky

program uréuje, které geny jsou pouZity a kdy jsou exprimovany (Eddy, 2002).

Samdich zarode€né buiiky se vyvijeji v prekryvajicich se vinach a jejich vyvoj je
synchronizovany. Proto dana burika potfebuje komunikovat se sousednimi burikami,
pfijimat od nich a poskytovat jim informace. Neni znamé, jak pfesné probiha tato

interaktivni regulace, ale bylo prokazano, Ze kli¢ovou roli v ni maji Sertoliho buriky.

VnéjSi regulace je zalozena hlavné na puUsobeni testosteronu a folikuly
stimulujicim hormonu (FSH). Tyto hormony pfimo ovliviiuji genovou expresi
somatickych bunék testes a ovliviiuji tak prostiedi, ve kterém probiha interaktivni
regulace. Nepiimo tak ovliviiuji genovou expresi v zarodeénych burnkach (Eddy,
2002).

Zasadni role vnitiniho programu zarode&nych bunék byla ukazana na pokusu,
kdy byly krysi spermatogonie transplantovany do semenotvornych vackd mysich
testes (Clouthier et al., 1996). Krysi spermatogonie se vyvinuly v normalné vypadajici
krysi spermie. Vyvijely se dokonce stejnou rychlosti jako v krysich testes, i kdyz u
mysi je normalné vyvoj rychlejSi nez u krys.

3.1. Transkripty specifické pro zarode¢né bunky

Geny exprimované pouze v zarodeénych burikach jsou nejast&ji homology
genl exprimovanych v somatickych burikach. Piikladem muze byt glyceraldehyd- 3 —
fosfat dehydrogenaza (Gapd), vysoce konzervovany gen kédujici enzym nezbytny pfi
glykolyze. V zarode&nych buiikach se nachazi specificky Gapd — Gapds. Tento gen
je inaktivni béhem meiotocké faze a je aktivovan v rané postmeiotické fazi (Welch et
al, 1992). Aminokyselinova sekvence Gapds je z vice nez 70% identicka se sekvenci
Gapd. Gapds ma velkou prolin bohatou doménu na N — konci, ktera neni u Gapd.
Tato doména slouzi k ukotveni Gapds na fibrilarnich viaknech. Rozdilna molekularni
struktura Gapds a Gapd umoziuje Gapds pfepinat se z inaktivniho stavu na stav
aktivni (Welch et al., 2002)
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DalSim pfikladem mohou byt dva &lenové rodiny Hsp70. Hsp 70 proteiny jsou
chaperony, které pomahaji ostatnim proteinlm spravné se sbalit, pfipadné vytvorit
komplex. Hsp70 proteiny jsou exprimovany ve vSech tkanich a jsou exprimovany
konstitutivné nebo po tepelném 3Soku. Oviem dva ¢lenové Hsp70 rodiny jsou
exprimovany specificky ve spermatogenickych buifikach a jejich exprese je
regulovana vyvojové — jsou to Hsp70-2 a Hsc70T. Hsp70-2 je exprimovan béhem
meiotické faze spermatogeneze a nalezneme ho hlavné u pachyténich spermatocytd.
Hsc70t gen je exprimovan béhem post-meiotické faze spermatogeneze a byl nalezen
hlavné v cytoplazmé spermatid (Eddy, 1999).

Nékteré geny exprimované v muzskych zarode€nych buiikach nemaji homology
v ostatnich burikach. VétSina z téchto genl je exprimovana b&hem postmeiotické
faze, kdy jsou produkovany specializované strukturalni komponenty spermii. Jednim
z téchto gentll je gen pro protamin. Protaminy jsou produkty genl exprimovanych
pouze v zarode¢nych bunkach. Jsou to malé bazické proteiny, které sbali jadro na
objem zhruba jedné dvacetiny objemu somatického jadra. V postmeiotické fazi
dochazi mimo jiné i k remodelaci jadra. Remodelace jadra je spojena s presouvanim
histond z nuklearni DNA a jejich nahrazenim protaminy. Vazbou protamind vznikne

transkripéné inaktivni jadro charakteristické pro spermie (Nayernia et al., 1996).

B&hem meiotické faze spermatogeneze se tvoii unikatni struktury, které se
vyskytuji jen zarodeénych burikach. Jsou to synaptonemalni komplex a XY télisko.
Synaptonemalni komplex se vyskytuje ve spermatocytech i v oocytu. Jeho funkci je
spojit homologni chromosomy a vytvofit komplex, ve kterém mlze probé&hnout
genetickd rekombinace a crossing over (Dix et al, 1997). XY télisko je
specializovana jaderna doména, kde dochazi k vazbé X a Y chromozom(. Je zde
omezena transkripce i rekombinace. XY télisko nalezneme v jadrech spermatocyti
(Handel, 2004).

Proteiny specifické pro saméi zarodeéné bufiky mohou byt také syntetizovany
z alternativnich transkriptl. Alternativni transkripty vznikaji uzitim promotord a
transkrip&nich faktorl, které zahdji transkripci na jiném misté nez je bézné nebo
alternativnim sestfihem. Mohou také vznikat alternativni polyadenylaci. Pfikladem

11



alternativniho transkriptu mdze byt hexokinaza (Hk) — prvni enzym glykolytické cesty.
Jsou znamy tfi transkripty specifické pro zarode¢né buriky — Hk1-sa, Hk1-sb, Hk1-sc.
Hk1-s mRNA pochazi ze stejného genu jako mRNA HK1 somatickych bunék. Hk1 a
Hk1-s jsou si velmi podobné na kédujici €asti, ale lisi se na 5’ konci a HK1-s nemaji
porin vazajici doménu. Jednotlivé Hk1-s se mezi sebou také li§i svymi 5’ konci a
vyskytuji se v riznych fazich spermatogeneze. Hk1-s transkript je pfitomen b&hem
meibdzy, zatimco Hk1-sb je pfitomen v postmeiotocké fazi. Svou unikatni sekvenci
ziskavaji Hk1-s pouzitim alternativnich promotori a vyvojové regulovanym
alternativnim sestiihem (Mori et al., 1998).

Exprese mnoha genu v zarodeénych buitkach je vyvojové regulovana. Tato
regulace je mozna diky vélenéni promotortl, které Fidi expresi pouze v zarode¢nych
buifkach. Geny, které jsou exprimovany i vsomatickych bufikach podstupuji
modifikace, aby mohli byt vyvojové regulované v zarodeénych burikach. Dochazi bud
k v&lenéni promotoru, nebo k pouziti unikatnich transkripénich faktort (Eddy, 2002).
Regulace exprese v zarode&nych buifkach nebyla studovana do hloubky a bylo
identifikovano jen nékolik transkripénich faktorti. Jednim z nich je Erg4 transkripéni
faktor. V pfipadé mutace genu pro Erg4 byl pferusen vyvoj zarodeénych bunék
(Tourtellotte et al., 1999).

4. Heat shock proteiny

Heat shock proteiny byly objeveny roku 1974 Ritossou, kdyz v experimentu
nahodou doslo ke zvySeni inkubaéni teploty Drosophily. V jejich chromosomech byl
objeven gen se zvySenou trabskripci neznamého proteinu. Tento jev byl pozdéji
popsan jako ,heat shock response” a objevené proteiny byly nazvany ,Heat shock
proteins® (Hsps) (Schleisinger, 1990).

Heat shock proteiny jsou klasifikované do rodin podle své molekulové
hmotnosti. Oznadeni Hsp se pouziva pro teplem indukované proteiny, zatim co Hsc
je pouzivano pro konstitutivné exprimované proteiny, které jsou vysoce homologni
s Hsp av$ak nikoliv teplem indukované, jedna se o tzv. housekeeping genes (Neuer
et al., 1999).
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Heat shock proteiny patii mezi stresové proteiny, znaénou ¢&ast z nich
pfedstavuji proteiny indukovatelné teplem a dalSimi stresovymi faktory a ¢éast jsou
konstitutivné exprimované proteiny. Heat shock proteiny funguji jako molekularni
chaperony, které pomahaji jinym intracelularnim proteinim dosahnout spravné
konfirmace, pfipadn& pomahaji i pfi skladani oligomernich struktur. Navic maiji
rozhodujici ulohu v prevenci proti nespravné asociaci a sbaleni proteinl, pfi
intracelularnim transportu, udrzovani proteini v inaktivni formé& a v denaturaci
proteini. Hsp proteiny maji ATP-asovou aktivitu, $tépeni ATP na ADP napomaha
chaperonum periodicky se vazat a uvolfiovat k hydrofobnim oblastem vznikajiciho
proteinu, a tim je umoZné&no spravné sbaleni nebo spravné utvoieni proteinového

komplexu (Schleisinger, 1990).

Jejich dal8i funkci je pomahat buiikdm vypofradat se se stresem, jako je zvy$eni
teploty €i jiné nepfiiznivé vlivy prostfedi. Jejich pomoc spo€iva hlavné v ochrané
proteint pfed denaturaci a pfipadnou agregaci (Eddy, 1999).

Heat shock proteiny (Hsps) jsou vysoce konzervované a jsou pfitomné
v organismech od bakterii az k lidem, umozfiuji buifkam pfezit nepfiznivé vlivy
prostfedi hlavné tim, Ze chrani proteiny pfed denaturaci. VSechny studované
organismy odpovidaji na vzrustajici teplotu synthesou heat shock proteint. Tento typ
buné&né odpovédi se béhem evoluce pfilis nezménil, heat shock proteiny si jsou
velmi podobné i u jinak velmi odli$nych organismi a sdili vysokou homologii
aminokyselinové sekvence (Schlesinger, 1990; Eddy, 1999).

Hsps nalezneme témér v kazdé tkani véetné testes, kde plini rizné funkce.
V testes je vétSinou jejich exprese vyvojové regulovana a vyskytuji se jen v ur€itych
fazich spermatogeneze. Vyskytuji se zde Hsps, které nenalezneme v zadné jiné tkani
a maji zde specifické funkce (Eddy, 2002). Pfitomnost & absence Hsps ovliviiuje
témer kazdy aspekt reprodukce. Maji nezastupitelnou roli nejen ve spermatogenezi,
ale i v interakci gamet, fertilizaci a jsou mezi prvnimi proteiny exprimovanymi

v ¢asném embryonalnim vyvoji (Neuer et al., 1999).
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4.1. Heat shock proteiny 70

Jedna z nejvice prozkoumanych rodin je rodina proteini tepeiného Soku se 70
kDA hmotnosti - heat shock proteiny 70 (Hsp70). SlouZi v bufice jako molekulové
chaperony, které napomahaiji ve spravném sbaleni proteintl tim, Ze se vazi na jejich
hydrofobni oblasti nascentniho proteinu vychazejiciho z ribosomu a zabrafiuji, aby se
tyto oblasti pfedtasn& navzijem sbalovaly. Neméné dulezitou funkci je jejich
schopnost ochraiovat buriku pfed stresovymi faktory, jako je zvySeni teploty nebo
kontaminace toxickymi chemikaliemi, hlavné téZkymi kovy jako je arsen, méd, rtut
atd. (Neuer et al., 2000).

Obr. 3: Krystalova struktura 70-kDa krysiho heat shock proteinu
po hydrolyze ATP (Chang et al., 2007)

Jak jiz bylo zminéno vy3e, Hsp70 proteiny jsou vysoce konzervované, nékteré
jsou exprimovany v burikach konstitutivné nebo po indukci tepelnym Sokem, piipadné
jinym stresem. Ov8em dva &lenové Hsp70 rodiny jsou exprimovany specificky ve
spermatogennich burikach a jejich exprese je regulovana vyvojové — jsou to Hsp70-2
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a Hsc70t (Eddy, 1999). Hsc70t gen je exprimovan béhem post-meiotické faze
spermatogeneze a byl nalezen hlavné v cytoplazmé spermatid. (Eddy, 1999). Pro
objasnéni funkce Hsc70t proteinu byly pouzZity pokusy na mysich s homozygotni
mutaci genu Hsc70t (Hsc70t /). Hsc70t 7 mysi byly fertiini a histologické studie
prokazaly, Ze vyvoj zarode&nych bunék nebyl prferusen. Nicméné kdyz byly spermie
Hsc70t / mySi pfeneseny do podminek in vitro, staly se imotilnimi b&éhem jedné
hodiny, zatimco spermie divokého typu mysi zlstaly motilni nékolik hodin. Hladina
ATP u Hsc70t 7/ spermii byla nizka a produkce ATP omezena (Eddy, 2002). Tato
pozorovani naznaduji, Zze Hsc70t slouzi v zarode&nych bufikach jako chaperon

proteint zahrnutych v produkci energie.

Hsp70-2 protein je syntetizovan béhem meiotické faze spermatogeneze a hojné
se vyskytuje u pachytenich spermatocytli. Jeho exprese zacéina ve fazi leptotene.
Gen pro Hsp70-2 byl lokalizovan na my$im chromosomu 12. Homolog Hsp70-2
proteinu byl nalezen i v lidskych testes, je nazyvan HspA2 a zda se, Ze pini i stejnou
nebo velmi podobnou funkci (Feng et al., 2001).

Hypotéza, Zze Hsp70-2 ma nezastupitelnou roli béhem spermatogeneze, byla
ovérena pri pokusu, béhem kterého byla navozena mutace Hsp70-2 genu u mysi.
Homozygotni samci s mutaci genu Hsp70-2 (Hsp70-2 /) méli nedostatek
postmeiotickych spermatid a zralych spermii a byli neplodni. Oproti tomu mei6za ani
plodnost nebyly ovlivnény u Hsp70-2 "/ samic (Dix et al., 1996). CozZ také dokazuje,
Ze Hsp70-2 gen je signifikantné exprimovan pouze v sam¢ich zarodeénych bunkach.
Ovlivnéna byla i hmotnost testes, ktera u dospélych Hsp70-2 7/ mysi byla o 50% niz8i
nez u Hsp70-2 */ a Hsp70-2 */* mysi, zatimco hmotnost semennych vagki a
epidydimu byla normalni a ostatni sekundarni znaky byly také neovlivnéné.
Histologické vySetieni ukazalo, Ze spermatogeneze byla pferuSena. Miotické a
meiotické zarodedné buiky byly pfitomny, ale post-meiotické zarodeéné bunky a
spermie chybély (Dix et al., 1997) (obr. 4).
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Obr.4: Morfologie semenotvornych kanalki u Hsp70-2 */ (A, C, E) a u
Hsp70-2 '/ (B, D, F) mysi ze stafi 24 dnu (A, B), 28 dnu (C, D) a z dospélosti
(E, F). U Hsp70-2 */ mysi byly ve stafi 24 dn(i pozorovany hlavné spermatidy
(A) a ve stafi 28 dnl prodluzujici se spermatidy (C). Zatimco u Hsp70-2 7/
mySi jsou vidény pfevainé degenerujici buitky s nerozpoznatelnou
chromosomalni strukturou (B, D). v dospélosti vét§ina semenotvornych vacku
u Hsp70-2 T (F) mysSi obnovi svoji organizaci a jsou zde viditelné
spermatocyty (faze pachytene je oznalena Sipkou v Cerveném krouZku) a
apoptické buitky (oznaeny hrotem Sipky ve Zlutém krouzku). Naproti tomu u
dospélych Hsp70-2 */ mysi (E) byly v semenotvornych vaécich pozorovany
spermatocyty (ozna&eny Sipkou v &erveném krouZku), spermatidy (oznaéeny
hrotem Sipky ve Zlutém krouzku) a prodluzujici se spermatidy uvoliiované do
lumen vacku (Dix et al., 1997).

Pfi¢ina nedokon&eni meidzy u Hsp70-2 7 mys$i ma souvislost s funkci, kterou

Hsp70-2 plini v buné&ném cyklu a to pfi pfechodu z G, faze do M faze spermatocytt.

Bylo prokazano, Zze Hsp70-2 je nezbytnym pro spravnou funkci CDC2/cyklin B1
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komplexu (Zhu et al., 1997). CDC2/cyklin B1 komplex je sloZzen z cyklin B1 regulaéni
podjednotky a CDC2 katalytické podjednotky, ktera ma kindzovou aktivitu. CDC2
ziskava protein kinasovou aktivitu az po navazani cyklin B1 podjednotky.
CDC2/cyklin B1 komplex, nazyvajici se maturation promoting factor - MPF, je
nezbytny pro pifechod z G1 do S faze a z G2 do M faze bunééného cyklu (Dumphy et
al., 1988). Transkript CDC2 je nejhojn&j§i v pozdnim pachytene a diplotene
spermatocytl pfipravujicich se na I. meiotické déleni. HSP70-2 je nejhojnéj§i v té
samé fazi buné&éného cyklu, coz samo o sobé& naznacuje jistou souvislost. Navic
vyfazenim (knockout) genu pro Hsp70-2 se bunéény vyvoj zastavi pfi pfechodu z G,
faze do M faze a je zapo€ata apoptdza. Bylo prokazano, ze Hsp70-2 asociuje pouze
s CDC2, pravdépodobné& mu pomaha zaujmout spravnou konformaci pro zformovani
funkéniho heterodimeru s cyklinem B1. U Hsp70-2 / mysi byla pfitomna CDC2
podjednotka i cyklin B1 podjednotka, ale nevytvofil se funkéni komplex CDC2-cyklin
B1 heterodimer a tim padem CDC2 postradala kinazovou aktivitu a do$lo k zastaveni
buné&ného cyklu. Souvislost mezi HSP70-2 a funk&nosti komplexu CDC2/cyklin B1
byla definitivné prokazana pokusem in vitro, kdy do &erstvé pfipraveného extraktu
ztestes Hsp70-2 7 mysSi byl pfidam HSP70-2. Nejen Ze doslo k sestaveni
CDC2/cyklin B1 komplexu, ale byla i znovu nastavena CDC2 kinazova aktivita (Zhu
et al.,, 1997). Tyto vysledky prokazaly hypotézu, Zze Hsp70-2 protein je nezbytny
k vytvofeni CDC2-cyklinB1 komplexu a ziskani kinazové aktivity CDC2.

DalSi pfi¢inou preruseni meidzy by mohla byt nespravna funkce
synaptonemalniho komplexu zapfi¢inéna absenci Hsp 70-2 (Allen et al., 1996).
Synaptonemalni komplex se formuje béhem zygotene meiotické profaze, kdy se
homologni chromozomy sefadi uprostied buriky a vytvoii synaptonemalni komplex.
Jedna se o komplex protein, v némz jsou hojné zastoupeny koheziny. Bé&éhem
diplotene potom dojde k desynapsi a chromozomy kondenzuji, aby mohlo dojit k I.
meiotickému rozdéleni (Dix et al., 1997). Barvenim bylo prokazano, ze HSP70-2 je
pfitomny v synaptonemalnim komplexu spermii myS8i a kieCka, ale
v synaptonemalnim komplexu vaji€ka pfitomen nebyl (Allen et al., 1996). U mysi
s nedostatkem Hsp70-2 byl detekovan synaptonemalni komplex, to znamena, zZe
tento protein neni nezbytny pro jeho tvorbu. Av8ak u takto vzniklého
synaptonemalniho komplexu nedoslo v pozdni pachytene k desynapsi a byly patrné
strukturalni abnormality. Jen velmi zfidka tyto buriky dokongily |. meiotické déleni
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(Dix et al., 1996/1997). Z ¢ehoZ vyplyva, Ze Hsp70-2 je nezbytny pro desynapsi
synaptonemalniho komplexu a jeho absence vazné poskozuje vyvoj spermatocytl a
zapfi€ifiuje apoptézu téchto bunék. Role Hsp70-2 v desynapsi neni prfesné znama,
ale existuje nékolik hypotéz. Za prvé Hsp70-2 muze byt strukturalni dast
synaptonemalniho komplexu. DalSi hypotéza predpoklada, Ze absence Cdc2
kindzové aktivity muze zpusobit problémy s desynapsi. Jak bylo uvedeno vyse,
Hsp70-2 je nezbytnym chaperonem pro CDC2 protein kindzu. Vztah mezi timto
nalezem a selhanim desynapse synaptonemalniho komplexu neni znam, ale jisté
souvisiosti jsou jiz znamé. Napfiklad hlavnimi komponenty filament
synaptonemalniho komplexu jsou proteiny SCP1 a SYN1, které maji na svém
karboxylovém konci potencionalni vazebné misto pro CDC2 proteinkinazu.
K rozpojovani proteinovych komplext je v buiikach bézné pouzita fosforylace, proto
je pravdépodobné, Zze CDC2 hraje roli v desynapsi synaptonemalniho komplexu.
Pritomnost Hsp70-2 na synaptonemalnim komplexu by pak byla vysvétlovana jako
prostifedek k uleh&eni aktivace CDC2 pro tento proces. DalSi moznost je, ze Hsp70-2
pomaha slozit synaptonemalni komplex takovym zplsobem, ktery umoziiuje pozdé&;jsi
desynapsi. Posledni hypotéza predpoklada, ze Hsp70-2 pomaha sbalit dalSi proteiny
asociované se synaptonemalnim komplexem, které vytvofi funk&ni komplex a
umozni pozdé&jSi desynapsi (Eddy, 1999).

Radou studii byl prokazan vliv Hsp70 na apopt6zu bunék. Nékteré z nich jsou jiZ
uvedeny vySe, napfiklad indukce apoptdézy spojend se ztratou CDC2 kinazové
aktivity a problémy s desynapsi synaptonemalniho komplexu. Apoptéza je
programovana bunééna smrt a je charakterizovana ztratou fosfolipidové symetrie
v plasmatické membrané, kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA. V kone¢né fazi
se apoptické buriky rozpadnou na apopticka téliska, ktera jsou rychle fagocytovana
bez poskozeni okolnich bunék (obr. 5.). Apopticka smrt je Casty jev vyskytujici se u
riznych druh v mnoha tkanich a rGznych procesech. Apoptdéza spermatogenickych
bunék v testes je u savcl rozsifenym jevem. Nejcastsji k ni dochazi u spermatogonii,
ale miZeme ji pozorovat v prib&hu celé spermatogeneze (Allan et al. 1992). U
zdravého jedince dochazi k zaniku asi 75% zarodeénych bunék, coz mize slouzit
jednak k odstranéni vadnych zarodeénych bunék, nebo k redukci zarodecnych bunek
na podet o ktery jsou schopny se postarat Sertoliho buriky. Sertoliho bufiky také

podstupuji apoptézu, ktera in vivo slouzi k formovani semenotvornych vacka.
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Obr.5: Schematicka kresba znazoriiujici morfologické zmény, ke kterym
dochazi v prib&hu apoptézy (Lodish et al., 2000).

B&hem prvnich dvou tydnt postnatainiho vyvoje nebyl pozorovan rozdil mezi
divokym typem mysi a mutantnim typem mysi (Hsp70-2 7/ ) v procesu apoptézy. Jiz
béhem patnactého dne se v3ak pocet apoptickych bunék u mutantnich mysi zvysil
oproti divokym mysim a byl zna&n& vy38i sedmnacty den - pii prvni viné
spermatogeneze (Mori et al., 1997). VSechny pachyteni spermatocyty zanikly do 19.
dne, z &ehoz vyplyva, Ze k aktivaci apoptézy dochazi jiz pfed pieruSsenim meibézy
zapii¢inénym nedostatkem Hsp70-2. Hlavni cesta aktivace apoptézy je pfes p53 —
dependentni mechanismus, ale neni tomu tak u Hsp70-2 "/ mysi. Bylo to prokazano
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pokusem, kdy byly zkfizeny Hsp70-2 7/ samice s p53 7/ samci, aby vznikl dvojity
homozygotni mutant Hsp70-2 7/, p53 /. Tito mutanti byli neplodni a v8echny jejich
spermatocyty podstoupily apoptézu. Z toho vyplyva, Zze aktivace apoptézy u Hsp70-
2 7/ mysi probiha p53 — nezavislou cestou (Dix et al., 1997).

Hsp70 pomaha chranit buriky pfed apoptdzou i v ranném embryonalnim vyvoji.
Pfitomnost anti-HSP protilatky v kultufe buné&k ve stadiu 3. az 9. dne zvysila
apoptézu a vyznamné redukovala pocet embryi, které dosahly stadia blastocysty
(Matwee et al., 2001). U mySich blastocyst kultivovanych v pfitomnosti anti-Hsp byla
fragmentace DNA pozorovana daleko ¢astéji nez u normalnich blastocyt. Apoptéza
by tedy mohla byt disledkem toxikace embrya spojenou s inhibici Hsp70 (Neuer et
al,, 1999). Piesny mechanismus, kterym Hsps zabranuji apoptéze neni znam a
vyzaduje daliSi vyzkum.

Hsp70 ma také schopnost indukovat 24 hodinovou zastavu bunééného cyklu.
Tato zastava je pravdépodobné mechanismus, kterym se buiiky brani apoptéze.
Ziskaji tim ¢as na opraveni $kod zplsobenych bunéénym stresem. Rozhodnuti mezi
zastavou bunééného cyklu a apoptézou pravdépodobné zavisi na typu burky a
rozsahu jejiho poskozeni (Matwee et al., 2001).

Ukazalo se, Zze Hsp70 hraje dulezitou roli i v interakci gamet. Bylo to prokazano
fadou studii, napfiklad pfitomnost anti-Hsp protilatky vyrazné snizila vazbu spermie
na zona pellucida hovéziho ovocytu a pferusila dokon€eni meibzy Il a formaci
pronukleu (Matwee et al., 2001). A&koliv se ukazalo, Zze poc¢ateéni rozpoznani
spermie-oocyt nebylo ovlivhéno anti-Hsp70 protilatkou, bylo prokazano, ze vétsSina
spermii vazanych na zona pellucida oocytu tuto vazbu ztrati po inkubaci s anti-
Hsp70. Hsp 70 moZna nehraje roli v éasném rozpoznani spermie a vajicka, ale urcité
je dulezity pro navazani spermie, které nasleduje hned po ¢asném rozpoznani
oocytu (Matwee et al., 2001). Navic Hsp70 je pfitomen na acrosomu ejakuovanych
by&ich spermii a podstupuje relokalizaci do oblasti ekvatorialniho segmentu béhem
kapacitace a akrosomalni reakce, coz také naznaduje jeho funkci pfi vazbé spermie
na vajicko (Kammarudin et al., 2004). Vysledky Matwee et al. (2001) ukazaly, Ze
Hsp70 mize ovliviiovat nejen vazbu spermie na vaji¢ko, ale v pozdé&jsi fazi fertilizace

i fuzi membrany spermie s membranou vaji€ka. Hsp70 ma vyznam i v post-

20



fertilizanich procesech. Je pravdépodobné, ze ochranuje vajicko pied stresem
v €asné fazi ryhovani, pred tim nez je aktivovan embryonaini genom. Syntéza heat
shock proteini je pravdépodobné regulovana na Udrovni transkripce po dosaZeni
Ctyibunééného stadia, ale indukce syntézy Hsps neni optimalni az do stadia
blastocysty. Proto ma tepelny Sok velmi Skodlivy efekt na ranny embryonalni vyvoj
oocytll skotu a naopak faze moruly i blastuly jsou proti tomuto Soku pomérné
rezistentni (Matwee et al., 2001).

Jak jiz bylo zminéno vySe, homolog Hsp70-2 byl nalezen i v lidskych testes a je
znam pod nazvem HspA2. Je signifikantné exprimovan pouze v lidskych testes
s normalné probihajici spermatogenezi, zatim co v testes s abnormalné probihajici
spermatogenezi je ho nedostatek. Nejvice HspA2 bylo pozorovano u spermatocytt
v éasné fazi meiézy. Naopak u spermatocytl, u kterych bylo pozorovano zastaveni
meiozy, bylo detekovano jen velmi malo HspA2. V Leydigovych a Sertoliho burfikach
pfitomnost HspA2 detekovana nebyla. Tyto vysledky nasvedéuji tomu, ze HspA2 u
lidi ma, stejné jako Hsp70-2 u mysi, nezastupitelnou roli ve spermatogenezi a jeho

nedostatek muze zapficinit muZzskou neplodnost (Huai L. et al., 2001).

4.2. Heat shock protein 60

Heat shock protein 60 (Hsp60) také patfi do rozsahlé rodiny ,heat shock®
proteinli, které se vyskytuji v Sirokém okruhu eukaryotickych a prokaryotickych
bunék. U eukaryotickych bunék je Hsp60 kédovan jadernou DNA, syntetizovan
cytoplazmatickymi ribosomy a transferovan do mitochondrialni matrix. Je to vysoce
konzervovany protein, skladajci se ze sedmi podjednotek (Meinhardt et al., 1995).
Hlavni funkce mitochondrialniho Hsp 60 je spravné sbaleni nové importovanych
proteinll a zabranéni jejich agregaci &i $patnému sbaleni. VaZze se na nesbalené
proteiny, nasledné je uvolfiuje ATP dependentnim zplsobem a spolupracuje pfi tom
s ko-chaperonem Hsp10. Transport do mitochondrii obstarava cytosolicky Hsp70
(obr. 6.). Kromé& tohoto je Hsp60 také zodpovédny za export uréitych proteind
Z mitochondrialni matrix do mezimembranového prostoru. Hsp60 drzi tyto proteiny
v nesbaleném stavu, protoZze jediné tak mohou byt pfeneseny pies vnitini
mitochondrialni membranu do mezimembranového prostoru (Werner et al., 1997).
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Mitochondrie jsou semiautonomni organely s viastni DNA, ale vétSina jejich
proteini je kédovana v jadie, syntetizovana v cytoplazmé a poté transportovana do
mitochondrii. Proto jsou vySe uvedené funkce Hsp60 pro mitochondrie a jejich
spravnou funkci nezbytné. Hsp60 je jeden z hlavnich proteinl, které piedstavuji
nezbytnou komponentu specifické cesty pro zrani a sbaleni mitochondrialnich
protein(.

Obr. 6: Import proteinti do mitochondrii. Proteiny obsahuiji cilovou sekvenci, ktera
se sklada hlavné z pozitivné nabitych aminokyselin. Proteiny jsou udrzovany
v rozbaleném stavu cytosolickym Hsp70 a jsou rozpoznany receptory na povrchu
mitochondrii. Rozbaleny polypeptidovy fetézec je pak translokovan pies komplex
zvany Tom na vnéj$i membrané a pfenesen na komplex Tim na vnitini membrané
a dale do matrix. V matrix je pfedan Hsp60, ktery zprostiedkuje jeho spravné
sbaleni (Cooper, 2000).
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Hsp 60 je exprimovan i v samdich testes, a to jak v spermatogennich burikach,
tak v Sertoliho a Leyidigovych burikach. Radou studii bylo prokazano, e exprese
Hsp60 je regulovana béhem spermatogeneze a vyskytuje se jen v urditych
buné&nych typech. Napfiklad studie Meinhardt et al. (1998), ve které byly pouzity
imunohistochemické a Western blot analyzy, prokazala vyvojové regulovanou
distribuci Hsp60 v zarodeénych burikach a endokrinnich buiikach testes u makaku.
Sertoliho buriky byly vzdy Hsp60 pozitivni, zatimco barveni spermatogonii bylo
zavislé na stupni proliferace s nejvy$§im bodem u mitoticky se délicich bunék. Hsp60
pozitivni byly i ranné spermatocyty, oproti tomu Zadna Hsp60 imunoreaktivita nebyla
detekovana u ranych pachyténich spermatocytl a nasledujicich bunéénych stadii.

Mitochondrie zarodeénych bunék podstupuji velké morfologické zmény béhem
spermatogeneze. V prepubertalnich zarode€nych burikach nebo u dospélych
spermatogonii se neli§i od mitochondrii somatickych bunék. B&éhem meidzy se
objevuje tzv. ,kondenzovany“ typ mitochondrii, ktery nalezneme napfiklad u
pachytenich spermatocytl. Tyto mitochondrie jsou vakuolizované a maji méné
diferenciovanou strukturu a malo nebo Zadné kristy (Seitz et al., 1995). Meiotické a
postmeiotické spermatogenické bunky jsou vétSinou zavislé na anaerobni glykolyze,
spiSe nez na aerobnim zpUsobu ziskavani energie. Také jsou zavislé na substratech,
které jim poskytuji Sertoliho bufky (laktat, pyruvat), jejich mitochondrie se méni na
kondenzovany typ a nevyskytuje se zde Hsp60. Pfedpoklada se, Ze tyto morfologické
zmény odrazi zmény ve funkci mitochondrii (Meinhardt et al., 1998).

Exprese Hsp60 v Leyidigovych buifikach se zda byt b&hem vyvoje hormonalné
regulovana. V pre-pubertalnich testes nebylo viditelné Zadné barveni, zatimco
Leydigovy buriky z testes dospélych samcl byly pozitivni. Po vystaveni Leydigovych
bunék hormonim FSH (folikuly stimulujici hormon) a hCG (human chorionic
gonadotropin) byly vysledky nasledujici. Pfidani FSH nemélo zZadny viliv na
pfitomnost Hsp60 v Leydigovych burikach, zatimco hCG samotné nebo v kombinaci
s FSH zapficinilo signifikantni vzrast. Je znamo, Zze hCG indukuje proliferaci
Leydigovych bunék a proto indukuje i biogenezi mitochondrii. Navic hCG zvy$uje i
sekreci testosteronu v Leydigovych buitkach (Meinhardt et al., 1998).
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Mitochondrie jsou Zivotné dulezité pro fyziologii buriky, pfi jejich nespravné funkci
buitka zanika. Jak jiz bylo zminéno vy3e, nejvy38i exprese Hsp60 je u mitoticky se
délicich bunék, aby bylo mozné vytvofit dals$i mitochondrie pro dcefiné buriky. Proto
buriky s nedostatkem Hsp60, maji problémy s délenim a vedou k zastaveni
mitotického déleni spermatogenickych bunék a tim i k nedostate¢né spermatogenezi
(Meinhardt et al., 1995).

4.3. Heat shock protein 41

Hsp 41 je spiSe znam jako Apg1 — ATP and peptide binding protein in germ
cells. Nékdy ho nalezneme i pod oznaéenim Osp94. Patii do rodiny Hsp110, ktera
zahrnuje tfi geny koédujici vysoce konzervované proteiny — Apg1, Apg2, Hsp110.
Apg1 je exprimovan ve v8ech mysSich tkanich, pfevazné vsak v testes. Nalezneme ho
ve spermatogennich burfikdch od pozdnich pachytenich spermatocytil po
postmeiotické spermatidy (Held et al., 2006). Pachyteni spermatocyty exprimuji dva
typy Apg1, jeden o velikosti 3,5kb a druhy o velikosti 3,0kb, zatimco spermatidy
exprimuji jen ten 3,0kb (Kaneko et al., 1997). Tyto dva typy transkripti se
pravdépodobné liSi délkou poly-A konce. Signifikantné je Apg1 exprimovan také
v ledvinach, kde je jeho vyskyt omezen na epitelialni buriky distalnich tubuld. Apg1
v ledvinach je nejen teplem, ale i hyperosmoticky indukovan (Held et al., 2006).

Teplota, pfi které dochazi k indukci Hsps se mezi organismy liSi. Pro ptaky a
savce je to kolem 40°C az 50°C a li§i se i mezi jednotlivymi buné&énymi typy daného
organismu. U mnoha savcl véetné ¢lovéka sestupuji testes béhem embryonalniho a
raného postnatalniho vyvoje do $ourku. V $ourku je teplota obvykle o 4°C az 7°C
chladné&jSi nez je télesna teplota (Kaneko et al., 1997). Zarode€né bunky jsou
nachylné na poskozeni zvySenim teploty. NiZsi teplota v testes ma pravdépodobné
souvislost s tim, Ze exprese Apg1 je indukovana niZ$i teplotou nez je obvyklé. Apg1
transkript je indukovan v testikularnich somatickych buiikach zménou teploty z 32°C
na 39°C, pfitemzZ tradién& dochazi kindukci Hsps pfi zméné z 37°C na 42°C
(Kaneko et al., 1997; Nonoguchi et al., 2001)
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Bylo zjisténo, ze v zarodeénych buifikach neni vyskyt Apg1 zavisly jen na
teploté, ale hlavné je vyvojové regulovan. CoZz naznaduje, Zze Apg1 hraje roli ve
spermatogenezi. Jeho pfesna funkce neni znama, nicméné pokusy na Apg1/ mysich
tuto hypotézu prokazaly. Homozygotni mutanti Apg1/ nemély problémy s vyvojem
do dospélosti, ale vétSina samcl byla neplodna (Held et al., 2006). Tato neplodnost
byla charakterizovana nedostatkem spermii a problémy s jejich motilitou. Pozorovana
redukce spermatogeneze byla dusledkem zvy$eni apoptézy zarodeénych bunék. U
Apg1’/ mySi byly rozeznany v8echny faze spermatogennich zarode¢nych bunék.
AvSak pocet prodluzujicich spermatid byl vyznamné redukovan. Pozdni
spermatocyty, meiotické buiiky a ¢asteéné i haploidni zarodeéné buriky vykazovaly
znaky degenerace jako je kondenzace chromatinu, fragmentace DNA, pfedCasné
uvolnéni zarode¢nych bunék do lumen a vyjimeéné i pfitomnost velkych
vicejadernych bunék. SniZzeni motility spermii by mohlo byt zapfi¢inéno bud
strukturalnimi defekty, nebo porusenim procesu vedouciho k rozvoji motility spermi.
U Apg17/ spermii nebyly pozorovany Zadné abnormality ve struktufe bi¢iku, takze
snizeni motility spermii bude spiSe souviset s poruSenim fyziologickych procesi
vedoucich k ziskani motility. Apg1 je jednim z hlavnich protein vazicich vapnik ve
spermatogennich burkach. Vapnik reguluje aktivitu enzymu, jako jsou proteinkinasy
a adenylatcyklasa, které jsou zahrnuty v regulaci ohybani bi¢iku (Held et al., 2006).
Pfi nedostatku Apg1 by mohlo dojit k poruSeni tohoto procesu a tim i k snizeni
motility.

5. Zavér

Heat shock proteiny maji nezastupitelnou roli v spermatogenezi, fertilizaci a
v raném vyvoji embrya. V tomto sméru je nejvice prozkouman Hsp 70.2, ktery ma
nepostradatelnou funkci ve spermatogenezi obzviasté pak ve fazi meiotického
déleni. Bylo prokazano, Ze je soucasti synaptonemalniho komplexu a zodpovida za
spravnou funkci CDC2 protein kinazy. Jeho absence ma fatalni disledky pro fertilitu
daného jedince. Navic bylo prokazano, ze Hsp70 pomaha chranit ranné embryonalni
buiiky pfed apoptézou a hraje také roli vinterakci gamet. Dal$im dilezZitym heat
shock proteinem je mitochondrialni Hsp60, ktery pomaha transportovat
mitochondrialni proteiny z cytoplazmy do mitochondriaini matrix. Hsp 60 se vyskytuje
ve spermatogennich buikach, zvlasté v téch které se mitoticky déli. Oproti tomu
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v pachyténich spermatocytech a nasledujicich stadii nebyl Hsp 60 detekovan. Dale
se Hsp 60 vyskytuje v Sertoliho a Leydigovych burikach. Nedostatek Hsp 60 vede
k zastaveni mitotického déleni spermatogonii a tim k problémdm s plodnosti. Apg1 je
dal$im heat shock proteinem vyskytujicim se v buiikach testes. Nalezneme ho ve
spermatogennich burikach od pozdnich pachytenich spermatocytli po postmeiotické
spermatidy. A jeho absence zapfidifiuje neplodnost. V somatickych testikularnich
buiikach je tento protein tepeln& indukovan a to zménou z 32°C na 39°C. Kromé
tohoto maji Hsps schopnost chranit buriky pied vlivem stresovych faktori a pomahaji
jim zregenerovat z poSkozeni zplUsobené tepelnym Sokem ¢&i jinymi stresovymi
faktory. Spermatogeneze je proces, ktery je nachylny k pferuseni mirnym zvySenim
teploty nebo jinymi Skodlivymi vlivy prostiedi. Hsps slouzi jako tzv. ,antistresové
proteiny“, pomahaji buiikdm piekonat stresové obdobi hlavné tim, Ze chrani jejich
proteiny pied denaturaci a v pfipadé poskozeni jim umoziiuji se zregenerovat.

Hsp proteiny jsou nezbytné pro reprodukce schopnost jedince. Jejich presny
mechanismus, kterym pulsobi ve spermatogenickych buiikach neni vzdy zcela znam.
Jejich dal$i vyzkum je dle mého nazoru potfebny. Hlavné ve svétle vzristajici
muzské neplodnosti, ktera je z velké &asti zapfiiinéna Skodlivymi vlivy prostiedi.
Vzhledem k tomu, Ze Hsp pomahaiji chranit buriky pied stresovymi faktory, by jejich
dalsi vyzkum mohl pomoci najit feSeni, jak buriky pied témito Skodlivymi vlivy chranit.
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6. Seznam zkratek

ADP - adenosindifosfat

Apg - protein z rodiny proteini tepelného Soku (Hsp110)

ATP - adenosintrifosfat

CDC2 - cyklin dependentni protein kinaza2

DNA - deoxyribonuklova kyselina

FSH - folikuly stimulujici hormon

Gapd - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

Gapds - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza specificka pro zarode¢né
buriky

hCG - human chorionic gonadotropin

Hk - hexokinaza

Hk1-s - hexokinaza specificka pro zarodeéné buriky

Hsc - heat shock protein (protein tepelného Soku), ktery je exprimovan
konstitutivhé

Hsp - heat shock protein (protein tepelného Soku)

MPF - maturation promoting factor

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselin

p53 - tumor supresorovy protein o vaze 53 kDa

SCP1 - synaptonemal complex protein 1(synaptonemaini proteinovy
komplex 1)

SYN1 - synapsin 1
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