Lecture 3

Biologie reprodukce & Embryologie

GameTy
* Meidza
» Struktura a vyvoj
* Rozdily mezi vyvojem vajicka a spermie
* Regulace gametogeneze
* Ovaridlni a menstruacni cyklus - vzajemny vztah
» Transport gamet, kapacitace spermii, akrozomova reakce

Oplozeni and ¢asnad embryogeneze

» Kortikdlni reakce

* Ryhovadni, morula, blastocysta

» Aktivace embryondiniho genomu

* Embryondlni kmenové bunky, prenos jddra (klonovdnt)

Brno, Brezen 2018



Embryologie: co vSe zahrnuje?

Zygota

|

Mnohobunécné
embryo

|

Dynamicky
mnohobunécny
organismus

DIFERENCIACE BUNEK

a
MORFOGEZE

STABILNI GENOM

!

Genomicka ekvivalence

(= stejné mnozstvi DNA a stejna
nukleotidovad sekvence ve viech
burkdch organismu - klonovadnt)

X

VARIABILNI
TRANSKRIPTOM

!

Regu'datory trans ripce




Embryonalni x Fetalni vyvoj

Casné embryo
pred implantaci

VSechny organy
jsou zalozeny

Porod

A 4

Embryo Fetus

Fertilizace 8. T_)'lden

Primitivni
srdce
zadind bit
ve
étvrtém
tydnu.




K éemu je dobré pochopeni principu reprodukce,
vyvoje gamet a embryondlniho/fetdlniho vyvoje?

Moderni pristroje

Kultivace bunék Molekularni biologie
in vitro a genetika

* Lécba neplodnosti
* Kontracepce

» Eliminace vyvojovych abnormalit
Geneticky zdklad vyvoje gamet
Vysetreni genetického stavu plodu (amniova tekutina)
Porozuméni efektlm teratogennich agens
Vysetreni uvnitr délohy - sonografie
Chirurgické zdakroky uvnitr délohy
Dalsi




Proces rozmnozovani

- zaji$t'uje kontinudlni propagaci jedincli daného druhu
a tedy jeho trvalou existenci

» klicové pro rozmnozovani je preneseni duplikatu DNA
z rodiél na potomstvo

- u drtivé vétSiny druhl je tento prenos zaji$tén pomoci
vysoce specializovanych bunék - gamet

Jedinci odliSného pohlavi produkuji odliSné gamety

}

Zakladni predpoklad pohlavniho rozmnozovani




Pohlavni rozmnozovani prostrednictvim gamet
se muzZe jevit jako zbyteéné komplikované a méné efektivni nez rozmnoZovani nepohlavni, ale

mad velmi vyznamnou adaptacni dlohu.

Tato adaptaéni dloha se realizuje diky unikatnim genetickym procesim,
které se odehrdvaji béhem vyvoje obou typli gamet - vajicek a spermii.

PrestoZe v mnoha morfogenetickych detailech se vyvoj
vajicek a spermii mezi sebou vyrazné liSi, podstata
klicovych genetickych procest je u obou shodna.




Genetické procesy klicové pro gametogenezu se
odehravaji behem meiotického bunécného déleni -
MEIOZY

Tyto genetické procesy zahrnuji:

- ,Crossing over"
‘Nezavislou segregaci chromozom
-Redukci poétu chromozomd



Redukce poétu chromozomu

Proc?
Somaticka bunka Somaticka bunka Potomek
+
2n 2n 4n

Gamety musi mit haploidni poéet chromozomi (n), aby splynuti gamet
nevedlo u potomki ke znasobeni poétu chromozomi nad diploidni poéet (2n).



Principielné by se redukce poétu chromozémi mohla snadno odehrdt v jednom kroku vynechanim
replikace DNA s ndslednou separaci homolognich chromozomi pri jednom déleni buriky.




tvorba blvalen'ru

replikace DNA .crossing over"”
—>
1. meiotické déleni

Nezdvisld segregace chromozomu

Meioza - dvé déleni
misto jednoho
2. meiotické déleni

Oddéleni chromatid

PIné funkéni
pohlavni bunky




- ,Crossing over"
» Nezavisla segregace chromozomu
* Fertilizace

jsou zdrojem genetické diverzity, ktera
je zdkladem adaptace Zivych organismu
véetné CLOVEKA
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Morfologické
V?znqm pro a fyziologické
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Primordidlni zarodeéné bunky - PGC o
- kmenové buriky, které jsou spole¢né spermiim i oocytim
» vznikaji v Zloutkovém vacku (extraembryondiné)

* mnozi se mitotickym délenim a sou¢asné migruji do zdkladu gonad
(diky signdlim z okolniho prosttedi - laminin, kit-ligand, TGF-betal, ...)
* u ¢lovéka jsou pohlavné indiferentni az do ~6 tydne vyvoje

VYVOJOVE
PROCESY
v

- spermie se ve varlatech tvori || - pofet oocyti (folikull) v
nepretrzité od dosazeni d ovdriu je v okamziku narozeni
pohlavni dospélosti az do velmi neménné dan (u zeny ~500 000)
vysokého véku (dvé varlata muze - pouze maly po¢et oocyti se
mohou kaZzdou sekundu vyprodukovat vice za zivot vyvine ve VGjiE ko

nez 1000 spermatozoi) schopné oplozeni (u zeny ~400)

* v okamziku menopauzy
zUstdvd v ovdriu diky atresii
pouze maly poet oocytl
(u Zeny ~100-1000)




Oocyt

Jedna z nejvétsich a ,nejvzacnéjsich®
(poctem i vyznamem) bunék v téle.

Paradoxni bunka

Ani éra klonovani nedokazala vzit vajicku jeho nenahraditelnou dlohu !



Klicova obdobi vyvoje vajicka

) ) Oocyt 2. radu
Vajicko schopné

oplozeni a podpory
embryonalniho vyvoje

Zastaveni meidzy v diplotene Znovuzahdjeni

1. meiotického déleni meidzy
/ Ooocyt 1. radu l
mitotické L
déleni ‘ .~ 62/M zdstava ‘ [MI][MI:!f
PGC & oogonie rust meiotické zrani

(mésice) (hodiny)



Diplotene I.meiotického déleni

Kde a jak se vyvoj vajicka odehrdava ? (1)

Uvnitr ovaria

20 mm

<::: Primordiélni folikul

Rekrutovany folikul
(unilamelarni)
Preantralni folikul
(multilamelarni)

Sekundarni
(antradlni) folikul
(stredni velikost)

~14 dni

Terciarni (Grafav)
folikul

Primarni

folikuly | |

Vybér dominantniho folikulu
(nejcitlivéjsi k FSH)

Masivni produkce
hormoni

Androstendion
Theca folliculi interna

M
Estradiol
Granuldzni buriky




Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (2)

Rust oocytu

Odehradva se v ovdriu (sou&asné s ristem folikulu)
&

Signdl, ktery iniciuje rist neni zndm
(neni to FSH - hypofyzektomie nezabrdni iniciaci ristu)

&

Je plné zdvisly na kontaktu oocytu s granuléznimi burikami folikulu
(napr. protein .gap junctions" connexin-37)

&

Komunikace mezi oocytem a granuléznimi bunkami je obousmérnd

\ 1/

ligand
GDF-9



Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (3)

Rust oocytu

Pomaly, u ¢lovéka nékolikamésiéni proces

100x zveétSeni objemu - akumulace organel a molekul davajicich vaji¢ku
schopnost podporovat vyvoj embrya az do okamziku ziskdni autonomie

(asi 10® mitochondrii oocytu podporuje vyvoj embrya az do stddia blastocysty)

n

A

Intenzivni transkripce -
akumulace mRNA v dormantnim
stavu (regulovdno polyadenylaci a 22?)

transkripce

PIné vyrostly oocyt - ~2,5 ng RNA riist oocytu

v

Intenzivni translace - mnoho pr‘o‘reinﬁ (velmi omezené znalosti)
Priklad: ZP1, ZP2, ZP3 - proteiny zona pellucida

PIné vyrostly oocyt - ~120 ng proteinu

Transkriptom
a proteom -
podminuji
unikatni
vlastnosti
oocytu



Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (4)

Epigenetické zmény odehrdvajici-se béhem ristu

Reaktivace X chromozomu

- somatické buriky - jeden X chromozom inaktivovdan hypermetylaci cytozinG
v molekule DNA

» rostouci oocyt - oba X chromozomy aktivni (nutné pro vyvoj oocytu - karyotyp
45, X0 ma za ndsledek abnormadlni vyvoj ovdria)

&

Genomicky imprinting
- epigeneticka modifikace au‘rozomalmch chromozomt vedouci
k monoalelické expresi gent - umoZnéna aktivitou enzymu DNA
metyltransferdzy

* PGC jsou globalné demetylovany

- béhem ristu oocytu dochdzi k novému ustaveni imprintingu (asi 40 gent)

Abnormality v imprintingu mohou byt divodem

spontdnnich abortl pri asistované reprodukci Il
(in vitro manipulace s gametami a embryi miZe vést
k abnormalitdm v imprintingu)




Kde a jak se vyvoj vajicka odehrdva ? (5)

Posledni hodiny pred ovulaci - meiotickd maturace

LH Transkripce inhibovana | X | Translace aktivni

u_ A

a.

>3

(]

i

> | pokles

3"‘ cAMP

(w]

@ N @ - - @ ............ @
GVBD Penetr'ace

piné vyrostly oocyt . spermie ¥
oocyt (62/MI)  °ocyt v MI v interfazi  Vajicko v MII zygota
N— .
T~

Clovek ~ 25 hodin Blood

vessels e

radiata &




Posledni pohled na ovarium

Early secondary

Primary follicle

follicle

Maturing
Primordial follicle
follicle
Mature

follicle

Corpus
ilbicans

Ruptured
follicle

Early

Corpus _
luteum Late ?Jlfl'i?::tllg
atretic Co rpus
follicle luteurn

Carlson: Human Embryology and Developmental Biology, 4th Edition.
Copyright © 2009 by Mosby, an imprint of Elsavier, Inc. All rights reserved.
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Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (6)

Hypotalamus

Hormondlni regulace
ovaridlniho cyklu

Gonadotropin-releasing

hormon
(pulzy)

Gonadotropiny
FSH

~ =

A\

Rist folikuld Meioticka maturace

Corpus luteum

+ Ovulace
Estrogen Progesteron
+ Esfr‘ogen
|Mens1’ruaéni f.| | Proliferaéni faze | | Sekreéni (luteadlni) faze |Ischemick6| |Mens1’ruaéni f.|

0 5 27 28 5
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Vyvoj spermii - Spermatogeneze (1)

erm

ie na vajicku

~0.5 um

Acrosome

| Rasma memisane

Nucleus Mitochondria
Centriole

Minimdlni ejakuldt (WHO)

- Objem - 1.5 ml

+ Koncentrace spermii - 15.1 millions/ml
* Motilita - 40%




Vyvoj spermii (2)

Pred
pubertou

Mitotické déleni spermatogonii
v zarodeénych pruzich

LR
v/
Lumen of
seminiferous
tubule
Ductus (vas) Ductuli efferentes 2 77 Late
deferens H spermiogenesis
~ Early
Rete testis = spermatids
H @
Epididymis Tunkca T E ™~ Secondary
. . albuginea £ 39 spermatocytes
Po dosazeni semritte, | ~0.25 mm 2E
Ty —F— Seminiferous ¢, : 23 -
puberfy ol *efubules e ~0.5 km * !
Taamn® spermatocytes
;!;ebsltjilgglar ~ Nucleus of
Sertali cell
Septum ;
€ 5
— Spermatogonia
Testis g P .
€
58
8
o 3 )
—- Basal lamina
- Fibroblast

Spermatocytogeneze (mitotickd f.)

|




Vyvoj spermii (3)

A, Spermatogonie - Kmenové b. \

A; Spermatogonie

* Spojeni s bazdlni membrdnou

A, Spermatogonie > * Mitotické déleni
* 2N, 4C

A; Spermatogonie

B Spermatogonie

J |

Primarni spermatocyty
1. Meiotické déleni

Sekundarni spermatocyty - 1IN, 2C <

2. Meiotické déleni

Spermatidy - 1IN, 1€

Spermiogenize
 Bez déleni Il
« Diferenciace




Vyvoj spermii (4) - Spermiogeneze

Flagellum

Acrosome

Golgi apparatus

Nucleus

Mitochondrial
sheath

Residual
body

Mitochondrial
sheath

Histony na Protaminy
Inaktivace genomu
Ztrata cytoplasmy

Produkce spermii

* 1 milion spermii kazdou hodinu
- Spermatogeneze trva ~70 dni
* Transport nadvarletem trvd ~8-17 dni

* Cyklicky charakter

(Cyklus semenotvorného epitelu - 16 dni
- stejné vyvojové stddium na stejném misté)




Vyvoj spermii (5) - Regulace

» Hypothalamus

\\,LTH
Negative feedback % //Negative feedback of

Sertoliho buiky s Jchonse:
*Podpora , ochrana, vyziva gr
-Fagocytéza f _ _ .
*Bariéra krev-varle (zon. occlud.) I se sy tiees &
- Anti-mullerian hormon by Leydig cells s
*Produkce fruktézy Anterior pituitary
*Produkce inhibinu (mh FSH pl"Od.) FSH stimulates Sertoli

cells to synthesize
androgen-binding
protein (ABP)

Leydigovy burky Leydig cells
AV infersticit 2 L
*10 % hmoty varlete

‘Produkce testosteronu

Seminiferous
tubule




Oplozeni (1)

= proces, ktery kulminuje spojenim jadra spermie
s jddrem vajicka v jeho aktivované cytoplazme

Kde se gamety potkaji ?

o Day2

S Uterus
LT Day 3-4

- Ovudukt S~

\\ %ﬁl 200 @ “',%ﬁ’:‘!“d Doy

/ — - 8-cell
o W compacted
i % ftized o e A/
egg Z
e ) e ..

ygote) ~
2’ . \\‘ S — ectode
Ovarlum i Early \ 3 astocoe
blastocyst E "~ Inner
Zona | Day6-7

pellu cida\—fl

Late-stage | & ‘6.3::
blastocyst




Oplozeni (2)

Oocyt se pripravuje na penetraci spermii

Oocyt je schopen oplozeni
pouze 12 az 16 hodin

Fimbriae

2 / Infundibulum



Oplozeni (3)

Cesta spermii do mista oplozeni

Semenné
vacky Prostata
& Urin. bladder -~ Sper‘mie
: Uretra .
200 - 600 miliont
&
Bulbouretrdlni ¢ Producty pridatnych
Héza EJAKULAT ohlavnich! zlaz
Ductus ( (2-6 ml) P
\
deferens [™\ \ * Cholesterol (v prostasomech)
/ '| - Prostaglandin
Nadvarle ' | * Fruktoza

Varle —

+ Vesikulaza (koaguluje ejakulat)




2 - 7 hodin
Vagina Délozni krcek Déloha
200-600 miliond spermii
- Kyselé prostredi - Cisti spermie

- Aktivni pohyb spermii + Cervikalni hlen
stabilizuje spermie
- Zahajuje kapacitaci

- Odstranéni glykoproteinl z hlavicky

+ Zména sloZeni bunééné membrany
- Vzriist pohyblivosti

Oplozeni (4) Cesta spermii do mista oplozeni

100-1000 spermii




Oplozeni (5)

Proniknuti spermie do vajicka

Akrozomadlni reakce
Zahdjena kontaktem se ZP proteiny

Uvolnéni akrozinu, neuraminiddzy, esterdz

Uvolnéni hyaluronidazy

Zona pelucida

Perivitelinni prostor

Penetrace ZP

Flize s oolemou

Vstup do ooplazmy

Uvolnéni lyzosomdlnich enzymt Modifikace ZP

z kortikdlnich granul

OO



Oplozeni (6)

Vznik zygoty a prvni bunécna déleni

~8-12 h > ~6-8 h > ~12-14 h> Il ~3-4dny >

+ ..Oocyte-activating

Spermie
- DNA
- Cenriol

factor"

Ooocyt

- DNA
+ Mitochondrie
+ Cytoplasma

DNA ZYQO"'G Gap junctions

syntéza  Prvojddra flizovéna
(Syngamie)

Oviduk+t Déloha



Vyvoj blastocysty

Trofoblast

Blastocoel

Embryoblast

.
o Ly
.
.
.
.
.
.
.

y .

Kompaktovana
morula

Expandovana .Hatching"
blastocysta blastocysta

o
.

S WLLLLELLLLLERRLL

-

220-280 pm

.Hatched"
blastocysta

_/

Y

Denb5 -6
(60 az 80 bunék)




Vajicko - vykonny regulator exprese gent

&) &) (&

Translace maternadlni mRNA

A
A 4
A
A 4

Translace zygotické mRNA

/—* Zygoticka transkripce

—_— Represe transkripce

Aktivace embryondlniho _ -
genomu — Vyznam ,enhanceru”




Aktivace embryonalniho genomu

Nepredstavuje jednu diskrétni uddlost
(prvni znamky jiz v zygoté, u clovéka maximum ve
4- az 8-bunécném embryu)

Dva typy transkripttii

-------
-------
by
]
1
~
&
s
.
*

<

Transkripty nahrazujici Nové transkripty urcujici

degradované materndlni zcela novy vzor genové
mRNA exprese

Je ,zodpovédny" za ustaveni stavu totipotence blastomer
&
Predstavuje fenomem oznacovany REPROGRAMACE genomu



Prenos jadra (klonovdni) - princip

<>

. Aktivace
4
@ Reprogramace .Normalni* vyvoj
\

Somaticka bunka — —
Klonovani ma nizkou efektivitu (1-3%)
Reprogramace je pomald a nejspis
nekomple‘rni (vysledkem je abnormdlni exprese
gend, )

Ucinnost reprogamace je zavisla na

mnoha faktorech (typ somatické buriky,
stadium bunééného cyklu, ...)




Lidské embryonadlni kmenové (hES)
bunky

(Thompson et al, 1998)

Casné embryo ve stadiu blastocysty

Izolace embryoblastu (ICM - Inner Cell Mass)

Preneseni izolovaného embryoblastu do
in vitro podminek (+ podplirné bufiky + FGF-2)

Propagace v kulture mechanickou ¢i enzymatickou
disagregaci (opakovanym pasdzovanim)




Derivace postmeiotickych zarodecnych bunék
z lidskych ES bunék

Prof. Harry Moore, University of Sheffield, 2009

B) C-KIT Struktury velmi podobné komplexiim
C) I-97 antigen oocyt-granulézni burky (zona
D) Buriky s kondenzovanym pellucida nevyvinuta)

chromatinem a naznakem biciku




Dekuji za pozornost |

Otdzky a komentdre na:
ahampl@med.muni.cz



