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 ¢asna embryogeneze

» Kortikdlni reakce

* Ryhovadni, morula, blastocysta

» Aktivace embryondlniho genomu

* Embryonalni kmenové bunky, prenos jddra (klonovani)

Brno, Brezen 2012



Embryologie: co vSe zahrnuje?
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K éemu je dobré pochopeni principu reprodukce,
vyvoje gamet a embryondlniho/fetdlniho vyvoje?

Moderni pristroje

Molekularni biologie

Kultivace bunék :
a genetika

in vitro

* Lécba neplodnosti
- Kontracepce

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




Proces rozmnozovani

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

» klicové pro rozmnoZovani je preneseni duplikatu DNA
z rodi¢i na potomstvo

- u drtivé vétSiny druhi je tento prenos zajiStén pomoci
vysoce specializovanych bunék - gamet

Jedinci odliSného pohlavi produkuji odliSné gamety

}

Zakladni predpoklad pohlavniho rozmnoZovadni




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

ma velmi vyznamnou adaptacni dlohu.

Tato adaptaéni dloha se realizuje diky unikatnim genetickym procesim,
které se odehravaji 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 procesii je u obou shodna.




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

Tyto genetické procesy zahrnuji:

- Redukci poétu chromozomdi
- Nezavislou segregaci chromozomt
- ,Crossing over"”



Redukce poétu chromozomu

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

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



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




tvorba blvalen'ru

replikace DNA .crossing over"
-
1. meiotické déleni

Nezavisla segregace chromozomi

Meioza - dvé déleni
misto jednoho
2. meioticke déleni

Oddéleni chromatid

Plné funkcni
pohlavni bunky




- ,Crossing over"
- Nezavisla segregace chromozomu
* Fertilizace

jsou zdrojem genetické diverzity, ktera

je zdkladem adaptace Zivych organismi
véetné CLOVEKA



mZoOoOXI U

MZWHTCOTO

Geneticka funkce

‘Q’ Spermie | X

Morfologickeé
Vyznam pro a fyziologické
vyvoj embrya vlastnosti

(reprodukci)

Vyvoj a mechanismy,

oooooo



Primordidlni zdrodecné bunky - PGC o
- kmenové buriky, které jsou spole¢né spermiim i oocytlm
» vznikaji v Zloutkovém vacku (extraembryondiné)

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

VYVOJOVE
PROCESY
v

- spermie se ve varlatech tvori || - polet oocytl (folikuld) v
nepretrzité od dosazeni d ovdriu je v okamziku narozeni
pohlavni dospélosti az do velmi nemeénné dan (u zeny ~500 000)
vysokého véku (dvé varlata muze - pouze maly polet oocytl se
mohou kazdou sekundu vyprodukovat vice za zivot vyvine ve vajiE 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 ,nejvzacneéjSich”
(poctem i vyznamem) bunék v téle.

Paradoxni bunka

Ani éra klonovani nedokdzala vzit vajicku jeho nenahraditelnou dlohu !



Klicova obdobi vyvoje vajicka

Vajicko schopné
oplozeni a podpory
embryonalniho vyvoje

Zastaveni meiozy v diplotene Znovuzahdjeni

1. meiotického déleni meidzy
mitotické .
déleni ‘ 62/M zdstava ‘ [MIJ[MI];
PGC & oogonie rust meiotické zrani

(mésice az rok) (hodiny)



Diplotene I.meiotického déleni

Kde a jak se vyvoj vajicka odehrdava ? (1)

20 mm

Uvnitr ovaria

30 um
\ 4

<:: Primordidlni folikul

Rekrutovany folikul

Antralni folikul
(stredni velikost)

Preantralni folikul
(¢asné stadium)

~14 dni

Preovulaéni fol.
(velky)

b

g

FSH-
independentni

Vybér dominantniho folikulu
(nejcitlivéjsi k FSH)

Masivni produkce
hormond

Androstendion
Theca folliculi interna

v
Estradiol
Granulézni buriky




Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (2)

Rust oocytu

Odehrdva se v ovdriu (souéasné s riistem folikulu)
&

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

&

Je pIné zavisly na kontaktu oocytu s granuldznimi burikami folikulu
(napr. protein .gap junctions" connexin-37)

&

Komunikace mezi oocytem a granuldznimi burikami je obousmérnd

\ 1/

ligand
GDF-9



Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (3)

Rust oocytu

Pomaly, u ¢lovéka nékolikamésiéni proces

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

(asi 105 mitochondrii oocytu podporuje vyvoj embrya az do stddia blastocysty)

»

A

Intenzivni transkripce -
akumulace mRNA v dormantnim
stavu (regulovdno polyadenylaci a 2??)

transkripce

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

v

Intenzivni translace - mnoho proteinl (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 odehradva ? (4)

Epigenetické zmény odehradvajici-se béhem rustu

Reaktivace X chromozomu

- somatické buriky - jeden X chromozom inaktivovdn hypermetylaci cytozind
v molekule DNA

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

&

Genomicky imprinting
- epigenetickd modifikace au‘rozomalmch chromozomi vedouci
k monoalelické expresi genti - umoznéna aktivitou enzymu DNA
metyltransferazy

* PGC jsou globadlné demetylovany

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

Abnormality v imprintingu mohou byt divodem

spontdnnich abortl pri asistované reprodukci !l
(in vitro manipulace s gametami a embryi miZe vést
k abnormalitam v imprintingu)




Kde a jak se vyvoj vajicka odehrava ? (5)

Posledni hodiny pred ovulaci - meiotickd maturace

LH Transkripce inhibovana Translace aktivni
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Posledni pohled na ovarium

Early secondary

Primary follicle

follicle

Maturing
Primordial follicle
follicle
Mature

follicle

Corpus
ilbicans

Ruptured
follicle

Early

Corpus :
luteum Late fgﬁ;g
ﬂtrEtIC Corpus

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

. Hypotalamus
Hormonadlni regulace

ovaridlniho cyklu

Gonadotropin-releasing

hormon
(pulzy)

T

Gonadotropiny
FSH LH

- =

Rist folikuld Meioticka maturace

Corpus luteum

+ Ovulace
Estrogen Progesteron
+ Estrogen
|Mens‘rruaEni f | | Proliferaéni faze | | Sekreéni (lutedlni) faze | |Ischemické| |Mens‘rruaéni f |
o 5 14 27 28 5



Vyvoj spermii - Spermatogeneze (1)

~0.5 pm

Acrosome
| Rasma membane

Mitochondria

Spér'rr\:il.

Minimalni ejakulat (WHO)

- Objem - 1.5 ml

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




Pred
pubertou

Po dosazeni
puberty

Vyvoj spermii (2)

Mitotické déleni spermatogonii
v zdrodecnych pruzich

Ductus (vas) Ductuli efferentes

deferens

Rete testis

Tuﬂipa
albuginea

gunuEEEy,

o o S

s Seminiferous %
S\

.
N e, tubules v
T T

L
minal

Adlu

~0.25 mm
~0.5 km

Testicular
lobules

Septum

Testis

Spermatocytogeneze (mitotickd f.) ‘

Basal

compartment

compartment

Lumen of
seminiferous
tubule

7 Late

spermiogenesis

r~ Early
spermatids

Secondary
spermatocytes

I~ Primary
spermatocytes

L Nucleus of
Sertoli cell

- Spermatogonia

-— Basal lamina

I~ Fibroblast




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, 1C

Spermiogenize
+ Bez déleni lll
* Diferenciace




Vyvoj spermii (4) - Spermiogeneze

Flagellum

Acrosome

Mitochondria

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 trva ~8-17 dni

* Cyklicky charakter

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




Vyvoj spermii (5) - Regulace

5. Hypothalamus
( r\\:TH ; )
Negative feedback /lgative feedback of
i n of testosterone on inhibin on releasing
Ser"l'ollho b,l'lvnky releasing of LHRH LHRH
*Podpora , ochrana, vyziva an
*Fagocytéza _ _
SEhe ’ k | lud LH stimulates synthesis |« ~
ariera Krev-varile (ZOH oCciu ) of male ‘sex hormones y! “)

*Anti-mullerian hormon Dy evdia Gelts )
*Produkce fruktézy Anterior pituitary
*Produkce inhibinu (mh FSH PI"Od.) FSH stimulates Sertoli

cells to synthesize
androgen-binding
protein (ABP)

LeYdlgOVY bUﬁkY Leydig cells
.V intersticiu ke L
+10 % hmoty varlete
‘Produkce testosteronu X

Seminiferous
tubule




Oplozeni (1)

= proces, ktery kulminuje spojenim jadra spermie
s jadrem vajicka v jeho aktivované cytoplazmé

Kde se gamety potkaji ?

(72 )
4 Day2
Day1 — ;
7 ) Ovnduk‘r
€ 2 )

13 )JfF
b« \v / Ovarium
)

Fertilizgtio n

Ampu'a N

& ): H ..‘"I /

-“. \" ) \\i',/’ﬂ f

Y\ Y .,\
&

\O
\

“ b
.
.\

Ooc:

S‘-L\/‘B




Oplozeni (2)

Oocyt se pripravuje na penetraci spermii

Oocyt je schopen oplozeni
pouze 12 az 16 hodin

Fimbriae

/ Infundibulum



Oplozeni (3)

Cesta spermii do mista oplozeni

Semijnalni
eg[\“z“ Prostata
( Urin. bladder \ -~ Sper‘mie
' Uretra 5 (05 el
= miliond
&
Bulbouretralni / = 4 Product F'idafn'ch
3ldza ] ETAKULAT pohlg'w';ch ik,;
g (2-6 ml)
Ductus \
deferens [\ \ * Cholesterol (v prostasomech)
/ AT | * Prostaglandin
Nadvarle | i * Fruktéza
\ | \ * Vesikuldza (koaguluje ejakulat)

Varle ~—




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

+ Aktivni pohyb spermii + Cervikadlni hlen
stabilizuje spermie
+ Zahajuje kapacitaci

- Odstranéni glykoproteini z hlaviéky

+ Zména sloZeni bunécné membrany
- Vzrist 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

Fize s oolemou

Vstup do ooplazmy

i | Uvolnéni lyzosomdlnich enzyma Modifikace ZP

z kortikdlnich granul

QA.



Oplozeni (6)

Vznik zygoty a prvni bunécna déleni

~8-12 h > ~6-8 h > ~12-14h> N[ ~3-4dny >

+ ,,Oocyte-activating

Spermie
- DNA
+ Cenriol

factor"

Ooocyt

- DNA
- Mitochondrie
* Cytoplasma

DNA Zygota Gap junctions

syntéza  Prvojddra flizovdna
(Syngamie)

Oviduk+t Déloha



Vyvoj blastocysty

Trofoblast

Blastocoel

Embryoblast

ﬁ .

.
Kompaktovana Expandovana .Hatching" .Hatched"
morula i blastocysta blastocysta blastocysta
i 220-280 pm |

-

J

Y

Den 5 -6
(60 az 80 bunék)




Vajicko - vykonny regulator exprese gent

&)
(e®
o5
g5

Translace maternalni mRNA

Translace zygotické mRNA

/—* Zygoticka transkripce

—_— Represe transkripce

Aktivace embryondlniho _ ~
genomu — Vyznam ,enhanceru”




Aktivace embryondlniho genomu

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

Dva typy transkripti

-------
........
Ny
a
a
a
8
v
.
.

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
Vajicko
@ ...... Reprogramace .Normalni* vyvoj
\

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

Ucinnost reprogamace je zavisla na

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




Funkéni zona
endometria

kompaktni
+
spongidzni
+
bazdlni

Implantace blastocysty

Integriny + Laminin, Fibronektin
IGF1, IGF2, VEGF

Progesteron
hCH
Prostaglandiny

4 Molekularni hradi

Selektin na trofoblastu + glykoproteiny na epitelu

Metaloproteindzy + jejich tkdriové inhibitory

~

)

enstruaénl  Proliferacni Sekreéni
fdze fdze fdze
(estrogeny) (progesteron) Embryoblast
28
Syncytiotrofoblast

Stroma

Trofoblast




Casnd embryogeneza - Druhy tyden (1)

Ukonceni implantace + DalSi embryonalni vyvoj

Cytotrofoblast

* Mitoticky se délici buriky (jedna vrstva)

+ Zdroj bunék syncytiotrofoblastu
Trofoblast

+ Pokracujici invaze do endometria
- Destrukce kapilar a zlazek
* Pohlcovani apoptotickych bunék (Fas/Fas ligand)

Syncytiotrofoblast

- Flzované buriky (nédélici se, mnohojaderné)
Lakuny » Produkce hCG (stimuluje CL)
trofoblastu

Stav ve dni 8

~ Délozni Zzldzka

Syncytiotrofoblast —__ ;.

.
L}

_.. l.lllllllllllllllllllllll Embryonélni p6|

Amniovd dutina 2r
Epiblast - . Endometridlni
Hypoblast ¢ [ = kapilra

Blastocoel / )

- :.<llll:;llllllllllllllllllllll Abembr‘yonélni P6I
Cytotrofoblast



Casnd embryogeneza - Druhy tyden (2)

Flze lakun - vznik sité dutin

Eroze endometr. kapildr

------------
.........
. .

Deciduadlni reakce endometria
Vendzni vétev

.
we®
.
.
.
.
o
o
K
.
.
o
o
.
.
.
.
o
o
o
.
o
o

Rozristani kapilar I
P Uteroplacentarni

Diferenciace fibroblastd, cirkulace

akumulace glykogenu a lipidi

Syncytiotrofoblast
(e - .. P . e
Houbovita struktura A 4*1*1*:*1‘1’ &
ettt

=

Epitelizace
mista implantace

Stav ve dni 10 Stav ve dni 12




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 (+ podpirné buriky + FGF-2)

Propagace v kulture mechanickou Ci 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 komplexim
C) I-97 antigen oocyt-granulozni bunky (zona
D) Buriky s kondenzovanym pellucida nevyvinuta)

chromatinem a naznakem biciku




Dékuji za pozornost |

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



