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Fyziologie oocytu, ovulace,
kapacitace spermii, oplozeni

Marie Novakova
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atrézie
start selekce
lutealni faze : folikularni faze
menstruace
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Pfevzato z:
Pavel Travnik, Klinicka fyziologie lidské reprodukce
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Fyziologie oocytu
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Metabolismus oocytu
Mitochondrie

ER

Centrioly

Transzonalni vybéezky
Membranoveé transportéry
Receptory

Chromatin a transkripce
Translace a sekrecni aktivita

Cytoskelet a bunécné déleni

= =
m e
O =



4

Metabolismus oocytu — lidsky oocyt je tzv. alecitalni

OOCYT
* Neobsahuje energetické zasoby (glykogen, lipidy)
« Zanedbatelna role -oxidace

* Nizka aktivita fosfofruktokinazy + nutnost aktivné transportovat glc (kumularni bb, GLUT)

FOLIKULARNI BUNKY

* Vlysoka aktivita fosfofruktokinazy — konverze glc na pyruvat, laktat a NADPH
« Transport do oocytu (transzonalni vybézky, difuze pfes zonu a perivitelinni prostor)

« Citratovy cyklus — pyruvat a laktat metabolizovany, oxidativni fosforylace, tvorba ATP

Klinicka reproduk¢ni fyziologie, EMRFO711p
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Mitochondrie oocytu — kliCova uloha v oocytu (100 tis. ve zralém oocytu, tj. 1:50,
200 tis. kopii mtDNA)

ENERGETIKA

« Efektivni konverze energie (1 glc = 18x vice ATP nez pfi glykolyze)

* Vznik ROS — nebezpedéi poskozeni mitochondrialni DNA

STRUKTURA

« Mitochondrie oocytu vs. mitochondrie somaticke

* Mensi pocCet kopii mtDNA (1-2)

« Kulaté, malé

« Presuny v ramci oocytu podle energetickych potfeb diky cytoskeletu

* V ruznych fazich vyvoje oocytu rizna pozice a kumulace mitochondrii

« Shlukovani s ER na konci procesu maturace oocytu
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METABOLISMUS KALCIA
« Vapnikové kanaly na mt membrané — vnitini (MCU) i vnéjsi (VDAC

e OSCILACE koncentrace kalcia
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POSKOZENI MITOCHONDRII ) @
* Maly mitochondrialni genom + vysoka koncentrace ROS @

* Prirozena eliminace poskozenych mitochondrii c
C
b
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Pfevzato z:
Pavel Travnik, Klinicka fyziologie lidské reprodukce I

—

6  Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p

m
O =

=



Endoplazmatické retikulum

Pouze hladké ER, zasobarna kalcia, transportéry jako v jinych burnikach, pfi dozravani se shlukuje s mitochondriemi

Inaktivace materskych centrioll

?7?7?
Pritomny pouze do pachytenniho stadia meidzy |. A = 5
727 Vyznam (i
N | it
P /. . |
Transzonalni vybézky " s &
T C It I |
it HH
Kumularni bb. — zona pellucida — oolema (ev. cytoplazma) ‘ | | I

Opora v cytoskeletu oocytu
Gap junctions + zonula adherens 1. W
Preovulaéni narast poctu — postovulaéni pokles I

FUNKCNIi JEDNOTKA: folikularni bb.(gap junctions) + oocyt (transzonalni vyb&zky)

Pfevzato z:
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Membranové transportéry

« Konexiny a panexiny (gap junctions)

« Kanal HVCN1 (voltage-gated protonovy kanal, basifikace cytoplazmy oocytu)
» Transportéry monokarbonovych kyselin (pyruvat+laktat, MCT1 a MCT2)

« Vapnikoveé kanaly a vymeéniky (TRPM7, TRPV3, NCLX, Ca-T kanaly, IP3-R)
« ATP-dependentni K* kanal (regulace MP a Ca?")

Receptory oocytu
» Receptory neurotropnich faktord (NGF, neurotropiny, atd. - embryonalni vyvoj ovarii, folikulu, vitalita oocytu,

exprese FSH-R..)

* Receptory endokanabinoidl (CB2R — zrani oocytu?)
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Chromatin a transkripce

* Obdobi klidu (minimalni disperze chromatinu, minimalni transkripce) vs. obdobi dozravani oocytu
(maximalni disperze chromatinu, intenzivni transkripce)

* Po ukoncéeni rlstu — kondenzace chromatinu (lem okolo jadérka), minimalizace transkripce

* RuUzné geny vice nebo naopak méné transkribovany v porovnani se somatickymi bb.

« Maternalni RNA slouzi k translaci ve stadiu oocytu, po oplozeni jako spici RNA, odstranéna po aktivaci

embryonalniho genomu

Translace a sekrecni aktivita

« Béhem rustu oocytu — transkripce i translace, intenzivni i béhem ¢asné embryogeneze

« mRNA v komplexech s ruznymi proteiny (RBP)
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Cytoskelet a bunécné déleni

« Vyznamna uloha aktinovych mikrofilament (mikroklky, migrace mitochondrii, zajisténi tvaru oocytu,
meiotické délici vreténko...)

* Mikrotubuly v délicim vieténku

Pfevzato z:
Pavel Travnik, Klinicka fyziologie lidské reprodukce
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Ovulace
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Nabor folikult

Vznik Graafova folikulu
Diferenciace kumularnich bunek
Mechanismy spusteni ovulace
Aktivace signalnich drah
Prostaglandiny

Matrix kumulu

Rekonstrukce folikulu

Vlastni ovulace
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12 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p Prevzato z:

Daan and Fauser, Maturitas 82 (2015) 257—-265
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VZNIK GRAAFOVA FOLIKULU

» Urychleni rlstu (cca 6 dni pfed ovulaci)
« Komplexni mezibunécna komunikace

* Vznik komplexu KUMULUS-OOCYT

« Folikularni tekutina — filtrace plazmy
* QOocyt (profaze | meiotického déleni) + 3 linie
somatickych bb

» Diferenciace folikularnich bb. béhem rustu:

1) granulézové bb. (v kontaktu s lamina basalis)

2) kumularni bb. (v kontaktu s oocytem)

13 Klinicka reproduk¢ni fyziologie, EMRFO711p
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TRI PODMINKY OVULACE

1. Linie kumularnich bb. odliSena od granulézovych bb. + vzajemna komunikace s oocytem

2. Peak LH — mnohocCetné kaskady v granulézovych bb. — paralelni zrani oocytu a exprese
ovula¢nich genu

3. Granulézoveé bb. a kumularni bb. spusti procesy rozruSeni apexu folikulu a uvolnéni

komplexu ZRALY KUMULUS-OOCYT

/
ZNOVU SE VYVIJEJICT FOLIKUL \ /
O &

Odumfrelé télisko
se ménf na jizvu

z hustého
kolagenniho vaziva

£ JIl—— ZRAJ(CT FOLIKUL

\ B
~ . v e A
ZLUTE TELISKO — \ 8
(corpus luteum)

— OVULACE
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VEZIKULARNI FOLIKUL

PRIMARNI FOLIKUL - FSH

Urychlenti ristu prim. folikulu — pfeména na vezikularni folikul:

1) Estrogeny uvolfiované do folikulu stimuluji granul. bb.

1

zvyieni poctu FSH receptort (up-regulace) — VNITRNI POSITIVNI
ZPETNA VAZBA (zvy3ena citlivost pro FSH!!!)

2) Zvyseni poctu (up-regulace) LH receptorti (estrogeny a FSH) — dalsi
urychleni rustu diky ,,zcitlivéni* na LH

3) ZvySena sekrece estrogenu a LH urychluje rust thek.bunék, zvySuje se
sekrece — explozivni rist folikulu

15 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p
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DOMINANTNI FOLIKUL

1. Vysoka hladina estrogent z nejrychleji rostouciho folikulu

2. Negativni zpétna vazba na produkci FSH z adenohypofyzy

3. Pokles sekrece FSH

4. ,,Dominantni folikul* roste dale diky sve vnitini pozitivni zpétné vazbé

5. Ostatni folikuly rostou pomaleji a postupné podléhaji atrezii

16 Klinicka reproduk¢éni fyziologie, EMRFO711p
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DIFERENCIACE KUMULARNICH BUNEK GAP JUNCTIONS (connexin-37)

pyruvat

« PuUvod somaticky — folikularni bb. preantralnich folikult

glukoza

* Primy kontakt s oocytem
« Udrzuji zastavu meidzy, reaguji odliSné na endokrinni regulacni a——%

vlivy g cAMP

» Diferenciaci granuldozovych bunék na kumularni primo fidi oocyt

« Morfogeny (GDF9 a BMP15) — fizeni exprese genu v

kumularnich bb. d

» Potlaceni exprese LH-R
« Stimulace exprese genu pro fadu enzymu (glykolyza, syntéza N
cholesterolu)

* Vtok cAMP z kumularnich bb. do oocytu udrzuje zastavu meiozy

Pfevzato z:
Pavel Travnik, Klinicka fyziologie lidské reprodukce
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+ cGMP blokuje fosfodiesterazu 3A
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MECHANISMY SPUSTENI OVULACE
* Minimalni velikost Graafova folikulu — 15 mm
« Pozitivni zpétna vazba estradiolu, pokles hladiny tésné pred ovulaci (down-regulace receptoru, inhibice

syntézy progesteronem)
« Postovulacni pokles hladiny estradiolu

« Vrchol LH — pokraCovani meidzy, luteinizace granulézovych bb., syntéza progesteronu

AKTIVACE SIGNALNICH DRAH
« Aktivace rady signalnich drah (PKA, ERK1/2 kinaza, PKC, Ras) vede k zrani a rupture folikulu

» Aktivace adenylatcyklazy (LH-R) uzavie gap junctions — resumpce meidzy

« Aktivace ERK1/2 kinaz - ruptura folikulu (peak LH, PG-R, progesteron, syntéza enzymu...)
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PROSTAGLANDINY

Peak LH — aktivace prostaglandin-syntazy2 (cyklooxygenaza 2) v granul6zovych bb.
Majoritné produkovan prostaglandin E2 (EP2R)

Indukce ruptury folikulu a angiogeneze

MATRIX KUMULU

19

Expanze matrix diky produkci proteinl, proteoglykanu a glykosaminoglukanu
Hlavni slozkou expandovaného kumulu je hyaluronan
Regulovano parakrinné z granulézovych bb. (kumularni bb. nemaji LH-R)

KliCcova uloha v postovulacni fazi — adheze kumulu k Fasinkovému epitelu vejcovodu - TRANSPORT

Klinicka reproduk¢ni fyziologie, EMRFO711p
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MECHANISMUS OVULACE
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LH

l

PROGESTERON \

PROTEOLYTICKE ENZYMY
(kolagenazy z theca externa)

Hyperémie folikulu
Sekrece prostaglandint

l

Oslabeni stény folikulu

l

Degenerace stigmatu

|

\Transudace plazmy do folikulu
|

Zdufeni folikulu
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Ruptura folikulu

Uvolnéni vajicka
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REKONSTRUKCE FOLIKULU

Pred samotnou ovulaci — kompletni prestavba folikulu

Digesce stény proteazami (PG-R aktivuje gen ADAMTS-1 kodujici metaloproteinazu)
Angiogeneze v okoli folikulu — VEGF (sekrece v odpovédi na peak LH)
Vazokonstrikce — endoteliny

Zanétu podobné procesy — PG-R (infiltrace steny folikulu imunitnimi bb.)

VLASTNI OVULACE

21

Pokles cAMP v oocytu, resumpce meidzy, jaderné a cytoplazmatické dozrani oocytu — plné
KOMPETENTNI OOCYT
Exprese dalSich proteaz (mmP-2, mmP-9, mmP-14, MMP-19, katepsin, kallikrein, kolagenaza typ )

Imunitni bb. (makrofagy, neutrofily) — elastaza

Zvyseni intrafolikularniho tlaku — OVULACE (cumulus oophorus)

Klinicka reproduk¢ni fyziologie, EMRFO711p
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<« 10-12 hod

A =LH pik
B = ovulace

FSH
progesteron
LH
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R . e , Pfevzato a upraveno z: I\/| E D
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Oplozeni

23 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p

Zdroj: targetzink.com

Kapacitace spermii

Prubéh oplozeni:

© N o O bk~ W D=

Spermie ve vejcovodu
Akrosomova reakce

Interakce spermie s oocytem
Aktivace oocytu

Ochrana proti polyspermi

Déje pred sjednocenim genomu
Sjednoceni parentalnich genom

Prinos gamet embryu
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KAPACITACE SPERMII (intraindividuaing stabilni, interindividuaing odlisna)

« ,Kapacitace spermii je transformacni proces zahrnujici funkCni zmeény spermii zaCinajici odstranénim a/nebo
redistribuci molekul, které spermie ziskaly v seminalni plasmé, pokracuje béhem prichodu Zzenskym
pohlavnim traktem a je zavrSen, kdyz spermie ziskaji schopnost prodélat akrosomaini reakci v odpoved na
ligandy zona pellucida.” pavel Travnik, Kiinicka fyziologie lidské reprodukce

* Probiha jinak in vivo a in vitro

KAPACITOVANE SPERMIE JSOU SCHOPNE CHEMOTAXE A CHEMOREPULSE

« Inicializace kapacitace - periovulaéni cervikalni hlen (90 sec, slozeni populace spermii a jejich membrany)

« ZvySeni obsahu cholesterolu po kontaktu spermie se seminalni plazmou brani kapacitaci a akrosomalni

reakci vs. pokles obsahu cholesterolu diky albuminu a LTP-1 v sekretu vejcovodu
« ZvySeni membranoveé fluidity + lateralni pohyb cholesterolu
« V lipidovych raftech cholesterol zlstava!
« Phospholipid scrambling diky zvySeni intracelularni koncentrace HCO; (aktivace PAK — odplaveni

cholesterolu albuminem)
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Zmeény pH a koncentrace HCO;™ v ruznych Castech muzského i Zenského reprodukcniho systemu
pH: 6,8 (epididymis) — 4,4 (vagina) — 7 (déloha)

V reprodukcnim traktu zeny je vysSi pH, vySSi koncentrace HCO, a vySSi koncentrace albuminu
Alkalinizace intracelularniho prostoru spermie — Hv1 (pH 6,94 ejakulované vs. 7,08 kapacitované spermie)
Klicova uloha PKA v regulaci pH spermie (CFTR, SLC26A3, ...AG6, ...A8)

Kli¢ova uloha vapnikovych iontd v kapacitaci: sou€ast fady signalnich drah, rovnovaha v koncentraci vné a

uvnitf spermie, Ca?*-kalmodulin spousti hyperaktivovanou motilitu spermii
Vapnikoveé transportéry ve spermii: membranova Ca?*-ATP-aza a Na‘/K*-vyménik, CatSper vapnikovy
kanal v biCiku (aktivovan progesteronem, aktivace drahy cAMP/PAK), IP3R v kr€ku a akrosomu, RYA v krcku,

SERCAZ2 v akrosomu a stfednim oddilu, vapnikova pumpa SPCA v akrosomu.

ROS v kapacitaci spermii: aktivace adenylcyklazy, oxidace cholesterolu (a vyplaveni z membrany), aktivace
tyrosinfosfatazové aktivity, oxidace thiolovych skupin proteind, atd. Nejreaktivnéjsi peroxynitrit a peroxid
vodiku. Spermie si ,vyrabi“ ROS samy anebo ROS pochazi z leukocytu. Spermie jsou na ROS velmi citlivé
(maly objem a pfitom velké mnozstvi cytoplazmy) a mohou byt poskozeny - apoptéza.
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Kapacitace je spusténa spole¢nym pusobenim koncentrace HCO;-, Ca?*, ROS a zmén ve sloZzeni membrany

Alkalizace intracelularniho prostfedi riznymi mechanismy

CAMP, aktivovana PKA

AKAP (A-kinazu kotvici proteiny, typ 3 a 4) zabezpeci zacileni fosforylace

Exchange proteins (EPAC1 a 2) v hlaviCce spermie, CAMP

Fosforylace tyrosinu (ovlivnéni intracelularniho pH)

Chaperon Hsp90 a jeho kochaperon Cdc37 reguluji aktivitu dalsi kinaz (ERK1/2 a p38)

Membranovy potencial je -36mV u nekapacitované a -60mV u kapacitované lidské spermie (hromadéni

CAMP)

Hyperaktivni pohyb spermii — vyssSi rychlost, vétsi amplituda vinéni, kruhovy pohyb, ovlivnén membranovym

potencialem, intracelularnim pH a intracelularni koncentraci Ca?* (Ksper, Hv1l, CatSper). Nejprve aktivace
kanalu Dsper/TRPV4 vede k depolarizaci membrany spermie, coz podpori funkci Hv1 a CatSper a vede k
hyperaktivaci spermie.

Casovy pribéh kapacitace: spermie kapacituji ,po skupinach®, coz vede ke konstantni frakci kapacitovanych

spermii, spermie nevyuzité pro oplozeni podléhaji apoptoéze a jsou fagocytovany © MUNI

26 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRF0711p |\/| E D



PRUBEH OPLOZENI

Interakce mezi kapacitovanou spermii a komplexem kumulus-oocyt (humoralné aktivni — progesteron,
prostaglandiny, cytokiny — chemotaxe a chemorepulze)

In vivo ve vejcovodu

Uzké éasové okno pro oplozeni!!! (vitalita spermie max. 140 hodin, idealni doba pro oplozeni do 48 hodin
od ejakulace, spermie s rychlym progresivnim pohybem + vitalita oocytu)

Spermie ve vejcovodu — oCisténé, selektované, kapacitované, vazané na rasinkovy epitel vejcovodu

27 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p

Akrosomova reakce — aktivace vazbou spermie na receptory v zona pellucida a soucasné vazbou

progesteronu na jeho receptor na spermii (predtim akrosom stabilizovan vazbou pres CD46 na integrin);
zahrnuje 1) zvySeni intracelularni koncentrace Ca?* 2) aktivace fosfolipazy C 3) produkce IP3/DAG 4)
uvolnéni gelsolinu 5) depolymerizace vlaknitého F-aktinu 6) monomerni G-aktin 7) IP3 otevie Ca?* vnéjsi
akrosomové membrany, a snizi tak obsah Ca?* v akrosomu 8) aktivace Ca** dependentniho Ca?* kanalu v
cytoplazmatické membrané zvysi obsah Ca?* ve spermii 9) to spolu s DAG aktivuje PKC a vede k

akrosomove reakci
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« Interakce spermie s oocytem je umoznena depolymeraci F-aktinu, kdy splyne vngjSi akrosomova membrana

s cytoplasmatickou membranou za vzniku pért a rozpusténi membran — odhali vnitfni akrosomovou
membranu, kde je vazan enzym akrozin a proteiny umoznujici penetraci oocytu

« Pevnou vazbu spermie na zona pellucida zajiStuje fada raznych ligandu, hlavné ZP2 (druhové specifické!)

* Prinik spermie zajistén mechanicky, pusobenim akrosomovych proteaz a vazbou na ZP2

« Vazbu spermie na oolemu umozriuje fada receptoru na ni (JUNO), na které se vaze cela rada proteinu
pritomnych v membrané spermie (napf. IZUMO1)

* Po splynuti membran oocytu a spermie je spermie internalizovana — aktivace oocytu

« HlaviCka spermie — muzské prvojadro, centrioly — do dalSi generace bb. embrya, mitochondrie aktivhé
zniceny, zbytky spermie autofagovany

« V oplozovaném oocytu osciluje intracelularni koncentrace Ca?* (kompartmentové i asové, 1x za 30-60 min)
diky CICR (IP3 a RYR v ER), klicovou roli hraje fosfolipaza C zeta asociovana k vnitfni akrosomove

membrané, ale také cGMP, NADP, NO
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« Blok proti polyspermii zajistuje predevsim kortikalni reakce, i kdyz také Zn ionty mohou distancné blokovat

spermie blizké oocytu.

- Kortikalni granula (proteazy, glykosidazy, lektiny, Zn ionty, aj) pod cytoplazmatickou membranou zvysuji
mechanickou pevnost zona pellucida a odstranuji receptory pro spermie v zone — 10 sekund po oplozeni,
pozdéji Stépeni ZP2 ovastacinem, deglykosylace ZP3, zesiténi glykanu lektiny a inkorporace Zn do zony

« Puvodni membrana tvofi méchyrky pokryté receptorem JUNO, je nahrazena membranou z kortikalnich
granul, méchyrky vazou nadbyteCné spermie

« Déje pred sjednocenim parentalnich genomu zahrnuji vyvoj prvojader (6-14 hodin od splynuti gamet,

reprogramovani genomu a S-faze cca 7-9 hodin od splynuti gamet), reprogramovani genomu (aktivni

demethylace DNA v muzském prvojadre, pasivni v zenském, cca 4 hodiny pro splynuti gamet), centrioly ze

spermie (oocyt je nemal), siednoceni parentalnich genomu (prvojadra na periferii zygoty, migrace do centra —

dynein, mikrotubuly, komplexy jadernych pélu, centrosom, poté rozpad jadernych obald, mitéza).
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m e

29 Klinicka reprodukéni fyziologie, EMRFO711p

=



mikrotubuly

dyneinovy motor

jaderny pér a chromosom

o O O Q2

centrosom

€ chromosom pfipojeny na komplex jaderného poru

Pfrevzato z:
Pavel Travnik, Klinicka fyziologie lidské reprodukce
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« Prinos gamet embryu je asymetricky: spermie — haploidni

poCet autochromosomu, X nebo Y chromosom, centrioly,
proteiny, RNA, aktivuje preménu oocytu v zygotu a zygoty v
c¢asné embryo, oocyt - haploidni po¢et autochromosomu a
X chromosom, cytoplasma, zasoba ribonukleovych kyselin

pro prvni tfi dny vyvoje, enzymy, mitochondrie, organely.
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Fyziologie tehotenstvi a porodu

Marie Novakova
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