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ABSTRAKT

Cilem této prace je zpracovat piehled odborné literatury a databazi tykajicich se
embryonalniho a fetdlniho vyvoje muzskych gonad.

Popisuje také genetickou determinaci pohlavi. Jedna z kapitol se vénuje vybranym
metodam (metod¢ zpracovani polosilnych fezi a metod¢ FISH), které se pouzivaji pfi
vySetfeni chorob vyskytujicich se v ndvaznosti na chybu v ontogenezi.

V posledni kapitole jsou vybrdna dvé onemocnéni: Klinefelteriv syndrom, jako
nejcastéj$i numerickd gonozomalni aberace u muzi, a perzistence Miillerovych
vyvodu, jako porucha pii vyvoji gonady u muzi s normalnim karyotypem.

V zavéru prace je diskutovana komplexnost této problematiky.

Kli¢ova slova: zarode¢né bunky, spermatogeneze, pohlavni determinace, Klinefeltertiv

syndrom, perzistence Miillerovych vyvodi



ABSTRACT

The aim of the thesis is to make a review of academic literature and databases related
to topics of embryonal and fetal development, morphology and physiology of male
gonads.

This work describes also the genetic determination of sex development. One chapter is
dedicated to describing two methods (histological method and FISH), which are used
to diagnosing diseases related to mistakes in ontogenesis.

The last chapter deals with two diseases: the Klinefelter syndrome as the most frequent
numeric gonosomal aberration of men, and persistent Miillerian duct syndrome
as a defect of development of men with normal karyotype.

Finally, the complexity of topics of this thesis is discussed.

Key words: germ cells, spermatogenesis, sex determination, Klinefelter syndrome,

persistent Miillerian duct syndrome



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

zkratka anglicky cesky

AMH anti-Miillerian hormone anti-Miilleriansky hormon
BMPS8B bone morphogenetic protein 8b kostni morfogenicky protein
BTB blood-testis barrier hematotestikularni bariéra

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
FISH fluorescent in-situ hybridization fluorescenc¢ni hybridizace in situ
FN fakultni nemocnice

FTN fakultni Thomayerova nemocnice
GA glutaraldehyd

KS Klinefeltertiv syndrom

PAR pseudoautosomal region pseudoautozomalni region
PCDH11XY | protocadherin 11 X/Y

PZM post-zygotic mitotic (phase) postzygoticka mitdza

SHOX short stature homeobox

SOP standardni operacni postupy
SRY sex-determining region Y oblast uréujici pohlavi

SYBLI1 synaptobrevin-like 1

TDF testis-determining factor faktor urcujici vznik varlat
TGFB transforming growth factor-beta transformujici rastovy faktor beta
PMDS persistent Mullerian duct syndrome perzistence Miillerovych vyvodi
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1. CiL PRACE

Cilem této ptehledové prace je popsat vyvoj, morfologii a fyziologii muzské gonady
piedevsim v embryonalnim a fetdlnim obdobi. Dale ma prace za cil vénovat se genetické
determinaci pohlavi, popsat vybrané mikroskopické a histologické metody zobrazeni
pohlavnich  bunék a chromozom, a v posledni  ¢asti  pfiblizit nékteré vyvojové

vady s pohlavim spojené.



2. UVOD

Vyvoj gonady, potazmo celého embrya, zahrnuje komplexni soubor kaskad a déju, jejichz
spravny prub¢h je zasadni pro vyvoj zdravého jedince.

Tato prace pfiblizuje obdobi prvnich osmi az deseti tydnl intrauterinniho Zivota se
zaméienim pravé na vyvoj gonad. V této problematice se uplatiuji faktory genetické,
kterym se vénuje kapitola o determinaci pohlavi, faktory vné&jsi, které mohou t€hotenstvi
ovliviiovat jak pozitivné, tak negativné, a dale hraje roli sled na sebe navazujicich krokt
ontogeneze, jejichz spravny prabeh a navaznost jsou dilezité pro normalni vyvoj plodu.
Dalsi cast prace popisuje dvé vybrané metody diagnostiky. Méné€ invazivnim typem,
proveditelnym uz v obdobi téhotenstvi, je vySetfeni metodou fluorescen¢ni hybridizace
in situ. Indikaci k takovému vySetfeni mizou byt nejasny nalez na ultrazvuku, rizikové
hodnoty screeningu v prvnim trimestru téhotenstvi nebo spole¢né s vyssim vékem matky
vys$i riziko vyskytu vyvojovych vad. V téchto ptipadech se pfistupuje praveé k metodam
molekularni cytogenetiky, aby se ptipadna vrozena vyvojova vada mohla vyloucit. Druhou
metodou popisovanou v této praci je zpiisob zpracovani preparatu metodou polosilnych
fezl. Tato technika nam dovoluje sledovat histologické zmény ptimo v gonadach a objasnit
pfi¢inu naptiklad infertility nebo snizené ¢i Zadné produkce pohlavnich hormont.
Posledni kapitola se zabyva etiologii dvou onemocnéni. Jednim z nich je perzistence
Miillerovych vyvodd. Tato choroba je nasledkem vady v ontogenezi zapficinéné
nedostateCnou nebo UpIn€ chybégjici sekreci anti-Miillerianského hormonu Sertoliho
buitkami nebo chybou v jeho receptorech v tkani. Druhou popisovanou diagnézou je
Klinefeltertiv syndrom jako ptiklad vyvojové vady spojené s pohlavim, ktera je zptisobena

chybou v genotypu.



3. VYVOJ, MORFOLOGIE A FYZIOLOGIE GONADY

3.1 Vyvoj indiferentni gonady

Za embryonalni obdobi, které 1ze t€Z nazvat jako obdobi organogeneze, povazujeme obdobi
mezi 3. a 8. tydnem intrauterinniho vyvoje. V tomto obdobi se ze tfi zarodecnych listli —
ektodermu, mezodermu a entodermu vytvari vétSina organt a specializovanych tkani
embrya.

Pohlavni systém se spolecné se mocovym systémem vyviji z intermedidlniho mezodermu
(mezenchymu), a v ranych fazich vyvoje maji tyto systémy spole¢nou vyvodnou cestu.
Dalsim zdrojem bunék pro vyvoj gonady je coelomovy epitel (mezotel), ktery u embrya
nalézdme podél zadni stény btiSni. Na tuto strukturu mezenchym navazuje.

Ttretim typem bunék podilejicich se na tvorbé pohlavnich 714z jsou primordialni zarodecné
buitkky, nebo téZ bunky prvopohlavni. Ty sevzacatku vyvoje nenachazi
piimo v mezodermu, ale migruji sem ze stény zloutkového vacku (Sadler, 2011; Jirasek,
1977).

Ve 3. tydnu vyvoje se z proliferujicich buné€k coelomového epitelu a kondenzaci bunék
mezenchymu uloZenych blizko urogenitalni liSty tvoii liSta genitalni. LiStu urogenitalni od
této chvile nazyvame liStou mezonefrickou.

Ve 4. tydnu zacinaji primordidlni buniky migrovat ze stény Zloutkového vacku.
Améboidnim pohybem migruji podél dorsalniho mezenteria zadniho stfeva ke genitalni
liste.

V obdobi mezi 5. a 6. tydnem za¢ne povrchovy epitel genitalni liSty proliferovat, pronika
tak do mezenchymu a vznikaji Gtvary zvané medularni provazce.

6. tyden pak tyto provazce obsahuji primordialni buiiky a mluvime o stadiu indiferentni

gonady. Po toto stadium vyvoje se vyvoj muzskych a zenskych pohlavnich 714z nelisi.



Od 7. tydne dochézi k pohlavni diferenciaci gonad, které jsou tvoteny klirou a dfeni. Kiira
indiferentni gonady se méni ve vajecniky a dfenl zanika, naopak pfi diferenciaci v muzskou

pohlavni zlazu zanikne kiira a z dfené vznika varle (Sadler, 2011; Moore et al., 2013).

3.2 Embryonalni varle

Pfeména indiferentni gonddy ve varle je geneticky determinovana pfitomnosti
chromozomu Y, pfesnéji regionem na jeho kratkém raménku, znamém jako sex-
determining region Y — gen SRY, jinym ndzvem gen pro TDF (testis-determining faktor),
blize popsaného v kapitole 4.4.

Pod vlivem tohoto faktoru za¢nou medulédrni provazce proliferovat a daji za vznik
semenotvornym kanalkGim (tubuli seminiferi) a siti kanalkli na zadni stran¢ varlete (rete
testis). Medularni provazce od povrchového epitelu oddéluje vrstva vldknitého belavého
vaziva tunica albuginea (terminologie: Vokurka, Hugo, 2015).

Vzniklé semenotvorné kanalky jsou tvofeny tfemi typy bunck. Nalezneme zde primordialni
buniky, dale spermatogonie, coz jsou kulaté prvopohlavni buiiky, a Sertoliho buiky,
diferencované z povrchového coelomového epitelu, plnici zde funkci podptrnou. Prostor
mezi kanalky neni tvofen intersticialnimi bunikami, nybrZ proliferujicim vazivem. Typicky

znakem pro embryonalni varle je pravé proliferace tohoto vaziva.

3.3 Fetalni varle

Kratce po vzniku meduldrnich provazc se v intersticiu varlat diferencuji z bunck
podobnym fibroblastim Leydigovy bunky. V embryonalnim obdobi varlete ziistavaji
necinné, od 8. tydne pak zacinaji tvofit testosteron a androstendion. Postupné se jejich
pocet zvySuje a mezi 12. — 14. tydnem intrauterinniho vyvoje zcela vypliuji prostor mezi
semenotvornymi kanalky. Jejich pocet se za¢ina snizovat az v druhé poloving ctvrtého

meésice t€hotenstvi. Sertoliho bunky se béhem fetdlniho obdobi nijak nediferencuji.



Semenotvorné kanélky se v tomto obdobi vyvoje prodlouzi, vice stocia zvétsi svou
tloustku, v poslednim trimestru téhotenstvi pak dochézi k jejich luminizaci. Sertoliho
buniky se zméni v jejich vystelku a dojde k zaniku spermatogonii. Varle v tomto obdobi

sestupuje.

3.4 Prepubertalni varle

Po  narozeni dojde k iplnému  vymizeni  Leydigovych  bunék avarle se

nachazi v prepubertalni neboli klidové fazi.

3.5 Puberta

V puberté dochdzi vlivem pulsobeni hormonii osy hypotalamus — hypofyza — gonada
opét k diferenciaci Leydigovych buné€k a ke zmnoZzeni spermatogonii, z nichZ u nékterych

dojde k pteméné ve spermatocyty. Dozrava také spermiogenni epitel.

3.6 Dospélé varle
Dospélé varle se od klidového prepubertalniho lisi pfitomnosti vSech Ctyf vyvojovych stadii
pohlavnich bunék — spermatogonii, spermatocyt I. a II. fadu, prespermatid a spermatozoi

(Sadler, 2011; Jirasek, 1977).

3.7 Spermatogeneze

Spermatogeneze probiha v semenotvornych kandlcich varlete. Tento proces miiZeme
rozdélit do tii fazi. V prvni fazi, kterou nazyvame proliferativni ¢i mitotickou,
spermatogonie projdou nékolika mitotickymi délenimi. Vzniklé spermatocyty v druhé fazi
prochazi dvéma meiotickymi délenimi a davaji tak za vznik haploidnim spermatidam. Tteti
faze vzniku spermatozoi se nazyva spermiogeneze (Chocu et al., 2012).

Jak jiz bylo feceno, primordialni buniky domigruji do genitalni listy okolo 6. tydne
intrauterinniho ~ Zivota a inkorporuji se  do  meduldrnich  provazci,  které

vyzravaji v semenotvorné kanalky. Spermatogeneze je =zahdjena v okamziku, kdy
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Leydigovy buiiky v intersticiu varlete produkuji testosteron a spermatogonia za¢nou
produkovat protein BMP8B (bone morphogenetic protein 8b), ktery patii do transforming
growth factor-beta (TGFB) rodiny proteinti, které ovliviuji diferenciaci a proliferaci
mnoha bunék (Gilbert, 2000; OMIM, web 1). Sertoliho bunky plniv pribéhu
spermatogeneze podpurnou funkeci.

U bazalni membrany semenotvorného kanalku mizeme nalézt hned tfi typy spermatogonii.
Typ A, nejméné diferencovana buiika bez ztetelného chromatinu v jadie, dale intermedialni
spermatogonia s malym mnozstvim heterochromatinu, a spermatogonia
typu B s nejhust$im heterochromatinem, které jsou nejvice diferencovanym stadiem téchto
bunék (Phillips et al., 2010).

Spermatogonia typu A podléhaji mitdze a davaji tak za vznik dal§im buiikam tohoto typu.
Bud' vtomto stadiu zGstavajiadale se d¢li, nebo diferencuji v intermedialni

spermatogonie, ze kterych vznikaji spermatogonie typu B, zndzornéno na Obrazku 1.
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Déleni a diferenciace spermatogonii (prevzato z Dym, 1994, dostupné z [online: https://www-
ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.is.cuni.cz/pmc/articles/PMC45216/bin/pnas01146-0014-a.jpg, posledni
pristup 20.8.2018]).

Spermatogonie typu B pak migruji pfes hematotestikularni bariéru Sertoliho bunék, kde se

jesté jednou mitoticky déli. Z tohoto déleni vychazi jako primarni spermatocyty, které



podléhaji prvnimu meiotickému dé€leni. Vznikaji tak sekunddrni spermatocyty. Po celou
dobu déleni jsou buiiky spojené plazmatickymi mistky, a tak je vyvoj celé této tady
synchronizovany. Sekunddrni spermatocyty se poté jest¢ jednou meioticky rozdé€li za
vzniku spermatid. V prubéhu mitotickych i meiotickych déleni se celé syncytium pohybuje

od bazalni membrany semenotvorného kanalku k jeho lumen, viz Obrazek 2.
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Rez semenotvornym kandlkem, zndazornény Sertoliho buiiky (2luté) a migrace diferencujicich
bunek sténou semenotvorného kandlku (prevzato z Gilbert, 2000, dostupné z [online:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10095/bin/ch19f17 jpg, posledni pristup 10.8.2018]).

Poslednim krokem v diferenciaci muzskych pohlavnich bun¢k je spermiogeneze. V tomto
kroku dojde u budoucich spermii ke kondenzaci jadra, vytvotfeni bi¢iku a vypuzeni vétSiny
cytoplazmy a organel. Spermie je poté uvolnéna do semenotvorného kanalku. Cely proces

diferenciace trva piiblizn€ 72 dni (Gilbert, 2000; Kittnar et al., 2011).
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Vyvojova stadia muzskych pohlavnich bunék znazornénda v syncytiich (prevzato z Gilbert, 2000,
dostupné z [online: https://www-ncbi-nlm-nih-
gov.ezproxy.is.cuni.cz/books/NBK10095/bin/ch19f18.jpg, posledni pristup 10.8.2018]).

3.8 Sertoliho buiky

Sertoliho bunky diferencuji z coelomového epitelu jiz v embryondlnim stadiu varlete. Od
této chvile plni svou podplrnou a vyZivnou funkci pro primordialni buiiky, které do této
oblasti migruji (Jirasek, 1977).

Svou dalsi tlohu plni od 8. tydne intrauterinniho Zivota, kdy za¢nou produkovat AMH
(anti-Miillerian hormone), tedy anti-Miilleriansky hormon. Pasobenim tohoto hormonu
dojde k involuci Miillerovych vyvodi, zaroven zde maji vliv i muzské pohlavni hormony,
které indukuji vyvoj vyvodl Wolffovych (Rajpert-De Meyts et al., 1999).

vvvvvv

bariere (BTB) neboli hematotestikuldrni bariéry, kterou tvoii spolu s bazalni laminou.



Sertoliho buriky jsou v této bariéfe spojeny tésnymi spoji (tight junctions). Tato bariéra je
dalezita jako ochrana proti toxinim ¢i cizorodym latkdm z krve a z druhé strany brani
praniku vyvijejicich se spermii do krevniho ob&hu, kde by antigeny na jejich povrchu
vyvolaly autoimunitni reakci (Kittnar et al, 2011). Diive se m¢lo za to, ze spermatogonia
se podél Sertoliho buné¢k a skrze hematotestikuldrni bariéru pohybuji jen pomoci adheze
buniky na bunku, ale nové studie ukézaly, ze jsou v tomto procesu zapojeny i soucasti
cytoskeletu Sertoliho bun¢k, konkrétné aktinova mikrofilamenta (F-aktin) a mikrotubuly
(Wen et al., 2016).

Stage IV-V Stage VI-VII

) s W{/"'w
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y: )

J

== Microtubule (MT)-based cytoskeleton Actin-based cytoskeleton

Obrdazek 4

Znazornéni navazani vyvijejicich se pohlavnich bunék na cytoskelet Sertoliho bunék. Na obrazku
vlevo transport spermatogonii smérem k hematotestikuldarni bariére, vpravo transport bunék
diferencovanéjsich smérem k lumen semenotvorného kanalku. Zelené jsou zndzornény

mikrotubuly, oranzové aktinova filamenta (prevzato z Wen et al., 2016).

Tyto studie ukazuji, Ze bariéry tvofené tésnymi spoji nejsou rigidnimi strukturami, nybrz
prochazeji dynamickymi zménami, jako je rozvolnéni, op&tovné spojeni ¢i stabilizace.
Diky této dynamice mohou spermatogonia typu B v rané fazi meidzy (proleptotene), po
které se stavaji primdrnimi spermatocyty, projit hematotestikuldrni bariérou Sertoliho

bungk, jak je zndzornéno na Obrazku 5 (Wen et al., 2017).
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Znazornéni migrace spermatocytil skrze hematotestikularni bariéru a podél Sertoliho

bunek k lumen semenotvorného kandlku (prevzato z Wen et al., 2017).

3.9 Leydigovy buiky

Leydigovy buiiky se ve varleti nachazi v intersticialnim prostoru semenotvornych kanalku.
Objevuji se zde jiz kratce po zacatku sexudlni diferenciace a jejich zdkladem je nékolik
embryondlnich tkani jako coelomovy epitel, mezenchym genitalni liSty a migrujici
mezonefrické buiiky (Svechnikov et al., 2010).

Vyvoj Leydigovych bunék muzeme rozdélit do tii stadii. Stadium diferenciace,
maturace a involuce. Diferenciacni faze probihd v embryonalnim a fetdlnim varleti mezi
7. a 14. tydnem intrauterinniho Zivota. Pravé v tomto obdobi probihé pohlavni diferenciace
indiferentnich gonad a pisobenim AMH a muzskych pohlavnich hormont, které

Leydigovy buiikky produkuji, dojde k diferenciaci v muzskou gonadu. Poté maturuji
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pfiblizn€ do 18. tydne a stadium involuce trva od tohoto tydne az po konec té¢hotenstvi.
Maximalniho poc¢tu dosahuji mezi 14. a 16. tydnem fetalniho vyvoje.

Vyvojova stadia Leydigovych bunék miuzeme také rozdélit podle hladin
testosteronu v krvi, ktery vylucuji. A to na fetalni stadium, kdy jsou aktivni a testosteron
produkuji, dale na neaktivni obdobi za¢inajici mezi 2. — 3. mésicem po porodu, a trvajici
az do zacatku puberty. V puberté jsou Leydigovy bunky aktivovany luteinizaénim
hormonem a za¢inaji opét produkovat testosteron, ktery je nezbytny pro vyvoj

sekundarnich pohlavnich znaki a spermatogenezi (Jirasek, 1977; Svechnikov et al., 2010).
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4. GENETICKA DETERMINACE POHLAVI

Karyotyp Cloveéka se sklada z 23 part chromozomi, z toho 22 part tvofi autozomy a o
pohlavi jedince rozhoduje jeden par gonozomti — X a Y. Pokud u jedince nalezneme jak
chromozom X, tak Y, jedna se o muze. Pokud disponuje dvéma chromozomy X, jedna se
o zenu (Sipek, web 2a). Pohlavi plodu je tedy uréeno jiz pii oplozeni, kdy jeden X
chromozom vzdy pochazi od matky a zélezi na tom, jestli spermie nese chromozom X nebo
Y (Trojan, 2003). V délicich se bunkach je béhem interfaze vyrovnavana geneticka
nerovnost mezi gonozomy. Aktivni zlstava pouze jeden chromozom X a vSechny ostatni
(v normélnim piipad¢ jeden) podléhaji inaktivaci. Tento proces nazyvame lyonizace

(Jirasek, 2008).

........... E EEEE EEEEE EE EE
EE ;Q EE ......... 8. EE ...............
Obrazek 6

Schéma lidského karyotypu (prevzato a upraveno z: [online:
https://www.wikiskripta.eu/w/Lidsk%C3%BD_karyotyp#/media/File:Karyotype.png, posledni
pristup 14. 8. 2018]).
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4.1 Chromozom X

Chromozom X se svou stavbou fadi do skupiny C, je tedy stfedné¢ velkym
submetacentrickym chromozomem (Sipek, web 2a). V soudasnosti vime o 2186 genech,

které se na ném nachazeji (NCBI Genome Data Viewer, web 3).
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Schéma lidského chromozomu X (prevzato a upraveno z: [online:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom_X#/media/File: Chromosome X.svg, posledni pristup
11.8.2018]).

4.2 Chromozom Y

Jednd se o maly akrocentricky chromozom, ¢imzZ spadd do G skupiny chromozom, na
rozdil od ostatnich chromozomu této skupiny vSak nenese na svém kratkém raménku
satelitni stopku (Sipek, web 2a). Nachazi se na ném 580 genti (NCBI Genome Data Viewer,

web 4).
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Schéma lidského chromozomu Y (prevzato a upraveno z: [online:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom_Y#/media/File: Chromosome_Y.svg, posledni p¥istup
13.8.2018]).
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4.3 Pseudoautozomalni region

Oba pohlavni chromozomy pochézeji z jednoho homologniho pfedka (paru chromozomut)
(Charlesworth, 1991). Zkracovanim a degeneraci chromozomu Y se vSak homologni oblast
omezila na dva pseudoautozomalni regiony — PAR1 a PAR2, které se chovaji jako
autozomy a rekombinuji béhem meidzy. Tyto regiony miizeme nalézt na koncich kratkého
(PAR1) a dlouhé¢ho (PAR2) raménka téchto chromozomi (Mangs, Morris, 2007).
V soucasné dob¢ vime o minimaln¢ 29 genech nachazejicich se v této oblasti (Ross et al.,

2005).

4.4 SRY

V tésné blizkosti pseudoautozomalni oblasti se na kratkém raménku chromozomu Y,
konkrétné v oblasti Yp11.2 (OMIM, web 5), nachézi sex-determining region Y — gen SRY
(MENDELU, web 6). Jedna se o 35 kb dlouhy tsek (Sinclair et al., 1990). Podle klasického
paradigmatu pohlavniho vyvoje, z velké €asti zaloZeného na vyzkumech Alfreda Josta, je
pfitomnost a exprese tohoto genu dulezita pro spusSténi kaskady d&ji, jejiz vysledkem je
vyvoj indiferentni gonddy v gonadu muZskou (primarni pohlavni determinace).
Testosteron, ktery je nasledné produkovan Leydigovymi buiikami v této gonadé, zajisti
sekundarni pohlavni diferenciaci (Blecher, Erickson, 2007). Muzeme tedy tvrdit, ze
chromozom Y urcuje muzské pohlavi vzhledem k tomu, Ze u jedinct s Klinefelterovym
syndromem (47, XXY) se vyviji muzsky fenotyp, zatimco pii karyotypu (45, X), ktery ma

za nasledek Turnertiv syndrom, dojde k diferenciaci v zensky fenotyp (Sipek, web 2b).

14



5. METODY ZPRACOVANI VZORKU

V této kapitole byly vybrany dva odlisné zpisoby zpracovani vzorkli pro diagnostiku

nekterych chorob souvisejicich s pohlavnimi organy ¢i chromozomy. Jako metoda

zobrazovani vzorkd mékkych tkani je vybrana metoda polosilnych fezi.

Ve spojitosti s genetickou determinaci pohlavi a chorobami s ni spojenymi je pak popsana

metoda FISH (fluorescent in situ hybridization).

5.1 Metoda polosilnych Fezii

Zpracovani tkan¢ pro metodu polosilnych fezl probihd ve tiech dnech. Prvnim krokem

zpracovani je fixace.

5.1.1 Priprava fixacnich roztoki

5.1.1.1 Millonigtv pufr:

slozka m nebo V | sloZzka A" pH
A | NagH,PO4-2H,0 | 22,6 ¢ povarena destilovana voda, pH= 6,47 | 1000 ml
B | NaOH 12,6 g povarena destilovana voda 500 ml
C | glukdza S54¢g redestilovana voda, pH= 6,05 100 ml
D | roztok A 415 ml roztok B 85 ml 7,2-7,3
E | roztok C 10 ml roztok D 90 ml 72-73
Tabulka 1

Pomer slozek pro pripravu Millonigova pufru.

Jako uchovavaci pufr pouzivame roztok D a skladujeme jej v lednici. Roztok E je vzdy

potieba ptipravit Cerstvy.
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5.1.1.2 3% roztok glutaraldehydu v pufru (1:1):

Zasobni roztoky:

slozka n \"% slozka \% teplota
X | Na;HPOy, - 12 H,O 0,20 mol/l | 7,16 ml | redestilovana voda | 100 ml 5°C
Y | KH,PO4 0,20 mol/l | 2,72 ml | redestilovana voda | 100 ml 5°C
Z | 8% roztok glutaraldehydu 10 ml redestilovand voda | 3,7 ml
Tabulka 2

Pomer slozek pro pripravu zasobnich roztokii pro pripravu roztoku 3% GA v pufru.

Roztoky X aY pouzijeme k pripravé tlumivého roztoku, roztok zje 6% vodny roztok

glutaraldehydu (n= 0,59 mol/l).

Tlumivy roztok:

slozka \% slozka A\Y
zasobni roztok X 80 ml zasobni roztok Y 20 ml
Tabulka 3

Pomeér slozek pro pripravu tlumivého roztoku pro pripravu 3% GA v pufiu.

Hodnotu pH zmétfime a upravime na 6,7 —7,1. Ke zvySeni hodnoty pH ptikapavame roztok

X, naopak ke snizeni roztok Y.

Fixaéni roztok:

slozka A% slozka \%
Millonigtv pufr (roztok D), pH 6,9-7,1 | 13,7 ml | 6% roztok GA (roztok Z) 13,7 ml
Tabulka 4

Pomer slozek pro pripravu fixacniho roztoku 3% GA v pufru.

U vzniklého fixa¢niho roztoku 1ze opét upravit pH, avsak je nutné ho ptipravit vzdy Cerstvy.

Vlastnosti: 3 % glutaraldehydu, n= 299 mmol/l, osmolalita 590 Osm/kg.

16



5.1.1.3 2% roztok kyseliny osmicelé v pufru:

slozka Vv
Millonigtv pufr 1,5 ml
redestilovana voda 1 ml
4% roztok kyseliny osmicelé 2,5 ml

Tabulka 5

Pomer slozek pro pripravu 2% roztoku kyseliny osmicelé v pufiu.

Smichdnim téchto slozek ziskdme 5 ml roztoku, ktery skladujeme v lednici pii 5 °C.

5.1.2 Fixace, odvodnéni, prosyceni pryskyrici, polymerace

Prvni den odebrany biologicky materidl vlozime do fixa¢niho roztoku 3% glutaraldehydu

ve fosfatovém pufru a nechame ho fixovat pfes noc v lednici.

Druhy den vzorek 4x po 15 minutach propldchneme pufrem. Nésleduje druha

fixace, a to v roztoku 2% kyseliny osmicelé ve fosfaitovém pufru, nechame fixovat 2-

3 hodiny v lednici. Po uplynuti doby fixace vzorek znovu 4x po 15 minutach proplachneme

pufrem. Po tomto kroku jej mizeme bud’ uchovat pro pozdé¢jsi zpracovani, ¢i pokracovat

jeho odvodnénim vzestupnou alkoholovou fadou nasledovné:

roztok teplota roztoku cas teplota skladovani
1. | 25% ethanol vychlazeny 15 minut | lednice
2. | 50% ethanol vychlazeny 15 minut | lednice
3. | 75% ethanol s 1 % uranylacetatu | vychlazeny 15 minut | lednice
4. | 96% ethanol s 1 % uranylacetatu | laboratorni teplota | 15 minut | laboratorni teplota
5. | 100% ethanol s 1 % uranylacetatu | laboratorni teplota | 15 minut | laboratorni teplota
6. | 100% ethanol laboratorni teplota | 15 minut | laboratorni teplota
7. | 100% ethanol laboratorni teplota | 15 minut | laboratorni teplota
Tabulka 6

Vzestupna alkoholova Fada pro odvodnéni vzorku.
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Po odvodnéni vzorek prosycujeme epoxidovou pryskyfici timto postupem:

sloZky smési

pomér sloZek

éas

1. | 100% aceton

2. | 100% aceton

epoxidova pryskyfice

epoxidova pryskyfice

2:1

1:2

1 hodina na michacce

1 hodina na michacce

3. | koncentrovana epoxidova pryskytice

(Epon + Durkupan)

do druhého dne, vlhkost do 40 %

Tabulka 7

Postup prosycovani vzorku epoxidovou pryskyrici.

Tteti den zalejeme vzorek do formicky s epoxidovou pryskytici a nechame jej 72 hodin

polymerovat pti 60 °C, po tomto procesu je zcela tvrdy a pfipraveny ke kréjeni.

5.1.3 Krajeni polosilnych rFezii

Nejprve zpolymerovany blocek uchytime do hlavice a odmasténou Zziletkou zkrajujeme

pod thlem 45° ptebytecnou vrstvu polymeru. Cilem tohoto kroku je ziskat mensi feznou

ctvercovou plochu se vzorkem po celé jeji plose.

Takto ptipraveny bloek upevnime do ultramikrotomu LKB a zkrajujeme sklenénym

nozem do roviny, nejprve na sucho.

Poté sklenény nliZ vyménime za nliZ s vanickou, do které si pfipravime roztok redestilované

vody s pfimési 96% alkoholu v poméru 2 ml alkoholu na 50 ml redestilované vody tak, aby

hladina dosahovala k hrané noze.

Vzorek krajime na fezy o tloust’ce pfiblizné 1pm.

Nasledné tfezy spojené v fetizky z hladiny sbirame na podlozni sklo a obarvime.
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5.1.4 Barveni a montovani polosilnych fezi

Podlozni sklo odmastime acetonem, a do kapky redestilované vody vlozime preparacni
jehlou polosilné fezy a nad kahanem nechdme vodu odpafit.

Poté je zakapneme 1% roztokem toluidinové modfi a pfi teploté¢ 70 — 90 °C a nechdme
pusobit 10 — 30 sekund.

Nasledn¢ barvu slijeme, zbytky spldchneme redestilovanou vodou a zkontrolujeme
intenzitu zbarveni.

Montujeme do Entalanu zaképnutim a pfiklopenim odmasténého kryciho sklicka (SOP
UPMD Praha — Podoli).

K histologické analyze byly pouzity pficné fezy tkani prepubertalnich a ¢asné dospélych
pacientil s Klinefelterovym syndromem. Preparity byly pozorovany svételnym
mikroskopem OLYMPUS AX-70 s digitdlni kamerou ProgRes CT3. Jako zobrazovaci
program byl pouzit NIS — ELEMENTS AR 4.00.11. Snimky preparat( zpracovanych touto
metodou jsou pouzity v kapitole 6.2 popisujici Klinefelteriiv syndrom a pochazi z archivu

doc. RNDr. Vladimira Semeckého, CSc.
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5.2 Fluorescenc¢ni hybridizace in situ (FISH)

Fluorescenc¢ni hybridizace in situ je metoda, ktera nam dovoluje detekovat konkrétni iisek
genomu a zviditelnit ho pro sledovani ve fluorescencnim mikroskopu. Jedna se o jednu ze
zékladnich metod molekuldrni cytogenetiky (FN Brno, web 7).

Princip metody spociva v navazani fluorescenéné¢ znacenych sond (komplementarni
useky k hledané sekvenci o délce 200-300 kb) k denaturované DNA. Sondy lze znacit bud’
radioaktivné, nebo neradioaktivné. Z bezpecnostnich diivodi se v soucasné dobé vyuziva
spiSe neradioaktivniho znaceni, a to pomoci fluorochromt. Podle toho, kam se dana sonda

vaze, rozliSujeme tfi typy téchto sond (Michalova et al., 1999).

5.2.1 Centromerické sondy

Tyto sondy hybridizuji s repetitivnimi  sekvencemi v oblasti  centromer. V ramci

diagnostiky se pouzivaji k odhaleni numerickych chromozomovych aberaci.

5.2.2 Lokus-specifické sondy

Jde o presné urceni konkrétnich genli ¢i sekvenci na chromozomech. PouZivame
je k odhaleni strukturnich aberaci, jako jsou mikrodelece, mikroduplikace, translokace,

inzerce a podobné.

5.2.3 Celochromozomové (malovaci) sondy

Témito sondami 1ze oznacit cely chromozom nebo jeho ¢ast. Umoziuji analyzu slozitych

piestaveb a strukturnich chromozomovych aberaci (Michalova et al., 1996, 1999).

5.2.4. Princip metody

Postup vySetteni lze shrnout obecné do péti krokli. Konkrétni postupy jsou soucasti kitl
dodavanych pfimo k tomuto vySetfeni a mohou se mezi sebou mirn¢ liSit. V principu se ale

jedna o tyto kroky:
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denaturace sondy a cilové DNA (jako ptvodni biologicky material 1ze pouzit bud’
suspenze interfaznich jader nebo chromozomy z bunék metataznich)
navazani (hybridizace) sondy k cilové DNA

odstranéni nespecifického signalu

. barveni DAPI

vyhodnoceni ve fluorescencnim mikroskopu, snimani do pocitace a zpracovani

obrazu ve specialnich programech (SOP FTN Praha)
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6. CHOROBY VAZANE NA POHLAVI

6.1 Perzistence Miillerovych vyvodi

Perzistence Miillerovych vyvodi je vzacnou formou muZzského pseudohermafroditismu
(Shamim, 2007). Toto onemocnéni bylo poprvé popsano piiblizné pied 80 lety a do dnesni
doby bylo zaznamenano asi 200 ptipadd. Pod ndzvem hernia utri inguinale najdeme prvni

kompletni studii z roku 1939 (Saleem et al., 2016).

6.1.1 Etiologie

Etiologicky lze toto onemocnéni rozdélit na dva typy: AMH — pozitivni PMDS (persistent
Miillerian duct syndrome), kdy dochédzi k normalni syntéze Anti-Miilleridnského hormonu,
ale defekt se nachazi v jeho receptorech, a AMH — negativni PMDS, kdy tento hormon
produkovan neni (Imbeaud et al., 1995).

Anti-Miilleriansky hormon je pfi normdalnim vyvoji muzské gonady zodpovédny za
involuci Miillerovych vyvodu, které se pii diferenciaci v Zenskou gonddu méni v Zenské
pohlavni organy, a tudiz chyba v sekreci nebo receptoru tohoto hormonu zptisobuje vyvoj

zenskych vnitinich pohlavnich organii u muze (Rajpert-De Meyts et al., 1999).

6.1.2 Klinicky projev — fenotyp

Perzistence Miillerovych vyvodl je charakterizovana vyskytem Zenskych vnitinich
pohlavnich organti u muZe s normalnim fenotypem i karyotypem (46, XY). Casto
pacientiim chybi jedno nebo obé& varlata. Soucasné se asi v 80 % ptipadl vyskytuje tiiselna
kyla. Prave pii operacich kyly €asto dochazi k ndhodné diagnostice tohoto onemocnéni, na
které pied operaci nic neukazovalo, jelikoZ vnéj$i pohlavni orgény se dosud vyvijely
normalné. u vétSiny ptipadi sledujeme také infertilitu (Saleem et al., 2016; Yuksel et al.,

2006).
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Anatomicky rozliSujeme tfi typy tohoto syndromu podle ulozeni varlat a struktur
utvotfenych z Miillerova vyvodu. Prvnim, nejcastéjSim typem je takzvand muzska forma,
kterou nalézame u 80-90 % pacientli. Nejmén¢ jedno varle je v tomto piipade ulozeno ve
vaku tfiselné kyly, déloha a vejcovody jsou zde ulozeny také, nebo se do vaku daji lehce
vtlacit (spolu s druhym varletem). Naopak nejméné Castym typem je zenska forma, kdy
jsou varlata uloZena v pozici vajecniki, pfipojena k vejcovodu a déloha v normalni pozici.
Tuto situaci mizeme pozorovat asi u 10-20 % pacientd. Ttetim typem jsou piipady, kdy
jsou obé¢ varlata ulozena na jedné strané tfiselného kanalu, ptipadné Sourku. Mluvime pak

o takzvané transverzalni testikularni ektopii (Saleem et al., 2016).
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6.2 Klinefelteriv syndrom

Objeveni tohoto syndromu bylo viceméné nahodné. Ve 40. letech minulého stoleti pozadal
mlady  doktor = Harry  Fitch  Klinefelter = doktora  Fullera  Albrighta,
jednoho z nejuznavanéjSich endokrinologii té doby, o konzultaci diagnézy svého pacienta.
Spole¢né identifikovali stejné ptiznaky u dalSich osmi pacientl a v roce 1942 vydali prvni
publikaci popisujici tento syndrom, ktery byl podle doktora Klinefeltera téz pojmenovan.

S prevalenci 150 na 100 000 novorozenct je Klinefelterv syndrom nejcastéjsi muzskou
chromozomalni aberaci. S timto poctem vyskytl uz tedy nelze mluvit o ojedinélém

vyskytu, za ktery povazujeme 50 a méné na 100 000 novorozenct (Chang et al., 2015).

6.2.1 Karyotyp

Karyotyp tohoto onemocnéni je definovan jako 47, XXY (Obrazek 9). Jedna se tedy o
chromozomovou numerickou aberaci, kdy ma jedinec o jeden chromozom X vice. Toto je
nejbeéznéjsi forma, mozné jsou vsak i dalsi, napt. 48, XXXY ¢i 49, XXXXY, u kterych je

manifestace syndromu jesté vyraznéjsi (Thompson et al., 2004).
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Karyotyp 47, XXY (prevzato z [online:
https://www.wikiskripta.eu/w/Klinefelter%C5 %AFv_syndrom#/media/File: Human _chromosomes
XXY01.png, posledni pristup 8.8.2018]).
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6.2.2 Klinicky projev — fenotyp

Klinefeltertiv syndrom nepovazujeme za piesnou ¢i konkrétni diagndzu v jejich projevech,
spiSe jde o soubor charakteristickych znakt, které se u pacientli vyskytuji s mensi nebo
vEtsi Cetnosti. Mezi nejcastéjsi projevy vyskytujici se u drtivé vétSiny diagnostikovanych
vSak patii mensi varlata, na pohmat tuhd, hypergonadotropni hypogonadismus,
gynekomastie, neplodnost a poruchy uceni. Dals$i symptomy s jejich cetnostmi jsou
vyjmenovany v Tabulce 8 (Groth et al., 2013).

Casto u této choroby pozorujeme mozaicismus, coZ znamena, Ze v téle jedince jsou
ptitomny dvé nebo vice bunéénych linii s riznym karyotypem (jeden normalni, druhy
aberantni). Pacienti s touto formou onemocnéni pak nemusi byt infertilni, pokud

je v gonadach ptritomna normalni linie bunék (Thompson et al., 2004).

symptom cetnost
neplodnost 91-99 %
mala varlata vice nez 95 %
zvySena hladina gonadotropinu vice nez 95 %
azoospermie (dosp€li) vice nez 95 %
poruchy uceni (déti) vice nez 75 %
snizena hladina testosteronu 63-85 %
mensi mira ochlupeni obliceje 60-80 %
mensi mira pubického ochlupeni 30-60 %
gynekomastie 38-75%
abdominalni obezita (dospéli) okolo 50 %
Tabulka 8

Cetnost nejcastéjsich projevii Klinefelterova syndromu (vybrdany symptomy s cetnosti nad 50 %,

prevzato a upraveno z Groth et al., 2013)
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Diagnostika tohoto syndromu byva povétSinou ndhodnd, vzhledem k tomu, Ze klinické
projevy Casto nejsou piili§ vyrazné. Zachyt muze nastat pii dopliitkovych vySetfenich
karyotypu v t€hotenstvi, nebo je toto vySetfeni indikovano muzi z paru, kterému se

dlouhodob¢ nedati pocit potomka (Semecky, 1987).

6.2.3 Genotyp

Nadbytecny X chromozom mitize pochazet od obou rodic¢ii, a to se stejnym relativnim
vyskytem 50 % jak od otce, tak od matky.

Pfi maternalni dédi¢nosti dochdzi k chybé pii meidze 11 II a v necelych 16 % ptipada
b&hem postzygotické mitdzy (PZM — post-zygotic mitotic), zatimco u paterndlni dédi¢nosti

nastava chyba pfi déleni pouze v meidze I (Thomas, Hassold, 2003).

maternalni dédi¢nost paternalni dédi¢nost
mei6za I — achiasmata 22,80 % 67,10 %
meioza I — chiasmata 25,70 % 32,90 %
meiéza I1 28,60 % 0
postzygoticka mitéza (PZM) 15,70 % 0
ostatni chyby v mei6ze 7,10 % 0

Tabulka 9
Tabulka s relativnim zastoupenim pivodu mutaci vedoucich ke genotypu 47, XXY

(prevzato a upraveno z Thomas, Hassold, 2003).

Stejné jako je tomu u Zen, i u muzi s touto diagndézou podléhd jeden z chromozoml X
umlcovani. AvSak asi 15 % geni, které jsou umisténé na nadbytecném X chromozomu,
umlceni nepodlehne, a vznikla zvySena genova davka ma na svédomi genetické pozadi této
nemoci. Tyto geny nalézame po celém chromozomu X, nejvic jich ale zlstava

neumlceno v pseudoautozomdlnim regionu chromozomit X aY — PAR. Uvazuje se, ze
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konkrétné trojit¢ kopie genit SHOX, PCDHIIXY aSYBLI by pravé v Leydigovych
buitkach mohly zpusobovat jejich nefunkénost, tudiz nedostatek
testosteronu u pacientt s Klinefelterovym syndromem (Nieschlag et al., 2014; Ross et al.,

2006).

6.2.4 SnimKky histologickych preparati

6.2.4.1 Prepubertalni varle

Obrdzek 10

Biopsie prepubertalniho varlete (pacient ve véku ~ 7 let), zvétseno 100x.

Na snimku miiZeme videt nepriichozi semenotvorné kandlky vystlané vybézky Sertoliho bunék.
Zietelna je ztlusteni bazalni lamina. Intersticium je tvoreno hladkym vazivem s pritomnosti

fibroblastii a makrofagii, bez Leydigovych bunék.

27



Obrazek 11

Biopsie prepubertalniho varlete (pacient ve véku ~ 7 let), zvétseno 200x.

TR 3 =

Obrazek 12

Biopsie prepubertdlniho varlete (pacient ve véku ~ 7 let), zvétseno 200x.
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Obrazek 13

Biopsie prepubertalniho varlete (pacient ve véku ~ 7 let), zvétseno 400x.

Na tomto snimku lze zretelne rozeznat dve populace Sertoliho bunék. Predpokladame, Ze svétla
populace jsou normalné se vyvijejici Sertoliho buiiky, kdezto tmava populace pravdépodobné
podléha degeneraci. Lze zietelné pozorovat uplné uzavieni semenotvornych kanalkii, intersticialni

prostor s Fidkym vazivem, bez Leydigovych bunék.
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6.2.4.2 Pubertalni varle

Obrazek 14

Biopsie pubertdlniho varlete (pacient ve véku ~ 14 let), zvétseno 200x.

Prirez semenotvornym kandlkem. Lze pozorovat ztlustélou bazalni laminu, p¥i jejim okraji
pozorujeme populaci Sertoliho bunék a ziidka buriky zarodecné. V Fidkém vazivu intersticia jsou

viditelné pouze zbytky populace Leydigovych bunék.
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Obrazek 15

Biopsie pubertadlniho varlete (pacient ve véku ~ 14 let), zvétseno 400x.

Detail okraje semenotvorného kandalku. Pri bazalni lamine miizeme pozorovat stadia premeioticke

diferenciace zarodecnych bunék, které vsak nepokracuji dale ve vyvoyji.

(-

Obrazek 16

Biopsie pubertdlniho varlete (pacient ve véku ~ 14 let), zvétseno 400x.

Detail rozpadajici se Leydigovy buriky v intersticialnim prostoru. V semenotvorném kandlku
vidime malou populaci spermatogonii, kterd se vsak dadle nevyviji. Nejsou vytvoreny ani spoje

mezi Sertoliho burnkami, a tudiz hematotestikularni bariéra.
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7. DISKUZE

Cilem této prace bylo popsat vyvoj muzskych gonad pfedevsim v embryonalnim a fetdlnim
obdobi tohoto vyvoje. Zvlastni kapitoly vyvoje jsou vénovany Sertoliho a Leydigovym
bunkdm, které se v gonddach nachazeji aplni dualezit¢ ulohy pfi jejich
diferenciaci v dosp€lou gonadu a poté zajistuji podminky pro spermatogenezi.
Prostudovanim této problematiky lze tvrdit, Ze vyvoj gonddy, potazmo pohlavi je velmi
komplexni proces, na kterém se podili mnoho faktort a byt’ jen mala chyba v jakémkoli
kroku z tohoto procesu muize mit fatalni nasledky pro budouci vyvoj jedince.

Ve své minulé bakalafské praci obhajované v loniském roce na Ptirodovédecké fakulte UK
jsem se vénovala tématu vrozenych vyvojovych vad a nékterym typam jejich etiologie
(teratogen, chyba v kaskadé, mikrodelece a mikroduplikace). Proto jsme se v této praci
rozhodli téma pojmout nejen jako ptrehled vyvoje, ale zminit i nékteré vady, které
mohou v tomto vyvoji nastat véetné metod, kterymi se daji diagnostikovat.

Vyspélejsi technika, nové pozorovaci a vySetfovaci metody i pokrok védy jako takové nam
dovoluje bliz§i prostudovani konkrétnich kaskad a principli, které se v procesu
embryonalniho a fetdlniho vyvoje uplatituji. Diky tomu mizeme chyby v ontogenezi 1épe
popsat, pochopit, diagnostikovat a pokud je to mozné, tak i 1éCit.

Co se tyCe léCby, je nutné mit na paméti, ze zdravi pacienta také neni jednostrannou
zalezitosti, ale ze zdravi fyzické jde ruku v ruce se zdravim psychickym. Naptiklad pfi
diagnoze infertility, kterou u dan¢ho pacienta nelze nijak 1€Cit je velmi dualezité, aby se
pacientovi dostalo také pomoci v ramci seznameni se s jinymi moZznostmi rodi¢ovstvi.
Specialné u Zzen je nutno psychické podpory kvili pocitim ménécennosti z divodu

nemoznosti stat se matkou.
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8. ZAVER

V této praci byl popsan vyvoj muzskych gonad ptiblizné od tietiho tydne intrauterinniho
zivota az po dosp¢lé varle, samostatnd kapitola se pak vénuje spermatogenezi,
Sertoliho a Leydigovym bunkam.

Determinace pohlavi je zpracovana i z genetického hlediska, popsany jsou pohlavni
chromozomy, jejich pseudoautozomalni oblast a pohlavi urcujici region na chromozomu
Y.

V ptehledu jsou diskutovany dva typy vyvojovych vad, které mohou nastat v pribéhu
ontogeneze. Klinefelteriv syndrom jako zéastupce chromozomalni aberace a perzistence
Miillerovych vyvodi zastupujici chybu v sekreci/receptoru anti-Miilleridnského hormonu.
V souvislosti s témito chorobami jsou popsany dvé metody vySetfeni a diagnostiky chorob

spojenych s pohlavim. Metoda fluorescen¢ni hybridizace in situ a metoda polosilnych fezt.
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