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Andreas Vesalius (31.12. 1514, Brusel — 15. 10. 1564, Zakynthos)
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Ve stejném roce jako Vesalius (1543), publikoval Mikulas Kopernik spis De orbium

revolutionibus coelestium (O obézich nebeskych sfér), ktery ma pro vnimani svéta

podobny vyznam jako sedm Vesaliovych knih pro poznani anatomie Clovéka.
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Vyobrazeni pitvy na sténé studovny v byvalé jezuitské koleji v Jindfichové
Hradci bylo objeveno pfed cca 10 lety. Je to monumentalni freska, ktera je
datovana do pocatku 18. stol. (1700 — 1720) ? Predpoklada se, ze predlohou

pro zobrazeni pitvajiciho muze v paruce byl Low z Erlsfeldu (1648 — 1725)
rektor university a dékan lekarske fakulty.



Jan Janosik (1856 — 1927)

“"Jak v anatomii makroskopicke
tak jiz v mnohém ohledu

| v histologii

a mikroskopické anatomii...
pouhé popsani

prestalo jiz byti védou

a vsude do popredi

se tlaci otazka proc.

Za jedineé spravneé vychodiste ...
tu mozno brati ...

histo- a organogenesi."

(1892)

profesor histologie, embryologie a anatomie, prednosta histol.- embryol.
Ustavu (1887- 94) a anatomického uUstavu (1894 — 1926) Ceské lék. fakulty



Struktura prednasky

1. Historie - jak byl a jak je studovan vyvoj organizmu
(deskriptivni embryologie, experimentalni
embryologie, vyvojova biologie)

2. Bunécne aktivity za vyvoje
(proliferace, apoptosa, migrace, epithelo-
mesenchymova transformace bunek,
diferenciace, schopnost adherovat, rust,
interakce bunek)

3. Signalni molekuly

4. Transkripc€ni faktory

Diferenciace pricné pruhovaného kosterniho svalu

Doporucena literatura: M. Gvrim: Bunécne a molekularni
mechanismy vyvoje. V: R. Cihak: Anatomie 1, 3. vydani
str. 47 — 55, Grada, 2011




Definice pojmu

Embryonalni vyvoj - proces, kterym z oplozeného vajiCka
vznika novy jedinec

Mechanizmy embryonalniho vyvoje

 Proliferace, migrace a diferenciace bunek

e \/yvoj tvaru - morfogeneze

e Rust

1. Historie poznavani vyvoje organismu

a) Deskriptivni embryologie pfinesla popis:
oplozeni, ryhovani, gastrulace, popsala vznik zarodecnych
listu: ektoderm, mesoderm, entoderm, a co z nich vznika.

Byl poznan zakladni stavebni plan organizmu: chorda,
neuralni trubice, somity, somatopleura, splanchnopleura




b) Experimentalni embryologie studovala kauzalitu (otazku
proC?) autodiferenciace a podminéna diferenciace, migrace
bunek - znackovani, chimeéry, embryonalni indukce, regenerace

Teorie pozicni informace: behem gastrulace ziskavaji bunky
informace o sveé poloze a vyvijeji se podle mista svého puvodu.
( L. Wolpert)

Metody - ultrastrukturalni, biochemicke, histochemicke a
Imunohistochemicke postupy

c) Vyvojova biologie: molekularni biologie + genetika +
morfologie; vyvoj studovan jako fizeny déj na urovni genu a
proteinu.

Metody: in situ hybridizace mRNA, transgenni embrya,
mutace, vyrazeni a nadexprese genu, impakt v Iékarstvi, v
prevenci vrozenych vad




Zakladni stavebni plan embrya obratiovcu

intermediami mesoderm

mesoderm lateralni ploténky mesoderm lateralni ploténky
(panetalni list) (visceralni list)

Pricny frez embryem (kure 58 h inkubace, Clovek konec 3. tydne)



Experimentalni embryologie
Embryonalni chiméra japonské krepelky (Q) a bilé leghornky (C)
transplantace somitu, myogennl bunky v koncetine
K HH 29

QCPN Ab'
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Embryonalni chiméra japonskeé
kiepelky (Q) a bilé leghornky (C) -
transplantace zakladu kon¢etiny




Technika in situ hybridizace (ISH)
i

mRNA MyoD HH 25

umoznuje prokazat

. pritomnost urcité genové

sekvence v genomu. Je
zalozena na vzajemné afinité
komplementarnich sekvenci
nukleovych kyselin. Uméle
pripravené jednovilaknové
sondy hybridizuji s
prislusnym usekem nukleové
kyseliny. K jejich pfiprave se
pouziva nukleotidu
znacenych digoxigeninem,
ktery lze v dalSim prabéhu
reakce vizualizovat pomoci
protilatky. S komplementarné
pripravenou RNA (antisens-
sondou) tvorfi mMRNA stabilni
hybrid a tak umoznuje
prokazat mRNA vytvofenou v
prubéhu transkripce
exprimovaného genu.



Vyuziti reportérového genu lacZ ke studiu bunék
neuralni listy

Wntl-lacZ




Cre-lox systém: trvala exprese
reportéerového genu v bunkach neuralni listy (NL)

mys Whiti-cre | + my$ R26R / +
@
loxP  loxP
o
Wntl promotor R26R ~ STOP  B-gal

(specificky pro neuralni listu)
promotor (ubikvitéerni)

Whit1-cre /| R26R mys I—>
loxP loxP Pgal
R26R  STOP  f3-gal B-galaktozidaza
je exprimovana
promotor -
Cre-rekormboirizi<: rozpozna loxP a konstitutivné

vystrihne oznaceny STOP



ho genu lacZ

érove

LacZ hnédé
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In situ hybridizace (ISH) mRNA VEGF v fezech (modre) v
kombinaci s imunohistochemickym prukazem endothelu
krevnich cev (hnede)




Vyvojova biologie
(molekularni biologie + genetika + morfologie) studuje
VYVOj ha urovni genu a proteinu. Toto studium prineslo:

e poznani, jak signaly z bunécnych interakci ovlivnuji
genovou expresi

e poznani transkripénich faktoru jako regulatoru genové
exprese

e poznavani molekularnich mechanizmu diferenciace a
morfogeneze na molekularni urovni




Homeosis = pfeména jedné ¢asti segmentalné
usporadaného useku tela ve druhou pfri naruseneé expresi
Hox genu




Exprese homeotickych genu (HOX génu)
v kraniokaudalni ose embrya ridi expresi podrizenych
genu a ty urCuji chovani bunéénych populaci embrya.

Hox gény urcuji okrsky, ve kterych se tvori urcité tkane
a organy, urcuji lokalni identitu bunek.

V konecném dusledku Fidi HOX gény realizaci
stavebniho planu tvoriciho se organismu.




Vyvoj mnohobunécného organismu

je podminén schopnosti jeho bunék vyuzit genetickou
informaci riznym zpusobem a vytvorit cca 200 typu
specializovanych buneék.

Genom vsak neobsahuje navod k prostorovému usporadani
riuzné diferencovanych bunék. K realizaci tohoto ukolu je
nutny dialog mezi bunkami (interakce bunék) = epigenetické
faktory vyvoje.

Interakce bunék jsou zdrojem signalu zprostredkovanych
molekulami na jejich povrchu a v mezibunééném materialu
= signalni molekuly a jejich receptory.

Bunky reaguji na signaly zmenou genové exprese (nejprve
tvorbou transkripcnich faktoru), které ridi diferenciaci
bunék a jejich usporadani do urcitého tvaru = morfogenese.



Transmembrane
receptors

Extracellular
matrix

Signal transduction pathways

New patterns of gene expression




Signalni molekuly

Signalni molekuly pusobi mezi burikami. Jsou
identifikovany odpovidajici receptory, které prenaseji
signal do jadra a to odpovida zménou genoveé exprese.

Mezi signalni molekuly se Fadi cytokiny, riustové
faktory, hormony a neurotransmitery.

Transkripcni faktory

jsou proteiny, které maji schopnost vazat se na
specifické sekvence DNA. Pusobi v jadre jako
regulatory genové exprese dalSich genu.




Proces vzniku entodermu a mesodermu se nazyva gastrulace.
Vznikaji nové prostorové vztahy bunécnych populaci,
které jsou podminkou pro induktivni interakce bunéek
nutné pro vznik komplexnich struktur embrya

It Is not birth, marriage,
or death,

but gastrulation,

which is truly

the most important time
In your life.

Lewis Wolpert (1986)

(born 1929, emeritus professor
of biology at University College
London, retired in 2013)




Vznik trivrstevného zarodku
(ektoderm, mesoderm, entoderm)

. orofaryngova , v - v . ,
< membréna A. Zarodecny tercik 16ti denniho

embrya. V epiblastu je patrny
] primitivni prouzek a primitivni uzel.

L § 7 wed™  Sipky- pohyb bunék epiblastu a jejich

primitivni uzel ——=— I L] | nasledna migrace mezi epiblast a
“ ' hypoblast.

odriznuté an

primitivni prouzek

primitivni uzel

A s Mgl __ primitivni prouzek

epiblast

B. Priény fez primitivnim
prouzkem 15. den vyvoje
ukazuje jak bunky epiblastu
(modre) migruji (Eervené) do
hypoblastu (zluté) a tvori
definitivni entoderm. Dalsi
bunky epiblastu tvori
mesoderm. chorda dorsalis

pronikajici buiiky mesodermu

entoderm




Nositelem stavebniho planu organu jsou _ ;-
buriky mesenchymu. Béhem gastrulace .
(viz dalsi dia) ziskaly svoji lokalni
identitu a ta urcuje jejich vyvo,.

Mesenchym je vazivova embryonalni tkan.
Bé&hem vyvoje tvofi stroma organu a vznikaji z
ni dalSi pojivové tkané (a také hladka svalovina.

Mesenchym obsahuje malo diferencované
bunky. Uvolnily se z epithelove usporadaného
mesodermu procesem nazvanym epithelo-
mesenchymova transformace.

V hlavové oblasti pochazeji mesenchymoveé
bunky z neuralni listy a jsou proto nazyvany
ektomesenchym.
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TBXS5 gen je gen, ktery ridi
vyvoj horni koncetiny a
podminuje jeji identitu

Mutace TBX5 genu vede ke
vzniku Holtove-Oramova
syndromu (HOS,1960)

Projevuje se vyvojovymi
defekty horni koncetiny
(amelie, fokomelie, dysplasie
radia) a také vyvojovymi
vadami srdce (defekty septa
predsini a komor, transpozice
aorty a truncus pulmonalis)




Fig. 2. Gross morphology
of normal and Pitx1-infect-
ed limbs. (A) Normal wing,
stage 36. (B) Pitx7-infected
wing, stage 35. In the
Pitx1-infected wing, the
normal flexure of the wing
has changed, no patagium
has formed, and the ecto-
derm is smooth, with no
evidence of formation of
nascent featherbuds. The
blue arrows indicate the
areas of interdigital cell
death at the distal extreme
of the limb, as normally oc-
curs in the leg, (C) Normal
leg, stage 36. Red arrows
are discussed in the text

(D) An example of a different embryo (stage 35) in which Pitx]
has been misexpressed in the right wing. The overall morphol-

patagium

ogy of the infected wing has been altered, and in addition, the
digits have rotated 90° relative to their normal position (compare with the uninfected, left wing) and

are now aligned similarly to the digits of the leg

Logan, Tabin 1999

Ptx1 - gen identity dolni konCetiny byl vnesen do zakladu kfidla. Jeho vyvoj je

narusSen a vykazuje znaky dolni konCetriny



Pax3 mutace u mysi (splotch mutation)

| spvyspi

Pax3 mutace u ¢lovéka: Waardenburgiv syndrom (defekty pigmentace, defekty
svalll koncetin, kardiovaskularni defekty, hypertelorismus, rozstép patra



Signalni molekula scatter factor (HGF) se tvori v mesenchymu zakladu koncetiny.
Svalové bunky maji c-met receptor pro tuto molekulu a migruji do oblasti jeji
vétsi koncentrace v zakladu koncetiny. Je-li vSak gen pro c-met receptor
mutovan, signalizace vazne a vyviji se koncetina bez svaloviny.

kontrola mutace c-met

..v.."""‘ 7“ ;‘ .:_ -

T. Franz, R. Kothary, M.A.H. Surani, Z. Halata, M. Grim: The Splotch mutation interferes with muscle
development in the limbs. Anat Embryol (1993) 187:153-160



Piebaldism - ce bunék: poruchy
pigmentace, sterilita, anemie. Vyvolano mutaci KIT
genu u Clovéeka prave tak jako mutaci Kit genu u mysi



Neural plate




Vyvoj ektodermu
b) tvorba neuralni trubice a neuralni listy: neurulace

ganglion
spinale

sympaticke
ganglion

vyvijejici se
nadledvina

preaortalni
ganglion

entericka
ganglia

urogenitalni
lista

A, B. Bunky neuralni listy (svétle modre) na vrcholech neuralnich valu.
C. Migrujici bunky neuralni listy vytvareji spinalni ganglia, retézce
sympatickych ganglii, dren nadledviny a dalsi tkane.




Derivaty neuralni listy (na hlave také ektomesenchym)

Pigment cell

Neural crest

Schwann cell
Dorsal root
ganglion

Pigment »
- 4 Uniploar (sensory)

) neuron

Multipolar
neuron in
sympathetic
ganglion

Chromaffin

cells in
adrenal medulla
Ektomesenchym:

i) Pl s osteoblasty, fibroblasty,
- — chondroblasty, hladké
ﬁjgs i svalové buriky, tukové
- buriky, odontoblasty

ganglion




Clenéeni mesodermu
paraaxialni mesoederm (Ssomity),
iIntermediarni mesoderm (urogenitalni system),
lateralni plotenka (somatopleura, splanchnopleura),
kardiogenni mesoderm, cevni reciste
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Somity podél neuralni trubice po CasteCném odstranéni ektodermu
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mesenchymové hemangioblasty tvorba cévni trubice
burky

[VEGE Angiogenese
(nové cévy vznikaji puéenim ze
stavajicich cév

Rustovy fakktor endothelu krevnich
= 4 cév (VEGF) indukuje diferenciaci
7 vena endothelovych bunék a jejich
profilferaci vazbou na jeho receptory
VEGFR2 - FIk1 a VEGFRL1 - Flt1




Vyvoj entodermu

kloakova
membrana  laryngotrachealni

zbytky
orofaryngové

membrany

ductus omphaloentericus '

Zloutkovy
D vacek

Vyvoj dutiny vystlané entodermem (zluté) na mediannim fezu embryem
ve 3. a 4. tydnu vyvoje.




Derivaty entodermu:

epithelova vystelka travici trubice a zlu€ovych cest,
parenchym stitné zlazy, pristitnych télisek, jater a pankreatu,
zaklad vystelky dychaciho systému a mocového mechyre

zaludek

srdecni hrbol
ductus pankreas

omphaloentericus N :
allantois —_ primitivni e

strevni klicka .
mocovy meéchyf “ :
kloakova /" A

zadni strevo e pa ‘\ »

B 7




2) Bunéecné aktivity za vyvoje:

 proliferace - déleni bunék,
trvale se obnovujici bunecne populace, statické populace

e diferenciace buneék - vyuziti genetické informace ruznym
zpusobem, embryonalni kmenova burika (totipotentni),
organove kmenove bunky (pouze (multipotentni)

- epithelo-mesenchymova transformace

* migrace - bunky se mohou pohybovat.

e schopnost adherovat

e bunécna smrt - apoptosis

e rust organizmu- rust velikosti a po€tu bunék, rist objemu
mezibunecné hmoty.
Zakladni usporadani organismu vznika ve velmi malém
méritku. Rust miniaturu zvétSuje do dospélé velikosti,
vyzaduje regulaci genové aktivity.



Proliferujici bufiky ve vlasovych folikulech'(zeleng)
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Epithelo-mesenchymova transformace bunek
neuralni listy

Neural plate




Migrace bunéek
(embryonalni bunky béhem gastrulace, bunky neuralni
listy, germinalni bunky, myogenni bunky, atd.)
e aktinovy motor generuje pohyb bunék
* permisivni contact-guidance + chemorepelentni molekuly
Permisivni prostredi: na trasach migrace fibronectin, laminin,
kolagen IV, v interstitiu hyaluronova kyselina, na povrchu
bunék integriny
Chemorepelentni prostredi (proteoglykany, chondrotinsulfat
Parakrinni signalni systémy migrace
e Scatter factor /c-met receptor
e Steel factor (stem cell factor) / Kit protein
c-kit gen koduje transmembranovy tyrosin kinasovy receptor
Steel gen koduje jeho ligand Steel factor
e Stromal derived factor 1/ jeho CXCRA4 receptor



g

k - bunky neuralni listy

e

Migrace bun




Site filament aktinu (Cervené) zajist'uji pohyb bunky,
jadra obarvena modre (bunky in vitro)




Permisivni contact-guidance migrujicich bunék neuralni
liSty umoznuje fibronektin a tenascin v extracelularni matrix

- s

Tenascin Bunky NL

znacené prukazem

HNK-1



Kosterni sval a jeho vyvoj jako priklad
diferenciace tkané a vyvoje organu

» histogenese: myoblast, myotuba, svalové
vlakno, inervace

 transkripc¢ni faktory: myogenin, MyoD, Myf-5

* myostatin

+ diversifikace linie ,pomalych* a ,,rychlych*
svalovych bunék

 morfogenese: blastemy, zaklady, stepeni,
fuse, sarkolysa
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Kosterni sval, typy svalovych viaken

Synaptic terminails at
neuromuscular junctions

Spinal cord
Motor Motor |
unit 2

\ unit 1
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Motor neuron
cell body /
Motor neuron ‘
axon
Muscle ./ .

Muscle fibers
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* Fast twitch * Fast twitch * Slow twitch
* High force * Moderate force * Low tension
* High fatigue ’ * Fatigue resistant * Fatigue resistant

§.

2 4 6 60
Time, min

2 4 6 60
Time, min

Muscle fibers
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Extensor muscle




ISH mMRNA MyoD, myogeneze v trupu

‘




Plvod a usporadani epaxialni a hypaxialni svaloviny na transversalnim fezu embryem
v urovni bfisni stény v asném (vlevo) a v pozdéjSim (vpravo) vyvojovém obdobi




PREMYOBLAST

GENERACE MYOBLASTU:




Myostatin a jeho vyveojovy vyznam

DOMINANT NEGATIVE
CONTROL ACTRIIB FOLLISTATIN

Mutace genu pro myostatin;
nadmeérna proliferace

svalovych bunek

Uvadi se, ze minimalné jeden ) :
evropsky Sampion ve vzpirani  Blokada receptoru pro myostatin,
ma vrozeny defekt myostatinu, Nadexprese folistatinu,

ale asi tomu tak neni antagonisty myostatinu




Gen ACTNS3 koduje alfa-actinin-3 a ma dvé alely (R,X).
Alela R ma cytosin v kodonu 577, ktery kdduje arginin.

V alele X je cytosin nahrazen thyminem, Cimz je translace
predCasné ukoncena a nevytvari se funkcni protein.
Pouze R alela umoznuje syntézu alfa actininu 3, proteinu,
ktery je obsazen prevazné v FG (lIx) svalovych vlaknech
zodpovednych za rychly a vydatny stah svalu.

Nositelem alespon jedné R alely je 95% elitnich sprinteru
a 50% z nich ma dokonce obé R alely - kazdou od
jednoho z rodicu.

V Keni je 99% populace nositelem alespon jedné R alely,
na Jamaijce je to 98% populace, ale v evropské populaci
je to jen 82% jedincu. Predpoklada se, Ze homozygotu
X/X, ktefi netvofi alfa-actinin 3 je celosvétové 1/6 — 1/4
populace.



Power Female Power All Endurance Female Endurance
Olympians Power Athletes Controls Athletes Endurance Olympians
(n=32) (n = 35) (n=107) (n = 436) (n = 194) (n=72) (n—=18)

ERR BMRX []IXX

Figure 3. Frequencies of the three ACTN3 R577X genotypes in controls and elite athletes. The sample size in each group is shown,
Female athletes and athletes who had competed at an Olympic level are shown as separate groups for both power/sprint and endurance
athletes. Significant differences from genotype frequencies in controls (by a ¥* test for homogeneity of genotype frequencies between
groups) were seen for total power athletes (P < 0.0001), female power athletes (P < 0.05), power Olympians (P < 0.01) and female
endurance athletes (P < 0.05).



Regenerace kosterniho svalu

 satelitni bunka — kmenova bunka
svalového viakna

» aktivace satelitnich bunék, proliferace,
fuze, diferenciace

* regenerace po poraneni, po transplantaci:
revaskularisace, reinervace

» casovy prubéh x proliferace vaziva






‘ intaktni sval




Doporucena literatura
k zakladum vyvoje organovych systému

Cihak R: Anatomie | (3. vydani)
str. 31 — 59, a z toho zejména str. 47 - 53

Langmanova lekarska embryologie kapitola 6
Embryonalni obdobi, str. 79 — 102



