Determinazione del sesso:
gametogenesi e formazione delle gonadi

- Gametogenesis in animals
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APPARATO GENITALE MASCHILE
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SPERMATOGENESI NET MAMMIFERI

‘Processo continuo:

-Fase moltiplicativa
-Fase meiotica

-Fase differenziativa

*Avviene in tubuli seminiferi
sfocianti in dotti comuni, che
comunicano con l'esterno

‘Richiede la presenza di cellule di
sostegno (Sertoli)
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SPERMATOGENESI
Funzioni delle cellule di Sertoli

Lumen of
seminiferous
tubule

Spermatozoon

‘Nutrono le cellule germinali
accogliendole in profonde
invaginazioni della membrana (es.
fattori di crescita)

Sertoli cell

Spermatids

Secondary
spermatocyte

‘Fagocitano i corpi citoplasmatici
residuali

*‘Regolate da FSH (Ipofisi)

-Sono connesse da giunzioni strette - .
, formando la barriera emato- Cellule di Leydig

Primary
spermatocyte

Tight junction

Spermatogonium

testicolare (protezione da fenomeni ~ Nello spazio interstiziale,
autoimmuni): producono testosterone
Barriera per prevenire risposta Regolate da LH (Ipofisi)

immune verso cellule germinali dopo
meiosi



APPARATO GENITALE FEMMINILE
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Numero di cellule germinali x 108
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OOGENESI

Numero
di OOGONI:

MAMMIFERI
- Mitosi limitata
al periodo fetale
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OOCITI PRIMART

Arresto del ciclo
cellulare

(diplotene della prima
divisione meiotica),

Accrescimento volume

Puberta

OOCITA PRIMARIO

Regolazione
ormonale

Completamento meiosi T
(emissione I polocita)

OOCITA SECONDARIO
(blocco in metafase IT)

RILASCIO DALL'OVAIO
PER ESSERE FECONDATO



OOGENESI

ovario e follicoli Tunica Mesovarium and
albuginea blood vessels
Primar
Degenerating y
corpus luteum folicles

{corpus albicans)

Germinal
epithelium

Primordial
follicies

Corpus luteum
(a) corpus luteum

Copynight © 2001 Bergamin Cummings, an npeint of Addison Wesley Longman, inc,

Cellule Follicolari e Cellule della Teca:
Nutrici, Produzione ormoni, formano strati accessori



OOGENESI sviluppo del follicolo

MAMMIFERTI

*Accrescimento dell'oocita
*Accrescimento contemporaneo del follicolo
(produzione liauor folliculi)
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OOGENESI conTrOLL!

(A) Gonadotropins Luteinizing
(from anterior pituitary) hormone (LH)
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che regola la sintesi &

gonadotropine {B) Events in ovary Ovulation Corpus luteum
Developing follicle

Egg

® @ @

ORMONE
FSH

ORMONE LH

@

| : |

(C) Owvarian hormones Progesterone

_/

Estrogen

\ i | |
OVAIO

D) Uterine lining
Produce estrogeni e (D) &
progesterone )

34 3

— .
Menses Follicular phase s Luteal phase

1 3 3 !

1 I I A A A Il i i 1

0 5 10 15 20 25

Day of menstrual cycle




OOGENESI

‘LH -> cellule teca interna ->
androgeni -> cellule follicolari ->
estrogeni (aromatasi)

‘FSH -> cellule follicolari -»
proliferazione, aromatasi,

Sviluppo dei follicoli

Estrogeni

Promuovono la formazione dei
caratteri sessuali secondari
femminili e

sono coinvolti nella
proliferazione dell’endometrio
e in diversi fenomeni del ciclo
mestruale
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CONTROLLO ORMONALE
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Cellule primordiali germinali (PGC)



Cellule primordiali germinali (PGC)
» Sono i precursori dei gameti
- Segregano precocemente dalle altre cellule somatiche

* Migrano nelle gonadi presuntive prima di differenziare

* La linea germinale si separa dalle altre cellule (linea somatica) per
rimanere totipotenti

Cellule germinali primordiali possono essere specificate:

- in modo autonomo (plasma germinale dell'uovo. Es: Rana)
- indotte da interazioni tra cellule vicine (Es: Mammiferi)

/ — Som / ~ L Som "~ |-Soma Successione
/ (1 / O | @ / O | @ di individui
/ ~ / o = / o
;\‘ } - N / s -\: \ /! - / e 'f_ i / (
/ ¢ -—-v ] / \-—-V /] / ( :-—V /]
el eti-mielota-m-o 0 a-m
v/ v P ' e germinale

: ¢ Blastomeri prima della divisione /™, ) . Gamete del
. Zigote W 4olla linea germina\e dalsoma Cellule somanche. Cel\uledgtﬁirmmah A Gamete v sesso opposto
primordiali



Linea germinale negli anfibi

Plasma germinale nell'uovo non fecondato e distribuito nella zona
corticale vegetativa.
Dopo la fecondazione migra al polo vegetativa

c ivisione
L'ipotesi del i
genoma inerte

I componenti del plasma
germinale inibiscono la |
trascrizione e la divisione
traduzione, impedendo & "3
cosi alle cellule che li
contengono di
differenziarsi in 3 |
qualsiasi altro modo. RNA di Xcat2

(proteina importante per inibire
la traduzione nelle cellule germinali)




Linea germinale nei mammlfer'l

(A) (B) Mesoderma
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Le cellule germinali primordiali vengono
indotte nel epiblasto posteriore (in quello che
diventera il punto di incontro tra ectoderma,
stria primitiva e allantoide).

Sono rese competenti dall'endoderma viscerale (WNT) a
rispondere a segnali prodotti dall’'ectoderma extraembrionale
(BMP). Zone anteriori dell’'epiblasto non rispondono a questi
segnali perché esprimono inibitori di BMP.



BMP induce regolatori che reprimono geni somatici e
fanno esprimere geni della pluripotenza come Sox2,
Nanog, Oct4 e fattori di organizzazione della cromatina
che inibiscono l'espressione genica.

L'iniziale localizzazione
extra embrionale aiuta
a evitare che ricevano

P e stimoli che ne inducano

Km la specificazione
somatica prima che
I'espressione genica sia
stata inibita.

% | Espressione di Oct4 nelle prime
. fasi della segmentazione, nei
~ & precursori germinali e nelle gonadi




Cellule della cresta

Cellule germinali nei mammiferi

Le PGC migrano successivamente

verso le regioni in cui si formeranno o
le gonadi, CRESTE GENITALL, ¥
sostando alcuni giorni nell o
endoderma dove proliferano. o

Cellule §
germinali
primordiali

CGP)
(A) Migrazione delle PGC . (B) Mlgrazmne delle PGC nella gonade ( )
verso lendoderma VIII glOI"hO S
XTI giorno
] — \ | o
S |
. RIS | Creste Somite
\ = genitali
| i e \/ C 5

Intestino
anteriore

Mesentere ————
dorsale -

Cloacs Mesonefro Cr'es're gen i Tal i




La determinazione del sesso



La determinazione cromosomica del sesso

Mammiferi M: XY, F: XX
Uccelli M\:ZZ F: ZW

Moscerini M e F: rapporto

tra cromosomi somatici e X N

Madre

| Oociti

X/~

Altri insetti (api, formiche) )
F: diploidi X/

M: aploidi (uova non
fecondate)

A

Padre

Ill_a" 4 4 , “-.I.Il

1
"'\__XY_,./:
Sperma
— tozol _——
| ’ ] L | ’ .-I

f/ 44 ,\-, 44, \

(Y non contribuisce) P |\ | &

(1) | (1)

\ XX Y XY/

Femmina Maschio

Genotipi della prole



La determinazione primaria e secondaria del sesso

Determinazione primaria: formazioni di gonadi, ovari o
testicoli (regolazione genetica)

Genitali interni femminili
(utero, tube uterine,
cervice uterina, parte
superiore della vagina)

A
® Cellule Genitali esterni
della 1 femminili
RSPOI | OVARIO granuiosa Folhcgh (Iabbra, clitoride,
H NT4 Cellule parte inferiore
tecali della vagina)
Crest Gonad Estrogenl —
resta onade
genitale oy indifferenzmta N\ Ddtto
ff ’ XY di Miller
L HX9 SRY Cellule SELp AMF— L » |
WNT4 SOX9 | TESTICOLO di Sertoli Regressione  ypercolo genitale,
50X9 SEI seno urogenitale
FGE9 Cellule === Testosterone |——————» DHT

di Leydi
GATA4 yaig Pene, prostata,
scroto

Dotto Genitali interni maschili
di Wolff (epididimo, dotto deferente,
vescicola seminale)

Determinazione secondaria: fenotipo maschile o femminile,
genitali interni e esterni, muscolatura, comportamento,
cartilagini vocali (regolazione ormonale)



La determinazione secondaria del sesso
Ovari/testicoli =>ormoni =>dotto di Muller o dotto di Wolff

XX: estrogeni sostengono sviluppo del dotto di Muller in
tube uterine e utero. Dotto di Wolff degenera.

XY: fattore anti-mulleriano fa degenerare il dotto di
Muller e testosterone fa sviluppare le vie spermatiche

dal dotto di Wolff. e
SESSUALMENTE INDIFFERENZIATO
(bipotenziale)

Gonadi

, o |
-~ / .II'. ‘r"
Rene metanefrico \\ N
-/ |1 | IV ]
' Mesonefro

Dotto di Muller

Uretere 7 .
Dotto di Wollfi

\ Cloaca



La determinazione primaria del sesso

Abbozzi delle gonadi (4 settimane) nel mesoderma
infermedio adiacenti ai reni: stadio bipotente

Epitelio della cresta genitale
forma i componenti somatici

delle gonadi.

Questa fase serve a far
aumentare il numero i cellule

nellla cresta genitale

A 6 settimane nelle gonadi
migrano le cellule germinali

Compare il dotto di Muller

(A) 4 SETTIMANE: GONADI INDIFFERENZIATE
Dot di Woltf Glomeralo Aorta

Le cellule
K germinali
arrivano
in sede
a questo stadie

1
QB

/ Tubulo

Cresta Cresta
mesonefrica eSCretore genitale

mesonefrico
(B1 6 SETTIMANE
Dotto di Woldf

L — ~
|
Dottt

Mesentére
dorsale

di Miiler Epitelio _ Miscela di cellule
celomatico somatiche e germinali
in proliferazione

N



La determinazione primaria del sesso (maschi)

A 8 settimane se I'embrione é XY nelle gonadi si
differenziano in cellule del Sertoli che circondano le
cellule germinali a formare i cordoni testicolari che si
collega ad una serie di tubi sottili chiamata rete testis.

1Cr 8 SETTIMANE:
SVILUPPO TESTICOLARE

Dotte & Wold Tubulo

(dotto deferente,  mesonefrico
vas deferens) in degenerazione

Cordoni
della rete festis

Cellule germinali
Cordont testicolard
Dotto di Miiller Tunica albuginea



A 16 settimane il dotto di Muller va incontro a
degenerazione in seguito alla produzione da parte delle
cellule del Sertoli del fattore antimulleriano

Allo stesso tempo si formano le cellule del Leydig che
produrranno il testosterone. Questo porta alla
formazione dell’epididimo e del dotto deferente a partire

dal dotto dj Wolff

(Cy 165ETTIMANE
Cordond

el rte st In puberta i cordoni

Dot
efferenti

| Tl testicolari si cavitano e
a4\ u . . .
si formano i tubuli
seminiferi.

T?H“‘C-eranl

testicolari

Dotto di Wl
(was deferens)

Dotio
di Muller
iin degenerazione)



La determinazione primaria del sesso (femmine)

{(E} 8SETTIMANE:
SVILUPPO OVARICO

A 8 settimane se I'embrione e XX  rowaper pow - e
nelle gonadi i cordoni germinali e

sono formati dai precursori delle
cellule della granulosa e cellule
della teca, che accolgono le cellule »
germinali a formare i follicoli e Dot di il
produrranno estrogeni.

Cellule germinali

{F) 20SETTIMANE

A 16 settimane i dotti di Muller P |
iniziano a formare le tube uterine, y

utero e cervice uterina, mentre il
dotto di Wolff degenera.

Parte corticale
dell ovario

Epitelio
stperficiale

Tessuto vascolare
¢ Connettivo

[rottio '
di Wolif \-\

Dotta i

di Miuller

Cogonio

Follicoli
ovaricl



SESSUALMENTE INDIFFERENZIATO
(bipotenziale)

Mesonefro

Dotto di Wolff

/ \ Ampolla della tuba
uterina (o fimbria

i ~ dell'ovidotto
Testicoli . - Ovari AL )

Dotto di Miiller — ,'
in degenerazione Dotto di Miiller
Dotto di Wolff (tuba uterina,
Jefe o ovidotto)
s ) Utero
Vagina

MASCHIO FEMMINA




I meccanismi della determinazione del sesso F

Nelle cellule XX, i fattori trascrizionali presenti nelle creste genitali (es.:
W+t1) aumentano i livelli di Wnt4 e di R-spondina, che agisce potenziando
I'attivazione di b-catenina da parte di Wnt4

B-catenina é necessaria per |'espressione di geni per la formazione di
Inoltre, B-catenina

ovari.
- D > © TESTICOLO
reprime Sox9 (gene

] Sf1 + Sry Fgto
master per sviluppo \
maschile)

Cresta genitale XY Sﬂ + 0X9 — > AMF

(indifferenziata)

@

B-catenina

Wtl, Sfl
XX SQFQ
Espressione forzata di B-catenina

B-catenina nelle It \
creste genitali XY Wnt4, Rspol
induce sviluppo di ovari \ - O > OVARIO




(A) R-spondina (verde), cellule meiotiche (rosse)

Cresta germinale femminile  Cresta germinale maschile



I meccanismi della determinazione del sesso M

In cellule XY, i fattori trascrizionali presenti nelle creste genitali (es.:
W+t1) fanno esprimere il gene Sry presente nel braccio corto del
cromosoma

Sry e espresso nelle cellule indeterminate della gonade per accendere

I'espressione di Sox9
- D > © TESTICOLO

Sf1 + Sry .\Fg@

Cresta genitale XY Sﬂ + 0X9 — > AMF
(indifferenziata) B-catenina
Wtl, Sfl
XX Sox9

L'espressione ectopica B- t
di Sry in cellule XX, Ca enina

induce il \
differenziamento Wnt4 RSPOl .0 OVARIO
maschile




Topi transgenici per Sry

(A) (B)

€ Sry

Gene
-« di controllo
(autosomico)

+Sry



I meccanismi della determinazione del sesso M

Sry e permettere |'espressione di Sox9 (gene somatico).

S0x9 e responsabile dell'induzione del differenziamento maschile:

- L'espressione di Sox9 in topi XX induce il differenziamento maschile
(anche in assenza di SRY)

- La mutazione di Sox9 in topi XY blocca in dif ferenziamento maschile

Sox9 agisce: ’ D e @ TESTICOLO

- bloccando l'azione di

B-catenina Sf1 + Sry ,\Fgf9
- Inducendo geni S )
necessari Crestagenitale | XY Sﬂ +90X9 —> AMF
per la (indifferenziata) B-catenina

formazione <

dei testicoli Wtl, 5fl
Sox9

. XX
- Inducendo il fattore
antimulleriano B- crtemna

- Inducendo FGF9 Wnt4, Rspo\

OVARIO



(A) (B) (€ (D)

XY XY XX XX
Tipo selvatico Transgenico Tipo selvatico Transgenico
(normale) Sox9 (normale) Sox9

Morfologia
della gonade
neonatale

E11,5
Sox9

El6,5
AMF

Istologia
della gonade
adulta




I meccanismi della determinazione del sesso
FGF9 agisce:
- Inducendo proliferazione e differenziamento delle cellule del Sertoli

- Stimolando migrazione di cellule endoteliali dal mesonefro alle gonadi
(formazione arterie testicolari..anche necessario per funzionalita delle

cellule del Sertoli)
- D Q| . | ) TESTICOLO

Sfl + Sry .\Fgf9

Cresta genitale XY Sﬂ + 0X9 — > AMF
(indifferenziata) B-catenina
Wtl, Sfl
XX SOX9
B- cttemna

Wnt4, Rspo\

OVARIO



(A) (@)
b ) Ve b

Embrioni ) | ® :..\_7 ® ) \ Dotto
di topo a3 L~ o = O di Wolft
di 12 giorni N |
(E12,0) N .

XY XX o XY XX

(oppure XX + Sry) + lacZ (oppure XY - Sry) e

maschile

l Gonade l
Rimozione ~_ _ ~— /\ RS
dellabborzo (LS ;. O
urogenitale o -
i Mesonefro l l
Separazione G .<_.> G 1 )'_:;;.
delle gonadi T

dal mesonefro

Rene
metanefrico

FGF9 stimola

Ricombinazione
e coltura tissutale . .
per 45 ore la migrazione
(1 2 (1 2 H
+ Sry: consente - Sry: Le cellule Fgf9: consente dl Cel IU l e
la migrazione le cellule del mesonefro la migrazione . .
delle cellule del mesonefro non migrano delle cellule endOTe I |a| |
del mesonefro non migrano del mesonefro

nella cresta
: : : : germinale




I meccanismi della determinazione del sesso

Sfl espresso precocemente nella gonade indifferenziata,
I'espressione si mantiene solo nelle gonadi XY

SF1 agisce:

- Insieme a Sry per indurre Sox9

- Insieme a Sox9 per indurre AMF

- Nelle cellule di Leydig per esprimere testosterone

- D > (| § ) TEsticoro

Sf1 + Sry \Fg@

Cresta genitale XY Sﬂ t SOX9 — > AMF

(indifferenziata) B-catenina
Witl, Sf1
XX SQF@
1caten1na
Wnt4, Rspol

- O - OVARIO



SESSUALMENTE INDIFFERENZIATO

{bipotenziale)
.?
Rene metanefrico o '-,

Uretere

Gonadi

Mesonefro

Dotto di Wolft

Ampolla della tuba
uterina (o fimbria
Epididimo . Reni dell'ovidotta)
Testicoli metanefrici Ovari

__‘,_...- Ureteri -—-_,I'

Dotto di Wolff \ / /
in degenerazione f?: | |-
K N

Vescica Vescica ™ )

Datto di Miiller / “ \

in degenerazione “" Dotto di Miiller

Ve

urinaria urinaria i :
Dotto di Wolff i ]L N (tubfi uterina,
(vas deferens) Uretra | o i o ovidotto)
Uretra == Utero
~
Vagina
MASCHIO FEMMINA
GONADI
Tipo di gonade Testicolo Qvario
Localizzazione All'interno dei cordoni testicolari All'interno dei follicoli
delle cellule germinali (nella parte midollare del testicolo)  nella parte corticale dell’ovaric
DOTTI
Dotto che permane Di Wolff Di Miiller
Differenziamento Vas deferens, epididimo, Tuba uterina, utero, cervice uterina,
del dotto vescicola seminale porzione superiore della vagina

Ermafroditismo:
sviluppo di ambedue
le gonadi

Molto raro nella
specie umana

Traslocazione parte
del cromosoma Y sul
cromosoma X, che
verra espresso o
meno a seconda del
cromosoma X
inattivato.



Determinazione secondaria del sesso nei mammiferi

Due fasi: la prima nell'embrione, la seconda alla puberta
Dotto di Muller + Estrogeni => tube uterine, utero

Dotto di Wolff + Testosterone => dotti deferenti, epididimo

Attivita di Wnt
Androgeno ] ¢ [B-catenina
(testosterone Inibitore di Wnt -~

Maschio: Pene

o diidrotestosterone) (Dickkopf, ecc.) e scroto
+ recettore degli androgeni Estrogeni +
recettore degli estrogeni \
Rigonfiamenti
urogenitali
Attivita di Wnt
Androgeno e B-catenina
Femmina: (testosterone - Inibitore di Wnt / Clitoride
€ & o diidrotestosterone) (Dickkopf, ecc.) e grandi labbra

+ recettore degli androgeni Estrogeni +

recettore degli estrogeni




Determinazione secondaria del sesso nei mammiferi
La formazione dei genitali esterni a partire dal tubercolo
genitale é regolata da Wnt

XX: Il tubercolo genitale produce inibitori di Wnt che permettono il

differenziamento dei genitali esterni femminili (differenziamento di
default)

XY: Il testosterone che blocca I'espressione di inibitori di Wnt e
permette il differenziamento di genitali esterni maschili

Attivita di Wnt
Androgeno ] ¢ [B-catenina
: (testosterone Inibitore di Wnt -~ Pene
WEEEICN o diidrotestosterone) 1 (Dickkopf, ecc.) e scroto
+ recettore degli androgeni Estrogeni + \

recettore degli estrogeni

Rigonfiamenti
urogenitali

Attivita di Wnt

Androgeno

(testosterone

o diidrotestosterone)

+ recettore degli androgeni

Femmina:

e B-catenina
Inibitore di Wnt / Clitoride
(Dickkopf, ecc.) e grandi labbra
Estrogeni +

recettore degli estrogeni




Sindrome di insensibilita al
testosterone (pseudo-
ermafroditismo)

Individui XY con mutazione del
gene del recettore del
testosterone

Producono AMF e quindi
formano testicoli (ma sterili)

Testosterone non funziona ma
rispondono agli estrogeni
prodotti dal surrene e quindi
sviluppano caratteri secondari
femminili

Una situazione opposta puo essere |
causata da eccesso di produzione

- . ] L3 o N e oy
: — - o N X Wi ot
R s R, e -~ Y e Sy g

di testosterone in individui XX | A e B Y



Condizionamento sessuale
del cervello

Condizionamento
indipendente dagli ormoni
sessuali

Fringuello ginandromorfo
(meta maschio e meta
femmina)

Sviluppo differenziale di
un cluster di neuroni
deputati al canto.

¥ . RSt

. o - ~

- y." o TR
g\ 3 -

Lato sinistro (9)



Condizionamento del cervello dipendente dagli
ormoni sessuali

Nei topi il comportamento maschile é regolato nel cervello
dagli estrogeni.

Gli estrogeni sono prodotti nel cervello grazie all'enzima
p450 aromatasi che converte il testosterone.

Nella femmina gli estrogeni non arrivano al cervello
bloccati dalla alfa fetoproteina

(A) L’enzima aromatasi converte gli androgeni in estrogeni (B) 40 -

OH OH
30 -
20 [~
10 -
*
0

ee Aromatasi
—’.-.
Tipo Laromatasi ~ AFP-KO AFP-KO-ATD

O I : HO
selvatico ¢ inibita

Testosterone Estradiolo
(normale) da ATD

Quoziente di lordosi (%)




Determinazione del sesso dalla temperatura

Tartarughe e coccodrilli il sesso ¢ determinato

dalla temperatura

La temperatura determina

Anche creste genitali
isolate si sviluppano
in gonadi maschili o
femminili in funzione
della temperatura

La temperatura ha
effetto anche sui
livelli di Wnt4 e
Sox9

Rapporto numerico fra i sessi (% di maschi)
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