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ABSTRACT

Polyspermic penetration i sone of the major proklémfluence in vitro embryo production. Study
of the changes in the cortical granule (CG) pojpatain oocytes is indispensable for understending
the mechanism of how oocytes block polyspermic fratien and for developing optimum
conditions for in vitro maturation and in vitro emib production. The effect of follicle size and the
effect of estrous cycle phase on the lokalizatibnastical granules in pig oocytes was studied. A
total of 185 oocytes collected from small or medifatticles in the early, middle and late luteal
and the early follicular phase were used. For caktgranules staining were used fluorescein
isothiocyanate (FITG)abelled PNA (Sigma). The movement of cortical gles were assessed
with laser confocal microscope and NIS Elements3AB0 software. The index of CG distribution
(lag was formationed. The Index of CG distribution regents ratio between average signal
(FITC) intenzity in peripheral part of oocyte angeeage intenzity signal (FITC) in central part of
oocyte. Data were related to the follicle size,hwitgard to the phase. Regardless of the follicle
size the index of CG distribution was significant<0.01) higher (2.22 + 0.49) for the medium
follicle — derived oocytes than for the small foléi — derived oocyte (1.48 + 0.31). With regard to
the phase, in the small follicle — derived oocytits CG density index increased significantly
(P<0.01) from the early luteal (1.2 + 0.4) to the gdallicular (1.7 + 0.4) phase. With regard to the
phase, in the medium follicle — derived oocytedlifferences were found. It can be concluded that
greater meiotic competence of porcine oocytes émibes distribution of cortical granules to the
peripheral part of oocytes.
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Béhem folikulogeneze dochazi u ootytk postupnému ziskavani meiotické a vyvojové
kompetence. Tato kompetence dava aooyschopnost zrani a (igmé fertilizace (Machatkovet

al., 2004; 2008). V zavislosti na velikosti folikud fazi estralniho cyklu se pré&seocyty s tiznou
meiotickou kompetenci vyrarisi v efektivit in vitro fertilizace (Hulinskeet al, 2011). Jednim

z nejWtSich problém ovliviujicich in vitro produkci embryi je polyspermickénetrace, ktera ve
znatné mfe ovliviiuje Us@Snou in vitro produkci pragih embryi (Yoshidat al, 1993; Wanget

al., 1997; Liet al, 2003). Nejvyssi podil polyspermie vykazuji ogcgtskané z malych folikalv
¢asné a $edni lutedlni fazi. Oocyty ziskané zeesinich folikufi, v pozdni lutedlni atasné
folikularni fazi, vykazuji pouze maly podil polyspge (Hulinskaet al, 2011). Gilezitou roli

v zablokovani polyspermické penetrace hraji kohtikgranula (Tahara a Tasaka, 2006; Liu, 2011).
KortikdIni granula jsou membranové sekretorické aomjy, které jsou iftomny pouze

v nefertilizovanych oocytech, a po vypérst svého obsahu nejsou nikdy obnoveny (Wehgl,
1997; Liu, 2011). Funkci kortikdlnich granul je nifdcice zony pellucidy do formy bariéry
neprostupné pro spermie — tzv. zona hardeniningn@Ret al, 2005; Tahara a Tasaka, 2006; Coy
et al, 2008). Tato bariéra zabrani penetrabgte&nych spermii zvySenim rezistence zény
pellucidy proti proteolytickému &beni. Porozugni mechanismu iesunu kortikalnich granul u
praseéich oocyt je dilezité pro redukci vyskytu polyspermicky penetrogem oocyfi, a pro
zdokonaleni metod in vitro produkce présé embryi. Cilem tohoto experimentu bylo sledovani

vlivu folikulogeneze na lokalizaci kortikalnich gnal v cytoplaznd praseich oocyfti.

MATERIAL A METODIKA

Izolace oocyt

K experimentu bylo pouzito 185 ooéyriskanych z malych (2 — 4 mm) &estnich (5 — 9 mm)
folikulti. Prasnice byly porazeny na experimentalnich jdtké@asné (1-5 den cyklu),isdni (6-10
den cyklu) a pozdni (11-14 den cyklu) lutealni tzasné (15-16 den cyklu) folikularni fazi.
K pokusu byla pouzita pouze ovéria s odpovidajiaimarfologickym statusem. Oocyty byly
izolovany dema zpisoby. Nejdive byly aspiraci ziskany oocyty zeestre velkych folikuki a
nasledg byly totalni disekci korové vrstvy ziskany oocytynalych folikufi. Oocyty z velkych
folikult (= 10 mm) nebyly do pokusu zahrnuty. K experimentdy byouZity pouze oocyty
s kompaktnim zdravym kumuleditajicim nejmén dvé vrstvy kumularnich butk a tmavou nebo
lehce granulovanou cytoplasmou.
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Barveni kortikalnich granul

K barveni kortikalnich granul byla pouZzita metodggana v praci Yoshidy et al. (1993)&alika
Upravami dle Wanga et al. (1997). Po odstnarkumularmich bukk, za pomoci vertexu, byly
oocyty fixovany 3,7% paraformaldehydem po dobu 6@unpri pokojové teplat. Po fixaci
néasledovalo promyti v PBS obsahujicim 0,4 % BSAt&%i) po dobu 3krat 10 minut. Po promyti
byly oocyty permeabilizovany 1% Tritonem X-100 (®@) v PBS po dobu 60 minut. Po
permeabilizaci byly oocyty promyty v PBS obsahujiidd,4 % BSA 3krat 10 minut. Po vyjmuti
z proplachovaciho média byly oocyty barveny ponidrjig/ml fluorescein isothiocyanate (FITC)
konjugovaného s peanut aglutininem - PNA (SigmBB® po dobu 30 minut ve tmPo obarveni
byly oocyty proplachnuty v proplachovacim médiu 80,4 % BSA) 3krat 10 minut. Chromatin
byl obarven pomoci fluorescém barvy sytox orange (Invitrogen).

Hodnoceni distribuce kortikalnich granul

K vizualizaci obarvenych kortikalnich granul bylyiit laserovy konfokalni mikroskop Leica SP 2.
Opticky fez byl hodnocen za pomoci softwaru NIS Elements3AW®. Za pomoci analyzy obrazu
bylo vyhodnoceno zastoupeni kortikalnich granuéntcéalni a periferntasti. Bshem analyzy byla
plocha optickéhotezu rozdlena na d¥ oblasti. Prvni, se nachazela na perifeésnt pod
cytoplazmatickou membranou &epstavovala 20 % plochy. Zbykést optickéhoiezu byla
nazvana jako centraliiast a zaujimala 80 % plochgzu. Podilem mmérné intenzity signalu,
ziskaného z periferndasti a signélu ziskaného z centratdsti, byl vyp@itan index distribuce
kortikalnich granul @), ktery vypovida o fesunu kortikalnich granul z centralni do periferni
gasti.

ERR S . . . P intenzi
primérni intenzita signilu (FITC) v periferni éisti (sm'nsllo%:zny

5uma intenzity,
plocha

)

lakg =

primérni intenzita signilu (FITC)v centrilni #isti (

Statistické vyhodnoceni

Ziskané udaje byly vyhodnoceny pomoci statistickphmgramu Statistica 9.0. Kdeni rozdilu
mezi jednotlivymi skupinami byla pouzita jednofalded ANOVA pro hladinu vyznamnosti
P<0,05 a P<0,01.

VYSLEDKY A DISKUZE

Oocyty s odliSnou meiotickou kompetenci, které byigkany z malych a igdnich folikuii,

v ¢asné lutedini aziasné folikularni fazi estralniho cyklu, vykazovaipzdily v lokalizaci
kortikalnich granuli v cytoplazénpraséich oocyfi. Ziskané indexy distribuce kortikalnich granul
byly porovnany s ohledem na velikost folikulze kterych byly oocyty izolovany, a rain
s ohledem na fazi estralniho cyklu.
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Efekt velikosti folikulu

Velikost indexu distribuce Kortikalnich granulkwf), u oocyti ziskanych z malych aistnich
folikulti, bez ohledu na fazi estralniho cyklu, je zobrazeriBabulce 1. U Oocyt s vySsi
meiotickou kompetenci, které byly ziskany z#gednich folikuli, byl zjiSn statisticky vysoce
prikazny rozdil (P<0,01) ve velikosti indexu distrieukortikalnich granul, ve srovnani s oocyty
s nizSi meiotickou kompetenci ziskanych z malyclikdbi. Jak ukazuje index distribuce
kortikalnich granul (1,48 + 0,31), kortikalni grdaysou v cytoplazm oocyti ziskanych z malych
folikulti lokalizovany v centrélni¢asti oocytu. Naproti tomu u oodyts vySSi meiotickou
kompetenci byla zji8ha na periferii vice nez dvakrat vysSi koncentiaarékalnich granul (2,22 +
0,49) nez v centralni oblasti. Index distribucetkatnich granul u oocyt s vySSi meiotickou
kompetenci, které byly ziskany zéestnich folikuti (2,22 + 0,49)

Tab1l: Distribuce kortikalnich granul u oo@yziskanych zizre velkych folikuk

Index distribuce kortikalnich granulgh)

Velikost folikud n

X S
Malé 134 1,48 0,31
Velké 51 2,22 0,49

a,b — oznauji statisticky piikazny rozdil na hladihvyznamnosti P<0,01
Efekt velikosti folikulu a faze estralniho cyklu

Vysledné hodnoty indexu distribuce kortikdInich rgre u oocyt ziskanych zizné velkych
folikult, s ohledem na fazi estralniho cyklu, jsou prezemy v Tabulce 2. Index distribuce
kortikalnich granul, byl u ooc§tziskanych z malych folikdl v ¢asné lutealni fazi (1,2 + 0,4),
statisticky ptikazre nizsi (P<0,01), nez u oodytiskanych z malych folikilv pozdni luteélni fazi,
a u oocy ziskanych ze gdnich folikuli v pozdni luteélni (2,0 £ 0,7)&sné folikularni fazi (2,4
+ 0,6). Oocyty ziskané z malych folikulve stedni lutealni fazi, rly statisticky ptikazre nizsi
(P<0,01) hodnotu indexu kortikalnich granul (1,8,%), nez vykazaly oocyty, ziskané ziedhich
folikuli v pozdni lutealni &asné folikularni fazi. U oocgtziskanych z malych folikilv pozdni
lutedlni fazi, byl zji&n statisticky pitkazny rozdil (P<0,01) v hodnotqg, Ve srovnani s hodnotou
indexu u oocyit ziskanych z malych folikdl v éasné lutealni fazi (1,22 + 0,4), a u odcyt
ziskanych ze #tdnich folikub v¢asné folikularni fazi (2,4 + 0,6). Oocyty ziskanénalych
folikultt vcasné folikularni fazi, wly statisticky pfikazre niz$i hodnotu indexu distribuce
kortikalnich granul (1,7 + 0,4) pouze ve srovnanbsyty, ziskanymi ze igdnich folikuli v ¢asné
folikularni fazi (2,4 + 0,6). Index distribuce kikdlnich granul u oocyitizolovanych ze gednich
folikulti v pozdni lutealni fazi (2,0 £ 0,7), vykazal statisy prikazre vySsi hodnotu (P< 0,01) ve
srovnani s oocyty izolovanymi z malych folikulv casné a $edni lutealni fazi. U oocit
izolovanych ze gednich folikuti v ¢éasné folikularni fazi, byla nalezena statistickyikazre vySsi
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(P<0,01) hodnota indexu distribuce kortikalnich ngda (2,4 + 0,6), ve srovnani s oocyty

izolovanymi z malych folikul v ¢asné, sedni a pozdni luteélni,éasné folikularni fazi.

Tab 2: Distribuce kortikalnich granul u oodgytiskanych zizre velkych folikué s ohledem na fazi
estralniho cyklu

Velikost  Faze Stadium n Index distribuce kortikalnich grafiub)
folikuluz
X S
Lutedlni casna 51 1,2 0,4
Malé stredni 36 1,4°¢ 0,5
pozdni 31 1,8 0,7
Folikularni  ¢asna 16 1,7 0,4
Lutealni pozdni 22 2,¢¢ 0,7
Stedni  Folikulami  casna 29 2,4 0,6

a,b,c,d — oznayji statisticky pfikazny rozdil na hladihvyznamnosti P<0,01

DISKUZE

Migrace kortikalnich granul v cytoplazmje u sawich oocyfi obect znamou skutosti, a to
nejen v podminkéach in vivo, ale také v podminkéachvitro (Coy a Avilés, 2010; Gulyas, 1980).
Porozungni mechanismu igsunu kortikalnich granul u pr&seh oocyti mize gispst k redukci
vyskytu polyspermicky penetrovanych oacya ke zdokonaleni metod in vitro produkce ptade
embryi. Hlavnim zdrojem pra&ieh embryi jsou oocyty ziskané z ovarii prepubeitél prasniek,
piestoZe tyto oocyty vykazuji nizkou meiotickou aejpwou kompetenci (Hyun et al., 2003; Ikeda
a Takahashi, 2003; Gupta et al., 2008).

Vysledky tohoto experimentu ukazuji #ny v distribuci kortikdlnich granul v cytoplazm
praseich oocyti v zavislosti na fazi estralniho cyklu. Z vyslédje patrné, Ze u ooadyts nizkou
meiotickou kompetenci, které byly ziskany z malfaiikul, jsou kortikaIni granula lokalizovana
homogens v celé cytoplazm oocytu a koncentrace kortikalnich granul na perife jen nepatrs
vysSi, nez v ostatnich oblastech oocytu. U docytySSi meiotickou kompetenci, které byly
ziskany ze s$ednich folikuii, jsou kortikaIni granula lokalizovanargulevsSim v periferntésti.
Vysledky tedy poukazuji na to, Zze s postupnym &iékim meiotické kompetence dochazi
k migraci kortikalnich granul cytoplazmou oocytu&em k jeho perifernéasti. Hulinska et al.
(2011) ve své praci uvadi, Ze nejvyssi podil payspe vykazuji oocyty s nizkou meiotickou
kompetenci, ziskané z malych folikul ¢asné (71,8 + 4,6 %) aretini lutealni fazi (60,9 + 5,9 %).
Naopak oocyty ziskané ze'esinich folikuti, v pozdni luteélni (34,9 + 2,9 %)casné folikularni
fazi (33,3 + 3,4 %), vykazuji pouze maly podil Egermie.

946



MENDELNET 2012

V piedchozich experimentech bylo zjisb, Zze u nezralych oodytjsou kortikalni granula
homogens rozmistna v cytoplazrd oocytu a teprve po procesu maturace dojdgekynmu
kortikalnich granul k periferii a k postupnému wjiteni souvislé vrstvy kortikalnich granul pod
cytoplazmatickou membranou (Wang et al., 1997; Savkai et al., 1998; Coy et al., 2002). Tyto
experimenty byly realizovany bez ohledu na fazilpehiho cyklu porazenych zet. Redkladana
studie je prvni prace zaifena na lokalizaci kortikalnich granul nezralych yiécizolovanych
v razné fazi folikulogeneze. Prezentované vysledky a&agh ze existuji rozdily mezi oocyty
izolovanymi z fizné velkych folikuli v pribéhu ovarialniho cyklu. Lokalizace kortikalnich granu
tak mize byt jednim z paramétrcytoplazmatické zralosti oodyt Nedostatena distribuce
kortikalnich granul jiz na ptku meiotického zrani, e vyznama ovlivnit efektivitu
polyspermického bloku a mohla byt jednouiiip vysoké polyspermie ip fertilizaci oocyti
izolovanych wasné a sedni lutealni fazi (Hulinska et al., 2011). EfekiiwyuZiti této znalosti by
mohlo zlepSit metody in vitro fertilizace prasa.\Fak zapdebi, owiit zjiSténé informace pomoci
experimeni vyuzivajicich in vitro fertilizaci.

ZAVER
Zawry naSeho vyzkumu ukazuji, Ze se ptaseocyty s rozdilnou meiotickou kompetenci lisi

v cytoplazmatické zralosti, a tim i ve schopnostitrbuce kortikalnich granul k perifergésti
oocytu jiz na pdatku meiotického zrani.

LITERATURA

Coy P., Gadea J., Romar R., Matas C., Garcia B2j20he eefect of in vitro fertilization medium
on the acrosome reaction, cortical reaction, zallagida hardening, and in vitro development in
the pig. Reproduction, 124: 279-288

Coy P., Grullén L., Canovas S., Romar R., MatasA€@ilgs M. (2008): Hardening of the zona
pellucida of unfertilized eggs can reduce polyspeffertilization in the pig and cow.
Reproduction, 135: 19-27

Coy P., Avilés M. (2010):What Controls polyspermymammals, the oviduct or the oocyte?.
Biological Reviews, 85: 593-605

Hulinska P., Martecikova S., Jeseta M., Machatkdv#2011): Efficiency of in vitro fertilization
is influenced by the meiotic competence of porcioeytes and time of their maturation. Animal
Reproduction Science, 124: 112-117

Gulayas BJ. (1980):Cortical granules of mammaliggse Int Rev Cytol, 63: 357-392

Gupta MK., Uhm SJ., Lee HT. (2008): Sexual matuaityl reproductive phase of oocyte donor
influence the developmental ability and apopto$idaned and parthenogenetic porcine embryos.
Animal Reproduction Science, 108: 107-121

947



MENDELNET 2012

Hyun SH., Lee GS., Kim DY., Kim HS., Lee SH., Kim &ee ES., Lim JM., Kang SK., Lee BC.,
Hwang WS. (2003): Effect of maturation media andybes derived from sows or gilts on the
development of cloned pig embryos. Theriogenol&8y,1641-1649

LiY., MaW., Li M., Hou Y., Jiao L., Wang W. (20Q:Reduced Polyspermic Penetration in
Porcine Oocytes Inseminated in New In Vitro Fegétion (IVF) System: Straw IVF. Biology of
Reproduction, 69: 1580-1585

Liu M. (2011):The biology and dynamics of mammalamtical granules. Liu Reproductive
Biology and Endocrinology, 9: 149

Machatkova M., Krausova K., Jokesova E., Tomanek2@04): Developmental competence of
bovine oocytes: effects of follicle size and thagh of follicular wave on in vitro embryo
production. Theriogenology, 61: 329-335

Machatkova M., Hulinska P., Horakova J., ReckoyeHanzalova K. (2008): Oestrous cycle stage
influences the morphology and maturation of porcoeytes in vitro. Vet. Med., 53: 70-76

Romar R., Coy P., Gadea J., Rath D. (2005):Effeovmuctal and cumulus cells on zona
pellucida and cortical granules of porcine oocygeslized in vitro with epididymal spermatozoa.
Animal Reproduction Science, 85: 287-300

Sawamukai K., Suzuki K., Ogawa H., Shimizu H., Mbri(1998): Distribution of Cortical
Granules in Porcine Oocytes Inseminated In Vitrgatous Times of Culture for Maturation In
Vitro. J. Mamm. Ova Res., 15: 139-145

Tahara M., Tasaka K. (2006):Mechanism and Conframmalian Cortical Granule Exocytosis.
J. Mamm. Ova Res., 23: 10-20

Wang W., Sun Q., Hosoe M., Shioya Y., Day BN. ()9uantified Analysis of Cortical Granule
Distribution and Exocytosis of Porcine Oocytes dgrMeiotic Maturation and Activation. Biology
of Reproduction, 56: 1376-1382

lkeda K., Takahashi Y. (2003):Comparison of matoretl and developmental parameters of
oocytes recovered from prepubertal and adult fitgprod. Fertil. Dev., 15: 215-221

Yoshida M., Cran DG., Pursel VG. (1993):Confocal #imorescence microscopic study using

lectins of the distribution of cortical granulesritig the maturation and fertilization of pig oocyte
Molecular Reproduction and Development, 36: 462-468

948



