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RESUM

Adquest treball presenta una metodologia per a la fusi¢ d'oocits de ratoli mitjangant la
utilitzacié de virus Sendai inactivats,

Els odeits llres de zona pel-licida es mantenen en una suspensio de particules viri-
ques 2 4 °C, eis odcits s'agrupen per parclles, i s'incuben a 37 °C per promoure la fusio
de membranes.

Amb la metodologia descrita s'obté 1a fusid d’un 10% de parelles d'odcits que comple-
ten la segona divisié meidtica i inicten el desenvolupament embrionari,

RESUMEN

Este trabajo presenta una metodologia para la fusion de ovocitos de raton mediante virus
Sendai inactivados.

Los ovocitos desprovistos de zona peliicida se mantienen en una suspension de parti-
culas viricas 2 4 °C y, tras agrupar 2 los ovocitos por parcjas, se incuban a 37 °C para
promover lz fusion de membranas.

Liilizando la metodologia descrita se obticne 1a fusion de un 10% de parejas de ovoci-
t0s, que finalizan |2 segunda division meidtica e inician el desarrollo embrionario.

ABSTRACT

Mouse cocytes are fused with inactivated Sendai viruses. Zona free oocytes are incubated
in a suspension of inactivated viral particles at 4 °C; the cocytes get into contact and
fusion is promoted by warming oocyte pairs at 37 °C.

Using the fusion technique described we demonstrate that 10% of mouse cocytes can
be fused, complete the second meiotic division, and go through early embryonic develop-
ment.
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INTRODUCCIO

Des de la descripeid per part d’Okada (1958, 1962) de técniques per induir la
fusié cel-lular, la produccié d'hibrids cel-lulars (heterocarions 1 policarions)
ha estat una metodologia ampliament aplicada a la recerca en biclogia
cel-lular.

Les fusions cel-lulars han estat utilitzades, entre altres, per a I'estudi de les
relacions nucli-citoplasma, per introduir material genctic d'una ccl.lula en una
altra, per a estudis d expressid génica, en 'analisi del genoma somatic (mapat
génic) i per explorar el genoma del c¢l-lules no proliferants (vegeu la revisio
de Ringertz & Savage, 1976).

Molt més recents son les aplicacions de les tecniques de fusi6 cel-lular per a
la formacié d'hibrids cel-lulars entre cél-lules somatiques 1 cél-lules embriona-
ries, aixi com per a 'obtencidé d’embrions a partir de blastdmers aillats o per a
la reconstrucei6 de zigots a partir de fragments cel-lulars obtinguts mitjangant
micromanipulacié (vegeu ta revisio de Vassetzky & Sekirina, 1985). Maigrat
que aquests darrers estudis son encara escassos, els resultats obtinguts fins
aquest moment estan oferint noves dades sobre ¢ls mecanismes que controlen
les primeres etapes del desenvolupament embrionari { pre-ecmbrionari en ma-
mifers.

En aguest sentit, Soupart (1982}, i Gulyas i col. (1984} varer descriure que
les metodologies basiques de fusio cel-lular podien ésser aplicades per aconse-
guir la fusié de dos oocits. intentant reproduir ¢l que té iloc en ¢l moment de la
fertilitzacié des del punt de vista de fusio de membranes d’ambdés gametes i
barreja de dos genomes haploides parentals per a la reconstruccid d'un geno-
ma diplode.

Per les seves caracteristigues, la fusié d’oocits ofereix un disseny experi-
mental forga atractiu per a I'cstudi dels diferents factors que poden intervenir
en les primeres etapes del desenvolupament; en aquest treball, ens hem pro-
posat optimitzar una metodologia que permeti l'obtencid d'embrions derivats
de la fusis d’oocits a fi d'intentar engegar el desenvolupament embrionari
sense 'aportacié especifica del gameta masculi,

MATERIAL 1 METODES

$’han emprat com a donadors de gahmetes rateling de la Fy resultants de U'en-
trecreuament de dues soques endogamiques, la C57B1/6] i la CBA/Ca.

Els odcits s’obtencn de femelles hibrides madures, tractades hormonal-
ment per provocar una superovulacid (injeccid peritoneai de 5 1.U. de PMSG
1, al cap de quaranta-vuit hores, de 5 1.U. de HCG) i sacrificades per disloca-
cié cervical catorze hores després de "administracid de ia segona hormona.
Sota el microscopi estereoscopic s’extraven ¢ls odcits dels oviductes, es dipo-
siten cn una soluci¢ d'hialuronidasa al 0,1% per alliberar-los de les c&l-lules
del cumulus oophorus que els envolten i es mantenen en medi de cultiu de
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Whittingham (1971) en condicions estandard d'incubaci¢ (sota oli de parafi-
na, 37 "C i en atmosfera del 5% de CO; en aire) fins ¢l moment de la seva
utilitzacid.

Els odcits sén processats per grups de 13 0 20; en primer lloc es procedeix a
eliminacié de la zona pel-licida mitjangant et {ractament amb una solucié de
pronasa al 0,5% durant deu a quinze minuts, a temperatura ambient. Un cop
observada la digestid de la zona, es realitzen reatats successius en medi de cul-
tiu a fi d’eliminar les restes de pronasa que podrien malmetre la membrana
plasmatica. Els oocits ltures de zona es trasiladen al meds fusionant, en el nos-
tre cas una suspensic de virus Sendai inactivats amb §-propiolactona (Nett &

Figura 1. z} Parclla d'edcits co la suspensid de virus Sendal inactivats, Lodcit de la

dreta conserva encara el seu primer corpuscle. £) Zigot derivat de la fusi¢ d’una pare-

lla d'odeits en estadi d'una c2l-lula. Hi podem observar I'extrusio dels dos segons cor-

puscles polars. ¢} Zigot d'una cél-luta; s'observa que en aguest cas els dos segons
corpuscles s'han després de 'embrié.
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Endcrs, 1968), i es mantenen en aquesta suspensié a 4 *C durant cinc a sct
minuts. Es procedeix a continuacid a agrupar ¢ls oocits per parelles, sempre
treballant a 4 *C, i es mantenen en el medi fusionant durant un curt espai de
temps a fi d'aconseguir un bon contacte entre membranes. Seguidament, i te-
mint melta cura dé no separar durant la manipulacié les parelles formades,
aquestes son traslladades individualment a microgotes de medi de cultiv pero
sense glbimina sérica bovina, 1 g'incuben a 37 *C per promoure la fusio de
membranes.

En observar-se la fusié cel-lular, eis productes obtinguts sén recuperats,
rentats en medi de cultiu per ¢liminar I'excés de virus que podria lisar les
cel-lules 1 deixats en cultin en condicions estandard d'incubacio: la seva evolu-
ci6 es controla periddicament.

Figura 2. &) Zigot en Pestadi de dues cél-lules. Restes dels dos segons corpuscles ¢s
mantengn cn contacie amb lembrid. H) Zigot on estadi de quatre ¢él-lules. ¢ Zigot on
estadi de 10 cZl-lules.
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RESULTATS

Seguint la metodologia descrita 1 utilitzant una suspensié de virus Sendai inac-
tivats a una concentracié que mantingui I'equilibri entre ['efecte fusogénic i li-
sogénic de les particules viriques (4.000 HAU-40.000 HAU, depenent del
lot), s’obté la fusié d'un 10% de parelles d'oocits. La fusié cel-lular i€ lloe
entre trenta minuts i dues hores després de romandre les parellesa 37 "Cien
resuita una sola cél-lula. La figura I mostra el procés de fusid d'una parella
d’odcits.

St de la fusid ha resultat "activacié dels odcits, al voltant de les dues o tres
hores de cultiu observem I'extrusié de dos segons corpuscles poiars (un de
cada oocit) (Fig. 1c) i al cap de vint a vint-i-quatre hores es déna la primera
divisi¢ embrionaria {Fig. 2a). Entre les quaranta a quaranta-vuit hores s’a-
compleix la segona divisié que donara lloc a embrions en I'estadi de quatre
cel.lutes {Fig. 2b). Un 40% dels embrions derivats de la fusié d’odcits han ar-
ribat a dues cél-lules i el 30% s’han dividit fins a quatre cél-lules. A causa de
'abséncia de zona pel-licida cls blastdmers adopten facilment disposicions en
cadena (Fig. 3). '

Fins aquest moment tan sols hem aconseguit un embrié que hagi assolit
'estadi de 10 cél-lules (Fig. 2c) sense que, més endavant, hagi progressat.

DISCUSSIO

La metodologia descrita en aquest treball consisteix en "aplicacié de les téeni-
ques de fusio cel-lular per a la fusié d’odcits de ratoli.

La preséncia de dos segons corpuscles polars després de la fusi6 indica la
finalitzacio de la meiosi en tots dos cocits, quedant per tant restablert 'equili-
bri genétic diploide amb la barreja de dos genomes haploides. La primera i la

Figura 3. a)i b} Zigots en estadh de quatte cél-lules, presentant els seus blastdmers cn
chsposicd lineal.
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segona divisié embrionaria s’ebserven dins dels intervals fisiologics normals 1,
excepte per la mida i 'abséncia de zona pel-ldcida, els blastomers estudiats en
aquests estadis no difereixen morfologicament dels derivats d’una fecundacis.

El percentatge de fusions obtingudes seguint el nostre protocol és inferior
al descrit mitjangant la utilitzacié de PEG com a agent fusionant per Gulyas i
col. {1984). No obstant en aquest mé&tode es necessita 'aglutinacid prévia dels
odcits amb fitohemaglutinina i [’activacié amb etanol de les parelles, ja que la
fusit de les membranes dels odcits amb PEG no ofereix per si sola P'estimul
suficient per engegar el desenvolupament embricnari. Tenint en compte que
el tractament amb etanol provoca 'activacio partenogenética dels odcits en
una mitjana del 90% (Kaufman, 1982), es gliestiona si amb la utilitzacid de
PEG T'inici del desenvolupament embrionari €s conseqgiiéncta de Uestimul re-
sultant de la fusié de membrancs o bé de P'activacié partenogenética.

Al contrari, amb la utilitzacié de virus Sendai inactivats, "aglutinactd dels
o0cits s’acompleix mitjangant els mateixos virus i, pel que en podem deduir
fins ara, Vestimul de fusid o la naturalesa de les modificacions induides durant
la fusié sén suficients per engegar ¢l desenvolupament embrionart.

Fins aquest moment, el nombre d’embrions que supercn 1'estadi de quatre
cél-lules és encara molt baix. El motiu I'associem principalment a la disgrega-
cié dels blastomers o als pocs contactes cel-lula-cél-lula que resulten de 'ab-
séncia de zona pel-licida, que actua com a «contenidor» dels ecmbrions. Tan
sols quan es presentin disposicions similars a les observades a la figura 2b, en
les quals ¢s mantenen els contactes entre els blastdmers, podra continuar el
creixement de 'embrid. No obstant, a mesura que augmenta el nombre de
cel-fules en I'embri6 es fa més dificultés mantenir-ne el contacte i, per tant, la
compactacid és diffcil d’assolir.

Dels nostres resultats podem deduir que els productes derivats de la fusié
de dos odcits poden iniciar el desenvolupament embrionari i assolir estadis
pre-implantacionals primerencs. Considerem que I'estudi d’aguests embrions
pot aportar dades importants respecte de molts dels interrogants del desenvo-
lupament embrionari que encara romanen per resoldre (paper de I'esperma-
tozoide, manca de partencgénesi completa en mamifers, etc.).

En aquest sentit, ens proposem dur a terme I'estudi ultrastructural deis
embrions obtinguts, aixi com optimitzar els métodes de cultiu a fi d’aconse-
guir embrions en estadis més avangats i intentar-ne la reimplantacid.
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