Biologia de la reproduccio
Vol. 10, p. 53-57

ENUCLEACIO QUIMICAMENT INDUIDA D’OOCITS DE RATOLI
PER A L’APLICACIO EN PROTOCOLS DE TRANSFERENCIA NUCLEAR

Nuno Costa-Borges, Sheyla Gonzalez, Josep Santald, Elena Ibafiez*

Unitat de Biologia Cellular. Facultat de Biociéncies, Universitat Autonoma de Barcelona

08193 Bellaterra. elena.ibanez@uab.cat.

Resum

L’antimitotic colcemid ha estat usat préviament per a 1’enucleacio d’oocits de ratoli i bovi en protocols de trans-
feréncia nuclear. En aquest estudi es pretén explorar, a part del colcemid (COLC), el potencial d’altres agents
antimitotics, com el nocodazole (NOC) i la vinblastina (VIN), per a I’enucleacié induida d’odcits preactivats de
ratoli de dues soques diferents (CD-1 i BOCBAF1). L’exposici6 a I’antimitotic no va afectar les taxes d’activacio
dels oocits, pero els tractaments amb COLC o VIN van tenir un efecte inhibitori en les taxes d’extrusio del segon
corpuscle polar (CP). Les taxes d’enucleacio van ser significativament diferents segons la soca d’oocits emprada,
i les més elevades es van aconseguir en els oocits CD-1 quan, després d’activats, es van tractar amb VIN
(63,8 %) o NOC (41,9 %) durant 15 min, o amb COLC (66,1 %) durant 30 min i, tot seguit, es van cultivar en
medi sense antimitotic fins a les 2 h postactivacio (p.a.). Prolongant el temps de cultiu en medi sense antimitotic,
el percentatge d’oocits enucleats va disminuir significativament i de manera similar en tots els tractaments a les
6 h (20,3-34,9 %) iales 20 h (10,2-16,1 %) p.a. Aquesta disminuci6 podria ser deguda a la reintegracio dels cro-
mosomes a dins de 1’00cit després d’una extrusié incompleta del segon CP, o a la refusié del segon CP amb 1’00-
cit enucleat. Els resultats demostren que, a més del COLC, també¢ la VIN i el NOC poden ser emprats amb éxit
en la preparacié d’oocits enucleats de ratoli, perd es recomana 1’eliminaci6 del segon CP a les 2 h p.a. per tal
d’obtenir una enucleaci6 irreversible de 1’odcit.

Paraules clau enucleacid induida, antimitotics, oocits.

Abstract

Colcemid has been previously used to prepare enucleated mouse and bovine oocytes for nuclear transfer proce-
dures. This study was designed to explore the potential of other antimitotic drugs, nocodazole (NOC) and vin-
blastine (VIN), besides colcemid (COLC), to induce enucleation in two strains of pre-activated mouse oocytes
(CD-1 and B6CBAF1). Exposure to the antimitotic did not affect rates of oocyte activation, but treatments with
COLC or VIN had an inhibitory effect in second polar body (PB) extrusion. The rates of oocyte enucleation dif-
fered significantly in a strain-specific manner, and the highest results were achieved in CD-1 oocytes when they
were pre-activated and treated with VIN (63.8 %) or NOC (41.9 %) for 15 min or with COLC (66.1 %) for
30min, and then cultured in drug-free medium for up to 2 h post-activation (p.a.). Further culture of oocytes after
drug withdrawal resulted in a significant and similar decrease in enucleation rates for all treatments by 6 h (20.3-
34.9 %) and 20 h p.a. (10.2-16.1 %). This decrease might be caused by the reintegration of the chromosomes in-
to the oocyte after incomplete second PB extrusion, or by re-fusion of the second PB to the enucleated oocyte.
Our results show that both VIN and NOC, in addition to COLC, can be successfully applied to produce enucleat-
ed mouse cytoplasts. However, removal of the second PB at 2 h p.a. is recommended in order to achieve an irre-
versible oocyte enucleation.
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INTRODUCCIO

En I’ultima década, animals de diferents especies de
mamifer han estat clonats mitjangant la técnica de
transferéncia nuclear de céllules somatiques
(SCNT), pero les taxes d’éxit continuen essent molt

baixes (<5 %; Campbell ef al., 2005). L’enucleacio
de I’oocit receptor €s un pas determinant d’aquesta
técnica a causa de la importancia de I’odcit enucleat
(citoplast) en la correcta reprogramacié del nucli
transferit i en el posterior desenvolupament de I’em-
brid reconstruit. En els protocols habituals de SCNT,
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Taula1 Comparaci6 de les taxes d’enucleaci6 total i parcial entre els oocits de les soques BOCBAF-1 i CD-1.

0O0CITS
NO ENUCLEATS PARCIALMENT ENUCLEATS ENUCLEATS

Tractament Soca n % (n) % (n) % (n)
CONTROL  B6CBAF1 56 91,1 % (51)* 53%(3)* 3,6 % (2)*

CD-1 51 98 % (50)* 0% (0)* 2% (1)®
COLC 30 B6CBAF1 62 59,7 % (37)* 29 % (18)* 11,3 % (7)*

CD-1 56 33,9 % (19)* 19,7 % (11)* 46,4 % (26)°
NOC 15' B6CBAF1 61 86,8 % (53)* 4,9 % (3)* 8,2 % (5"

CD-1 62 58,1 % (36)" 4,8 % (3)* 37,1 % (23)°
VIN 15' B6CBAF1 55 69,1 % (38)* 21,8 % (12)* 9,1 % (5)*

CD-1 58 36,2 % (21)* 15,5 % (9)* 48,3 % (28)°

Taula 2 Comparaci6 de les taxes d’extrusié del segon corpuscle polar (2 CP) entre els oocits de les soques B6CBAF-

11 CD-1 ales 2 h postactivacio.

0OCITS
SENSE 2 CP o AMB 2 CP AMB 2 CP COMPLETAMENT
PARCIALMENT EXTRUIT EXTRUIT
Tractament Soca n % (n) % (n)
CONTROL B6CBAFI1 56 16,1 % (9) 83,9 % (47)*
CD-1 51 3,9% (2) 96,1 % (49)*
COLC 30’ B6CBAFI1 62 37,1 % (23) 62,9 % (39)*
CD-1 56 28,5 % (16) 71,5 % (40)*
NOC 15' B6CBAF1 61 11,5 % (7) 88,5 % (54)*
CD-1 62 6,4 % (4) 93,6 % (58)*
VIN 15' B6CBAFI1 55 45,4 % (25) 54,6 % (30)*
CD-1 58 20,7 % (12) 79,3 % (46)°

**Els superindexs indiquen diferéncies estadisticament significatives (p < 0,05) entre les dues soques de ratoli per a

cadascun dels tractaments.

s’utilitzen oodcits en metafase II per a la preparacid
dels citoplasts, que son enucleats aspirant la placa
metafasica mitjangant técniques de micromanipula-
cio (enucleacié mecanica). Malgrat que aquest €s un
meétode molt eficient pel que fa a les taxes d’enuclea-
cio, técnicament és un procediment invasiu i trauma-
tic per a ’oocit. A més, I’enucleacié no tan sols
comporta I’eliminacio dels cromosomes de 1’0dcit,
sind també del fus meiotic i d’una porcio significati-
va de volum citoplasmatic on hi ha factors molecu-
lars importants per a la posterior activacié de 1’oocit
reconstruit i per als primers estadis del desenvolupa-
ment embrionari (Wakayama i Yanagimachi, 1998).
D’altra banda, tot i que el fus meidtic es pot intuir en
el citoplasma dels oocits d’algunes soques de ratoli
amb sistemes Optics de Nomarski o Hoffman

(Wakayama et al., 1998), pel que fa als oocits de la
majoria d’especies d’interés ramader és necessari te-
nyir-los amb Hoechst 33342 i irradiar-los amb llum
ultraviolada (UV) per a localitzar la cromatina abans
de dur a terme I’enucleacid. La irradiacié UV, mal-
grat que és breu, pot comprometre també la capacitat
de desenvolupament d’aquests oocits enucleats me-
canicament (Smith, 1993).

Amb I’objectiu de millorar i simplificar el proto-
col d’enucleacid dels oocits, s’han desenvolupat di-
verses alternatives (revisat en Fulka et al., 2004 i Li
et al., 2004). Una de les mes atractives és 1’enuclea-
ci6 quimicament induida, basada en el tractament
d’oocits préviament activats amb agents antimito-
tics. Com a resultat d’aquest tractament la progressio
meiotica normal de 1’oocit es veu alterada, i tota la
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cromatina és expulsada en el segon corpuscle polar
(CP), i aix0 dona lloc a un oocit enucleat, amb una
pérdua minima de citoplasma i sense necessitat d’a-
plicar técniques de micromanipulacio (Ibafiez et al.,
2003). L’eficiéncia d’aquest tractament ha estat de-
mostrada amb 1’obtenci6 de ratolins clonats a partir
de la reconstruccid per transferéncia nuclear de cito-
plasts preparats mitjangant enucleacié quimicament
induida fent servir I’antimitotic colcemid (Baguisi i
Overstrom, 2000; Gasparrini et al., 2003).

L’objectiu principal d’aquest treball és explorar, a
part del colcemid, el potencial d’altres agents anti-
mitotics com el nocodazole i la vinblastina per a in-
duir I’enucleacié d’oocits de ratoli. Tenint en comp-
te els treballs previs realitzats amb el colcemid, en
que s’observava un clar efecte del fons genétic de
I’oocit en les taxes d’enucleacido (Ibafiez et al.,
2003), aquest estudi s’ha dut a terme utilitzant oocits
de dues soques diferents de ratolins (CD-1 i B6C-
BAF1).

MATERIAL I METODES

Els procediments experimentals descrits han estat
aprovats per la Comissié d’Etica en 1I’Experimenta-

Figura 1 Oocits de ratoli de la soca CD-1. a) Odcit con-
trol en metafase II, no activat ni tractat amb antimitotic. b)
Oocit activat control, no tractat amb antimitotic, fixat a les
2 h p.a. i que presenta un segon CP completament expul-
sat. ¢) Oocit tractat amb antimitotic i parcialment enucle-
at, amb un doble segon CP no expulsat completament. d)
Oocit tractat amb antimitotic i enucleat, amb una extrusio
completa del segon CP. Els caps de les fletxes indiquen el
primer CP, i les fletxes el segon CP.

ci6 Animal i Humana (CEEAH) de la Universitat
Autonoma de Barcelona.

Obtencio dels oocits

Els odcits es van obtenir de femelles de ratoli (6-12
setmanes d’edat) de la soca no consanguinia CD-1 i
de la soca hibrida B6CBAF1 (C57BL/6JxCBA/J).
Les femelles van ser superovulades mitjancant la in-
jecci6 intraperitoneal de 5 Ul de PMSG seguida de 5
UI d’hCG 48 h més tard. Els oocits en metafase II es
van recuperar de 1’oviducte a les 16 h post-hCG i,
després d’un breu tractament amb hialuronidasa
(156 U/ml) i dos rentats en medi mKSOM-H (Big-
gers et al., 2000), es van processar tal com es descriu
a continuacio.

Activacio partenogenética dels oocits
i tractament antimitotic

Els oocits es van activar en etanol 7 % durant 5 min.
Immediatament després, els oocits de ratoli de la so-
ca CD-1 es van tractar amb colcemid (COLC;
0,4 ng/ml), nocodazole (NOC; 0,3 pg/ml) o vinblas-
tina (VIN; 0,1 pg/ml) durant 15, 30 0 60 min a 37° C
15 % de CO, en medi de cultiu KSOM (Biggers et
al., 2000) sense calci i amb 10 mM de clorur d’es-
tronci. Finalitzat el temps de tractament, els oocits es
van rentar i es van cultivar en el medi amb estronci
sense antimitotic fins a les 2 h postactivacio (p.a.) i,
en cas dels millors tractaments, fins a les 6 h 0 20 h
p.-a. (es considera com temps 0 p.a. el moment en
que els oocits s’exposen a I’etanol).

Els oocits B6CBAF1 es van sotmetre tnicament
als tractaments que van resultar més efectius en la
soca CD-1 pel que respecta a les taxes d’enucleacio
a les 2 h p.a.: COLC (0,4 pg/ml) durant 30 min;
NOC (0,3 pg/ml) i VIN (0,1 pg/ml) durant 15 min.

Fixacio dels oocits i analisi
per immunofluorescéncia

Els oocits es van fixar a les 2, 6 0 20 h p.a. mitjan-
cant la incubacid durant 30 min a 37° C en microtu-
bule stabilizing buffer (MTSB-XF) (Messinger i Al-
bertini, 1991), i van ser guardats a 4° C en blocking
solution (Wickramasinghe i Albertini, 1992). Poste-
riorment els 00cits es van sotmetre a un protocol de
triple tincié per a la deteccid simultania dels micro-
tubuls, els microfilaments i la cromatina per micros-
copia de fluorescéncia (Costa-Borges et al., 2006).
L’observaci6 i analisi dels oocits es va dur a terme
en un microscopi d’epifluorescéncia equipat amb fil-
tres especifics 1 un sistema de captura d’imatges.
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Analisi estadistica

Tots els tractaments es van repetir almenys tres ve-
gades i es van analitzar aproximadament 50 odcits
per grup. Els resultats obtinguts es van analitzar mit-
jangant el test de chi-quadrat () o el test exacte de
Fisher. Valors de P < 0,05 es van considerar estadis-
ticament significatius.

RESULTATS

Els odcits que tenien la totalitat de la cromatina a
dins del segon CP es van classificar com a enucleats
o parcialment enucleats, en funci6é de si 1’extrusio
del segon CP era completa o incompleta, respectiva-
ment (figura 1). Les taxes més altes d’enucleacio es
van obtenir per als odcits preactivats de la soca CD-
1 que es van tractar amb VIN (63,6 %) o NOC
(41,9 %) durant 15 min o amb COLC (66,1 %) du-
rant 30 min i, tot seguit, es van cultivar en medi sen-
se antimitotic fins a les 2 h p.a. (figura 2), el temps
necessari perque els oocits de ratoli expulsin el se-
gon CP (Ibafiez et al., 2005). El percentatge total
d’oocits enucleats respecte al total d’odcits activats
en aquesta soca va resultar significativament supe-
rior al que es va obtenir en els oocits BOCBAF1 per
als mateixos tractaments (taula 1). El tractament
amb els antimitotics no va afectar les taxes d’activa-
ci6 dels oocits de cap de les dues soques (91,8-100
% CD-1 1 89,9-96,8 % B6CBAF1), pero, en canvi,
un percentatge significatiu dels oocits tractats amb
COLC (28,5 % 1 37,1 %) o amb VIN (20,7 % 1
45,4 %) no va mostrar una extrusio completa del se-
gon CP. Aquest efecte no es va observar ni en el
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grup control (3,9 % 1 16,1 %) ni en el de NOC
(6,4 %1 11,6 %) (taula 2).

En allargar el temps de cultiu dels oocits CD-1 en
medi sense antimitotic fins a les 6 o les 20 h p.a. les
taxes d’enucleaci6 van disminuir significativament i
de manera similar per a tots els grups (20,3-37,7 % a
les 6 h p.a.i10,2-16,1 % a les 20 h p.a.), en compa-
raci6 amb les obtingudes per als mateixos tracta-
ments a les 2 h p.a. (figura 2). Gairebé cap dels 00-
cits analitzats en aquests grups presentava un segon
CP parcialment extruit.

DISCUSSIO

En els treballs previs amb colcemid en odcits de ra-
toli 1 de vaca, s’havia demostrat que I’eficiencia de
la técnica d’enucleacid induida depenia del temps
d’exposicio dels oocits a I’antimitotic i del moment
en que s’inicia el tractament després de 1’activacio
(Ibanez et al., 2003; Fischer-Russell et al., 2005). En
ratoli, els millors resultats es van obtenir quan els
tractaments s’iniciaven immediatament després de
I’activaci6. També es va concloure que la progressio
meiotica dels oocits activats no és interrompuda pel
tractament amb colcemid, pero les taxes d’enuclea-
ci6 son limitades per 1’efecte inhibitori d’aquest en
I’extrusi6 completa del segon CP (Ibafiez et al.,
2003). En aquest treball demostrem com, a part del
colcemid, també la vinblastina sembla tenir un efec-
te inhibitori en I’extrusié completa del segon CP en
oocits de ratoli. Malgrat tot, aquests dos antimitotics,
juntament amb el nocodazole, poden ser aplicats
amb exit en la preparacié de citoplasts enucleats de
ratoli. L’eficiéncia dels tractaments emprats depén
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Figura 2 Comparaci6 de les taxes d’enucleacio respecte al total d’oocits CD-1 activats en-
tre els diferents tractaments antimitotics a les 2 h, 6 h i 20 h postactivacio. Les diferents lle-
tres en la part superior de les columnes indiquen diferéncies estadisticament significatives
(P < 0,05) entre tractaments pel que respecta al total d’oocits enucleats.
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de la soca d’oocits utilitzada, tal i com s’havia de-
mostrat préviament amb el colcemid (Ibafiez et al.,
2003). Les taxes maximes d’enucleacié obtingudes a
les 2 h p.a. per a la soca CD-1 (66,1 %-41,9 %) van
ser estadisticament superiors a les obtingudes per a
la soca B6CBAF1 i forga superiors a les maximes
descrites en estudis previs amb el colcemid per a 00-
cits de ratoli de la soca no consanguinia CF-1 (20 %;
Ibafiez et al., 2003). La disminucié significativa en
el nombre d’oocits CD-1 enucleats a les 6 1 20 h p.a.
en comparacié amb les 2 h p.a. podria ser deguda a
una possible reintegracio dels cromosomes en 1’00cit
després d’una extrusié incompleta del segon CP, o a
la refusio del segon CP amb I’00cit enucleat durant
el periode d’incubacié dels odcits en el medi sense
antimitotic. Per aquest motiu, es recomana I’elimina-
ci6 mecanica del segon CP a les 2 h p.a. per tal d’as-
solir I’enucleacio irreversible dels odcits.

Per finalitzar, cal apuntar que la competéncia dels
citoplasts preparats amb aquest métode no es pot as-
segurar fins al moment que aquests siguin reconstru-
its per transferéncia nuclear i puguin garantir el cor-
recte desenvolupament de I’embrid clonat. De tota
manera, el naixement de ratolins clonats a partir de
la reconstruccié per SCNT d’oocits enucleats quimi-
cament amb colcemid (Baguisi i Overstrom, 2000;
Gasparrini et al., 2003) demostra que el tractament
dels oocits receptors amb aquest agent antimitotic no
¢és incompatible amb la seva viabilitat.
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