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#Una de les dificultats que troba la reproduccié assistida en humans és la manca de coneixement sobre els processos
que regeixen la meiosi en els gametes femenins. Fins al moment, no hi ha hagut models in vitro que permetessin
reproduir el que passa in vivo. Un grup del Departament de Biologia Cel-lular, de Fisiologia i Immunologia ha
desenvolupat un treball que descriu per primera vegada una técnica que també permet cultivar oocits fetals humans,
gracies a un model que pot aplicar en l'avaluaci6 d'agents toxics, permetent valorar el seu efecte en les primeres
etapes de la reproduccié humana.

Figura.- Primeres etapes de la profase meiotica in vitro estudiada mitjangant immunofluorescencia amb anticossos
vs REC8 i SCYP1: preleptote (a), leptoteé (b), zigoté primerenc (c), zigote tarda (d), paquité (e) i cél-lula degenerada.

Malgrat els grans avencos cientifics i técnics que han permeés el desenvolupament de la reproducci6 assistida, la reproduccio
humana i en especial la formaci6 dels gametes femenins continua sent un camp molt poc explorat. Factors técnics i étics

s6n sens dubte un dels majors limitants en I'estudi de la meiosi femenina humana. Es important assenyalar que una part

molt important del procés reproductiu en la dona succeeix durant la seva etapa fetal: és en aquest periode que es configuren
els oocits que seran fecundats en la seva vida adulta. La importancia d'aquest procés és que qualsevol dany/problema que
succeeixi durant aquesta etapa es veura reflectit en el procés reproductiu. Fins al moment actual, no han existit models in vitro
gue permetessin avaluar com els cromosomes progressen a través de la profase meiotica, de manera que el model dissenyat
pel nostre grup permet per primera vegada aconseguir que oocits fetals humans progressin en aquestes diferents etapes, i que
aquesta progressio6 "reprodueixi” de manera estandarditzada i fiable el que succeeix in vivo.

Es van analitzar la progressid dels oocits mitjangant una série de proteines que s'encarreguen de l'aparellament i sinapsi
(proteines REC8, SYCP1 i SYCP3) aixi com de la recombinacié de material genétic entre els cromosomes (proteina MLH1)
(Imatge 1). L'estudi d'aquestes proteines es va realitzar mitjangant microscopia acoblada a fluorescéncia. Per determinar el
millor métode d'obtencié d'odcits a partir d'ovaris fetals, es van emprar 4 diferents tecniques, 2 mecaniques (puncié de l'ovari o
fragmentacio ovarica) i 2 enzimatiques (tractament de I'ovari amb tripsina o col-lagenasa+hialuronidasa). A més d'avaluar quin
métode de disgregacio era el més adequat es va avaluar també I'eficacia d'aplicar un factor de creixement de cél-lules mare al
medi de cultiu. Els oocits van ser avaluats en fresc (T0), als 7, als 14 i als 21 dies de cultiu (T7, T14 i T21).

Un cop cultivats i processats es va observar que aquells o0cits disgregats amb métodes mecanics es mantenien en un nombre
més gran que els oocits disgregades amb meétodes enzimatics en tots els temps de cultiu. Al mateix temps es va observar que
el nombre de cel lules degenerades (00cits no viables) va ser menor entre els oocits disgregades mecanicament. D'altra banda,
és important assenyalar que en els cultius en qué es va emprar el suplement de factor de creixement de cél-lules mare els
valors d'odcits obtinguts van ser molt més grans que en aquells que van ser cultivats Unicament amb medi de cultiu estandard.
El factor de creixement va disminuir més el nombre de cél-lules degenerades independentment del metode de disgregacio
emprat.

A més d'aquests importants resultats metodologics, es va observar que el procés d'aparellament i sinapsi es desenvolupava de
manera equivalent als processos observats in vivo i que no es van presentar patrons anormals. En el cas de la recombinacid,
aquesta només es va poder observar en els odcits obtinguts amb metodes de disgregacio mecanica i que van ser cultivats amb
factor de creixement de cél-lules mare. La recombinacio entre els cromosomes homolegs va mimetitzar el descrit en in vivo.
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El nostre treball descriu per primera vegada una técnica que permet cultivar oocits fetals humans i que aquests emulin els
patrons descrits tant com per aparellament i sinapsi com recombinacié en in vivo. Els resultats obtinguts sén reproduibles,
fiables i estandarditzats de manera que aquest model pot ser aplicat en l'avaluacio d'agents toxics i permet valorar el seu efecte
en les primeres etapes de la reproduccié humana.
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