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I. RESUMEN

La metilacién del DNA ha sido intensamente involucrada en la regulacion de la
expresion génica tejido especifico. La Sa-reductasa esteroidea es una molécula clave para
el desarrollo de los genitales externos ~~sculinos en los mamiferos, ya que induce la
bioconversion de testosterona a dihidrotestosterona que es el androgeno masculino mas
potente. En el presente trabajo se determiné el patron de metilacion en citosinas y
adeninas de los genes de las isoenzimas de la So-reductasa esteroidea 1 y 2 de rata,
utilizando el DNA gendomico de higado, epididimo y testiculo.

El DNA genomico fue estudiado por analisis RFLP utilizando enzimas de
restriccion sensibles a metilacion y sus isoesquizomeros en adeninas (Mbo /'y Sau3A I) y
citosinas (Hpa Il y Msp I). El patron de metilacion obtenido fue correlacionado con la
expresion de ambos genes por transferencia tipo Northern.

Cuando el DNA genémico fue digerido con Hpa /] o Msp 1 se encontro que el gen
de la So-reductasa esteroidea 2 estaba menos metilado en citosina en los tejidos del
epididimo y testiculo, que en el higado. En contraste, cuando el DNA gendmico fue
digerido con Mbo / o Sau3A I, se observo que el gen 2 estaba mas metilado en adeninas
en el epididimo y el testiculo que en el higado. El patrén de metilacion en citosinas y
adeninas presente en el gen de la Sa-reductasa esteroidea 1 es similar en todos los tejidos
que se estudiaron.

Nuestros resultados sugieren que el gen de la Sa-reductasa esteroidea 2 esta mas
metilado en adeninas y menos metilado en citosinas en tejidos del aparato reproductor y

que este patron de metilacion podria estar involucrado en la regulacion de su expresion.



2. INTRODUCCION

La metilacion del DNA es un proceso muy bien establecido en células procarioticas
y eucaridticas. Por medio de este mecanismo, la transcripcion génica puede ser regulada y
el DNA puede ser modificado para evitar su degradaciéon (Christophe and Pinchon, 1994;
Muiznieks and Doerfler, 1994). En vertebrados el DNA esta metilado en la posicion 5 de
la citosina en la secuencia nucleotidica CpG. Casi el 60%-80% de estas secuencias que se
encuentran en el genoma de los vertebrados estan metiladas. Las CpG se encuentran
distribuidas a todo lo largo de] DNA de una manera especifica, no al azar. El patron de
metilacion de citosinas es gen y tejido especifico (Szyf, 1991). La metilacion de citosinas
en las regiones reguladoras de los genes. particularmente en la region del promotor, ha
sido asociada con inhibicion de la expresion de los mismos (Yisraeli and Szyf, 1984;
Cedar, 1994). Por ejemplo se ha demostrado que el gen que codifica para el receptor de
estrogenos en lineas celulares humanas de cancer de mama presenta metilacion en
citosinas y este proceso de metilacion inhibe la actividad transcripcional del gen de este
receptor (Ottaviano ef al, 1994).

La enzima de la 5a-reductasa esteroidea (Sa-reductasa) cataliza la reduccion,
dependiente de NADPH, de una variedad de esteroides que contienen el doble enlace A4S
3-ceto. Uno de los principales papeles de esta enzima es la de catalizar la transformacion
de testosterona a dihidrotestosterona, siendo este ultimo el androgeno mas potente
responsable de la diferenciacion de los genitales externos masculinos y de la prostata
(Wilson, 1975). Ademas de tener un papel importante en la diferenciacion sexual
masculina se ha propuesto que la inhibicion selectiva de la enzima podria ser un
mecanismo para el control y tratamiento de enfermedades que son activadas por la
dihidrotestosterona tales como hiperplasia prostatica benigna. calvicie masculina y acné

(Metcalf er al. 1989). Han sido clonados dos genes de la Sa-reductasa esteroidea. estos
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genes codifican diferentes isoenzimas llamadas 1 y 2, que presentan diferentes propiedades
bioquimicas y farmacologicas (Andersson and Russell, 1990). Las comparaciones
intraespecie e interespecie entre estas enzimas muestran moderada homologia, sugiriendo
diferente estructura, funcion y regulacion. La Sa-reductasa esteroidea 2 (Sca-reductasa 2)
es expresa principalmente en tejidos del aparato reproductor como: prostata, testiculo,
epididimo etc., sin embargo la isoenzima 1 6 Sa-reductasa esteroidea 1 (Sa-reductasa 1)
se expresa en forma mas abundante en tejido no-reproductor (higado, cerebro, intestino
etc.) (Normington and Russell, 1992).

En este estudio se determing el patron de metilacion de los genes de las isoenzimas
de la So-reductasa de rata en tejidos del aparato reproductor y no-reproductor por analisis
de RFLP usando enzimas de restriccion que poseen diferente capacidad para digerir

citosinas y adeninas metiladas.



3. ANTECEDENTES

3.1 Estructura Nuclear del DNA Eucariotico.

El DNA es una molécula esencial para la vida, almacena !a informacion genética
necesaria para la sintesis de un producto biologico funcional (proteinas) y las cantidades
de cada uno de estos. La comprension de su estructura es importante para entender el
codigo genético y los procesos de duplicacion y transcripcion. Toda célula contiene
docenas de enzimas y proteinas para llevar acabo estos procesos, las cuales se unen al

DNA por reconocer ciertas caracteristicas estructurales y secuencias especificas del DNA.

CARACTERISTICAS BASICAS DEL DNA.

El DNA esta principalmente constituido por cuatro monomeros llamados
nucleotidos. La estructura de un nucleotido esta formada de: un grupo fosfato, una
pentosa (desoxirribosa) y una base organica. Las bases heterociclicas presentes son: 1) las
purinas, adenina (6-aminopurina) y guanina (2-amino-6-oxipurina) y 2) las pirimidinas,
citosina (2-oxi-4-aminopiridimina) y timina (2,4-dioxi-5-metilpirimidina).

La estructura primaria de los acidos nucleicos es la secuencia lineal de los
nucledtidos conectados por enlaces fosfodiéster 3'-5". Cada grupo fosforilo que participa
en un enlace fosfodiéster lleva una carga negativa a pH neutro (pK, aproximadamente 2).
En consecuencia, los acidos nucleicos son polianiones en condiciones fisiologicas y
generalmente se encuentran formando complejos con iones de carga contraria como el ion
Mg2* o con proteinas cationicas (Friedberg, 1985).

El DNA esta formado de dos cadenas antiparalelas de acidos nucleicos. Cada base
de la cadena establece puentes de hidrogeno con una base de la cadena opuesta, creando

un par de bases. Solo los tautomeros lactama y amino de cada base acomodan dichos



puentes de hidrogeno. La guanina se aparea con la citosina formando tres enlaces de
hidrogeno y la adenina con la timina formando dos enlaces de hidrégeno; es decir las
cadenas de acidos nucleicos son complementarias (figura 1). Los pares de bases tienen
una estructura plana y estan apilados uno encima de otro creando un interior hidrofébico,
la torsion del esqueleto de azircar-fosfato que confiere la formacion de una hélice de doble
cadena. La region exterior de la hélice tiene un caracter hidrofilico. Debido a la forma en
que se apilan las bases, la hélice presenta dos surcos de diferente ancho, llamados surco

mayor y surco menor (Saenger, 1984; Knmberg and Baker, 1991).
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Figura 1. Enlaces de hidrégeno en los pares de bases.

El DNA de doble cadena puede presentar diferentes estructuras dependiendo de
las condiciones fisicas de su entorno. Las estructuras mas investigadas han sido: DNA-A,
DNA-B (modelo idealizado de Watson y Crick) y DNA-Z. En la actualidad se sabe que
el DNA dentro de la célula no se encuentra en conformacion "DNA-B" pura como se
pensaba, sino que es una molécula dindmica cuya conformacion cambia a medida que la
molécula de DNA se pliega y forma complejos proteicos. La conformacion "DNA-B" es la
mas estable v las caracteristicas principales de esta conformacion son: hélice dextrogira
con un didametro de 2.37 nm, la distancia entre cada par de bases a lo largo del eje central
de la hélice es de 0.33 nm, la distancia para completar una vuelta es de 3.4 nm y presenta
10.4 pares de bases por vuelta. El DNA-A esta presente en condiciones de deshidratacion

y esta enrollado en forma mas estrecha que el DNA-B. El DNA-Z. difiere todavia mas del



DNA-B, esta estructura no presenta surcos y la hélice esta orientada hacia la izquierda
(Dickerson, 1983).

EMPAQUETAMIENTO DEL DNA.

Las moléculas de DNA tienen uma enorme longitud comparada con las
dimensiones de los micleos de las células eucariotes que lo contienen. La capacidad del
DNA de superenrollarse tiene un papel fundamental en el empaquetamiento del genoma
dentro de los nucleos en interfase o en cromosomas mitoticos (el nivel mas alto de
compactacion). En ambos casos una gran porcion de las moléculas de DNA estan
cubiertas por diversas proteinas. La mezcla de proteinas y el DNA constituye la cromatina
la cual permite una diversidad de configuraciones de las moléculas de DNA y tipos de
control que son unicos de las células eucaridticas (van Holde and Zlatanova, 1995).

La estructura general de la cromatina es similar en todas las células eucarioticas,
ésta se compone de: moléculas de DNA de doble cadena, una masa casi igual de proteinas
basicas llamadas histonas, una cantidad menor de proteinas no histonicas (la mayor parte
de las cuales tienen naturaleza acida y son mas grandes que las histonas), y de una
pequeiia cantidad de RNA (Udvardy, 1990).

El empaquetamiento de la cromatina dentro de los nucleos eucaridticos es un
proceso bioldgico y bioquimico aun no completamente dilucidado. Las histonas tienen un
papel esencial en el plegamiento del DNA. La familia de las histonas esta integrada de
cinco proteinas basicas, denominadas H1, H2A, H2B, H3 y H4. Las cinco histonas
contienen numerosos residuos de lisina y arginina cuyas cargas positivas se fijan al
esqueleto de azicar-fosfato del DNA cargado negativamente. En forma frecuente los
extremos del esqueleto peptidico de las histonas son modificados postraduccionalmente
por adicion de grupos fosfato. metilo o acetilo, produciendo muchas subespecies de
histonas. La secuencia de aminoacidos de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, de una gran
variedad de especies es muy similar. independientemente de la distancia filogenética
existente entre las especies. Sin embargo la secuencia de amninoacidos de la H1 varia de

un organismo a otro (Caserta and Di Mauro, 1996)



La unidad basica de organizacion mas estudiada es el nucleosoma que es el primer
nivel de compactacion. Los nucleosomas pueden ser observados en una micrografia
electronica de la cromatina, la cual es desplegada previamente con soluciones de baja
fuerza ionica, dando una apariencia de "cuentas ensartadas en un hilo", llamada fibra
nucleosomal (Miller and Bakken, 1972; Woodcock, 1973; Olins and Olins, 1973; Olins
and Olins, 1974). Cada nucleosoma esta formado por un octamero proteico constituido
por dos copias de cada una de las siguientes histonas H2A, H2B, H3 y H4. El contenido
de DNA entre cada nucleosoma vari» entre 160 a 200 pares de bases, donde
aproximadamente 140 pb de DNA se enrolla alrededor del octamero histonico y el resto
sirve como elemento de enlace entre cada nucleosoma (DNA de enlace). El numero de
vueltas del DNA alrededor del octamero es casi de dos (van Holde, 1988; Tsanev et al,
1992; Giannasca, 1993). Varios grupos de investigacion reportaron que la fibra
nucleosomal se compactaba en un filamento de 10 nm, pero las condiciones
experimentales para la reproduccion de la fibra eran contradictorias, creyéndose que esta
estructura es un artificio experimental (Widom. 1989).

El ensamblaje del octamero de histonas esta todavia en estudio. Sin embargo en
estudios con huevos de rana y analisis de los complejos proteicos por anticuerpos
monoclonales, se detectd la presencia de dos proteinas acidas de preensamble, la
nucleoplasmina (29-kDa) y la NI, que forman los siguientes complejos: (1) la
nucleoplasmina se une a las histonas H2A y H2B y (2) la proteina N1 se une a las histonas
H3 y H4. Cuando los complejos | y 2 purificados parcialmente son mezclados en
presencia de DNA, se forma un nucleosoma liberandose las proteinas de preensamble.
Estas proteinas de preensamble se han observando en otro tipo de células, por lo que se ha
propuesto que estas proteinas podrian jugar un papel similar al observado con las
proteinas nucleoplasmina y N1 (Chang et al. 1997: Fukuma et al, 1994).

La compactacion inducida por los nucleosomas es alrededor de 5 a 10 veces la
longitud de la cadena de la cromatina. Una mayvor reduccién de la fibra nucleosomal es
ejercida por la organizacion de ésta como un filamento irregular de 30 nm. Se cree que la

cromatina trascripcionalmente nactiva en nucleos interfasicos tiene una conformacion de



filamento de 30 nm (Zlatnova, 1990; Garrard, 1991). Hay varios modelos propuestos para
explicar esta estructura, pero los tres modelos basicos son:

A) Modelo solenoidal, se propone que la fibra de 30 nm sea formada por
nucleosomas acomodados consecutivamente de tal manera que entre cada nucleosoma, el
DNA de enlace tenga un doblamiento, enrollamiento o curvatura concordante. La fibra
solenoidal se asemeja a un cilindro donde cada vuelta contiene de 6 a 8 nucleosomas
(figura 2). Este modelo predice que el DNA de enlace es flexible y capaz de
superenrollarse a la izquierda o la derecha (Thoma et al, 1979; Butler, 1984). Por
ejemplo, en condiciones ionicas una histona H1 se asocia al DNA de enlace y a una
particula central del nucleosoma, en cada vuelta de la espiral hay seis histonas H1. Sin
embargo aun en ausencia de la histona H1 el DNA de enlace entre cada nucleosoma es

flexible (Yao et al, 1990; Yao et al, 1991).

Figura 2. Modelo solenoidal. Version donde el DNA de enlace hace una vuelta a la
derecha (EMBO J. 3:2599; 1984).

B) Modelo de cinta helicoidal doble: hay varias versiones de este modelo pero la
mas relevante es la propuesta por Worcel (figura 3), en donde los nucleosomas estan
acomodados consecutivamente formado un zigzag atrasado y antepuesto. Posteriormente

el zigzag se compacta dando una especie de cinta. la cual se enrolla helicoidalmente



formando un cilindro que determina la fibra de 30 nm ( Worcel et al, 1981; Woodcock et
al, 1984).

Cinta helicoidal

Zig-2ag relajado Zig-zag compacto

Figura 3. Modelo de cinta helicoidal doble (J. Cell Biology. 99:42: 1984)..

C) Modelo de union entrecruzada de la doble helicoidal. Este modelo fue
propuesto por Langmore (Williams et al, 1986), en donde se sugiere que la fibra
nucleosomal forma una cinta de la misma manera a la del modelo anterior, pero en lugar
de que la cinta nucleosomal se enrolle sobre la superficie del cilindro, ésta da un giro
alrededor de su eje central formando una hélice con orientacion a la izquierda. Para
construir finalmente la fibra de 30 nm los nucleosomas adyacentes se acomodan en lados
opuestos del espacio central de la fibra creando un entrecruzamiento de los DNAs de
enlacen en el espacio central. Los nucleosomas altenos son adyacentes, los nucleosomas
impares forman una rampa helicoidal hacia abajo en un lado y los nucleosomas pares
forman una rampa en direccién opuesta. Este modelo predice que el diametro de la fibra es
proporcional a la longitud del DNA de enlace (figura 4).

Se cree que la histona H] juega un papel importante en la formacion de la fibra de
30 nm, pero el unico modelo que la ha introducido especificamente es el modelo
solenoidal. También se cree que la cromatina transcripcionalmente inactiva toma una
estructura de filamento de 30 nm (Thomas. 1988). Por lo tanto a la histona H1l se le ha

atribuido un papel de represor génico. aunque en la actualidad este papel esta en debate.



Se sabe que la histona H1 es abundante en la heterocromatina y tiene una alta preferencia
por el DNA que contiene 5-metil-citosinas en la secuencia CpG. Se sugiere que la
cooperatividad entre histona H1 y DNA metilado juega un papel importante en la
estabilizacion de la cromatina altamente organizada, asi como en la regulacion génica
tejido especifico. La union de la histona H1 al DNA metilado probablemente reprime la
transcripcion al provocar un cambio en la conformacion nucleo-proteina, evitando que los
factores de transcripcion reconozcan o se unan al promotor (McArthur and Thomas,

1996).

Figura 4. Modelo de union entrecruzada de la doble helicoidal de la fibra de 30 nm. A)

Nucleosomas acomodados en zigzag. B) Vista de arriba de la estructura final.

El empaquetamiento de los nucleosomas a la estructura de fibra de 30 nm logra
una reduccion de cuatro veces la longitud de la fibra cromosomica. Hay un modelo que
propone que las fibras de 30 nm se fijan a un andamiaje proteico no histonico para formar
estructuras mas organizadas. Estas estructuras son: bucles (50 Kpb), rosetones (6
bucles). vueltas en espiral (30 rosetones) y finalmente dos cromatidas (10 vuehas en

espiral cada una) (figura 5). Este empaquetamiento estructura cromosomas de 5 a 10



micrometros de longitud y un micrometro de didmetro. (Igo-Kemenes and Zachau, 1978;

Filipski et al, 1990; Kellum and Schedl, 1991; Udvavardy and Schedi, 1991).

Una vuelta Dos cromatidas

en espiral
Figura 5. Modelo para los diferentes niveles de orgam:zacion de la fibra de 30 nm
(EMBO J. 9:1319, 1990).

At no se ha podido llegar a una conclusion sobre las estructuras definitivas de la
cromatina con base en las evidencias obtenidas hasta el momento. Por un lado la mayoria
de las evidencias experimentales se basan en estudios in vitro de fragmentos aislados de
cromatina y por otro lado las células que se han utilizado son un mal modelo (eritrocitos
de gallina, esperma de invertebrados etc.), ya que son relativamente inactivas y el
plegamiento de la cromatina no se asemeja a una célula eucanotica general (van Holde

and Zlatanova. 1995)



3.2 Metilacion del DNA en Citosinas.

La 5-metilcitosina es un componente importante del DNA vy esta presente en cada
uno de los cinco diferentes reinos: Monera, Protista, Plantae, Fungi y Animal, los cuales
han sido admitidos por el sistema internacional modemo (Margulis and Schawartz, 1988).

En vertebrados las citosinas de una fraccion de las secuencias CpG esta metilada
(60-80%). Aproximadamente mas del 50% de estas citosinas metiladas estan localizadas
en familias de secuencias repetitivas. La otra porcion de DNA metilado se localiza en
otros sitios. Sin embargo, la distribucion de las secuencias CpG metiladas es especifica y
no al azar. formando un patron de metilacion que es gen y tejido especifico (Yisraeli and
Szyf. 1984).

El mecanismo normal de metilacion esta relacionado con un numero variado de
procesos tales como: regulacion génica (Meehan et al. 1992), desarrollo (Cedar and
Razin. 1990), inactivacion del cromosoma X (Singer-Sam and Riggs, 1993) v marcaje del
genoma también llamado imprenta génica (Barlow, 1993). Se cree que el proceso anormal
de metilacion esta involucrado con el desarrollo de la oncogénesis (Jones. 1996) y que
causa mutaciones puntuales en dinucledtidos CpG, las cuales se han relacionado con

algunas enfermedades y sindromes en el humano (Bestor and Coxon, 1993).

INHIBICION DE LA TRANSCRIPCION.

Se ha descrito la metilacion del DNA en muchos genes que en condiciones
normales no se expresan en algunos tejidos de vertebrados (Bird, 1992; Razin and Cedar,
1991). Se han propuesto tres modelos para explicar los mecanismos fundamentales de la
correlacion existente entre metilacion e inactividad. (1) Los grupos metilo en el promotor
pueden directamente interferir con la unién de algunos factores de transcripcion. tal como
la proteina de union al elemento de respuesta del AMPc (lguchi-Ariga and Schaffner.
1993) y el factor de transcripcion AP-2 (Comb and Goodman. 1990). (2) La metilacion
participa en la formacion de una estructura de cromatina inactiva que no permite la

entrada a los factores de transcripcion (Graessmann and Graessman. 1993).  Varios



estudios han mostrado que el DNA metilado en la cromatina es inaccesible a ciertas
nucleasas, tales como la DNAasa Iy la Msp I (Keshet et al, 1986; Antequera et al, 1989) y
se cree que los factores de transcripcion son afectados por esta inaccesibilidad. (3) El
proceso de inactivacion génica por metilacion requiere la participacion de proteinas que se
unen preferencialmente al DNA metilado (Ehrlich and Ehrlich, 1993). Varias proteinas de
este tipo han sido descritas y clasificadas como: proteinas de unién a los dinucleotidos
CpG metilados (MeCPs) y proteinas de union al DNA metilado (MDBPs). Por ejemplo,
la proteina MeCP-2 se ha asociado cc  heterocromatina centromérica y la MDBP-2 a
una porcion idéntica a la secuencia de la histona H1. Estas investigaciones sugieren que
ambas proteinas tienen una funcion en la cromatina inactiva (Meehan et al, 1989; Zhang

et al, 1990; Jost et al, 1991; Lewis et al, 1992; Jost and Hofsteenge, 1992).

MECANISMO DE LA METILACION

En vertebrados, la metilacion del DNA es llevada a cabo por la enzima DNA 5-
metilcitosina-transferasa (DNA MTasa o DNA metiltransferasa). A diferencia de los
procariotes donde se han encontrado varios tipos de DNA MTasa, en mamiferos solo una
enzima ha sido aislada y caracterizada (Bestor et al, 1988). En todas las DNA MTasas la
porcion de la region carboxilo terminal correspondiente al dominio catalitico es similar. La
DNA MTasa de mamifero tiene una gran region amino terminal adicional. Se cree que
esta region amino terminal es un dominio regulatorio. El dominio catalitico de las DNA
metiltransferasas es una region muy conservada, proponiéndose un mecanismo general de
accion de las DNA MTasas tanto en procariotes como en eucariotes (Smith et al. 1992;
Taylor et al. 1993; Ford et al, 1993).

Las caracteristicas generales del mecanismo de accion de estas enzimas han sido
dilucidadas principalmente llevando a cabo experimentos con ayuda de la 5-azacitosina;
que es un potente inhibidor de la metilacion del DNA en procariotes y en eucariotes
(Friedman. 1981). El mecanismo de accion general de las DNA MTasas esta basado en el
ataque nucleofilico al carbon 6 de la citosina blanco por un residuo de cisteina de la

enzima para producir un carboanion transitorio. la 5.6-dihidrocitosina, la cual provoca un



ataque al grupo metilo de la molécula S-adenosilmetionina (AdoMet) entrante.
Subsecuentemente, se produce la extraccion del proton del C-5 y la eliminacion del enlace
covalente entre la enzima y el C-6, liberando la 5-metilcitosina y regenerando la actividad

de la DNA metiltransferasa (figura 6).

CARBOANION DIHID ROCITOSINA

Figura 6. Mecanismo de metilacion de la citosina.

El carboanion es formado antes de la union a la AdoMet. El ataque al carbono 6
genera un enlace covalente entre el C-6 de la citosina y el sulfhidrilo de la cisteina presente
en un dipéptido Pro-Cys de la enzima, este dipéptido es una secuencia conservada en 24
DNA 5-metilcitosina-transferasas (Osterman et al. 1988: Lauster et al. 1989; Chen et al,
1991).

La unién de la AdoMet al sitio de reconocimiento de la DNA MTasa parece
ocurrir en ausencia de DNA, probablemente la presencia de éste aumenta la afinidad de la
AdoMet (Friedman and Ansaki, 1992). La AdoMet se une después de la formacion del
complejo covalente DNA-enzima. Subsecuentemente. el carboanion del C-5 ataca al grupo
metilo de la AdoMet para formar el intermediario 5,6-dihidrocitosina, no se ha observado
la formacion de complejos estables en ausencia de AdoMet, indicando con ésto que la
transferencia del grupo metilo es requerido para la estabilidad del complejo DNA-enzima.
La estabilidad del complejo radica en que la enzima no puede catalizar la eliminacion del
grupo metilo del C-5 en el intermediario dihidrocitosina debido a la estabilidad del enlace
C-C. Posteriormente, el hidrogeno del C-5 es extraido como una f-eliminacion por el
nucleéfilo (Nu:) localizado en el C-6. La -eliminacion regenera la actividad enzimatica y
produce S-adenosilhomocisteina (AdoHcy) junto con la 5-metilcitosina del sitio blanco

del DNA (figura 6)(Smith: 1994).



El ataque nucleofilico al C-6 requiere la rehibridacion sp’—>sp’ del C-6, la cual
induce simultineamente la rehibridacion sp2—>sp3 del C-5. La estequiometria y la energia
de este paso esta probablemente dirigida por la conformacién estructural del sustrato del
DNA. En la conformacion DNA-B, requiere que el nucledtido (N) 5° a la citosina en la
secuencia 5° N-C-G 3" sea desplazado hacia adelante del surco mayor a una posicion
relativa de la citosina, mientras la 3’guanina esta oculta detras de la citosina. Esto
significa que el C-6 de la citosina es mas facilmente accesible del lado del anillo
adyacente a la guanina 3'(lado 3°), que del lado del anillo adyacente al nucledtido 5" a la
citosina (lado 5°). De hecho, la incapac.uad de las DNA metiltransferasas de metilar al
DNA con conformacion DNA-Z , puede ser debida a la inaccesibilidad del C-6 en cada
uno de sus lados cuando el DNA se encuentra en dicha conformacion (Pfeifer et al, 1983;
Vardimon and Rich, 1984; Bestor, 1987)

Aunque hay un mecanismo de accion comin entre las diversas metiltranferasas, la
especificidad por el sustrato varia dependiendo de las secuencias nucleotidicas adyacentes
a las citosinas blanco. Las metiltransferasas pueden tener secuencias de reconocimiento
que dan especificidades muy estrictas. En el caso de la enzima de mamiferos el
reconocimiento es menos riguroso. La DNA metiltransferasa humana exhibe una secuencia
de especificidad de un motivo de solo dos nucledtidos y esta secuencia esta conforiada
por el par de dinucledtidos C-G (Renbaum and Razn,1992; Baker et al, 1993).

En base a su velocidad de reaccion se han identificado tres formas de accion de las
metiltransferasas.: (1) La metilacion de novo, que se define como la metilacion lenta de
residuos de citosina en la conformacion DNA-B que contiene las secuencias C-G no
metiladas en ninguna de las dos cadenas del DNA (2) La metilacion de las secuencias C-G
donde en una de las cadenas una citosina estd previamente metilada lo que pennite una
metilacion rapida de la citosina de la cadena opuesta. En este mecanismo se sabe que la
citosina metilada en la cadena opuesta estimula el proceso de metilacion con un
procedimiento aun desconocido (metilacion dirigida por un grupo metilo). (3) La
metilacion provocada a cambios estructurales del DNA. definida como la metilacion rapida
del DNA. relacionada a una estructura inusual del DNA. por ejemplo los heteroduplex

afectan la estructura de los dinucledtidos C-G. aumentando la velocidad de metilacion de
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éstos e incluso estableciendo el sitio de metilacion (Smith et al, 1987; Baker et al, 1988,
Smith et al, 1989; Smith et al, 1991; Baker et al, 1993; Chen et al, 1993).

FORMACION DE LOS PATRONES DE METILACION.,

Los patrones de metilacion son tejido especifico y clonalmente estables, los
cambios de éstos no son producto de la casualidad, sino un reflejo de procesos biologicos
bien definidos. Los cambios en el patron de metilacion ocurren durante el desarrollo y
diferenciacién celular; los sitios que son metilados en genes especificos estan
hipometilados cuando son activos durante el desarrollo (Yisraeli and Szyf, 1984; Brandeis
et al, 1993).

Los patrones de metilacion tienen un papel critico en la diferenciacion celular
como se ha demostrado experimentalmente por: (1) Las mutaciones dirigidas en el gen de
la DNA metiltrasferasa por recombinacion homologa en células germinales produce la
muerte embrionica y (2) La inhibicion del proceso de metilacion del DNA por la
incorporacion de un oligonucledtido antisentido en la DNA metiltransferasa, produce el
cambio de identidad de los fibroblastos a células diferenciadas de tipo miogénicas (Li et al.
1992, Szyfet al, 1992).

Se han establecido dos aspectos biologicos esenciales para la formacién de un
patron de metilacion. Primero, el patréon de metilacion esta determinado por secuencias
especificas, ya que se ha demostrando que secuencias semejantes adoptan una patron de
metilacion semejante en diferentes /oci. Segundo, la formacion del patron tiene que ser
dirigida por uno o mas factores capaces de regular la metilacion o mantener DNA ya
metilado. Considerando estos dos aspectos bioldgicos, se propone que el patrén de
metilacion durante el desarrollo es establecido por eventos secuenciales de metilacion de
novo, metilacion conservada y desmetilacion de citosinas. Hasta el momento todavia no
han sido completamente dilucidados los mecanismos que conducen a estos eventos.
Existen varios modelos que explican como los patrones de metilacion son establecidos sin

olvidar su naturaleza biologica. Estos modelos son:
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1) El modelo de Razin y Riggs (1980), este modelo explica que los patrones de
metilacion son formados y mantenidos en los seres vivos por herencia clonal, es decir son
establecidos durante la replicacion del DNA. Basindose en que la enzima DNA
metiltrasferasa es muy eficiente en la metilacion de los motivos hemimetilados CpG
(metilacion dirigida por un grupo metilo) pero es relativamente deficiente en la metilacion
de substratos no metilados (metilacién de novo). Este modelo no explica como sitios
especificos son metilados de novo o desmetilados durante el proceso de diferenciacion y
transformacion celular.

2) El patron es establecido por la expresion pasajera de factores involucrados en el
blanco de sitios especificos para la metilacion. Estos factores pueden influir en la
actividad de la metilacion del DNA directa o indirectamente, ya sea por la induccion de
cambios en la estructura de la cromatina que pueden alterar la accesibilidad de la
maquinaria de metilacion a un sitio o por cambiar la actividad de la DNA metiltransferasa.
Ninguno de estos factores putativos han sido identificados y es aun incierto si tales
factores son responsables de la metilacién de novo , de la metilacion conservada y la
desmetilacion (Turker et al, 1990; Hasse and Schulz, 1994).

3) El patrén de metilacion es determinado por una interaccion entre concentracion
de DNA metiltrasferasa activa y sitios seal especificos (Szyf, 1991).

4) Una hipotesis alternativa de la formacion del patron de metilacion esta basada
en que la desmetilacion es realizada por una maquinaria enzimatica independiente. La
perdida de la metilacion de sitios especificos es una faceta bien establecida durante el
proceso de diferenciacion en vertebrados. La desmetilacion es un proceso activo en
células mamiferas, similar a la metilacion de novo. Se cree que la desmetilacion es
dirigida por sefiales especificas en la secuencia de DNA. Posiblemente el proceso de
desmetilacion puede llevarse a cabo por una enzima o un grupo de enzimas que tiene la
tarea de remover el grupo metilo de la citosina metilada o por excision de las bases de
citosinas o mononucleotidos metilados, remplazandolas con citosinas y nucleétidos no
metilados. Sin embargo, también es posible que las células mamiferas tengan una enzima
de DNA desmetilasa general similar a la de DNA metilasa. Si esta actividad desmetilasa

existiera la desmetilacion del DNA seria controlada: a) a un nivel celular por la regulacion



de la actividad de la desmetilasa y b) a un nivel local por la regulacion de la accesibilidad
de los sitios especificos de la maquinaria de la desmetilasa activada. Por lo tanto el patron
final de metilacion podria ser un estado de equilibrio entre la actividad de la DNA metilasa
y la actividad de la DNA desmetilasa. Estas dos reacciones tendrian el sustrato especifico
invertido. El patron final de metilacion estaria reflejado en el balance entre la
disponibilidad de ambas actividades enzimaticas y a los cambios locales en la estructura de
la cromatina. Las aplicaciones farmacologicas de este modelo es que se podrian producir
cambios especificos en el patron de metilacion de una célula por la modulacién a nivel

general de la metilasa y la actividad enzimatica desmetilasa (Szyf, 1994)

REGULACION DEL GEN DE LA DNA METILTRASFERASA.

Se ha demostrado que la regulacion de la expresion del gen de la DNA
metiltransferasa estd involucrada en el mantenimiento y la aheracion del patron de
metilacion. La expresion del gen de la DNA metiltransfersa debe estar controlada por dos
clases de seiiales: (1) por elementos que establecen los niveles de actividad dentro de los
limites adecuados que conservan las condiciones normales de metilacion y (2) por sefiales
reguladas a la alza que pueden responder a un requerimiento programado de la metilasa.
Esto esta apoyado en la demostracion de que la expresion de lJa DNA metiltransferasa es
controlada por el estado proliferativo de la célula a nivel post-transcripcional. La region
que precede al extremo 5 del gen de la DNA metiltransferasa contiene tres secuencias de
reconocimiento para la proteina activadora 1 (AP-1) (en 1744-1650). AP-1 es un
complejo trasactivador compuesto de un heterodimero de las proteinas de union al DNA,
Jfos 'y jun 6 un homodimero de jun el cual es activado por el oncogen ras.

El modelo propuesto para explicar la regulacion de la expresion del gen de la DNA
MTasa en células Y1, esta fuertemente relacionado con el mecanismo de sefializacion de
ras. La amplificacion del proto-oncogen c-Ki ras, produce una sobre expresion de ras,
provocando la induccion de una cascada de cinasas, teniendo como consecuencia la
activacion y la fosforilacion de jun. La activacion de jun, activa el promotor de la DNA
MTasa induciendo su actividad e incrementando su capacidad de metilar al DNA de la

célula . Este cambio en la capacidad de metilar provoca una aberracion en el patron de



metilacion, el cual esta involucrado en el establecimiento y conservacion de un estado

transformante de la célula por un mecanismo ain desconocido (MacLeod, 1995) .

DNA METILADO Y CANCER

Las alteraciones en el patron de metilacion de DNA son muy comunes en células
cancerigenas. La metilacion en citosinas es responsable de la induccion de un alto
porcentaje de enfermedades causadas por mutaciones puntuales en genes supresores de
tumores en células somaticas y germina.  cstas enfermedades pueden ser debidas a una
desaminacion espontanea de la 5-metilc..osina 0 a un proceso mas complejo durante la
reaccion enzimatica de metilacion del DNA (Jones, 1996).

En células normales los errores al azar debidos a la metilacion de novo en
secuencias CpG seguramente contribuyen a una inactivacion progresiva de genes
mhibidores del crecimiento, produciéndose una seleccion clonal de células con un patron
de metilacion altamente anormal. El modelo de inactivacion génica durante la progresion
del cancer tiene importantes implicaciones clinicas, porque es posible reactivar estos genes
apagados utilizando inhibidores del proceso de metilacion del DNA y restaurar el control
del crecimiento de la célula. Se ha comprobado que cerca del 25% de las mutaciones
puntuales en el gen p53 en todos los canceres estudiados ocurre en sitios CpG y casi el
50% de los sitios estan metilados en el cancer de colon (Greenblant et al, 1994).

Recientes experimentos en ratones con deficiencia de la DNA metiltransferasa,
causada por una manipulacion génica o farmacoldgica, provoca una notable disminucion
en la formacién de polipos en el colon, disminuyendo la predisposicion del cancer causado
por diversas mutaciones (Laird et al, 1995; Laird and Jaenisch. 1994). Estos resultados
proveen una evidencia directa de que la metilacion y la carcinogénesis estan relacionadas.
Otros estudios que atribuyen fuertemente un papel importante de la metilacién anormal en
la carcinogénesis son una serie de observaciones en donde las secuencias llamadas islas
CpG de los genes reguladores del crecimiento y particularmente genes supresores de
tumores son frecuentemente metilados de novo en tumores y en lineas celulares (Merlo et

al. 1995; Herman et al. 1995; Gonzilez- Zulueta et al. 1995: Yoshiura et al, 1995).



Por otra parte en células oncogénicamente transformadas también ha sido
observado la hipometilacion. Esto parece contradecir la hipotesis de que la hipermetilacion
induce carcinogénesis. Se sugiere que la desmetilacion también podria ser un proceso
involucrado en la tumorogénesis pero hasta el momento son escasos los trabajos que
indican que la azacitidina (un inhibidor de la DNA metiltransferasa) induce la
carcinogénesis in vivo y/0 promueve la accion de los oncogenes transformados (Feinberg
and Vogelstein, 1985; Jones and Buckley, 1990)

Una explicacion preliminar de la hipometilacion en células cancerigenas, esta
basada en la posible existencia de una actividad desmetilasa que se sobreexprese en ciertas
células cancerigenas y que la actividad desmetilasa exhiba diferente selectividad por el
sustrato especifico que la DNA metiltransferasa; por lo tanto ésta afectard diferentes
poblaciones de sitios causando la hipometilacion (Szyf, 1994).

Podemos concluir que los cambios anormales en el patron de metilacion del DNA
contribuyen a la oncogénesis al afectar los niveles expresion de proto-oncogenes, genes
supresores de tumores y genes que controlan el crecimiento celular. Posiblemente la
hipometilacion del DNA permitiria el incremento de la expresion de oncogenes y la
hipermetilacion el silenciamiento de genes supresores de tumores y de gemes que

participan en el control del crecimiento.

3.3 Metilacion del DNA en Adeninas.

La metilacion de la adenina en el N-6 en la secuencia 5'-GATC-3" es un proceso
muy frecuente en procariotes. En Escherichia coli 1a metilacion en adeninas (metilacion
dam) tiene un papel critico en los procesos de reparacion del DNA, en la regulacion de la
replicacion de plasmidos y en la regulacion de la expresion de algunos genes (Marinus,
1987. Palmer and Marinus, 1994). Sin embargo, la informacion obtenida del proceso de
metilacion dam en eucariotes es muy escasa.

Se ha comprobado por evidencia indirecta, basada en analisis por RFLP, usando

enzimas de restriccion sensibles a metilacion en adeninas. la existencia de 6-metiladenina



en DNAs genomicos de plantas y animales (Pintor-Toro, 1987; Kay et al, 1994) . El papel
biologico de esta modificacion todavia no ha sido elucidada.

Se ha sugerido que posiblemente el proceso de metilacion en adeninas tiene un
papel en la expresion génica, esta hipotesis se basa principalmente en que: a) la metilacién
in vitro en adeninas en sitios dam en la region del promotor , incrementa la expresion
génica de genes transitorios en plantas como por ejemplo los genes de deshidrogenasa
alcoholica Arabidopsis (Adh1), ubiquitina de maiz (Ubil), actina de arroz (Actl) etc. y b)
la dam metilacion in vitro de un elemer respuesta a hormonas esteroides eucaridtico
produce un incremento en la afinidad de 1nion a los receptores de esteroides (Truss et al,
1992; Graham and Larkin, 1995).

El mecanismo de como la metilacién dam puede aumentar la transcripcion podria
ser directa, incrementando la afinidad de union de los factores de transcripcion en puntos
estratégicos del promotor o indirecta a través de cambios conformacionales en el DNA

(Grabham and Larkin, 1995).

3.4 Isoenzimas de la 5 a-reductasa esteroidea

Un organismo es capaz de expresar isoenzimas (proteinas diferentes que catalizan
la misma reaccion enzimatica) para incrementar su capacidad de respuesta a Jos cambios
metabolicos. La expresion de las isoformas puede ser regulada por varios mecanismos a
nivel molecular. Por esta razon, es de gran interés el estudio del papel de una isoenzima
en el metabolismo de una célula o tejido. Un buen ejemplo es la Sa-reductasa, esta enzima
cataliza la reduccion, en forma dependiente de NADPH, en la posicion 5 de una variedad
de esteroides que contienen el grupo 3-ceto y el doble enlace A%5 (Wilson, 1975). La So-
reductasa esteroidea es una proteina microsomal clave para el desarrollo sexual de
mamiferos de sexo masculino, esta enzima transforma la testosterona en So-

dihidrotestosterona. el androgeno masculino mas potente(Bruchovsky and Wilson, 1976).
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Figura 7.. Reaccién de la 5a-reduccién de la testosterona

ACCION DE LOS ANDROGENOS.

La Sa-reductasa participa en el mecanismo de accion de los andrégenos el cual ha
sido elucidado por estudios realizados sobre el metabolismo de los androgenos y la
fisiologia de animales y embriones normales (Wilson, 1975). La testosterona es el
androgeno principal secretado por el testiculo y el mas abundante en el sistema
circulatorio de los mamiferos masculinos. Esta hormona se introduce la celilas blanco por
un mecanismo de difusion pasiva. Dentro de la célula la testosterona puede ser reducida
por la Sa-reductasa a dihidrotestosterona o ser aromatizada a estradiol (figura 8). La
dihidrotestosterona y testosterona tienen la misma afinidad al receptor de androgenos
localizado en el nucleo celular. Sin embargo la testosterona tiene una constante de
disociacion mayor que la dihidrotestosterona. El receptor de androgenos es un miembro
de la familia de factores de transcripcion a hormonas esteroides-tiroideas-retinoides, que
regulan la expresion génica al unirse a sitios reguladores en o adyacentes a los genes que
controlan (McPhaul et al, 1991). Aunque la dihidrotestosterona y la testosterona se unen
al mismo receptor, las dos hormonas tienen diferentes papeles fisiologicos. El complejo
receptor-testosterona induce de la secrecion de la hormona luteinizante por el sistema
hipotalamo-hipofisario. para la estimulacion de los ductos wolffianos durante la
diferenciacion sexual y probablemente para el control de la espermatogénesis ( Griffin and

Wilson. 1989). El complejo receptor-dihidrotestosterona es responsable de la vinlizacion

to
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es decir, del desarrollo de los genitales externos, uretra y prostata durante la
embriogénesis y de muchos eventos de la maduracion sexual masculina regulados por
androgenos (crecimiento de vello en diversas regiones del cuerpo, calvicie, maduracion de

los organos genitales externos etc.,).
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Figura 8.. Esquema del mecanismo de accion de los andrdgenos (Greenspan FS y

Forsham PH (eds). Endocrinologia basica y clinica. Ed. El manual moderno; 1988).

El mecanismo por el cual las dos diferentes hormonas se unen al mismo receptor
provocando diferentes efectos no ha sido completamente dilucidado (Wilbert et al, 1983).

Se sabe que el complejo receptor-dihidrotestosterona se une mas facilmente a sus sitios de
reconocimientos al DNA, activa con mayor eficiencia a un sistema de genes reporteros y

puede regular genes especificos que no responden al complejo receptor-testosterona
(Kovacs et al, 1983; Deslypere et al. 1986; George et al, 1991). Consecuentemente, la
formacion de dihidrotestosterona juega dos papeles en la accion androgénica; uno es una
amplificacion general y la otra una funcion especifica en la regulacion de algunos genes

(Wilson et al. 1980).
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CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS ISOENZIMAS DE
LA 5a-REDUCTASA ESTEROIDEA.

Hay dos isoenzimas descritas, tanto en la rata como en el humano, de la So-
reductasa esteroidea conocidas como 1y 2 de acuerdo al orden en que sus cDNAs fueron
clonados (Andersson and Russell, 1990; Andersson et al, 1991; Jenkins et al, 1992;
Normington and Russell, 1992). La comparacion intraespecie e interespecie de la
secuencia aminoacidica entre estas dos enzimas muestran una moderada similitud,
sugiriendo diferencias estructurales, funcionales y de regulacion (tabla 1).

La isoenzima tipo 2 tiene su actividad optima a un pH acido (5.5), es altamente
expresada en tejidos reproductivos masculinos tales como prostata, vesiculas seminales,
testiculo etc.; tiene un papel anabolico en el metabolismo de los esteroides y es inhibida
por finasterina. (Stoner, 1990; Andersson et al, 1991, Normington and Russell, 1992).
En prostata humana es expresada por células estromales y epiteliales basales (Richard et
al, 1994).

La isoenzima tipo 1 tiene una actividad optima a pH alcalino (7.0-8.0), es
expresada en tejidos no androgeno dependientes tales como higado, cerebro, intestino
etc., en tejido androgeno dependiente su expresion es minima o nula; por ejemplo, hasta el
momento no se ha podido demostrar la expresion de esta enzima en prostata humana. Se
ha comprobado que esta enzima tiene una actividad catabolica en el metabolismo de los
esteroides que atin no ha sido comprendida y es insensible a la finasterina (Stoner, 1990;
Andersson et al, 1991; Normington and Russell, 1992).

La dos enzimas tienen aproximadamente una similitud del 50% en su secuencia
aminoacidica, ambas son hidrofobicas y tienen estructura similar en sus genes: poseen
cinco exones y cuatro intrones. El dominio de union de las dos enzimas al androgeno esta
codificado en la region amino terminal de la molécula (Andersson et al, 1991; Jenkins et
al. 1992 Thigpen et al, 1992). En el humano, la enzima 1 es codificada por el gen
SRD5A1 en el cromosoma 5 y la enzima 2 es codificada por el gen SRDSA2 en el

cromosoma 2.



TABLA No. 1

Sa-reductasa tipo 1.

Sa-reductasa tipo 2.

(humana y rata). (humana y rata).
Expresion tejido periférico (higado, | tejido androgeno regulado

piel, etc.). (epididimo, testiculo etc.).
pH optimo. basico a neutro. acido.
Actividad catabodlica anabolica

DEFICIENCIA DE LA 5a-REDUCTASA 2.

La deficiencia de la So-reductasa 2 causa el sindrome llamado
pseudobermafroditismo  masculino  (deficiencia de la  So-reductasa 2). El
pseudohermafroditismo es un sindrome que afecta a individuos con cariotipo masculino
(46,XY), debido a una alteracion autosémica recesiva, la cual se caracteriza por presentar
externamente un fenotipo femenino al nacer, testiculos bilaterales internos y virilizacion
normal de los ductos wolfianos con terminacion de vagina. Este sindrome es el resultado
de una produccion deficiente de dihidrotestosterona (Walsh et al, 1974; Imperato-
McGinley et al, 1974; Peterson et al, 1977; Thigpen et al, 1992).

Desde 1963 se estudiaron varias familias no relacionas entre si, que presentaban el
sindrome de deficiencia de la Sa-reductasa 2. En la actualidad se ha establecido que esta
deficiencia es debida a mutaciones presentadas en el gen de la So-reductasa tipo 2
provocando que la enzima: 1) Presente una actividad baja. es decir una Km anormal para
la testosterona, 2) Una Km normal, pero una baja afinidad por su coenzima NADPH,
provocando inestabilidad para llevar acabo la reaccion y/6 3) que sea degradada mas
rapido de lo normal (Wilson et al, 1993).

Se ha encontrado que muchas de las mutaciones en el gen de la 5a-reductasa 2,
causantes de su deficiencia, son producidas en secuencias nucleotidicas CpG. Por ejemplo
en una familia de la Republica Dominicana se encontro que varios de sus miembros

presentaban el sindrome de pseudohermafroditismo, al estudiar la causa de este mal se



observd que era debido a una mutacion en una secuencia CpG que producia la
transformacion de C—T en el exon 5 del gen, sugiriéndose que una 5-metilcitosina fue
desmetilada. Este cambio provoca una sustitucion en el aminoacido 246 de triptofano a
arginina, localizado en la region carboxilo terminal de la enzima; altera su pH optimo y la
afinidad por su coenzima NADPH (Wilson et al, 1993).

La deficiencia de la Sa-reductasa 2 no es interesante por su frecuencia ya que esta
enfermedad es muy rara, es importante porque ayuda entender el mecanismo de accion de
los androgenos, el proceso de diferenciacion sexual en donde la dihidrotestosterona juega
un papel muy importante en la diferenciacion fenotipica y los factores que influyen en la

conducta sexual normal.



4.0BJETIVOS

L. Determinar el grado de metilacion en citosinas y adeninas en los genes que codifican
para las enzimas de la 5a-reductasa 1 y 2 de rata en tejidos del organo reproductor

masculino (testiculo y epididimo) y tejido no-reproductor (higado) normales.

I Correlacionar el grado de metilacién de los genes tipo I y 2 de la Sa-reductasa- con

el grado de expresion de las isoenzimas en los tejidos mencionados.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a que la metilacion del DNA en citosinas ha sido involucrada en la
regulacion de la expresion génica tejido especifico y a que la expresion de las isoenzimas
de las 5o-reductasa esteroidea es tejido especifico. La Sa-reductasa 2 se expresa en
tejidos del organo reproductor masculino (epididimo y testiculo) y la So-reductasa 1 en
tejido no-reproductor (higado). En este estudio se espera que los genes de las isoenzimas
de la Sa-reductasa esteroidea de rata presenten una menor metilacion de citosinas en los
tejidos donde se expresa y una mayor metilacion en los tejidos donde no se expresa.

Sin embargo debido a la poca informacion obtenida del proceso de metilacion en
adeninas se espera comprobar de una forma indirecta la existencia de 6-metiladenina en los
genes de las isoenzimas de los genes de la Sa-reductasa esteroidea y ademis si la 6-

metiladenina est4 correlacionada con la expresion de los mismos.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Transformacion de bacterias competentes Escherichia

coli DHS q.

Los plasmidos usados fueron clonados y donados por el Dr. David W. Russell y
son: 1) pB5a-RED1 que contiene el cDNA que codifica la isoenzima de la esteroide Sa-
reductasa 1 de rata, insertada en la region Eco R/-Not | del vector pBluescript SK,
correspondiente a los nucleotidos 1-2470 de la figura 4 del articulo Andersson et al. 1989
y 2) pT801 que contiene el cDNA que codifica la isoenzima esteroide 5a-reductasa 2 de
rata, insertada en la region Eco RI del vector pBluescript SK, correspondiente a los
nucleotidos 1-1786 de la figura 1 del articulo de Normington y Russell 1992.

La transformacion bacteriana se hizo de la siguiente forma:

Las bacterias E. coli DH5a competentes (Gibco BRL) guardadas a -70°C se
descongelaron en un baiio de hielo por 20 minutos.

Se tomaron 100 ul de bacterias y se colocaron en un tubo eppendorf estéril frio. Se
le agregé 10 ng del plasmido con el que se queria transfectar y se dejo reposar en el hielo
por 30 minutos.

Se coloco el tubo en un baiio de agua a 42° C por 60 segundos, posteriormente se
transfirio a un baiio de hielo por 3 minutos. Se agregd 800 pl de medio de cultivo LB al
tubo y se coloco en un horno a 37° C por 60 minutos.

Se tomaron dos muestras una 100 pl y la otra de 50ul y se colocaron
individualmente en una caja petri que contenian medio de cultivo LB solido + 20 pg/ml de
ampicilina. Las muestras con las bacterias se extendieron en la placa con un rodillo de

vidrio y se dejaron incubando a 37° C por 12-16 horas.



6.2 Amplificacion de los plasmidos.

Se tomo6 una colonia de la placa y se sembré en 500 ml de medio liquido LB que
contenia 50 pg/ml de ampicilina. Se incub6 a 37° C con agitacion por 12-18 horas.

Se transfirio la solucion a dos tubos Beckman de 500 ml y fueron colocados en un
baiio en hielo 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 4,000 rpm por 15 minutos a
4° C. Se decanto el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 100 ml de solucion STE
fria y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones.

Se decanto el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 18 ml de Solucion I y se
incubd 10 minutos a temperatura ambiente. Se adiciondé 2 ml de lisozima (10 mg/ml)
recién preparada y 40 ml de Solucion II recién preparada. Se mezclo invirtiendo
lentamente los tubos y se incub6 a temperatura ambiente por 5-10 minutos. Se agregé 20
ml de Solucion IM fria, se mezclo y se coloco en hielo por 10 minutos.

Se centrifugo el lisado bacteriano a 4,000 rpm por 15 minutos a 4° C. Se filtro el
sobrenadante por 4 capas de gasa estéril y se coloco en otro tubo de centrifuga. Se le
adiciond 0.6 volumenes de isopropanol, se mezcl bien y se dejo a temperatura ambiente
por 10 mmnutos.

Se centrifugd a 8,000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Se decanto el
sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 70% a temperatura ambiente. Se decanto el
etanol y se disolvio la pastilla en 3 ml de TE (pH 8).

Se adicion6 RNAsa pancreitica libre de DNAsa a una concentracion final de 10
pg/ml y se incubd la mezcla por 1 hora a temperatura ambiente.

Se extrajo el DNA con un volumen igual de fenol-cloroformo equilibrado a pH 8 y
se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos. Se tomo la fase acuosa y se precipité con 2.5
volumenes de etanol absoluto frio por 12 horas a -20° C.

Se centrifugd a 14, 000 rpm por 20 minutos a 4° C y se desecho el sobrenadante.
La pastilla se disolvio en TE (pH 8). Se hicieron diluciones 1:100 y se leyo la absorbancia
de estas muestras a las siguientes longitudes de onda : 260. 280 y 310 nm para determinar

la concentracion de DNA mediante la siguiente formula: | unidad de Absorbancia a 260
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nm = 50 pg de DNA /ml. Se determiné la pureza del DNA por medio de la relacion de
absorbancias obtenida a 260 y 280 nm (260/280 nm).
Para determinar la integridad de los plasmidos obtenidos estos se observaron en un

gel de agarosa al 1%, el cual se corrio en TBE 0.5X a 80 V por una hora.

6.3 Purificacion de los cDNASs.

Los plasmidos fueron digeridos siguiendo el procedimiento indicado por el
fabricante Gibco BRL para cada una de las enzimas de restriccion correspondiente: 1)
pB5a-REDI que contiene el cDNA de la So-reductasa 1 con las enzimas Eco R/ 'y Not I 'y
2) pT801 que contiene el cDNA de la isoenzima Sa-reductasa 2 con la enzima Eco RI.

Los plasmidos digeridos se corrieron en un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X a
80 V por | hora.

Con un bisturi se corto el segmento del gel que contenia el cDNA, se coloco
dentro de una bolsa de dialisis y se le agregé 300 pl de TE (pH 8). Se colocé la bolsa de
dialisis dentro de una camara de electroforesis y se emigro la banda a 80 V en TBE 0.5X
por 1 hora. Se invirti6 el sentido de la corriente y se migro a 80 V por 45 segundos.

Se tomo la solucion de TE que se encontraba dentro de la bolsa de dialisis y se
coloco dentro de un tubo eppendorf. La bolsa de dialisis se enjuagé con 100 pl de TE y
éstos se colocaron en el tubo eppendorf.

Se extrajo el cDNA con un volumen de fenol-cloroformo, se centrifugé a 12,000
rpm por 10 minutos y se tomo la fase acuosa. Se precipito el cDNA con 2.5 volumenes de
etanol + 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M a -20° C por 12 horas.

Se centrifug6 a 14,000 rpm a 4° C por 30 minutos, se desecho el sobrenadante y se
lavo la pastilla con etanol al 80 %. Se centrifugd a 14,000 rpm a 4° C por 10 minutos y se
desecho el sobrenadante.

Se disolvio la pastilla en 20 pl de TE.

Se verificd el cDNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X a

80 V por | horas, posteriormente el gel fué visualizado en luz UV:
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6.4 Animales de experimentacion.

En este estudio se utilizaron ratas adultas macho de la cepa Wistar de 250-300 g,
que fueron mantenidas en un ciclo luz:oscuridad 12:12, con agua y comida ad libitum.

Todos los animales fueron anestesiados con quetamina y sacrificados por
decapitacion. El testiculo, higado y epididimo fueron rapidamente removidos a 4°C y

inmediatamente procesados para la extraccion de RNA y DNA.

6.5 _Extraccion de DNA gendmico.

El DNA fue extraido de los tejidos de testiculo, epididimo e higado.
Aproximadamente 300 mg de cada tejido fue congelado y pulverizado en un mortero. El
polvo de cada tejido fue resuspendido en amortiguador de lisis e incubado por 2 horas.

Se agrego proteinasa K a una concentracion final de 100pg/ml, se dejo incubando
la suspension a 37°C por 24 horas.

Las proteinas fueron removidas por tres extracciones de una mezcla fenol a pH
8.0/cloroformo/alcohol isoamilico (50:49:1) y una extraccion final con cloroformo/
alcohol isoamilico (49:1). Las extracciones se bicieron mezclando muy suavemente las-dos
fases para evitar en lo mas posible el rompimiento del DNA genomico.

A la fase acuosa de la tltima extraccion se le agregaron 0.05 volimenes de acetato
de amonio 3 M. El DNA fue precipitado por la adicion de 2.5 volimenes de etanol
absoluto a 4°C. El DNA fue recuperado con una pipeta pasteur sellada de la punta,
enjuagado con etanol a 75% y resuspendido en 300 ul de TE

Para conocer la concentracion de DNA se hicieron diluciones 1:100 en agua y se
leyo la absorbancia de cada muestra a las siguientes longitudes de onda : 260, 280 y 310
nm: La concentracion DNA fue determinada mediante la siguiente formula: 1 unidad de
Absorbancia a 260 nm=50 pg de DNA /ml. La pureza del DNA fue verificada por medio
de la relacion de absorbancias obtenida a 260 y 280 nm (260/280 nm) y la lectura de

absorbancia a 310nm que detecta la presencia de proteinas.



La integridad del DNA fue verificado por electroforesis, en un gel de agarosa al
0.3 % en TBE 0.5X a 80 V por 1 hora.

6.6 Anadlisis por transferencia tipo Southern blot.

DIGESTION Y SEPARACION DEL DNA.

El DNA genomico de los tejidos de higado, epididimo y testiculo fue digerido de la
siguiente forma: se tomaron 4 muestras de 15ug de DNA de cada uno de los tejidos
mencionados y fueron digeridas con 4 U/ug de una de las siguientes enzimas de
restriccion: Mbo 1, Sau3A I, Hpa Il o Msp I. Las enzimas fueron afiadidas paulatinamente
10 unidades cada dos horas, utilizando las indicaciones del proveedor (Gibco BRL), la
duracion de cada digestion fue de 24 horas a temperatura de 37°C.

El DNA digerido fue separado por electroforesis en geles de agarosa 0.8% en TBE
0.5X a 30 V por 12 horas.

El DNA contenido en el gel de agarosa se desnaturalizo en varios volumenes de
una solucion de NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M con agitacion constante durante 45 minutos.
El gel se enjuagd con agua desionizada. posteriormente se neutralizo lavandolo en varnos
volumenes de una solucion de NaCl 1.5 M. Tris-sHCl | M pH 7.4 durante 30 minutos.

Se enjuago el gel con agua estéril varias veces.

TRANSFERENCIA DEL DNA.

Para hacer la transferencia se corto un pedazo de membrana de Nylon (Gene
Screen) y dos de papel Whatman 3 MM del mismo tamaiio que el gel. Los cuales se
colocaron | minuto en agua estéril y 10 minutos en SSC 10 X

Aparte se coloco un pedazo de papel Whatman 3 MM sobre un soporte de
superficie plana. el papel tenia la misma anchura del gel y era mas largo de tal manera que
sobrepasara la superficie del soporte. El soporte estaba colocado dentro de un recipiente

que contenia SSC 10 X. la solucion no sobrepasaba la altura del soporte pero si



humedecia las orillas del papel Whatman 3MM. El papel Whatman se impregno
completamente con la solucién SSC 10X, se eliminaron las burbujas de aire con una varilla
de vidrio. Se coloco el gel sobre el soporte en posicion invertida y se eliminaron las
burbujas entre el gel y el papel Whatman con una varilla de vidrio. Se colocé la membrana
de Nylon sobre el gel y se eliminaron las burbujas de aire entre estos. Se colocaron sobre
la membrana, dos pedazos de papel Whatman y se eliminé el aire. Se pusieron toallas de
papel del mismo tamaiio que el gel sobre el papel Whatman hasta alcanzar una altura de 8
a 10 centimetros. Se coloco un soporte de vidrio sobre las toallas de papel y sobre éste un
peso de 500 g.

E]l DNA fue transferido por capilaridad durante 18 horas. Al pasar este tiempo se
quitaron las toallas y el papel Whatman. Se marcaron los pozos del gel en la membrana
con un lapiz . La membrana se retiro del gel y se elimino el exceso de sales sumergiéndola
en SSC 6 X a temperatura ambiente durante unos segundos. Se coloco la membrana sobre
papel Whatman y se dejo secar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La membrana
se coloco entre dos pedazos de papel Whatman y se calentd durante 2 horas a 80° C en un

homo con vacio para fijar el DNA a la membrana.

HIBRIDACION.

Primero la membrana se prehibrida por 18 horas a 42° en una solucion de
formamida 40%. SDS 0.2%, EDTA (pH 8) 10 mM, reactivo Denhardt 4X. PB (pH 6.5)
120 mM, DNA esperma de salmon 100 ug/ml y SSC 2X. Se prepararon 0.2 ml de esta
solucion por cada cm’ de membrana. EI DNA de esperma de salmon se disolvié en 1 ml
de agua estéri] tratada y se calenté a 100° C por 5 minutos. en seguida se coloco en hielo
por 5 minutos y posteriormente se le agrego la solucion. Se eliming las burbujas de aire de
la bolsa de hibridacion antes de sellarla.

Se marcaron los cDNA de So-reductasa tipo | con [a-?P] dCTP por medio del
método de “Iniciadores Aleatorios™ (Sambrook et al.. 1989). Para ello se preparo la
siguiente mezcla: cDNA 100 ng. amortiguador de iniciadores aleatorios 15 pl. dATP 2 pl.

dGTP 2 pul. dTTP 2 pl. [a- “P) dCTP S pl (actividad especifica 1-2 x 10" cpmpg de
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DNA), fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 pl, H;O cbp 50 pl. La mezcla se hizo
con el siguiente orden: 1) se mezclo el cDNA con el agua y se desnaturalizé a 100° C por
5 minutos, 2) se sacd e inmediatamente se coloco en hielo otros 5 minutos, 3) se le agregd
el amortiguador de iniciadores aleatorios, el dATP, dGTP, el dTTP y el [o- *2P ] dCTP, 4)
por ultimo se agrego el fragmento Klenow de la DNA polimerasa, 5) se mezclé y se dejo
incubar la mezcla 3 horas a temperatura ambiente.

Para parar la reaccion se agregaron a la mezcla, 5 pl de amortiguador de
inactivacion del fragmento Klenow (Na,L..TA 0.2 M pH 7.5) y 100 pl de TE (pH 8).

Se colocaron los 155 pl de mezcla dentro una columna de Sephadex G-50 y se
centrifugaron a 1,500 rpm por 3 minutos a 4° C. Esta columna fue utilizada para separar
el [a- **P] dCTP no incorporado. Para hacer la columna se utilizo una jeringa de insulina,
en el fondo de ésta se puso un poco de fibra de vidrio siliconizada estéril, posteriormente
fue llenada con el Sephadex G-50 usando una pipeta Pasteur estéril. y fue centrifugada a
1,500 rpm por 3 minutos a 4° C. La columna fue colocada en un tubo de centrifuga, en ei
fondo del tubo tenia un tubo eppendor sin tapa.

Después de la centrifugacidn, la radiactividad fue medida con el contador Geiger
para calcular la cantidad de radioactividad que se- quedd en la columna y la que se
incorporo a las sondas. El porcentaje de incorporacion en todos los casos realizados fue
mayor del 50%.

Cuidadosamente se saco el tubo eppendorf del tubo de centrifuga, se tapo y se
calento la sonda por 5 minutos, después se-enfrid en un bafio de hielo por 5 minutos.

Aparte se saco la bolsa de hibridacion de la incubacion de prehibridacidn, se le hizo
un pequefio corte en una de las esquinas y se saco la mitad del amortiguador de
hibridacién. Con una pipeta Gilson se metio dentro de la bolsa la sonda marcada. Se sello
la bolsa y se dejo hibridando a 40° C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de la hibridacion, la bolsa fue abierta por una esquina. El
amortiguador de prehibridacién con la sonda marcada fue vaciada dentro de un tubo
Falcon. El tubo se coloco en un blindaje de plomo y se guardé en el congelador va que

puede ser reutilizada en otra hibridacion.

35



Se colocd 10 ml de solucién SSC 2X dentro de la bolsa para lavar la membrana.
Se desecho esta solucion en el bote para desechos radioactivos.

La membrana fue sacada de la bolsa y puesta en un recipiente con SSC 2X. Se
agito durante media hora a temperatura ambiente. Se cambi6 la solucidn por una nueva de
SSC 2X y se dejo agitando 30 minutos como en el paso anterior.

Se cambio la solucion por otra de SSC 0.1X + SDS 0.1%. Se coloco el recipiente
en un bafio de agua a 50° C y se lavo por media hora. Se saco la membrana y se verifico
con el contador Geiger la radiactividad. Este paso se repite hasta que se elimine toda la
reactividad innecesaria que pueda meter ruido en nuestros resultados.

La secciones experimentales que implicaban el manejo del material radiactivo
fueron realizadas bajo las normas de seguridad requeridas en el uso de este tipo de
material.

La membrana dentro de una bolsa de plastico sellada se expusieron a una pelicula
X-OMAT (Kodak) por diferentes tiempos a una temperatura de -20°C y posteriormente se
revelaron.

Las membranas fueron lavadas en condiciones de alta severidad con una solucion
de Tris-HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM y SDS 1% por 10 a 30 min a una temperatura
de 100°C. Nuevamente la membrana fue expuesta a una pelicula por un periodo de tres
dia a 20°C, para observar si la reactividad habia sido eliminada. Posteriormente las
membranas fueron rehibridadas con ¢cDNA de la So-reductasa II, como se explico

anteriormente.

6.7 Extraccion de RNA total.

El RNA total se extrajo de los tejidos de higado, epididimo y testiculo,
provenientes de los diferentes grupos de ratas en estudio. Se pesé 100 mg de tejido y se

pusieron con 1 ml de TRIzol a 4° C en tubos nuevos y estériles. El tejido fue

bhomogeneizado con un politron.
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Las muestras homogenadas fueron transferidas a tubos eppendorf de 1.5 ml y se
agregaron 200 pl de cloroformo por 1 ml de homogenado. Se taparon los tubos y se
agitaron con vortex por 30 seg. Los tubos fueron transferidos a un bafio de hielo por 5
minutos, después se centrifugaron a 12,000 rpm a 4° C por 15 minutos.

Se obtuvieron dos fases: la inferior de color rojo compuesta por fenol:cloroformo
y la porcion superior acuosa incolora. El RNA quedo en la fase acuosa, el DNA y las
proteinas se quedaron en la interfase y en la fase organica respectivamente. La fase acuosa
fue transferida a otro tubo eppendorf'y ... le agrego un volumen igual de isopropanol. La
muestra se mantuvo a 4° C durante toda la noche.

Al dia siguiente las muestra fueron centrifugada por 15 minutos a 12,000 rpm a 4°
C. El RNA se precipito formando una pastilla blanca amarillenta. Se removio el
sobrenadante, se lavo la pastilla con etanol al 80% y se centrifugé a 7,500 rpm durante 8
minutos a 4° C. Se removio el sobrenadante y se colocaron los tubos en sentido inverso
sobre una gasa estéril. Se seco la pastilla en un homo con vacio a temperatura ambiente
evitando un secado total de la pastilla para evitar la insolubilidad de la misma.

Por ultimo la pastilla de RNA fue disuelta en 50 ul de H,O-DEPC, de esta
solucion se hicieron diluciones 1:100 y se leyo la absorbancia de estas muestras a las
siguientes longitudes de onda: 260, 280 y 310 nm. Se determiné la concentracion de RNA
mediante la siguiente formula: 1 unidad de Absorbancia a 260 om = 40 ug de RNA /ml
También se determiné la pureza del RNA por medio de la relacion de absorbancias
obtenida a 260 y 280 nm (260/280 nm) y la lectura de absorbancia a 310 para detectar la

presencia de proteinas.

6.8 Analisis por transferencia tipo Northern.

El RNA fue separado por electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al
1% que contenian formaldehido 6 % y MOPS 1X. Primero se disuelve la agarosa en el

agua estéril tratada con DEPC. Posteriormente se agregan el formaldehido y el MOPS.
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Para el corrimiento electroforético cada muestra de 20 pg de RNA estaba
contenido en una mezcla de formamida 50 %, formaldehido 6.5 %, MOPS 1 X,
amortiguador Loading para RNA 1 X y bromuro de Etidio 2.5 pg. El RNA primero se
mezcld con la formamida, el formaldehido y el MOPS para calentarse a 75° C por 5
minutos, enseguida se coloco inmediatamente en hielo por 5 minutos y se le agrego el
amortiguador de carga y el bromuro de etidio.. Se cargaron las muestras en el gel y se
corrieron a 80 volts por 120 minutos. El gel de agarosa fue enjuagado por unos minutos
en agua estéril tratada con DEPC. La transferencia del RNA a membranas de nylon y la

hibridacién fueron realizadas como se describio en el analisis tipo Southern.

Nota: Los diseiios experimentales fueron basado en: Maniatis T, Fristch EF, Sambrook

(1982). Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY.

6.9 Soluciones.

Medio de cultivo liquido LB: 10 g NaCl, 5 g extracto de levadura, 10 g peptona,

agua c.b.p. 1000 ml. Se ajusto el pH a 7.5 y se esterilizo por autoclave.

Medio de cultivo en placa LB: 10 g NaCl, 5 g extracto de levadura, 10 g peptona,

5 g agar, agua c.b.p. 1000 ml. Se ajusté el pH a 7.5 y se esterilizd por autoclave.

Solucién de_ampicilina: 12.5 mg/ml ampicilina, amortiguador de fosfatos 0.6 M

pH= 6.4. Se esterilizo por filtracion en Millipore 0.45 mm.

Solucion STE (pH 8): 0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8), | mM EDTA (pH 8).

Se esterilizo por autoclave.

Solucion I: 50 mM glucosa. 25 mM Tris-HCI (pH 8). 10 mM EDTA (pH 8). Se

esterilizo por autoclave y se guardo a 4°C.
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Solucion de lisozima: 10 mg/ml lisozima, 10 mM Tris-HCI (pH = 8). Se prepar6

en el momento que se tenia que utilizarse.

Solucion II: 0.2 N NaOH (recién diluido de una solucion 10 N de NaOH), 1%
SDS.

Solucion III: 60 ml acetato de p ..sio 5 M, 11.5 ml acido acético glacial, 28.5 ml

agua. La solucion resultante es 3 M con r2specto al potasio y 5 M con respecto al acetato.

Solucion TE (pH 8.0): 10 mM Tris-HCI (pH 8),1 mM EDTA (pH 8).

RNAsa pancredtica: 10 mg/ml RNAsa pancreatica libre de DNAsa, 10 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 15 mM NaCl.

Amortiguador de lisis: 10 mM Tris-Cl (pH 8), 0.1 M EDTA (pH 8), 20 pg/ml
RNAsa pancreatica, 0.5% SDS.

Fenol saturado pH > 7.8 Se fundi6 el fenol a 68° C y se adiciond 8-

hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1%. Se adiciondé un volumen igual de
Tris-HCl1 0.5 M (pH 8) y se agito durante 10 minutos, después de los cuales se descarto la
fase acuosa (superior). Se repitio la operacion dos veces mas y se adiciond un volumen
igual de Tris-HC1 0.1 M (pH 8). Se agit6 durante 15 minutos y se descart6 la fase acuosa.
Se repitio la misma operacion hasta que el pH del fenol fue superior a 7.8. El fenol se
almacené con 0.1 volimenes de Tris-HCI 0.1 M (pH 8) conteniendo 0.2% de (-

mercaptoetanol. Se almaceno en un frasco obscuro a 4° C.

Solucion fenol-cloroformo: 1 volumen de fenol saturado pH > 7.8, 1 volumen de

cloroformo. Se prepard justo antes de usarse.
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Acetato de sodio 3 M (pH 5.2): 3 M acetato de sodio. Se ajusto el pH con acido
acético glacial y se esterilizo por autoclave.

TBE 10 X (25 mM): 54 g Trizma base, 27.5 g acido bérico, 20 ml EDTA 0.5 M
(pH 8), agua cbp 500 ml. Se esterilizo por autoclave.

Amortiguador de carga para DNA 6X :: 0.25 % azml de bromofenol, 0.25 %

xilencianol, 30.0 % glicerol. Se preparé en condiciones estériles y se guardo a 4° C.

Amortiguador de carga para RNA 6X : 50 % glicerol, 1 mM EDTA (pH 8.0),
0.25 % azul de bromofenol, 0.25 % xilencianol.

TRIzol Reactivo para la extraccion de RNA (Gibco BRL): Tiocianato de

guanidina, fenol, B-mercaptoetanol.

H,0-DEPC: Se mezclo 1 ml de dietilpirocarbonato (DEPC) con 9 ml de alcohol
etilico absoluto y se aforo a 1000 ml con H,O destilada. Se coloco a una temperatura de

37° C por dos horas y se esterilizé por autoclave.

MOPS 12X: 0.1 M MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanesulfonico), 40 mM
acetato de sodio, 5 mM EDTA. Se preparo con H,0 + DEPC y se esterilizo por filtracion.

SSC 20X: 175.3 g NaCl, 88.2 g citrato de sodio, 800 ml agua. Se ajusto el pH a
7.0, se afor6 a 1000 ml y se esterilizé por autoclave.

Reactivo de Denhart 100X: 10 g Ficoll tipo 400, 10 g polivinilpirrolidina, 10 g

Albumina sérica bovina (ASB), agua cbp 500 ml.  Se esteriliz0 por filtracion y se
guardo a - 20° C.
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PB 0.6 M pH 6.5 (Amortiguador de fosfatos): Se disolvieron 21.3 g de Na,HPO,

en 250 ml de agua. En otros 250 ml de agua se disolvieron 20.7 g de NaH,PO,. A la

solucion de fosfato dibasico se adicion6 poco a poco la solucion de fosfato monobasico

hasta que se alcanzo el pH deseado.

Sephadex G-50: 10 g de sephadex G-50 se lavaron varias veces con 160 m! de

agua desionizada para eliminar el dextran soluble. Se equilibro la resina con TE (pH 8) y

se esterilizo por autoclave.

6.10 Endonucleasa utilizadas.

Enzima | Sitio de reconocimiento Caracteristicas
Sau3A 1 5-LGATC -3 Aislada de Staphilococus aureus -3A
3'- CTAGT-5’
Mbo | 5-VGATC -3 Aislada  de  Moraxella  bovis.
3- CTAGT-5 Isoesquizomero de Sau3A ]. No corta
su sitio de reconocimiento cuando el
DNA esta metilado en el residuo de
adenina
Msp I 5-ClCG G-3 Purificada de Acinetobacter
3- G GCTC-5 calcoaceticus.
Hpa Il 5- ClCG G-3° Purificada de Haemophilus
3- G GCTC-5 parainfluenzae. No corta su sitio de

reconocimiento cuando el residuo 3'$2 es

metilado en la posicion 5

4]




7. RESULTADOS

7.1 _Caracteristicas del DNA gendmico.

Con el objetivo de determinar si las isoformas del gen de la 5o-reductasa 1y 2,
presentan un patron de metilacion diferencial en tejidos del aparato reproductor masculino
(epididimo y testiculo) y no reproductor (higado), primeramente se extrajo el DNA
genomico de estos tejidos como se describe en la seccion de métodos. La pureza del
DNA fue examinada por medio de la relacion de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm
(260/280 nm), la cual siempre estuvo en un rango de 1.8-1.9, lo que indica que el DNA
esta en condiciones puras. La integridad del DNA fue verificada por electroforesis, en un

gel de agarosa al 0.3 % en TBE 0.5X a 80 V durante 1 horas.

En la figura 9 se muestra la integridlad de DNA gendmico. El carril Mw
corresponde al marcador de peso molecular (DNA del fago A digerido con Hind III). En
los demas carriles se muestra el DNA genomico de higado (H), epididimo (E) y testiculo
(T) respectivamente. Como se puede observar las condiciones del DNA extraido de los
tejidos en estudio fueron adecuadas ya que todos tenian un tamafio de 23 Kb o mayor y no

estaban degradados.






























8.DISCUSION

En este estudio demostramos que existe un patron de metilacion diferencial en
citosinas y adeninas en el gen de la isoenzima Sa-reductasa 2 en epididimo y testiculo en
relacion con el higado. En la actualidad se tiene conocimiento que un gran mimero de
genes en eucariotes estan metilados y que en muchos casos la metilacion en citosinas
representa un mecanismo para la regulacion de estos genes en vertebrados (Cedar and
Razin, 1990; Meehan et al, 1992). También se sabe que una mayor metilacion en citosinas
en estos genes provoca una inhibicion en la expresién de los mismos como por ejemplo en
genes muy metilados en lineas celulares de fibroblastos. Sin embargo, cuando diferentes
copias de éstos genes no metilados son introducidos dentro algin tipo celular éstos llegan
a ser transcripcionalmente activos (Boyes and Bird, 1992). El mecanismo exacto por el
cual los grupos metilo en la posicion 5 de la citosina interfiere con la transcripcion es aun
desconocido. Hasta el momento se han propuesto tres modelos, cada uno basado en
alguno de los siguientes factores: 1) a cambios conformacionales, 2) a la interferencia para
la union de factores de transcripcion a su sitio de reconocimiento en el promotor
directamente o 3) indirectamente. Estos modelos con base en evidencias experimentales
sugiere que posiblemente la inhibicion se deba a una combinacion de los tres mecanismos

antes mencionados.

Nosotros demostramos que existe una correlacion entre el patron de metilacion en
citosinas del gen de la 5a-reductasa esteroidea tipo 2 y su expresion. En efecto, este gen
esta menos metilado en tejidos tales como el epididimo y el testiculo donde es expresado.

comparado con el higado en el cual no es expresado (Figura 12y 17).



También exploramos la presencia de metilacion en adenina en los genes de las
isoenzimas de la S5o-reductasa esteroidea. Aunque la 6-metiladenina estd presente
frecuentemente en procariotes, en la actualidad hay evidencia indirecta usando analisis de
restriccion que sugiere que la 6-metiladenina también se encuentra presente en el DNA
gendmico de plantas y animales (Pintor-Toro, 1987, Kay et al, 1994). La N6-adenosina
metilasa ha sido caracterizada en células HeLa (Bokar et al, 1994). En diferentes estudios
in vitro se ha demostrado que la metilacion de adeninas en promotores incrementa la
velocidad de transcripcion de varios ge.... de plantas (Torres et al, 1993; Dolferus et al,

1994). Los resultados obtenidos en este .studio apoyan y amplian estas observaciones.

A semejanza con la metilacion en citosinas, la metilacion en adeninas modifica la
conformacion del DNA ¢ la afinidad de los factores de transcripcion a sus sitios de
reconocimiento en el promotor (Graham and Larkin, 1995) pero con la diferencia del
DNA metilado en citosinas, el DNA que presenta metilacion en adeninas incrementaria la
transcripcion  de estos genmes. Hasta el momento no se ha reportado de como la

metilacion en adeninas provoca un aumento en la transcripcion.

Se ha reportado que la metilacion dam en los elementos de respuesta de hormonas
esteroides en genes blanco incrementa la afinidad de su receptor analogo (Truss et al,
1992). Nosotros hemos demostrado que el gen de la So-reductasa 2 presenta metilacion
en adeninas (Figura 15). Ademas el gen 2 esta menos metilado en higado, donde no se
expresa comparando con los tejidos donde se expresa tales como el epididimo y el

testiculo..

Nuestros datos apoyan la posibilidad de que la 6-metiladenina pueda jugar un
papel in vivo en la regulacion de la expresion génica en eucariotes y soporta la hipotesis
que la S-metilcitosina participa en la regulacion de la expresion gen-tejido especifico. De
manera interesante se ha observado que muchas de las mutaciones descritas en el gen de la
So-reductasa 2 en pacientes con el sindrome conocido como deficiencia de la So-

reductasa ocurren en las citosina de la secuencia nucleotidica CG. produciendo un cambio
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de citosina por adenina. Ademas se ha sugerido que este cambio nucleotidico es debido a

la desaminacion inducida por la citosina metilada en la secuencia CG.

En contraste con el patron de metilacion diferencial observado en citosinas y en
adeninas en el gen de la Sa-reductasa tipo 2, nosotros encontramos que el gen 1 presenta
el mismo patrén de metilacion en citosinas y adeninas en los tejidos estudiados. Esto
siguiere que hay otros factores ademas de la metilacion que participan en la regulacion de

la expresion de estos genes en diferentes tejidos.

La relacion entre la estructura de la cromatina y los factores involucrados en la
regulacion génica es compleja, y el estado de metilacion de un gen es solo uno de los
elementos multifactoriales en los procesos que regulan la transcripcion génica en los

eucariotes (Bird, 1986; Li et al, 1993).

Las diferencias encontradas en el patrén de distribucion y expresion de los genes
de las isoenzimas de la So-reductasa han sido relacionadas a su respectivo papel en el
metabolismo. La Sa-reductasa 2 es preferencialmente expresada en los tejidos del aparato
reproductor masculino, donde esta proteina juega un papel critico en la diferenciacion
sexual masculina y en el metabolismo anabélico. En contraste la isoenzima tipo 1 es
expresada en tejido no reproductivo como higado, intestino, cerebro, musculo, etc., tanto
en mamiferos de sexo masculino como del femenino; en donde se ha demostrado que esta

proteina juega un papel en metabolismo catabdlico de esteroides (Wilson et al, 1993).

En este estudio observamos un alta expresion de la enzima en el epididimo y una
baja expresion en el testiculo. Aunque el ultimo tejido es muy activo en la conversion de
testosterona a dihidrotestosterona la expresion detectada de la Sa-reductasa 2 fue baja
debido al hecho que solo las células Leyding contienen esta enzima en el testiculo y
nosotros estudiamos un homogenado de este tejido que incluye otro tipo de células que no

expresan el gen de la Sa-reductasa 2 (Figura 17 B).
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En este estudio presentamos una nueva diferencia molecular entre las isoenzimas
de la Sa-reductasa tipo 1y tipo 2, basada en el patron de metilacion diferencial tanto en
citosinas y adeninas que existe entre el gen tipo 1y el tipo 2 en tejidos androgeno y no-

androgeno dependiente.



9. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se estudio la correlacion del patron de metilacion
en citosinas y adeninas de los genes que codifican para las isoenzimas de la 5a-reductasa

esteroidea y su expresion en tejidos del aparato reproductor masculino y no-reproductor

del cual hemos podido concluir lo siguiente:

- Por anilisis de restriccion hemos demostrado la presencia de metilacion en

adenina en los genes de las isoenzimas de la Sa-reductasa.

- Existe un patron de metilacion diferencial en citosinas y adeninas en el gen de la
isoenzima de la 5a-reductasa 2 en tejidos del aparato reproductor masculino (epididimo y
testiculo) y no-reproductor (higado). Estos patrones estan correlacionados con la
expresion del gen. El gen 2 esta hipometilado en citosinas en los tejidos tales como el
epididimo y testiculo donde se expresa, comparado con el higado en el cual no es
expresado. Contrariamente, el gen tipo 2 estd mas metilado en adeninas en los tejidos

donde se expresa, comparado con el tejido donde no se expresa.

-El gen de la Sa-reductasa 1 presenta el mismo patron de metilacion en citosinas y

adeninas en los tejidos estudiados

-La metilacion en citosinas y adeninas en el gen de la 5a-reductasa tipo 2 podria
proveer un mecanismo para explicar la expresion diferencial de esta enzima en tejidos de
rata. La metilacion en citosinas podria estar relacionada con la inhibicion de la expresion
del gen de la enzima tipo 2 en tejido no reproductor y la metilacion en adeninas podria
contribuir a la expresion del mismo gen en tejidos del aparato reproductor masculino

como epididimo y testiculo.
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ABSTRACT:

DNA methylation has been largely involved in the regulation of tissue-specific
gene expression. The aim of the study was to determine the methylation pattern of
steroid 5a reductase genes 1 and 2 in two reproductive tissues (testis and epidydimis)
and a nonreproductive one (liver) which exhibit different content of steroid Sa-
reductase isozymes. These isozymes induce the bioconversion of testosterone to
dihydrotestosterone which in mammals is a key molecule for external genitalia
development. Genomic DNA from the testis, the epididymis and the liver from normal
adult rats was used to determine cytosirie and adenine methylation pattern of steroid 5
a-reductase genes 1 and 2 by RFLP analysis using restriction enzymes sensitive to
adenine (Mbo | and Sau3A 1) and cytosine (Hpa Il and Msp |) methylation. We also
evaluated the expression of both steroid Sa-reductase genes by Northern blot. When
genomic DNA was digested with Hpa Il or Msp |, we found that steroid 5a-reductase
gene 2 was less cytosine methylated in the epididymis and in the testis than in the liver.
In contrast when genomic DNA was digested with Mbo | or Sau3A |, we observed that
gene 2 was more adenine methylated in the epididymis and in the testis than in the
liver. ba-reductase gene 1 presented the same adenine and cytosine methylation
pattern in the studied tissues. We also found a differential expression of steroid 5a-
reductase genes. Gene 2 was expressed both in the testis and the epididymis, but not
in the liver, whereas gene 1 was only expressed in the latter. Our results suggest that
the differential methylation pattern in 5a-reductase gene 2 in reproductive *and
nonreproductive tissues should be involved in the regulation of its expression.

Keys Words: gene methylation, gene expression, androgens, dihydrotestosterone,
eukaryotic adenine methylation.



INTRODUCTION

The enzyme steroid 5a-reductase catalyses the NADPH-dependent reduction of
a variety of steroids containing 3-keto A*® double bond. The enzyme participates in the
transformation of testosterone into dihidrotestosterone, the most potent androgen
responsible for differentiation of male external genitalia and prostate (Wilson, 1975).
Two steroid 5a-reductase genes have been cloned. These genes encode different
isozymes (types 1 and 2) which present different biochemical and pharmacological
properties (Andersson et al, 1991). Intraspecies and interspecies comparisons between
these enzymes show moderate homologies which suggest different structure, function
and regulation.

In most male reproductive tissues type 2 isozyme is more abundant than type 1,
whereas the latter predominates in nonreproductive tissues (Normington and Russell,
1992). Gene expression of steroid 5a-reductase is up-regulated by androgens in
tissues such as the prostate (George et al, 1991), nevertheless the molecular
mechanisms involved in steroid 5a-reductase gene regulation by androgens are not
completely understood (Normington and Russell, 1992).

One of the main recognized mechanism of gene expression regulation probably
related to the differential Sa reductase expression is gene methylation. DNA
methylation is a widely distributed process in eukaryotic and prokaryotic cells. Through
this mechanism, gene transcription can be regulated and DNA can be modified to
prevent its degradation (Christophe and Pichon, 1994; Muiznieks and Doerfler, 1994).
‘DNA is methylated at 5-position of cytosines in several animal species. In vertebrates
CpG sequences have a methylation pattern that is gene and tissue-specific (Vanyushin
et al, 1970; Szyf, 1991). In fibroblast cell lines heavily methylated genes are not
expressed, however when different copies of these unmethylated genes are introduced
into the same cell type they become transcriptionally active (Boyes and Bird, 1992).

Indirect evidence based on restriction analysis suggests that adenine
methylation is present in plant and animal genomic DNAs (Pintor-Toro, 1987; Kay et
al, 1994). N°-Adenosine methyltransferase has been characterized in HelLa cells
(Bokaret et al, 1994). Different in vitro studies have demonstrated that adenine
methylation acts by increasing the transcription rate of most plant promoters (Dolferus

3



et al, 1994; Torres et al, 1993). It has been suggested that adenine methylation
modifies DNA conformation and the affinity of transcription factors to critical promoter
sites (Graham and Larkin, 1995).

In this study we determined the methylation pattern of steroid Sa-reductase
isozyme genes both in reproductive and nonreproductive tissues which present a
different steroid 5a-reductase isozyme content by using RFLP with restriction enzymes
that possess differential ability to cut methylated cytosines and adenines. We also
assessed steroid 5a-reductase gene expression by Northern blot.

METHODS

Animals

Adult male Wistar rats (250-300 g) were maintained in a 12:12 light-dark cycle
with water and food ad libitum. All animals were deeply anesthetized with ketamine
(Rhane Merieux, Quéretaro, Mexico) and killed by decapitation. Testis, epididymis and
liver were quickly removed at 4°C and immediately processed for total RNA and DNA
preparation.

Genomic DNA Preparation

DNA was prepared from frozen tissues. In brief, each tissue was powdered and
resuspended in lysis buffer (10 mM TrisHCI, pH 7.4, 0.1 M EDTA, 20 pg/ml pancreatic
RNAase, 0.5% SDS). After 1 hour of incubation at 37°C the lysates were incubated with
proteinase K (100 pug/ml) at 37°C overnight. Proteins were removed by three extractions
with a mixture of buffered phenol/chloroform/isoamyl alcohol (50:49:1) and a final
extraction with chloroform/isoamy! alcohol (49:1). The aqueous phase was adjusted to
0.5 M ammonium acetate and precipitated by the addition of 2.5 vol. absolute alcohol.
DNA concentration was determined by absorbance measurement at 260 nm, and its
integrity was verified by electrophoresis on 0.3% agarose gels in 0.5X TBE buffer
(0.045 M Tris-borate, pH 8.0, 1 mM EDTA).

Southern blot
Total DNA (15 pg) was digested with 6 U/ug of the following enzymes: Mbo |,
Sau3A | Hpa ll, or Msp | (all enzymes were purchased from Promega. WI) using the
4



buffers described by the supplier. DNA was then separated by electrophoresis on 0.8%
agarose gels in 0.5X TBE buffer at 30 V for 12 h. DNA was transferred to Gene Screen
membranes (New England Nuclear Corp., Boston, USA) in 10X SSC (1.5 M NaCl, 0.15
M sodium citrate, pH 7.0), washed with 6X SCC buffer for 3 min and heated at 80°C for
2 h under vacuum. Membranes were prehybridized overnight in 1X Denhart’s solution
(1% bovine serum albumin, 1% polyvinylpyrrolidone, 1% Ficoll 400) which contained
50% formamide, 0.2% SDS, 10 mM EDTA, 120 mM phosphate buffer and 50 ug/ml
denatured DNA salmon sperm. Hybridization was performed in prehybridization
solution (0.1 ml/ cm?) with rat 5o-reductase cDNA gene 1 which was labeled by the
random primer method (Feinberg and Vogelstein, 1983) with 2p_4CcTP (specific activity
1-2 x 10® cpm/ug of DNA). After hybridization, membranes were washed with 2X SSC
at room temperature, followed by two washes under high stringency conditions (0.1 X
SSC, 0.1% SDS at 60 °C). Membranes were then exposed to a Kodak X-AR film for 24
h at -70°C. After film exposure, membranes were stripped and rehybridized with 5a-
reductase rat cDNA gene 2 under the above described conditions.

Isolation of total RNA

Total RNA was obtained from each tissue with the single-step method based on
guanidine isothiocyanate/phenol/chloform extraction (Chomczynski and Sacchi, 1987)
using Trizol reagent (Gibco-BRL Inc.Gaithersburg, MD, USA). RNA concentration was
determined by absorbance measurement at 260 nm. lts integrity was verified by
electrophoresis on 1.1% denaturating agarose gels in presence of 2.2 M formaldehyde.

Northern Blot Analysis

RNA samples were size-fractionated by electrophoresis on 1.1% agarose gels
containing 2.2 M formaldehyde and then transferred to Gene Screen membranes which
were hybridazed with [aaz-P]dCTP labeled 5a-reductase cDNA gene 1 as described

above. Membranes were stripped by high stringency washing, and rehybridized with
labeled Sa-reductase cDNA gene 2.



RESULTS

In order to determine whether steroid 5a-reductase gene isoforms, type 1 and 2,
present different methylation pattern, we digested total genomic DNA from the testis,
the epididymis and the liver with restriction endonucleases sensitive to cytosine and
adenine methylation followed by Southern blot by using specific cDNA probes for each
gene. Figures 1A and 1B show ethidium bromide stained gels from total DNA digested
with enzymes sensitive (Hpall and Mbo 1) and non-sensitive (Msp | and Sau3A I) to
cytosine and adenine methylation resps ‘'vely. As shown in all cases the digestion of
the DNAs used for Southern blot analysis was complete.

Southern blot analysis of steroid Sa-reductase gene 1 showed a similar cytosine
methylation pattern in all tissues (Figure 2A). In contrast, steroid 5o-reductase gene 2
from the same samples exhibited a clear different cytosine methylation pattern. Both in
the testis and the epididymis this gene was less methylated than it was in the liver
(Figure 2B).

As in the case of cytosine methylation, steroid Sa-reductase gene 1 presented a
similar adenine methylation pattern in the studied tissues (Figure 3A), whereas a
differential adenine methylation pattern was observed in steroid Sa-reductase gene 2
which was more methylated in the testis and in the epididymis than in the liver (Figure
3B).

The expression of steroid Sa-reductase genes 1 and 2 was assessed by
Northern blot technique. We observed that steroid 5a-reductase gene 1 was only
expressed in the liver, whereas gene 2 was expressed both in the testis and in the
epididymis but not in the liver. The highest gene 2 expression was detected in the
epididymis (Figure 4A and 4B).

DISCUSSION

This study demonstrates a differential cytosine and adenine methylation pattern
in steroid Sa-reductase gene 2 in reproductive and nonreproductive tissues which are
sensitive to androgen action (Shan et al, 1990; Supakar et al, 1995).
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Methylation in cytosines represents a mechanism for the regulation of gene
expression in vertebrates (Meehan et al, 1992; Cedar and Razin, 1990). It has been
demonstrated that estrogen receptor gene presents cytosine methylation in human
breast cancer cell lines (Ottaviano et al, 1994). This methylation process inhibits the
transcriptional activity of this receptor. In other genes such as chorionic gonadotropin,
Jespite the almost identical sequences and close chromosomal proximity of the six
Jenes of the chorionic gonadotropih -subunit multigene family they present a different
methylation pattern within the same and different cell types which is related to their
2xpression (Campain et al, 1993). In steroid Sa-reductase gene 2 cytosine methylation
sould be related to the inhibition of its expression.

We also explored the presence of adenine methylation in steroid 5a-
‘eductase genes. We found that gene 2 was more methylated in the testis and in the
2pididymis than in the liver, whereas gene 1 exhibited the same adenine methylation
»attern in the studied tissues. Adenine methylation may contribute to the expression of
-his gene. It has been reported that dam methylation of the steroid hormone responsive

zlements of target genes increases the affinity for their cognate receptors (Truss et al,
1992).

These data raise the possibility that 6-methyladenine could play a role in vivo in
sukaryotic regulation of gene expression and support the hypothesis that 5-
methyicytosine participates in the regulation of tissue-specific gene expression (Szyf,
991). The relation between methylation of steroid Sa-reductase gene 2 and the
nechanisms involved in its expression requires further research.

In contrast to the differential methylation pattern observed both in cytosines and
udenines in steroid Sa-reductase gene 2, we found that gene 1 presents the same
yytosine and adenine methylation pattern in the studied tissues. It is possible that apart
‘'om methylation, other tissue specific factors are involved in the regulation of gene 1
ixpression since it is only expressed in a nonreproductive tissues such as the liver.
Jifferences in tissue distribution and expression pattern of steroid Sa-reductase gene
sozymes have been related to their role. 5a-reductase type 2 is preferentially
xpressed in male reproductive tissues where it plays a key role in sex differentiation.



In this study we observed a high expression of this enzyme in the epidydimis
and a lower one in the testis. Although this last tissue is very active in the conversion of
testosterone to dihydrotestosterone the expression of 5a. reductase 2 that we detected
was low due to the fact that only Leydig cells contain this enzyme in the testis (Wilson
et al,1993), and we studied an homogenate of this tissue that includes other cell types
that do not express 5a reductase gene 2 (figure 4B), whereas in the epidydimis both
the epithelial cells and the conective tissues derived from the mesenchyme express 5a
reductase gene (Tsuji et al, 1994). In this work we present new r_,;\olecular evidence
which indicate that 5o reductase genr ™ exhibits a differential cytosine and adenine
methylation pattern in reproductive and nonreproductive tissues.
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Fig. 1. Genomic DNA digestion with enzymes sensitive to methylation in
reproductive and nonreproductive tissues. DNA from the testis (T), the epididymis (E)
and the liver (L) of adult male rats was digested with Hpa Il and Msp | (1A), Mbol and
Sau3A | (1B) as described in Materials and Methods. Electrophoresis was performed
on 0.8% agarose gels in 0.5X TBE buffer at 30V for 12 h and stained with ethidium
bromide. Lamda DNA digested with Hind lll was used as a molecular weight marker
(Mw).

Fig. 2. Representative Southern blot of 5a-reductase genes 1 and 2 digested
with enzymes sensitive to cytosine methylation. Genomic DNA from the testis (T), the
epididymis (E) and the liver (L) was digested with Hpall and Mspl, and hybridized with
the labeled cDNA probe of gene 1 (2A) Membranes were stripped by high stringency
washing and rehybridized with labeled 5a-reductase cDNA gene 2 (2B) as described in
Materials and Methods. The arrow indicates the main difference in RFLP pattern after
digestion with Hpa Il in gene 2 (2B) .
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Fig. 3. Representative Southern blot of Sa-reductase genes 1 and 2 digested
with enzymes sensitive to adenine methylation. Genomic DNA from the testis (T), the
epididymis (E) and the liver (L) was digested with Mbo | and Sau3A |, and hybridized
with the labeled cDNA probe of gene 1 (3A) Membranes were stripped by high
stringency washing and rehybridized with labeled 5a-reductase cDNA gene 2 (3B) as
described in figure 2. Arrows indicate the main differences in RFLP pattern after
digestion with Mbo | in gene 2 (3B).

IFig. 4. Representative Northern blot of Sa-reductase genes 1 and 2 in reproductive and
nonreproductive tissues. Total RNA from the testis (T), the epididymis (E) and the liver
{L) was size-fractionated on formaldehyde denaturant agarose gels, transferred to
Gene Screen membranes, and hybridized with [a32-P]dCTP labeled 5a-reductase
cDNA gene 1 (4A). Membranes were stripped by high stringency washing and
-ehybridized with labeled 5a-reductase cDNA gene 2 (4B) as previously described.
#rrows indicate the main 5a-reductase genes 1 and 2 transcripts.
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