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ABREVIACIONES

Hormona Antimuleriana

Anterior-Posterior

“Bone Morphogenetic proteins” proteinas morfogenéticas de hueso
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RESUMEN

El papel que desemperfia la familia de Hedgehog ha sido motivo de estudio.
Desert hedgehog (Dhh) miembro de esta familia, se expresa en el testiculo desde
etapa embrionaria hasta el raton adulto. Datos obtenidos a partir de la mutante nula
de este gen sugieren que participa en la morfogénesis del testiculo desde una
etapa temprana del desarrollo embrionario.

En el presente trabajo se abordaron diferentes estrategias experimentales,
con la intencién de analizar el papel del gen Dhh en el desarrollo de las génadas
embrionarias de ratones machos. Para ello se proyectd producir un raton
transgénico que debia expresar Sonic Hedgehog (Shh) en el grupo celular analogo
de hembras y asi poder estudiar su efecto. La hipdtesis especifica que impulso
este proyecto, es que Dhh tiene un papel en la determinacion sexual de las células
germinales primordiales (CGP) de macho y que por lo tanto, al expresario
ectdpicamente en las células germinales primordiales de una raténa transgénica,
tendria un efecto sobre el destino sexual de éstas. Se logrd producir un ratéon
transgénico con el inserto deseado. Sin embargo se encontré que el transgén
quedé ubicado en una region del genoma que no le permitid expresarse. Al mismo
tiempo y para conocer los genes que se activan cascada abajo de Dhh en las
goénadas embrionarias de ratdn, se caracterizé la expresion de algunos de ellos por
medio de RT-PCR en gonadas. Los miembros de la familia de Hedgehog son
proteinas de sefalizacion intercelular que median una variedad de procesos
fundamentales para el desarrollo embrionario. Esto con el propdsito de vislumbrar
la via de transduccién de Dhh en la génada.
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INTRODUCCION

El desarrollo de organismos multicelulares a partir de una sola célula (el
huevo fertilizado) es un gran triunfo de la evolucién. Durante el desarrollo
embrionario, el huevo se divide para dar lugar a millones de células, las cuales
formaran estructuras tan complejas como los ojos, los brazos, el corazén, el
cerebro, las gonadas, etc. La comprensidon del misterio de la diferenciacion y la
morfogénesis es la finalidad de la Biologia del Desarrollo.

La formacion de un 6rgano involucra el control de un nimero fimitado de
procesos celulares. Estos son: la proliferacién celular; la muerte celular, el
crecimiento, la migracién y cambio en la morfologia celular.

MORFOGENESIS GONADAL

En mamiferos, la morfogénesis de la gonada representa una situaciéon Unica
durante el desarrolio embrionario, ya que a diferencia de todos los demas 6rganos
primordiales, la gébnada primordial tiene dos posibles destinos: formar un ovario o
formar un testiculo. EI camino de diferenciacion que la goéonada tome es
determinante para el desarrolio sexual de un individuo. Por ello el entendimiento de
los mecanismos genéticos que participan en esta decision y la interpretacién de

ellos a nivel celular son de gran relevancia.

La génada se forma dentro del sistema urogenital, que a su vez deriva del
mesodermo intermedio. El sistema urogenital se divide de tres regiones: pronefros,
mesonefros y metanefros, los cuales constituyen el llamado ducto néfrico o de
Wolff. El pronefros es vestigial en mamiferos, pero el mesonefros puede servir
como rifibn primitivo durante la embriogénesis de algunas especies. El rifidén
definitivo es el producto de la interaccion entre el mesénquima metanéfrico, el
limite posterior de sistema urogenital y el primordio del ureter, el cual crece hacia
afuera del conducto de Wolff. (Ginsburg, et al. 1990).

Un segundo conducto, el paramesonéfrico o ducto de Muller, se origina
dentro de cada mesonefros por invaginacion del epitelio celémico. La gdénada,
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inicialmente llamada cresta genital, se produce como un engrosamiento de la
superficie ventro-lateral de cada mesonefros y en el ratén es visible a los 10 dpc
(dias post-coito). La cresta genital estd compuesta de células soméaticas derivadas
del mesonefros y CGP, las cuales migran desde una regién extraembrionaria hacia
la gébnada. (Ginsburg, ef al. 1990; Bendel-Stenzel, et al. 1998; Wylie, 1999).

Ademas de las CGP hay tres diferentes linajes celulares presentes en la
gonada. Cada linaje tiene un destino bipotencial dependiendo del sexo y el érgano
en el cual se encuentran. Las células de soporte que provienen del mesonefros
daran lugar a células de Sertoli en el testiculo y a células foliculares en el ovario
(Buehr, et al. 1992; Merchant-Larios, ef al. 1993; Martineau, et al. 1997). Estas
células rodean las CGP y les proveen un ambiente de crecimiento apropiado
(Griswold, ef al. 1998). Las células esteroidogénicas producen hormonas sexuales
que contribuirdn al desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias del
embridén; en el macho son las células de Leydig y en la hembra las células de la
Teca. E! linaje de células de tejido conectivo contribuira a la formacion de la
gdénada (Brennan, et al. 1998).

En el caso del testiculo, el desarrollo temprano esta caracterizado por la
formacién de cordones testiculares que contienen células de Sertoli y CGP; las
células de Leydig son excluidas en el intersticio. El tejido conectivo es el
constituyente mayoritario en la formacién del cordén genital. El principal tipo celular
de este linaje son las celulas mioides (que rodean a las células de Sertoli) y dan
lugar a la lamina basal. Ademas existe cierta contribucién celular del mesonefros
hacia la génada (Buehr, et al. 1993; Merchant-Larios, et al. 1993; Tilmann, et al.
2002). Esta contribucion esta dada por ia migracion, en el dia 11.5 del desarrollo de
células peritubulares mioides, células endoteliales y células asociadas con el
endotelio de la gbénada (Martineau, et al. 1997). También se ha visto que la
interaccion de las células migratorias y las células precursoras de soporte juegan
un papel en el establecimiento del destino de las células de Sertoli (Tilmann, et al.
1999). Ei testiculo estd caracterizado ademds por una vascularizacién rapida y
prominente.

Por su parte, la organizacién del ovario toma lugar mas tarde que la del
testiculo y es aun menos estructurada. En el ovario las células del tejido conectivo
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dan lugar a células »delveyétroma y no hay un equivalente de ceélulas mioides.
(Brennan, et al. 1998; Swain, et al. 1999).

7 Hasta el dia 10 de desarrollo del embrién de raton, la cresta gonadal es un
érgano sin diferenciacion sexual, con bipotencialidad para diferenciar hacia
testiculo u ovario. Aparentemente, el camino automatico de diferenciacion gonadal
en mamiferos es el destinado a hembras (Jost, 1947), y es el cromosoma "Y" de
machos el que establece la masculinidad mediante la expresion del gen Sry (el cual
se localiza en el brazo corto del cromosoma Y) (Gubbay, et al. 1990). Sry codifica
para un factor transcripcional que muestra homologia con un motivo de unién a
DNA denominado HMG (High Mobility Group) (Sinclair, et al. 1990; Foster, 1996).
La expresién de Sry ocurre en las celulas precursoras de Sertoli en el dia 10.5 y
marca el primer evento que inicia la formacién de testiculo (Haqq, et al. 1994;
Hacker, et al. 1995). Se cree que la expresién de Sry inicia la cascada de expresion
genética que conduce a la diferenciacion de células somaticas hacia células de
Sertoli dentro de los tubulos seminiferos. SRY activa entre otros genes a la AMH
(Hormona Anti-Muleriana, por sus siglas en inglés); Dhh; y Sox9 (Wagner, et al.
1994). La expresion de AMH que inicia el dia 12 causa la masculinizacién del
embrion. Esta hormona induce la regresion de los conductos Mullerianos que de lo
contrario formarian el Gtero, oviductos, y la porcién superior de la vagina (Mishina,
et al. 1996; Josso, et al. 1998). Subsecuentemente, la testosterona, que es
producida por las células de Leydig estimula la diferenciacion de los conductos de
Wolff (Mishina, et al. 1996). La proteina Sox9, se relaciona a SRY en cuanto a que
también tiene un dominio HMG similar al de SRY. Estudios de expresion en
ratones, han demostrado que Sox9 esta presente en niveles bajos en hembras, y
en machos en los cordones genitales tempranos; sin embargo, a los 11.5 dpc en el
macho se incrementa la expresion mientras que en las hembras desaparece. A los
12.5 dpc, es clara su expresién en las céiulas de Sertoli y se mantiene durante toda
la vida del raton (Swain, et al. 1999). Este patrén de expresién es consistente con
que el incremento en la expresion en los machos sea un efecto de la accion de
SRY (Parker, et al. 1999; Vilain, et al. 1998; Marshall, 1998). La funcién de Sox9 en
la masculinizacion de la génada quedd claramente demostrada, ya que de manera
similar a la que ocurre con la expresion ectopica de Sry en hembras transgénicas,
la expresion ectdopica de Sox9 produce la transformacion sexual de hembra a
macho, actuando como un factor molecular activo de SRY (Kent, et al. 1996;
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Bishop, et al. 2000; Vidal, et al. 2001). Se han identificado otros genes también
involucrados en la diferenciacién gonadal. Algunos de ellos se esquematizan en la
figura 1.

Dax-~1 es miembro de la superfamilia de receptores hormonales nucleares y
esta asociado al cromosoma X. Dax-1 que actia sobre hipotdlamo y también se ha
asociado a la determinacion gonadal de hembra (Muscatelli, et al. 1994; Zanaria, et
al. 1994, Garcia-Castro, et al. 1996; Zazopoulus, et al. 1997). Se encontré que
duplicaciones de una regién del cromosoma X (que incluye Dax-71) causan
reversiéon sexual de machos hacia hembras (Bardoni, et al. 1994; Muscatelli, et al.
1994, Zanaria, et al. 1994). En las génadas de ambos sexos, Dax-1 se expresa
primero en el componente somatico a los 11.5 dpc coincidente con Sry en machos
(Swain, et al. 1996). A los 12.5 dpc ia expresion de Dax-1 en los testiculos decrece
drasticamente, mientras que en los ovarios se mantiene activa. En adultos se ha
observado la expresion en células de la Teca de los ovarios, en células de Leydig y
muy poca en células de Sertoli en los testiculos (Narvaez, 1996). Esto sugirié que
la accion de Dax-1 estaba encaminada a la diferenciacion de ovarios, y que
posiblemente podria interferir en el desarrollo de los testiculos (Swain, et al. 1996).
Sin embargo, de manera inesperada, la mutante nula de Dax-1 en el ratéon mostréd
degeneracion del epitelio testicular germinal, y no presento defectos en el ovario
(Yu, et al. 1998; Koop, 1999). A pesar de la aparente inconsistencia de algunos de
estos datos, recientemente se reportd que Dax-7 regula la organizacién de los
cordones testiculares durante la diferenciacion del testiculo (Joshua, et al. 2003).

Ademas de las mutaciones que afectan la determinacion sexual, hay
mutaciones genéticas en humanos y ratén que han conducidc a la identificacién de
otros genes relevantes para el desarrollo gonadal. Algunos de ellos se ven
involucrados en diferentes estadios del desarrollo, desde etapas previas a la
determinacién sexual hasta la diferenciacion de tipos celulares especificos. Uno de
ellos es el factor esteroidogénico (SF-1, por sus siglas en inglés) (Xunrong, et al.
1990; tkeda, et al. 1994) que pertenece a la subfamilia de receptores nucleares, y
no se ha encontrado aun su ligando. Este es un factor de transcripciéon que tiene
dominios de unién a DNA. SF-1 se identific6 como un activador de genes
involucrados en la biosintesis de diferentes hormonas esteroidales (lkeda, et al.
1994). Estudios de expresién en ratén demostraron que SF-1 esta presente en el
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desarrollo del embridén en regiones asociadas a la funcién endécrina, tales como
las gbnadas, las adrenales, la pituitaria e hipotalamo (Hatano, et al. 1994; lkeda, et
al. 1994; Masafumi, et al. 1997). Ratones mutantes homocigotos para este gen
tienen pérdida de génadas y adrenales (Luo, ef al. 1994; Sadovsky, et al. 1995).
Estos ratones detienen su desarrollo entre 11.0 — 11.5 dpc y se degeneran via
apoptosis (Luo, et al. 1995). Parece ser que SF-1 es necesario para la
diferenciacion y/o el mantenimiento y crecimiento de las células somaticas
presentes en la génada temprana indeferenciada. SF-1 es usado como un
marcador de las células de Leydig (Parker, et al. 1999).

DHH+
wWT1
7} AMH+
SFts
SOX9+

<. SF1+PTCE
~\,

"..[Entran en
reposo
\\mitético

SOX9
DAX1+
SFte —™

migracidn
mesonéfrica

: _le'ntran en repaoso
“{ meidtico

+ CG

O C.Sertoli

<= C. minides
12.5 dpc « C.leydig

10.5 dpc
Figura 1. Posible cascada de expresién génica durante la diferenciacion sexual
(Tomada de Swain, et al. 1999)

El gen del tumor de Wilms (W{-7) se ha implicado en el desarrollo temprano
de las gbnadas y los rifiones. Este gen es muy complejo y codifica a una variedad
de proteinas con diferentes funciones. Esta constituido de 10 exones capaces de
generar 4 RNAs obtenidos en dos diferentes eventos de “splicing” alternativo
(Sharma, et al. 1994; Reddy, et al. 1996). Ademas, tiene dos sitios de inicio de la
traduccion y la edicidon postraduccional lleva a dos isoformas gue varian en un
aminoacido. WT-1 es un factor transcripcional y presenta 4 dedos de zinc de unién
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a DNA en el domino carboxilo terminal. Mutaciones de WT-1 llevan a varios
sindrdmes en humanos siendo la mayoria asociados a malformaciones de los
“‘genitales (Pelletier, et al. 1991; Barbaux, et al. 1997; Keith, et al. 1999). WT-1
interacciona con SF-1 y DAX-1 durante la diferenciacion sexual en mamiferos
(Nachtigal, et al. 1998).

LAS CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES

La principal razon de ser de la goénada es el hospedar y promover la
diferenciacién de la linea germinal que es la que garantiza la continuidad de la vida
entre las generaciones. Las CGP son el tipo celular que da origen a los gametos.
Estos, en machos son los espermatozonides y en hembras los 6vulos. En el ratén,
las CGP aparecen inicialmente a los 7.5 dpc en una estructura extraembrionaria
flamada alantoides y se reconocen, histoquimicamente, gracias a su actividad de
fosfatasa alcalina (MclLaren, 1992).

Se ha sugerido que los precursores de estas células, salen del surco
primitivo (Anderson, et al. 2000). Ying y colaboradores (Ying Ying, 2001) han
observado que las CGP del raton derivan de células del epibiasto proximal,
adyacentes al ectodermo extraembrionario durante la gastrulacion, y que su
generacion esta regulada por BMP4 y BMP8 (Bone Morphogenetic Proteins)
presentes en el ectodermo extraembrionario, asi como por BMP2, que deriva del
endodermo

Las CGP migran mas tarde hacia el interior del embrién por el intestino en
formacion (8.5 dpc), y colonizan las crestas genitales en el 11.5 dpc. (Ver figura 2).
La pobiacion de CGP prolifera desde 50 células a los 85 dpc hasta
aproximadamente 26,000 CGP por génada a los 12.5 dpc; es en este momento
cuando se comienzan a notar las diferencias estructurales entre las goénadas
(Labosky, et al. 1994).
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Dos dias después de que las CGP han colonizado las crestas genitales (13
dpc), estas inician rutas de diferenciacion distintas, marcando asi el inicio del
dimorfismo sexual en la linea germinal (McLaren, 1992)

La decision de iniciar uno u otro camino de diferenciacion depende
Unicamente del sexo de la gébnada en que residen las CGP, no teniendo ninguna
influencia su naturaleza cromosomica (XX o XY). Las CGP en el ovario entran en la
profase de la primera division meiodtica, y ahi se detienen. Este proceso se reactiva
antes de la ovulacion. En el testiculo, las CGP entran en reposo mitético como
proespermatogonias en la etapa G1 del ciclo celular, reanudandose la mitosis
hasta una semana después del nacimiento. Las CGP de macho entran en meijosis
sblo después del nacimiento (MclLaren, et al. 1997). El camino de diferenciacién
sexo-especifico que siguen las CGP en este momento depende totalmente de la
interaccion con las células somaticas presentes en las gbénadas (MclLaren, 1992).
Una pregunta inmediata con relacién a las altemativas de diferenciacion es si el
dimorfismo en la entrada a meiosis refleja su induccidn en ovarios o la inhibicién de
ésta en testiculos. Una posible respuesta es considerar que cuando las CGP
migran ectopicamente v llegan a tejidos adyacentes a la gonada, como la adrenal,
independientemente de gue sean de macho o hembra, entran en meiosis. Esto
sugiere que las CGP estan programadas para iniciar la meiosis y que es el testiculo
embrionario quien produce un factor que inhibe la meiosis y dispara el destino
espermatogénico. En experimentos mas recientes de cultivo de &rganos o
reagregados de células gonadales, se ha encontrado mas claramente evidencia de
una sustancia testicular inhibitoria de meiosis capaz de difundirse a corta distancia,
que probablemente actua alrededor de los 11.5 dpc (McLaren, et al. 1984). Por otra
parte, en cuitivos de reagregados constituidos de células somaticas de puimén y
CGP de hembra de distintas etapas embrionarias, se observé el inicio de meiosis
en todos los casos, lo que sugiere que no existe un factor inductor de meiosis en la
gonada de hembra (McLaren, et al. 1997)

La naturaleza del factor inhibidor de la meiosis que se produce en testiculo
aun es desconocida; sin embargo, es probable que sea producida por las células
de Sertoli (un tipo celular testicular de soporte). Un candidato que se sugirid
inicialmente es el codificado por el gen Dhh el cual se expresa en respuesta a SRY
en las células de Sertoli desde el dia 11.5 y esta involucrado en interacciones
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célula-célula. Ratones machos deficientes para este gen son estériles debido a la
ausencia de espermatozoides (Bitgood, et al. 1996). Estudiar el papel de Dhh en la
formacioén de la gbénada fué parte del objetivo de este trabajo.

CGP se localizan

en una regléon Machos
exiraembrionaria c°'°“‘::°f" de la CG ertran
por su actividad gonada Génada en reposo
8 ia fostatasa indiferenciada tnditerenclaca mit&Stico
alcalina
[ ] ] 1 ‘ 3 } i -} ¢ [
I T LI = T T 4 1
7 T Q 10 11 12 13 dpc T
CGP migran Hembras
hacla el CO ertran
irtestino o meiosis

Proliteran activarmnernte durante ta migracidén

Figura 2. Migracion de las CGP durante el desarrollo temprano del
ratdén hacia las génadas. (Ohkubo, et al. 19986)

LOS GENES HEDGEHOG

El gen Hedgehog (Hh) se identifico por primera vez en Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) como un gen involucrado en la polaridad anterior-
posterior de segmentos en las alas, las patas y los ojos, asi como en regiones del
cerebro del embrién (Nisslein-Volhard, et al. 1980; McMahon, 2000). Hh codifica
para una proteina secretada que provee informacién de posicion a células vecinas.
Se han identificado homoélogos de los genes Hh tanto en invertebrados como en
vertebrados (Kumar, et al. 1996) y se ies ha asociado con actividad de sefializacion
de largo y corto alcance (Mohler, 1988; Heberlein, 1993). Aunque audn se
desconocen las vias de sefializacion de Hh, es claro que puede producir diferentes
respuestas celulares dependiendo del contexto en el que opere la sefial. Estas
respuestas incluyen:; la especificacion del destino celular, la proliferacion y la
sobrevivencia.
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Se sabe que Hh ejerce un efecto de largo alcance, durante la especificacion
posicional en la formacion del ala, en donde regula la expresion del gen
decapentapléjico (Dpp), y es capaz de actuar a través de varios diametros
celulares para activar diferentes genes blanco de manera dosis dependiente
(Teleman, et al. 2000).

En mamiferos, la acciébn de Hedgehog esta relacionada con el
establecimiento de patrones y en el desarrollo de una gran variedad de sistemas y
organos, incluyendo el sistema nervioso, el sistema esquelético, las estructuras
craneofaciales, el tracto gastrointestinal, la angiogénesis, y los foliculos del pelo y
bigote, (Echerlard, et al. 1993; Vortkamp, et al. 1996, St-Jacques, ef al. 1998). La
familia de proteinas de Hedgehog en el raton lo constituyen al menos tres
diferentes miembros, Shh, Dhh e Ihh (Indian Hedgehog). Anormalidades en la
sefalizacién inducida por Hedgehog son causa de varias patologias y neoplasias
en los humanos (Wicking, et al. 1999; QOldakr, et al. 2001). Existe una alta
conservacion estructural entre los 3 miembros de ia familia de Hh, y se sabe que
estos actuan de manera similar (Suji-Pathi, et al. 2001). Sin embargo, /hh y Dhh
muestran distintos perfiles de expresion que pueden reflejar sus distintas funciones
en el desarrollo (Kumar, et al. 1996). En experimentos de érganos en cultivo y la
aplicaciéon ectdpica de las proteinas de Hedgehog, se encontré que las tres
proteinas pueden inducir la diferenciacién de condrocitos en extremidades
embrionarias de raton 6 generar la expresion de nodal en el mesodermo lateral de
embriones de pollo; asi como la duplicacidn de los digitos. Estas observaciones
indican que las 3 proteinas utilizan una misma via de transduccién (Suji-Pathi, et al.
2001).

El mas estudiado de los miembros de Hedgehog es Shh, que presenta
actividad polarizante en los miembros y actividades muy diversas durante el
desarrolloc (Echerlad, et al. 1993; Bitgood, et al. 1995; Chiang, ef al. 1996;
Hammerschmidt, et al. 1997; Jensen, et al. 1997, Weed, et al. 1997). Ihh se
expresa durante la formacion de hueso y tiene propiedades reguladoras similares a
Shh, incluyendo la habilidad de regular los mismos genes blanco tales como
Patched (Ptc). (Marigo, et al. 19968, Marigo, et al. 1996°).

——

———
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DESERT HEDGEHOG (Dhh)

Dhh se expresa en las células de Schwann, el endocardio y en las células
somaticas de la gonada embrionaria del raton macho (Bitgood, et al. 1996;
Parmantier, et al. 1999). La expresion de Dhh aparece primero en el testiculo, a los
11.5 dpc, sin observarse expresion en el ovario en ninguna etapa. Su expresion se
confina a las células de Sertoli, dentro de los tubulos seminiferos. Bitgood vy
McMahon (Bitgood, et al. 1996), demostraron que Dhh es necesario durante la
espermatogénesis; esto se observd en ratones machos mutantes homocigotos
para Dhh, los cuales son viables pero infértiles, mientras que las hembras no
presentan ningun fenotipo desde el periodo embrionario evidente. El analisis de
estos mutantes indic6 que este gen afecta la espermatogénesis en distintas etapas
postnatales. Por ejemplo en el dia 18 dpc se observé una importante deficiencia de
CGP. Sin embargo alos 10 dpp (dias post-parto), en que normalmente se reasume
la mitosis produciendose una gran cantidad de espermatogonias, se demostré que
hay una reduccion en el nimero de espermatogonias; y mas adelante durante la
espermiogénesis se observé que no se produjeron todos los tipos de esperméatidas,
ya que en cortes de testiculos no se observo la presencia de éstas. A partir de todo
ello sugiri6 que Dhh era un factor importante para el desarrolio de las CGP de
machos. Los resultados relacionados con el papel de Dhh en la etapa embrionaria
se discuten en detalle mas adelante en el contexto de ia hipétesis que motivo este
trabajo.

MADURACION Y PROCESAMIENTO DE HEDGEHOG

Las proteinas Hedgehog consisten de un péptido sefal con una regiéon amino
terminal muy conservada y un dominio carboxilo terminal. Las proteinas
precursoras de HH sufren un corte autoproteolitico que depende de regiones
conservadas en la porcién carboxilo terminal. Este corte genera un péptido amino
terminal de 19 KDa (N-HH) y otro péptido carboxilo terminal de 26-28 KDa (C-HH.
Analisis bioquimicos han mostrado que el corte proteolitico de HH procede a través
de un intermediario tioester interno que se corta posteriormente debido a un ataque
nucleofilico. (Lee, et al1994; Hammerschmidt, et al 1997). También se ha
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demostrado que la parte amino terminal de Shh es el péptido activo (Williams, et al.
1999). Ver figura 3.

El colesterol juega un papel en la sefalizacién de Hedgehog a varios
niveles. Las proteinas Hedgehog contienen una molécula de colesterol que es
adicionada postraducionalmente posterior a la autoprotedlisis de Hedgehog. La
adicion del colesterol es crucial para la bicgénesis de Hedgehog, pero su papel en
la transduccion de seriales atn no esta bien definido. Incardona (incardona, et al.
2000) propone que la modificacién lipidica a Hedgehog parece ser importante para
el aumento en la eficiencia de la transduccion de sefiales una vez que Hedgehog
alcanza una célula blanco. Sin embargo, hay evidencias a favor de que la
modificacién con colesterol sirve para diseminar su actividad, mas que para
transducir la sefnalizacion de Hedgehog o anclarla en algun sitio (Lewis, et al.
2001). De esta manera, se explica que la adicion del colesterol a N-HH se requiera
para la sefalizacion a larga distancia en miembros de vertebrados.

GENES INVOLUCRADOS EN LA ViA DE SENALIZACION DE HEDGEHOG

Dentro de la via de sefializacion de Hedgehog, son varios los genes
involucrados que actian debajo de él. A continuacion se describen algunos de
ellos.

PATCHED (PTC)

Patched es una proteina receptora transmembranal que cruza 12 veces la
membrana celular y se ha demostrado por medio de ensayos bioguimicos que es el
receptor de Hedgehog con una alta especificidad. En raton Ptc1 se une a Shh, Dhh
e /hh con alta afinidad (Marigo, et al. 19967, Marigo; et al. 1996°; Goodrich, et al.
1996; Jensen, et al. 1997; Goodrich, et al. 1998). Existe otro miembro receptor
denominado Pfc2 que presenta una estructura parecida a Ptc1 y similar afinidad
hacia los tres miembros de Hedgehog en mamiferos. (Carpenter, et al. 1998). En
ausencia del figando, Ptc se encuentra reprimiendo la via de sefializacion de
Hedgehog, promoviendo la modificacion conformacional de Smoothened (Smo)
hacia una forma no funcional (Ingham, et al. 2000; ingham, et al. 2001).
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SMOOTHENED (SMO) ‘

Smoothened es una proteina con 7 dominios transmembranales (Alcedo, et
al. 1996; van der Heuvel, et al. 1996). En ausencia de Hedgehog, Smo se
encuentra reprimido por acciéon de Ptc. En presencia de Hedgehog se libera la
represion de Ptc sobre Smo, activandose de esta manera la via de transduccién de
Hedgehog. Smo es un transductor positivo de la sefial de Hedgehog y su ausencia

leva a consecuencias fenotipicas similares a las mostradas por la pérdida de
Hedgehog. (Tabin, et al. 1997).

CUBITUS INTERRUPTUS (Cl) Y GLI:

Ci es un factor transcripcional con dominios de dedos de zinc que al igual
que los demas miembros de esta via se identificaron en Drosophila. Los analogos
de Ci en mamiferos son las proteinas Gli1, Gli2 y Gli3. Estas proteinas actuan en
conjunto como lo hace Ci de manera individual en Drosophila (Aza-Blanc, et al.
1999).

En Drosophila, Ci se encuentra asociada a un complejo a través del cual se
une a los microtubulos (Murone, et al. 1999). Entre las proteinas del complejo que
se encuentran esta Costal-2 (Cos2), que es una proteina relacionada a cinesina
que presenta una alta afinidad de asociacion a los microtubulos (Sisson, 1997);
otra es Fused (fu), que tiene caracteristicas de serina-treonina cinasa; y el supresor
de fused (Sufu).

La ausencia de Hh permite el procesamiento de la proteina Ci, convirtiéndola
en una forma represora de 75 KDa que se puede unir a genes blanco e inhibir su
transcripcién. En contraste, la desrepresion de Smo, inhibe el procesamiento y
promueve el transporte de la forma activada de Ci al nticleo, que comresponde a la
proteina completa (155 KDa). Esto conduce a la activacion de la transcripcion de
los blancos de Hh. Los genes blanco que se han identificado en Drosophila para Ci
son Dpp, Ptc y Wingless (Wg) entre otros. (Murone, et al. 1999).

Andlisis de expresion de genes blanco de Hh en etapas embrionarias,
larvarias y adultas muestran que Ci es requerido absolutamente para la
sefializacion de Hh, eliminando por completo la posibilidad de que existan
ramificaciones de transduccién de sefales de Hh independientes de Ci (Méthot, et

al. 2001).
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Los tres homdlogos de Ci en mamiferos Gii1, Gli2 y GIi3 se han identificado
en humano y ratéon (Hui, et al. 1994; Rupert, et al. 1990). Las proteinas G/
comparten una alta homologia en sus 5 dominios con dedos de zinc, pero muy
limitada fuera de esta regién (Matise, et al. 1999). Gli1 se identific6 como un gen
aislado en una linea de glioma humano (Kinzler, 1987).

Los ratones con mutaciones nulas para G/i1 son viables (Park, et al. 2000).
En cambio, los ratones nulos para Gli2, mueren antes de nacer con anormalidades
esqueléticas (Mo, et al. 1997; Ding, et al. 1998) y de pulmones (Motoyama, et al.
1998). Mutantes para GI/i3 tiene defectos en pulmones, sistema nervioso central y
polidactilia (Grindley, et al. 1997; Hui, et al. 1993).

Asi mismo la sobre-expresién de Gli1 es capaz de rescatar mutantes
homocigotas de Gli2 (Chunyang, et al. 2001). Los analisis de dobles mutantes de
las proteinas GIi en distintas combinaciones, sugieren que las actividades de las
proteinas Gli‘'s se sobrelapan en cierto grado y que Gli1 es capaz de sustituir en
cierto grado las actividades de Gli2 y G/i3 (Park, et al. 2000) (Ver tabla 1).

Gti1 -/- Viables y parecen ser normales (Park, et al. 2000)

Gh2 -/- Defectos en esqueleto, pulmones anormales (Mo, ef al. 1997
Ding, et al. 1998, Motoyama, et al. 1998). :

Gli3 ~ Defectos en pulmones, SNC y polidactiia (Franz, 1994;|
Grindley, et al. 1997, Grove, et al. 1998; Hui, et al. 1993;
Schimmang, etal. 1992).

Gli1*"/Gli2* | Aparentemente normales (Park, et al. 2000)

GIli17/GIi2*" |La mayoria mueren después de nacer y muestran pulmones
muy pequerfios (Park , et al. 2000)

Gli1"/GIli3"" |Son viables con polidactilia, como la mutante homocigota de
Gli3 (Park, et al. 2000)

Gli2*"/G1i3™ | Defectos en pulmones y esqueleto (Park, et al. 2000)

Tabla 1. Mutantes reportadas de las proteinas de Gli en ratones.
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Cuando GIli1 se expresa ectopicamente en mosca, la proteina funciona
como un activador de la sefializacion de Hedgehog. También en moscas
transgénicas se ha visto que GIi1 y GIi3 juntos pueden rescatar mutantes de Ci
(von Mering; et al. 1999, Aza-Blanc, et al. 2000); ademas, las proteinas Gli1 y
Gli3 pueden transducir sefiales de Hh en Drosophila y ambas son reguladas por
Hh; Glit como un activador inducible y GI/i3 como represor regulado. Gli2
comparte propiedades funcionales tanto con Gli1 como con Gii3. Gli2 y GIi3
pueden proteolizarse de manera similar a Ci en Drosophila (Aza-Blanc; et al.
2000).

La nocion general que surge de todas estas observaciones es que cada una
de las proteinas Gli lleva a cabo funciones especificas de activacion o represion,
las cuales en Drosophila son realizadas por Ci. Esta separacion de funciones, en
principio, haria posible una mayor variedad de respuestas celulares, asi como una
reguiacion mas fina de ellas, ya que la respuesta a Hh estaria determinada no
unicamente por los niveles del ligando, si no por la composicion de proteinas de Gli
presentes en una célula en particular. La figura 4 representa un resumen de como
se lleva a cabo la regulacién de Hh en Drosophila.
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Figura 3. Mecanismo de autoprotedlisis de Hedgehog. (Hammerschmidt, et al.
1997).
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Figura 4. Transduccion de sefales dependiente de Hedgehog. A) En ausencia de
Hh se genera la inhibicion de Pic sobre Smo, y permite la formacion de un
complejo Ci/Fu/Cos2/Sufu que se une a microtubulos. Por efecto de PKA y el
proteosoma se Ci se proteoliza produciéndose una isoforma represora de la
transcripcion. B) En presencia de Hh se libera Ia represion de Pfc sobre Smo,
activandose la transduccion de seflales de Hh. Ci se libera del tetracompiejo y se
transloca al nucleo para actuar como activador transcripcional de genes blanco de
Hh (Monnier, et al. 2002).
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Al iniciarse este trabajo diversos datos experimentales condujeron a la
hipotesis de que el gen Dhh podria tener una participacion en el inicio de la
diferenciacién sexual de las CGP. Estos datos son:

1.- Dhh es un gen que codifica para una proteina secretable y se expresa en las
celulas de Sertoli. Sabemos que l|a decision sexo-especifico durante la
determinacion sexual de las CGP depende de sefales enviadas a partir de las
células de Sertoli.

2.- Este gen inicia su expresiéon en machos al 11.5 dpc, como consecuencia de la
actividad del gen Sry y de hecho constituye una de las indicaciones mas tempranas
de la diferenciacion sexual masculina. La determinacion sexual de las CGP ocurre
en forma irreversible un poco después de este momento, aunque es visible sélo al
13.5 dpc (McLaren, et al. 1997).

3.- En el raton nulo para Dhh (Bitgood, et al. 1996), se observé que la
espermatogénesis se afecta desde la etapa mas temprana en que se analizd (18.5
dpc). Las alteraciones que se presentaban en esta etapa consistian en una
disminucién notable en el nimero de espermatogonias. Este dato es de gran
relevancia ya que como se mencioné antes, en el dia 13.5 las CGP de macho
dejan de proliferar y entran en estado de quiescencia o reposo, en el cual
permanecen hasta 10 dias después del nacimiento. Por ello, la disminucion de
espermatogonias en el dia 18.5 podria solo explicarse por la muerte de las CGP,
que sin duda debia estar ocurriendo posteriormente a su determinacion sexual, ya
que en hembras no se observa. La muerte de las CGP en el testiculo sugeria dos
hipétesis, o bien que Dhh funcionaba como un factor de sobrevivencia en la etapa
de quiescencia; 0o que podria ser el factor inhibidor de la meiosis, puesto que se ha
observado que cuando las CGP entran en meiosis en el testiculo se induce la
apoptoésis (Matsui, et al. 1998)

Con estos argumentos se propuso estudiar al gen Dhh en el contexto de la
determinacion sexual de las CGP. Una altemativa para estudiar la funcién de Dhh
in vivo era expresar este gen en gonadas de hembras transgénicas. Dado que la
expresion de Dhh ocumre en una etapa donde la diferenciacion sexual es aun
incipiente (11.5 dpc), la gdbnada de hembra de esta misma etapa, seria un buen
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modelo para evaluar si Dhh influia en la diferenciacion sexual. Esto se observaria
aun si este gen no actuara directamente sobre la linea germinal, ya que podriamos
observar si al estar presente en forma ectdpica, se produciria un efecto
masculinizante sobre las CGP o sobre cualquier otro tipo celular. Por otra parte,
aunque en la gonada de hembra no se expresa el receptor Pfc, se habia
establecido tanto en mosca como en raton que la sefial de Hedgehog activa la
expresion de Pfc (Vortkamp, et al. 1996; Jensen, et al. 1997; Goodrich, et al.
1998), lo que era consistente con la observacion de que la mutante nula de Dhh se
apagaba también la de Ptc (Bitgood, et al. 1995). Debido a lo anterior podriamos
esperar que en la gonada de hembras transgénicas se induciria la expresion de
este gen.

Para generar un ratdn transgénico con la metodologia de la microinyeccién
en ovocitos, era necesario generar un vector de expresion (figura 5). Este vector
idealmente debia contener el cDNA de Dhh, sin embargo, dado que este cDNA no
se pudo obtener mediante varias estrategias experimentales, se decidi6 usar el
cDNA de Shh (70% de identidad entre las secuencias de cDNA de Shh y Dhh). No
consideramos que este fuera un problema ya que como se menciond
anteriormente, distintos experimentos son indicativos de que en ratén hay una sola
via transduccional para los miembros de Hedgehog y que las tres subunidades
activan la via con igual eficiencia a través del mismo receptor. (Goodrich, et al.
1996; Marigo®, et al. 1996). La region regulatoria que se utilizo fue la del gen Dax-1,
la cual habia sido caracterizada previamente (Narvdez, 1996). De esta
caracterizacion se aislé un fragmento de 11 Kb del que se demostré que controlaba
la expresidn exclusiva en las gbnadas. El patron de expresidn de Dax-1 en las
génadas era muy conveniente para nuestros propésitos ya que se expresa
inicialmente a los 11.5 dpc en ambos sexos en el componente somatico
equivalente a los tipos de soporte (células de presertoli y pregranulosa); y a los
12.5 dpc decrece en los machos pero se mantiene en hembras (figura 6). Esto nos
permitiria expresar Shh desde los 11.5 dpc en células somaticas andlogas a las de
Sertoli en hembras.

No obstante, que todos los datos a los que nos referimos en la introduccion
sugerian que Dhh tenia un efecto en la espermatogénesis y no en el desarrolio de
los linajes somaticos, un dato quiza contradictorio era que Ptc? parecia estar
presente en las células de Leydig, lo que podria sugerir que el efecto de Dhh sobre_,
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las CGP era indirecto, o que otro receptor para Dhh podria estarse expresando en
las CGP. Por esta razéon otro aspecto que era importante explorar en este trabajo
era conocer en donde se expresaba un nuevo receptor de Hedgehog entonces
recién caracterizado, Ptc2, asi como los efectores de la via de Hedgehog, tales
como las proteinas Gli. Al respecto, Gli1 era especialmente importante ya que se
ha encontrado que siempre se activa en respuesta a Hedgehog (Dahmane, et al,
1997). También era importante saber qué proteinas de G/i estaban participando en
la respuesta a Dhh en ia gbnada, ya que esta determinacion podria contribuir al
entendimiento de cémo se asocian las distintas combinaciones de las proteinas GIf

a respuestas celulares especificas.

l Dax-1

Figura 5. Mapa del vector de expresién pDSA usado para la generacion del raton
transgénico. En amarillo se representa la region promotora de Dax-1, en verde el
cDNA de Shh y azul la cola de poliadenilacion.
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Figura 6. Curvas de expresion de SRY, Dhh y Dax-1 en hembras y machos.
(Koopman, et al. 1990; Kacker, et al. 1990 ; Narvaez, 1996 ; Swain, et al. 1996 ;
Bitgood, et al. 1996)
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OBJETIVOS:

Por todo lo anterior se plantearon los objetivos que a continuacién se enumeran:

Obtener un ratén transgénico con la construccién Dax-1-Shh (pDSA).

Genaotipificar y expandir. una linea de ratones transgénicos que expresara
Shh en la génada de hembra durante el periodo aproximado en el que se

expresa Dhh en la génada de macho.

Verificar si la linea de ratones transgénicos expresa el transgén Shh en el

patron de expresion esperado y si afecta la fertilidad en las hembras.

Caracterizar por medio de RT-PCR la expresion de genes que se expresan
cascada abajo de Hedgehog en gbénadas silvestres de machos y hembras a
diferentes etapas de diferenciacién embrionaria para comprender mejor

como es que se lleva a cabo la acciéon de Hedgehog en éste érgano.
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

¢ NOTA: En este estudio se usaron ratones CD1 y B6.

e Poner a cruzar un raton macho y una hembra durante toda la noche.

o Mantenerse en un cuarto controlado (10 hrs de luz y 14 hrs de oscuridad).

e Revisar al dia siguiente la presencia de tapén vaginal indicativo de la copula.
Este dia se considera como dia 0.5 dpc.

OBTENCION DE GONADAS EMBRIONARIAS

e Hacer una cruza entre un ratébn macho y una hembra.

¢ Dejar la ratona hasta el dia de gestacion deseado.

« Sacrificar las hembras gestantes por dislocacion cervical.

e Disectar los uteros y sumergirlos en medio L15 (Microlab, México) con 10% de
suero fetal bovino (SFB).

e Hacer un corte diagonal a lo largo del embrién, tomando como punto de
referencia el higado.

+ Bajo un microscopio estereoscopico, localizar las génadas y con ayuda de unas
tijeras de microcirugia obtener las génadas y depositarlas en un tubo eppendorf
conteniendo Trizol (Trizol Reagent. GibcoBRL. Cat. 15596-026) para extraer el
RNA. NOTA: Extraer Unicamente la génada libre de mesonefros.

CULTIVO DE CELULAS EMBRIONARIAS TOTIPOTENCIALES “ES” Y ENSAYO
DE ELECTROPORACION PARA EXPRESION TRANSITORIA

Para todo el procedimiento usar soluciones grado Biologia Molecular o
probadas para cultivos celulares. Las células “ES” R1 propagadas en piatos
gelatinizados no pierden su totipotencialidad o habilidad para contribuir a la linea
germinal.
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Para preparar los platos gelatinizados

« Enjuagar la superficie de un plato de cultivo de 10 cm con 5 ml de gelatina.
» Aspirar el exceso de gelatina. ’

o Dejar secar por 2-4 minutos.

¢ Adicionar medio fresco a los platos e incubar a 37°C hasta ser requeridos.

Platos con células “feeder”

Lineas celulares de fibroblastos STO son-los mas comunmente usadas
como laminas “feeder” o alimentadoras para cultivos de largo término asi como
para el mantenimiento de células "ES”.

e Descongelar el vial con las células “ES”.

« Transferir un tubo de 15 ml con 10 ml de medio “DMEM"” suplementado con SFB
al 10%

» Centrifugar a 1000 rpm por 5 min a temperatura ambiente (T.A.).

s Aspirar el sobrenadante y resuspender el contenido celular en 10 mi de medio.

e Platear la suspension en 5 platos de 10 cm e incubar. Cuando las células se
encuentran confluentes (3 dias aprox.), tratar con Tripsina.

« Aspirar el medio de las placas con células confluentes y reemplazar con 5 mi de
medio conteniendo 1000 pul de tripsina a 1 mg/mi.

o Centrifugar y aspirar el medio.

o Lavar con M15 para inactivar la tripsina.

» Adicionar 10 ml EDTA por cada plato y resuspender las células por pipeted. No
hacer burbujas.

» Determinar la densidad celular en una cdmara de Neubauer (11 X10° células).

¢ Para la electroporacion de las células, mezclar 20 pg de DNA y 0.8 ml de la
suspension de células “"ES” en una cubeta (BioRad Cat. 165-2088).

« Las condiciones de electroporacién: 250 Voltios, 500 mF para un electroporador
“BioRad Gene Pulser”.

¢ Una vez electroporadas las células “ES” dejar en cultivo transitorio de 24 hrs, y
verificar la confluencia.

e Lavar con PBS.

e Lavar con 3 ml de Trizol para extraer el RNA (Trizol Reagent. GibcoBRL. Cat.
15596-026).

» Extraer el RNA y tratar exhaustivamente con DNAsa - libre de RNAsa.

TESIS CON
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EXTRACCION DE RNA TOTAL

El reactivo de Trizol esta optimizado para su uso en extracciéon de RNA de
células y tejido en un solo paso. Es una solucién de fenol e isotiocianato de
guanidina (Chomczynski y Sacchi; 1987).

e Adicionar 300 pl de Trizol a las génadas de etapas embrionarias (para etapas
adultas usar 1 mi de Trizol). '

e Disgregar por completo el tejido ya sea usando homogenizadores plasticos
desechables para tubos eppendorf o por Vortex. (Si se usan células basta con
hacer vortex durante algunos minutos para romperias).

e Dejar reposando a T.A. durante 5 minutos para permitir la completa disociacion
de los complejos nucleoprotéicos.

« Adicionar 0.2 volumenes por cada 1 mi de Trizol. Agitar y dejar en reposo durante
3 minutos a T.A.

¢ Centrifugar durante 15 min a 4°C a 12,000 X g.

e Separar {a fase acuosa (incolora), teniendo precaucion de no tomar soluciéon de la
interfase ya que tiene alto contenido de DNA genémico.

¢ Adicionar 1/10 de acetato de sodio 3M y 0.5 volumenes de isopropanol para
precipitar el RNA incubando las muestras durante 10 minutos a T.A.

¢ Centrifugar 10 minutos a 4°C y 12,000 X g y lavar con etanol 75%. L

» Centrifugar durante 5 minutos a 4°C a 7,600 X g. El precipitado suele Iu’éir a
veces incoloro. ’ | ‘
* Resuspender el RNA en 10 pl para génadas embrionarias y en mayor volumen
para muestras mas grandes. |

TRATAMIENTO CON DNAsa - LIBRE DE RNAsas

Debido a que las muestras de RNA extraidas con Trizol normalmente tienen
contaminacion con DNA genémico, es necesario tratarlas con DNAsa para
degradar el DNA existente y evitar tener resultados falsos positivos.

Volumen de reaccion = 30 ul.
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» Adicionar al RNA 1- 2 ul de DNAsa libre de RNAsas (DNAse | RNase-free.
Roche. Cat. 776785) buffer de reaccitén, inhibidor de RNAsas y agua hasta
alcanzar el afore deseado.

¢ Incubar por 1.5 — 2.5 horas para garantizar la completa eliminacion de DNA.

e Aforar a un volumen de 200 pl con agua DEPC.

s Extraer con feno! acido:cloroformo isoamilico (24:1) para inactivar la DNASs.

e Incubar en hielo durante 10 minutos mezclando en intervalos de 3 minutos.

« Centrifugar durante 10 minutos a 4°C a 12,000 X g. o
e Recuperar la fase acuosa y adicionar 1/10 acetato de sodio 3M y-2.5 volumenes
de etanol absoluto.

« Centrifugar durante 10 minutos 2 4°C y a 12,000 X g.

o Lavar con etanol 75% y centrifugar.

e Decantar y dejar evaporar el resto del etanol.

« Resuspender en agua DEPC. Para comprobar que el RNA extraldo se. encuentra
libre de DNA gendmico, hacer un PCR de THRNA usando 1 ul del RNA como
templado, el resultado debe ser negativo.

SINTESIS DE cDNA

e Adicionar 1 ng — 5 pg de RNA total 6 1 ng — 500 ng de RNAmM a un tubo
eppendorf de 1.5 — 0.5 ml libre de nucleasas. 1 ul de Oligo (dT), ‘I'] ng - 5 ug de
RNA, 1 ul de mezcla de dNTP’s 10 mM (10 mM de cada uno; dATP, dGTP, dCTPy
dTTP a pH neutro).

e Adicionar H,O DEPC estéril.

e Calentar la mezcla a 65 - 70°C por 5 minutos.

= Poner en hielo 1 min.

= Centrifugar para bajar la mezcla.

« Adicionar 4 pl “First Strand Buffer’ , 2 ¢l DTT 0.1 M, 0.5 ul inhibidor de RNAsa (40
U/pl). Incubar a 42°C durante 2 minutos.

» Adicionar 1 p! de enzima Superscript Il mezclando perfectamente.

e Incubar la reaccion a 42°C durante 50-80 minutos.

= Inactivar la reaccién calentando a 70°C por 15 minutos. Usar el cDNA como
templado para amplificacion en RT-PCR. qu CO\I
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO

» Colocar los fragmentos de oreja o cola en el buffer “EPB" (EDTA 50mM, Tris 50
mM pH 8.0y SDS 1%). B A

e Adicionar 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml), -

« Incubar a 55°C O/N. ’

« Inactivar {a proteinasa K por 15 min a 65°C.
o Centrifugar la muestra durante 10 min 15 min a 14000 X g y separar. la fase
acuosa que contiene el DNA gendmico.

NOTA: Se puede realizar una extraccion con Fenol:cloroformo, precipitar.y Iavar Ia_
muestra para obtener una mejor calidad del DNA gendmico.

PCR

« Adicionar dNTP's 10 mM, oligonuciedtidos 30 pM (sintetizados en la unidad de
sintesis de macromoléculas), Taq DNA Polimerasa (Roche Cat.1146165. 0.1 ul =1
U), buffer de polimerasa 10X (100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,), H.O DEPC estéril.
e Aforar a 15 ul.
« Tomar 1/10 del cDNA sintetizado para las reacciones de RT-PCR.
« Los termocicladores que usados fueron un “Robocycler Gradient-40 Stratagene”
(tubos de 0.6 ml), y un HYBAID Omn-E (tubos de 0.2 ml).
« Condiciones de reaccion:

o 95°C/2min 1 ciclo

o 94°C/ 1 min.

o 1 min de temperatura de alineamiento, variable para cada reaccion

(tabla 2)

o 72°C/1 min 30ciclos y 72°C 10 min de extension.

« Andlizar los productos de RT-PCR en un gel de agarosa al 1.5 %.
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HIBRIDACION /N SITU
1. Fijacién y almacenamiento.

o Extraer el tejido u érgano a hibridar.

« Fijar inmediatamente con paraformaldehido al 4 % (PFA).en PBS (el tiempo de
fijacion sera directamente proporcionai con el tamano y edad del 6rgano o tejido).

e Lavar 2 veces por 5 min a 4°C con PBT.

e Deshidratar el tejido con metanol al 25, 50, 75 y 100% en PBT durante 5 minutos
cada uno a temperatura ambiente y guardar en metanol 100% a —-20°C.

2.- Preparacion de sonda.

e Mezclar a temperatura ambiente. 10 ul de agua destilada, 4 ul de solucion de
transcripcion 5X (Boehringer), 2 ul de DTT 0.1 M (Boehringer), 2 ul de mezcla de
ribonucledtidos 10X (Biolabs), 1 ug de plasmido lineal, 0.5 ul RNAsin (100 Q/pl) y-
10u/ul de la RNA polimerasa (T7, T3, o SP6). '

3.- Gel desnaturalizante para RNA.

e Preparar un gel de agarosa al 1% en MOPS 1X, con formaldehido a una
concentracion final de 5%.

e Tomar 4 mi de la sonda y adicionar 12 ml de solucién de carga.

e Incubar a 65°C, 5 min.

e Pasar a hielo y adicionar 2 ml de azul de bromofenol y xilencianol.

e Cargar el gely lo correr a 100 volts.

+ Transferir a una membrana de nitrocelulosa cargada positivamente (Hybond N+,
Amersham).

e Lavar la membrana en SSC 2X vy fijar por entrecruzamiento con luz ultravioleta.
e Lavar con solucion DIG1 durante 15 min.

e Bloquear con solucién de bloqueo 0.5% (Boehringer) e incubar 3 min en
solucion DIG2.

e Lavar 2 veces el anticuerpo con DIG1 y colorear con DIG3 (conteniendo NBT y

BCIP). I
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4.- Hibridacion.

« Hidratar el tejido u érgano por medio de lavados con metanol en PBT 75,50y 25
% durante 5 min cada uno. S

e Lavar 2 veces con PBT por 5 min. .

« Tratar con peroxido de hidrégeno al 6% en PBT durante 1 hr.

« Lavar 3 veces con PBT durante 5 min y tratar con proteinasa K durante 5 min.

e Lavar 3 veces con PBT durante 5 min.

e Fijar en glurataraldehido / paraformaldehido (2% / 4%) con Tween 20 al 0.01%
por 20 min.

e Incubar a 70°C durante 1 hr en solucién de prehibridacion.

« Posteriormente incubar con la solucién de prehibridacién mas 1 mg/ml de sonda
se incubé a 70°C durante 12 hrs.

e Lavar 2 veces por 3 min a 70°C con la solucién 1.

e Lavar con una mezcla de las soluciénes 1y 2 ( 1:1 ) por 10 min a temperatura
ambiente.

o Lavar 4 veces con la solucién 2 cada 5 minutos a temperatura ambiente, 5 min
con la solucién 3 a temperatura ambiente seguido de 3 lavados mas con la solucién
3 a 65°C durante 30 min cada uno.

e Hacer 3 lavados con TBST de 5 min cada uno.

e Bloquear el suero de borrego al 10% en TBST, después de 3 hrs cambiar la
solucién y adicionar el anticuerpo.

¢ Dejar a 4°C durante toda una noche.

¢ Al siguiente dia, lavar 3 veces con TBST por 5 min y 4 veces mas durante una
hora.

¢ Dejar toda la noche con TBST.

e Para el revelado, lavar 3 veces el anticuerpo antidigoxigenina con NTMT por 10
min.

« Incubar en oscuridad con 175 ug/mi de NBT y 300 pug/ml de BCIP hasta observar
sefal colorida.

¢ Detener la reaccion lavando 2 veces con PBT por 15 min y una vez con glicerol al
50%. Se puede almacenar en glicerol 80% en PBT. (Hogan, et al. 1994)

e

T qres COM
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SOLUCIONES

« Anticuerpo antidigoxigenina A 500 ul de TBST 1X se agregé 3 mg de polvo de
embrién y se puso durante 30 min a 70°C en agitacion. Una vez transcurrido este
tiempo se enfrié en hielo y adicioné 5 ul de suero de borrego y 1 ul de anticuerpo-
antidigoxigenina (Boehringer).

o DIG1 Tris 100 mM pH 7.5y NaCl 150 mM.
« DIG2 1 ml de anticuerpo anti-DIG en 2 ml de DIG 1.
* DIG3 Tris 100 mM pH 9.5; NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM.

e MOPS. A 400 ml de agua DEPC 20.93 g MOPS, 0.05 g acetato de sodio y 10 m!
EDTA 0.5 M. Ya disuelto ajustar el pH a7 con NaOH 1N y aforar a 500 ml para
obtener una concentracion final de 200mM de MOPS 1mM acetato de sodio y 10
mM de EDTA. : l" o
o« NTMT NaCl 100 mM, Tris~HCI 100 mM H' 5 MgCIz 50 mM, Tween 20 0.1% y
levamisol 2 mM.

» Solucion 1 Preparar la solucién a formamlda 50%, SSC 5X pH 4.5 y SDS 1%.

» Solucién 2 NaCl 0.5 M, Tris-HCI 10 mM pH 7.5, Tween 20 10%. ,

« Solucién 3 Obtener una concentracion final de formamida 50% y SSC 2X pH 4 5
e Solucion de coloraciéon. Por cada ml de DIG3 adicionar 30 pul de NBT 'y 150 p.l
de BCIP.

« Solucion de prehibridacion. Concentracion final de formamida 50%, SSC 5X pH
5, RNAt de levadura 50 pl/ml, SDS 1% y heparina 50 pg/ml.

« TBST 10X Para una concentracion final de 136 mM de NaCl, 0.25 mM de KC|,
0.25 mM de Tris-HCIpH 7.5y 10% de Tween 20.

e Agua dietilpirocarbonato (DEPC): Agregar 1 ml de DEPC a 1 Lt de agua estéril
agitando O/N. Esterilizar y guardar a temperatura ambiente.

+ PBS (Bufer de fosfatos sédico) Disolver 8 g de fosfatos en 800 ml de agua DEPC
y ajustar pH a 7.5 con HCL después aforar a 1 Lt con agua DEPC para obtener una
concentracion final de 100mM de KCI, 5 mM de Na;HPO4, 1 mM de KH,PO,.

77515 CON
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¢ Solucion de cargado para RNA: Para 1 ml de solucion adicionar 50 pl de
formamida, 250 pl de SSC 20X pH 5.0, 5 ul de RNA de levadura con una
concentracion de 10 mg/ml, 100 pul de SDS 1% y heparina 50 ug/ml.

* SSC 20X: 175.3 g de NaCl (Concentracion final de 3M), 88.2 g de citrato de sodio
{concentracion final 0.3M) a pH 7.0 (ajustado con NaOH 10N) y aforado a 1 Lt.

e Oligo (dT) (12-18) Primer 0.5 ug / ul (GibcoBRL Cat. 18418-012).

« 500 mM KCI pH 8.3.

« Superscript Il RNase H" Reverse Transcriptase. (GibcoBRL Cat 18064-014).

« Buffer de transcripcion 5X (First strand Buffer). 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375
mM KCI, 15 mM MgCl.. (GibcoBRL Cat. Y00146)

¢ DTT 0.1 M (Cat. Y00147)

« RNase OUT Inhibidor de Ribonucleasa Recombinante (Cat 10777-019
GibcoBRL).

e Trizol Reagent. GibcoBRL. Cat. 15596-026).

« DNAse | RNase-free. (Roche. Cat. 776785).

e Tag DNA Polimerasa (Roche Cat.1146165, 0.1 0l = 1 U), buffer de polimerasa
10X (100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCly), H2O DEPC estéril.

« Marcador de peso molecular “¢X174 RF DNA/Hae lll Fragments”. (GibcoBRL.
Cat. 15611-015).
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Nombre..". Secuencia de,O‘ligonucIeétidos ] Producto Temp. de

Ampilificado alineamiento
Ptc1 Upp | 5° AAC-AAA-AAT-TCA-ACC-AAA-CCT-C 3° 244 pb 63°C
Ptol Low | 5" TGT-CTT-CAT-TCC-AGT-TGA-TGT-G 3"
Pt@ Upp | 5 GCT-TCG-AGC-TTA-CTT-CCA-AG 3' 468pb 63°C*
Pte2 Low | 5° GTC-AAG-CGG-GGT-GAG-GAT-CA 3 ‘
Gil Upp | 5°GCT-GGA-TAT-GAT-GGT-TGG-CAA-GTG 3° | 520 pb 63°C 1
GlitLow | 5" GGT-CCG-ATT-CTG-GTG-CTT-GGC-G 3 R [
Gi2Upp | 5 TTC-GTG-TGC-CGC-TGG-CAG-GC 3 425 pb 63°C
Gli2Low | 5" TTG-AGC-AGT-GGA-GCA-CGG-AC 3 -
Gi3aUpp |5 TTC-GTG-TGC-CGC-TGG-CTI-GA 3’ 15pb 63°C
GlidaLow | 5" TGA-ATG-GCT-GCC-GGA-ATC-TC 3’ .
Shh Upp | 5 CGG-CAG-ATA-TGA-AGG-GAA-GAT-CA 3’ 395 pb 64°C
Shhlow | 5° CGG-AGT-TCT-CTG-CTT-TCA-CAG-AA 3’ o
THRNA Up | 5 AGG-TGA-GGA-GGC-ATG-ACG-GAT-GTA 3° 322 pb gen. 62°C: - : i
THRNA Lo | 5° TAC-GCC-ACG-CTG-AAG-GGC-CTC-TAT 3" | 272pbcDNA |- =
HPRT Upp | 6 CCT-GCT-GGA-TTA-CAT-TAA-AGC-AGCT-G 3° | 310 pb 58°C
HPRT Low | 5" GTC-AAG-GGC-ATA-TCC-AAC-AAC-AAA-C 3 N
ACTUpp | 5 GGC-CCA-GAG-CAA-GAG-AGG-TAT-CC 3" 460 pb 58°C .
ACTLoW | 5 ACG-CAC-GAT-TTC-CCT-GTC-AGC 3° o
DaxN 5" GAG-GTC-ATG-GCC-ACA-CAC-ATT 3° 250pb | 57°C
Sonic 5° GTC-ATC-AGC-CGG-TCT-GCT-CC 3°
Dax-sonic | 5" GAG-CCT-CAG-GCC-ATG-GTG-CT 3° 330pb - -] B7°C
Sonic 5" GTC-ATC-AGC-CGG-TCT-GCT-CC 3’ T L
Dhh 5 upp | 5° AAG-CTG-ATA-ACT-CAC-TGG-CG 3' 609pb | 57°C
Dhh c3 low | 5" TGG-CAT-TTC-CCG-GAA-AGC-AG 3’

*35 ciclos.

Tabla 2. Pares de Qligonucleétidos usados y condiciones de reaccion RT-PCR
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RESULTADOS

Generaciéon de un raton transgénico con el vector de expresién pDSA

La construccion del vector de expresion pDSA (conteniendo el gen Shh bajo
el control de la regidon reguladora del gen Dax-1) {a llevé a cabo durante mi trabajo
de tesis de licenciatura (Martinez, 2000). Dicha construccién fué analizada por
patrones de digestion y por secuenciacién de las uniones entre el promotor y el
cDNA de Shh, asi como un fragmento de la region 5° de Shh, la cual fue generada
por PCR. A través de estos procedimientos se demostr6 que no existian
mutaciones ni cambios de fase.

La generacion de un ratdn transgénico, se intentd varias veces en el IBT con
la colaboraciéon de la Dra. Ver6nica Narvaez, pero desafortunadamente no se tuvo
éxito ya que en la mayoria de los experimentos realizados ocurrié la reabsorcion de
los embriones durante la gestacion, de manera que no se obtuvieron ratones vivos.
Entonces se decidi0 mandar a hacer la microinyeccion en la unidad de
transgénicos de la Universidad de Georgia. Para ello se envié una preparacion
apropiada de la construccion pDSA. Ellos nos enviaron 72 muestras con
fragmentos de cola de ios ratones que obtuvieron en 2 sesiones de microinyecciéon
(24 en la primera sesion y 48 en la segunda sesidn) y nosotros nos encargamos de
la genotipificacion

La genotipificacién se realizé por medio de PCR usando como templado el
DNA genémico y con dos diferentes pares de oligonuclettidos (figura 7). En ambos
juegos de oligonucleotidos, los “primers” 5° contenian secuencias complementarias
al fragmento proveniente del gen Dax-71, mientras que los “primers” 3’ eran
complementarios a Shh. Este disefio garantizaba la amplificaciéon exclusiva de la
construccién transgénica.

s am Py
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Figura 7. El esquema representa las regiones de la construccion pDSA
amplificadas por dos pares de oligonucledtidos Daxsonic-Sonic (A) y DaxN -Sonic

(B).

De 72 ratones analizados por medio de PCR, se identificd solamente un
ratén macho positivo (figura 8). En los experimentos realizados se incluyd, un
control positivo consistente en DNA gendmico silvestre mas 10 pg de cDNA de
pDSA, con el fin de simular la concentracion aproximada de cDNA que se puede
encontrar en DNA gendémico. Cabe mencionar que se continud con mas sesiones

de microinyeccion sin obtenerse otro raton transgenico.

Figura 8. Fotografia de un gel de agarosa con el producto de PCR del raton
transgénico. La muestra de DNA genoémico positiva para el ratéon transgénico
macho fue la 80/4. Los carriles 1+ y 2+ son los controles positivos. El ultimo carmril
contiene como control negativo DNA genodmico silvestre.
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Expansion de la linea del ratén transgénico pDSA

La expansion de la linea de ratén transgénico se Hevé a cabo cruzando el
ratén macho transgénico (fundador) con ratonas silvestres, como se muestra en la
figura 9. De la progenie de esta cruza se obtuvieron ratones machos y hembras
tanto homocigotos como heterocigotos. Los cuales se utilizaron para experimentos
posteriores. En esta etapa no se hizo distincién de si eran homocigotos o
heterocigotos.

MachoTg HembrawT

Fundador »¢
Machos Tg Hembras Tg Machos WT Hembras WT
X
Machos Tg . .
Hembras Tg iomocigotos y Heterocigotos

Figura 9. Cruzas que se llevaron a cabo para la expansion de la linea del raton
transgénico.

Analisis de la expresion del transgén mediante RT-PCR

De acuerdo al patron de expresioén antes descrito para el gen Dax-1, a los
13.5 dpc se detecta Dax-1 enddgeno en las gonadas de hembras y no en las de
machos. Entonces se decidi¢ utilizar génadas de la progenie de 13.5 dpc (ver
materiales y métodos) proveniente de la cruza entre ratones macho y hembra
transgénicos para determinar si la construccion Dax-1-Shh se estaba
transcribiendo de la manera esperada. Primero se genotipificd la progenie
utilizando los DNA gendmicos extraidos de las colas de estos embriones (figura

U T GO
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10A). De los ratones positivos para este transgén, se procedié a extraer RNA de
las goénadas y se atendié con especial cuidado que el RNA no tuviera
contaminacién con DNA gendémico (ver materiales y métodos). Se analizé la
presencia del cDNA por medio de un RT-PCR del gen HPRT (figura 10B). Asi
mismo se hizo una reaccién para amplificar el gen Dax-1 y de esta manera
confirmar que este gen se estaba expresando en cantidades detectables mediante
nuestro ensayo y se encontré que efectivamente Dax-7 si se detecta en las
génadas de hembras transgénicas y en menor cantidad que en las génadas de
machos (figura 10C). Finalmente con estas muestras se analizé con los pares de
oligonuciledétidos descritos en la figura 7 la presencia del transcrilo (figura 10D). El
resultado de este analisis, indico que ninguno de los ratones positivos analizados
de la linea 80/4 expresaba el transgén.

Analisis de la expresion del transgén mediante hibridacion in situ

Otra forma en la que se analizd si los ratones transgénicos expresaban el
trangén fue por medio de una hibridacion in situ contra Shh. Para este experimento
nuevamente se utilizaron gonadas de 13.5 dpc de la progenie obtenida de la cruza
entre ratones macho y hembra transgénicos. El resultado se muestra en la figura
11. Se presenta la fotografia de la region caudal del embrién en donde resalta la
expresion en una porcion del intestino, de la médula de la espina dorsal, y la uretra.
Dado que que la expresion de Shh es muy fuerte, en el embrién, se observa una
sefial intensa. Se muestra también la fotografia de los foliculos del bigote ya que en
ésta la expresion es mucho menos y se puede apreciar un patron discreto, que
demuestra la expecificidad de la sefial (figura 11A). Se muestra la fotografia de la
cabeza de un ratdn con sonda sentido (figura 11B). La fotografia de las génadas de
embriones hembras y machos con la sonda antisentido no presenta sefial de Shh
en ningun momento (figura 11C). De todo estc se puede concluir que el ratén
transgénico que se obtuvo no expresd el transgén.

No se obtuvieron mas ratones transgénicos a pesar de haberse realizado
mas microinyecciones.
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TOOOTOTOO
5 6 8 9

1 2 3 4 +

A Genotipo .mr::- DNA genemico
B HPRT
C Dax
D Transgen
T = Goénada macho O = Gbnada hembra

+ = Muestras positivas

Figura 10. Analisis de expresion del transgén mediante RT-PCR de embriones de
13.5 dpc. Muestras 1 a 9 de génadas de embriones mas los controles positivo y
negativo. La linea "A” representa la imagen del gel de agarosa del genotipo. Linea
“B" RT-PCR de HPRT. Linea "C” RT-PCR de Dax-1 enddgeno. Linea "D” RT-PCR
del transgén. Linea “+” control positivo incluye DNA gendmico del ratdén 80/4 para la
genotipificacion, cDNA de embrién con 10 pg de la construccion para “B, Cy D”.
Linea “-* control negativo del coctel de reaccion sin templado.
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(A) Hibridacién de la regién caudal del embrién y los foliculos del
bigote con la sonda antisentido

~ _’:

‘Reqién Caudal

Falicules de Bigote

(B) Hibridacion del embrién con la sonda sentido

Hembra Tg Macho Tg

Figura 11.Hibridacion in situ con Shh. (A) Se observan los controles de la sonda
antisentido mostrando expresion de Shh en el embrion y los foliculos del bigote. (B)
La sonda sentido no da coloracién. (C) gonadas de Hembra Tg y Macho Tg que no
presentan expresion de Shh.
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Expresion transitoria del vector de expresién pDSA en células totipotenciales
“ES”

La ausencia de la expresion de Shh en el ratén transgénico hizo necesario
demostrar que esto no era debido a un problema intrinseco de la construccion tal
que impidiera su transcripcion. Para ello se llevé a cabo un experimento de
expresion transitoria de la construccién pDSA en células totipotenciales en donde
sabiamos que el promotor de Dax-1 es activo (comunicacion directa Dra. Verénica
Narvdez). Se introdujo pDSA en cultivos de células “ES". De las células
transfectadas se obtuvo RNA para experimentos de RT-PCR y se incluyeron varios
controles; primero se hizo un PCR utilizando como templado el RNA para ver si
habia contaminacién con el DNA electroporado. Se encontré6 que no habia
contaminacion (figura 12A). Se hizo un RT-PCR de Dax-1 donde se demostrd tal y
como se esperaba que hay presencia endogena de Dax-7 en las células “ES”
(figura 12B). Se amplificd actina como control del cDNA (figura 12C). Finalmente se
amplificé el transcrito correspondiente a la construccion pDSA, donde se corroboré
que si se transcribié. Como control positivo ademas se empled un reportero de p-
galactosidasa, y se midié la expresion de LacZ también por RT-PCR (figura 12D, E
yF).

Expresion de genes cascada abajo de la via de Hedgehog, en génadas
embrionarias de raton

Si bien como se describié en la Introduccién, se conocen los genes que
participan en la via transduccional de Hedgehog, para el caso particular de |a
gonada embrionaria no se habia definido cual o cuales de los receptores Ptc o de
los mediadores GIi tendrian participacion en las funciones tempranas de Dhh. Al
respecto sélo se habian reportado los datos que se presentan en la tabla 3 y figura
13, referentes en la mayoria de los casos a periodos postnatales. Para determinar
en forma preliminar que genes se activaban en la gdénada en respuesta a
hedgehog, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR. Si bien es claro que la
unica informacion que nos proporciona el RT-PCR de manera general es si se
expresa o no un gen en la gbnada completa, posterior a un analisis de este tipo se
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podrian llevar a cabo inmunolocalizaciones de aquelios genes que resultaran
positivos por PCR y asi determinar que tipos celulares dentro de la génada
responden a la accién de Dhh. Con esta finalidad se extrajo RNA de génadas de
machos y hembras (perfectamente separadas del mesonefros) de los estadios de
diferenciacion 12.5, 15.5, 16.5, 17.5, 18.5 dpc y adultos (se trabajé con gdnadas
unicas). Con estas muestras se realizaron reacciones de RT-PCR para los
receptores Ptc1y Ptc2 y para las proteinas Gli1, Gli2 y Gli3. Cabe mencionar que
al igual que en los ensayos de RT-PCR anteriores, se hizo un tratamiento muy
riguroso con DNAsa libre de RNAsa para eliminar todo el remanente de DNA
genomico presente y evitar falsos positivos. Asi mismo, en todos los casos, se llevd
a cabo el control de contaminacidén de gendmico anteriormente descrito. Los
resultados se presentan en la figura 14, y en la tabla 4.

N T LoxN-Sonic mRNA

{c' r'ewz?-wﬂ:wy,’r Y .

AN b it . Actina cONA

(b) UaxN.-Sonic cUHA

(F) Daxsonic-Sonic cDNA
(F) Lac/ cDNA

Figura 12. Expresion transitoria en células “ES”. La columna 1 células “ES”
electroporadas sin plasmido; la columna 2 células “ES" con el vector de LacZ que
contiene el promotor de actina; la columna 3 células “ES” con pDSA; la columna 4
los controles positivos de la reaccidn de PCR correspondiente; La columna 5 el
control negativo de la reaccién con el coctel de reaccion sin templado. La fila (A)
corresponde a un PCR para amplificar ei transgén y se usé RNA como templado; la
fila (B) RT-PCR de Dax-1; la fila (C) RT-PCR de actina; las filas (D y E) RT-PCR
con los diferentes juegos de oligonucleétidos que amplifican el transgén; la fila (F)
RT-PCR de LacZ que fue el control positivo del ensayo.
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Etapa | Expresién | Grupo celular Referencia
11.5dpc-aduito | Dhh BB Células de Sertoli Bitgood, 1995, Bitgood,
11.5dpc— Ptct ¥ Células peritubulares ‘Bitgood, 1995
Adutto - o
11.5dpc Ptct Mesonefros Hung-Chang, et a/
2002
12.5dpc “Ptet "Mesonefros — gonada (Células | Hung-Chang, et al.
. peritubulares) 2002
13.5dpc T Ptc1 | | Gonada (Céluias Hung-Chang, et al.
’ peritubulares) 2002
18.5 dpc " Ptc2 Espermatocitos irios y Carpenter, et al. 1998
espermatocitos 2rios
Adulto Ptc2 | Goénada Carpenter,etal. 1998
18.5dpc TFu Espermatocitos 1rios y Carpenter, et al. 1998
espermatocitos 2rios
Aduito Sufu Espermatocitos 1rios y Stone, et al. 1999
espermatocitos 2rios
Adulto Sufu | Ovario Stone, et al. 1999
15.5dpc Sufu Testicuio Stone, et al. 1999;
Pearsel), et al. 1999
T Gli1 Espermatogonia Persengiev, etal. 1997
Gli3 Espermatogonia Persengiev, etal. 1997

Proteina RNAmM

Informacién con la que se contaba al inicio de este trabajo.

Informacién posterior al inicio de este trabajo.

Tabla 3. Analisis de expresion reportados antes y después de este trabajo en los

diferentes tipos celulares de la génada. Como se puede observar en color azul se

representa la presencia de la proteina y el RNAm en negro (ver figura 13).
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Célula de Leydig ¥
{115 dpc - adulta) /%

“4 Lamira Basal

Espermatgonia
A Gli1>Gh3

B Gl3>Ghi1

Mitosis

@-14 dpp)
P Espermatocito
Diviston - - Furnano
Meidtical R (14-20 dpp)
- Espernatocito
o Secundano
Civisian =% e 1 .
Meidlica Il L+ ; —_——- Espemantde
IR IR - - {3 meses)
‘ . ﬁ-——— E_spetméh'de 272
) ' S B diferencisndo
Cilulade ___ ¢ # ¢ .
Santol R B
11.5dpc- ~ 7,
CGP ?7?7? (aduho’)] . ﬁ~——— Espeimaloznide en

ellurnen ?27?

Figura 13. Esquema de la expresion de los miembros de la cascada de Hedgehog
en el testiculo. Apoya a la Tabla 2.
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12.5 15.5 16‘5» 17.5 18.5 adulto
HPRT diadiaomi mw 0 W > GG sl e | . |

woITOP»=

Figura 14, RT-PCR de algurios miembros cascada abajo de la expresién de Dhh.
Analisis de gonadas de hembras y machos a 12.5, 15.5, 16.5, 17.5, 185 dpc y
adultos. En todas las reacciones se usaron 2 ul de cDNA como templado.

0125 | 01565 | 0165 | 0175 | 0185 (s}

\dpc adulto
Ptc1 0/10 o9 0/3 014 316 313
Ptc2 0110 0r9 0/3 or4 2/6 313
Glit 0/10 0r9 043 0/4 416 33
Gli2 0110 o/ 0/3 014 516 313
Gli3 0/10 0r9 010 0/0 2(6 313
T126 | T16.6 | T1656 | T1756 | T1856 T
adulto
Ptc1 o8 116 8110 9114 819 313
Ptc2 0/9 1e 6110 4114 89 313
Gli1 o/9 ol6 3110 4114 219 313
Gli2 019 0i6 710 7114 819 313
Gli3 0r9 0/6 2i10 5i14 619 313

Tabla 3. Representacion del nimero de génadas que expresan algun miembro de
la via de sefalizacién sobre el nimero de génadas analizadas en ese estadio.
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En forma breve las principales observaciones que se desprendieron de este
experimento son, que la expresién de los genes de la cascada de hedgehog se
inicia en machos a partir del dia 15.5. En ese momento se detecta la aparicién de
los mensajeros de ambos receptores en proporcidon mayor para Ptc1 que para
Ptc2. La expresién de los genes G/ se inicia un dia después y parece ocurrir de
manera constante solo al final de la etapa embrionaria. Los mensajeros de los tres
genes Gli se detectan mediante este ensayo. Por otra parte, de manera
inesperada, se observé una débil amplificacion de los genes analizados en varias
de las muestras de 18.5 dpc y adulto de génadas de hembras, a pesar de que esta
estabiecido que Dhh no se expresa en hembras. Por esta razén, se evalud la
posibilidad de que Shh se empezara a expresar en la génada de hembra al final del
periodo embrionario; sin embargo, no se encontré la presencia de este mensajero
en la génada adulta de ningun sexo (figura 15).

Se ha reportado que existe cierta contribucién celular del mesonefros hacia
la gbénada (Buehr, et al. 1993; Merchant-Larios, ef al. 1993; Tilmann et al. 2002) y
también se ha visto que la interaccién de las células migratorias y las células
precursoras de soporte juegan un papel en el establecimiento del destino de Sertoli
(Tilmann, et al. 1999). Ello nos hizo pensar en la posibilidad de que en respuesta a
Dhh se expresara algun miembro de esta via de sefializacion en el mesonefros.
Para ello analizamos mesonefros de machos de 12.5 dpc donde se encontré que
se expresaba Ptc1, Ptc2, Gli1 y Gli3 (figura 16).

1 adulte
Q adulto

HPRT cDNA

Figura 15. RT-PCR de Shh en cDNA de testiculo y ovario adultos. T = testiculo, O
= ovario. Control positivo se amplificé Shh en cDNA de embrién (E) de 16.5dpc,
control negativo (-) coctel de reaccion sin templado.
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Figura 16. RT-PCR de los miembros de Dhh en Testiculo y Mesonefros de 12.5
dpc. T = testiculo y M = mesonefros. Se usaron 6 pares de gbnadas y mesonefros.
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DISCUSION

El objetivo de este proyecto fue generar un ratdén transgénico que expresara
el gen Shh -mimetizando a Dhh - en ovarios de ratones. Para ello se plane¢ utilizar
la regién regulatoria del gen Dax7? la cual era capaz de dirigir la expresion de este
gen en el ovario (Narvaez, 1996). El motivo de la generacion del ratdn transgénico
mencionado era el poder estudiar el efecto de la accién de hedgehog en |la gbnada
indiferenciada. Nuestro interés se justificaba esencialmente por tres observaciones:
la primera era que Dhh inicia su expresion en la gonada embrionaria indiferenciada
a partir del dia 11.5 del desarrollo; la segunda era que el raton nulo para Dhh
presenta defectos en la espermatogénesis desde etapas tempranas,; y la tercera
era que el dimorfismo sexual de las células germinales en la gébnada embrionaria
de ratdén ocurmre a los 13.5 dpc. Dicho dimorfismo se manifiesta en el raton macho
por la entrada en reposo mitotico de las CGP; y en gonadas de hembras, por la
entrada a meiosis. Por todo [o anterior pensamos en la posibilidad de que Dhh era
el gen encargado de la entrada en reposo mitédtico o de la inhibicion de la meiosis
en las CGP de machos. Si este era el caso, el ratéon transgénico proyectado nos
daria una respuesta inequivoca.

Obtuvimos un ratén transgénico, del cual se confirmé también la presencia
del transgén deseado. Sin embargo, en este ratdn, se demostré que el transgén no
era transcripcionalmente activo; por lo cual, la linea transgénica no nos fue de
utilidad. Para descartar la posibilidad de que la construccién que se introdujo en et
ratéon tuviera algun defecto intrinseco (como una mutacién o delecion) tal que no
fuera funcional, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR en céiulas
embrionarias cultivadas y de esta manera, se pudo constatar que la construccion si
se transcribia en éstas células. Por lo tanto, el silenciamiento observado en la linea
transgénica obtenida, muy probablemente se debié al sitio de insercion del
transgén en el genoma; es decir, se sabe que en eucariotes, algunas regiones del
genoma presentan una estructura compactada de la cromatina en ciertos estadios
del desarrollo o en 6rganos especificos, la cual es incompatible con la actividad
transcripcional (Kioussis, et al. 1997). Suponemos que, lamentablemente, el pDSA
se inserté en una de estas regiones. A pesar de los numerosos intentos posteriores
para producir otra linea transgénica con las caracteristicas deseadas, no nos fue
posible encontrar otro raton positivo.
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Si bien es comuin que un inserto transgénico quede ubicado en regiones
gendémicas silenciadas, resulta extrafio que s6lo se haya podido producir un raton
positivo con estas caracteristicas. Al respecto, debe mencionarse que aunque
inicialmente la region regulatoria de Dax7 que se utilizd, se consideraba especifica
y exclusiva de la génada; en experimentos posteriores del laboratorio del Dr. Robin
Lovell-Badge, se encontr6 que esta regiéon regulatoria era también activa en el
blastocisto (Comunicacidn personal Dra Verdnica Narvaez). Por lo tanto, una
explicacién es que la expresion de Shh en el blastocisto transgénico fuera letal
para el embrion. Esto explicaria la baja eficiencia de la microinyeccion, asi como ei
que se hubiera seleccionado un ratéon sin actividad transcripcional. Sin embargo,
esta hipotesis no se comprobé y sigue siendo factible que un problema de caracter
técnico explique la incapacidad de obtener el ratén deseado.

Independientemente de este resultado, consideramos que aun seria
importante obtener el raton transgénico originalmente proyectado. Ciertamente en
el transcurso de este proyecto mucho han aportado otros grupos en relacién al
conocimiento del papel de Dhh en el desarrollo de la génada masculina. Los
descubrimientos relacionados con su funcién en la gonada, han procedido de
manera erratica, debido a que los defectos observados en la mutante de Dhh han
sido variables dependiendo del fondo genético. Por ejemplo, ya antes describimos,
que el “knockout” obtenido originalmente por el grupo de Bitgood y colaboradores
{19986) -que fue el trabajo con el que fundamentamos nuestra hipotesis- reveld que
el papel de Dhh era estrictamente sobre las células espermatogénicas y no tenia
ningun efecto sobre las células somaticas tales como las células de Leydig u otros
tipos peritubulares. Sin embargo, en un trabajo posterior (Pierucci-Alves, et al.
2001), en el que se analizaron las mutantes de Dhh después de haberlas
transferido de! fondo genético correspondiente a la cepa 129/sv, al fondo C57BL/6
y al Swiss Webster, se observo que habia defectos importantes en el desamolio del
linaje miode peritubular que conducian a una formacion anormal de los cordones y
a la perdida consecuente de las células de Leydig. Dado que las células
peritubulares  contribuyen a la formacion de la ldmina basal durante la
organogénesis del testiculo, se concluyé de manera imprecisa, que el papel central
de Dhh era modular la formacién de la lamina basal, quizé regulando la produccion
de fibronectina y colagena en las células peritubulares (Pierucci-Alves, ef al. 2001).
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Mas recientemehte (Hung-Chang, et al. 2002), queddé finaimente demostrado que
th 'esp'ecyiﬁcya el destino de las células de Leydig. Esto se defini¢ al observar, por
un Ivadé.'qtii‘e{‘lasgénadas de macho provenientes del ratén nulo Dhh”" no tienen
) expresiénl dezla enzima “P450 side chain cleaveage” que es un marcador tipico de
las células de ‘Leydig; y por otro lado, al demostrarse que los células somaticas en
la génada no tenian alteraciones en sus propiedades de proliferacion y
sobrevwenma ni en sus propiedades migratorias (ya que se sabe que parte de las
7 _células de Leydig podrian ser aportadas desde el mesonefros), por lo que se
concluyo que el efecto de Dhh era sobre la diferenciacion de los precursores y la
determinacién de la identidad del linaje de Leydig (Hung-Chang, et al. 2002).

De todo lo anterior queda claro que la hipétesis original de este trabajo se
habia basado en datos incorrectos. Ahora sabemos que en el periodo embrionario,
Dhh no actia sobre las células germinales, sino sobre los tipos somaticos. No
obstante a pesar de esta esta diferencia, tenemos ahora informacién suficiente
para especular respecto a lo que hubiéramos observado al expresar Dhh
transgénicamente en la génada indiferenciada XX. En relacion a ello es interesante
sefalar que dado que Dhh es uno de los primeros genes que se expresan en
respuesta a Sry es probable que su expresiéon temprana en la génada de hembra
hubiera conducido a la formacion de células de Leydig en hembra y por lo tanto a la
produccion del Sf-1, cuya actividad hubiera conducido a una masculinizacién de la
gonada. El determinar si esto sucedia hubiera sido muy interesante, ya que
actualmente se desconoce el origen de las células de Leydig y se especula al
respecto (Clark, et al. 2000; Pierucci-Alves, et al. 2001; Hung-Chang, et al. 2002),
que sus precursores podrian estar presentes en forma de células pluripotentes
derivadas del epitelio celomico, con capacidad para producir distintos tipos
somaticos dependiendo de la influencia que reciban. En oposicién a esta idea
también se ha sugerido que los precursores de Leydig, tienen un origen comun con
las células esteroideas de la adrenal y que migran desde una region anterior del
mesonefros, hacia la gbénada. Por lo tanto, si Dhh hubiera sido capaz de producir
células de Leydig en hembras, se hubiera determinado que en la génada
indiferenciada existen células pluripotentes capaces de responder a la sefial de
hedgehog, y que estas sefiales son suficientes para determinar el destino de
Leydig. En razén de estos argumentos, pensamos que de haberse obtenido un
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ratéon transgénico con las caracteristicas deseadas se hubiera podido contribuir al
conocimiento de la organogénesis del testiculo embrionario.

Otro aspecto importante de este trabajo, es el que se refiere a la
determinacion de la expresién de genes que se activan en respuesta a hedgehog.
Nuestra expectativa era que a través de experimentos de RT-PCR pudiéramos
determinar cual de los 2 receptores Patched descritos en raton era el iniciador de la
respuesta, e iguaimente pudiéramos identificar cual de los genes G/i era mediador
de los efectos de hedgehog en la génada. Esta ultima pregunta era en particular
interesante ya que como se menciondé en la Introduccioir, sabemos que las
proteinas Gli actuan en forma contexto-especifica y de manera combinatoria. Sin
embargo, aun no ha sido posible establecer asociaciones entre la combinacién de
genes y sus actividades celulares especificas (represoras o activadoras). Como se
describié anteriormente, el raton nulo de Dhh presenta anormalidades indicativas
de la heterogeneidad de acciones de Dhh a lo largo de las diferentes etapas del
desarrollo del testiculo. Primero, en la génada embrionaria, como ya se discutio,
participa en la diferenciacion de las células de Leydig; y posteriormente, en
periodos postnatales, tiene un papel en la sobrevivencia de las espermatogonias vy,
finalmente, en la diferenciacion de las espermatidas. Por ello es importante
caracterizar las combinaciones de Gli que estan operando a lo largo de cada una
de las funciones que tiene Dhh en el testiculo, y asociarlas a respuestas celulares
especificas. Se habian hecho estudios de la expresion de los genes Pic y Glien el
testiculo postnatal, pero no en el periodo embrionario.

Los experimentos de RT-PCR nos pemmitieron detectar transcritos
correspondientes a los genes Pfc1, Ptc2 solo a partir de 15.5 dpc en la génada XY
y de los tres genes GIi a partir de 16.5 dpc. Sin embargo, pudimos detectar los
mensajeros de todos estos genes a excepcion del de G/i3 desde 12.5 dpc, en el
mesonefros. En principio resulta paradéjico el no haber logrado amplificar estos
transcritos de la gonada en 125 dpc ya que sabemos que Dhh empieza a
expresarse desde 11.5 dpc; ademas sabemos que las células de Leydig empiezan
a producirse desde 12.5 dpc, lo cual implica que la actividad de Dhh se inicia antes
de este momento. Una posible explicacion que se le podria dar este resultado es
que, en la génada se producen |os mensajeros mencionados en muy poca cantidad
y, dado que nosotros utilizamos goénadas uUnicas en nuestro ensayo, nuestra
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sensibilidad podria estar por debajo de los limites de deteccién. Sin embargo, si
fuimos capaces de detectar la presencia de los mensajeros en el mesonefros de la
misma etapa, asi como otros mensajeros control, lo que indica que nuestro ensayo
tubo una eficiencia razonable.

La presencia de los mensajeros de la via de Dhh en el mesonefros es
significativa, ya que ningun miembro de hedgehog se expresa en el mesonefros en
este momento, y por lo tanto se sugiere que Dhh induce la expresién de estos
mensajeros tanto en la gbnada como en el mesonefros, y que la respuesta inicial
es mayor en este ultimo. Esto seria consistente con la idea de que las células de
Leydig, en buena proporcion, derivan de células que migran desde el mesonefros y
que previo a esta migracion, se inicia la traduccion de los miembros de la cascada.
Por otro lado, también explicaria que pueda iniciarse la diferenciacién de las
ceélulas de Leydig sin que haya mensajeros detectables por RT-PCR en la génada.
Nuestros resultados coinciden totalmente con los que se presentan en el reporte de
Hung-Chang, et al (2002), en el sentido de que también en este articulo se detecta
primero la expresion de Patched1 en el mesonefros y sdlo un dia después en la
gonada, y la seftal en mesonefros es en todo momento mucho mas intensa que en
la génada. A diferencia de nuestro trabajo, en ese reporte, la expresion de Plct se
detecta como actividad de f3-galactosidasa, pues se utiliza una génada transgénica
XY en la que se inserté el gen LacZ dentro del focus del gen Ptc1; esto es, sus
mediciones corresponden a la presencia de la proteina. Otra diferencia es que ellos
hacen deteccion in situ por lo que su ensayo tiene mayor sensibilidad.

Respecto al interés que originalmente motivaron nuestras determinaciones
de RT-PCR, debemos decir que lamentablemente el resultado obtenido no resulté
tan informativo como se esperaba. Esto es debido a que nuestra expectativa era
encontrar un perfil discreto de expresion de los miembros de la cascada, el cual
podria haber sido distinto al que se ha determinado en periodos postnatales. Un
resultado asi, hubiera permitido una asociacion muy simple de una proteina G/ a
una funcién. Sin embargo, como se menciono, todos los mensajeros de Ptc y Gli
aparecen al mismo tiempo. Las interpretaciones que pueden hacerse de estos
datos son diversas, probablemente se esté induciendo la expresion de todos ellos y
seria una regulacion a otro nivel quién determine la participacion de cada una de
las proteinas. También podria ser que en efecto todos los genes estudiados estén
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involucrados en los efectos iniciales de Dhh en la génada embrionaria. De acuerdo
a nuestros resultados, la expresién de Pfc1 y Pct2 no va a la par, mientras Ptc1
llega a un maximo al dia 16.5, el maximo de Ptc2 seria en el dia 17.5. Asi mismo,
la proporcionde los 2 mensajeros parece diferente. Por otro lado, aunque las
proteinas Gli se expresaran desde el dia 16.5, es la forma de Gli2 quien se
presenta en mayor proporcion. Todo esto parece sugerir una fina regulacion a nivel
de induccidn de la transcripcion en respuesta a Dhh. Probablemente, eventos a
nivel traduccional o postraduccional tengan una participacion importante en la
produccion de las formas activadoras o represoras, en un momento en particular.
También se ha observado que Gli1 puede encontrarse en el citoplasma o
translocarse al nucleo por lo que este nivel de regulacion también es factible (Kroft,
et al. 2001). Para lograr un mayor entendimiento de qué proteinas Gli, y en que
forma participan en la diferenciaciéon de las células de Leydig seria necesario poder
determinar su estado funcional in vivo, asi como determinar si se encuentran
procesadas como receptores o activadores. Este tipo de determinaciones no son
posibles por el momento ya que no se conocen anticuerpos que puedan distinguir
isoformas o estados de fosforilacidon para estas proteinas. Un enfoque que
seguramente sera de gran utilidad es el analisis mutacional de las proteinas G/i en
gonadas en cultivo. Muchas mutantes nulas de G/i en ratdén ya existen, por lo tanto
muy pronto podréan realizarse este tipo de experimentos.

Finalmente otra de las observaciones interesantes de nuestro analisis de
RT-PCR es el inicio de la expresion de todos los mensajeros Gli y Ptc en la
goénada de hembra a partir del nacimiento, o en el final del periodo de gestacién.
Creemos que esta expresién es inducida por Shh a larga distancia, a partir de
oérganos vecinos, o a través del tejido vascular. En concordancia con nuestros
datos, se report6 la presencia de RNAmM de Sufu en ovarios adultos (Stone, et al.
1999). Este resultado nuevamente parece sugerir que la simple presencia de
cualquiera de los genes hedgehog puede inducir la expresion de todos los
mensajeros de la via, y que la seleccion de aquellos que participan en respuestas
especificas, ocurre por mecanismos postraduccionales.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS:

+ Se logré obtener una linea de ratones transgénicos, que sin embargo no
expreso el transgén deseado.

e Los experimentos de expresion transitoria de Ia construccion pDSA en
células totipotenciales “ES"” demostraron que el transgen es funcional.

 En el transcurso de este trabajo, otro grupo determiné la importancia de
Dhh en la diferenciacion de las células de Leydig. Sus resultados validan
la utilidad del ratén transgénico con expresidon de Dhh en génadas de
hembras como un modelo que seria de utilidad en el entendimiento de la
diferenciacion de los tipos somaticos de la gbnada indiferenciada

¢ Los analisis de expresion por RT-PCR de algunos de los miembros de la
via de sefalizacion de Hedgehog mostraron que en machos, la expresion
de Ptc1 y Ptc2 desde los 15.5 dpc, y de Gli1, Gli2 y Gli3 desde los 16.5
dpc. La presencia de los mensajeros de todas las subunidades de Pic y
Gli en la gonada sugiere que un procesamiento postraduccional
determina ia participacion de los miembros especificos de la via.

En estudios futuros seria interesante hacer un andlisis inmunohistoquimico
de los miembros de la via de transduccién de Dhh en la génada asi como
esudiar los efectos sobre {a testiculogénesis, de mutaciones de pérdida y
ganancia de funcién para las proteinas Gi.
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