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Antecedentes

Antecedentes

La diferenciacion sexual es uno de los fendmenos bioldgicos de mayor
trascendencia ya que permite la perpetuacion de las especies con reproduccion
sexual. En el humano la diferenciacion sexual se produce en tres etapas

sucesivas: cromosomica, gonadal y fenotipica (Kofman-Alfaro y cols, 1982).

La etapa cromosdmica se inicia al momento de la fertilizacion, cuando un
espermatozoide que posee un cromosoma X 0 un cromosoma Y fertiliza un dovulo
que aporta un cromosoma X. De esta forma se establece el dimorfismo sexual
que caracteriza a los mamiferos, en los cuales la hembra presenta un
complemento cromosémico sexual XX y el macho XY. La presencia del
cromosoma Y es necesaria para la diferenciacion testicular de la godnada
primitiva, independientemente del nimero de cromosomas X presentes en el

genoma de un individuo (Muller, 1994; Ford y cols., 1959).

El desarrollo temprano de la cresta urogenital hacia la génada indiferenciada y
posteriormente la génada funcional depende de la expresion e interaccion de
genes que actuan sobre las diferentes estirpes celulares que la integran. Aun
cuando el esquema molecular que caracteriza a la diferenciacion sexual en

mamiferos no se ha dilucidado totalmente, el estudio de los genes participantes
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se clasifica en tres grupos de acuerdo con su estructura y el momento en que

ejercen su accion (Swain y cols., 1999).

El primer grupo de genes es el que codifica los factores de transcripcion tales
como: SF1 (Morohasi y cols., 1993; Luo y cols., 1994), WT1 (Kriedberg, 1993;
Reddy y cols, 1996), LIM1 (Shwalot y cols., 1995), Emx2 (Miyamoto y cols.,
1997), GATA4 (Tevosian y cols., 2002), M33 (Catan-Fuki y cols., 1998), DMTR1
(Raymond y cols., 1998). Estos genes estan involucrados en algunos de los
diferentes procesos de diferenciacion tempraﬁa y aunque no actlan de manera
consecutiva ni necesariamente entre ellos, participan desde la diferenciacion de
la cresta genital hasta la diferenciacion de las estirpes celulares especificas de las

gonadas y estructuras relacionadas.

El segundo grupo de genes esta representado principalmente por genes
determinantes de testiculo de la familia SOX (SRY-type HMG BOX), como SRY
(Berta y cols., 1990; Gubbay y cols., 1990), SOX9 (Kent y cols., 1996; Da Silva y
cols., 1996) y otros, que tienen la funcion especifica de promover el desarrollo

testicular.

El tercer grupo génico, especificamente DAX1 y WNT4, genes sensible a dosis

que participan como antagonistas del desarrollo testicular y probablemente
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promoviendo el desarrollo del ovario (Figural) (Swain y cols., 1998; Vaino y

cols., 1999).

| GONADA BIPOTENCIAL DETERMINACION DESARROLLO ]
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Figura 1: Genes y eventos que participan en las diferentes etapas del
desarrollo gonadal

SRY

El dimorfismo gonadal se inicia en la sexta semana de la vida intrauterina. En
presencia de cromosoma Y, la génada primitiva se transformara en testiculo por
accion del Factor Determinante Testicular (FDT) localizado en el brazo corto del
cromosoma Y; en ausencia de FDT como ocurre en los productos 46,XX, la

gbnada primitiva evolucionara hacia ovario (Welshons y cols., 1959; Gubbay y
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cols., 1992). En 1990 se identificé en el humano el gen SRY localizado en Yp11.3.
Este gen es capaz de inducir la transformacion de la génada primitiva hacia
testiculo y se encuentra conservado en las diferentes especies de mamiferos
(Lovell-Badge y cols., 1990; Sinclair y cols., 1990; Jeske y cols., 1995; Hacker y
cols., 1995). Mutaciones o deleciones de Sry en ratén (Y'®™) ocasionan
sindromes de reversion sexual (Lovell-Badge y cols., 1990; Cameron y cols.,
1997) indicando su participacion critica en la determinacion testicular. En el
raton, el gen Sry se expresa en la porcién gonadal de la cresta urogenital entre
los dias 10.5 y 12 d.p.c., precediendo la divergencia histoldgica hacia ovario o
testiculo. La expresion de SRY se considera un “switch génico” que inicia los
cambios celulares en la génada indiferenciada hacia el desarrollo del testiculo
(Figura 2). Para que todos estos cambios celulares sucedan de forma ordenada,
la expresion de este gen debe ocurrir en un periodo especifico del desarrollo, ya
que su accion fuera del momento indicado conlleva a la pérdida de su funcion
(Hacker y cols., 1995; Lovell-Badge 1992), resultando en un desarrollo testicular

anormal.
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115
Bipotential Gonad

Figura 2: Efecto del gen Sry sobre la gonada bipotencial. Imagenes confocal a los
11.5y 12.5 d.p.c, la expresion de Sry en la gonada XY induce la proliferacion del epitelio
gonadal, la migracion y poblacion de células de Sertoli con la formacion de los cordones
testiculares (tc). Estos cambios no se observan en la gonada XX (Capel y cols., 2000).

Estructuralmente el gen SRY consta de un solo exdn, carece de intrones y los
transcritos originados son de 1.1 kb. El marco abierto de lectura (ORF) es de 614
pares de bases (pb) y codifica para una proteina de 204 aminoacidos con un
peso molecular de 23.9 kD (Capel, 1998). La proteina SRY tiene un dominio
conservado de alta movilidad HMG (High Mobility Group), considerado como el
elemento indispensable para su funcidon al actuar como regulador de la
transcripcion en otros genes (Goodwin y cols., 1973). No se ha identificado
ningln tipo de polimorfismo asociado a esta regién (HMG), a diferencia de las
regiones localizadas fuera de este sitio que comparten poca homologia entre las
diferentes especies (Capel, 1998; Sinclair y cols., 1990). Ejemplo de esto es la
estructura C-terminal de la proteina Sry en el ratén Mus musculus que consta de
una region rica en glutamina. Deleciones parciales o totales de este segmento

impiden la expresion y funcién del gen, lo que implica que en el ratdn esta region

6
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contiene algunos de los elementos reguladores necesarios para su expresion. Por
el contrario en el humano este tracto de poliglutaminas no ha sido identificado lo
cual sugiere que los mecanismos reguladores son diferentes entre estas especies

(Bowles y cols., 1999).

Con respecto a la funcidn, estudios /n vitro mostraron que la interacciéon con el
DNA requiere la participacion de toda la proteina y no Gnicamente del dominio
HMG, esta union depende de varios factores como son las interacciones SRY
proteina-proteina, las cuales favorecen la unién con el DNA (Baud y cols., 2002).
Estos mismos aspectos fueron estudiados en el DNA de un paciente con
reversion sexual y mutacién en SRY, donde la unidn al DNA mantenia las mismas
caracteristicas, sin embargo se abolieron las interacciones proteina-proteina

afectando la funcion del gen.

Las proteinas HMG abarcan un grupo heterogéneo de componentes no histdnicos
del nucleosoma que tienen la capacidad de unir secuencias consenso del DNA
(AACAAAT). SRY posee la caracteristica de unir sitios especificos en la curvatura
menor del DNA, induciendo un plegamiento organizado de la estructura de la
cromatina, facilitando de esta forma el ensamblaje de complejos nucleoprotéicos
(Ferrari y cols., 1992). El plegamiento en el DNA da como resultado una

yuxtaposicion de otros factores de transcripcion unidos a sitios distantes,
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generando de esta forma activacion o represion de la transcripcién de genes

blanco (Pontiggia y cols., 1994; Grossched| y cols., 1994).

Los experimentos en ratones transgénicos han aportado datos interesantes sobre
la regulacion y participacion de Sry en la diferenciacion sexual de mamiferos. La
presencia de Sry en algunos animales transgénicos XX induce el desarrollo
testicular y reversion sexual completa (Lovell-Badge y cols., 1990; Eicher y cols.,
1995). Si se controla la regulacién en la expresion de Sry, la severidad de la
reversion es variable, esto ocurre si se modifica la concentracion del transcrito o
el momento de su expresion durante el desarrollo. Estos datos muestran los
siguientes hechos: el primero es que Sry es capaz de activarse en animales
transgénicos XX lo cual sugiere que todos los genes necesarios para la activacion
de este factor se encuentran presentes en un ambiente genético XX. En segundo
lugar, la expresion de Sry crea un umbral critico para la determinacion sexual el

cual es altamente sensible a efectos de dosis y de tiempo.

SOX9 es el segundo gen clave en la determinacion testicular, pertenece a la
familia de genes SOX (SRY-type HMG BOX) se localiza en el cromosoma 17q24.1
y su estructura estd conservada en los vertebrados. Al igual que SRY consta del
dominio HMG clasico en esta familia, SOX9 se considera el blanco inmediato de
SRY ya que co-expresa con SRY en la célula de Sertoli y la expresion de este gen

depende de la presencia de SRY, eventos que suceden Unicamente en la génada
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masculina (Capel y cols., 2000 ). El efecto de este gen es sensible a dosis, ya que
se ha observado que duplicaciones en pacientes asi como también en animales

transgénicos para SOX9 ocasionan reversion sexual (Huang y cols., 1999).

Algunas alteraciones de la diferenciacion sexual han sido asociadas con
mutaciones en el gen SRY. En 10-20% de los pacientes 46,XY con fenotipo
femenino se han observado mutaciones de novo en el SRY. También se han
reportado algunos casos familiares, donde el padre sano posee una mutacion en
el gen SRY que cuando la hereda a alguno de sus hijos 46,XY este expresa la
mutacion y se observa una disgenesia gonadal pura con fenotipo femenino. La
explicacion a estos sucesos sugieren la presencia de un mosaico germinal en el

padre con penetrancia variable de la mutacion (Jordan B y cols., 2002).

La caracterizacion de algunas mutaciones de SRY en pacientes con reversion
sexual 46,XY han permitido identificar los sitios criticos de interacciéon con el DNA
(Pontigia y cols, 1994). Aunque el efecto critico del gen SRY ocurre en la
determinaciéon gonadal, éste se expresa en otros sitios ademds de la génada
incluyendo algunas regiones del sistema nervioso central, sugiriendo que tiene

funciones diferentes a la determinacion testicular.
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Origen y desarrollo gonadal

La gdénada primitiva se desarrolla a partir de un derivado mesodérmico
denominado cresta urogenital (CUG), esta estructura se encuentra localizada en

la cavidad celdémica entre los primordios de las extremidades

En el raton el desarrollo de la CUG se inicia a los 9.5 d.p.c., con la formacion de
tres estructuras embrionarias caracteristicas: el pronefros en la region anterior, el
mesonefros en la superficie ventro-medial de donde emergeran las génadas y las
glandulas suprarrenales, por Ultimo en la parte posterior 0 metanéfros se
desarrollaran los primordios que daran origen a rifiones. Tanto en los fetos XX
como en los XY, a los 10 d.p.c. estas estructuras embrionarias cuentan ya con las
diferentes estirpes celulares indiferenciadas, estas lineas son bipotenciales y
pueden diferenciarse tanto hacia la via masculina o femenina (Koopman vy cols.,

1990; Palmer y Burgoyne., 19913; Albrect y cols., 2001) (Figura 3).

10
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Figura 3: Micrografia electronica de las diferentes regiones de la
crestaurogenital a los 10.5 d.p.c. En la region mesonéfrica de la cresta urogenital se
identifica el primordio gonadal (g), el rifion (k) se localiza en el metanefros.

Estirpes Celulares

Célula de Sertoli

En 1991 Burgoyne y cols. realizaron estudios encaminados a caracterizar las
células que participan en el desarrollo gonadal, para ello analizaron el genotipo
de las células en diferentes drganos de ratones quiméricos XX/XY y encontraron
que la proporcidn de células XX y XY era similar y constante. Sin embargo, en la
mayoria de estas quimeras la génada primitiva evoluciond hacia testiculo, donde
90% de las células de Sertoli presentaba un genotipo XY a diferencia del resto de
las estirpes celulares que mostraban una proporcién 50% XX: 50% XY. Estos

datos sefialaron por primera vez que la célula de Sertoli es fundamental para la

11
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diferenciacion testicular y que ésta es la Unica célula en la cual SRY ejerce un

efecto critico (Palmer y Burgoyne, 1991).

La expresion de Sry en el primordio gonadal masculino ocasiona que los
precursores de las células somaticas de sostén se diferencien a células de Sertoli,

mientras que en ausencia de Sry estas se diferencian a células foliculares.

Actualmente se sabe que la célula de Sertoli tiene un papel fundamental en el
desarrollo testicular, ya que es la encargada de dirigir la migracion y
diferenciacion de otras células. Por esta razon es importante conocer el origen de
esta estirpe celular, habiéndose sugerido dos fuentes de células de Sertoli: el
epitelio celémico y el mesonefros. El origen celdmico ha sido apoyado por los
estudios de marcaje (con colorante rojo Dil), que se basa en marcar las células
indiferenciadas del epitelio celdmico, los resultados mostraron que antes de los
11.5 d.p.c. el epitelio contribuye con dos estirpes celulares, el linaje que se
diferenciara a Sertoli (Karl y Capel, 1998) y otro de células intersticiales aunque
no bien caracterizadas. Ensayos para observar a las células epiteliales en division
utilizando bromodeoxiuridina (Budr), corroboraron la observaciéon previa ya que
de los 11.5 a los 12.5 d.p.c. el epitelio celémico es altamente proliferativo. En
base a esto, durante el desarrollo de la génada masculina se han identificado dos
estadios de proliferacion y migracion celular; el primero ocurre en poblaciones

celulares que expresan altas concentraciones de Sfl y contribuyen a la

12
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diferenciacion de las células de Sertoli y la segunda etapa, ocurre después de los
12.5 d.p.c. donde las poblaciones celulares tienen pobre expresion de Sfl y

contribuiran Unicamente con células intersticiales inespecificas.

El siguiente aspecto que se estudid fue determinar si los patrones de
proliferacion epitelial dependian de la expresion de Sry y para esto se observo la
proliferacion en las células epiteliales de génadas XX*". De manera interesante la
proliferacion epitelial en estos animales seguia el mismo patrén que el observado
en las gonadas XY. Por el contrario en el analisis de las génadas en los ratones
B6XYP® (Y con un alelos débil de Sry) se encontrd que la proliferacion del epitelio
era mucho menor; ademas en estos animales habia desarrollo tanto de ovarios
como de ovotestes. De estos datos experimentales se concluyé que Sry induce
sobre regulacion de la proliferacion celular en el epitelio celémico del testiculo en

desarrollo.

Datos recientes han mostrado que Sry no tiene un patron de expresion especifico
en las células del epitelio celémico (Bullejos y Koopman, 2001; Albrecht y cols.,
2001). En base a este hallazgo, se propone que las células precursoras de Sertoli,
en donde se expresa y actua Sry, se encuentran localizadas por debajo de
epitelio celdmico y estas células tienen un efecto directo induciendo la

proliferacion y migracién del epitelio celémico reclutando células Sry negativas.

13
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En el ratén, la célula de Sertoli diferenciada aparece a los 11.5 d.p.c.
coincidiendo con la expresién de Sry, lo que inicia una serie de cambios
caracteristicos en la génada masculina al incrementar la proliferacion de las
células precursoras de Sertoli y movilizar otras estirpes tales como las células
peritubulares miodes y endoteliales (Martineau y cols, 1997; Kart y Capel, 1998;
Tilman y cols, 1999; Capel, 2000). Inicialmente, la vasculatura gonadal es similar
en ambos sexos, la expresion de Sry inicia la divergencia vascular con la
formacion del vaso celémico, marcador morfolégico masculino temprano. Esta
arteria sera la encargada de diferenciar el sistema vascular masculino, los
cambios vasculares que ocurren en el testiculo en desarrollo involucraran vias de
sefializacion especificas del endotelio, principalmente aquellas en donde participa
la epinefrina-B2, B4 y su receptor asi como la via de sefalizacion de los
receptores Notch, especificamente Notch-1 y Jagged-2. Estos marcadores
endoteliales masculinos seran los encargados de desarrollar el sistema vascular y
linfatico del testiculo. La correcta migracién y organizacion vascular garantizan la
secrecion de testosterona, garantizando la diferenciacion fenotipica del embridn

en desarrollo (Brennan y cols, 2002).

Estos cambios morfoldgicos en el testiculo en desarrollo ocasionan que la célula
de Sertoli diferenciada rodee a las células germinales y forme los cordones
testiculares, mientras que las células peritubulares mioides forman una ldmina

basal donde reposaran los tlbulos seminiferos. Esta organizacion morfoldgica

14
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relega a la célula de Leydig hacia el espacio intersticial y esta es la arquitectura
celular que se encuentra en los testiculos de los vertebrados (Tilman y Capel,

1998) (Figura 4).

Figura 4: Esquema de los cambios morfoldgicos inducidos por la expresion de
Sry en la gonada masculina. Los precursores de las células peritubulares miodes
(azul claro) migran hacia la goénada, las células de soporte (verde) rodean a las células
germinales (negro) dentro de los cordones testiculares. El tejido endotelial prolifera a
partir del mesonefros Unicamente en la génada XY (Tilman y cols., 1999).

La célula de Sertoli ademas de organizar la formaciéon de los cordones
testiculares, sera la encargada de producir la hormona inhibidora de Mullerianos
(HIM) que ejercera su accion principal en la etapa fenotipica de la diferenciacion

sexual masculina (Teixeira y cols., 1996).

15
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Célula de Leydig

El mesonefros contribuye con varias de las estirpes celulares del testiculo como
son: células de Leydig, células peritubulares mioides y células vasculares
(Merchant-Larios y cols., 1993). Estas células migran desde el mesonefros a las
gbénadas XY a partir del 11.5 d.p.c. hasta los 16.5 d.p.c., este movimiento
representado por estas tres estirpes (Martineau y cols., 1997) depende de la
expresion de Sry (Albrecht y cols., 2000). Sin embargo, hasta la fecha no se ha
identificado ningun gen que regule o intervenga en la diferenciacion de la célula
de Leydig y aunque Wnt4 ha sido propuesto como un gen represor de la
diferenciacion de esta estirpe celular todavia no se han identificado otros factores
involucrados. Recientemente se mostrd que la via de senalizacion DHH/PTCH1
interviene en la diferenciacion de la célula de Leydig sobre regulando a SF1 (Yao

y cols., 2002).

El producto hormonal de la célula de Leydig diferenciada es la testosterona (T)
que ejercera su accion autdcrina en la gonada y paracrina en la etapa fenotipica
ya que participa en el desarrollo de los conductos Wolffianos. Ademas, esta
hormona se bioconvierte a dihidrotestosterona por accion de la 5a-reductasa que
viriliza los genitales externos (Huhtaniemi, 1994; Imperato-Mcginley y cols.,

1994).

16
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Células Germinales Primordiales (CGP)

Las CGP en machos y hembras se forman en la base del alantoides a los 7.5
d.p.c., migran a través del mesenterio intestinal primitivo y llegan a colonizar la
gonada en el momento en que esta se esta formando (10 d.p.c.) (Gisburg y cols.,

1990; Gomperts y cols., 1994).

El desarrollo de las células CGP depende de su localizacién en la génada en el
momento en que ésta entra en la ruta de determinaciéon masculina o femenina e
independientemente de si la gonada es XX o XY (MacLaren, 1995). En ausencia
de células de Sertoli y por lo tanto de cordones testiculares, las CGP entraran a
meiosis a los 13.5 d.p.c. En el ovario, estas se detienen en la primera profase
meiotica y permaneceran asi hasta que inicien los ciclos ovulatorios (McLaren y
Southee, 1997; McLaren, 2000). En las génadas XX la presencia de estas células
es critica ya que son necesarias para la diferenciacion de las células foliculares,
en ausencia de CGP los foliculos no se diferenciaran y el tejido ovarico se
degenerara resultando en una estria fibrosa (Huang y cols., 1993; Bedel y cols.,

1995).

En contraste con lo que ocurre en el ovario, la diferenciacion de la célula de
Sertoli y la formacion de los cordones testiculares no dependen de la presencia
de CGP ya que en su ausencia de estas los CT se formaran normalmente. Al

diferenciarse la célula de Sertoli, las CGP quedan secuestradas dentro de los CT y
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se detendran en mitosis después de los 13.5 d.p.c. (Kurohmaru y cols., 1992;

McLaren y Southee, 1997).

Sindromes de Reversion Sexual

Hermafroditismo Verdadero

Anomalias en la determinacion gonadal ocasionan los sindromes de reversion
sexual que se definen como la discordancia entre el sexo cromosdmico y el sexo
gonadal. Entre estos podemos considerar la disgenesia gonadal pura XY, el varén

XXy el hermafroditismo verdadero (Grumbach y cols., 1998).

El hermafroditismo verdadero (HV) se caracteriza por el desarrollo de tejido
testicular y ovarico en un mismo sujeto (Berkovitz y cols, 1982). Ambos tipos de
organos pueden coexistir en una sola génada denominada ovotestes o de
manera separada. El HV se clasifica en alternante (testiculo de un lado y ovario
del otro), unilateral (ovotestes de un lado y testiculo u ovario del otro lado) y
bilateral (ovotestes en ambos lados). La gonada que se observa con mayor
frecuencia es el ovotestes y puede encontrarse en forma termino-terminal (tejido
ovarico y testicular bien delimitados) o imbricado. La localizaciéon de las génadas
también es variable, pueden situarse intrapélvicas, inguinales o labioescrotales,
dependiendo de la cantidad de tejido ovarico y testicular presente (Van Niekerk y
cols., 1981). En la gran mayoria de los casos el ovario y la porcién ovarica del

ovotestes son funcionales y en la vida adulta puede presentarse incluso
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ovulacion. Clinicamente existe ambigiiedad genital y desarrollo variable de
estructuras mullerianas y wolffianas. En la mayor parte de los casos el utero esta

presente (Berkovitz y cols., 1982).

El HV es una anomalia genéticamente heterogénea: 60% de los casos son 46,XX,
33% presentan 46,XX con una segunda linea celular con cromosoma Y normal o
anormal u otros mosasicos y el 7% restante es 46,XY (Krob y cols., 1994). En los
casos con cromosoma Y, éste puede explicar la presencia de tejido testicular sin
embargo, aun no se ha podido determinar la etiologia en la mayoria de los casos
con HV 46,XX. Estudios moleculares han revelado que 10% de los pacientes HV
46,XX presentan SRY en su genoma debido a un intercambio desigual entre el
cromosoma X y el Y durante la meiosis paterna y en el 90% restante (46,XX SRY
negativo) se han sugerido mutaciones en genes autosémicos o ligados al X que
participan en la determinacion gonadal (Ramsay y cols., 1998; Mc Elreavey y
cols., 1993). Recientemente se han propuesto varios mecanismos que conducen
al desarrollo de tejido ovarico y testicular en un mismo individuo: 1) se
identificaron mutaciones puntuales en la region codificante de SRY en tres casos
esporadicos de HV con cariotipo 46,XY (Braun y cols., 1993; Hiort y cols., 1995;
Maler y cols., 2003), 2) se reconocié una duplicacion en 22q en un HV 46,XX-SRY
negativo (Aleck, 1999), 3) se han informado mosaicos para SRY en dos casos de
HV 46,XX, SRY negativo en sangre periférica y positivo en tejido gonadal

(Hadjiathanasiou, 1994; Inoue, 1998). Nuestro grupo describié un tercer HV
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46,XX SRY negativo en DNA obtenido de sangre periférica y en células de
mucosa oral, pero positivo y parcialmente deletado en DNA obtenido de la

porcion testicular del ovotestes (Jiménez y cols., 2000).

En este trabajo se realizd el andlisis molecular del gen SRY y otras secuencias
derivadas del cromosoma Y en sangre periférica y en ambos tejidos gonadales en
13 HV con diferentes cariotipos, para tratar de identificar los mecanismos

genéticos que participan en esta alteracion.
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Justificacion

Los procesos por los cuales se lleva a cabo la determinacion y diferenciacion
gonadal en el humano no se encuentran bien identificados. En ocasiones los
resultados obtenidos entre los modelos animales y las observaciones realizadas
en humano han sido discordantes, sugiriendo que pueden existir diferencias en la
regulacion o en los mecanismos de accién de los genes que participan en estos

eventos.

Por las caracteristicas de las génadas, el HV es un modelo biolégico adecuado
que permite analizar de forma retrospectiva algunos de los mecanismos
previamente descritos en modelos animales involucrados en el desarrollo
gonadal. De esta forma intentar integrar los mecanismos de accién de los genes
implicados, e identificar cuales son los eventos del desarrollo gonadal en el

humano.
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Objetivos

v

Identificar la presencia de mosaicos para secuencias especificas del
cromosoma Y en DNA obtenido de linfocitos de sangre periférica y de tejido
gonadal en individuos HV con diferentes cariotipos.

Identificar anomalias en la secuencia del marco abierto de lectura para el gen
SRY en los casos positivos.

Analizar la distribucién de estas secuencias en las diferentes estirpes celulares
del tejido gonadal de pacientes con HV.
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Sujetos y Métodos

Se estudiaron 13 pacientes con diagndstico histoldgico de hermafroditismo
verdadero. Los datos clinicos de los sujetos analizados se observan en la tabla 1.
La evaluacion clinica se realizd antes de los 2 afios de edad, todos los casos
fueron esporadicos, sin registrd en la historia familiar de ambigliedad genital,
enfermedad genética o consanguinidad. En todos los pacientes se observd

ambiguiedad genital de grado variable (Figura 5).

- <

-

Figura 5: Imagenes de la region genital de tres pacientes incluidos en el
estudio. Se muestra la ambigliedad genital variable. En la imagen C se observa
sefialada la localizacion de las gonadas.
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El diagndstico histolégico de testiculo fue confirmado por la presencia de tibulos
seminiferos y el ovario por la presencia de foliculos (Figura 6). El estudio
citogenético en linfocitos se realizd mediante técnica de bandas GTG donde
fueron analizadas 100 metafases en cada uno de los casos, diez pacientes
presentaron cariotipo 46,XX mientras que los tres restantes fueron mosaicos con

una segunda linea celular con cromosoma Y.

Figura 6: Tincion hematoxilina/eosina. A) Ovotestes termino terminal, del lado
derecho se observan tumulos seminiferos y del izquierdo foliculos primarios B) Parte
superior se observa estroma ovarico y en la inferior tibulos seminiferos C) Region
ovarica de ovotestes con numerosos foliculos primarios.
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Paciente Sexo de

10

11

12

13

asignacion

Femenino

Femenino

Femenino

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Genitales externos

Genitales ambigiios: clitoromegalia 1.8
cm.

Genitales ambiglios: falo 2 cm;
Pliegues labioescrotales bifidos y
fusionados.

Genitales ambigiios: falo 3 cm con
cuerda tendiosa; Pliegues
labioescrotales fusionados.

Genitales ambiglios: clitoromegalia 1 x
1.5 cm con hipospadias basal; pliegues
labioescrotales fusionados.

Genitales ambigiios: falo con
hipospadias; génada derecha palpable.

Genitales ambiglios: clitoromegalia
goénadas palpables

Genitales ambigtios: falo con
hipospadias; génada derecha palpable

Genitales ambiguios: hiposopadias
escrotal; gonada palpable

Genitales ambigtios: clitoromegalia
clitoris 1.8 cm, pliegues labiescrotales
fusionados.

Genitales ambigios: falo 2 cm

Genitales ambigtios: falo 1.9 cm;
hipospadias escrotal.

Genitales ambigtios: falo 3 cm;
pliegues labioescrotales.

Genitales ambigiios: falo 2 cm con
pliegues labioscrotal hipospadias.

O: ovario; OT: ovotestes; T: testiculo; DG: génada disgenética
**Después del analisis con FISH, el cariotipo mostré una segunda linea celular con un cromosoma Y anormal.

Cariotipo

46,%X

46,XX

46,XX

46, XX**

46,XX**

46,XX

46,XX

46,XX

46,XX

46,XX

45X /
46,XY

46,XX /
46,XY

46,XX /
47 XXY

Goénadas
Derecha
Izquierda
o OoT
o o1
oT O
oT O
oT oT
or T
or O
orT T
orT T
orT T
DG OT
orT O
T O

Tablal: Sexo de asignacion, hallazgos clinicos, citogenéticos y datos
anatomopatoldgos en 13 pacientes con hermafroditismo verdadero.
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Extraccion de DNA

El DNA gendmico de los pacientes estudiados, se obtuvo siguiendo la técnica
modificada y estandarizada en el laboratorio (Sambrook y cols., 1989). Se
extrajeron 3ml de sangre periférica de cada sujeto, colocandose en tubos
Vacutainer que contenian 0.05ml de Na,EDTA como anticoagulante. Con el fin de
lisar a los eritrocitos, la sangre se colocé en un tubo cénico y se mezcld con un
volumen igual de buffer de lisis TTS (trisHCI/ triton X-100/ sacarosa). La mezcla
se homogeneizd y transfirié a tubos de micro centrifuga de 1.5 ml, se centrifugd
a temperatura ambiente durante 1.5 minutos a una velocidad de 9,221g. Se
decantd el sobrenadante y se resuspendid el botdn celular en 1 ml de TTS,
centrifugandose utilizando las mismas condiciones. Este Ultimo paso se repitid
hasta obtener un botén libre de eritrocitos, el paquete de leucocitos se
resuspendidé en 570 ul de NaCl 50mM, se agregaron 50 ul de SDS al 10% con la
finalidad de lisar las membranas leucocitarias. La mezcla se agitd durante
algunos minutos, para precipitar las proteinas se adicionaron 200 ul de NaCl, 5M,
se agitd y dejo en reposo. El botdn de leucocitos se centrifugd a 9,221 g durante
15 minutos a 4 °C y, el sobrenadante fue transferido a un tubo estéril. EI| DNA se
precipitd adicionando 2.5 volimenes de etanol absoluto (-20°), el precipitado
obtenido se recolectd con una pipeta pasteur de punta curva y se lavd con etanol
frio al 70%. La muestra se dejo secar a temperatura ambiente se resuspendio en
un volumen entre 200 y 400 ul de agua estéril destilada y de-ionizada. Las

alicuotas de DNA se almacenaron a —20 °C hasta su uso.
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Extraccion de DNA de tejido embebido en parafina

El DNA gonadal de bloques de tejido incluidos en parafina se obtuvo de acuerdo
al protocolo de Banerjee y cols. (1995). Cortes de 5 um de tejido fueron
homogenados en buffer de digestion [50mM Tris-HCl (pH 8.5), 1 mM EDTA,
0.5% Tween 20], las muestras se sometieron a radiacion con microondas (500W
por 15 s, 2-4 ocasiones) y fueron centrifugadas a 22,000 g por 10 minutos, se
retird el anillo de parafina formado en la parte superior del tubo y la suspension
se incubd a 42 °C durante toda la noche en un buffer con proteinasa K (200
ug/ml). La proteinasa fue inactivada a 97 °C durante 5 minutos y el

sobrenadante se utilizd como templado.

En todas las muestras obtenidas se llevd a cabo un andlisis espectofotométrico
con lecturas a una longitud de onda de 260 y 280 nm. La concentracion de DNA
fue calculada mediante la siguiente relacién:

1 DO2sp= 50mg de DNA/m.
La pureza del DNA se obtuvo mediante la relacion de las densidades Opticas
obtenidas con las lecturas 260/280 nm y se consideré como Optima una relacion
1.8-2.0. Para determinar la calidad de las muestras se realizd electroforesis en

gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio al 0.0002%.
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Analisis de Cromosoma Y

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realiz6 analisis de las diferentes secuencias especificas del cromosoma Y (SRY,
Ycen, ZFY, PABY y Ygh), la ubicacion de las diferentes regiones se observa en la
figura 7. El estudio se realizd en DNA obtenido de leucocitos de sangre periférica
y tejido gonadal, como control interno se amplificé la regién de repetidos alfoide

del centréomero del cromosoma X.

PABY 11.3
SRY 113
ZFY 113
AMELY11.2

Yeen

Yah

Figura 7: Ideograma del cromosoma Y indicando la ubicacién de las diferentes
regiones analizadas en los pacientes.

Por medio de la técnica de PCR se amplificé el marco abierto de lectura del gen
SRY (615pb). La secuencia de los oligonucledtidos utilizados fueron las
siguientes: SRY 6F (5’ GTG GTC TCG CGA TCA CA 3') XES11R (3' GTA GCC ATT
GTT ACC CGA TTG TC5') que amplificd un producto de 432pb (del nucledtido 207
al nucledtido 638 con respecto al coddn de inicio), XES7F (5'TGA CAA TGC AAT

CAT ATG CTT CTG C 3’) SRY8R (5'CTT CGG ACG AGG TCG ATA 3) amplificé un

28



Sujetos y Métodos

fragmento de 380 pb (del nucledtido —140 al 240) XES10F (5'GGT GTT GAG GGC
GGA GAA ATG C 3') SRY3R (5'TAG AGC CAT CTT GCG CCT 3') que generd un
fragmento de 529pb (del nucledtido —127 al 402) XES10F (5'GGT GTT GAG GGC
GGA GAA ATG C 3') SRY8R (5'CTT CGG ACG AGG TCG ATA 3') que amplificd un
fragmento de 380 pb. La representacion grafica, el nombre utilizado, la direccion
y la posicion de estos oligonucledtidos con respecto al ORF del gen se muestran

en la figura 8.

SRY ORF (615pb,)

5 Jl 3

REGION CODIFICANTE
DE LA CAJA HMG

4

(432pb)
SRY6 XES 11
A1 - (421pb) - apo
- (407pb) =

XES7 SRY 3
(245pb)

XES7 SRY 8
(529pb)

xes 10 ™ s
(380pb) o
| XES 10 SRY 8

Figura 8 Representacion esquematica del gen SRY indicando nombre,
direccion y la posicion relativa de los iniciadores utilizados en el estudio.
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Las secuencias y el nombre de los pares de iniciadores utilizados para amplificar

las otras secuencias especificas del cromosoma Y utilizadas se muestran en la

tabla 2.

Nombre

PABY
Region
pseudoautosémica

Centromero de Y

Amelogenina Y

Heterocromatina
de brazo largo del
Y

Centromero de X

Secuencia

PABY-1:
5’ - TGG GCA CTT ACA CAT AGA CGT - 37
PABY-2:
5 -CTTCTCTTT GAAGTG TAAGGAG - 3’

Y1i:
5° - ATG ATA GAA ACG GAAATA TG -3’
Y2:
5’ - AGT AGA ATG CAA AGG GTCCC-3°

AM1:
5" CCTACCGCATCAGTGAATTTC-3
AM2:
TCTGTATGTGGAGTACACATGG-3

Y1.1:
5" TCC ACT TTA TTC CAG GCT TGT CC-3°
Y1.2:
5° TTG AAT GGA ATG GGA ACGAAT GG-3°

X1:
5°-AAT CAT CAA ATG GAG ATT TG-3°
X2:
5 - GTT CAG CTC TGT CAG TGA AA-3’

Tiempo y

temperatura

de

alineamiento

Tm=62°C

Tm=58°C

Tm=52°C

Tm=60°C

Tm=58°C

Tm=58°C

Tm=63°C

Tm=61°C

Tm =52 °C

Tm = 58°C

Producto
amplifi-
cado

250 pb

170 pb

216 pb

154 pb

130 pb

Tabla 2: Nombre, secuencia, temperatura de alineamiento y tamaiio del
producto amplificado de diferentes regiones del cromosoma Y y centromero de

X.
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Los oligonucleotidos fueron adquiridos de una casa comercial (GIBCO BRL LIFE
TECHNOLOGIES) y llevados a una concentracion final de 100 uM. Las diferentes
reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 pl que incluyd: 50 ng de
DNA, 100 ng de cada oligonucleétido, 80 nM de dNTPs, 1 U de taq polimerasa y
1.5 mM MgCI%. La temperatura utilizada fue 94 °C (5min), 35 ciclos de 94 °C
(1min), 68 °C (1min), 72 °C (2 min) y 72 °C (10 min). Las reacciones fueron
llevadas a cabo en un termociclador (Gene Amp PCR System 9700 de Perkin

Elmer).

Los productos amplificados de cada reaccion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefido con bromuro de etidio al
0.0002%. En todos los casos se incluyd un marcador de peso molecular, un

control positivo, y un control negativo que consistié en una reaccién sin DNA.

Purificacion de los productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR a partir del gel de agarosa se realizd
utilizando el Kit QIAEX gel Extraction (Qiagen,Chatsworth, CA USA). Se cortd la
banda del gel con el producto amplificado, se colocé en tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml, se peso y agregd buffer QX1 pH 7.5 y 4 ul de la resina QX2, se agité
la mezcla, se colocd a 55 °C durante 3 minutos (en dos ocasiones consecutivas,
agitando entre una y otra incubacion). Una vez disuelta la agarosa esta se

elimind mediante centrifugacion durante 1 minuto a 9,221 g, se decantd el
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sobrenadante y el botén se resuspendié en 500 pl de buffer QX 1, se agitd
vigorosamente y se centrifugd en las mismas condiciones antes mencionadas.
Una vez que se decantd el sobrenadante el exceso de buffer se retird con una
pipeta hasta dejar Unicamente el botdn que contenia el DNA, el cual fue
resuspendido en 500ul de buffer PE (que contiene principalmente alcohol). Se
centrifugd nuevamente y se lavd con buffer PE; una vez que se decantd se
colocd a 55 °C durante 10 minutos hasta que se seco la muestra, la cual se
resuspendidé en un volumen de 20 ul con agua destilada y deionizada. Se incubd
durante toda la noche a 4 °C, para centrifugarse en las mismas condiciones, el

sobrenadante fue recuperado y se utiliz6 como templado.

Analisis de secuencia del gen SRY

Los productos de SRY obtenidos por PCR a partir de DNA gendémico de leucocitos
de sangre periférica y tejido gonadal fueron purificados utilizando un kit
comercial y 3-10 ng de DNA, estos se sometieron a secuenciacion directa

utilizando un aparato automatizado ABI Prism 310 (Applied Biosystems).

Estudio de Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)
Este estudio se realizd en los pacientes 1-11, se llevd a cabo en cortes de tejido
incluidos en parafina. Se utilizd una sonda locus especifica de DNA para SRY

(LSCI Vysis™) (Figura 9) marcada con un fluorocromo de espectro naranja, como
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control interno se utilizd una sonda especifica de la regidon centromérica del

cromosoma X marcada con un flurocromo de espectro verde (Vysis).

Telomere e Yp11.3 Centromere
Taf?."
i 5. 33%E
W e gﬁﬁ > n & B B B >
> > = = > > > x = [
w» @w 2 l 7 aa & & B B [~
| il L b e | 11 L1 11 | S
pseudoautosomal region of
region XY homology
e ————
o |
- 120 kb -
LSI SRY

Figura 9. Esquema de la region de 120kb utilizada como sonda. La linea roja
indica la localizacion del gen SRY vy las regiones marcadoras componen la sonda.

El estudio de FISH en el tejido gonadal incluido en parafina se llevd a acabo de la
siguiente manera: Cortes de 5u de espesor del tejido gonadal se montaron sobre
laminillas cargadas positivamente (FISHER). Para la deparafinacion se utilizd un
Kit de casa comercial (Vysis, Inc. Downers Grove, IL), de forma inicial se
realizaron tres lavados consecutivos con un detergente no idnico (Citrisolv)
durante 10 minutos, posteriormente la muestra se lavd en dos ocasiones con
etanol al 100% durante 5 minutos dejando secar la muestra a 50°C por 2
minutos. Se realizd un pre tratamiento con la solucion de “pre tatamiento”
durante 30 min a 80°C, las laminillas se incubaron con una solucién de proteasa,

se lavaron en 2 ocasiones y los especimenes se fijaron con formalina al 10%.
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Para la hibridacion, la muestra se desnaturalizd en una solucién con 70% de
formamida en 2X de SSC (Solucion salina de citratos pH 7-8), las laminillas se
sumergieron en la solucién durante 5 minutos a 75°C (la temperatura es critica
en este paso). Posteriormente la muestra se deshidraté durante 3 minutos en 3
concentraciones de etanol al 70, 85 y 100% respectivamente, una vez que la
muestra secé por completo se colocd a 50°C con la finalidad de evaporar el
alcohol restante. Se aplicaron 10ul de la sonda previamente desnaturalizada, la

laminilla se selld y se dejo hibridar a 37°C durante 16 hr.

Posterior a la hibridacion la muestra se lavé a 73°C durante 2 minutos en una
solucion de lavado que contenia 0.4X SSC/0.3% NP-40 (nonidet P 40), se repitid
el lavado en las mismas condiciones, en una solucion con 2X de SSC y 1% de NP
40. Para la visualizaciéon de la sonda se aplicaron 10ul de la contra tincidon de

DAPI II y se analizd en un microscopio de fluorescencia.

En los pacientes 4 y 5, el estudio de FISH se realizd también en nucleos en
interfase de cultivo de linfocitos, en el caso 4 se utilizd una sonda pintada del
cromosoma Y marcada con un fluorocromo naranja (Vysis™) y una sonda
centromérica del X marcada con un fluorocromo verde (Vysis™). En el paciente
5 se incluyd un fluorocromo aqua (Vysis) que corresponde al centrémero del
cromosoma 18. Las condiciones de hibridacion fueron las mismas a las

previamente descritas (Pinkel y cols, 1986).
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Resultados

Estudio citogenético con bandas GTG

Se realizd estudio citogenético en los 13 pacientes incluidos en el estudio, en los
casos 1-10 se observd en 50 metafases analizadas un cariotipo 46,XX, mientras
que los casos 11 — 13 fueron mosaicos con una segunda linea celular con
cromosoma Y y con los siguientes cariotipos 45,X/46,XY, 46,XX/46,XY,
46,XX/47 XXY respectivamente (Tabla 1). El analisis estructural de los
cromosomas no mostrd ninguna alteracion, particularmente el cromosoma 22
que en estudios anteriores habia sido implicado en el HV.

Analisis por PCR del gen SRY

En los 10 casos con cariotipo 46,XX (casos 1-10), se realiz6 analisis por PCR del
gen SRY en DNA obtenido de leucocitos de sangre periférica. No se observé
producto de amplificaciéon para SRY en ninguno de los diferentes fragmentos
estudiados que amplifican el ORF, con lo cual se descarté la presencia de SRY en
este tejido (Figura 8). Por otro lado fue la busqueda por PCR del gen SRY en
DNA obtenido de homogenizado de ovotestes en el grupo de pacientes 46,XX, la
cual en los casos 2-10 también fue negativa. Sin embargo, el gen SRY fue
positivo en homogenizado de ovotestes de la paciente 1 (Figura 10A y 10B), en
esta misma paciente se realizd estudio por PCR del gen SRY en un homogenizado
de la porcion ovarica del ovotestes, en la que también se identificd la presencia

de SRY, sin embargo en esta fase del estudio no es posible descartar que el
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resultado se deba a contaminacion con la porcidon testicular. Los resultados
obtenidos por PCR en la paciente 1, 46, XX-SRY negativo en leucocitos de sangre
periférica pero SRY positivo en homogenizado sugieren la presencia de un

probable mosaico para SRY localizado en el tejido gonadal.

PM CM CF Pt P2 P3.P4.P5 P6 PT P8 P9

Figura 10: Analisis por PCR del gen SRY utilizando los iniciadores
SRY6/XES11. Estos amplifican un producto de 432 pb. (A) Analisis del DNA obtenido a
partir de leucocitos en sangre periférica; carril 1 PM 100 pb, CM control masculino
normal, P1-P9 sangre periférica pacientes 1 al 9. (B) Analisis del DNA obtenido a partir
de homogenizado de ovotestes; PM peso molecular 100 pb, CM control de testiculo
embebido en parafina normal, CF control de ovario normal, P1-P9 ovotestes de los
paciente 1 al 9. En el paciente 10 no se observé amplificacion en ninguno de los tejidos
estudiados.

Analisis por PCR de otras secuencias del cromosoma Y

Con el fin de descartar que en el grupo de pacientes con cariotipo 46,XX en
sangre periférica (casos 1-10) existieran otras secuencias del cromosoma Y, se
amplificaron por PCR las regiones correspondientes a PABY, ZFY, Ycen y Ygh
(Figura 7). El estudio se llevo a cabo en DNA de leucocitos de sangre periférica y
de tejido gonadal, los resultados obtenidos de estas secuencias se presentan en
la tabla 3. Se observd que en 7 de los 10 pacientes HV y cariotipo 46,XX en
sangre periférica no se identificd ninguna de estas regiones (casos 2,3,6-10), en

contraste, el estudio de estas mismas secuencias en el DNA de leucocitos asi
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como de tejido gonadal de los pacientes 4 y 5, inicialmente incluidos en el
estudio como 46,XX, se identifico tanto la presencia de la regién centromérica
(cenY) y heterocromatica del cromosoma Y (Ygh), asi como ausencia de las
regiones del brazo corto analizadas incluyendo SRY (Figura 11). Esta

observacion se confirmoé también en fibroblastos.

En la paciente 1, solo se confirmd amplificacion para el gen SRY en DNA de
ovotestes mientras que el resto de las secuencias analizadas tanto en DNA

obtenido de leucocitos como de génada estuvieron ausentes (Tabla 3).
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Paciente PABY

SP/G
1 Neg/Neg
2 Neg/Neg
3 Neg/Neg
4 Neg/Neg
5 Neg/Neg
6 Neg/Neg
7 Neg/Neg
8 Neg/Neg
9 Neg/Neg
10 Neg/Neg

SRY

SP/G
Neg/Pos
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg

Neg/Neg

ZFY

SP/G
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg

Neg/Neg

Ycen

SP/G
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Pos/Pos
Pos/Pos
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg

Neg/Neg

Ygh
SP/G
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Pos/Pos
Pos/Pos
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg
Neg/Neg

Neg/Neg

Xcen

SP/G
Pos/Pos
Pos/Pos
Pos/Pos
Pos/Pos
Pos/Pos
Pos/Pos r
Pos/Pos |
Pos/Pos
Pos/Pos

Pos/Pos

Tabla 3: Analisis por PCR de las secuencias del cromosoma Y en los pacientes
con cariotipo 46,XX incluidos en el estudio.
SP = sangre periférica, G = Gonada, Neg = negativo, Pos =positivo
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A 46,XY Paciente 4

PM PABY SRY ZFY Ycen Yq PLBY SRY ZFY Yeen Yq

B " 46XxY  Paciente 4

PM FABY SRY ZFY Yean Yq PAB' SRY ZFY Yeen Yq

Figura 11: Analisis por PCR de las diferentes regiones del cromosoma Y del
paciente 4. En este caso clasificado por citogenética como 46,XX, se observa en (A)
Producto de amplificacion para Ycen 170pb y Yq 154pb en DNA de linfocitos de sangre
periférica, en el control masculino normal 46,XY se observa amplificacion para todas las
regiones estudiadas. (B) PCR en DNA de homogenizado de ovotestes del paciente 4 y
un testiculo normal observandose iguales resultados que en A. Las mismas secuencias
se observaron en el paciente 5.

Los resultados obtenidos por PCR en los casos 4 y 5 sugerian la presencia de una
segunda linea celular con una delecion del brazo corto del cromosoma Y. Para
delimitar los puntos de ruptura del Y se buscé un gen de copia Unica localizado
en otro intervalo de los brazos cortos. Se eligié una region STS del gen AMELY

(Amelogenina) localizado en Yp11.2. El analisis de homologia utilizando la base
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de datos y el programa Basic Local Alignment Search Tool BWAST®

(www.ncbi.nlm.nih.gob/BLAST) demostré que la region STS del gen AMELY no

compartia homologia con la secuencia de ningln autosoma ni con el X, lo cual
demostré que la region elegida es altamente especifica para el cromosoma Y.
Una vez identificado el gen se disefaron los oligonucleotidos especificos y se
realizd estudio por PCR en DNA de sangre periférica y en el homogenizado de
ovotestes en los pacientes 4 y 5, no demostrandose amplificacion para este gen
en ninguno de los dos pacientes estudiados comparados con el control positivo
(Figura 12). Estos datos demuestran que la ruptura en los brazos cortos del

cromosoma Y en ambos pacientes (4 y 5) se localizaba por debajo de Yp11.2.

PM P5 CSP

Figura 12: Estudio por PCR del gen AMELY en el paciente 5
PM Escalera de 100 pb, P5 paciente, CSP control DNA de linfocitos de sangre periférica
en un individuo masculino normal, CT control DNA de testiculo masculino normal. Los
resultados en el paciente 4 fueron similares
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Dado que la PCR en estos dos pacientes sugeria la presencia de una segunda
linea celular con cromosoma Y anormal (del Yp), se realizd un segundo cariotipo
con técnicas convencionales de bandas GTG y CBG. Sin embargo, no se logré

visualizar el cromosoma Y en 500 metafases analizadas en cada caso.

En los pacientes 11-13 46,XX con un mosaico cromosémico y una segunda linea
celular con cromosoma Y (45,X/46,XY, 46,XX/46,XY, 46,XX/47 XXY) incluidos en
el estudio, se amplificaron por PCR todas las secuencias del Y (PABY, ZFY, SRY,
cenY, Ygh) en DNA obtenido de leucocitos de sangre periférica y tejido gonadal.
En la paciente 12 se pudo estudiar por PCR también la porcién ovarica del
ovostestes donde se identificaron todas las secuencias analizadas.
Desafortunadamente no se pudieron analizar las regiones ovaricas de los otros

dos pacientes.

En todos los casos estudiados se amplificd exitosamente la regidon centromérica

del cromosoma X que fue utilizada como control interno.

Secuenciacion del gen SRY

En todos los casos positivos para este gen, se realizd secuenciacion de SRY
(casos 1y 11-13). En el paciente 1, el cual fue solo positivo para SRY en DNA de
tejido gonadal no se identificd ningin cambio en la secuencia del gen (Figura

13). La secuenciacion del DNA en leucocitos y tejido gonadal de los pacientes
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(casos 11-13) fue normal, lo que se descartd mutaciones en SRY como causa

coadyuvante de las anomalias en el desarrollo gonadal de estos pacientes.
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Figura 13: Electroferograma del gen SRY en la paciente 1.
Secuenciacion automatizada de los productos del gen SRY obtenidos de DNA de
homogenizado de ovotestes (A) utilizando la secuencia sentido XES10, (B) utilizando la
secuencia antisentido XES11.
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Analisis por Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

Para confirmar e identificar la presencia del gen SRY en las gdnadas de los
pacientes SRY positivo se realizd estudio de FISH. Con la finalidad de
estandarizar las condiciones experimentales y corroborar que la prueba fuera
suficientemente sensible para detectar al gen SRY en los tejidos incluidos en
parafina de nuestros pacientes, se incluyd un ensayo utilizando tejido testicular
normal y tejido gonadal del caso 11, donde el complemento cromosémico fue
(46,XY/45,X). Los resultados obtenidos durante la estandarizacion del estudio
mostraron que la técnica de FISH es sensible para detectar la presencia de SRY

(Figura 14).

Para descartar que el estudio por PCR no fuera lo suficientemente sensible y
pudiera existir la posibilidad de omitir la presencia de SRY en los pacientes 46,XX
negativos para las secuencias del cromosoma Y estudiadas, se realizé FISH con la
sonda de SRY en cortes de génada incluida en parafina, se incluyeron los casos
2, 3, 6-10 todos 46,XX-SRY negativos (Tabla 3). En ninguno de estos casos se
detecto sefial de hibridacion para el gen SRY, pero se observaron las dos sefales
de hibridacion verdes correspondientes al los centrdmeros del X corroborando el

cariotipo 46,XX (Figura 15).

Estos resultados demostraron que las condiciones utilizadas en el presente

estudio para la amplificacion y localizacion de SRY por PCR y FISH son lo
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suficientemente sensibles para detectar su presencia en DNA obtenido del tejido

gonadal embebido en parafina.

Figura 14: Estudio con FISH del gen SRY en tejido gonadal incluido en
parafina. Las sefiales rojas indican la presencia del gen SRY, las sefales de hibridacion
verde indican la region centromérica del X. (A) Tejido testicular normal, (B) Paciente 11

con cariotipo 46,XX/45,X. Las imagenes se observan a una magnificacion 60X

Figura 15: Analisis por FISH del gen SRY en tejido gonadal de uno de los casos
46,XX. Unicamente se observa la sefial de hibridacion para el cromosoma X en verde.
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Paciente 1

Los resultados obtenidos por PCR en la paciente 1 sugerian la presencia de SRY
solo en DNA de tejido gonadal. Para corroborar esta observacidon y poder
determinar la localizacion del gen SRY en gdnada, se realizé estudio por FISH en
cortes de ovotestes incluidos en parafina. Se utilizd una sonda de DNA locus
especifico para SRY y como control positivo intra-ensayo se incluyé una sonda de

DNA correspondiente a la region centromérica del cromosoma X.

Se analizaron 300 nucleos, el andlisis considerd Unicamente aquellas células que
mostraron dos sefiales verdes correspondientes a los centrémeros de X
(46,XX/88%) y dos sefales verdes y una sefial roja correspondiente a SRY en

14% (46,XX SRY positivas) (figura 16).
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Figura 16: Analisis con FISH del gen SRY en cortes de ovotestes en el caso 1.
(A)(B) Imagen de la porcion interna de un tubulo seminifero donde se observan
algunas células con una sefial roja correspondiente al cromosoma Y en asociacion a una
sefial verde del centrémero del X, (C) Imagen 100X de una de las células SRY positivas
sefialando la proximidad de la sefial a uno de los cromosomas X (D) Imagen de la
region ovarica del ovotestes mostrando la presencia de SRY.

El 14% de las células analizadas mostraba sefial de hibridacion para SRY (Figura
16A y B), encontrandose siempre préxima a uno de los centrdmeros del
cromosoma X (Figura 16C), lo que sugirié que el gen SRY estaba translocado a

uno de los X. Las células que mostraron sefial de hibridacion positiva para SRY
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fueron localizadas principalmente dentro del tubulo seminifero, tratandose de
identificar la morfologia de las células positivas en diferentes cortes. Sin
embargo, aunque probablemente se trataba de células de Sertoli, la metodologia
no permitié descartar con certeza la presencia de SRY en células germinales,

ocasionalmente se observo sefial de hibridacion en células intersticiales.

Es interesante sefalar que también se corrobord la observacion realizada por
PCR en la porcidn ovarica del ovotestes de la paciente 1, donde el FISH identificd
células SRY positivas en esta regién (Figura 16 D) las sefiales encontradas
guardaban las mismas proporciones a las identificadas en la region testicular. Sin
embargo al igual que en esta region no fue posible identificar la estirpe celular.
Los resultados obtenidos por FISH en el caso 1 mostraron la presencia de un
mosaico en baja proporcion para SRY confinado a la génada. Para confirmar
este dato se estudid con FISH algunos restos Wolffianos incluidos en parafina de
la misma paciente, se usaron las mismas condiciones experimentales utilizadas
para el tejido gonadal. Los resultados mostraron Unicamente la sefal
correspondiente a los 2 centromeros del X en 300 nlcleos sin identificarse sefial
positiva para SRY (Figura 17), lo que apoya que el mosaico parece estar

confinado a la génada.
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Figura 17: Estudio con FISH del gen SRY en tejido adyacente a la gonada. La
sefial de hibridacion verde indica la presencia del centromero del X. No se observa sefial
de hibridacion roja correspondiente a SRY.

Pacientes4y5

En los pacientes 4 y 5, los estudios por PCR revelaron la presencia de Ycen y Ygh
en DNA de sangre periférica y gonada. Este dato sugirid la existencia de una
segunda linea celular con un cromosoma Y anormal (Yp-), que no pudo ser
detectada por citogenética convencional. Para confirmar lo anterior se realizd
estudio con FISH en nudcleos de linfocitos en interfase, utilizando una sonda que
pinta todo el cromosoma Y de color naranja (WPC-spectrum orange), como
control interno se utilizé una sonda que tifie de verde los centrémeros del X.

En el paciente 4 se observd sefial de hibridacion para el Y en 4% de los ntcleos y

es interesante sefialar que en estas células positivas para el Y se identificaron
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dos sefiales de hibridacién verde correspondientes a los centrdmeros del X. Estos
datos mostraron una segunda linea celular 47,XX delYp? (Figura 18). Las células
restantes (96%) sélo mostraron dos centromeros de X por lo que en este

paciente, el cariotipo final fue 46,XX/47 XX del(Y)(p?).

46, XX/47,XX del(Y)(p?)

Figura 18: FISH en niicleos en interfase utilizando WCPY y centromero de X
en el paciente 4. Se muestran las diferentes lineas celulares.

En el paciente 5, donde también se identificd por PCR la presencia de secuencias
positivas para Ycen y Ygh, se realizo estudio por FISH utilizando una sonda para
las regiones centroméricas de los cromosomas X y Y marcadas con fluorocromos
verde y rojo respectivamente. El analisis identificé varias lineas celulares que
involucraban al cromosoma X tales como 46,XX, 47, XXX y 47 XX del(Y)(p?), e

incluso una 45,X. Para descartar que esta Ultima linea fuera un error en la lectura
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se repitid el estudio en nlcleos en interfase y en cortes de tejido gonadal
embebido en parafina. En esta ocasion se incluyd como control una sonda
centromérica del cromosoma 18 marcada con color azul aqua (Figura 19). Los
resultados confirmaron la presencia de diferentes lineas celulares incluyendo la
45,X. Al igual que en el paciente 4, se observo que la linea celular que contenia
al cromosoma Y anormal presentaba dos cromosomas X, siendo el cariotipo final

en este paciente fue 47 ,XXX/45,X/47 XXdel (Y)(p?)/46,XX (Figura 19).

Figura 19: FISH en nucleos en interfase utilizando centromeros del Y, X y
centromero de 18 en el paciente 5. Se muestran las diferentes lineas celulares que
involucran al cromosoma X, en la metafase y en los nucleos en interfase se observa la
presencia de dos sefiales color aqua correspondiente al centromero del cromosoma 18.
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Discusion

El proceso por el cual la gdnada indiferenciada se desarrolla hacia ovario o
testiculo involucra diversos mecanismos moleculares finamente regulados ain no
perfectamente dilucidados en muchos aspectos. Los estudios en modelos
animales han aportado diversos datos acerca de los procesos de determinacion y
diferenciacion gonadal, sin embargo el conocimiento en humanos es alin
limitado. El estudio de pacientes HV permite analizar algunos de los procesos que
participan en el desarrollo gonadal y responder algunas de las preguntas

relacionadas con el desarrollo normal o anormal de la génada.

El HV es una anomalia genéticamente heterogénea poco frecuente, donde el
desarrollo de testiculo y ovario en un mismo individuo ha sido asociado con
varias anormalidades genéticas. Dentro de los defectos genéticos que han sido
identificados, se encuentran: tres pacientes HV 46,XY donde se han descrito
mutaciones puntuales en el gen SRY (Braun y cols., 1993; Hiort y cols., 1995;
Maler E y cols., 2003); la presencia de mosaicos ocultos para el cromosoma Y o
secuencias del Y han sido sugeridas como causa del desarrollo gonadal en
pacientes HV 46,XX (Hadjiathanasiou y cols., 1994; Inoue y cols., 1998; Jiménez
y cols., 2000). Ademas, se reportd una duplicacion de 22q en un paciente HV

46,XX SRY-negativo (Aleck y cols., 1999).

51



Discusion

Con la finalidad de identificar los mecanismos genéticos que conllevan a la
formacion de tejido testicular y ovarico en el mismo individuo, en este trabajo se
analizé desde el punto de vista citogenético y molecular a un grupo de 13
pacientes HV. Diez de los casos presentaron cariotipo 46,XX y tres eran mosaicos
45,X/46,XY, 46,XX/46,XY, 46,XX/47. E| andlisis del cromosoma 22 no reveld
ninguna anormalidad estructural que explicara la causa del desarrollo testicular
en nuestros pacientes. El estudio molecular del gen determinante testicular
(SRY) mostré que los diez pacientes 46,XX fueron SRY negativos en DNA
obtenido de leucocitos de sangre periférica, resultados que coinciden con los
reportes en la literatura donde 60% de los HV presentan un cariotipo 46,XX. En
la literatura se informa que el estudio molecular del gen SRY en DNA de
leucocitos es Unicamente positivo en 10%, lo que indica que en la mayoria de los
pacientes con HV 46,XX el desarrollo testicular no esta asociado a SRY. Respecto
al 90% de HV SRY negativos, algunos autores han propuesto la pérdida o
ganancia de funcién en genes “aln no caracterizados” que participan en la
determinacion testicular, localizados en autosomas o ligados al cromosoma X,
como responsables del desarrollo gonadal en estos pacientes (McElreavey y cols.,
1992, 1993; Boucekkine y cols., 1994; Torres y cols., 1996; Domenice y cols.,

2001).

Otro de los mecanismos propuestos para explicar la formacion de tejido testicular

es la existencia de mosaicos ocultos en gdnada. Tres reportes en la literatura
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proponen la presencia de mosaicos para SRY confinados a la génada en casos de
HV 46,XX-SRY negativos en sangre periférica (Hadjiathanasiou y cols., 1994;
Inoue y cols., 1998; Jiménez y cols., 2000). En los primeros dos estudios la falta
de andlisis de otras secuencias especificas del Y, no permitid descartar la
presencia de una segunda linea celular con cromosoma Y. En el tercer trabajo
nuestro grupo reportd un caso 46,XX SRY negativo en DNA obtenido de sangre
periférica y en células de mucosa oral, pero positivo y parcialmente deletado en
DNA obtenido de la porcidn testicular del ovotestes. En este caso se analizaron
otras secuencias del Y, descartandose la presencia de una linea celular con
cromosoma Y. Los datos obtenidos por PCR apoyaron la presencia de mosaicos

ocultos y localizados en génada en este paciente (Jiménez y cols., 2000).

Considerando la posibilidad de la existencia de mosaicos ocultos en nuestro
grupo de pacientes 46,XX se llevo a cabo estudio molecular en el tejido gonadal
incluido en parafina. El estudio del gen SRY por PCR en DNA de homogenizado
de ovotestes fue negativo en 9 de los 10 pacientes 46,XX-SRY negativos en
sangre periférica, sin embargo en el caso 1, también SRY negativo en sangre
periférica, el andlisis por PCR mostrd la presencia del gen SRY en tejido gonadal,
lo que fue posteriormente confirmado por FISH. En este paciente, el estudio por
PCR del resto de las secuencias para el cromosoma Y fue negativo lo que
descartd la presencia de cromosoma Y y demostrd la existencia de un mosaico

SRY negativo en sangre periférica y SRY positivo en génada. El hallazgo de SRY
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solo en génada puede explicarse por la presencia de un mosaicismo evanescente
(Hadjiathanasiuou y cols., 1994; Inoue y cols., 1996; Jiménez y cols., 2000). El
mecanismo responsable de este tipo de mosaicos para SRY limitados a la
génada, podria ser debido una recombinacién ilegitima entre el cromosoma X vy el
Y durante la meiosis paterna donde el gen SRY se translocd al X paterno; la
paciente heredé el cromosoma X paterno con el gen SRY que permitid la
diferenciacion testicular con la pérdida subsiguiente de SRY de la mayoria de los

tejidos.

El analisis de los resultados con FISH en el tejido gonadal del paciente 1 reveld
otros aspectos interesantes. La sefial de hibridacion para SRY se encontrd
siempre en asociacion con una de las sefiales para el centrémero del X,
apoyando que este gen se encontraba translocado a uno de los cromosomas X.
El estudio por PCR y FISH en este paciente de un fragmento de tejido adyacente
a la gbénada demostrd ausencia de SRY apoyando la posibilidad de que el
mosaico se encontrara confinado a génada. No fue posible reconocer la presencia
de este gen en otro érgano, ni determinar si SRY se mantuvo en la gonada por
ser el tejido donde ejerce su efecto critico durante el desarrollo. Este paciente 1,
46,XX SRY negativo en DNA de sangre periférica pero positivo en DNA del tejido
gonadal (ovario/testiculo) es el primer caso informado en la literatura donde se

demuestra mediante hibridacion /in sitv con fluorescencia, la presencia de
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mosaicos para SRY y apoya la posibilidad de que los mosaicos gonadales

constituyan un mecanismo etiopatogénico en el HV.

Por otra parte, 86% de las células en la paciente 1 fueron negativas para SRY en
la region testicular mientras que 14%, demostrandose también la existencia de
un segundo mosaico dentro de la génada. En los modelos murinos se ha
propuesto, que mutaciones o deleciones de Sry (Y™™, YP) generan un alelo
débil lo que ocasiona sindromes de reversion sexual (Lovell-Badge y cols., 1990;
Cameron y cols., 1997). En estos pacientes podria proponerse que la presencia
de SRY no fue suficiente para diferenciar adecuadamente al testiculo y que su
expresion debe suceder con un umbral de dosis y en una ventana especifica en el

tiempo (Heder y cols., 1995; Lovell-Badge y cols., 1992).

Otro aspecto importante es la localizacion celular de SRY. En los cortes
analizados, la sefal de hibridacion se localizd principalmente dentro de los
tabulos seminiferos. La morfologia de las células SRY positivas sugiere que
probablemente se trate de células de Sertoli, sin embargo la metodologia no

permite descartar la presencia de SRY en células germinales.

Un hallazgo interesante tanto en el paciente 1 como en el 12 fue la presencia de
SRY en la porcidn ovarica del ovotestes, esta observacion fue descrita

previamente en un paciente HV 46,XX-SRY positivo en sangre periférica y génada

55



Discusion

(Salas Cortez y cols., 2000). Este dato fue corroborado por FISH en el paciente y
se identifico sefial de hibridacion en 12% de los nlcleos de la porcidn ovarica del
ovotestes. Al parecer la presencia de este gen en algunas de las células de la
gdnada indiferenciada no garantiza el desarrollo testicular completo, ni inhibe el
inicio de la via de desarrollo ovarica (Salas-Cortez y cols., 2000). Estos datos
apoyan en forma indirecta que el “switch” que desencadena SRY para la
determinacion de la gonada indiferenciada hacia testiculo, tiene que suceder en
el momento preciso, con la cantidad exacta de transcrito y en la célula indicada.
El desarrollo del ovario en presencia de células SRY positivas, puede estar
relacionado con alelos no funcionales tal como se sugiere en modelos murinos
(Palmer y Burgoyne 19912 y 1991° Patek y cols., 1991), y que en nuestra
paciente, un alelo normal de SRY dio origen a las células testiculares, mientras
que un alelo no funcional de este gen permitid que se iniciara la via femenina y
se desarrollara el tejido ovarico. Se ha propuesto que diferencias funcionales de
SRY pueden ser secundarias al proceso de inactivaciéon del cromosoma X

(Fechner y cols., 1994; Capel y cols., 1999).

En los pacientes 4 y 5, inicialmente clasificados como 46,XX-SRY negativo en
DNA de leucocitos y de gonada, el andlisis por PCR de otras secuencias del
cromosoma Y, mostrd la presencia de Y cen y Ygh en DNA de varios tejidos
analizados (leucocitos, génada y fibroblasto). En el paciente 4 los resultados

fueron confirmados por FISH que identificd la sonda que tifie al cromosoma Y en
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4% de nlcleos en interfase confirmandose un mosaico en baja proporcion y
donde cada célula positiva para el Y mostré dos sefiales de hibridacion para los

centrdmeros del cromosomas X cariotipo.

En el paciente 5 el estudio por FISH utilizando sondas centrémericas para el Y X
y el 18 en diferentes colores, mostré la existencia de varios mosaicos
cromosomicos para el X en baja proporcion. Al igual que en el paciente 4 la
sefial de hibridacion para el Y se encontrd siempre acompafada por dos

cromosomas X.

En estos pacientes (4 y 5), el estudio por FISH reveld que el cariotipo
convencional no es suficiente para conocer el genotipo de estos pacientes ya
que, debido a la baja proporcidn con que se presentd el mosaico no fue posible
observar las diferentes lineas celulares. En el caso del paciente 4 el estudio por
FISH mostrd un cariotipo final 46,XX/47,XX del (Y)(p?), mientras que en el
paciente 5 el complemento cromosdmico fue 47,XXX/45,X/47 XX del
(Y)(p?)/46,XX . En este Ultimo caso se puede proponer que el mosaicismo
observado se debe a que en un cigoto originalmente XXYp- durante Ila
embriogénesis temprana se presentd un rezago en la anafase del cromosoma Y
anormal, generandose las lineas celulares 47,XX del (Y)(p?) y 46,XX.

Posteriormente, la linea aneuploide predispone diferentes eventos de no
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disyuncion del cromosoma X, dando lugar al resto de las lineas celulares

observadas por FISH.

La observacion en los pacientes 4 y 5, donde el cromosoma Y se encontrd
siempre en asociacion con dos cromosomas X apoyaria la hipétesis propuesta por
Burgoyne y cols. que sugiere la existencia de un gen o genes localizados en el
cromosoma X no compensado en dosis y que participa en la determinacion
testicular (Burgoyne y cols., 2001).

Recientemente se propuso que la polisomia del cromosoma X facilita el desarrollo

ovarico (Aviv y cols., 2001).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan que la existencia de
mosaicos ocultos son eventos que deben ser considerados como mecanismos
alternativos en la etiopatogenia del hermafroditismo verdadero y deben

investigarse dentro del estudio molecular en estos pacientes.
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Abstract True hermaphroditism (TH) is an unusual form
of sex reversal, characterized by the development of tes-
ticular and ovarian tissue in the same subject. Approxi-
mately 60% of the patients have a 46, XX karyotype, 33%
are mosaics with a second cell line containing a Y chro-
mosome, while the remaining 7% are 46,XY. Molecular
analyses have demonstrated that SRY is present in only
10% of TH with a 46,XX karyotype; therefore, in the re-
maining 90%, mutations at unknown X-linked or autoso-
mal sex determining loci have been proposed as factors
responsible for testicular development. True hermaphro-
ditism presents considerable genetic heterogeneity with
several molecular anomalies leading to the dual gonadal
development as SRY point mutations or SRY hidden go-
nadal mosaicism. In order to identify genetic defects asso-
ciated with subjects with the disease, we performed molec-
ular analyses of the SRY gene in DNA from blood leuko-
cytes and gonadal tissue in 12 true hermaphrodites with
different karyotypes. Our results using PCR and FISH
analyses reveal the presence of hidden mosaicism for SRY
or other Y sequences in some patients with XX true her-
maphroditism and confirms that mosaicism for SRY lim-
ited to the gonads is an alternative mechanism for testicu-
lar development in 46,XX true hermaphrodites.
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Introduction

Sex differentiation in humans depends on the presence of
the Y-linked gene SRY, which it is activated in the pre-
Sertoli cells of the developing gonadal primordium to trig-
ger testicular differentiation (Sinclair et al. 1990). SRY is
an architectural factor that binds and bends specific DNA
sequences (Ferrari et al. 1992). Although its specific func-
tion and downstream molecular targets remain unknown,
it was recently demonstrated in mice that it promotes the
migration of gonadal interstitial cells from the meso-
nephros (Capel et al. 1999) and also that it increases the
rate of proliferation of the coelomic epithelial cells that
give rise to Sertoli cell precursors (Schmahl et al. 2000).
These cellular processes lead to testis cord formation and
increased gonadal size. which are the first known mor-
phological evidences of testicular organogenesis in verte-
brates.

In rare cases, testicular formation can take place in
subjects lacking a Y chromosome, resulting in a 46,XX
sex reversal condition (Wachtel 1994). True hermaphro-
ditism (TH) is a rare form of sex reversal characterized by
the presence of both testicular and ovarian tissue in the
same individual, either in a single gonad (ovotestis), or in
opposite gonads with one testis and one ovary on each
side (Van Niekerk and Retief 1981). True hermaphrodites
usually have ambiguous external genitalia and variable
development of Wolffian and Miillerian derivatives, de-
pending on the amount of functional testicular tissue pre-
sent (Torres et al. 1996). Approximately 60% of the pa-
tients have a 46, XX karyotype, 33% are mosaics with a
second cell line containing a Y chromosome, while the re-
maining 7% are 46,XY (Krob et al. 1994; Hadjiathanasiou
et al. 1994). Molecular analyses have demonstrated that
SRY is present in only 10% of true hermaphrodites with a
46,XX karyotype (Berkovitz et al. 1992; McElreavey et
al. 1992; Boucekkine et al. 1994; Damiani et al. 1997);
therefore, in the remaining 90%, mutations at unknown
X-linked or autosomal sex-determining loci have been
proposed as factors responsible for testicular development



(Ramsay et al. 1988: McElreavey et al. 1993: Jiménez et
al. 1996). TH presents considerable genetic heterogeneity.
with several molecular anomalies leading to the dual go-
nadal development in a single subject: (1) in two 46.XY
unrelated cases, point mutations in the SRY coding region
were observed (Braun et al. 1993; Hiort et al. 1995); (2)
duplication of 22q was recognized in a 46,XX SRY-nega-
tive case (Aleck et al. 1999); (3) gonadal SRY mosaicism
was identified in two sporadic 46,XX patients who were
SRY-negative in peripheral blood leukocytes, but positive
in gonadal tissue (Hadjiathanasiou et al. 1994; Inoue et al.
1998). Recently, we described a 46,XX true hermaphro-
dite in which SRY was negative in blood leukocytes and
epithelial oral cells, but present and partially deleted in
DNA obtained from the testicular portion of the ovotestes
(Jiménez et al. 2000).

In order to identify the genetic defects that lead to TH,
we performed molecular analyses of the SRY gene in
DNA from both blood leukocytes and gonadal tissue in a
group of 12 patients.

Subjects and methods

Patients

All 12 patients were of Mexican origin and none of them have
been reported previously. Nine had a 46,XX karyotype and three
were mosaics presenting a second cell line with a Y chromosome
(Table 1). Clinical evaluation was performed between one and two
years of age. All cases were sporadic and family history was neg-
ative for genital ambiguity, genetic diseases, and consanguinity.
Diagnosis of TH was histologically confirmed by the presence of
both testicular (defined by seminiferous tubules) and ovarian (de-
fined by the presence of follicles) tissue. Chromosomal analysis
was performed on peripheral blood leukocytes using conventional
GTG technique and at least 50 metaphases were analyzed in each
case (Table 1).

DNA preparation from peripheral blood leukocyies
Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukoeyvtes ac-
cording to standard protocols (Sambrook et al. 1989),

DNA preparation from paraffin embedded tissue

Gonadal DNA exiraction from paraffin-embedded tissues was per-
formed according to the method described by Banerjee et al. (1995).
Tissue sections (5-pm thick) from paraffin-embedded blocks were
transferred to 1.5-ml microcentrifuge tubes and crushed with a
sterile pipette in 200 pl of digestion buffer [50 mM Tris-HCI
(pH 8.5), 1 mM EDTA, 0.5% Tween 20]. The samples were ex-
posed to microwave radiation (500 W forl5 s, 2—4 times), then
centrifuged at 22,000 g for 10 min and the paraffin ring extracted.
The tissue pellet was suspended in digestion buffer and 2.4 pl of
16.5 mg/ml proteinase K was added to each tube, with a final con-
centration of 200 pg/ml. Samples were digested overnight at 42°C
and then centrifuged for 5 min at 5,500 g. The supernatants were
transferred into sterile tubes and boiled for 10 min to denature
residual proteinase and contaminating proteins.

PCR amplification

PCR analyses of Y-specific sequences SRY, Ycen, ZFY, PABY, and
Yqgh were performed in DNA obtained from blood leukocytes and
gonads. We also amplified an X-chromosome alphoid centromeric
repeat as an internal positive PCR control (Zenteno et al. 1997).
We analyzed the SRY open reading frame (615 bp) using two
sets of primers: (1) SRYo-forward (5-GTGGTCTCGCGATC-
AGA-3") and XESI1-reverse (5-GTAGCCAATGTTACCCGA-
TTGTC-3’), that amplify a 432-bp fragment from nucleotide (nt)
207 to nt 638 with respect to the initial SRY ATG codon; (2)
XES10-forward (5'-GGTGTTGAGGGCGGAGAAATGC-3") and
SRY8-reverse (5-TAGAGCCATCTTGCGCCT-3’), which ampli-
fies a 380-bp fragment from nt —140 to nt 240. Additionally, we
used an extra set of primers SRY6-forward (5-GTGGTCTCGC-
GATCAGA-3") and SRY3-reverse (5-CTTCCGACGAGGTCG-
ATAC-3), amplifying a 196-bp fragment from nt 207 to nt 402.
The total PCR volume of 25 pl for all amplifications includes
50 ng of DNA, 100 ng of each primer, 1 U of Taq polymerase,
1.5 mM MgCl,, and 80 uM of each dNTP. PCR temperatures for
SRY amplifications were: 94°C (5 min), 94°C (1 min), 68°C
(1 min) and 72 °C (2 min) for 35 cycles and then 72°C (10 min).

Table 1 Sex of rearing, clinical, cytogenetic, and anatomic data in 12 cases of true hermaphroditism (O ovary, OT ovotestes, T testis,

DG dysgenetic gonad)

Patient  Sex External genitalia Karyotype Gonads
of
rearing Right  Left
1 Female Ambiguous genitalia: enlarged clitoris, 1.8 cm 46,XX (0] oT
2 Female Ambiguous genitalia: 2-cm phallus; bifid fused labioscrotal folds 46,XX (0] oT
3 Female Ambiguous genitalia: 3-cm phallus with chordee; fused labioscrotal folds ~ 46,XX oT 0]
4 Female Ambiguous genitalia: enlarged clitoris, 1x1.5 cm, with basal hypospadias;  46,XX* oT 0]
fused labioscrotal folds
5 Male Ambiguous genitalia: enlarged clitoris, palpable gonads 46,XX oT T
6 Female Ambiguous genitalia: hypospadic phallus; palpable right gonad 46,XX oT (0]
7 Male Ambiguous genitalia: scrotal hypospadias; palpable gonads 46, XX oT i
8 Male Ambiguous genitalia: enlarged clitoris, 1.8 cm; fused labioscrotal folds 46, XX oT T
9 Male Ambiguous genitalia: 2-cm phallus 46, XX oT T
10 Male Ambiguous genitalia: 1.9-cm phallus; scrotal hypospadias. 45,X/46, XY DG oT
11 Female Ambiguous genitalia: 3-cm phallus; labioscrotal folds 46, XX/46,XY oT O
12 Male Ambiguous genitalia: 2-cm phallus with labioscrotal hypospadias 46 XXMTXXY T (0]

*After FISH analysis, the final karyotype was 46,XX/47. XX, del(Y) (p?)
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SRY sequencing

The PCR products of SRY amplifications in DNA from blood
leukocytes and gonadal tissue were purified with the help of a
QIAEX gel extraction Kit (Qiagen). Direct sequencing was per-
formed using 3—10 ng DNA template/reaction on an ABI Prism 310
automated DNA sequencer (Applied Biosystems) using the Big
Dye terminator kit (Appied Biosystems). PCR conditions and tem-
perature program used for sequencing the amplified fragments of
SRY were identical to those used for the initial PCR amplification.

FISH analysis

FISH analysis was performed in patients 1 and 4. In patient 1, we
carried out the study in paraffin embedded gonadal tissue sections,
using a LSCI (Vysis) DNA probe for SRY labeled with spectrum
orange, and an X-chromosome centromeric region labeled with
spectrum green as an internal control. In patient 4, FISH analysis
on lymphocytes culture interphase nuclei was performed using a
WCP painting probe for the entire Y chromosome, labeled with the
spectrum orange fluorochrorme (Vysis), and an X-chromosome
centromeric probe as an internal control. Hybridization conditions
were as previously described by Pinkel et al. (1986a, 1986b).

Results

PCR amplification

PCR amplification of the SRY gene in the nine 46,XX true
hermaphrodites was negative in all cases in DNA ob-

M MC.P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

M MC FC P1

P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Fig.1a,b PCR analysis of the HMG-box coding region of the SRY
gene. a Leukocytic DNA. M molecular weight marker (100-bp lad-
der), lane 2 MC male control, lanes 3-11 46, XX TH (patients
1-9). No PCR products were observed in DNA from the nine pa-
tients. b Gonadal DNA. Lane 3 female control (FC), lanes 4-12
46, XX TH (patients 1-9). An SRY PCR product, similar to the
male control, was observed only in patient 1

SRY ZFY PABYYcen Ygh SRY ZFY PABY Ycen Ygh

Fig.2. PCR analyses of Y-derived sequences in leukocytic DNA
from a 46, XY normal male (/eft panel) and patient 4 (right panel).
All Y sequences tested were present in the male control, while
only Ycen and Yqh were observed in patient 4, suggesting a Yp
deletion

tained from blood leukocytes, and also in eight of the
cases in gonadal DNA (Fig. 1). Interestingly, patient 1 was
positive for SRY in DNA from the ovarian and testicular
portions of the ovotestes. PCR analyses of other Y se-
quences (PABY, ZFY, Ycen and Ygh) were negative in
eight cases (including the SRY-positive case 1) in leuko-
cytic and gonadal DNA. In contrast, Ycen and Ygh were
amplified in leukocytic, gonadal, and fibroblastic DNA
from patient 4 (Fig.2). As these data suggest the presence
of a second cell line with a Yp-deleted chromosome in
this patient, a new karyotype was performed, but no Y
chromosome was identified in 500 metaphases.

In patients 10-12, presenting mosaic karyotypes in-
cluding a Y-bearing cell line, PABY, ZFY, SRY, Ycen, and
Yqh were present. These sequences were also positive in
DNA obtained from the ovarian region of the ovotestes
from patient 11 (data not shown). The X-chromosome
centromeric alphoid repeat used as an internal control was
successfully amplified in all cases.

FISH analysis

To confirm PCR results in patient 1, we analyzed by FISH
a testicular/ovarian fragment of the end-to-end ovotestes,
using an SRY-specific DNA probe. As shown in Fig. 3. we
identified the presence of an SRY hybridization signal in
14% of the testicular cells showing two X-chromosome
centromeric signals. The SRY hybridization signal was also
observed in cells from the ovarian portion of the ovotestes
(Fig.3b). Interestingly, SRY was always observed in close
association with one X centromere, strongly suggesting
that this gene was translocated to an X chromosome. To
recognize the abnormal Y chromosome suggested by PCR
analysis in patient 4, we performed FISH with a whole
Y-chromosome painting probe on interphase nuclei, and
an X centromeric region as an internal control. A low-
level mosaicism (4%) containing a second cell line with a
Y chromosome and two X-centromere signals (Fig.4) re-
vealed a 46,XX/47,XX, del (Y) (p?) final karyotype in
this subject.



Fig.3a—c FISH analysis in gonadal tissue cells. a Testicular por-
tion of the ovotestes of patient 1, showing a cell with two green hy-
bridization signals corresponding to both X centromeres. In addi-
tion, some cells show a red signal corresponding to SRY. b Ovar-
ian portion of the same gonad showing cells with two green signals
(X centromeres) and a red signal corresponding to SRY. ¢ Testicu-
lar cells from an SRY-negative 46,XX ovotestes (patient 3) used as
a control showing only the two X-centromeric signals

Sequencing of the SRY gene

SRY sequence was normal in DNA from the gonadal tis-
sue of patient 1 and in leukocytic and gonadal DNA from
patients 10-12.

Discussion

The process by which the indifferent gonad develops into
either testis or ovary remains poorly understood. There-
fore, the study of patients with true hermaphroditism
might provide clues that can answer some of the questions
about normal and abnormal gonadal development. Al-
though TH is a very rare anomaly, it shows considerable
genetic heterogeneity and different genetic abnormalities
have been proposed as a cause of the dual gonadal devel-
opment in these subjects: point mutations in the SRY gene
in 46,XY patients (Braun et al. 1993; Hiort et al. 1995)

and hidden mosaicism for a Y chromosome or Y sequences
in 46, XX patients (Hadjiathanasiou et al. 1994; Inoue et
al. 1998; Jiménez et al. 2000). In addition, duplication of
22q was recognized in one case of 46, XX SRY-negative

Fig.4 FISH analysis using a whole Y-chromosome painting probe
(red) and an X-chromosome centromeric probe (green). The
metaphase and the lower interphase nucleus showed only two
X-centromeric signals (46,XX), while the other two nuclei (from
patient 4) exhibit two X centromeres plus a Y-chromosome signal
(47.XXY)



true hermaphrodite (Aleck et al. 1999). However, cytoge-
netic analysis did not reveal abnormalities in chromosome
22 any of our 12 patients. Molecular analyses showed
that all nine 46,XX were true SRY-negative in leukocytic
DNA, in accordance with most cases reported in the liter-
ature, (McElreavey et al. 1992, 1993; Boucekkine et al.
1994; Torres et al. 1996, Domenice et al. 2001). On the
other hand, eight of these patients were also SRY-negative
in gonadal DNA, but in case 1 PCR and FISH analyses re-
vealed the presence of SRY, indicating a gonadal mo-
saicism for this gene. The SRY FISH signal was always
observed in close association with one X centromere,
strongly suggesting that this gene was translocated to an
X chromosome. The signal was observed inside and out-
side of the testicular cord; however, we cannot conclude
which specific cell type carries the SRY gene. Other Y se-
quences tested by PCR in this patient were negative in
leukocytic and gonadal DNA. These data confirm some
previous reports in which SRY was negative in peripheral
blood but positive in gonadal tissue, probably due to a
*vanishing” mosaicism (Hadjiathanasiou et al. 1994; In-
oue et al. 1998; Jiménez et al. 2000). The mechanism to
explain an individual with SRY mosaicism limited to the
gonad could be an illegitimate X/Y recombination during
paternal meiosis; the subject received the paternal X car-
rying the SRY gene, which allows partial testicular differ-
entiation with a subsequent SRY loss in most cell lines. It
is unknown whether SRY is preferentially retained in tes-
ticular tissue where it has a critical role, or whether it may
be present in other organs.

SRY was recognized by FISH in only 14% of testicular
cells of patient 1, suggesting that this low percentage was
not enough to induce complete testis development and
leads to ovotestes formation. Another interesting finding
in this patient was the identification of SRY by FISH in the
ovarian portion of the gonad. These data indicate that the
presence of this gene in undifferentiated gonadal cells
does not guarantee the development of testicular tissue
nor inhibit ovarian development, as recently shown by
Salas-Cortes et al. (2000). Ovarian development in the
presence of SRY-bearing cells, might be related to non-
acting SRY alleles, as suggested by experiments in murine
models (Palmer and Burgoyne 1991a, 1991b; Patek et al.
1991). According to these data, it could be proposed for
our patient that normal acting SRY alleles gave rise to tes-
ticular cells, while non-acting SRY alleles originate ovar-
ian cells. This difference in SRY functionality is probably
due to random X-chromosome inactivation, as previously
suggested (Fechner et al. 1994; Capel et al. 1999).

Patient 4 was initially classified as a 46,XX true her-
maphrodite. However, PCR results revealed the presence
of Ycen and Ygh sequences in leukocytic, gonadal, and fi-
broblastic DNA. These data were confirmed by FISH
analyses using a Y probe that revealed a low-level per-
centage (4%) of Y-chromosome mosaicism in interphase
nuclei; each Y-positive nucleus showed two X-centro-
meric signals, indicating that the second cell line was
47,XX, del (Y) (p?). As SRY was lost due to the Yp dele-
tion, testicular differentiation in this patient could not be

attributable to this gene and probably arises from molecu-
lar defects in autosomal or X-linked genes. which also
participates in the testicular developmental cascade. On
the other hand, the presence of X polysomy in our patient
is an interesting finding that could be related to the go-
nadal phenotype. Recently, Aviv et al. (2001), studying a
46,X,del (Yp) SRY-negative fetus, demonstrated the pres-
ence of X polysomy restricted to the ovary and suggested
that this is a postzygotic event which arises to facilitate
ovarian development in the absence of the necessary fac-
tors for normal gonadal development (Aviv et al. 2001).
Finally, the SRY nucleotide sequence in our four positive
true hermaphrodites (patients 1, 10—~12) was normal, ex-
cluding SRY mutations, as in the cases described by Braun
et al. (1993) and by Hiort et al. (1995).

In conclusion, in this study we demonstrated by PCR
and FISH analyses the presence of hidden mosaicism for
Y sequences in 46,XX TH as an alternative etiologic
mechanism for the disease.
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