UNIVERIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

"ANALISIS DE LA DINAMICA DE EXPRESION
Y CONSERVACION FUNCIONAL DE
LOS GENES Zimp7 Y ZimplO0 DE RATON"

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

PRESENTA:

BIOL. HECTOR MAXIMINO RODRIGUEZ MAGADAN

ASESORA: DRA. HILDA MARIA LOMELI BUYOLI

CUERNAVACA, MORELOS 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A la dra. Hilda Maria Lomeli Buyoli por permitirme formar parte de su grupo de
investigacidén y por guiarme con su sapiencia a través del mundo de la biologia
del desarrollo.

A las dras. Martha Veronica Vazquez Laslop y Diana Maria Escalante por
pertenecer a mi comite tutoral y quienes cada semestre me aconsejaban vy
aportaban ideas para mejorar mi trabajo.

A los dres. Joseph Dubrovsky, Claudia Trevifio, Veronica Narvaez, Viviana
Valadez y Leandro David Hernandez por la revisidén de mi tesis

A la M. en C. Laura Socorro Ramirez Angeles por su asistencia técnca durante la
realizacién de esta tesis y por esas largas charlas y ricos cafecitos que
hacian mas ameno el tiempo en el laboratorio. Por ser mi maestra en la biologia
del desarrollo.

A la Dra. Denhi Schnabel por su ayuda y ensefianzas en la parte final de la
tesis.

A Marcela Ramirez y Sergio Gonzalez por proporcionarme los ratones utilizados
durante la elaboracidén de esta tesis.

Al M en C. Andres Saralegul por su asistencia en la técnica de microscopia
confoncal.

A CONACYT por apoyarme economicamente con la beca 181202 y a los donativos de
DGAPA-UNAM IN213602-3 e IN220009-3 y CONACYT 49114 con los cuales se llevo a
cabo el trabajo experiemntal de esta tesis.

Al dr. Juan Mauricio Téllez Sosa por inicar mi camino en la ciencia y por sus
sabios consejos y correctivos durante todo este tiempo.

A mi familia por su apoyo ilimitado y porque por ellos he llegado hasta el
final de este camino.

A Viridiana por darme animos para seguir adelante y tenderse a mi lado "a la
orilla de la chimenea".

A todos mis amigos por hacer mas rejalado este mundo estresante de la ciencia.
A Mario, Omar, Bertin, Elsah y Delany quienes han estado conmigo desde antes de
entrar en este mundo de la ciencia.

A mis inseparables Angel, Ivan y Javier por su amistad inconcional y por todos
los buenos momentos compartidos en el lab y durante lo congresos.

A Oswaldo, Andrea, Brenda, Aimée, Roberto, Christofer y Alejandro por su
amistad y buenos comentos compartidos.

A Luis, Alejandro "Jalis", Andres, Humberto "inge" vy Richard que siempre
estaban dispuestos a quedarse al menos un par de horas mas en la "oficina"
resolviendo problemas trascendentales como gquien tiene la mula del "6" no
importando que fuera lunes o media semana. A Don Horacio y Mario por dejarme
ser el quinto.



A Marina Magadan
"Por darme la vida y cultivarla de la mejor
manera llendndome de dicha"

A Viridana gracida
"Por aceptar recorrer el resto de su vida
conmigo y alimentar mi alma con su amor"



INDICE
RESUMEN &+« v v v et e e et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 8
ABSTRAC T ¢ e v e e e e e e e e e e e e e e e 10
INTRODUCCTION . v v et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i 12
JUSTIFICACTION . v v vt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 37
OBUIETIVOS & v e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 38
MATERIALES Y METODOS e t o v v et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e 40
RESULTADOS & e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 47
DI SCUSTION . v e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 87
CONCLUSTON . & v v e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 97
REFE RENC RS & v ot e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 98

AP END I CE S e o v e e e e e e e et e e e e e e e e e e 106



O Jo Uk W

= = N = W SR Vo)
OO WN P O

16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

INDICE DE FIGURAS

Desarrollo embrionario del ratdn....... .ttt eeeennnns 15
Desarrollo de las extremidades de mamifero..................... 19
Diferenciacidén sexual de 1las gonadas. ... .. eeeeeeeneeeeneeeennnens 21
Eventos celulares que ocurren durante la espermatogénesis...... 24
Esquema de la estructura de las proteinas PIAS..........ccou... 29
Via de SUMOIlaCiOme v it ittt ittt et tteee ettt eeeennnanennnas 31
Mutantes en tna presentan fenotipos homedéticos................. 33
Fenotipos mutantes en combinaciones hetercalélicas de tna...... 34
Expresidén de los genes Zimp en el tejido urogenital............ 35
Morfologia de embriones nulos en ZimplO.........oiiiieennnnn. 37
Filogenia de las proteinas ZIMP. ... ..ttt ieeeeneeneneenenneens 51
Disefio de 1as riboSONdasS . v v v i e it teeeeeeeeeeeeeeeeeneeneeans 53
Patrén de expresidn de Zimp7 en el desarrollo embrionario..... 55
Patrdén de expresion de Zimpll. ... ... e et eeeeeeeeeeeoneeneeans 57
Expresidén de Zimp7 durante el desarrollo de las extremidades de
B e o 59
Expresién de ZimplO en el desarrollo de las extremidades de
B e o 61
Expresidén de ZimplO durante el desarrollo de las gdnadas...... 65
Expresidén de Zimp7 en el desarrollo de las gdbdnadas..... 68
Localizacidén de ZIMP7 por inmunofluorescencia en células
germinales de 13.0 dPC. i ittt it ittt eeteeeeeeeeeeeeeenesonesaess 70

Perfil de expresidén de ZIMP7 en testiculo de ratdn post-natal.73
Localizacién subcelular de ZIMP7 en células espermatogénicas..75
Co-localizacidédn subcelular de ZIMP7 y SUMOl en espermatocitos.77

Efecto del &cido retinoico en la expresién de ZimplO.......... 80
Efecto del ANG sobre la expresidén de ZimplO........eueeeeuenenn. 81
Efecto del DEAB sobre la expresidén de ZimplO........cueeeeeenn. 82
Efecto de SHH en la expresidn de ZimplO.......eeeeeeeeeeeneenn 85
Efecto del &cido retinoico en la expresién de Zimp7........... 87
Efecto del DHT en la expresidn de Zimp7... ... eeeeeeeeeeeeeeans 89
Efecto del DHT en la expresién de Zimp7 en testiculo.......... 90

Andlisis de la regidn promotora de Zimp7 y ZimplO............. 93



ABREVIACIONES

A: Anterior

Al: Alantoides

AGN193109: Antagonista del AR
AG-SHH: Agonista de SHH

AS: Somitas Anteriores

AER: Surco del Ectodermo Apical
Antp: Antennapedia

AR: Acido Retinoico.

BA: Arcos Branqgquiales

BC: Ventriculo del corazdn

BTB: Barrera de Células Sanguineas del Testiculo
Ch: Cérion

DA: Aorta Dorsal

DDN: Dias Después de Nacido

DEAB: Acido Benzoico 4-Dimetilamina
DHT: Dihidroxitestosterona.

Die: Diencéfalo

DMSO: Dimetil Sulfédxido.

DPC: Dias Post—-Coito

DPP: Dias Post—-Parto

ES: Espermadtidas Redondas

FB: Cerebro Anterior

FLB: Extremidad Anterior

G: Intestino

H: Corazdn

HB: Cerebro Posterior

HG: Intestino Medio

HIS: Hibridacidén in situ

HLB: Extremidad Posterior

IMC: Masa Celular Interna

L/%Z: Leptoteno/Zigoteno

M: Meiosis

MB: Cerebro Medio

Me: Mesénqguima

MEME: Multiple EM for Motif Elicitation
Mes: Mesencéfalo

MPT: Modificaciones Post—-Traduccionales
N: Notocorda

NCBI: National Center of Biotechnology Information
Ne: Neuroectodermo

NeT: Tubo Neural

NT: Tejido Neural

O: Ovario

OpV: Vesicula Optica

OV: Vesicula Otica

P: Posterior

PFA: Paraformaldehido



PIAS: Proteinas Inhibidoras de STAT Activadas

PS: Surco Primitivo

RA: Receptor de Andrdgenos

RALDH2: Aldehido Deshidrogenasa 2

RAR: Receptor de Acido Retinoico

RE: Receptor de Estrdégenos

RG: Receptor de Glucocorticoides

RS: Espermatidas Redondas

S: Somitas

SAP: motivo de SAF-A/B ACINUS y PIAS

SC: Células de Sertoli

Scr: Sex Comb Reduced

SENP: Proteasas especificas de SUMO

SHH: Sonic Hedgehog

SP: Espermatogonias

STAT: Transductoras de Sefiales e Iniciadoras de la Transcripcién
SUMO:Pequefla proteina Modificadora Similar a Ubiquitina

T: Testiculo

Tel: Telencéfalo

Tna: Tonalli

Trx: Thrithorax

TV: Vesicula Telencefalica

Ub: Ubiquitina

Ubx: Ultrabithorax

V: Ventriculo

Ve: Endodermo Visceral

ZIMP7: Zinc finger-containing Miz-1, PIAS-like protein on Chrom. 7
ZIMP10: Zinc finger-containing Miz-1, PIAS-like protein on Chrom. 10
ZPA: Zona con Actividad Polarizante



RESUMEN

Las proteinas PIAS regulan la funcidén de blancos proteicos al
facilitar su SUMOilacidén, lo que conduce a modificar su estabilidad,
su localizacidén o su actividad transcripcional. Para llevar a cabo
estas acciones, utilizan su domino SP-RING, el cual les confiere una
actividad de E3-ligasa de SUMO. En humano se identificaron ZIMP7 vy
ZIMP10 como proteinas similares a las PIAS, ya que conservan el SP-
RING caracteristico de éstas. Las ZIMP presentan el SP-RING dentro de
un domino més grande llamado SP-RING extendido (XSPRING), que se
caracterizé en la proteina Tna de Drosophila. Determinaciones
bioguimicas indican que ZIMP7 y ZIMP10 interactuan fisicamente con
factores transcripcionales y receptores hormonales importantes
durante la embriogénesis, y al igual que Tna, muestran interacciones
con factores de complejos remodeladores de la cromatina. Por otra
parte, ratones deficientes en Zimpl0O presentan defectos en la
vasculogénesis y mueren a los 10.5 dias post coito (dpc). En este
trabajo, determinamos el patrédn de expresidn espacio-temporal de los
genes Zimp7 y ZimplO de ratdn durante la embriogénesis. Encontramos
gue estos genes se expresan desde los 7.5 dpc, y muestran un patrdn
de expresién sobrelapante en algunos tejidos tales como el
neuroepitelio, arcos branguiales y somitas; ademds, ambos restringen
su expresién al desarrollo de las extremidades y el tejido neural a
los 11.5 dpc. Por otra parte, observamos que Zimpl0O se expresa de
manera sobresaliente durante la vasculogénesis. Asi mismo, hicimos un
andlisis detallado de su dindmica de expresién durante la
morfogénesis de las extremidades, y determinamos que el mensajero de
ZimplO0 se concentra en el organizador conocido como la zona con
actividad polarizante (ZPA) a los 11.5 dpc, y en las uniones de las
falanges a los 13.5 dpc. Finalmente, la gdbnada embrionaria fue otra
regién en donde encontramos un patrdén de expresidn interesante de los
Zimp. Ambos se expresan dindmicamente en todo el desarrollo gonadal

s6lo en macho, iniciando su expresidén a los 11.5 y presentando un



pico a los 13.5 dpc, el <cual coincide con el momento de la
determinacién sexual de las germinales. Destaca la presencia de Zimp7
en las células germinales, gque contrasta con la de Zimpl0 en las
células somaticas de la gdbénada. En estadios post-natales encontramos
que ZIMP7 estéd presente en testiculos adultos y co-localiza con SUMO1

en el nacleo de espermatocitos en paquiteno, incluyendo el cuerpo XY.

Por otra parte, con el fin de identificar factores que regulan a
los genes Zimp in vivo, hicimos cultivos organotipicos de
extremidades y de gdénada embrionaria. En ellos analizamos el efecto
de morfdégenos como el &cido retinoico y el factor de crecimiento
Sonic Hedgehog (SHH) sobre la expresién de los Zimp. A través de
estos estudios, determinamos que la expresidén de ZimplO0 en la =zona
polarizante anterior es dependiente del &cido retinoico, y gque SHH,
es capaz de inducir la expresidén de ZimplO0 en cultivos de
extremidades. Una observacidén interesante, es que el &cido retinoico
no regula la expresidén de Zimp7 en cultivos de gdénadas de macho, pese
a que se identificdé como un gen inducido por el retinoico. Concluimos
gue ambos genes Zimp tienen una expresién dindmica en el desarrollo,
mostrando algunas regiones sobrelapantes donde podrian tener
funciones redundantes, pero con expresidén especifica en otros. Los
patrones observados indican que los genes Zimp deben tener una
participacioén importante en la embriogénesis de ratén,
particularmente durante la morfogénesis de las extremidades, la

diferenciacidén de la gdénada masculina y en la espermatogénesis.
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ABSTRACT

Members of the PIAS family regulate protein function by
promoting SUMO modification of their targets, thereby affecting their
stability, localization, or activity. These actions are mediated by
their SP-RING finger domain, which confers them SUMO E3-ligase
activity. ZIMP7 and ZIMP10 are two proteins identified in humans that
share the SP-RING domain with the PIAS proteins. However, in the ZIMP
proteins, the SP-RING is included into a larger domain known as the
extended SPRING, which was first identified in the Drosophila's Tna
protein. The ZIMP proteins have been shown to physically interact
with transcription factors and hormonal receptors that are known to
be important during embryogenesis, and like Tna, they interact with
components of chromatin remodeling complexes. On the other hand,
mouse embryos deficient in Zimpl0O have defects in vasculogenesis and
die around 10.5 days post coitum (dpc). In this study, we determined
the spatial and temporal expression pattern of Zimp7 and ZimplO in
mouse embryos, and with more detail, in limbs and developing gonads.
We found that these two genes, start to be expressed at 7.5 dpc and
exhibit partially overlapping patterns in some tissues such as the
neuroectoderm, branchial arches and somites; also, both genes
restrict their expression to the limb bud and neural tissue at 11.5
dpc. Furthermore, we saw a predominant expression of Zimpl0 in the

developing vascular system.

Our analysis of the expression patterns of the Zimp genes
during limb morphogenesis, revealed that at 11.5 dpc Zimpl0 mRNA
concentrates in the organizer region known as the zone of polarizing
activity (ZPA), and at 13.5 dpc the transcripts are found in the
joints of the phalanges. Finally, in the embryonic gonads we found a
particular expression profile for the Zimp genes. Both genes initiate
their transcription at early stages in the embryonic male gonad (11.5

dpc), reaching their peak at 13.5 dpc, which coincides with the



11

process of sex-specific germ cell mitotic arrest. However while Zimp7
is expressed in germ cells of the embryonic gonad and the adult
testis, ZimplO is found in somatic cells, outside the testis cords.
Immunofluorescence of spermatogenic cells revealed that ZIMP7 protein
localizes to nuclear territories in meiotic spermatocytes, including

the XY bodies.

In the last part of this study, we carried on organotypic
cultures of limbs and embryonic gonads. The purpose of these assays
was to identify factors involved in the transcriptional regulation of
Zimp7 and ZimplO in vivo. We analyzed the effects of morphogens such
as the retinoic acid or the growth factor Sonic Hedgehog (SHH) on the
expression of the Zimp genes. As a result of these assays, we found
that retinoic acid is required for Zimpl0O expression in the ZPA, and
SHH is able to induce Zimpl0O expression in limb-bud culture. Another
interesting observation is that retinoic acid does not regulate Zimp7
expression in gonad culture, despite it was previously identified as

a retinoic—-induced gene.

Our conclusion of this study is that both Zimp genes have a
dynamic expression pattern during the development, with partially
overlapping patterns indicating possible functional redundancy, but
with specific expression in some tissues. The patterns shown here
indicate that both Zimp genes are important for mouse embryogenesis.
Interesting roles can be anticipated in the limbs, during antero-

posterior patterning and in gonads during sex determination.
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INTRODUCCION

El desarrollo de los organismos multicelulares ha sido siempre
un tema intrigante; cdémo es gque a partir de una sola célula se pueden
generar organismos relativamente simples como los moluscos O
nemdtodos, hasta animales tan complejos y diferenciados como 1los
vertebrados, o cdémo son capaces de reproducirse y generar un

individuo similar a él para continuar su ciclo de vida.

El desarrollo de los vertebrados comienza con la fusidén de dos
células haploides, el ¢6vulo y el espermatozoide, y la recombinacidn
de su material genético. A este proceso se le llama fertilizacidén vy
da paso a la formacidén de un huevo fertilizado o una célula diploide
llamada cigoto. Esta célula después de la fertilizacidn, empieza a
dividirse rapidamente y forma una esfera llena de pequeflas células
llamada bléastula. Una vez que se ha formado la bléastula, las células
comienzan a diferenciarse para formar las tres capas germinales:
mesodermo, endodermo y ectodermo (proceso conocido como
gastrulacién). Posteriormente, las células comienzan a rearreglarse y
comunicarse entre ellas hasta la formacién de los diferentes obrganos
y tejidos que componen a un organismo (organogénesis) (Pesce vy
Scholer, 1998). Todos estos cambios que sufre un organismo durante la
embriogénesis y aquellos que ocurren incluso después del nacimiento
son la materia de estudio para la biologia del desarrollo. Esta &rea
de la ciencia estudia cdémo una célula o cigoto puede diferenciarse en
diferentes tipos celulares como neuronas, piel, musculo, células
sanguineas, etc.; o cémo las células diferenciadas se organizan para
formar estructuras tan ordenadas como el corazdédn, el cerebro o las
manos y cémo es que cada uno de estos 6rganos se localizan siempre en
el mismo lugar o como es sensan seflales que 1les 1indican cuando
detener su crecimiento. Otro aspecto importante que estudia la
biologia del desarrollo es el porgqué los planos corporales que tiene

un organismo son heredados a su progenie a través de diferentes
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generaciones y como es que algunos de éstos mecanismos o sefiales
involucradas en 1los procesos relevantes estdn conservados en

diferentes especies, desde los invertebrados hasta los mamiferos.

Para tratar de entender estos temas, la biologia del desarrollo
ha utilizado diversos modelos tales como el nemdtodo Caenorhabditis
elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y algunos
vertebrados como la rana Xenopus laevis o el ©pez Danio rerio.
Evidentemente de entre estos modelos, los de mamiferos son los de
mayor interés. El mas representativo de ellos ha sido el ratdén (Mus
musculus), que se ha utilizado para extrapolar lo gque sucede con el
desarrollo de humanos. Ademds, por andlisis comparativos entre las
secuencias del genoma de ratédn y humano, se sabe que hay una alta
conservacidén entre los genes de ambos. Por otra parte, el ratdn
ofrece algunas ventajas para el estudio del desarrollo embrionario ya
que se han establecido metodologias para manipular su genoma Yy
generar mutaciones para inhibir la funcién de genes (“knock-out”), o
para expresar genes heterdlogos y estudiar asi el efecto de cualqgquier
gen en un lugar y espacio determinado (Nagy, 2000). El1 periodo de
gestacidén del ratdédn dura aproximadamente 18 - 20 dias (Fig. 1).
Después de la fecundacidén, el cigoto se divide por mitosis lentamente
durante 2 dias hasta formar un embrién de 16 células conocido como
mérula (Barlow et al., 1972). A las células que permanecen en el
interior de la mérula formardn la masa celular interna (ICM, por sus
siglas en inglés) y a partir de ellas se forman los tejidos que daréan
origen al embridén (Dyce et al., 1987). Las células que rodean la ICM
forman el tejido extraembrionario o trofectodermo, y posteriormente
dardn origen a la membrana extracelular llamada corion (futura parte
embrionaria de la placenta). El trofectodermo secreta una sustancia
liguida al interior de la mérula formadndose asi una cavidad interna;
el embridén en esta etapa se conoce como blastocisto y es éste el que
se implanta en el cuello uterino a los 3.5 de desarrollo o dias post
coito (dpc) (Borland, 1977; Wiley, 1984). La divisidén de las células

hacia trofectodermo y de la ICM es el primer evento de diferenciacidn
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Las células de la ICM

durante el desarrollo embrionario del ratdn
Una

comienzan a diferenciar e inician la gastrulacidén a los 6.5 dpc
se comienzan a formar 1los

capas germinales

vez formadas las tres
este proceso

diferentes é6rganos y tejidos que constituyen al embridn,
Finalmente, el

ocurre desde el dia 8.5 hasta los 13.5 de gestaciédn
embrién termina de crecer a partir del 14 dpc hasta su nacimiento

(Pesce y Schéler, 1998).
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Desarrollo embrionario del ratédn.

Del dia 0.5 al 3.5 se divide,

Fig. 1.
forman el cigoto.
A partir de los 6.5 dpc se empiezan a formar las tres capas germinales

en el Utero.
en la gastrulacidén y posteriormente se comienzan a generar los odérganos a los 8.5

El embrién termina de desarrollarse hasta los 18 o 20 dpc

dpc.
células germinales primordiales.

Pesce y Scholer, 1998). CG:

El espermatocito y el dévulo se fusionan y

forma el blastocisto y se implanta

(Figura tomada de



15

El estudio del desarrollo embrionario de ratdédn también puede
abordarse a través de experimentos de cultivo organotipico. Es decir,
gue pueden disectarse &érganos embrionarios especificos y cultivarse
de manera aislada lograndose asi reproducir los eventos del
desarrollo que ocurren en el organismo entero. En este estudio
realizamos experimentos de cultivo de dérganos en los que buscamos
identificar factores que regularan la transcripcidén de 1los genes
Zimp. Los oOrganos embrionarios que mejor han funcionado para este
tipo de experimentos han sido las extremidades y las gdbnadas del
ratén, los cuales pueden cultivarse hasta por 96 horas, tiempo en el
gque puede observarse su desarrollo y analizar las vias de
seflalizacidédn involucradas. A continuacién se describird brevemente el

desarrollo de cada uno de estos érganos.

Desarrollo de las extremidades.

Las extremidades de los vertebrados son &érganos extremadamente
complejos que derivan del mesodermo lateral del embridén a partir de
los 9.5 dpc vy siempre en una posicidén exacta vy de manera
perpendicular al cuerpo del embrién. Su desarrollo comienza con la
proliferacidn de células mesenquimales y la formacidén de una cresta o
primordio rodeada por una lédmina de células del ectodermo conocida
como surco apical del ectodermo o AER (por sus siglas en inglés). Las
extremidades se desarrollan en tres diferentes ejes: el eje préximo-
distal (P - D), el antero-posterior (A - P) y el dorso-ventral (D -
V) los cuales se forman por la influencia de dos centros
seflalizadores u organizadores dgque son el AER y la zona polarizante

anterior (ZPA; Fig. 2a).

El eje P - D define 1la direccién del crecimiento de 1la
extremidad desde los hombros a la punta de los dedos y la formacidn
de las estructuras bseas del estilopodio (brazo), zeugdpodo

(antebrazo) y autdépodo (mano o pie) (Fig. 2a y b). La formacidén de
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este eje estd dada por la interaccidédn entre sefiales provenientes de
las células del mesodermo lateral y por sefiales del AER. Las células
del mesénquima sintetizan &cido retinoico (AR), guien mantiene 1la
identidad proximal de 1las células e induce la expresidén de genes
involucrados en la formacidén del estilopodio (Meisl y Meis2) (Tabin y
Wolpert 2007; Zeller et al., 2009), mientras que el AER expresa 1los
factores de crecimiento de fibroblastos o FGFs 8, 4, 9 y 17, 1los
cuales evitan la proximalizacién de las células y mantienen una
identidad distal vy una continua proliferacién durante todo el
desarrollo de la extremidad. Ademéds, mantienen un efecto opuesto a la
sefializacidén generada por el AR e inducen la expresidén de genes como
los Hox (Hox9-Hox13), involucrados en la especificacidén del
estilopodio y el autédépodo (Lewandoski et al., 2000; Moon y Capechi
2000; Sun et al., 2002, Lu et al., 2006; Zeller et al., 2009).

El eje antero - posterior define la identidad de los digitos del
pulgar (anterior) al mefiique (posterior) y la formacién de los huesos
del zeugdépodo (radio y ulna en la extremidad anterior, tibia y fibula
en la extremidad posterior) (Fig. 2c). Durante el establecimiento de
éste eje se forma la ZPA en la parte posterior de la extremidad. Las

células que se encuentran en la regidén de la ZPA expresan y secretan

el morfégeno Sonic Hedgehog (SHH), quien tiene un papel central en la
formacién del patrdén A - P y el numero correcto e identidad de
digitos. Los morfdgenos son moléculas de origen proteico o de

vitaminas, difusibles secretadas por células de centros seflalizadores
y tienen un efecto autdcrino y pardcrino (De Robertis, 2006). Si se
coloca ectdédpicamente SHH en la parte anterior de la extremidad se
produce una duplicacidén de los digitos posteriores, formadndose una
imagen de espejo. Ademds, quitar la expresidén de Shh en el primordio
de la extremidad resulta en una pérdida dramatica de 1los huesos,
generandose solo el estilopodio, un reducido =zeugdépodo y un solo
dedo, confirmando asi la importancia de ésta molécula en la formacidn
del eje A - P (Chiang et al., 1996; Chiang et al., 2001). Se sabe que

SHH también estd involucrado en la proliferacién de las células en la
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ZPA, debido a que la inhibicién de 1la sefializacién de SHH por
ciclopamina detiene el ciclo celular en esta zona, resultando en la
pérdida de la identidad de los digitos (Towers et al., 2008). Por
otra parte, en ratdén se conocen varios factores de transcripcidn como
HAND2 y los HOXD9-13 implicados en el funcionamiento de la ZPA, va
que la pérdida de estos factores evitan la expresidédn de Shh en el
margen posterior de las extremidades (Tarchini et al., 2006; Zeller

et al., 2009)

El eje D-V se distingue por la formacidén de los nudillos en la
regién dorsal y las ufias y de la palma de la mano en la regidn
ventral (Fig. 2d). La formacidén de la polaridad dorsal en las
extremidades se genera por la sefilalizacidén de células ectodermales,
quienes expresan el morfégeno WNT7a e inducen la expresidén de Lmxlb
en las células mesenquimales para mantener la identidad dorsal
durante el desarrollo de las extremidades (Ahn et al., 2001; Pizette

et al., 2001).

A

Autopods
dl

\Estilopoda

Zeugopodo

sl

Fig. 2. Desarrollo de las extremidades de mamifero. A) Esqueleto de una extremidad

de ratén, el estilopodio es la parte mas proximal que forma el humero o el fémur.
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El zeugdépodo es la regidén intermedia y da origen al radio y la ulna o a la tibia y
el peroné. Mientras que el elemento mas distal es el autdépodo, donde se forman los
dedos. B) Interacciones moleculares opuestas entre el AR y los FGF's durante la
formacién del patrdén prdéximo-distal. C) Seflalizacidédn de SHH en la ZPA durante la
formacién del eje A - P. D) Esquema de la sefializacién de WNT7a para la
dorsalizacidén de las extremidades (Figuras tomadas y modificadas de Niswander, 2003

y Bénazet y Zeller et al., 2009).

Los patrones de crecimiento de la extremidad en las tres
dimensiones son acciones coordinadas de los tres centros
seflalizadores y las moléculas que éstos producen, tales como el AR,
FGF's, SHH y WNT7a. La ausencia de cualquiera de estos centros afecta
a las otras vias de sefializacidén y por ende el correcto desarrollo de
la extremidad. Por ejemplo, en experimentos donde se remueve el AER
disminuye la expresién de Shh, sin embargo éste se recupera al
colocarle perlas con FGF8 (Sun et al., 2002; Laufer et al., 1994;
Niswander et al., 1994). Ademéds SHH se requiere para la expresidn de
Gremlin, el cual es un antagonista de BMP4 y promueve la expresidn
del los FGF en el AER (Michos et al., 2004; Zufiiga et al., 1999), 1lo
que define un ciclo de regulaciédn SHH-GREMLIN-FGEF (Michos et al.,
2004; Bénazet y Zeller et al., 2009).

Desarrollo de las gonadas embrionarias y determinacion sexual.

La determinacidn sexual en mamiferos comienza desde la
segregacidén cromosomal, donde las hembras reciben un par de
cromosomas X y los machos llevan un cromosoma X y uno Y. Las gdnadas
de hembra y de macho en ratdén se empiezan a desarrollar a los 10.5
dpc, una vez que las células germinales invaden el surco urogenital.
El surco urogenital a los 11.5 dpc forma una gdnada bipotente o
indiferenciada, la cual es idéntica en machos y hembras.
Posteriormente, la diferenciacidén de la gdénada de macho empieza con

la expresién del gen Sry que estd codificado en el cromosoma Y, y por



19

lo tanto sélo se activa en machos. Este gen es conocido como el
factor determinante de testiculo y se expresa en algunas células
somdticas de soporte dentro de la gdénada, las cuales diferencian a
células de Sertoli a los 12.5 dpc (Wilhelm et al., 2007). Las células
de Sertoli inducen directa e indirectamente la diferenciacidn de
otras células somdticas tales como las células de Leydig o
esteroidogénicas y mioides peritubulares, las cuales se organizan
alrededor de las de Sertoli y las germinales, formando los cordones
seminiferos (Palmer y Burgoyne 1991; Ross y Capel, 2005; Kocer et
al., 2009). En la hembra, las células de soporte de la gdnada no
expresan SRY y diferencian a células de la granulosa. Estas células
expresan WNT4 y RSPOI, gque son antagonistas de la accidén de SRY y son
requeridos para la diferenciacidén de las células somdticas de hembra
(Fig. 3; Vainio et al., 1999; Chassot et al., 2008; Kocer et al.,
2009) .
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Fig. 3. Diferenciacidén sexual de las gdénadas. El esquema muestra la diferenciacidn
de las células somaticas hacia Sertoli en macho y a granulosas en hembra. Los
cambios en la expresidén de SRY/SOX9 o WNT4/RSPO1 inducen la diferenciacidn sexual

hacia macho o hembra, respectivamente (Figura tomada de Kocer et al., 2009).

Durante el desarrollo de 1las gdnadas, las células germinales
también sufren diferenciacidén sexual. Esto ocurre aproximadamente a
los 13.5 dpc cuando las células germinales de hembra inician la
meiosis y diferencian a ovocitos, mientras que las germinales de
macho detienen su divisién celular, quedando suspendidas en la fase
GO del ciclo celular e iniciando asi el camino de diferenciacién a
proespermatogonias. La decisién de las germinales de diferenciar a
ovocito o espermatozoide depende de sefiales que vienen de su entorno,
mas que de su composicién cromosomal (Ford et al., 1975; Palmer vy
Burgoyne, 1991) . Las germinales de macho se comprometen a
espermatogénesis a los 12.5 dpc, cuando empiezan a ser rodeadas por
las Sertoli y empaquetadas dentro de los cordones seminiferos. Por su
parte las germinales de hembra se comprometen a ovocitos a los 12.5
dpc e inician la meiosis a los 13.5 dpc por la accidén del 4&cido

retinoico (AR). El1 AR se sintetiza en el mesonefros y difunde hacia
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la gdénada, donde induce la expresidén de Stra8 y la entrada a meiosis
(Bowles et al., 2006; Kouvoba et al., 2006). Las germinales contintan
en meiosis hasta los 14.5 dpc donde se detienen en el estadio de
diploteno. Estas células retomardn la meiosis una vez gue sean

fertilizadas por el espermatozoide.

En macho, la gdénada expresa la enzima CYP26bl a los 12.5 dpc.
Esta enzima metaboliza el AR y evita que las germinales entren en
meiosis (Bowles et al., 2006). En consecuencia, las germinales de
macho se comprometen a espermatogénesis y contintian proliferando

hasta los 13.5 dpc donde se detienen mitdticamente.

La espermatogénesis.

Después del nacimiento, los ratones machos retoman la
espermatogénesis. Entre el dia 3 y el 7 del periodo post-natal, los
cordones sexuales se diferencian y forman los tubulos seminiferos. A
partir de los 7 dias postpartum (dpp), las células germinales dentro
de los tubulos reinician su ciclo celular y comienza la proliferacidn
de espermatogonias. La espermatogénesis es un proceso altamente
regulado y se puede dividir en 4 distintos eventos: mitosis, meiosis,
espermiogénesis y espermiacidén (Fig. 4; Pearl et al., 2009). Primero
las germinales se dividen mitdéticamente y eventualmente diferencian a
espermatogonias tipo A, las cuales se caracterizan por ser mas
pequefias que las germinales y tener la cromatina asociada a la
membrana nuclear. Estas espermatogonias pasan por 4 estadios
diferentes (Al - A4) y dan origen a las espermatogonias tipo B. Las
células tipo B pueden seguir dividiéndose mitdéticamente o entrar a
meiosis diferencidndose a espermatocitos primarios o en leptoteno a
los 14 dpp. A los productos de la primera divisidén meidtica se les
denomina espermatocitos secundarios o en paquiteno, los cuales
después de terminar la segunda divisidén meidtica generan células

haploides vy diferencian a espermdtidas. Las espermatidas sufren
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varios cambios morfoldégicos, incluyendo la condensacidédn cromosomal y
formacién del acrosoma, la cola y el cuerpo residual, en un proceso

llamado espermiogénesis.

Durante estas divisiones las células no completan la citocinesis
y se mantienen unidas ©por puentes citoplasmaticos formando un
sincisio. Ademés, mientras las células se van dividiendo también se
van moviendo, alejadndose de la membrana basal del ttbulo vy
acercandose al lumen, por lo que cada tipo celular se puede localizar
en una capa particular del tuabulo (Fig. 4). Finalmente, las
espermdtidas que se encuentran en el borde del lumen pierden sus
conexiones citoplasmaticas y terminan su diferenciacidn a
espermatozoides, esperando ser liberados en la espermiacidédn (Kretser

y Kerr, 1983; Pearl et al., 2009).
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Fig. 4. Eventos celulares que ocurren durante la espermatogénesis. En el centro de
la imagen se ilustra una seccidén del tuUbulo seminifero de un testiculo adulto. Se
muestran dos células de Sertoli en color amarillo y las células germinales en
diferentes estadios de desarrollo. La progresién del ciclo celular en 1los
espermatocitos primarios estd sincronizada con el remodelaje y migracién celular a
través de la barrera de células sanguineas del testiculo (BTB). a) Mitosis, las
espermatogonias de tipo A se estédn autorenovando y diferencian al de tipo B; esto
ocurre en el compartimento basal del tubulo seminifero. b) Meiosis (M), que incluye
las dos divisiones meidéticas MI y MII. c) espermiogénesis y espermiacidén. Las
espermatidas redondas comienzan la espermiogénesis con la formacién del acrosoma,
posteriormente se forma la cola y el cuerpo residual en las espermdtidas elongadas.
Al término de la espermiogénesis, las espermatidas elongadas se liberan al lumen
del tubulo en la espermiacidén. BTB: barrera de células sanguineas del testiculo;
MI: meiosis I; MII: meiosis II; N: nucleo; SC: célula de Sertoli; Figura tomada de

Pearl et al., 20009.
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La expresion genética determina el desarrollo embrionario.

Los eventos que ocurren durante el desarrollo pueden explicarse
en términos de circuitos genéticos interpretados y ejecutados por
vias de seflalizacidn de proteinas que operan dentro de las células y
en células vecinas, determinando el comportamiento celular. La
proliferacidén, diferenciacidén, migracidén y muerte de las células son
procesos esenciales cuya regulacién genera el plan de desarrollo que
permite la formacidén de un organismo. Durante el desarrollo de
diferentes organismos se utilizan genes similares dentro del
establecimiento del plan corporal. Los genes se expresan de forma
compleja vy generan patrones dindmicos de expresidédn con redes de
interrelaciones. Hay sélo un grupo de genes que se expresan en todas
las células del organismo vy <codifican para proteinas que son
esenciales para el funcionamiento general de las células y son
conocidos como “housekeeping” o de mantenimiento. El resto se
expresan diferencialmente en tipos celulares y tiempos especificos,

dependiendo de la funcidén de un tejido particular.

Los factores de transcripcidén son reguladores clave durante la
expresién genética. Estos acttian como controles moleculares para
activar o reprimir permitiendo asi que cada tipo celular exprese
proteinas especificas en cantidades y en el momento adecuado. A su
vez, estos factores de transcripcién son regulados por cascadas de
sefializaciones que se inducen por efecto de moléculas externas a la
célula, vy las comunican al interior del nucleo. Los factores
transcripcionales realizan su funcidén reconociendo y uniéndose a
secuencias concretas de ADN, a otros factores, o interactuando
directamente con la ARN polimerasa. Ademds su actividad puede ser
modulada selectivamente por otras proteinas, a menudo como paso final
de una cadena de vias de sefializacidén intracelulares. Con frecuencia
la regulacién de su actividad depende de modificaciones
postraduccionales (MPT) tales como la fosforilacidén, acetilaciédn,
ubiquitinacidén y SUMOilacidédn. La modulacidén rédpida y reversible de 1la

actividad de 1los factores transcripcionales a través de MPT es
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esencial para poder adaptarse réapidamente a cambios ambientales y se
lleva a acabo mediante cambios en la estabilidad de las proteinas;
cambios en la localizacidén subcelular y cambios en las capacidades de
interaccién con otras proteinas o con el ADN. De ésta manera las MPT
proveen un nivel de control mds fino en contextos Dbioldgicos

particulares.

Tal es el caso de las proteinas ZIMP7 y ZIMP1l0 de mamifero, de
las cuales se sabe que regulan la accidn de factores
transcripcionales importantes durante el desarrollo. Este trabajo de
tesis se enfocd en realizar un andlisis de las proteinas ZIMP durante
el desarrollo embrionario de ratdn, por lo qgque a continuacidn se
describen con detalle sus propiedades estructurales, bioquimicas vy

funcionales que hasta ahora se conocen.

ZIMP?7 y ZIMP10 y su relacion con la familia PIAS.

ZIMP7 y ZIMP10 son dos proteinas que presentan similitud a 1lo
largo de un dominio de aproximadamente 300 aminodcidos. Dentro de
este dominio existe un motivo conocido como el SP-RING, el cual
también esta presente en una familia de proteinas llamadas PIAS. El
SP-RING se ha asociado funcionalmente con el proceso de modificacidn
post—-traduccional llamado SUMOilacidén, y es la Unica funcidén sugerida

por su estructura en las proteinas ZIMP.

La familia de proteinas PIAS (Protein inhibitor of activated
STAT) se nombrd asi basandose en la identificacién de la actividad de
PIAS1 y PIAS3 como represores de la actividad de los factores de
transcripcién STAT1 vy STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription) respectivamente (Chung et al., 1997; Liu et al.,
1998). En estudios subsecuentes se demostrd que su actividad no es
especifica de las STAT, sino que interaccionan con una diversidad de

proteinas, entre las cuales se encuentran otros <factores de
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transcripcidén como p53. Las proteinas PIAS estdn conservadas en
levadura (Sizl y Siz2 de S. cerevisiae) (Johnson y Gupta 2001),
nemdtodos (GEI-17 de (C. elegans), invertebrados [Su(var)2-10 de D.
melanogaster (Hari et. al., 2001)] y vertebrados, donde se conocen
cuatro miembros: PIAS1, PIAS2 (PIASxa vy PIASxb), PIAS3 y PIAS4
(PIASYy) (Fig. 5; Palvimo 2007; Sharrocks 2006; Rytinki et al., 2009).

Estas proteinas muestran una gran actividad en la regulacidén de
la funcidén de muchas otras proteinas,como la translocacidén subcelular
de proteinas (Matsuura et al., 2005; Hattory et al., 2006; Imoto et
al., 2008), pero su mayor actividad estd relacionada principalmente
con la regulacidén de la actividad transcripcional, por lo que se les
considera como proteinas co-reguladoras de la transcripcidén. Su
funcién sobre la transcripcidén puede ser mediante la activacidén o la
represidén de la misma, dependiendo del gen blanco o de la interaccidn
con otros reguladores transcripcionales. Como ya se menciond, uno de
los mecanismos mediante los cuales actuan las PIAS es favoreciendo la
SUMOilacién de factores proteicos lo cual es posible gracias a su
actividad de E3 ligasa de SUMO (Rytinki et al., 2009). También se ha
demostrado que son capaces de re-localizar proteinas en diferentes
compartimentos subcelulares (Van De Akker et al., 2005; Lee et al.
2006), aunque no se sabe como se relaciona esta actividad con la

SUMOilaciédn.

Las PIAS conservan dentro de su estructura 5 dominios
importantes para su actividad de regulacién transcripcional vy
localizacidén subcelular, ademds presentan una identidad del 65% en su
secuencia de aminodcidos (Fig. 5). En su parte central conservan el
dominio SP-RING antes mencionado, gque es rico en cisteinas y similar
al RING finger de las E3 ligasas de Ubiquitina (Ub) (Hochstrasser,
2001). E1 SP-RING tiene 6 residuos de cisteinas y una histidina, las
cuales unen dos &tomos de zinc formando una estructura de "brazo
cruzado". Este domino estd involucrado en la interaccidén de las PIAS

con otras proteinas y se sabe que es el gue les confiere la actividad



27

de E3-ligasa de SUMO (Johnson y Gupta 2001; Kotaja et al., 2002;
Rytinki et al., 2009; Sachdev et al., 2001, Schmidt y Muller 2003;
Takahashi et al., 2008). Ademads del SP-RING, las PIAS presentan en su
extremo amino un domino llamado SAP (acrdénimo de SAF-A/B ACINUS vy
PIAS), involucrado en la interaccidén con el ADN en regiones ricas en
AT lo que favorece la condensacidén de la cromatina y la unidén del ADN
a regiones de la matriz nuclear (MARS) (Sachdev et al., 2001; Cen et
al., 2004). Este domino también estd involucrado en la unidén con
factores transcripcionales como p53 (Okubo et al., 2004) vy con
receptores hormonales nucleares (Moilanen et al., 1999; Liu et al.,
2001) . Adyacente al dominio SAP, tienen un domino llamado PINIT,
esencial para mantener al menos a PIAS3L dentro del ntcleo (Duval et
al., 2003) y en algunos casos contribuye Jjunto con el SP-RING a la
seleccién del sustrato a SUMOilar (Wong et al., 2004; Kotaja et al.,
2002; Takahashi y Kikuchi 2005; Reindle et al., 2006). Cerca de su
carboxilo terminal poseen un motivo SIM (SUMO-Interacting Motive) el
cual interactuya de manera no covalente con SUMO y estd involucrado en
el reconocimiento de blancos de SUMOilacién (Perry et al., 2008;
Wilkinson y Henley 2010) o en el reconocimiento de factores de
transcripcidén (Yang et al., 2005). En su carboxilo terminal, a
excepcidén de PIAS2, poseen una regidén rica en residuos de serinas y

treoninas (Palvimo, 2007).
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Fig. 5. Esquema de la estructura de las proteinas PIAS. Se muestran los 5
diferentes motivos conservados en la familia de las proteinas PIAS y sus homdlogos
en diferentes especies. M: Metilacién, P: Fosforilacidén (Figura tomada de Rytinki

et al., 2009).

SUMOilacion.

La SUMOilacién es un proceso reversible mediante el cual se
modifican algunas proteinas por la unidén covalente de SUMO (Small
Ubiquitin-like Modifier) regulando asi su actividad en diferentes
procesos celulares (Friedlander y Melchior 2007). Esta proteina de
aproximadamente 11 KDa se encuentra conservada desde levadura (Smt3)
hasta humano (SUMOl1l - 4) (Wilkinson y Henley 2010) y mantiene una
alta similitud en su estructura tridimensional con Ubiquitina (Ub),
pese a que solo comparten el 18% de identidad en su secuencia de
aminoacidos (Perry et al., 2008). Las proteinas SUMO se expresan en
una forma inmadura y su maduracidén consiste en la remocidédn de su
extremo carboxilo terminal por proteasas especificas de SUMO (SENPs)
dejando expuestos dos residuos de glicina importantes para la unién
de SUMO con sus proteinas blanco (Melchior F. et al., 2003). Estas

mismas enzimas SENP son las encargadas de remover SUMO de las
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proteinas blanco regulando el ciclo de la via de SUMO (Drag M. vy

Salvense G. S. 2008).

SUMO se une a las proteinas blanco en un proceso analogo al
proceso de ubiguitinacidén donde participan tres tipos de enzimas: La
enzima heterodimérica E1 (SAE1/SAE2) o de activacidn, la E2 (Ubc9) o
conjugante y la E3 1ligasa (PIAS, Pc2, RanBP2) (Fig. 6). La EI1
reconoce a SUMO y lo une a ella mediante la hidrélisis de ATP,
formando un enlace tiocester entre la glicina del carboxilo terminal
de SUMO y una cisteina de SAE2. Después, la El1l transfiere SUMO a otra
cisteina en E2 y finalmente la E2 une SUMO a una lisina de las
proteinas blanco preferentemente dentro del motivo YKxE (donde Y es
un aminodcido alifdtico y x es cualquier aminodcido). Este ultimo
paso es asistido por la accidén de las E3 ligasas de SUMO que aumentan
la especificidad por el sustrato y la velocidad de la reaccidn

(Friedlander y Melchior 2007; Tang et al., 2008).

C-terminal
hydrolase
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Fig. 6. Via de SUMOilacién. Las proteinas SUMO se procesan (maduracidén) en su
extremo carboxilo terminal por proteasas especificas de SUMO (SENP). Después, la El1
reconoce a SUMO, lo une a ella y lo transfiere a la E2 conjugante. La enzima
conjugante transfiere SUMO a las proteinas blanco asistidas por las E3 ligasas. S1:

SUMO, S2: SUMO (Figura tomada de Zhao, 2007).

La SUMOilacidén estd involucrada en la regulacidén de diferentes
procesos bioldgicos. Por ejemplo, puede estabilizar a sus blancos
protegiéndolos de degradacién mediada por ubiquitinacidén (Desterro et
al., 1999); estd involucrado en el mantenimiento de la estabilidad
del genoma asi como en su empaguetamiento y dindmica (Heideker et
al., 2009; Anckar vy Sistonen 2007); en transduccién de seflales
(Johnson, 2004; Hay, 2005); durante la regulacidén del ciclo celular y
en la meiosis (La Salle et al., 2008; Cheng et al., 2006; Gutiérrrez
y Ronai 2006; Montpetit et al., 2006). Una de las funciones mas
prominentes de la SUMOilacién es la regulacidén de la transcripciédn,
principalmente mediante la inhibicién de la misma (Gill, 2005). Esto
debido a que los principales blancos de la SUMOilacién son proteinas
involucradas en la represidén transcripcional y se ha observado gue
mutaciones que inactivan la via de SUMOilaciédn, aumentan
dramadticamente la actividad transcripcional de esos blancos (Ross et
al., 2002; Holmstrom et al, 2003; Hay, 2005). Sin embargo existen
también numerosos ejemplos de la participacién de SUMO en la

activacién de la transcripcidén (Schmidt y Miller, 2003; Watts, 2004).

Las proteinas ZIMP estan altamente conservadas.

Como se menciondé antes, las proteinas ZIMP7 vy ZIMP10 se
relacionan estructuralmente con las PIAS por conservar el dominio
RING que en estas ultimas da la identidad de E3-ligasa de SUMO. Sin
embargo las ZIMP no tienen ningin otro de 1los dominios de las

proteinas PIAS, lo gue hace debatible el gque sean parte de esta
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familia. Por otro lado es importante tomar en cuenta que ademéds del
dominio SP-RING las PIAS y las ZIMP comparten ciertas propiedades
funcionales que serdn mencionadas mas adelante, tales como regular la

transcripcioén mediada por receptores de hormonas nucleares,

interaccionar con p53 y con componentes de la via de TGF-B. En todo
caso las proteinas ZIMP se encuentran presentes en una gran
diversidad de organismos, desde invertebrados a mamiferos, en todos
los cuales su signo de identidad es el dominio extendido o X-SPRING.
E1l X-SPRING abarca una tercera parte de las proteinas ZIMP y en mosca
se encuentra presente en la proteina Tonalli (Tna) en donde comparte

un 60% de similitud con las proteinas de mamiferos.

El gen tonalli (tna) se aisld en Drosophila melanogaster en un
andlisis genético de mutantes que afectaban la funcidén de genes
homedéticos. Los genes homedticos son aquellos encargados de darle
identidad a los segmentos corporales de los organismos (Lewis, 1978).
Tna 1interactia genéticamente con los genes Osa y Brahma, dJuienes
codifican para factores del complejo remodelador de la cromatina
BRAHMA (BRM). Estos genes han sido anteriormente clasificados como
del grupo Thrithorax (Trx) debido a que contribuyen al mantenimiento
de la expresidén de genes homedticos. Por la misma razdén, Tna se
consideré un gen del grupo Trx ya que participa en la regulacidn
positiva de la expresidén del promotor 2 de Antennapedia (Antp) (Fig.
7A) . Por otro lado, el Dr. Zurita vy colaboradores en el 2003
demostraron que a diferencia de las PIAS, Tna es importante durante
el desarrollo de Drosophila. Esto debido a que combinaciones mutantes
hetercalélicas de tna resultan en la muerte de las moscas durante el
desarrollo en los estadios de larva de tercer instar, pupa y farato
(Fig. 8). Ademas, estas mutantes presentan deficiencias en la funcién
de las proteinas homedticas Sex comb reduced (Scr) y Ultrabithorax

(Ubx) (Fig. 7b y c) (Gutiérrez et al., 2003).
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Fig. 7. Mutantes en tna presentan fenotipos homedéticos. Del lado izquierdo la
condicién silvestre y del lado derecho la condicién mutante. A) Combinacidén doble
heterdéciga tna'/brm' que tiene un fenotipo de extensién de alas indicando una
deficiencia en el funcionamiento de Antp. B) Transformacidén parcial de halterio a
ala en un fondo mutante tna'/tna’ mostrando una deficiencia en la funcién de Ubx.
C) Macho mutante tna’/tna’ quien tiene una reduccién en el numero de peines
sexuales en el primer par de patas, indicando una disminucién en la actividad de la

proteina Scr (Imagen tomada de Gutiérrez et al., 2003).
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Fig. 8. Fenotipos mutantes de combinaciones heteroalélicas de tna. Moscas mutantes,
que portan una mutacién en tna en combinacién con la deficiencia del gen
(tna'/Df (3L) 1xd6) mueren en los estadios de A) prepupa, B) pupa y C) farato.
Ademds, los faratos machos muestran una reduccidén en los peines sexuales (recuadro
en C). D) Macho tna'/+ con un fenotipo silvestre y un numero normal de peines

sexuales (recuadro en D; Figura tomada de Gutiérrez et al., 2003).

Proteinas ZIMP de humano.

Las proteinas ZIMP7 vy ZIMP10 (Zinc finger-containing Miz-1,
PIAS-1like protein on chromosome 7 or 10) de humano se identificaron
en ensayos de 2 hibridos por interactuar con el receptor de
andrdégenos (RA) y aumentar la actividad transcripcional mediada por
éste en cultivos de células CV-1 (células de rifién de mono) (Huang et
al., 2005; Sharma et al., 2003). Los genes ZIMP7 y ZIMP10 se expresan

en tejido urogenital adulto de humano, ambos se expresan en prdbstata;
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ZIMP10 tiene una mayor expresién en el ovario y ZIMP7 se encuentra

preferentemente en testiculo (Fig. 9). Ademds, las proteinas de ambos

co—-localizan con el RA y SUMOl en el nlUcleo de células epiteliales de
2003;
ZIMP10 favorece

prostata en focos de replicacién del DNA (Sharma et al.,

2005; Beliakoff y Sun 2006).

Huang

et al., Por otro lado,

la unidén de SUMO al RA en ensayos de co-transfeccidén en células COS-

1, sugiriendo un papel de ésta proteina en el proceso de SUMOilacidn

(Sharma et al., 2003) . Ademés, Peng vy colaboradores (2010)

demostraron recientemente que ZIMP7 interactta fisicamente con PIAS3

y Juntas co-regulan positivamente la actividad transcripcional
mediada por el RA en fibroblastos de ratédn.
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et al., 2003 y Huang et al., 2005).

Se ha demostrado en cultivos in vitro mediante
inmunoprecipitacién que las proteinas ZIMP pueden interactuar
fisicamente con otros receptores hormonales vy algunos factores
transcripcionales. Por ejemplo se sabe que ZIMP10 se une con los
factores p53 vy SMAD3 regulando positivamente su actividad en

fibroblastos de ratédn,

las vias de sefializacidén de TGF- y p53

2006) .

de estrdgenos (RE)

Por su parte,

y glucocorticoides

(RG)

(Lee et al.,

2007;

lo gque demuestra un papel de ésta proteina en
Li et al.,

ZIMP7 interactta con los receptores hormonales

y con los factores BAF57 y
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BRG1 (subunidades del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF).
Estas interacciones inducen la actividad transcripcional mediada por
cada uno de estos factores (Huang et al., 2005). Las ZIMP interactuan
con ellos a través de una regidén de 250 aminodcidos localizada en la
parte central, donde contiene el SP-RING, lo que sugiere que podrian
actuar a través de la SUMOilacién, o favoreciendo su unidén a regiones

promotoras.

En lo que respecta a la funcién in vivo, Beliakoff vy
colaboradores (2008) determinaron la importancia de Zimpl0O durante el
desarrollo embrionario estudiando el fenotipo en ratones nulos.
Embriones con pérdida de funcién del gen ZimplO (Zimpl0O/") presentan
una morfologia normal, pero tienen una reduccidén del 50% en su tamafio
a los 9.5 dpc (Fig. 10A). Estos embriones mueren a los 10.5 dpc
debido a una reduccidédn en el didmetro de los wvasos capilares del
aorta dorsal y defectos en los ventriculos del corazédn, ademés de
presentar defectos en la organizacién de las redes del plexo vascular
en el saco vitelino (Fig. 10B y C). En ensayos de microarreglos, se
observdé que ZIMP10 aumenta la expresidén de Fra-1, un gen involucrado
en la formacidén de las redes vasculares del embridén y la placenta,
demostrando que ZIMP10 es necesario para la adecuada formacidén del
sistema wvascular durante el desarrollo embrionario de ratédn

(Beliakoff et al., 2008).
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Fig. 10. Morfologia de embriones nulos en ZimplO. A) Embriones de 9.5 y 10.5 dpc,
donde se observa la disminucidén del tamafio. B) se muestra la reduccidén en el tamafio
del corazén y los defectos en 1las redes vasculares. C) Defectos en la
vascularizacién de los sacos vitelinos en embriones de 10.5 dpc (Figura tomada vy

modificada de Beliakoff et al., 2008).

Todos los resultados anteriores demuestran gque las proteinas
ZIMP7 y ZIMP10, al igual que Tonalli de Drosophila, son importantes

para el correcto desarrollo y la viabilidad de los organismos durante

la embriogénesis.
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JUSTIFICACION

Los genes ZIMP7 y ZIMP10 se encuentran en el genoma de todos los
vertebrados vy otros organismos multicelulares constituyendo una
subfamilia de identidad muy clara, de la cual se sabe muy poco
funcionalmente. A diferencia de las proteinas PIAS cuya pérdida de
funcidén con frecuencia no produce fenotipos durante el desarrollo
embrionario, existen suficientes evidencias (como patrones de
expresidén y fenotipos observados en mosca y ratdn), que destacan la

relevancia tanto del gen tna como de las proteinas ZIMP durante la

embriogénesis. En el laboratorio, nuestro interés fundamental es
definir la importancia de algunos genes de vertebrados
caracteristicos de etapas embrionarias. El primer paso en esa

direccidén es el andlisis del patrdén de expresidn de dichos genes
durante el desarrollo. El1 definir los perfiles de expresidén de los
genes ZIMP7 y ZIMP10 nos puede ayudar a delinear los momentos del
desarrollo en 1los cuales podrian estar participando. Ademds en el
laboratorio se ha establecido el modelo de cultivo de o6érganos y se
manejan herramientas que nos permiten explorar los factores due
regulan la expresidén de estos genes in vivo. Identificar algunos de
estos factores también podria darnos informacidén sobre las vias de
transduccidén en las que estan involucrados. Por lo anterior, creemos
que los enfoques mencionados nos permitirén avanzar en el
conocimiento de la funcién de ZIMP7 vy ZIMP10 en el desarrollo

embrionario.
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OBJETIVOS

GENERALES:

. Determinar los perfiles de expresidén para los genes Zimp7 vy
Zimpl0 en embriones de ratdédn desde el inicio de la gastrulacién hasta

el final de la organogénesis.

. Identificar factores que regulan la expresidén de los genes Zimp

in vivo, en cultivos de extremidades y gdénadas de embriones de ratdn.

PARTICULARES:

. Identificar el patrén general de expresidén de Zimp7 y ZimplO

durante la embriogénesis de ratdén en las etapas de gastrulacidn vy

organogénesis.
. Analizar con detalle el patrédn de expresidn de Zimpl0O durante
el desarrollo de las extremidades. En particular observar las

correlaciones existentes entre los momentos criticos de la

determinacién del eje antero - posterior y la presencia de Zimpl0O en
la ZPA.
. Analizar si los genes Zimp7 y Zimpl0O se expresan en la gdnada

embrionaria, vy si éste es el caso, ver si presentan un patrdn
dimérfico que pudiera relacionarlos con una participacidén en 1la

determinacidédn sexual.
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. Caracterizar el efecto del A&acido retinoico sobre la regulacidn
de la expresidén de ZimplO in vivo y determinar si regula su expresién

durante el establecimiento de la ZPA.

. Analizar el efecto de SHH en la expresidén de Zimpl0O durante el

establecimiento de la ZPA.

. Determinar si el acido retinoico tiene un efecto en la expresidn

de Zimp7 durante el desarrollo de la gbénada de macho a los 12.5dpc.
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MATERIALES Y METODOS

Anadlisis conputacional.

Se usaron las secuencias de las proteinas ZIMP7, ZIMP10 vy
Tonalli y se buscaron en la base de datos del GenBank todas las
proteinas homdélogas en secuencia a ellas utilizando el programa
"BLAST" del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). En el andlisis
se descartaron todas aquellas secuencias parciales o redundantes de
las proteinas ZIMP. Después de este anadlisis se escogieron 23
secuencias de proteinas relacionadas a las ZIMP. Para identificar las
motivos sobre-representadas en nuestro conjunto de secuencias se
utilizd el programa Multiple EM for Motif Elicitation (MEME) (Bailey
y Elkan, 1994). Se identificaron 30 motivos no sobrelapantes. Se
utilizd el programa "CLIQUE" del pagquete de programas de inferencia
filogenética PHYLIP3.57c de Felsentein (Felsentein, 1995) para
calificar la presencia (1) o ausencia (0) de estos motivos en las
secuencias de las proteinas y usarlos para obtener el mayor numero de
caracteres y Aarboles filogenéticos sugeridos. El1 alinemaiento de las
proteinas se realizd con el programa MUSCLE (Edgar, 2004). El1 dominio
SP-RING se identificdé wutilizando el servidor de la red Pfam

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) .

La prediccioén de los sitios de uniodn a factores
transcripcionales en la regidédn promotora de los genes Zimp7 y ZimplO
se hizo wusando el programa CONREAL (http://conreal.niob.knaw.nl/)
(Berezikov et al., 2004; Berezikov et al., 2005). El cual compara
secuencias ortdélogas entre dos especies y usa la base de TransFac 7.2
Pro para generar una base de datos con sitios de unidén a factores

transcripcionales.
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Preparacion de ribosondas.

La ribosonda de Zimpl0O se generd subclonando las primeras 500 pb
de la regién codificante del cADN en el vector pBluescript II KS.
Para la ribosonda de Zimp7 se subcld el fragmento del 532 al 1098 pb
del cADN en el vector pBluescript II KS. Después, se linearizaron
ambas construcciones con la enzima de restriccién HinD III
(Invitrogen) para generar la ribosonda antisentido y con Not I
(Invitrogen) para la sentido. Cada wuna de las ribosondas se
transcribieron in vitro wutilizando RNA UTP-dioxigenina marcada
(ROCHE) vy la T7 ARN polimerasa (ROCHE) para la antisentido y la T3

ARN polimerasa (ROCHE) para la sentido.

Manejo de Animales.

Se utilizaron ratones de la cepa CDl durante la realizacidén de
éste trabajo. Las hembras gestantes utilizadas en este trabajo se
sacrificaron por dislocacidén cervical y se extrajeron los embriones
en etapas desde 7.0 hasta 14.5 dpc (el dia 0.5 se considera al
momento de observar el tapdn vaginal en la hembra). Para la
extraccidén de los testiculos usamos ratones machos de 8, 15 y 30 dias

post parto.

Hibridacion in situ.

Se disectaron embriones en estadios de 7.0 hasta 12.5 dpc y se
fijaron con 4% de paraformaldehido (PFA) a 4°C durante toda la noche.
Se Obtuvieron 1las extremidades y las gdnadas de embriones de 10.5
hasta 14.5 dpc y se fijaron con PFA 4% durante toda la noche a 4°C.
La hibridacién in situ se realizdé siguiendo las condiciones
previamente descritas por Hogan y colaboradores (1994). Brevemente,
primero se blanquearon los embriones, las extremidades y gdnadas con
H,0, al 2% durante 1 hr y después se incubaron con 10 upg/ml de

proteinasa K (Invitrogen) a temperatura ambiente por 5 minutos para
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las extremidades y gdénadas, y de 10 a 30 minutos los embriones. Se
fijaron nuevamente con PFA4%/glutaraldehido0.2%, se lavaron con PBT y
se pusieron a hibridar toda la noche con 200 ng de ribosondas
especificas para Zimp7 y Zimpl0O. Después se realizaron 3 lavados con
solucién I por 30 min a 68°C y tres lavados con solucién II a
temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se les agregd
solucidén de bloque durante 2 hrs y se dejaron toda la noche a 4°C con
anticuerpo anti-DIG (ROCHE). Depués se lavaron 5 veces con solucidn
de TBST a temperatura ambiente y se reveld la hibridacidén con
NBT/BCIP (ROCHE). Finalmente, se fijaron las muestras con PFA 4%, se

deshidrataron con gradientes de metanol y se guardaron a —-20°C.

Cultivo de extremidades de raton.

Los cultivos se realizaron siguiendo el protocolo descrito
previamente por Salas-Vidal y colaboradores (1998). Se utilizaron
extremidades de embriones a partir de 11.5 dpc y los estadios de
éstas se clasificaron de acuerdo al sistema de Wanek (Wanek et al.,
1989). Brevemente, las extremidades se cultivaron durante 7 o 24 hrs
en medio DMEM con penicilina y le agregamos segun el caso Aacido
retinoico (1 upM) (Sigma), 100 pM del antagonista de los RAR ANG193109
(Allergan), DEAB 10 pM (Sigma), el agonista Ag-SHH a 10 pM y con DMSO
(Sigma) como control del experimento. Fijamos las extremidades con

PFA 4% y las deshidratamos con gradientes de metanol.

Cultivo de génadas de raton.

Disectamos gdbnadas de embriones de 11.5 y 12.5 dpc vy las
cultivamos siguiendo el protocolo de Moreno-Mendoza (Moreno-Mendoza
et al., 1981.) Brevemente, las gdbnadas disectadas se cultivaron en
membranas de nucleoporo "Track-Etch" (Whatman Schleicher & Schuell)
flotando en medio McCoy suplementado con L-glutamina y NaHCOs;
(microlab, México) y con penicilina-estreptomicina (5M/ml).Cultivamos

las gdbénadas con 1, 5 y 10 puM de RA (Sigma, St. Louis. MO) con 1luM de
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DHT (Sigma, St. Louis. MO) y con DMSO como vehiculo durante 24 hrs.
Al final fijamos las gdnadas con PFA al 4% toda la noche y otras se

prepararon para extraccién de ARN.

Disectamos gdénadas de embriones de 14.5 dpc y testiculos de
ratones de 15 y 30 ddn y las cultivamos bajo el protocolo reportado
por Szczepny (Szczepny et al., 2009). Los testiculos disectados se
colocan en medio de cultivo y se descapsulan (quitar tunica). Después
se disocian gentilmente con pinzas delgadas y se cortan en fragmentos
de 5 mm. Las gbnadas y los fragmentos de los tubulos los cultivamos
en gotas colgantes de 25 - 30 ml de medio DMEM con 0.1% de BSA a 32°C
durante 48 horas. Posteriormente se fijan los fragmentos con PFA 4%,

se deshidratan con gradientes de metanol y se conservan a —20°C.

Anadlisis de la expresion de Stra8.

Las gobnadas cultivadas con y sin AR se colocaron en trizol
(Invitrogen) vy se hizo la extraccidén de ARN total siguiendo las
especificaciones recomendadas. Las muestras de ARN se analizaron por
triplicado mediante RT-PCR usando los oligonucledétidos StraUp (5'-
GTTTCCTGCGTGTTCCACAAG) vy StraLow (5'-CCCGAGGCTCAAGCTTC) para Stral
que amplifican un producto de 151 pb (Jana et al., 2005). Como

control y para normalizar la expresién de Stra8 se empled la

expresién de f-actina, para ello se utilizaron los oligonucledtidos

Uactin (5'-ATGGATGACGATATCGCIG) y Lactin (5'-ATGAGGTAGTCTGTCAGGT) .

RT-PCR cuantitativo.

Se disectaron gdénadas de 12.5 hasta 14.5 dpc, se separaron de
acuerdo al sexo y se les hizo extraccidén de ARN. Se sintetizd el cADN
a partir de 500 ng de ARN total wutilizando la enzima M-MLV-RT
(Invitrogen) usando oligonucleotidos degenerados (Invitrogen)
siguiendo las especificaciones de la enzima. Para el PCR se disefiaron

los oligonucledétidos upHPRT (5'-GGACCTCTGCAAGTGTGGA) vy I1owHPRT (5'-
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GCGCTCATCTTAGGCTTTGT) para el gen hprt (167 pb), los oligos upZimp7
(5'"-TGTCTTCCAGCTCCGAGATT) vy lowZimp7 (5'-TTGTGCGAGGTCTTGTTGTC) para
Zimp7 (183 pb), vy los oligos upZimplO (5'-AGCATGTGCAGTGCTTTGAC) vy
lowZimpl0 (5'-AAACTCGGAGTGTTGGATGC) para Zimpl0O (158 pb). La reaccidn
de PCR se hizo en el termociclador “Light Cycler® 480 SwW 1.5.0"
(ROCHE), utilizando el programa “Light Cycler® 480 software release
1.5.0 version 1.5.0.39” con las siguientes condiciones: 95°C 10 min,
seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 15 seqg.,
alineamiento a 60°C por 30 seg. y extensién a 70°C por 30 seq.
haciendose la lectura de fluorescencia en cada ciclo. Se analizd la
curva de "melting" para demostrar que solo habia un producto final.
Se generaron curvas estandar con los valores de Cp entre el log de
ADN total del plasmido para cada gen espefico. Los valores de las
curvas estandar se utilizaron para calcular la cantidad de producto
final de cada muestra. Las cantidades finales de los productos se

normalizaron a los niveles de expresidén del gen HPRT.

Obtencion del anticuerpo anti-ZIMP?.

El anticuerpo anti-ZIMP7 se generd en la compafiia "New England
Peptide LLC" usando el péptido Ac—-C (Ahx)QLRDSVYK-amida.
Posteriormente purificamos el anticuerpo por <cromatografia de
inmunocafinidad de acuerdo a lo descrito previamente (Agraz et al.,
1994) . Brevemente, el anticuerpo se acopld a sefarosa 4B activada con
bromido de ciandégeno (Sigma). Equilibramos la resina con HC1 0.1 M,
la incubamos con el suero por 2 hr y la lavamos con HC1 0.1 M.

Eluimos el anticuerpo con acido acético 100 mM.

Western Blot.

Los tubulos seminiferos de testiculos de 8, 14 y 30 ddn se
separaron de las células somdticas mesenquimales y de Leydig en PBS
bajo el microscopio estereoscdpico. Posteriormente, se extrajeron las

células germinales de los tubulos seminiferos mediante pipeteo. Estas
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células se centrifugaron y después se resuspendieron en solucidén de
lisis. Después se analizdé la concentracidén de las ©proteinas
utilizando el método de BradFord (BioRad Richmond, CA). Se Realizd un
SDS-PAGE al 10% con 40 pg de proteina total y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm (BioRad Richmond, CA). Se
bloqued la membrana con 5% de leche sin grasa en TBST durante 1 hr y
se 1incubdé con el anticuerpo correspondiente diluido en 5% de leche
sin grasa/TBST. Después se lavd con TBST 3 veces por 5 min, se incubd
con el anticuerpo secundario anti-rabbit acoplado a peroxidasa de
caballo (Roche) y se visualizd con reactivo LumiGLO (Cel Signaling,
Technology Inc) siguiendo las instrucciones del protocolo. E1
anticuerpo control anti-tubulina (sc-9104) y el anti-rabbit IgG-HRP

(sc—2004) se obtuvieron de Santa Cruz Bio-technology.

Inmunofluorescencia.

Las células germinales se obtuvieron por disrupcidén mecdnica de
la gdbnada con una aguja fina. Las espermatogénicas de testiculo
adulto se aislaron de los tubulos seminiferos pipeteandolos varias
veces hasta la liberacidén de las células. Ambos tipos celulares se
colocaron por separado en portaobjetos cubiertos con PFTE (Erie
Scientific Company) y se fijaron con 2% de PFA durante una hora. La
inmunofluorescencia para ZIMP7 y SUMOl (Santa Cruz Bio-technology,
Sata Cruz CA) la realizamos como se describié previamente por Chuma vy
Nakatsuji (2001). Brevemente, Los portaobjetos con las células se
lavaron con PBS, se permeabilizaron por 20 min. con acetona y se
blogquearon con BSA 3%/Suero de cabra 10% en PBS durante 1 hr.
Posteriormente se incubaron con anti-ZIMP7 vy anti-SUMO1l diluidos
1:250 en BSA 0.1%/PBS. Los portaobjetos se lavaron con PBS 5 min y se
incubaron con los anticuerpos secundarios alexa fluor 488 anti-rabbit
IgG (Invitrogen) y 647 anti-mouse IgG (invitrogen). Finalmente, se
lavaron las 1laminillas con PBS 5 min y se montaron con 50%
glicerol/PBS. Los experimentos control sin anti-ZIMP7 vy con el

péptido preabsorbido se realizaron bajos las mismas condiciones. EL1
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anticuerpo anti-ZIMP7 se preabsorbidé con el péptido durante toda 1la

noche a 4°C con un exceso molar de 500 veces del péptido.

Microscopia confocal de escaneo por laser.

Las imé&genes se obtuvieron con un microscopio confocal LSM 510
Meta con un objetivo de 63 X W N. A. 1.2 (Zeiss, Germany). Para la
deteccidén del anticuerpo alexa fluor 488 anti-rabbit se utilizd un
filtro BP 500-530 IR y un laser de Argdn con una longitud de onda de
exitacién 480 nm. Y para el anticuerpo 647 anti-mouse se usd el
filtro BP 650-710 IR y el laser HeNe con una longitud de onda de 633
nm de exitacidén. Las 1imAgenes se obtuvieron con secciones O&pticas

seriadas de 1 mm.
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Relacion estructural y filogenética de la familia de las proteinas ZIMP.

E1l presente trabajo se 1inicidé con la identificacién de las
secuencias proteicas de ZIMP7 y ZIMP10 de ratdédn a partir de bases de
datos, wutilizando secuencias parciales reportadas en humanos para
cada una de ellas. Las secuencias se obtuvieron del National Center
for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) vy
conservan con sus homdélogos humanos 87 'y 97% de similitud
respectivamente. Con el fin de analizar el grado de conservacidn de
estas proteinas y de sus dominios estructurales a lo largo de la
escala evolutiva wutilizamos 25 secuencias diferentes de genes
reportados en la base de datos del NCBI que incluyen genomas desde
invertebrados hasta mamiferos y las alineamos utilizando el programa
MUSCLE (Egdar, 2004). Con este andlisis encontramos tres diferentes
dominios en su estructura: 1) Regiones altamente conservadas en todas
las proteinas ZIMP7, ZIMP1l0 y Tonalli de Drosophila; 2) Secuencias
muy conservadas sdélo entre las ZIMP7 y ZIMP10 y 3) Regiones no
conservadas. Con estos datos vy utilizando el programa CLIQUE
(Felsenstein, 1995), generamos un arbol filogenético evaluando la
presencia (1) o ausencia (0) de los diferentes dominios en las
proteinas ZIMP (Fig. 11A). Este andlisis nos mostrdé un Arbol
congruente de la familia con los ortdélogos ZIMP7 y ZIMP10 agrupados
en distintas ramas y a Tonalli de Drosophila colocado en medio del
adrbol. Con el andlisis de estos datos, encontramos gque uno de los
dominios conservados con mayor significancia estadistica fue el
dominio XSPRING anteriormente caracterizado (Gutiérrez et al., 2003;
Fig. 11B). Esta regidén incluye al SP-RING, caracteristico de 1las
PIAS, que estd involucrado en el proceso de SUMOilacidén (Kotaja et
al., 2002). Ademés, encontramos dos regiones altamente conservadas
ricas en prolinas en los extremos del XSPRING, la primera localizada
entre los aminoacidos 334-555 de ZIMP10 y 201-403 de ZIMP7 de ratdn;
y la segunda, hacia la parte carboxilo, abarcando los aminocdcidos del
867 al 1002 de ZIMP10 y del 725 al 906 de ZIMP7. De ésta segunda
regién de prolinas se ha visto que al menos para ZIMP10 de humano es

importante, debido a que tiene una actividad de activador de 1la



transcripcién (Sharma et al., 2003).
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Fig. 11. Filogenia de las proteinas ZIMP. A) Arbol filogenético de éstas proteinas.
Los nombres de los organismos estédn escritos en verde para las proteinas ZIMP1O y
en azul para ZIMP7. Las proteinas de Drosophila, Apis y Tribolium forman un tercer
grupo de proteinas similares a ZIMP y se denotan en rojo. B) Motivos y dominios de
estas proteinas. El1 cédigo de colores para cada una de las proteinas es el mismo
que en (A). Cada uno de los dominios se representa con rectdngulos de un color
distinto. El XSPRING se muestra con un cuadro gris e incluye al SP-RING resaltado
en amarillo. Adyacente a éste hay dos regiones ricas en prolinas marcadas en un
cuadro azul. El cuadro café oscuro resalta el extremo carboxilo terminal muy
conservado en éstas proteinas. Las lineas en zig zag de algunas proteinas indican

inserciones de secuencias en motivos conservados.

Expresion de Zimp7 y Zimpl0 en embriones de raton durante la

gastrulacion y organogénesis.

Para continuar con este estudio analizamos la dinamica del
patrén de expresidén de los genes Zimp7 vy Zimpl0O durante la
embriogénesis de ratdén desde el inicio de la gastrulacién hasta el
periodo medio de gestacidén, y en algunas etapas de la organogénesis,
como durante en el desarrollo de sus extremidades y gdénadas. Con esta
finalidad, obtuvimos la secuencia completa del cADN para los genes
Zimp7 (2400 pb) vy Zimpl0 (3600 pb) de ratdédn mediante RT-PCR
utilizando ARN total de higado de ratdédn adulto y los clonamos en el
vector pBluescript KS. A partir de estas construcciones generamos
ribosondas de aproximadamente 500 pares de bases especificas para
cada gen (Fig. 12). Utilizamos la técnica de hibridacién in situ
(HIS) para determinar el patrédn de expresidédn de los genes Zimp7 y
Zimpl0 en embriones completos. El andlisis de la expresidén se realizd
durante la gestacidén media desde los 7.0 dpc, etapa en la gue inicia
el proceso de gastrulacidén, hasta el estadio de 12.5 dpc cuando ya

estd terminando la organogénesis.
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Fig. 12. Disefio de las ribosondas. En el esquema, se muestra con una linea negra la
regién utilizada para generar cada ribosonda. A) Para Zimpl0O se ocuparon los
primeros 550 nucledétidos del gen. B) Para Zimp7 se disefié la ribosonda a partir de
una secuencia de 500 nucledtidos adyacentes al dominio X-SPRING. En ambos esgquemas
se muestra el XSPRING en color café, el dominio SP-RING con un rectédngulo azul, el
motivo de localizacidén nuclear en un cuadro rosa y el sitio de SUMOilacidédn con un

cuadro negro.

a) Zimp7 se expresa en la regién anterior del embrién

Durante nuestro analisis no encontramos expresidén para Zimp7 a
los 7.0 dpc por HIS (datos no mostrados). Detectamos sefial a partir
de los 7.5 dpc principalmente en el surco primitivo y en la regidn
anterior de ectodermo embrionario (futuro neuroectodermo), asi mismo
se conserva una ligera expresidén en el epiblasto y en el mesodermo
embrionario (Fig. 13A). Aunque la mayoria de la sefial se observd en
el tejido embrionario, también encontramos un poco de tincidén en el
tejido extraembrionario del corion. A los 8.5 y 9.0 dpc, se detectd
Unicamente en la regidén anterior del embridn, principalmente en el
tejido neural y en la parte media y posterior del cerebro, pero no se
encontré expresidén en el cerebro anterior (Fig. 13B-D). A los 9.0 1la
seflal se ve también en las vesiculas o6ptica y oética y en los arcos
branquiales, abarcando las primeras somitas hasta la base del corazdn

(Fig. 13E y F). A los 10.5 dpc, la expresidén se extiende a todo 1lo
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largo del embrién, principalmente en la zona del cerebro medio, en
los componentes maxilares y mandibulares de los arcos branquiales y
en las somitas, excepto en el corazdn y la punta del primordio de la
cola (Fig. 13G y H). La sefial del mensajero disminuye en embriones de
11.5 dpc y se comienza a restringir solo al tejido neural formando un
margen en los ventriculos del telencéfalo, mesencéfalo y diencéfalo,
a la espina dorsal y al mesénquima del primordio de las extremidades
(Fig. 13 J y K). Esta expresidén se mantiene hasta los 12.5 dpc (datos

no mostrados) .
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Fig. 13. Patrén de expresidédn de Zimp7 durante el desarrollo embrionario. La
expresién se aprecia a partir de los 7.5 hasta los 12.5 dpc y se localiza
principalmente en el tejido neural. La seflal se detectd por HIS en embriones de A)
7.5, By C) 8.5, E) 9.0, G) 10.5, J y K) 11.5 dpc. En I) Se presenta el control del
experimento con la sonda sentido. En D, F y H) Se muestran cortes sagitales de
embriones en 8.5, 9.0 vy 10.5 respectivamente, embebidos en parafina. E1
exprerimento se repitidé al menos 5 veces para cada estadio. A: atrio, AC: cémara
atrial, AM: mesénquima anterior, AS: somitas anteriores, Al: alantoides, BA: arcos
branquiales, BC: ventriculo del corazdén, Ch: corion, CNF: Cresta neural, DA: aorta
dorsal, Die: diencéfalo, EE: Ectodermo embronario, FB: cerebro anterior, FLB:
Extremidad anterior, G: intestino, H: corazdn, HB: cerebro posterior, HG: Intestino
medio, HLB: Extremidad posterior, M: mesénquima, ME: cerebro medio, MB: cerebro
medio, Mes: mesencéfalo, MT: metencéfalo, N: notocorda, NT: tejido neural, NeT:
tubo neural, OpV: vesicula éptica, OV: vesicula o6tica, PS: surco primitivo, S:

somitas, Tel: telencéfalo, TV: vesicula telencefadlica V: ventriculo.

b) Zimp10 se expresa durante la formacion del sistema vascular.

Al igual que en el caso de Zimp7 no se observd sefial para ZimplO
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a los 7.0 dpc (datos no mostrados). La expresidén de ZimplO a los 7.5
dpc se localiza solo en el tejido embrionario, con mayor intensidad
en la parte anterior del epiblasto, lo que corresponde al ectodermo
neural. También detectamos sefial en el alantoides (Fig. 14A). A los
8.5 dpc, este gen mantiene su expresién en el tejido neural,
principalmente en la =zona del cerebro anterior y en la notocorda,
ademds muestra sefial en la aorta dorsal y el alantoides, gque son
estructuras precursoras del sistema vascular (Fig. 14B y C). La seflal
se extiende a practicamente a todo el embrién a los 9.5 dpc
destacando su presencia en las vesiculas o6tica y oéptica, el tejido
neural y los arcos branquiales, pero no se detectd en el corazdn ni
en la punta del primordio de la cola (Fig. 14D y E). A los 10.5 dpc
continla observandose en el tejido neural, los arcos branquiales y la
parte dorsal de las somitas, ademds se ve expresidén en la zona donde
se empiezan a formar los primordios de las extremidades (Fig. 14H).
Al igual que Zimp7, ZimplO se restringe solo al tejido neural y al
mesénquima de las extremidades en embriones de 11.5 y 12.5 dpc (Fig.
141-K). Ademéds, se puede observar en regiones del embridén donde hay
una alta proliferacién, como en el primordio de los foliculos
conocidos como de vibrassae, las fosas nasales y en el primordio de

la cola.
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Fig. 14. Patrdén de expresidn de ZimplO. E1l transcrito puede apreciarse a partir de
los 7.5 hasta los 12.5 dpc y se localiza principalmente en el tejido neural. La
seflal se detectd por HIS en embriones de A) 7.5, B) 8.5, D) 9.5, G) 10.0, H)10.5, T
y J) 11.5 y K) 12.5 dpc. En C y E se muestran cortes histoldgicos sagitales de
embriones embebidos en parafina. En F se presenta el control con la sonda sentido.
El exprerimento se repitidé al menos 5 veces para cada estadio. A: anterior, Al:
alantoides, BA: arcos branquiales, DA: aorta dorsal, Die: diencéfalo, FB: cerebro
anterior, FLB: Extremidad anterior, H: corazdédn, HB: cerebro posterior, HLB:
extremidad posterior, M: mesénguima, MB: cerebro medio, N: notocorda, NE:
neuroectodermo, NT: tejido neural, OpV: vesicula oéptica, OV: vesicula 6tica, P:
posterior, PS: surco primitivo, S: somitas, Tel: telencéfalo, VCH: camara

ventricular, VE: endodermo visceral.
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Dinamica de expresion de los genes Zimp7 y Zimp10 durante el desarrollo

de las extremidades.

Como se menciondé anteriormente, las proteinas ZIMP estéan
presentes en los primordios de las extremidades a los 11.5 dpc,
particularmente llama la atencidén la expresidén de Zimpl0, que es muy
predominante en esta etapa. Por ello decidimos analizar estos
patrones en detalle. El andlisis lo realizamos por HIS utilizando las

mismas ribosondas generadas para los embriones completos.

Como se describidé en la introduccidén, las extremidades en ratdn
comienzan a formarse durante la embriogénesis a los 9.5dpc. Estas se
clasifican de acuerdo a Wanek y colaboradores (1989) en 15 diferentes
estadios: desde S1 cuando aparece un primordio, hasta S15 cuando se
encuentra completamente formada la extremidad. Para nuestro andlisis
tomamos los estadios de S2 a S9, gue cubre el periodo de formacidn
del eje antero - posterior (A - P), la formacidédn de los digitos y el
inicio de la muerte de las células en los espacios interdigitales.
Utilizamos solo las extremidades anteriores para el analisis de
expresidén para no tener variaciones de resultados, vya que las
posteriores se desarrollan mas tardiamente. Ninguna de las sondas
sentido para Zimp7 o ZimplO mostraron tincidén, indicando gque nuestras
ribosondas antisentidos eran especificas para cada mARN (datos no

mostrados) .

a) Zimp7 se expresa en el mesénquima.

En la extremidad, la expresidén se observa a partir del S3 en la
parte central del tejido mesenquimdtico y aumenta en S4. Esta sefial
disminuye casi completamente en S5, conservadndose en la regidn
adyacente a los digitos. Zimp7 practicamente deja de expresarse en el
estadio S9 a los 13.5 dpc (Fig. 15). Estos resultados muestran que

este gen presenta un pico muy pronunciado dentro de una ventana de
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expresidén muy estrecha. Lo anterior sugiere que Zimp7 tiene un papel
muy especifico en el estadio S4 en el tejido mesenquimdtico de 1la
extremidad. En este momento se estan especificando la identidad vy
expansién de los digitos por accidén de las BMP y que es inducida por
las células mesenquimales interdigitales antes de que éstas entren a

muerte celular (Bénazet y Zeller, 2009).

Fig. 15. Patrén de expresidn de Zimp7 durante el desarrollo de las extremidades de
ratén. La deteccidén del ARN mensajero de Zimp7 fue por HIS. El1l transcrito se
observa sdélo en el mesodermo interdigital del estadio S4. Las imAgenes muestran una
vista dorsal de extremidades anteriores en estadios de A) S3; B) S4; C) S5 y D) SO.

Los ensayos de hibridacidén se hicieron por triplicado. A: anterior, P: posterior.

b) Zimp10 presenta un patron mas dinamico en el desarrollo de la extremidad.

A diferencia de Zimp7, Zimpl0O se expresa durante todo el
desarrollo de la extremidad. En S4, se presenta intensamente en las
células mesenquimales de la zona posterior, formando un gradiente

hacia la parte anterior (Fig. 16A). En extremidades de S5 la sefial se
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extiende a la regidén anterior del tejido mesenquimdtico que bordea a
los futuros digitos (Fig. 16B). En el estadio S8, se forma un margen
alrededor de los digitos hasta la primera unidén entre las falanges
(Fig 16C). La expresidén se delimita a la unidén de las falanges y la
punta de los digitos en S9 (Fig. 16D). Las extremidades vya no
muestran expresién de ZimplO en el S10 (datos no mostrados). Por su
patrén de expresidén, Zimpl0O parece ser importante en dos diferentes

momentos del desarrollo en la extremidad: en 5S4, en la regidn

posterior de la zona con actividad polarizante (ZzPA), y
posteriormente en S8 - S9, durante la formacidédn de las uniones de las
falanges.

Fig. 16. Expresidén de Zimpl0 en el desarrollo de la extremidad de ratdén. La
presencia del mensajero se detectd por HIS. Las imagenes muestran una vista dorsal
de extremidades anteriores en estadios de A) S4, B) S5, C) S8 y D) S9 dpc. De los
estadios S4 al S6 se observa un gradiente de expresidén de la parte posterior a la
anterior. No hay sefial en el ectodermo apical. El1 andlisis se repitidé 3 veces por

cada estadio. A: anterior, P: posterior.
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Dinamica de expresion de los genes Zimp durante el desarrollo de las

gonadas.

Como se menciond anteriormente, se sabe que las proteinas Zimp7
y Zimpl0 de humano aumentan la actividad transcripcional del receptor
de andrdégenos (RA) en cultivo de células de proéstata. Andlisis por
northern blot muestran gque ambos genes se encuentran en el sistema
urogenital humano. La expresidén de Zimp7 es mayor en el testiculo que
en el ovario, mientras que para Zimpl0O ocurre lo contrario (Sharma et
al., 2003; Huang et al., 2005). Por otro lado, se sabe que el RA es
importante durante el desarrollo de las gdbnadas en la embriogénesis.
Tomando en cuenta estos datos, pensamos que los genes Zimp podrian
ser relevantes para el desarrollo gonadal e incluso estar
participando en los eventos tempranos de la determinacidén sexual, o
bien en la diferenciacidén de las células germinales. Si asi fuera
cabria esperar que Zimp7 y Zimpl0O tuvieran una expresidn temprana en
la gbénada embrionaria y dimdérfica si se asociara a la diferenciacidn
sexual. Por ello, decidimos analizar la expresidén de ambos genes
durante el desarrollo de las gdbnadas embrionarias de ratdn,
establecer en que momento del desarrollo de la gdbnada inician su
expresién y determinar si tienen una expresidn diferencial durante la

determinacién sexual en la gdnada.

a) Zimp10 se expresa en la génada de macho en las células somaticas.

Los genes como Sry y Sox9 en macho y Wnt4 y Rspol en hembra,
participan en 1la determinacidén sexual de las gdbnadas y células
germinales e inician su expresidén entre los dias 11.5 y 13.5. Por lo
tanto decidimos explorar esta ventana de tiempo vy analizar si

nuestros genes de interés se expresan también durante este periodo.

Disectamos gdénadas de 11.5 a 14.5 dpc y analizamos la expresidn

por HIS en gdnadas de macho y hembra (Fig. 17). Previo a la
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diferenciacién sexual, la sefial de Zimpl0 se vio en la regidn
anterior de la gdbénada indiferenciada y el mesonefros a los 11.5 dpc.
Después, a partir de los 12.5 dpc no encontramos expresidén ni en la
gbénada ni en el mesonefros de hembra. En contraste, en gdbnada de
macho de 12.5 dpc, la sefial de Zimpl0O se extendid a lo largo de todo
el cuerpo gonadal observandose en los espacios intersticiales, ademéas
de mantenerse en la parte anterior del mesonefros. La sefial se
observé hasta los 14.5 dpc en las células de los espacios
intersticiales y el mesonefros con un pico de expresién a los 13.5
dpc dentro de la gdénada. Realizamos cortes sagitales de la gdnada de
macho de 14.5 dpc vy verificamos que efectivamente 1la sefial se
encontraba en los espacios intersticiales, lo que implica gque se
podria estar expresando en las células esteroidogénicas de Leydig, o
bien en las células mioides o vasculares. Estos datos sugieren que
ZimplO0 estd involucrado en la diferenciacidén de las células de 1los

espacios intersticiales.

Para corroborar los resultados de la expresidén del transcrito de
Zimpl0, realizamos ensayos de RT-PCR cuantitativo (Gréafica 1). Esta
prueba confirmdé lo observado en la HIS, Zimpl0O se expresa durante
todo el desarrollo de la gdénada de macho, con un aumento a los 13.5
dpc y disminuye a los 14.5 dpc, tampoco encontramos expresidén en el

desarrollo de hembras mediante esta técnica.
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Fig. 17. Expresién de Zimpl0O durante el desarrollo de las gdénadas. El transcrito
se detectdé en gdénadas desde 11.5 hasta 14.5 dpc. A) Gdbébnada indiferenciada, B-D)
Génadas de macho, E-G) Génadas de hembra. Zimpl0O se expresa durante todo el
desarrollo de la gdénada de macho, en 1los espacios intersticiales y la parte
anterior del mesonefros (B-D). Los ensayos de HIS se repitieron por triplicado. m:

mesonefros, g: gbénada, O: ovario, T: testiculo.
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Grafica 1. Andlisis de 1la expresién del mensajero de Zimpl0O por RT-PCR
cuantitativo. Zimpl0 se expresa durante todo el desarrollo de la gdénada de macho
con un pico de expresién a los 13.5 dpc. Los niveles del mARN de Zimpl0O se
normalizaron con la expresidén del gen hprt. Se extrajo ARN total de 6 gdbdnadas sin
mesonefros para cada experimento. Se realizaron 3 experimentos independientes, cada

uno por triplicado.

b) Zimp7 se expresa en las células germinales de la génada de macho a los 13.5

dpc.

Realizamos el andlisis de la deteccién del mARN de Zimp7 por HIS
en los mismos estadios gonadales (Fig. 18). Observamos gque este gen
no se expresa en la gdnada indiferenciada a los 11.5 dpc, ni en el
mesonefros. En forma similar a lo gue encontramos para ZimplO, la
seflal del mensajero de Zimp7 se encontrdé de manera exclusiva en la
génada de macho. A partir de los 12.5 dpc la sefial se localizdé en la
regién anterior del cuerpo de la gdnada. La expresidén se extiende a
lo largo de la gbénada a los 13.5 dpc y parece localizarse dentro de
los cordones seminiferos. Generamos cortes sagitales de gdnada de
macho embebida en parafina y vimos que efectivamente la sefial se

encontraba dentro de los cordones seminiferos. Observamos los cortes
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en un mayor aumento (100X) y encontramos que la sefial estd en las
células germinales. El transcrito de Zimp7 disminuye a los 14.5 dpc
en macho, pero aun se puede observar un poco de sefilal dentro de los
cordones. Al igual que para Zimpl0O, no encontramos expresidn de Zimp7
durante todo el desarrollo de la gdénada de hembra, lo que nos sugiere

que solo se requiere durante la diferenciacidén de la gdnada de macho.

Fig. 18. Expresidén de Zimp7 en el desarrollo de la gdénada. El transcrito se detectd
en gdbnadas desde 11.5 hasta 14.5 dpc por HIS. Zimp7 tiene un aumento de la
expresién a los 13.5 dpc dentro de 1los cordones seminiferos. A) Gdnada
indiferenciada, B-D) Gdbénadas de macho, E-G) Gdbénadas de hembra. Los experimentos de

hicieron por triplicado. m: mesonefros, g: gdénada, O: ovario, T: testiculo.

Corroboramos la expresidén del transcrito de Zimp7 mediante PCR
cuantitativo (Grafica 2). Encontramos que inicia su expresidén a los
12.5 dpc, aumentando los niveles de mensajero a los 13.5 dpc en la

génada de macho. A diferencia de lo que vimos por HIS, detectamos
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expresién de Zimp7 en la gdbdénada de hembra a los 13.5 dpc. La
discrepancia de éste resultado se debe quizd a que el PCR
cuantitativo es una técnica méds sensible para la deteccién de ARN

mensajero.
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Grafica. 2. Andlisis de la expresién del mARN de Zimp7 por RT-PCR cuantitativo.
Zimp7 aumenta su expresidén en la gdbdnada de macho a los 13.5 dpc. Los niveles de
expresién del mARN se normalizaron con la expresién del gen hprt. Se extrajo ARN
total de 6 gdénadas sin mesonefros ©para cada experimento. Se realizaron 3

experimentos independientes, cada uno por triplicado.

La presencia de la seflal de Zimp7 dentro de los cordones
seminiferos implicaba que esta proteina se expresa en las células
germinales, en las de Sertoli o en ambos tipos celulares. La
presencia de Zimp7 en las germinales era muy relevante, ya que este
momento del desarrollo es critico para la determinacidédn sexual de

estas células. Por ello, quisimos confirmar esta posibilidad para 1lo

cual realizamos inmunofluorescencia en germinales disgregadas
mecdnicamente (Fig. 19). Al igual gque en la HIS, encontramos
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti - ZIMP7 en el nlUcleo de

las células de macho. No detectamos sefial en las germinales de

hembra. Co-inmunotefiimos estas células para OCT4 (proteina especifica
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de células germinales) y corroboramos que ZIMP7 se estd expresando en
las germinales de macho a los 13.5 dpc (Fig. 19C). La expresidén de
ZIMP7 también la encontramos en células gue no eran positivas para
OCT4, indicé&ndonos dque adicionalmente podria haber expresidén en
células somdticas de los cordones seminiferos, posiblemente 1las
células de Sertoli. Sin embargo no se puede descartar que se traten
de células intersticiales. Estos resultados nos muestran que ZIMP7 se
encuentra en el momento en que las germinales ya estdn comprometidas
a espermatogénesis y detienen su divisién mitdética, sugiriendo un

papel de ésta proteina en el proceso de entrada al reposo mitdtico.

Fig. 19. Localizacién de ZIMP7 por inmunofluorescencia en células germinales de
13.5 dpc. A) Células germinales de hembra donde no hay presencia de ZIMP7. B) Se
observa ZIMP7 en verde dentro del nltcleo de gonocitos. C) Co-localizacidén de las
proteinas ZIMP7 (verde) y OCT4 (rojo) en germinales de macho. La sefial se observa
en los nucleos de las células para ambas proteinas. El ensayo se repitidé 5 veces.

Barra de escala = 10 Mm.

c) Zimp7 reactiva su expresion en células meidticas de testiculos post-natales.

Zimp7 disminuye su expresién en la goénada de macho a los 14.5
dpc en embriones de ratdén. Sin embargo, en humano se expresa

intensamente en testiculo adulto (Huang et al., 2005), por lo gue
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consideramos factible que la expresidén de Zimp7 se reactivara en
etapas posnatales. Por ello, decidimos analizar la presencia del
transcrito de Zimp7 en testiculos de ratones neonatos durante
diferentes etapas de la espermatogénesis. Las etapas analizadas
fueron: a los 8 dias después del nacimiento (ddn), donde solo se
encuentran células de Sertoli y espermatogonias dentro de los tubulos
seminiferos. En ésta etapa hay proliferacidén de espermatogonias y aun
no inicia la meiosis; a los 15 ddn, cuando encontramos el 40% de las
germinales en meiosis. Las germinales que inician la meiosis se
denominan espermatocitos; y a los 30 ddn, cuando ya ha comenzado la
espermiogénesis. Las células que sufren la espermiogénesis se conocen

con el nombre de espermatidas.

Zimp7 no se detectd a los 8 ddn por HIS. La expresidén inicia a
los 15 ddn poco después del inicio de la meiosis en 1los
espermatocitos y la mayor expresién se observa a los 30 ddn cuando el
mayor numero células son espermatocitos en meiosis (Fig. 20A). Para
establecer si el patrdén observado a nivel de transcripcidn
correspondia a la expresidén de la proteina, aislamos extractos de
proteina total de testiculo de cada uno de los estadios mencionados y
por inmunodeteccidén en gel (western blot), analizamos si ZIMP7 tenia
un patrén de expresidén similar al del mensajero (Fig. 20B).
Encontramos que se detecta también a partir de los 15 ddn y aumenta
a los 30 ddn, confirmando gque la proteina tiene un patrén equivalente

al del transcrito.

Para determinar de forma especifica los tipos celulares donde se
localiza ZIMP7 hicimos un andlisis de inmunohistoquimica en cortes de
10 pm de testiculo adulto embebido en parafina (Fig. 20C). Las
células espermatogénicas fueron identificadas bajo el microscopio con
base en su morfologia, tamafio y posicidén. Encontramos que ZIMP7 se
localiza mayoritariamente en las células de la periferia del tubulo,
en los espermatocitos en estadio leptoteno/zigoteno vy paquiteno,

aunque también hay expresidén en espermatidas elongadas y redondas.
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Fig. 20. Perfil de expresién de ZIMP7 en testiculo de ratdn post-natal. A)

Deteccién del transcrito de Zimp7 por HIS en testiculos de 8, 15 y 30 ddn. En la

imagen de 30 ddn del lado derecho se muestra el control. B) Andlisis de ZIMP7 por

western blot en proteina total de testiculo de 8, 15 y 30 ddn. Utilizamos pR-—

tubulina como control de carga. Los numeros de la izquierda marcan los kDa del

marcador de peso. C) Inmunohistoquimica en corte de testiculo de 30 ddn embebido en

parafina. ZIMP7 se observa en espermatocitos en leptoteno/zigoteno y paquiteno y en

espermdtidas redondas. Se repitid cada experimento por triplicado. es: espermdtidas

redondas, p: paquiteno, 1/z: leptoteno/zigoteno. Barra de escala = 25 um.
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d) Localizacién subcelular de ZIMP7 en células espermatogénicas.

Para determinar la localizacién especifica de ZIMP7 en células
espermatogénicas realizamos un andlisis de inmunofluorescencia. Para
ello, disgregamos células espermatogénicas mecdnicamente a partir de
tibulos seminiferos de ratdédn adulto. Los estadios de las células se

determinaron por su morfologia y didmetro.

Encontramos que ZIMP7 se localiza mayoritariamente en células en
paquiteno y espermdtidas redondas, aunque también observamos sefial en
espermatocitos en leptoteno/zigoteno (Fig. 21). En relacién a la
localizacidén subcelular, identificamos células donde ZIMP7 sdélo esté
en el citoplasma, como en las espermdtidas redondas; o en el nucleo y
citoplasma, como en las células en paqgquiteno. Hicimos un ensayo
control pre-absorbiendo el anti - ZIMP7 con su péptido epitope para
verificar que todos los sitios de expresiédn fueran especificos (Fig

21C y F).
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Fig. 21. Localizacidén subcelular de ZIMP7 en células espermatogénicas. A-C)
imédgenes de células espermatogénicas en campo claro. D-F) Inmunofluorescencia de
ZIMP7 de las células presentadas en A-C. En D y E, ZIMP7 se encuentra en el
citoplasma y nucleo de espermatocitos de leptoteno/zigoteno. En B y E se ve sdlo en
el citoplasma de las espermatidas redondas. En C y F se muestra el experimento
control de competencia con el péptido. Se muestran las proyecciones de las imagenes
en confocal y el experimento se hizo por triplicado. 1/z: leptoteno/zigoteno; rs:

espermdtidas redondas; sp: espermatogonias. Barra de escala = 10 Mm.

Los espermatocitos en paquiteno también muestran expresién de
ZIMP7 en nucleo, en una estructura heterocromatica denominada cuerpo
cromatoide XY (Fig. 22). El1l cuerpo cromatoide XY es una estructura
que se observa mas densa en microscopia de luz. Se forma por la
condensacién de la cromatina de los cromosomas X y Y durante la
meiosis, en el estadio de pagquiteno (Hooker y Roeder, 2006) vy se
caracteriza por el silenciamiento transcripcional. Otros componentes

de la via de SUMO se han localizado en ésta regidén nuclear.
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e) ZIMP7 co-localiza con SUMO1 en espermatocitos en paquiteno.

La presencia de ZIMP7 en espermatocitos, especificamente en el
estadio de paquiteno es significativa, ya gque se sabe que en levadura
la SUMOilacién tiene un papel importante durante la meiosis (Hooker y
Roeder, 2006). Ademds, en humano SUMOl y SUMO2/3 se localizan también
en estructuras heterocromaticas como el antes mencionado cuerpo XY,
los cromocentros y el complejo sinaptonémico (Vigodner y Morris,
2005; La Salle et al., 2008). Tomando en cuenta estos resultados vy
considerando que ZIMP7 conserva el domino SP-RING, relacionado con el
proceso de SUMOilacidén, nos parecidé muy relevante comparar la
localizacién de SUMO con la de ZIMP7 en el ntcleo de los

espermatocitos.

Por inmunofluorescencia comprobamos que efectivamente ZIMP7 vy
SUMO1l co-localizan en células en paquiteno (Fig. 22). Ambas proteinas
se ubican en la regién del cuerpo cromatoide XY del nucleo de 1los
espermatocitos. Estos datos sugieren que SUMOl y ZIMP7 podrian estar
interactuando durante la formacién de este territorio

heterocroméatico.
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Fig. 22. Co-Localizacién subcelular de ZIMP7 y SUMOl en espermatocitos. Las

proteinas ZIMP7 y SUMOl se expresan en células en paquiteno y co-localizan en el
cuerpo XY. A y D) ZIMP7 se encuentra en el nucleo y en el citoplasma de
espermatocitos en paquiteno. B y E) SUMOl estd en el cuerpo XY de paquitenos. C vy
F) Se muestra la co-localizacidén de ambas proteinas. El experimento se realizd tres

veces. Barra de escala = 10 HMm

Identificacion de factores que regulan la expresion de los genes Zimp in

Vivo.

Esta parte del proyecto se centra en descubrir factores de
crecimiento, hormonas o factores transcripcionales que regulen la
expresidén de los genes Zimp en las extremidades embrionarias y en la
génada. La idea surgidé a partir del hallazgo de que en estos &érganos
ambos genes tienen patrones de expresidn particularmente dindmicos e
interesantes, y como se menciondé antes, pueden cultivarse in vitro
por periodos de hasta 72 horas, logradndose en esas condiciones,

recapitular el proceso normal de desarrollo. Este tipo de cultivos



72

pueden exponerse a diversos agentes quimicos y factores proteicos y
asi determinar su participacidén en el desarrollo embrionario. En este
caso queriamos analizar la importancia de ciertos factores de
crecimiento y hormonas en la regqulacidédn de la transcripcidédn de las
proteinas ZIMP in vivo. Inicialmente realizamos cultivos en presencia
de acido retinoico (AR). Las razones por las que iniciamos nuestros
experimentos con este agente fueron, por un lado que Zimp7 y ZimplO
aparecen dentro de bases de datos de genes inducibles por AR; y por
otro lado, el AR es el morfédgeno determinante durante la formacidn
del eje antero - posterior de la extremidad (Tickle, 2006) y también
es critico durante la determinacidén sexual de las células germinales
(Bowles vy Koopman, 2007), posteriormente probamos el efecto de
factores de crecimiento y otras hormonas tanto en gbdnadas

embrionarias como en cultivos de testiculo post-natal.

Factores que regulan la expresion de Zimp10 en la extremidad
embrionatria.

a) El acido retinoico se requiere para la expresion de Zimp10 en la extremidad.

Como se demostrd anteriormente, Zimpl0O se expresa en S4 en la
regidén conocida como zona con actividad polarizante o ZPA, la cual
como ya se menciond, es un centro organizador muy importante durante
la formacidén del patrdn antero - posterior de las extremidades y esta
involucrado en darle identidad a los digitos (Bénazet y Zeller 2009).
También se dijo que una de las moléculas involucradas en el inicio
del establecimiento de la ZPA es el A&acido retinoico. El1 AR es un
derivado de la wvitamina A y es una molécula difusible que se
sintetiza en el mesodermo lateral, donde inicia la formacidén de las
extremidades a partir de los 9.5 dpc. El AR mantiene la identidad
proximal de las células en la base del primordio de la extremidad, e

induce la expresidén de genes como Hand2 vy Hoxd8 en la parte
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posterior, involucrados en la formacién de la ZPA (Tickle et al.,
1982; Summerbell y Harvey 1983). Para analizar la posibilidad de que
el AR regulara la expresidén de Zimpl0O cultivamos extremidades en
estadio S4 con 1 uM de AR y DMSO como vehiculo durante 7 horas (Fig.
23) . Encontramos que el AR induce la expresién de Zimpl0O dentro de la
ZPA y también extiende la sefial hacia la regidén anterior de la
extremidad. Este resultado indicdé que la adicidén exdgena de AR es

capaz de inducir la expresién de Zimpl0O en la extremidad.

Fig. 23. Efecto del &cido retinoico en la expresidén de Zimpl0O. E1 AR induce la
expresidén de Zimpl0O en cultivo de extremidades en S4. A) Expresidén de ZimplO en
cultivos con DMSO, B) Expresién de ZimplO en cultivos con &cido retinoico.

Repetimos cada ensayo 5 veces. AR: acido retinoico. DMSO: dimetil sulfdéxido.

Para investigar si el AR enddédgeno es relevante para la
regulacidén de expresidédn de Zimpl0O, inhibimos la accidén del 4&cido
retinoico en cultivos de extremidades en S4 (Fig. 24). Para ello se
cultivaron primordios de extremidades durante 7 hr con 100 uM del
antagonista de AR AGN193109, que inhibe la sefializacidén enddgena del
AR al competir por la unidén a los receptores RARa. En estos cultivos
la adicién del antagonista disminuydé la expresién de Zimpl0,

restringiéndose a la parte méds posterior y distal de la extremidad.
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Fig. 24. Efecto del AGN193109 sobre la expresién de ZimplO. A) E1 transcrito de
Zimpl0 disminuye con el inhibidor ANG193109 de 1los receptores RAR del 4&cido
retinoico, B) DMSO como control del experimento. DMSO: dimetil sulfdéxido;

AGN193109: antagonista del AR.

Durante el desarrollo de las extremidades, el AR es sintetizado
por la enzima aldehido deshidrogenasa 2 (RALDH2). Esta enzima tiene
dos ventanas de expresidén. La primera a los 9.0 dpc en el mesodermo
lateral del embrién al inicio de la formacién del primordio, y la
segunda en las regiones interdigitales en S5 (Pennimpede et al.,
2010). Con el fin de confirmar el resultado observado con el
AGN193109 cultivamos primordios de extremidades en S4 en presencia de
un inhibidor de la RALDH2. Este inhibidor es el &cido benzdico 4-
dimetilamina (DEAB) y se utilizdé a una concentracidén de 10 upM en
cultivos de 24 hrs; como control cultivamos a las extremidades con
DMSO (Fig. 25). Al inhibir 1la sintesis del AR en los espacios
interdigitales, se observd la disminucidén de la expresidn de ZimplO
en las uniones de las falanges. Tomando en cuenta estos resultados,
concluimos gque el AR enddgeno no solo es capaz de inducir la
expresidén de Zimpl0O, sino Qque es necesario para gue este gen se

exprese durante el desarrollo de la extremidad.
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Fig. 25. Efecto del DEAB sobre la expresidén de ZimplO. A) Inhibicidén de la sintesis
de AR en cultivos de extremidades en S4 evita la expresidén de Zimpl0O durante la
formacién de los digitos. B) Usamos DMSO como vehiculo y control del experimento.
El ensayo se repitidé 3 veces. DMSO: dimetil sulfdéxido, DEAB: inhibidor de la enzima

retinaldehido deshidrogenasa.
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b) SHH afecta la expresion de Zimp10 en la ZPA.

Sonic Hedgehog (SHH) es un factor de crecimiento, que como ya se
describid, tiene un ©papel importante en la organogénesis vy
establecimiento de patrones antero - posteriores de los embriones. Es
una molécula difusible que actla como morfédgeno de forma parédcrina y
tiene un efecto en las células dependiendo de su concentracién. En la
extremidad, este factor se expresa de S2 a S4 en la regidén posterior
y participa en el establecimiento de la ZPA, y al igual que Zimpl0O se
expresa formando un gradiente con la maxima concentracidén en el
extremo posterior. SHH activa una <cascada transduccional que
determina la expresidén de distintos genes importantes para la
morfogénesis de la extremidad. Se ha demostrado que Shh es regulado
de manera indirecta por AR, de tal forma que este Ultimo regula al
factor transcripcional HAND2, guien a su vez determina la expresidn
de Shh en la parte posterior de la extremidad. Por su parte HAND2
también regula positivamente a Shh, estableciéndose asi un “loop”
regulatorio (Towers y Tickle, 2009). Por ello era importante
preguntarse si el efecto de AR sobre la expresidén de Zimpl0O es
directo o es mediado por factores como SHH o HAND2. Los experimentos
realizados consistieron en incubar por 7 horas extremidades
embrionarias de S4 en presencia de un agonista de SHH (ag-SHH). Este
agonista se administrdé a las extremidades de dos maneras: se
introdujeron perlas empapadas con ag-Shh en distintas regiones de la
extremidad (Fig. 26A y B), o alternativamente se agregd ag-Shh al
medio de cultivo (Fig. 26C y D). Al cabo del periodo de incubacién se
colectaron las extremidades y se realizdé una HIS, para determinar la
expresidn de ZimplO. Como resultado de estos experimentos,
encontramos que SHH es capaz de inducir la expresidén de Zimpl0O en
cualquier regidén de la extremidad e independientemente de la manera
en que se aplicara el agonista. Para valorar si SHH era realmente
indispensable para la activacidén de la transcripcidén de ZimplO 1in
vivo, ©procedimos a incubar las extremidades en ©presencia de
ciclopamina. Este fadrmaco inhibe la actividad de SHH (Chen et al,

2002) a través de impedir la unidén de SHH con la proteina llamada
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Smoothened (mediadora de la actividad de SHH), y por lo tanto puede
revelarnos si dicha actividad es necesaria para gque se exprese
Zimpl0. Si fuera este el caso, la ausencia de actividad de SHH podria
resultar en la falta de expresidén de Zimpl0O. Como resultado de estos
experimentos encontramos que no se inhibid la expresidén de ZimplO en
comparacién con la de extremidades en las que no se agregd
ciclopamina. Este resultado indica que ademds de SHH participan otros
factores en la induccién de ZimplO (HAND2, o directamente el AR).
Para un mayor entendimiento de este fendmeno estamos examinando las
variaciones de expresién de HAND2 y otros blancos transcripcionales
de SHH tales como GIli3 en relacidén a la actividad de ciclopamina y la

expresidédn de ZimplO0.

El papel inductor de AR, SHH vy posiblemente HAND2 sobre la
activacién transcripcional de Zimpl0 sugiere gque este Ultimo es
relevante durante la formacién del eje antero - posterior. Para
concluir este trabajo en el laboratorio se estan realizando cultivos
de extremidades en las que se introducen perlas empapadas de otros
factores de crecimiento gue participan en la morfogénesis de la
extremidad tales como FGF8 y BMP2 para determinar el efecto de éstos
sobre la expresién de ZimplO. Asi mismo se estdn probando

antagonistas o inhibidores de estos factores.
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Fig. 26. Efecto de SHH en la expresién de ZimplO. Las imadgenes muestran una vista
dorsal de las extremidades con la expresién de Zimpl0O detectada por HIS. E1
agonista de Shh aumenta la expresidén de ZimplO en las extremidades en cultivos de 7
hrs B) adicionado al medio y D) implantado en perlas. A y C) Utilizamos DMSO como
vehiculo y control de la expresidén. Los experimentos se realizaron por triplicado.

A: anterior, DMSO: dimetil sulféxido, P: posterior.

c) El acido retinoico y su efecto sobre la expresién de Zimp7 en la génada de

macho.

Como se ha descrito anteriormente, encontramos dque Zimp7 se
expresa en las células germinales de macho Jjusto en la etapa de la
determinacién sexual. Se sabe que el AR tiene un papel determinante
durante el desarrollo de éstas células (Koubova et al., 2006). E1 AR
se requiere para la expresidédn de Stra8 en las germinales de la gdbnada
de hembra y es responsable del inicio de la meiosis en estas células.
También se sabe que el AR es capaz de iniciar la expresidén de Stral8
en células germinales de macho de manera artificial, e inducir 1la

entrada a meiosis, cuando se cultivan gdénadas en presencia de AR
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exbgeno. Por otra parte en este mismo estudio se encontrd que de
manera natural, la enzima CYP26bl degrada el AR en machos, evitando

asi que las células entren a meiosis (Bowles y Koopman, 2007).

Considerando estos antecedentes, nos interesdé saber si el AR
tenia una influencia sobre la expresién de Zimp7 en la gdnada de
macho, vya sea debido a la induccidén artificial de la expresidn de
Stra8, o debido a los cambios fisioldgicos producidos por la accidn
anormal del AR en el testiculo. Es decir, la pregunta es si estas
modificaciones "feminizantes" eran compatibles con la expresidén de
Zimp7 en las células germinales. Para abordar esta pregunta,
analizamos el efecto del AR exdgeno sobre la expresidén de Zimp7 en
cultivo de gdbénadas embrionarias de macho. Habiamos especulado que la
adicién de AR a las gdnadas en cultivo podria causar la represidén de
Zimp7. Para probarlo, disectamos gdnadas de macho de embriones de

11.5 y 12.5 dpc y las cultivamos durante dos dias en presencia de 1,

5 vy 10 pM de AR (Fig. 27A y B). Contrario a lo que esperdbamos,
observamos que el AR no afectdé la expresidén de Zimp7 en las
germinales de macho. Como control, algunas de las gdnadas cultivadas
las utilizamos para analizar la expresidén de Stra8 por RT-PCR (Fig.
27C) . De ésta manera demostramos que el AR si induce la expresidn de
Stra8, es decir, dgque tiene una actividad "feminizante" sobre la

génada, pero ésta no tenia influencia sobre la expresidén de Zimp7.
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Fig. 27. Efecto del &cido retinoico en la expresidén de Zimp7 en la gbénada de macho.
Se muestra la expresidén de Zimp7 por HIS en gdnadas de macho de 12.5 dpc cultivadas
durante 24 horas con A) 5 mM de AR y B) DMSO como vehiculo y control negativo. C)
Se muestra el andlisis de la expresidén de Stra8 por RT-PCR en gdnadas cultivadas
bajo las mismas condiciones y en gdbdnadas de hembra sin cultivar. Utilizamos la
expresién de actina como control de carga. Realizamos 5 repeticiones para cada

experimento. DMSO: dimetil sulfdéxido; RA: acido retinoico.
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d) Estudios con la dihidroxitestosterona (DHT).

Adicionalmente nos interesamos en determinar si la DHT tenia un
efecto positivo en la transcripcidén de Zimp7. Esta hipdtesis surgia
de gue ya se ha demostrado que Zimp7 interacciona con el receptor de
andrégeno para co-regular la transcripcidén, por ello seria probable
que a su vez este receptor también regulara positivamente 1la
expresién de Zimp7. Para abordar esta pregunta hicimos cultivos de
gbénadas embrionarias de macho de 15.5 dpc en presencia de DHT.
Primero probamos 2 concentraciones distintas de DHT (1, y 5 MM; Fig.
28). En estos cultivos también determinamos la expresidén de Zimp7 en
funcidén de la presencia de DHT. Nuevamente, en la gdnada embrionaria
de 15.5 dpc no encontramos un efecto notorio por parte de este
andrégeno. Sin embargo dado que el papel de los andrdégenos en el
control de la masculinizacién de los genitales vy el tracto
reproductivo estd mas ampliamente documentado en adultos, pensamos
que un efecto de la testosterona en la gdbnada postnatal podria ser
mas notorio. Con esa finalidad diseflamos cultivos de testiculos
postnatales de 8, 15 y 30 dias después del nacimiento (ddn). Los
cultivos de testiculo postnatal sufrieron deformaciones importantes
al cabo de 48 horas en 1las condiciones de cultivo en las que
regularmente hacemos los cultivos de gdénada embrionaria. Por esta
razdbén, probamos cultivos de gota colgante y de esta manera logramos
gue se conservara la morfologia de la gdénada y se recapitularan los
eventos de la espermatogénesis. En cultivos optimizados de gota
colgante, incubamos testiculos de 15 ddn en presencia de DHT 1 uM por
48 horas (Fig. 29). Si bien inicialmente observamos un aumento en la
expresién de Zimp7, que sugeria que el DHT si estimulaba su
transcripcién en el testiculo, en estudios posteriores en los que
hicimos un anédlisis por PCR de tiempo real para cuantificar dicho
efecto, observamos que no era muy reproducible, de tal forma que a
veces era muy visible y en ocasiones no era perceptible (datos no
mostrados). Al hacer un analisis estadistico de estas observaciones
encontramos que el efecto del DHT no resultaba significativo. Es

decir, no hay una estimulacidén importante de la expresidén de Zimp7 en
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respuesta a DHT. En conclusién hemos encontrado que ni el AR ni el
DHT tienen un papel regulatorio sobre la expresidén del gen Zimp7 en

la gbnada.

Fig. 28. Efecto del DHT sobre la expresién de Zimp7 en gdnadas de macho. EI
transcrito de Zimp7 lo detectamos por HIS en gdnadas de 15 dpc cultivadas durante 2
dias con A) 1ImM, B) 5 mM y con C) DMSO como control. El experimento se hizo por

triplicado. DHT: dihidrotestosterona, DMSO: dimetil sulféxido.
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Fig. 29. Efecto del DHT en la expresién de Zimp7 en testiculo. El transcrito de
Zimp7 lo detectamos por HIS en testiculos cultivados durante 2 dias con A) 1mM y B)
DMSO como vehiculo y control. El experimento se hizo por triplicado. DHT:

dihidrotestosterona, DMSO: dimetil sulfdéxido.

e) Andlisis bioinformatico de la regién promotora en los genes

Zimp.

En nuestros resultados de cultivos organotipicos observamos que
ZimplO0 y Zimp7 responden diferente al estimulo del AR, pese a que
ambos se reportaron en la base de datos del NCBI como genes activados
por éste. Por lo que decidimos analizar la regidn promotora para cada
gen y ver si tenian sitios de unidén a los receptores del 4&cido

retinoico (RAR) (Fig. 30).

Para éste estudio analizamos 3 Kb rio arriba del inicio de
transcripcién de los genes Zimp7 y Zimpl0 de ratdédn y de humano.
Utilizamos el programa CONREAL, el cual permite la identificacidén de
sitios de wunién de factores transcripcionales que ademds estén
conservados entre dos organismos ortdélogos (Berezikov et al., 2004;
Berezikov et al., 2005). Encontramos sitios consenso conservados en
la regidén promotora de ZimplO entre humano y ratdn (Fig. 30A). Entre

ellos hay 3 sitios de unidén a receptores del acido retinoico (RAR,

RXR), 16 sitios para el factor AP2-0 y 17 para MZF1l-4. Estos ultimos
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son factores transcripcionales que responden a la sefializacidén del AR
e 1inducen la transcripcidén de otros genes. Ademds encontramos un
sitio de reconocimiento a GLI1, factor de transcripcidén que activa la
transcripcién bajo la sefalizacidén de SHH. Por otro lado, en el
andlisis de la regidén promotora de Zimp7 (Fig. 30B), no encontramos

sitios de unidén a los RAR y solo observamos 1 sitio para el factor

AP2-0 y 2 para MZFl-4. Estos datos apoyan nuestros resultados
obtenidos en los cultivos de o6rganos, donde vemos dque hay una
induccién de ZimplO por el AR retinoico pero no de Zimp7. Ademéds, el
sitio de unidén a GLI1 en el promotor de Zimpl0O nos sugiere que SHH

también estd activando la expresidén de éste Gltimo directamente.

Dentro de éste mismo analisis del promotor de Zimpl0O destaca el
hecho de que encontramos 6 sitios de wunidén SRY, quien como se
menciondé antes, es un factor determinante en la diferenciacidén de la
gbénada de macho y se expresa solo en las células somdticas de 1la
gbnada (Wilhelm et al., 2007). Aungue la transcripcidén de Sry sdblo
dura hasta los 11.5 dpc, induce 1la expresidén de otros factores
importantes como SOX9 que permanece durante toda la diferenciacidn de
la gdénada (Kocer et al., 2009). Por lo gque sugerimos que SRY podria
activar, quizd de forma indirecta, la transcripcidén de Zimpl0O en la

génada de macho.
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Fig. 30. Anédlisis de la regidén promotora de Zimp7 y ZimplO. Los sitios de unidén de

la regidén promotora de ZimplO se conservan entre humano y ratdn. A)

Se muestra la

regidén promotora de ZimplO con los posibles sitios de unidén de los receptores del

4dcido retinoico-0 o RAR-O (azul verdoso), RAR-O1 (amarillo), RXR-Q

(naranija),

sitios de factores transcripcionales activados por el AR como la proteina AP2-0

(verde), MEIS1 (morado), MZF1l (azul), MZF1-4 (azul claro)

y un sitio de unidén a GLI
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(rojo) que induce la transcripcidén en respuesta a la sefializacidén de SHH. B)
Esquema de la regidén promotora de Zimp7 indicando los sitios de unidén a los
factores de transcripcién AP-20 (verde), MZF1l (azul) y MZF1-4 (azul claro). E1
rectdngulo naranja muestra donde inicia la transcripcidén de cada gen. Los numeros
indican la distancia en pares de bases rio arriba del inicio de transcripcidén (+1).
Los colores de la secuencia indican a cada uno de los nucledétidos. C) Sitios de

unién al factor de transcripcién SRY (flechas moradas) en el promotor de ZimplO.
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DISCUSION

Durante el desarrollo de este trabajo, presentamos el analisis
de la estructura genética de los miembros de la familia de 1las
proteinas ZIMP y mostramos su conservacidén a través de la evoluciédn
en diferentes especies. Ademas, estudiamos el patrdén de expresidn
espacio - temporal de los genes Zimp7 y ZimplO en la embriogénesis de
ratén y demostramos que morfdégenos como el &cido retinoico y Sonic
Hedgehog regulan la expresidén de ZimplO in vivo, ya que activan su
transcripcidén durante el establecimiento del patrdén antero -
posterior en las extremidades embrionarias. Por otra parte detectamos
la presencia de la proteina ZIMP7 durante la espermatogénesis vy
evidenciamos que co-localiza con SUMOl durante la meiosis de 1los

espermatocitos en paquiteno.

Las proteinas ZIMP y su estructura genética.

A través de nuestros andlisis Dbioinformadticos sobre 1la
estructura genética de las proteinas ZIMP, encontramos que estan
presentes desde invertebrados hasta humano. Las proteinas ZIMP7 vy
ZIMP10 comparten regiones altamente conservadas en todos los
organismos, como la regidén rica en prolinas en su extremo carboxilo
terminal. En ZIMP10 este dominio es importante puesto que en humano
muestra una actividad transcripcional intrinseca (Sharma et al.,
2003) . Las zonas ricas en prolinas, se encuentran frecuentemente en
dominios de activacidén en varios factores transcripcionales y actuan
regulando la actividad de la ARN polimerasa II (Mitchell y Tijal
1989). Ademas, cuando los dominios de prolinas se encuentran en el
extremo carboxilo terminal de las proteinas, muestran actividad de
transactivacién como en p53 y p73 (Ruaro et al., 1997; Takada et al.,
1999). Todos estos datos nos sugieren que las ZIMP pueden actuar como

transactivadores de ciertos genes durante el desarrollo y que esta
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actividad podria estar conservada en las diferentes especies.

Las proteinas Zimp conservan ademds una regidén de 300
aminodcidos llamada XSPRING. En humano se sabe que esta regidén es
importante para la interaccién de las ZIMP con diversos factores que
participan en el desarrollo embrionario, como son receptores
hormonales y componentes del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF. Todas estas interacciones aumentan la actividad
transcripcional mediada por los factores mencionados (Sharma et al.,
2003; Huang et al., 2005; Li et al., 2006; Lee et al., 2007). E1
domino XSPRING o SP-RING extendido se caracterizd inicialmente en la
proteina Tonalli (Tna) de Drosophila melanogaster y se demostrd que
interactta genéticamente con factores del complejo remodelador de
cromatina BRAHMA, hombélogo de SWI/SNF de humano (Gutiérrez et al.,
2003). Debido a estas similitudes funcionales entre las ZIMP de
humano y Tna de mosca, asi como a la conservacidén del dominio
XSPRING, y dado que en nuestro andlisis no encontramos alguna otra
proteina con mayor similitud a las ZIMP en Drosophila, creemos que

estas proteinas son las ortdélogas a Tonalli de mosca.

Otra observacidén gque surgid de nuestro estudio es que las ZIMP
de ratdén, al igual gque Tna, conservan dentro de la regidén del XSPRING
un dominio tipo dedo de zinc, 1llamado SP-RING (Gutiérrez et al.,
2003), el cual es caracteristico de la familia de proteinas PIAS. Se
sabe que las PIAS participan en el proceso de SUMOilacidén y presentan
actividad de E3-ligasa de SUMO, 1la cual contribuye a catalizar 1la
unién de SUMO a sustratos especificos (Johnson y Gupta 2001; Kotaja
et al., 2002; Rytinki et al., 2009; Sachdev et al., 2001; Takahashi
et al., 2008). Como se menciond anteriormente, la SUMOilaciédn
promueve la interaccidén entre proteinas alterando en algunos casos su
funcidén, en otros su interaccidn con otras proteinas, y a veces su
localizacién subcelular (Martin et al., 2007; Martin et al, 2008;
Bischof et al., 2006; Onishi et al., 2009; Rytinki et al., 2009). Por

otra parte, Sharma y colaboradores (2003) mostraron que ZIMP10 co-
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localiza con SUMOl en células de prdéstata de humano y es capaz de
favorecer la SUMOilacidén del receptor de andrdégenos en cultivos
celulares. Este aumento en la SUMOilacién del RA se lleva a cabo con
la regidén qgque abarca al SP-RING. Ademéds ZIMP7 y ZIMP10 de humano
comparten algunas propiedades similares a las PIAS, como la
regulacién de factores transcripcionales tales como p53 y componentes
de la via de TGF-B (Beliakoff y Sun 2006; Huang et al., 2005; Sharma
et al., 2003). Tomando en cuenta todos estos datos, y pese a que las
ZIMP no comparten otros dominios caracteristicos de las PIAS,
sugerimos que las primeras se relacionan con las PIAS y se pueden

clasificar como una subfamilia de éstas.

Expresion de los Zimp durante la embriogénesis de raton.

En este trabajo analizamos la actividad transcripcional de 1los
genes Zimp durante la etapa de gastrulacién y organogénesis.
Encontramos que dicha expresidén se regula dindmicamente desde los 7.5
dpc, cuando se estadn formando las tres capas germinales, hasta los
12.5 dpc cuando estan terminando de formarse los o6rganos. Se han
realizado trabajos funcionales de éstas proteinas ZIMP en lineas
celulares de humano, los cuales indican que al menos ZIMP10, tiene
una actividad especifica en la regulacidén de la transcripcidén (Li et
al., 2006). Por ello, y considerando la intensidad de la expresidén de
ambos genes en todas las etapas embrionarias, es posible que los dos
tengan un papel importante durante el desarrollo. Una caracteristica
importante de los genes Zimp es que presentan algunas zonas
sobrelapantes de expresién, como el tejido del neuroepitelio,
indicandonos wuna posible redundancia de funcidén, aunque también

muestran lugares donde son totalmente excluyentes.

En nuestros anadlisis mostramos que uno de las zonas donde solo
se transcribe Zimpl0O es durante el desarrollo del sistema vascular,

expresandose durante la formacién de la aorta dorsal y el alantoides,
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ademds de expresarse en la base del corazdn donde se estdn formando
los vasos capilares. Beliakoff y colaboradores (2008) encontraron que
ratones mutantes para Zimpl0 mueren a los 10.5 dpc, etapa donde se
lleva a cabo la vasculogénesis y angiogénesis. Ademéds, demostraron
por microarreglos que en ratones Zimpl0~/~ disminuian varios
transcritos involucrados en el desarrollo vascular (Beliakoff et al.,
2010) . Estos resultados concuerdan con la expresidén sobresaliente de
Zimpl0 que detectamos en el sistema vascular en desarrollo. Por otra
parte, se sabe gque BRGl es importante en la embriogénesis durante el
desarrollo wvascular, y al igual que Zimpl0O, ratones condicionales
BRG1*/* :Tie2-Cre'’ mueren a los 10.5 dpc (Griffin et al., 2008).
Tomando en cuenta estos datos y considerando que ZIMP10 y ZIMP7
interactian con BRG1l en células de prdéstata de humano (Huang et al.,
2005), proponemos que la participaciédn de ZimplO en la vasculogénesis
y angiogénesis podria darse mediante su interaccidén con factores

remodeladores de la cromatina, tales como BRGI1.

Por otra parte, vimos que Zimp7 tiene una dindmica de expresidn
muy interesante a los 8 dpc, donde se expresa solo en la regidn
anterior del embridén en el tejido del mesénguima y epitelial. Ademas
su transcripcidén comienza a extenderse hacia la parte posterior
mientras avanza el desarrollo, mostrando una organizacidén de 1la
transcripcidédn particular. Zimp7 se observa intensamente en el tejido
neural y en los primeros somitas en la parte anterior del embridn.
Este patrén de expresién es similar al que presentan algunos genes
como TDP-43, 1p450, AP-2 involucrados en la formacidén 1la regidn
anterior del cerebro y tubo neural (Fujii et al., 1997; Mitchell et
al., 1991; Sephton et al., 2010), sugiriéndonos un papel de Zimp7 en

la neurogénesis.
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Zimp10 en las extremidades.

Como se describidé en la introduccidn, el desarrollo temprano de
los primordios gque van a dar lugar a las extremidades, se inicia con
un programa de seflalizacidén que polariza estos primordios generando
el eje antero - posterior, e iniciando la formacidén e identidad de
los digitos. Las células mesenquimales gque se encuentran en la zona
mas posterior son las responsables de generar esta asimetria
estableciendo el centro seflalizador conocido como ZPA (Bénazet vy
Zeller, 2009), al cual ya nos referimos anteriormente. La actividad
transcripcional de Zimpl0 en esta etapa, comienza en S4 y el
transcrito se localiza Jjustamente en la ZPA. Su expresidén se
encuentra en el mesénquima de la parte posterior de la extremidad,
formando un gradiente hacia la regidén anterior. Este patrdén es muy
significativo y es ademas similar al que forman otros factores que se
expresan en la ZPA, como Hand2, Shh, Gremlin y HoxD13. Todo 1lo
anterior sugiere fuertemente que Zimpl0O participa en los eventos que

determinan la formacidén del eje antero-posterior.

Puesto que ZIMP10 tiene un papel en la co-regulacidén de 1la
transcripcién y quizds también como activador transcripcional,
creemos que es muy probable gque esté involucrado en la compleja
cascada regulatoria que conduce al establecimiento y funcionamiento
de 1la ZPA. Para confirmar esta hipdtesis, quisimos explorar la
relacidén genética que existia entre Zimpl0O y otros factores que se
expresan en la ZPA y/o que tienen papeles regulatorios importantes en
este organizador. En primera instancia, analizamos los efectos del AR
y de SHH sobre la expresién de Zimpl0O en cultivos de extremidades
embrionarias. La seleccién de estos dos factores se hizo en funcidn
de su importancia dentro del “loop” regulatorio que controla la
determinacién del eje antero - posterior. Cabe aqui recordar que el
AR se expresa en las células del mesodermo lateral del embridn, e
inicia el establecimiento de la ZPA al inducir la expresidén de genes
como Hand2 y HoxD8 en la parte posterior de la extremidad (Tickle,

2006) . HAND2 y otros factores HOX, participan en la formacidén de los



92

digitos al inducir y regular la expresidédn de Shh en éstas células
(Charité et al., 2000; Zakany y Duboule, 2007; Scherz et al., 2004).
A su vez, SHH regula otros genes esenciales de la ZPA, tales como
Glil y Gremlin. Por otro lado, GLI3 se encuentra en la parte anterior
de la extremidad y actua como un represor de la ZPA restringiendo la
expresién de genes del organizador (Fig. 2) (Zufiiga y Zeller, 1999;

te Welscher et al., 2002a).

Encontramos que tanto el AR como SHH tenian capacidad de inducir
la expresidén de ZimplO in vivo, e inclusive en el caso del AR pudimos
demostrar que se requiere enddgenamente para que se exprese ZimplO.
Estos resultados nos confirman que Zimpl0O es parte de la cascada
regulatoria que se da en el ZPA, si bien no nos dicen a gque nivel
actta, ni que blancos podria estar regulando. Para contestar estas
preguntas seria necesario generar ratones transgénicos con
inactivacién condicional de Zimpl0 en las extremidades, o por
ejemplo, hacer estudios de co-expresidén con regiones regulatorias
ligadas a genes reporteros, en cultivo celular. No obstante, es
interesante mencionar que en estudios bioinformaticos realizados en
este trabajo, encontramos que la regidn promotora de ZimplO presenta
sitios de unidén a receptores del acido retinoico (RARs), a factores
de transcripcién que responden al AR como AP-2a y a la proteina GLI1,
un factor de transcripcidén que es blanco directo de la sefial de SHH e
induce la transcripcidén de genes en la ZPA (Lee et al., 1997; Panman
y Zeller, 2003). Tomando en cuenta estas observaciones, sugerimos que
la transcripcién de Zimpl0O en la ZPA se activa por la sefializacidn
inducida con el AR y en respuesta a la sefializacidén de SHH a través

de GLI1.

En otro de nuestros resultados sobre la dindmica de expresidén de
Zimpl0, encontramos que un periodo mas tardio (a los 13.5 dpc), 1la
sefial del transcrito se encuentra formando un margen en los digitos y
alrededor de las uniones de las falanges. En este estadio, las

células mesenquimaticas que forman parte de los digitos comienzan a
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condensarse vy a diferenciar hacia condrocitos ©para formar las
falanges. En estas zonas, la transcripcidén de Zimpl0O colocaliza con
los sitios de expresidén de GDF5 (Storm y Kingsley, 1999). El1 factor
GDF5 es un miembro de la familia de las proteinas morfogenéticas del
hueso (BMP) y actua como un inductor de la condrogénesis en células
de la extremidad (Hotten et al., 199¢), incrementando la
proliferacién de los condrocitos (Francis-West et al., 1999) e
induciendo la formacidén de cartilago y hueso (Erlacher et al., 1998).
Este factor lleva a cabo su funcién a través de interactuar con los
receptores BMPR1 y 2, induciendo la fosforilacidén de las SMAD1l y 5,
gquienes a su vez, transducen la sefial hasta el ntcleo y activan la
expresién de genes (Chabra et al., 2003; Coleman y Tuan, 2003;

Nakamura et al., 2003; Chen et al., 2006).

Considerando el antecedente de que ZIMP10 de humano interactuta
fisicamente con las SMAD en células CV-1 (Sharma et al., 2003), y que
la deficiencia de Zimpl0O en cultivos de fibroblastos de ratédn
disminuye la proliferacién celular (Beliakoff et al., 2008) ademéds de
nuestra observacidén de la co-localizacién de ZimplO0 y Gdf5 en los
sitios de unidén entre las falanges, creemos que ZIMP10 podria estar

participando junto con GDF5 en la proliferacién de los condrocitos.

Las proteinas ZIMP y el desarrollo de las gonadas.

Analizamos el patrdén de expresidédn de los genes Zimp7 y ZimplO
durante el desarrollo temprano de las gdbdnadas, donde demostramos que
para ambos genes su expresidén se observa con mayor intensidad en la
génada de macho. Zimp7 se expresa en las células germinales
primordiales de machos, teniendo su méxima expresidén a los 13.5 dpc,
cuando éstas comienzan su diferenciacidén sexual y se comprometen a
espermatogonias. Zimpl0 se expresa en las células somaticas de las
gbnadas masculinas, fuera de los cordones seminiferos desde los 12.5

hasta los 14.5 dpc, teniendo un aumento de expresidén a los 13.5 dpc
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que coincide con la diferenciacién de las diferentes células
somaticas de la gdbénada de macho. Estos resultados apoyan la idea de
que las proteinas ZIMP tienen un papel importante dentro del
desarrollo de las gdnadas masculinas. Sin embargo, mientras que la
expresién de Zimp7 se puede asociar al desarrollo de las células
germinales, la dindmica de expresién de ZimplO se relaciona con la
diferenciacién de las células somdticas de la gdnada. Las células
somdticas del mesonefros migran hacia el cuerpo de la gdnada a partir
de los 12.5 hasta los 14.5 dpc, ademas se sabe que estos movimientos
celulares dan origen al sistema vascular dentro del cuerpo gonadal
(Cool et al., 2008). La entrada de éstas células se da al mismo
tiempo en que comienza la expresidn de ZimplO dentro de la gdnada de
macho. Como se menciondé anteriormente, Zimpl0 se expresa en el
sistema vascular vy vya se ha demostrado dque participa en la
vasculogénesis (Beliakoff et al., 2008). Por lo tanto, podria ser que
su presencia en las células somdticas de macho, sea indicativa de una
posible participacidén en la formacidén del sistema vascular de la

gbnada de macho.

Recientes descubrimientos han demostrado que el tiempo de
iniciacién de la meiosis sexo - especifica depende de la accién del
AR en el ovario fetal (Koubova et al., 2006). Por otra parte,
nosotros encontramos que el AR induce la expresidén de ZimplO in vivo
en extremidades embrionarias de ratdédn (Rodriguez-Magadédn et al.,
manuscrito en preparacién), por lo cual, estudiamos la posibilidad de
que el AR tuviera un efecto negativo sobre la expresidén de Zimp7 en
las gdénadas embrionarias de hembra. Sin embargo, encontramos gue no
era capaz de alterar la expresidén de Zimp7 en cultivo de gdbnadas,
sugieréndonos que la expresidén de éste gen es independiente a la

accidén del AR en los eventos de determinacidn sexual.
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ZIMP? y la espermatogénesis.

La expresién testiculo - especifica de Zimp7 también la
detectamos en ratones adultos postnatales. La expresidén se reinicia
antes de la pubertad, después de un largo periodo de silenciamiento
que ocurre en los Ultimos estadios embrionarios. Andlisis previos de
expresidén a gran escala en el tejido reproductivo de mamiferos
machos, han permitido la identificacidén de dos olas de activacidn
transcripcional durante la espermatogénesis; una asociada con el
inicio de la meiosis y la otra con la maduracidén de las células
germinales post-meidticas (Schultz et al., 2003). La activaciédn
transcripcional de Zimp7 correlaciona con estas olas de expresidn.
Descubrimientos recientes demuestran que el testiculo tiene complejos
de transcripcidén especializados que coordinan los diferentes
programas de la espermatogénesis (Kimmis et al., 2004). Dado que
Zimp7 actlla como un co-regulador transcripcional, es posible que esté
participando en alguno de éstos complejos transcripcionales de las
células germinales. Ademads, el hecho de que regula la actividad del
RA (Sharma et al., 2005), cuya accidén dentro de los tubulos
seminiferos es esencial para una espermatogénesis normal, indica que
tiene un papel importante en el control transcripcional durante la

meiosis y la espermatogénesis.

Por otro lado, a través de nuestros experimentos de
inmunofluorescencia localizamos a la proteina ZIMP7 en territorios
nucleares especificos de 1los espermatocitos en paqgquiteno. Uno de
éstos territorios corresponde al cuerpo heterocromatico XY.
Previamente, se demostrd que SUMOl y SUMO2/3 tienen una localizacidn
predominante en los cromosomas sexuales en el estadio de pagquiteno de
espermatocitos de ratdén, 1o que sugiere qgue la SUMOilacién de
proteinas en éstos cromosomas tiene un papel importante durante la
meiosis (Rogers et al, 2004, Vigodner y Morris, 2005, La Salle et al,
2008) . La localizacién de ZIMP7 en los cuerpos XY provee evidencias
para sugerir dque la SUMOilacidén puede ocurrir en éstos cuerpos

heterocromaticos. En este sentido, es interesante que se han
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encontrado otros componentes de la via de SUMOilacién dentro de los
cuerpos XY, tales como la EZ2 conjugante, PIAS4 y UBE21 (Matsuura et
al, 2005, La Salle et al, 2008). ZIMP7 podria estar involucrada en la
formacidén de éstos territorios heterocromaticos durante la meiosis.
Esta hipétesis es atractiva debido a que se sabe que ZIMP7
interacciona con factores del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF. Por lo que es importante examinar cual de ellos se encuentra

también dentro de los cuerpos XY.
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CONCLUSION

1. En conclusidn, nuestro trabajo muestra que las proteinas ZIMP7 vy
ZIMP10 de ratdén estdn conservadas a través de la evolucidén en
diversas especies desde invertebrados como Drosophila hasta mamiferos

como el humano.

2. Demostramos que los genes Zimp7 y Zimpl(O tienen una expresidén muy
dindmica y altamente regulada desde los 7.5 hasta los 12.5 dpc de
gestacidén. Ambos genes tienen regiones de expresidn sobrelapantes
como es la del neuroepitelio, en donde pueden tener una funcidn
redundante, vy asi mismo presentan también sitios de expresidn

especificos.

3. Demostramos que ambos genes presentan un perfil de expresidn
especifico durante todo el desarrollo de la gdénada de macho que es
consistente con su posible participacidén en el desarrollo de este
6érgano, abarcando la diferenciacién del testiculo y los diferentes
pasos en la diferenciacidén de las células germinales. Analizamos la
posible participacién de ZIMP7 en la meiosis, encontrando dque la
proteina se expresa en las células espermatogénicas y co-localiza con
SUMO1l en 1los cuerpos XY de los espermatocitos en paquiteno. Lo
anterior sugiere que podria estar asociada con el dimorfismo sexual,
por lo que es de interés el estudio de la inactivacidén de éste gen

durante la espermatogénesis.

4. Finalmente, demostramos que Zimpl0O se induce por el AR enddgeno y
por un agonista de SHH en cultivos de extremidades, sugiriendo una
participacidén de Zimpl0O durante la polarizacidén de la extremidad.
Ademéds, a diferencia de Zimpl0, Zimp7 no es regulado por la accidn

del AR ni por el DHT en cultivo de gdénadas y testiculo adulto.
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APENDICES

REACTIVOS

Polvo de embridén para hibridacién in situ.

Homogenizar embriones de 12.5 - 14.5 dpc en un volumen minimo de PBS.
Afiadir 4 volumenes de acetona, mezclar y colocar en hielo.
Centrifugar a 1000 rpm por 10 min y quitar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con acetona fria y centrifugar nuevamente.
Dispersar la pastilla en papel filtro y dejar secar toda la noche.
Moler en un mortero estéril hasta tener un polvo fino y almacenar a

-20°C.

Anticuerpo pre—absorbido para hibridacidén in situ.

Afiadir 60 mg de polvo de embrién en 10 ml de TBST y dejar en
agitacidén por 30 min a 70°C.

Dejar en hielo por algunos minutos.

Agregar 100 pl de suero de oveja y 20 pl de anticuerpo anti-DIG.
Poner en agitacidén durante 1 hr a 4°cC.

Centrifugar por 5 seqgundos y pasar el sobrenadante a un tubo nuevo y

llevar el volumen a 50 ml en TBST/1% de suero de oveja.
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SOLUCIONES
PBS 1x 100 ML
NaCl 8 g
KC1 0.2 g
NaHPO 1.44 g
KH,PO 0.24 g
Agua 100 ml
Ajustar pH a 7.4
PBT 1X 100 ml
PBS 1X 100 ml
Tween 20 100 ml
H,0, 6% 5 ml
PBT 4 ml
H202 (30%) 1 ml
PK 10 mg/ml
PBT 5 ml
proteinasa K (10mg/ml) 5 mg
PFA 4%/GTA 0.2% 5 ml
PFA 4% 5 ml

Glutaraldehido 20 ml



Tween 20 5 pl

Solucién de hibridacién

Formamida 25 ml
SSC 20% pH 4.5 12.5ml
SDS 20% 2.5 ml
ARNt 0.230 ml
Heparina 10mg/ml 0.250 ml
Agua DEPC cbp 50 ml

Sol I 50 ml
Formamida 25 ml
SSC 20X 12.5 ml
SDS 20X 2.5 ml
Agua DEPC 10 ml

Sol IT 50 ml
Formamida 25 ml
SSC 20X 2.5 ml
Agua DEPC 22.5 ml

TBST RNA 50 ml.
NaCl 5 M 0.4 ml

Tris-HC1 1 M 1.25 ml

50 ml.
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Tween 20 0.5 ml

KC1 0.010 g
Levamisol 0.024 mg/ml
Agua DEPC cbp 50 ml

Buffer de lisis.
25 mM de Hepes pH 7.5
150 mM de NaCl
1.5 mM de MgCl2
0.2 mM de EDTA
0.5 % de Tritdén 100X

Inhibidor de proteasas "Complete mini EDTA-free" (Roche)

TBST proteinas
50 mM de buffer TBS pH 7.5
0.05% de Tween 20

TBS (10x)
Tris 12.11 g
NaCl 43.83 g
Agua cbp 500 ml

Ajustar el pH a 7.5
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