Rev Esp Méd Quir 2013;18:182-188

Articulo original

Participacion del factor de transcripcion SRY en la expresion del gen

Wwnt4*

Jesus Benitez Granados,' Ramén Mauricio Coral Vazquez,?® Josué J Castro," Juan Pablo Méndez,*

Patricia Canto’

RESUMEN

Antecedentes: uno de los genes autosémicos que se cree
interviene en la regulacion de la gonada es el Wnt4, ya que en
la secuencia del promotor de este gen se ha descrito una se-
cuencia consenso que puede ser reconocida por el SRY (factor
determinante testicular) para regular la expresion del gen Wnt4.
Objetivo: analizar la participacion del factor de transcripcion SRY
en la expresion del promotor del gen Wnt4.

Material y método: se construyé pTARGET-SRY, que fue trans-
fectada en el modelo celular HEK293 (human embrionic kidney
293); posteriormente se determin6 la presencia de la proteina
SRY vy los valores de expresion del ARNm de Wnt4 y Gapdh
(control) mediante andlisis de transcripcién inversa acoplada a
la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).
Resultados: no se observaron cambios significativos en la
expresion del ARNm del gen Wht4.

Conclusiones: ésta es la primera vez que se realizan estudios
de regulacién del gen Wnt4 en el contexto de la diferenciacion
gonadal. Una posible explicacion de estos resultados es que la
proteina SRY no regula directamente el gen Wnt4 o que éste
puede ser blanco de otros genes, como el Sox9 o el Rspo1
(R-spondin1), y de esta manera intervenir en la diferenciacién
gonadal.
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ABSTRACT

Background: Wnt4 gene is an autosomal gene that codifies
for a protein that plays a role in the gonadal development. The
promoter sequence of this gene contains a consensus sequence
that potentially may be recognized by the SRY protein (testicular
determining factor), and therefore regulate Wnt4 expression.
Objective: To analyze the involvement of the SRY transcription
factor on the expression of the promoter of Wnt4.

Material and method: We performed the SRY-TARGET construc-
tion, which was transfected into HEK293 cells (Human Embrionic
Kidney 293). The presence of the protein in the cells was verified
by Western blot. Afterward we evaluated the expression level of
the mRNA of Wnt4 and Gapdh (control) by reverse transcription
coupled to polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: We did not find a significantly changes in the mRNA level
of the Wnt4 gene in the presence of the SRY protein.
Conclusions: To our knowledge, this is the first study focused on
analysis of the expression regulation of Wnt4 gene in the context
of the gonadal development. Since no effect was observed on
the expression of Wnt4 gene in the presence of SRY protein, one
possibility is that the consensus region of the gene is a target for
other proteins such as Sox9 or R-spondin1, which consequently
may participate in the gonadal differentiation.
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a diferenciacion sexual constituye un pa-

radigma de la embriogénesis debido a que

las mutaciones de los genes que participan

en este proceso no son mortales y pueden
manifestarse s6lo como alteraciones en el fenotipo
sexual. Diversas evidencias demuestran que el destino
morfoldgico de la gonada indiferenciada depende de un
delicado equilibrio entre genes que promueven o inhiben
el desarrollo testicular.'-

En 1990, Sinclair y su grupo? identificaron el gen
que dirige la diferenciaciéon de la gonada primitiva en
el testiculo y lo denominaron Sry. En varios estudios
publicados se ha confirmado que Sry es el factor de-
terminante testicular;*' sin embargo, a pesar de que
esta evidencia es solida, la observacion de que algunas
alteraciones de la diferenciacion sexual no estan ligadas
al cromosoma Y ha llevado a proponer que otros genes
autosomicos o ligados al cromosoma X intervienen en el
desarrollo gonadal, constituyéndose, todos ellos, como
componentes de una cascada génica responsable de los
programas de morfogénesis y diferenciacion gonadal
masculina 31113

Uno de los genes autosdmicos que se supone inter-
vienen en la regulacion de la gonada es el Wnt4.'*'> Este
gen codifica para la proteina WNT4, que pertenece a la
familia de proteinas WNT y actiia en forma local via
union al receptor Frizzled.'®

Las investigaciones realizadas en ratones XX de-
mostraron que la ausencia del gen Wnt4 conduce a su
masculinizacion,'”-'® y que la sobreexpresion de este gen
enratones XY da lugar a desorganizacion de la vascula-
tura testicular, disminucion de la testosterona sérica 'y de
la proteina reguladora de la esteroidogénesis, asi como a
un defecto en la diferenciacion de células de Sertoli y cé-
lulas de Leydig.'**° Asimismo, se describio un sujeto con
disgenesia gonadal 46, XY (fenotipo femenino, estrias
gonadales y complemento cromosoémico 46,XY') con una
duplicacion del gen Wnt4, en quien se postula que esta
doble dosis posiblemente impidi6 la diferenciacion de
la gonada a testiculo.?! Con base en todo lo anterior, se
ha propuesto que WNT4 es una proteina implicada en
la determinacion testicular de los mamiferos y que actua
“corriente abajo” al gen Sry/SRY, pero “corriente arriba”
alos genes Sox9/SOX9 y Dhh/DHH (ambos implicados
en la diferenciacion testicular). Aunado a lo anterior, Sim

y colaboradores? describieron la secuencia del promotor
de Wnt4, en el que se observa una secuencia consenso
que puede ser reconocida por SRY y de esa forma regula
la expresion de Wnt4.

El objetivo de este estudio, tomando en consideracion
los antecedentes descritos, fue analizar la participacion
del factor de transcripcion SRY en la expresion del
promotor del gen Wnt4.

MATERIAL Y METODO

Amplificaciéon de SRY y construcciones moleculares
El ADN genoémico se aislo de leucocitos de sangre de
un control masculino con la técnica de sales.”® A partir
del ADN se amplifico la region codificante del gen Sry
(GENE ID6736) con la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con volumen final de 25 pL, el cual
contenia: 0.1 pg de ADN gendémico, 0.1 mM de dNTPs,
2.0 U de Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen,
Life Technologies Corporation, Brasil) y 250 nM de
cada oligonucleotido especifico derivado de la secuen-
cia del gen Sry. Las secuencias de los oligonucleodtidos
fueron: SRYS' sentido: 5'-GCGCGGATCCCC ATG-
CAATCAGCTTATTCTTCGAT-3' SRY3'" antisentido:
5'-GCGCGAATTCCTACAGCTTTGTCCAGTGGCT-
GT-3".

El oligonucleotido sentido tiene la secuencia que
reconoce el sitio localizado en el sitio multiple de
clonacion del vector de expresion pTARGET (Prome-
ga®), que corresponde a la enzima de restriccion Xhol
(NEB®); asimismo, el oligonucleodtido antisentido tiene
la secuencia que reconoce el sitio localizado en el sitio
multiple de clonacion del vector de expresion pTARGET
(Promega®), correspondiente a la enzima de restriccion
NotI (NEB®).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
un ciclo de desnaturalizacion de 95°C durante cinco
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacion a 95°C
por un minuto, 58°C en un minuto, 72°C durante un
minuto y una extension final a 72°C por cinco minutos.
El producto unico de la amplificacion se separd en un
gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio;
posteriormente, se purificé el fragmento con el estuche
comercial QIAEX II (QIAGEN GmbH, Hilden, Alema-
nia). Con el fin de verificar la secuencia del gen Sry, se
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llevo a cabo su secuenciacion con un estuche comercial
(BigDye™, terminator cycle sequencing ready reaction
kit de PE Biosystems) siguiendo las instrucciones del
proveedor y de acuerdo con las condiciones del mismo.
Las reacciones se analizaron en un secuenciador auto-
matico ABI-PRISM 377%. Las secuencias se estudiaron
por BLAST y se comprobd que su identidad e integridad
fueron iguales a las del gen Sry descrito en el banco de
genes (GENE ID6736).

Después de comprobar la secuencia del marco de
lectura del gen Sry, se clono el producto de la PCR en el
vector de expresion pTARGET (Promega®) unidireccio-
nalmente entre los sitios Xho I (rio arriba) y Not I (rio
abajo), y se genero la construccion molecular pTARGET-
SRY. Una vez clonado, se procedi a la transformacion
en células competentes E. coli DH5a con la técnica por
choque térmico.

Posteriormente, para verificar la separacion del gen
Sry y el plasmido, los productos de cada reaccion se
analizaron nuevamente mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio
al 0.002%. En todos los casos se incluyd un marcador
de peso molecular para corroborar el peso del inserto y
del plasmido, asi como una muestra de ADN plasmidico
sin enzimas de restriccion (control). Después, mediante
secuenciacion automatizada, se realizo y se verifico la
construccion molecular p TARGET-SRY.

Cultivo celular y transfeccion

Las células HEK293 (Human Embrionic Kidney 293®
ATCC 1573) se cultivaron en medio modificado de Dul-
becco (DMEM, Gibco) suplementado con 10% de suero
bovino fetal y 1.5% de antibioticos en un incubador a 37°C
y 5% de CO,. Con 1 pg del constructo pTARGET-SRY
se hizo la transfeccion en el modelo celular, con 100 pL
DMEM y 4 uL de lipofectamina TM2000®. En el grupo de
control se repitio el proceso sin la adicidon de construccion
molecular, y otro con el vector vacio () TARGET). Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.

Aislamiento de ARN total y analisis de transcripcion
inversa acoplada a la reaccién en cadena de la poli-
merasa (RT-PCR) de Wnt4

Se realizaron las extracciones del ARN de las células
HEK?293 transfectadas con el reactivo Trizol (Invitro-

gen) 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas después del proceso.
Se obtuvo el ADN complementario (DNAc) de Wnt4
utilizando el estuche Superscript TM III First Strand
Synthesis System con 3 g del ARN total y siguiendo
las instrucciones del proveedor. E1 ADNc generado
se us6é como molde para la amplificacion por PCR
de Wnt4. Los oligonucledtidos utilizados fueron:
sentido 5'-GTC AGGATGCTCTGACAACA-3'y
antisentido 5'-TCTTTACCTAGGCACAGCCT-3'.
Como control endégeno se amplifico el ARN del gen
Gapdh con los siguientes oligonucleétidos: sentido
5'-ATCCCACCATCATCTTCCAG-3' y antisentido
5'-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3'. Las condiciones
de la PCR fueron las siguientes: un ciclo de desnatura-
lizacion de 94°C durante cinco minutos, seguido de 30
ciclos de amplificacion a 94°C por 30 segundos, 57.5°C
por 30 segundos y 72°C durante 30 segundos también,
y una extension final a 72°C por cinco minutos. Poste-
rior a la amplificaciéon con RT-PCR, los productos se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%.
Sobre las bandas obtenidas para Wnt4 y Gapdh en los
geles de agarosa al 1% se hizo un analisis utilizando el
paquete ImagelJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/features.html).
Con los valores resultantes se alcanzé una proporcion
para realizar una grafica de la expresion de Wnt4. De
la misma manera, se analizaron las bandas en el gel de
agarosa al 1% correspondientes a SRY con el objetivo
de verificar la presencia en las células transfectadas.

Western blot

Se llevo a cabo el ensayo de transcripcion-traduccion
con el estuche comercial TNT® Quick Coupled Trans-
cription/Translation Systems (Promega) y proteinas de
las células HEK293 transfectadas con pTARGET-SRY
NEPER® Thermo Scientific. Se prepararon alicuotas
con 1 ug de proteinas nucleares mezcladas con 3 uL de
un buffer (1.5 M Tris-HCI [pH 6.8], 8% SDS, 0.05%
[-mercaptoetanol, 8% glicerol, 0.05% azul de bromo-
fenol), después se analizaron mediante electroforesis
en un gel de poliacrilamida al 10%. Se procedid a
tefir el gel con azul de Coomasie. El gel obtenido fue
electrotransferido a una membrana PVDF (Amersham
Pharmacia Biotech), la cual se incub6 a 37°C durante
tres horas; se bloqued la membrana con PBS al 10% y
se llevé a cabo la hibridacion a 4°C durante 12 horas con
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el anticuerpo primario SRY (Abcam®), con un factor de
dilucion de 1:1,000. Las membranas se lavaron durante
10 minutos con PBS-T (140 mM NacCl, 2.7 mM KCI,
10 mM Na,PO,, 1.8 mM KH,PO,pH 7.0 y 1% Tween
20), se incubaron a 37°C por 1.5 horas con el anticuerpo
secundario, con un factor de dilucion de 1:15,000. Las
membranas se lavaron en tres ocasiones con PBS-Ty la
inmunotransferencia se hizo con el sistema de deteccion
de quimioluminiscencia analisis de Western blot ECL
(Amersham Biosciences Buckinghamshire, Inglaterra,
Reino Unido).

RESULTADOS

Se construyd SRY-pTARGET mediante la amplificacion
del gen Sry a partir de ADN genoémico de un control
masculino, utilizando oligonucleotidos derivados de la
secuencia de dicho gen y flanqueados con secuencias
consenso de enzimas de restriccion especificos del
vector de expresion (Xhol y Notl). En la Figura 1A se
observa que el producto obtenido por amplificaciéon por
la técnica de PCR corresponde al tamafio esperado del
gen Sry (570 pb). Posteriormente, se corrobord que la
secuencia del marco de lectura del gen Sry conseguida
mostraba 100% de homologia con la descrita en el banco
de genes (ID 6736). Figura 1B

Se estandarizaron las condiciones para el crecimien-
to y caracterizacion del cultivo celular de las células
HEK293. Después de la clonacion del factor de trans-
cripcidon SRY y de la estandarizacion y caracterizacion
del cultivo celular HEK293, se realizo la transfeccion
con la construccion molecular PTARGET-SRY. Para ello,
se extrajo el ARN para evaluar los valores del mensajero
del mismo (ARNm) a diferentes tiempos (1, 3, 6, 12,
24 y 48 horas). Todos los experimentos se hicieron con
los controles correspondientes (Gapdh y Sry). No se
observé diferencia en la expresion entre los controles
y las células transfectadas en ninguno de los tiempos
probados (Figura 2A, By C).

Se verifico la presencia de la proteina SRY con la
técnica de Western blot (Figura 3) utilizando los ex-
tractos nucleares y citoplasmaticos de células HEK293
no transfectadas (carril 1) y transfectadas (carril 2);
asimismo, se uso la proteina SRY obtenida por ensayo de
transcripcion-traduccion in vitro como control positivo

A
1,000 pb
SRY
517 pb 570 pb
B

< , "W I .
( ALY AL ACY ARTAL ) ME

IMACTCAGAGATCAGCAAGCAGCTGGGATACCAGTGGAAA

Figura 1. A. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del pro-
ducto de PCR correspondiente a Sry, usando como templado
el ADN plasmidico. El carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular de 1,000 pb. El carril 2 corresponde a SRY (570 pb).
B. Electroferograma parcial de una region correspondiente a la
secuenciacion de Sry.

(SRY TnT, carril 3). La diferencia de intensidad entre la
banda de SRY TnT y la banda SRY transfectada se debe
a que en el caso de la primera, s6lo hay proteina SRY,
mientras en la segunda hay extractos nucleares totales,
de los cuales so6lo una parte es SRY.

DISCUSION

El desarrollo de la gonada durante la embriogénesis es
un evento unico debido a la presencia de un precursor
comun, la gdnada bipotencial. El sexo es determinado al
momento de la fertilizacion por la presencia o ausencia
del cromosoma Y, especificamente por el gen Sry loca-
lizado en el cromosoma Y, el cual inicia la cascada de
episodios para el desarrollo testicular.'*

Se han mencionado diversos genes implicados en
la diferenciacion gonadal masculina, uno de ellos es el
Wnt4/WNT4.'"1°2 El gen Wnt4 originalmente se estudio
durante la nefrogénesis en el riiidon metanéfrico en un
modelo murino nulo.?* El analisis en modelo murino
muestra que la eliminacion de este gen conduce a la
masculinizacion de embriones XX.!7 La descripcion
inicial del raton nulo para el Wnt4 logré promover las

Rev Esp Méd Quir Volumen 18, Num. 3, julio-septiembre, 2013 185



Benitez Granados J y col.

A" 4h 3h 6h 12h 24h 48h

BT copo
I
—===——N

1h  3h 6h 12h 24h 48h
Gapdh

e XX Vit

[Fe———

1h 3h 6h 12h 24h 48h

SRY blanco

blanco

Gapdh

BT v
i e o I

Figura 2. Expresion de Wnt4, Gapdh'y Sry en células HEK293.
Las bandas de color blanco representan la extraccion del ARN
en los tiempos correspondientes a 0, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas, asi
como la extraccion de proteinas nucleares y citoplasmaticas a
las 48 horas. En el panel A se muestran los resultados del vector
con el inserto del cual se obtuvo el ARN para amplificar Wnt4 y
valorar su expresion; no se observan diferencias. En el panel B se
presentan los controles positivos Unicamente utilizando el vector
sin el inserto. En el panel C se observa la expresion basal de Wnt4
a partir de células HEK293. En todos los casos se utilizaron como
controles GADPH y SRY.

HEK293

investigaciones referentes a la funcion de dicho gen
en la formacion de conductos Wolffianos, migracion
de células endoteliales, esteroidogénesis, desarrollo de
ovocitos y diferenciacion testicular.® Debido a que Wnt4
se expresa en las primeras etapas del desarrollo gonadal
del humano y a las implicaciones éticas de estudiar
gonadas embrionarias, en la actualidad existen pocas
investigaciones sobre el tema.

Con base en los antecedentes observados en los
estudios en los que Wnt4/WNT4 interviene en la
diferenciacién gonadal, asi como en su regulacion
espacio-tiempo especifica, en la existencia de una se-
cuencia consenso en la regiéon promotora de este gen
que pudiera ser reconocida por la proteina SRY y en que
hasta el momento no se ha analizado la regulacion de
dicho gen, se llevaron a cabo los estudios de expresion
del ARNm de Wnt4 mediante transfeccion con el factor
de transcripcion SRY; sin embargo, no se observaron
diferencias en la expresion del ARNm de Wnt4 durante
el periodo analizado.

SRY

Nucleina

Figura 3. Western blot de SRY a partir de extractos proteicos de
células HEK293. En el carril 1 se observa el SRY en extractos
proteicos de células HEK293 no transfectadas. En el carril 2 se
observa el SRY en extractos proteicos de células HEK293 trans-
fectadas. En el carril 3 se presenta la proteina SRY obtenida por
ensayo de transcripcion-traduccion in vitro como control positivo
(SRY TnT). En la parte inferior del primer y segundo carril se
muestran los resultados del control GAPDH.

Una explicacion posible para estos resultados es que
la proteina SRY no regula directamente al gen Wnt4, sino
a otros genes que participan “cascada arriba” con ¢l,
como es Sox9/SOXO9, el cual es un factor de transcripcion
implicado en la diferenciacion testicular.?>2¢

Otra explicacion plausible es que el gen Wnt4 no
necesita una regulacion directa de SRY para la diferen-
ciacion gonadal y puede ser blanco de otros genes que
codifican para proteinas implicados en el desarrollo
gonadal, como es R-spondinl (Rspol).

Chassot y colaboradores? llevaron a cabo estudios in
vivo en ratones, en los que observaron que los fetos XY
doble nulos para los genes Wnt4-/-y Rspol-/- mostraban
hipoplasia testicular como resultado de una reduccion
importante de los tubulos seminiferos, asi como una
reduccion significativa de las cifras de SRY. Asimismo,
la proliferacion celular en la region celomica se modifico
significativamente en los ratones XX y con mayor seve-
ridad en los ratones XY mutantes dobles nulos para los
genes Rspol y Wnt4, en comparacion con los controles
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de las gonadas. Los autores, por tanto, sugieren que sus
resultados apoyan un papel sinérgico de Rspol y Wnt4
en la proliferacion de células en la gonada bipotencial y
que, en consecuencia, esta via regula la proliferacion de
las células de Sertoli y, a su vez, el desarrollo testicular.

Aunque los mecanismos moleculares exactos que
subyacen en este antagonismo en las génadas aun no
se han dilucidado, los experimentos in vitro sugieren
que SRY puede reprimir la senalizacion de la proteina
asociada con caderina (catenina),”’*° e in vivo, la se-
falizacion del factor 9 de crecimiento de fibroblastos
(FGF9) reprime la expresion de Wnt4 hacia el camino
de la feminizacion, permitiendo asi la expresion de
S0x9;%° de tal forma que en las gonadas de ratones XY,
la sefal de Rspol/Whnt4 es regulada a la baja cuando se
produce la expresion de Sry/Sox9y las células de Sertoli
se diferencian.

En conclusion, ésta es la primera vez que se realizan
estudios de regulacion acerca del gen Wnt4 en el con-
texto de la diferenciacion gonadal. De acuerdo con estos
resultados, es posible suponer que la proteina SRY no
regula directamente al gen Wnt4 o que Wnt4 puede ser
blanco de otras proteinas como R-spondinl (Rspol).
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