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RESUMEN

El ajolote mutante * Short toes " (s) ha sido seleccionado como modelo para
estudiar el fenémeno de regeneracién de extremidades en anfibios, pues ademds de
presentar defectos durante el desarrollo de las extremidades y elementos del sistema
urogenital, también muestra deficiencia-en.su capacidad regenerativa. Aunque la cola de
estos mutantes regenera normalmente, las extremidades de estos se detienen en el
estadio de cono sin sefias de diferenciacién.

Estudios histolégicos muestran que la membrana basal que separa el blastema
de la capa epidérmica es anormal. Ademds existe una acumulacién de material
extracelular en exceso en el blastema. Por medio de estudios inmunohistoquimicos de
las moléculas que constituyen la membrana basal (coldgeno [V y laminina), se encontré
que no existe diferencia entre los mutantes y los animales fenotipicamente normales, los
cuales regeneran sus extremidades completamente normales.

Estudios de RFLP, utilizando una sonda de ajolote que contiene una caja
homedtica (Ahoxl), revelaron dos bandés bolimérﬁcas en los mutantes "s" (s/s) y en los
heterocigotos de "s" (+/s}), pero no en los animales normales (+/+). Al remover la caja
homedtica de esta sonda, las bandas polimdérficas no se reconocieron. Por el contrario,
al utilizar solamente la caja homedtica de Ahoxi las bandas polimérficas se reconocieron
y por lo tanto se dedujo que el polimorfismo se debe a una mutacién de un gen o genes
que contienen una caja homedtica. A través de la técnica de PCR, se han amplificado

fragmentos conteniendo una caja homedtica de las zonas que mostraron el polimorfismo



en los estudios de RFLP.

Ademds de la posible asociacién de genes conteniendo cajas homedticas en "s",
se propone la posible participacién del gen del Tumor de Wilms, pues las
manifestaciones de pacientes con tumores de Wilms son similares a las manifestaciones
que se encuentran en "s". Como estudio inicial se ha clonado parte del gen de Tumor de
Wilms en ajolote y se ha analizado la presencia del mensaje de wt1 en "s".

En este estudio se muestra un andlisis detallade de las anormalidades del
desarrollo de "s", al igual que de su deficiencia regenerativa. También se han iniciado
estudios a nivel molecular para intentar identificar el gen & genes responsables de tal
fenotipo y eventualmente investigar si este 6 estos gen 6 genes juega(n) un papel

inhibitorio en la regeneracidn de sus extremidades.



REGENERACION DE EXTREMIDADES

Los anfibios son los tinicos vertebrados que poseen la capacidad de regenerar sus
extremidades al ser amputadas (1,2,3). Entre los anfibios, algunos urodelos (anfibios con
cola) pueden regenerar sus extremidades durante su vida adulta, entre estos se
encuentran las familias Salamandriade (ie. Noptothalmus viridecens) y Ambystomatidae
(ie. Ambystoma mexicanum = ajolote) (4,5). La mayoria de los anuros (anfibios sin cola)
también pueden regenerar sus extremidades durante su vida larvaria, pero pierden esta
capacidad después de su metamorfosis (4).

Los eventos involucrados durante ellproceso regenerativo incluyen la cicatrizacién
_de la herida, la formacién de un cono de células mesenquimaticas, y la subsecuente
diferenciacién de estas células que reconstruiran los tejidos ausentes. Al amputarse las
extremidades de estos animales a cualquier nivel del eje préoximo-distal se observa una
migracién casi inmediata de células epiteliales que cubren la herida formando una capa
epidérmica. Esta capa epidérmica es esencial para que el proceso regenerativo ocurra,
ya que si se interrumpe la interaccidén entre la epidermis y el mesénquima, el proceso
regenerativo no continia (6). Hay y Fishman (1961) observaron a través de estudios
radioactivos que tres dias después de la amputacién, las células progenitoras del tejido
regenerativo aparecen bajo la capa epidérmica. Los tejidos en el plano de amputacién
tales como musculo, cartilago, dermis y tejido nervioso pierden su morfologfa de origen
y producen una poblacién de células de mesénquima llamada blastema (7,8). La

desdiferenciacién de tejidos diferenciados terminalmente es la clave para la formacién



del blastema. El mecanismo de desdiferenciacion no se conoce, sin embargo el proceso
en si se ha demostrado usando técnicas histoldgicas y radioactivas (7,8), al igual que con
estudios utilizando marcadores cefulares y moleculares (9,10,11). La presencia de células
de reserva sugerida por Cameron et al. no puede ser descartada, pues estas células sf
existen por 1o menos en el tejido muscular, pero su participacién en el proceso
regenerativo no ha side comprobada (12). Las células del blastema se dividen bajo la
influencia del sistema nervioso por 2-3 semanas para mds tarde rediferenciarse y dar
Jugar a los diferentes tejidos que constituyen la extremidad (13). Es imperativo mencionar
que la regeneracién de las partes amputadas no ocurriria sin la direccién hormonal 6 del
sistema nervioso. Esto equivale a decir que factores hormonales 6 factores neurotréficos
parecen ser esenciales para el proceso de regeneracién y que al remover la glandula
pituitaria ¢ al desnervar las extremidades se inhibe este proceso regenerativo (13,14).
El proceso regenerativo tiene una duracién de 6-8 semanas dependiendo de la especie
de urodelo, su edad, estadio de desarrollo y el tamafio de los animales (2,5).

El fenémeno de regeneracién de extremidades en anfibios ha sido estudiado por
mas de doscientos arfios, siendo este reportado originalmente en 1768 por Spallanzani.
Masta la fecha, los mecanismos celulares y moleculares que dictan este proceso
regenerativo no han sido comprendidos en su plenitud. Productos esenciales para este
proceso son virtualmente desconocidos, por fo tanto estudios a nivel molecular no se han
realizado con profundidad en este campo. Tampoco existe un modelo "in vitro" é de
animales transgénicos que pueda facilitar la identificacion de factores cruciales en este

proceso. La existencia de mutantes espontdneos 6 creados experimentalmente puede



aportar la herramienta necesaria para la identificacion de genes responsables en el

'

proceso de regeneracidn.

AJOLOTE MUTANTE SHORT TOES

Recientemente se ha caracterizado un ajolote mutante incapaz de regenerar sus
extremidades al ser amputadas (15,16). Este mutante ha sido denominado "Short toes"-
"Dedos cortos"-. Fue primeramente identiticado como un mutante con defectos en el
desarrollo de sus extremidades. En 1967, Humphrey reporté por primera vez sobre estos
ajolotes describiendo los defectos del esqueleto en las extremidades, al igual que las
anormalidades presentes en el desarrollo de sus rifiones y ductos Milerianos (17). Esta
mutacién induce una reduccidn en el tamafio de las extremidades de estos animales,
siendo los dedos las estructuras mds afectadas al mostrar una reduccion en el nimero
de falanges. Muchos de estos mutantes muestran anormalidades en los carpos/tarsos
y metacarpos/metatarsos y también muestran reduccién de tamafio en los huesos
mayores de las extremidades.

El mal funcionamiento renal es evidente por el edema que aparece en estos
animales cerca de su muerte y se observa inicialmente en el tronco del cuerpo y en las
extremidades. Los tubulos de los mesonefros aparecen amarillentos y agrandados. Las
cdpsulas de Bowman's aparecén dilatadas conteniendo un liguido transparente y a veces
sangre (16).

La mutacién ha sido clasificada como recesiva-mortal (s/s). Estos animales mueren



jévenes (aproximadamente de un afo), antes de su maduracion sexual y fallecen por
complicaciones en los rifones. Los heterocigotos son fenotipicamente normales y se
reproducen normalmente.

Humphrey estudid la capacidad regenerativa de los ajolotes mutantes "s” y obtuvo
regeneracion incompleta de sus extremidades sin elementos digitales (17). Del Rio-
Tsonis et al. repitieron estos experimentos de regeneracién con individuos de seis meses
de edad, mientras Humphrey trabajé con individuos de tres meses de edad. Los
resultados mostraron que el mutante es incapaz de regenerar sus extremidades a esta
edad (15,16). Estudios recientes de Mescher con embriones "s" de diferentes edades
apoyan los resultados mencionados (1é). éorprendentemente, este mutante regenera la
cola, lo cual sugiere que Ia regeneracion de la cola y de las extremidades son eventos
independientes (15,16,19).

En vista de la potencialidad de "s" en estudios de regeneracion de extremidades,
se ha realizado un andlisis detallado de los érganos afectados al igual que de su
deficiencia regenerativa. También se han iniciado estudios moleculares en busca del gen
6 genes responsables de esta mutacion. Se proponen varios genes que podrfan ser la
causa de las manifestaciones de "s", se incluyen entre estos genes conteniendo cajas

homedticas y el gen del Tumor de Wilms.



¢ PORQUE ESTUDIAR GENES CON CAJAS HOMEOTICAS EN "s" ?

Genes con cajas homedticas han sido implicados en vatios mecanismos de
desarrollo incluyendo segmentacién, determinacién de linajes celulares y eventos de
induccién (20,21,22), Por lo tanto, existe la posibilidad que genes que contienen cajas
homedticas sean responsables de alguna 6 todas las manifestaciones del mutante; pues
la mayoria de los defectos aparecen durante el desarrollo temprano (17). Esta
posibilidad es apoyada por la reciente identificacién de fragmentos polimérficos en el

mutante "s" al usar una sonda que contiene una caja homecdtica.

¢ QUE SE SABE SOBRE EL GEN DEL TUMCR DE WILMS Y SU RELEVANCIA CON

llsll n

El gen del Tumor de Wilms (WT1) es un oncogen recesivo que codifica una
protefina nuclear conteniendo cuatro motivos con “zinc fingers". En pacientes con
Tumores de Wilms (tumores en los rifiones) este gen se encuentra mutado, y
normalmente la mutacién es una delecién en el cromosoma 11p13. La enfermedad del
Tumor de Wilms es una condicién que se manifiesta muy temprano durante e! desarrollo
y se ha encontrado que tiene cierto tipo.de.relacién con la condicién de aniridia (defectos
en el desarrollo del ojo), con anormalidades de los Grganos genitales, y con retardo
mental, lo que en conjunto se le llama e! Sindrome de WAGR (Wilms, Aniridia,

Genitourinary Malformations, Mental Retardation) (23). En ratén y en humanos se ha



encontrado expresidén de WT1 durante el desarrollo del sistema urogenital (24,25). En el
ratén también se ha detectado expresion de WT1 durante el desarrollo de las
extremidades (Hastie, comunicacion personal). Uno de los objetivos a largo plazo de este
estudio es analizar la posible participacién de WT1 en "s", pues se han observado
similitudes entre las manifestaciones del mutante * Short toes" con las manifestaciones
de pacientes con Tumores de Wilms. Ademds los patrones de expresidn del gen WT1

coinciden con los patrones de las manifestaciones en los mutantes de "s".



I. OBJETIVOS

1. Estudiar la capacidad regenerativa del mutante ajolote " Short toes " a nivel celular
y molecular.
2. Determinar el gen o los genes responéables de la mutacidn de "s".

Il. METAS ESPECIFICAS
1. Determinar la capacidad regenerativa de las extremidades en "s".

2. Determinar la severidad del dafio en los érganos afectados en "s" a través de

estudios histolégicos e inmunohistoquimicos.

3. Estudios moleculares con el fin de identificar posibles factores involucrados en Ia

mutacién de “s"



RESULTADOS
ESTUDIOS DE REGENERACION DE EXTREMIDADES

Estudios Histolégicos.- Estudios histolégicos mostraron que el mutante es capaz de
producir un cono regenerativo formado de células de mesénquima (blastema). El proceso
regenerativo se interrumpe en este estadio y no aparecen sefiales de diferenciacion, aun
cuando estos ajolotes se observaron por més de 4 meses.

Un ajolote normal (+/+) regenera sus extremidades completamente en un lapso
de 1 a 2 meses. Un cono regenerativo se f;)rma a las 2 semanas y a partir de 3 semanas
los eventos de diferenciacion comienzan a aparecer en estas extremidades. La
caracteristica mas prominente en "s" es Ia formacién anormal de la membrana basal, la
cual aparece exageradamente gruesa y ondulada, al igual que la aparicion de material
extracelular en exceso en el blastema. Es posible que la comunicacién entre la epidermis
y el mesénquima haya sido interrumpida, evitando la finalizacién del proceso
regenerativo.

En la figura #1 de PNAS:89 se pueden observar secciones de blastemas de
animales mutantes y animales control en donde se nota la diferencia en la formacién de
la membrana basal. La figura 1a-b/PNAS muestra una extremidad de un animal
fenotipicamente normai en proceso de regeneracion (3 semanas post-amputacién) donde
la membrana basal se encuentra de tamario y apariencia normal. En la figura 1¢/PNAS

se encuentra una extremidad de un mutante de 3 semanas post-amputacién en donde
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se observa un cone pequefio y con cantidades anormales de material extracelular dentro
del blastema. Extremidades que se dejaron regenerar por meses no sefialaron ning;jn
indicio de diferenciacién. En la figura 1d/PNAS se nota que el cono regenerativo de 11.5
semanas contiene abundante material extracelular, interrumpiendo la morfologfa normal
del blastema. En la figura 1e/PNAS se puede apreciar que la membrana basal del
" blastema arrestado estd exageradamente gruesa y ondulada. Otras secciones de
extremidades en proceso de regeneracion, de animales normales y mutantes, se puede
apreciar en la publicacién: Limb Development and Regeneration, pp 171-179, 1993 Wiley-
Liss, Inc., figuras 1y 2.

En contraste con las extremidades de estos mutantes, la cola de animales "s" regenera
relativamente normal, mostrando solo un poco de retraso en el proceso. L.a comparacion
de una cola de un animal normal (2a) y de un animal "s" {2b) se puede apreciar en la

figura 2 de PNAS:89.

Estudios Inmunohistoquimicos.- Cuando se analizaron a través de técnicas
inmunohistoquimicas las moléculas que componen principalmente la membrana basal
(colageno IV y laminina), no se encontré diferencia entre los mutantes y los animales
fenotipicamente normales, los cuales regeneran sus extremidades completamente
(15,16). Esto no excluye la posibilidad de que existan defectos en la estructura de ios
genes que codifican estas moléculas, .o su nivel de expresion. Otras proteinas
extracelulares como fibronectina, proteoglicanos, y otros coldgenos seran estudiados méds

tarde con anticuerpos que reaccionen con tejidos de Ambystoma mexicanum {(ajolote).
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La figura 3 de PNAS:89 muestra secciones de extremidades en diferentes estadios de
regeneracion incubados con los diferentes anticuerpos policlonales de coldgeno IV y de
laminina, los cuales fueron reconocidos por anticuerpos secundarios conjugados con
fluoresceina. Las figuras 3 a y b muestran secciones de blastema con dos semanas de
regeneraciéon de un animal fenotipicamente normal en donde se observa que la
membrana basal se ha tefiido utilizando ambos anticuerpos, laminina (a) y coldgeno IV
(b). Durante la formacién temprana del blastema (2 semanas), cuando la membrana
basal inicia su formacion, se observa que las células de la capa epidérmica se tifien
fuertemente, especiaimente las més proximas a la membrana basal. Las figuras 3 c y
d muestran secciones equivalentes a 3 a'y b pero estas corresponden a animales "s".
La figura 3e muestra una seccién de blastema de 6.5 sermanas de un mutante "s" tefiida
con el anticuerpo policlonal de laminina. Se observa claramente que la membrana basal
expresa esta molécula. Igualmente en la figura 3f se encuentra un blastema de un animal
"s" de 5 semanas que se tifiid con colageno IV, y se observé también que la membrana
basal expresa esta molécula. Es importante mencionar que las extremidades de
animales control después de 5 semanas de post-amputacién se encuentran casi

completamente regeneradas.
ANALISIS DE LOS DEFECTOS DEL DESARROLLO EN "s"

Al analizar los 6rganos afectados en "s", se observé un patrén interesante donde

los mutantes mostraron un gradiente de severidad en los defectos en todos los érganos
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afectados. Los mutantes con mds defectos en el desarrollo de extremidades también
mostraron el mismo patrén de severidad en los riftones y ductos Mullerianos/ Wolffianos.
Este hecho también coincide con la montalidad de estos ajolotes donde los més

afectados mueren primero.

I. ANALISIS DEL DESARROLLO DE LAS EXTREMIDADES

Humphrey reportd que la anormalidad mds notable en los mutantes "s" es el
desarrollo incompleto de los dedos. Los resultados del presente estudio mostraron los
mismos patrones de este defecto, aunque se noté una variabilidad en los defectos de
cinco mutantes "s" (favor de referir a la figura 1 de Journal of Morphology [JM]). Las
extremidades fueron tefidas con Victoria Azul B. Como se puede ver los animales "s"
tienen un nimero reducido de falanges y una tibia/fibula més pequefa que los ajolotes
normales. También existe una fusién de los tarsos/metatarsos en las extremidades de
los mutantes. Como se nota en la figura 1a/JM, la extremidad del animal control es
perfectamente normal. El patrén de los efectos en las extremidades varié desde el
mutante mds dafiado con solo dos digitos (fig 1f/JM) hasta el menos dafiado con todos
los cinco digitos, siendo estos anormales con un ntimero reducido de falanges y tarsos

fusionados (fig1b/JM).

Il. ANALISIS DE LOS RINONES
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Estudios Histolégicos.- Los rifiones de los mutantes "s", eran de tamaiio mds pequefio
que aquellos de los animales control. Los estudios histolégicos de los rifiones en l;)s
mutantes presentaron una organizacién anormal de los glomérulos y de los tibulos
nefréticos; principalmente se observaron vacuolas en sitios donde los glomérulos
deberfian de existir (fig 2/JM). Aqui también se observé un patrén de variabilidad de la
manifestacién del factor "s", en donde el animal menos afectado posefa rifiones con
varias unidades de glomérulos funcionales. En estos animales también se observd una
desorganizacién de los tibulos y de los ductos en relacién con los glomérulos (fig
2b/JM). El ajolote més afectado mostré muy pocas unidades funcionales de glomérulos

y un nimero elevado de vacuolas (fig 2¢/IM).
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Estudios Inmunochistoquimicos.- Estudios inmunohistoquimicos usando anticuerpé;s
policionales que reconocen laminina indicaron que en los ajolotes normales la molécula
de laminina se localiza en el interior (Parafina, fig 5a/JM y PFA, fig 5d/JM) como en el
exterior (PFA, fig 5D/JM) de ia mayoria de los tibulos (referir a tabla #1 en Limb
Development and Regeneration, pp 171-179, 1993 Wiley-Liss, Inc). Por lo contrario, la
presencia de laminina en los tibulos de los mutantes fue muy limitada é ausente (fig 5b
y 5e/JM). Los anticuerpos en contra de colageno IV no reaccionaron lo suficientemente
fuerte y claro con los tejidos del rifién, por lo tanto los datos obtenidos se clasificaron

insuficientes para obtener una conclusién certera.
lli. ANALISIS DE LOS ORGANOS REPRODUCTIVOS

Estudios Histologicos.- En los ajolotes mutantes, los ductos ya sean de machos (ductos
Wolffianos) 6 de hembras (ductos Miillerianos), presentaron variaciones de severidad de
los defectos; desde la falta de ductos hasta la reduccién del tamario de estos, mostrando
deterioro en las células columnares y compactacion en las dreas vasculares. En la figura
3/UM se puede observar la comparacién de los ductos Wolffianos entre un ajolote
fenotipicamente normal (a) y un "s" (b), en donde la gran diferencia se encuentra en la
regién vascular y en las células mesoteliales columnares. Iguaimente en la hembra, el
animal fenotipicamente normal (¢) muestra estructuras completamente .normales,

mientras tanto en "s" los ductos Millerianos aparecen distorsionados. Las células
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mesoteliales columnares en estos ductos han desaparecido y la zona vascular se
encuentra altamente distorsionada (d).

Los cvarios y testiculos de los mutantes nunca completaron su estadio de maduracién.
Defectos en los ovarios de los mutantes fueron observados, sin embargo los testiculos
de estos animales aparecieron normales. Especificamente se detectaron vacuolas dentro
de la mayorfa de los ovocitos (fig 4/JM). Estudios preliminares a través de técnicas
inmunohistoquimicas en estos tejidos no detectaron ninguna estructura positiva.

ESTUDIOS GENETICOS

I. RFLP

Se ha utilizado €l ensayo de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccién (RFLP) para tratar de identificar defectos a nivel molecular en estos mutantes.
inicialmente, se utilizé una sonda repetitiva proveniente de Notopthaimus viridecens, a
través de la cual no se observé ningtn polimorfismo. Una serie de digestiones diferentes
fueron utilizadas incluyendo: EcoRI, BamHI, Hindlll, Pstl, Xbal, Xhol, Haelll y Hinfl (fig
1). Recientemente se utilizé una sonda de Ambystoma mexicanum que contiene una
secuencia con una caja homedtica. Esta sonda, denominada Ahox! (26), demostré una
diferencia en el patrén gendmico al Qige.rir el DNA con la enzima Hinfl {fig 2). Los
resultados mostraron que solo los heterocigotos y los mutantes poseen las bandas
polimérficas.

Para analizar con més detalle este polimorfismo, se decidié separar la caja
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homedtica de Ahoxl de sus secuencias 3’.y 5'y utilizar estos fragmentos como sondas.
Al utilizar la sonda que contiene solo la secuencia 5' del gen Ahoxl, no se obtuvo ningi’m
patrén definide. Al utilizar la sonda que contiene la caja homedética (homeobox) se
observaron las bandas originales (3.5kb, 2 kb), presentes en los mutantes y los
heterocigotos (fig 3). Estos resultados sugieren que el polimorfismo observado contiene
secuencias de genes con cajas homedticas y no necesariamente especificas para el gen

Ahoxl.

Il. REACCION DE POLIMERIZACION EN CADENA (PCR) ESPECIFICA PARA CAJAS

HOMEOTICAS

Se eligid la técnica de PCR para amplificar secuencias conteniendo cajas
homedticas por la ventaja de poder amplificar secuencias heterdlogas al utilizar
oligonucledtidos degenerados de las regiones mas conservadas de genes con cajas
homedticas (27). A través de esta técnica se han amplificado fragmentos de
aproximadamente 130 pb que corresponden a la regidn que contiene el dominioc de unién
al DNA. Primero el DNA se desnaturalizo a alta temperatura, mas tarde se escogio una
temperatura 6ptima para que los oligonucleétidos reconozcan secuencias en el DNA de
molde y finalmente se utilizo la polimerasa Taqg que tiene su actividad méxima a 72°C.
Esta polimerasa es estable durante todos los cambios de temperatura y por lo tanto este
proceso se puede repetir por varios ciclos, amplificando la secuéncia deseada. En estas

reacciones de PCR se utilizaron los dos fragmentos polimérficos como molde (fig 4). El
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DNA amplificado ha sido clonado en el vector perll. Tres clonas del fragmento 3.5 kb han

sido identificadas. Cada clona representa un experimento diferente e independiente. La

secuencia de estas clonas muestran 100% identidad con la caja homedtica de Ahoxl.

1
ol - . .
Nuestros datos senalap a la posibilidad de contaminacién via aerosol durante las

reacciones de PCR con“ el plasmido Ahoxt .

" Ill. CLONAJE DEL GEN DE TUMOR DE WILMS
|
|

Con el fin de estuxdiar el gen del Tumor de Wilms en este sistema, se ha clonado

parte del cDNA de ajolott‘a via RTPCR, u'tili'zando oligonucleétidos semi-degenerados que
flanquean el drea del gen que contiene [os dedos de zinc. Esta técnica es parecida a la
mencionada en la seccig‘n anterior, pero en este caso se utiliza el cDNA en lugar de DNA

como modelo. Se obtuva primero el cDNA utilizando Ia enzima Transcriptasa de Reversa
a partir de RNA. Se amp‘lificé un fragmento de 216 pb cuando se utilizd ARN de rifiones
de ajolote (fig 5). Se han obtenido 12 clonas de las cuales todas contienen el fragmento
correcto. De estas clonas, 3 han sido secuenciadas (fig 6). Todas mostraron ser el mismo

gen con una identidad a nivel aminoéacido con el wt1 de Xenopus y de cocodrilo de 99%

(fig 7).
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IV. PRESENCIA DEL MENSAJE DE WT1 EN LOS RINONES DE "s" Y EN LOS
RINONES DE AJOLOTES NORMALES.

En reacciones de RTPCR fue utilizado ARN asilado de rifiones de ajolotes
normales y de riftones de animales "s" para corroborar la presencia del mensaje de wti
en "s". Al utilizar uno de los pares de oligonucleétidos que flanquean los dedos de zinc

del gen wt1 se observaron las bandas esperadas de 277 pb en ambos casos.
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METODOS UTILIZADOS

ANIMALES

De la Colonia de Ajolotes de la Universidad de Indiana, Bloomington se obtuvieron
inicialmente cinco ajolotes "s" y cinco hermanos de estos fenotipicamente normales.
Estos animales tenian aproximadamente seis meses de edad. Mds tarde se recibieron
otros dos mutantes, cuyos datos de edad y relacién mutua eran desconocidos. También
se recibieroh otros ajolotes fenotipicamente normales sin ningln rastro de "s" en su
genealogla, incluyendo un ajolote proveniente directamente de México . Cada animal se
mantuvo por separado en una solucién dé 20% Holtfreter's a 27 °C.

Para los estudios de regeneracién, las extremidades de los ajolotes fueron
amputadas a un nivel distal (al nivel de la mufieca), y los animales se observaron
diariamente por un lapso de 16 semanas. Muestras de tejido en proceso de regeneracion
fueron colectadas a diferentes intervalos incluyendo: 2,3,5,6.5,11.5,13,14,y 16 semanas.

Para realizar estudios de los dérganos afectados, se tomaron las extremidades
originales de ajolotes fenotipicamente normales y de mutantes y estas se analizaron por
medio de la técnica de Victoria Azul B. También los rifiones y los érganos sexuales de
estos animales fueron colectados al final de los estudios de regeneracién, cuando los
animales fueron sacrificados, o fallecigrqn. Los tejidos fueron tratados en diferentes
maneras: congelados 6 fijados en Bouin's, para mds tarde realizar estudios histolgicos,

inmunolégicos y de expresion.
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VICTORIA AZUL B

Los extremidades originales fueron fijadas en Bouin's por 24 horas. Posteriormente
estas se incubaron con hidréxido de amonio (NH,OH) 2% por un minimo de 48 horas,
con varios cambios de esta solucidn, la cual fue reemplazada con agua oxigenada (H,0,)
10% hasta que el tejido perdié toda su pigmentacién. Los tejidos fueron més tarde
deshidratados en etanol 50% y 70% por 2 horas en cada solucién y posteriormente
fueron tefidos con la solucidén de Victoria Azul B al 1% (en 70% etanol) por 2 horas. Los
tejidos fueron desteiidos a través de una serie gradual de bafios con etanol (70%-100%).
Finalmente los tejidos se transfirieron a una solucion de benzoato de metileno, la cual
convierte los tejidos destefidos en tejidos ‘transparentes, esto permite contrastarlos con

los tejidos cartilaginosos que tifien de azul.

HISTOLOGIA

Muestras de tejidos en proceso de regeneracidn, al igual que tejidos de rifién y de
6rganos sexuales fueron fijados en Bouin's para ser procesados en parafina. Los tejidos
de las extremidades fueron descalcificados en &cido tricloridrico 5% por 24 horas y
deshidratadas a través de una serie de lavados con etanol (de 70% a 100%) vy
eventualmente en xyleno. Posteriormer)te}os tejidos fueron incrustados en parafina.

Secciones en serie (8um) fueron colectadas en portaobjetos que fueron

previamente cubiertos con gelatina (+/- 1%). Las secciones fueron tefiidas con Gomori's

21



Trichome, Periodic Acid Schiff-Orange G (PAS-O), 6 Hematoxylina y Eosina. Las
primeras dos técnicas tifien tejidos que contienen componentes de la matriz extracelular
(Gomori's = coldgeno, PAS = membrana basal). La Gltima es una tintura general: Eosina

= citoplasma y Hematoxylina = niicleo (28).
INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras congeladas 6 en parafina fueron seccionadas (6-8um). Usando

xyleno se eliminé la parafina de las secciones. Posteriormente estas fueron hidratadas
a través de una serie de lavados con etanol de 100-50% vy finalmente enjuagados en
PBS 1x (phosphate buffer saline)/NGS 5% (normal goat serum) por 20 minutos. Algunas
muestras congeladas fueron fijadas ¢on paraformaldehido 4 % después de haber sido
seccionadas. Después de incubar las secciones congeladas en PBS 1x/NGS 5% por 20
minutos, estas se procesaron junto con las muestras de parafina. Posteriormente todas
las muestras fueron incubadas con los diferentes anticuerpos policlenales por 1 hora a
37°C. Las muestras se enjuagaron tres veces en PBS 1x por 10 minutos cada vez, y
luego se incubaron con el anticuerpo secundario que esta conjugado a una molécula de
fluoresceina (IgG-Fitc) de Cappel Laboratories por 1 hora, 37°C. De nuevo las muestras
se enjuagaron con PBS 1x tres veces y finaimente fueron montadas con glyceroi
90%/PBS 1x al 10% y observadas en un microscopio fluorescente. Los anticuernos
primarios fueron dirigidos en contra de. Ia'molécula completa de coldgeno tipo IV y de

laminina; estos fueron donados por Hynda Kleiman (NIH) y por Eva Engvall (LCRF). Ej
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anticuerpo de Laminina fue purificado del Sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de
ratén (29) 6 de tumores del saco amniético de ratas L2 (30). El anticuerpo en contra de

coldgeno tipo IV se purificé del Sarcoma EHS (29).
ESTUDIOS DE RFLP
AISLAMIENTO DE DNA

El DNA fue aislado de las colas de ajolotes mutantes, heterocigotos, y ajolotes

normales usando el método de fenol/cloroformo descrito en Sambrook et al (31).
SOUTHERN BLOT

El DNA fue digerido con diferentes enzimas incluyendo Bamhi, EcoRl, Hindlll,
Xbatl, Pstl, Haelll y Hinfl a 37 °C por 12 horas. Las muestras fueron sometidas a
electroforesis de DNA y mds tarde fueron transferidas a filtros de nitrocelulosa, usando
el protocolo descrito en Sambrook et al (34). Después los filtros fueron fijados
sometiéndolos a una temperatura de 80°C en vacio por 1 hora. Los filtros se
prehibridizaron en una solucién conteniendo 35% formamida, SSC 5x, Denhart’s 2.5x,
SDS 0.1%, fosfato de sodio 20mM pH 6.8, tRNA 0.2 mg/ml y ssDNA 0.1 mg/ml por un
minimo de 4 horas y posteriormente ‘se hibridizaron usando sondas de cDNA

radioactivas. Las condiciones de hibridizacidn utilizadas no fueron severas: formamida
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35% a 42°C por 12-14 horas. Al lavarse los filtros, las condiciones que se usaron fueron

relativamente rigurosas: de SSC 2x/SDS 0.1% a SSC 0.1 x/SDS 0.1%, de 37-68°C con

variaciones en temperatura y tiempo de lavado. Los filtros fueron expuestos a pelicula

de rayos x por diferentes lapsos de tiempo a -70°C. Las sondas fueron marcadas con *p

utilizando el método de "oligopriming" (USB). Las sondas utilizadas fueron las siguientes:

a) Secuencia repetitiva dispersada D6 de Noptothalmus viridescens, la cual fue
obtenida del Dr. Joseph Gall y tiene una medida de 600 bases.

b) Se utilizé la sonda gendmica Ahoxl- una secuencia conteniendo una caja
homedtica aislada del ajolote, la cual tiene homologia a la secuencia de Antp
homeobox en Drosdfila (66%), a Hox-1.6 de ratén (84% identidad) y al gen labial
de Drosdfila (79% identidad).

La sonda consiste de un frag'me'nto Kpnl (560bp) la cual contiene la caja
homedtica y parte de la secuencia especifica de Ahox| 3’ y 5’ de la caja. Mas tarde Ahoxl
fue digerido con la enzima Ddel para obtener la secuencia especifica conteniendo la caja
homedtica (240bp), y con Ddel y Kpnl para obtener la secuencia 5'(230) y 3'(94) de
Ahoxl.

La siguiente es la secuencia de aislamiento de estas sondas:

1) Digestion con Ddel
2) Aislar la caja homedtica 240 bp
3) Colectar fragmento conteniendo la secuencia 5' y parte del pldsmido PTZ19R,

aislar y digerir con Kpnl para obtener la banda que contiene la secuencia 5'-
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230bp y posteriormente aislar este fragmento.

230 470

Kpnl | | Kpnl

3’

Ddel Ddet

230 240 94

JONDAS USADAS: HB= 240bp
5'= 23Qbp
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CLONAJE DE FRAGMENTOS CONTENIENDO UNA CAJA HOMEOTICA EN "s"
AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS

Se realizé un Southern Blot con DNA de ajolotes mutantes digerido con Hinfl
usando las mismas condiciones que se utilizaron anteriormente. El gel contenia muestras
en duplicado y se dividié en dos: una parte se utilizé para repetir el andlisis de RFLP
usando la sonda Ahoxl y la otra se guardé a 4°C y eventualmente se aislaron las bandas
correspondientes a las mostradas en el autoradiograma. Las bandas de interés se
obtuvieron del ge! utilizando filtros DEAE (S@8). Pedazos de filtros fueron insertados
adelante y atras de las bandas deseadas. EL DNA fue electrotransferido en el filtro
delantero, mientras que el filtro irasgro protegio contra contaminaciéon de DNA no
deseado. El DNA adherido a estos filtros fue posteriormente elufdo en una solucién de
NaCl 1M, Tris 20 mM pH 8.0 y EDTA 0.1mM a 68°C por una hora.Posteriormente se
extrajo el bromuro de etidio contenido en el DNA con alcohol isoamilico. EL DNA se
limpié adicionalmente con una serie de extracciones de fenol y cloroformo para
finalmente precipitar el DNA con acetato de amonio 3.25mM y 2.5 volimenes de etanol
al 95% a 4 °C por 16 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 14k, a 4°C y por 30
minutos. Se enjuagaron las muestras con etanol al 70% y se liofilizaron y resuspendieron

en un volumen de 10 pul de agua destilada.
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REACCIONES DE PCR

El DNA purificado se utilizé como molde en reacciones de PCR para amplificar
secuencias que contienen cajas homedticas. Tres oligonucledtidos degenerados se
utilizaron en este andlisis. Estos tres oligonucledtidos corresponden a secuencias
conservadas en ca{jas homedticas. HB1 corresponde a un pentapéptido que se encuentra

en la posicién 5’ de la caja homedtica: S TGACATCTAGANTNTAYCCNTGGATG 3'; HB2

corresponde a una secuencia dentro de la caja homedtica : 5

TGACATCTAGAGARYTNGARAARGARTT 3', en el dominio de la primera hélice; HB3

corresponde a una secuencia en el dominio de la tercera hélice:

§5'GCGACGGAATTCRTTYTGRAACCADATYTTN 3'.

Clave: N=A,C,GT; R=AG; Y= C.T; D= AG,T.

En HB1 y HB2, letras destacadas se refieren a la secuencia de reconocimiento de
la enzima Xbal, y en HB3 a la enzima EcoRl. Las secuencias subrayadas corresponden
a las secuencias degeneradas/conservadas de cajas homedticas. Oligonucledtidos HB2
y HB3 se usaron en estos experimentos.

Las condiciones en las reacciones de PCR fueron las siguientes: dNTPs 200 uM,

MgCl, 1.5 mM, oligoprimeros a 4 pM, Taq a 2.5 U, tris-Hcl 10mM y KCI 50mM. Los ciclos
que se usaron fueron los siguientes: Desnaturalizar inicialmente por 3 minutos y
posteriormente por 45 segundos, "annealing" a 37°C (30 segundos) con rampa a 72 °C/

1.5 minutos y extender a 72°c por 1 minuto. Se utilizé una extensién final a 72°C por 5
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minutos. 40 ciclos de PCR se usaron en total. Los productos de PCR fueron analizados

.

en un gel de agarosa al 3%.
CLONAJE

Los productos amplificados se clonaron en el pldsmido perll (apéndice D)
utilizando el kit de " TA cloning " de Invitrogen para la ligacién. Después de verificar los

productos via electroforesis en un gel de agarosa al 3%, se utilizaron 3 ul de cada

reaccién de PCR, para ligar directamente en el vector perll a 12 °C por 12-14 horas con
4 U de T4 ligasa.

Se utilizaron células E. coli DHS5o competentes de BRL para la transformacién de
las construcciones mencionadas. Se incubd 3 i de la ligacion anterior con 50 pl de

células DH5a por 30 minutos a 4°C. Posteriormente las muestras fueron incubadas a
37°C por 20 segundos e inmediatamente se pusieron a 4°C por 2 minutos. Més tarde se
afiadio a las muestras 0.95 ml de medic de Luria-Bertani; estas se incubaron y agitaron
a 37°C por una hora. Finalmente se concentraron las células y estas se aplicaron a

platos de agar con penicilina (100 pg/ml} y X Gal («100 pg/ml). Solo las colonias blancas

(vs azules) tenian la posibilidad de contener las construcciones correctas. La seleccién
de la bacteria que contenfa el plasmido correcto fue hecha a través de técnica de
Birnboim (31). Después de restringir las clonas con EcoRl e identificar aquellas que
contienen el fragmento correcto, estas fueron secuenciadas mediante el método de

Sanger (dideoxy), usando el " Sequenace " kit de USB (32).
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RTPCR

EI RNA fue aislado de los riﬁoneé dé ajolotes normales 6 de embriones de ajolotes
normales en un estadio en donde los mesonefros y las génadas ya habran sido
establecidas y en donde ya se habian iniciado los eventos de induccién necesarios para
el desarrollo de las extremidades (33). El RNA fue aislado utilizando el método de CsCl
descrito en Sambrook et al (31). Se realizaron reacciones de RTPCR utilizando el RNA
mencionado y oligonucledtidos degenerados pero conservados del gen WT1 (apéndice
E). Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes: wti= 5'-
AAGYTRTCCCAYTTRCAGATG -3', el cual representa una secuencia 3' del séptimo
"zinc finger"; wt2= 5'- GAGCAGCTGAGAAACGICCITTCATGTG -3', el cual representa
una secuencia 5' del séptimo “"zinc finger"; wid= 5'- ACCTGTATGAGTCCTIGTRTG -3',
el cual representa una secuencia 3' en el noveno "zinc finger". Wt1 y wit3 producen un
fragmento de 216 pb, mientras que wt2 y wt3 producen un fragmento de 277 pb.
Clave: R= A,G; Y= C,T; I= Inosina

EL cDNA se produjo al utilizar el kit "SuperScript Preamplification System" de BRL
que consiste en transcribir en reversa el RNA usando transcriptasa reversa y
posteriormente RNAse H para destruir cualquier molécula de RNA presente. Por lo tanto
se incubd 1ug de RNA de cada tejido con 1l de "random hexamers”" (50 ng/ul) a 70°C
por 10 minutos. Estas reacciones fueron colocadas en hielo inmediatamente después de
la incubacién. 2ul de buffer de sintesis 10x (Tris-Hcl 200 mM pH 8.4, Kcl 500 mM, MgCl,

25mM y BSA 1 mg/ml), 1 pl de mezcla de dNTP 10mM, 2 pl DTT 0.1M y 1 ul de
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"SuperScript RT" (200 U/ul) se afiadieron a cada reaccién y se dejaron incubar a 26 °C
por 10 minutos y luego a 42°C por 50 minutos. Las reacciones se detuvieron 'al
incubarlas a 90 °C por 5 minutos. Posteriormente las muestras fueron incubadas por 20
minutos a 37°C con 1ul de RNase H (2uU/l).

Se utilizaron 2-5 ul de las muestras de RT para las reacciones de PCR. Las

condiciones del PCR fueron las siguientes: dNTPs 200 uM, MgCl, 1.5 mM, oligoprimeros

a 4 uM, Taq a 2.5 U, tris-Hel 10mM y KCI 50mM. Los ciclos que se usaron fueron los

siguientes: Desnaturalizar inicialmente por 3 minutos y posteriormente por 45 segundos,
templar a 50°C (30 sec) y extender a 72°c por 45 sec. Se utilizé una extension final a
72°C por 5 minutos. 35 ciclos de PCR se usaron en total. Los fragmentos obtenidos han
sido clonados en el vector perli como se describié en la seccién anterior. Las clonas
fueron estudiadas a través de anélisis de restriccién con la enzima Ecorl. Las clonas
fueron secuenciadas utilizando el méto.do' de Sanger con el " Sequenase " kit de USB
(32).

Para estudios de expresidn de wt1 en "s", se aislé RNA de rifiones de animales
"s" y de animales normales a través del método de CsCl (31). Reacciones de RTPCR se
formularon como se menciond anteriormente. Las bandas obtenidas fueron verificadas

de ser del tamafio esperado de 277 pb (usando los oligonucledtidos wi2 y wi3).
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DISCUSION

E! mutante ajolote Short toes 'ha.mostrado una deficiencia en su capacidad
regenerativa, lo cual lo expone como un modelo ideal para estudios en el area de
regeneracién de extremidades. Las manifestaciones més prominentes en estos mutantes
durante el proceso regenerativo son: la apariencia anormal, gruesa‘y ondulada de la
membrana basal y el material extracelular en exceso que se observan en el cono
regenerativo (16). Estas dos caracteristicas podrian interferir con la interaccion y
comunicacién normal entre el epitelio y el mesénquima y por lo tanto los procesos que
deberian proceder después de la formacién del blastema no toman lugar. La importancia
de fa interaccion intima entre estos dos tejidos es ejemplificada en estudios donde la
capa epidérmica se ha removido del resto del cono regenerativo defando a la masa de
células mesenquimales del blastema "expuestas. Este procedimiento inhibe la
continuacién del proceso regenerativo (6).

Ei hecho de que la cola de estos mutantes regenera normalmente a diferencia de
las extremidades, propone que estos dos procesos ocurren independientemente y que
posiblemente utilicen mecanismos distintos. Esto podrfa implicar que la falta de
capacidad regenerativa en las extremidades de "s" esté intimamente relacionado con
el desarrollo de este tejido. Por lo tanto, el defecto que consecuentemente ha afectado
el desarrollo de "s", estd probablemente asociado con la capacidad regenerativa de estos
mutantes.

En este estudio se analizaron las manifestaciones del ajolote mutante Short toes,
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las cuales incluyen el desarrollo anormal de sus extremidades al igual que de su sistema
urogenital. Las anormalidades més prominentes en las extremidades de "s" consistieron
en la reduccién y/o ausencia de elementgs del esqueleto. Los rifiones mostraron una
desorganizacién del tejido en sf al igual que reduccién de fa cantidad de glomérulos
funcionales y aparicion de vacuolas. Igualmente, en los ductos se detectd una
desorganizacion del tejido en general e interrupciones entre las diferentes estructuras.
Los ovocitos de "s" mostraron vacuolas en el citoplasma, interrumpiendo esta estructura.
interrupcién de interacciones entre tejidos diferentes es una de las caracteristicas que
predomina en Short toes.

La asociacién de anormalidades entre los rifiones, el sistema reproductivo y las
extremidades no es unico a Short toes. En ciertos pacientes con Tumores de Wilms,
defectos en el desarrolio de su sistema reproductivo al igual que nefroblastomas se han
observado (34). Similarmente en la muitacidn de " limb deformity * (Id) en ratén se han
asociado anormalidades en el desarrollo de las extremidades con anormalidades en el
desarrollo de los rifiones. En estos mutantes, el desarrollo de sus extremidades es
afectado por la interrupcion de eventos que ocurren durante el desarrollo temprano de
estas. Las anormalidades incluyen reduccidn y fusién de huesos distales (ulna, radio),
de carpos, metacarpos y digitos, al igual que total ausencia de digitos post-axiales
(35,36,37). Estas anormalidades son muy parecidas a las que se observan en mutantes
"s". Las anormalidades mencionadas pueden ser atribuidas a la malformacién de la capa
apical ectodérmica durante el desarrollo de las extremidades. Se sabe que esta

estructura es responsable de mantener el establecimiento propio del eje y de las

.
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interacciones entre la epidermis y el mesénquima (38). Estas manifestaciones estdn
acompafadas por aplasias en los rifiones. Otro ejemplo de la intima relacién entre el
desarrollo de los rifiones y de las extremidades proviene de estudios en gallina en donde
los mesonefros se han destruido via laser durante el temprano desarrollo de este animal
(39). Estos estudios mostraron una inhibicion en el desarrollo de las extremidades o un
desarrollo anormal de las extremidades, implicando un estimulo inductivo proveniente de
los mesonefros necesario para el desarrollo de las extremidades. Tomando estos
resultados en consideracion, se podria sugerir gue en "s" la presencia de un defecto a
nivel de células progenitoras comunes de estos tres diferentes tejidos: rifiones,
extremidades y sistema reproductivo podria explicar las manifestaciones en Short toes.

El gradiente de severidades en "s" se podria explicar en varias maneras. Existe
la posibilidad que el gen 6 los genes responsables de esta mutacién sea ¢ sean gen 6
genes maestro(s) y que dependiendo, ya sea en el tipo de defecto en el gen, su ndmero
de copia, 6 su nivel de expresién afecten los animales diferentemente. Otra posibilidad
es que el fondo genético de estos mutantes sea lo suficientemente variado que afecte
la penetracién de "s".

Estudios moleculares en este sistema se han concentrado en el andlisis de genes
que participan en determinacién de linajes (21) o que estén implicados en enfermedades
que afecten érganos similares a los afectados en “s" (25,34). Inicialmente se utilizé una
sonda que contiene una caja homedtica en estudios de RFLP. Genes con cajas
homedticas han sido asociados con mecanismos de diferenciacién y de determinacién

linajes y patrones durante el desarrollp de organismos (20,21,22). Los resuitados del
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RFLP muestran la existencia de dos fragmentos polimérficos que se encuentran
presentes en los mutantes y heterocigotos pero no en animales normales. La clonacién
de estos fragmentos polimérficos y el subsecuente andlisis de estos, aportara informacion
importante para continuar caracterizando este mutante.

Las similitudes entre las manifestaciones del mutante Short toes y las
manifestaciones de la enfermedad de Tumor de Wilms, al igual que los patrones de
expresion del gen wt1 durante el desarrollo del sistema urogenital (humanos y ratén) y
durante el desarrollo de las extremidades (ratén), atrae a la posibilidad de que el gen
del tumor de Wilms se encuentre afectado en "s" (24,25). En la mayoria de pacientes con
Tumor de Wilms, se han detectado supresiones en el gen de wtl. Sin embargo, en 10%
de los casos, en una condicién que se llama Sindrome "Denys-Drash *, se han detectado
mutaciones puntuales en la regién de zinc fingers de wt1. Los pacientes con Sindrome
"Denysh-Drash”, ademas de poseer nefroblastomas, también exhiben anormalidades en
su sistema genita! (34). Por lo tanto, como estudio inicial, se ha clonado parte del gen
de wt1 en ajolote. Se ha encontrado que el mensaje de wt1 se encuentra presente en
los rifiones de los ajolotes normales al igual que en los rifiones de los mutantes "s".
Existe la posibilidad que el gen de wt1 en "s" se encuentre mutado y que esta mutacién
afecte la estructura y/o funcién de la protefna que codifica, como lo ocurre en el
sindrome de " Denysh-Drash *. Futuros estudios se concentraran en la clonacion de w1
de "s" y en el andlisis de expresién cuantitativa de wt1 en los diferentes tejidos afectados

en ugh
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CONCLUSIONES

R La mutacién del ajolote Short toes pudiera estar involucrado en la ¢cascada de
eventos que ocurre a partir de las interacciones epitelio- mesénquima gue se

observan durante el desarrollo temprano de los organos afectados.

I La mutacién del ajolote Short toes pudiera estar asociada con un defecto en un

gen o genes conteniendo una caja homedtica.

ll.  El gen de Tumor de Wilms se encuentra expresado en los rifiones de ajolotes

normales y en los rifiones de Short toss.
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PRESPECTIVAS

1. Los estudios que se han propuesto ayudaran a elucidar aspectos moleculares
involucrados en la mutacién del ajolote "Short toes". Por lo tanto estos estudios
podrian aportar informacién relevante en las dreas del desarrollo de! sistema

urogenital, del desarrollo de extremidades y del sistema regenerativo.

2. Estos estudios ayudardn a establecer al mutante "Short toes" como un modelo
para estudios moleculares en el area de regeneracién de extremidades en

anfibios.

3. Si es que se llega a establecer una relacién entre el gen de Tumor de Wilms y
ei factor de "s", entonces estos estudios podrian contribuir con un modelo animal

para estudiar la enfermedad de Tumor de Wilms.
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FIG. 1 RFLP de ADN aislado de ajolotes normales (+/+), mutantes (s/s) y
heterocigotos (+/s). EL ADN fue digerido con la enzima Hinfl. Se utiliz6 la
sonda repetitiva de Noptothalmus viridescens D6. No se observé ningiin
polimorfismo. 1-5 = s/s; 6,89 = +/s; 7 = +/+.,



FIG. 2
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RFLP donde el ADN fue digerido con la enzima Hinfl. Se utiliz6 la sonda
Ahox1 de ajolote. Existen dos bandas polimérficas presentes en los ajolotes
mutantes (s/s) y en los heterocigotos (+/s), pero no en los ajolotes normales
(+/+). Este analisis contiene 5 diferentes mutantes de la misma familia, 2
hermanos de "s" (heterocigotos) y 3 ajolotes normales. Las flechas sefalan las
bandas polimoérficas (3.5 kb @ 2 kb).



FIG. 3
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Esta figura muestra el mismo Southern Blot hibridizado con dos diferentes
sondas: (A) Se utilizo la sonda completa de Ahox1l; (B) Se utiliz6 solo la
secuencia 5° de Ahox1 sin la caja homedtica. Las flechas sefialan las posiciones
donde las bandas polimérficas se deben localizar. Notar que al usar solo la
secuencia 5° de Ahox1 (B) las bandas polimérficas no se detectan. Mutantes
= (s/s), heterocigotos = (+/s), normales = (+/+). Ah= Plismido que
contiene Ahox1; F= Plasmido que contiene Formina.



FIG. 4

PCR usando ADN aislado del fragmento polimérfico (3.5kb) de un ajolote "s"
y oligos degenerados de las regiones mas conservadas de genes con cajas
homedticas. Se amplificé un fragmento de 130 pb (flecha). (-) = control
negativo, el cual contiene todos los reactivos menos el cADN.



FIG. 5

RTPCR usando ARN aislado de rifiones de ajolotes normales, al igual que de
embriones de ajolote normales (estadio 38). Se amplificd un fragmento de 216
pb cuando se utilizaron oligos semi-degenerados de las regionmes maés
conservadas del gen del Tumor de Wilms (WT1). E = embrién; R = rifion;
(-) = control negativo, el cual contiene todos los reactivos menos el cADN.



AXOLOTL WTI (216pb)

AAGTTGTCCCATTTGCAGATGCACAACCGAAAGCACACAGGTGAA 45
K L S H L Q@ M H N R KH T G E

AAGCCGTACCAGTGTGATTTTAAGGATTGTGAGCGGCGATTTTCC 90
K P Y @ ¢ D F K D CERIR F S

CGTTCCGACCAACTCAAAAGACATCAAAGAAGACACACAGGTGTG 135
R 8§ b L K R H Q R R HTT G V

AAACCATTCCAATGTAAAACCTGTCAGAGAAAGTTCTCTCGATCT i80
K P F Q C K T C Q@ R K F S8 R S

GATCATTTGAAGACCCACACCAGGACTCATACAGGT 216
D HL XK THTTRTMHT G

FIG. 6 Secuencia parcial del gen axWT1 obtenido a través de RTPCR usando ARN
de rifiones de ajolotes normales. Incluye del séptimo al noveno "zinc fingers",



% de identidad ADN AA
con axWT
WT1 HUMANO 84 97
WT1 GALLINA 92 97
WT1 90 99
COCODRILO
WT1 XENOPUS 83 99
FIG. 7 Comparacién de la secuencia parcial de axWT1 con las secuencias de Wtl

en otras especies al nivel ADN y al nivel aminoacido.



FIG. 8

Presencia del mensaje de axWt1 en los rifiones de los ajolotes normales y en
los rifiones de "s" a través de reacciones de RTPCR. Se amplificaron bandas
de 277 pb en ambas muestras. Como control positivo y estandard interno se
amplifico parte del gen de la proteina ribosomal de ajolote = RP. + =
ajolote normal; s = ajolote mutante; - = control negativo, conteniendo todos
los reactivos menos el cADN.



APENDICE

44



Proc, Nuail. Acad, Sci. USA
Vol. 89, pp. 5502-5506, June 1992
Developmenta! Biology

The mutant axolotl Short toes exhibits impaired limb regeneration
and abnormal basement membrane formation
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ABSTRACT The mutant axolotl Short toes develops with
abnormal kidneys, Mullermn ducts, and ||mbs and provides
one of the few experi for d 1 studics
in amphibia. The present paper describes another deviation
from this animal’s normal physiology, which is very charac-
teristic of the wild type: amputated limbs of Short toes fail to
regenerate, A blastema is formed but differentiation does not
occur. Detailed histological analysis provides evidence of ab-
normal formation of the basement membrane and accumula-
tion of extracellular matrix within the blastema, which could be
attributed to an imbalance of extracellular matrix and base-
ment membrane proteins. The basement membrane develops
much thicker and is convoluted in the arrested blastema of
mutant animals. In contrast to the limbs, the tails of Short toes
regenerated normally with no apparent abnormalities. No
gross genomic aberrations have been detected between normal
and mutant DNA, indicating that a large deletion or insertion
is not likely to be the cause of this mutation.

The isolation and characterization of genes that regulate
pattern formation and differentiation during embryonic de-
velopment in different organisms are of vital importance in
elucidating the molecular mechanisms underlying these pro-
cesses. Two ways to approach this problem are to create
developmentally affected mutant organisms—i.e., transgenic
mice—or to simply find these types of mutants as they occur
in nature and perform detailed molecular analyses. The limb
deformity mutation created in transgenic mice by insertional
mutagenesis is an excellent example of how the study of such
a mutation has added to our understanding of what genes and
what events can possibly be involved in the development of
limbs in mammals (1). Equally important have been the
studies of homeobox-containing genes in Drosophila mu-
tants, where several genes have been mapped as develop-
mentally controlling master genes (2, 3).

The use of mutant organisms can be extended to the study
of one of the most fascinating phenomena that takes place
during adulthood of many amphibians—namely, limb regen-
eration. Urodeles, which have the ability to completely
regenerate their limbs after they are amputated, undergo a
unique series of events upon amputation. First, a wound
epithelium is formed, followed by formation of a mass of
undifferentiated mesenchymal cells called the blastema.
When this blastema reaches a certain size, a basement
membrane is formed (2-3 weeks postamputation) in the
intersection of the wound cpithelium and the blastema. This
epithelium- hyme might give signals to
the blastema cells to begin the process of differentiation, thus
giving rise to the missing parts. The whole process can take
2-3 months depending on size, age, and species (4-6). The
availability of mutants with impaired limb regeneration could
provide an important tool and could be used to dissect the
molecular mechanisms controlling this phenomenon and its

absence in higher vertebrates. Until now, mutations that
affect amphibian limb regeneration have not been reported.

A naturally occurring white axolotl mutant, called Short
toes (s), has been found to show abnormal development of
limb and urogenital elements. In addition, Humphrey (7)
reported that regeneration of such abnormal limbs is affected
so the regenerates do not possess the same number of bones
as the parental limb. These characteristics make this animal
a prime subject for developmental as well as limb regencra-
tion studies. Short toes mutants possess a lethal recessive
mutation that affects the normal development of their limbs,
Mullerian ducts, and kidneys. These axolotls rarely reach
sexual maturity and usually die within 1 year from renal
disfunction; however, there have been exceptions to the time
of death (7-9). The most-affected skeletal components of the
developing limb are the fingers and toes, showing a signifi-
cant reduction in size as well as almost complete absence of
phalanges. Many of these mutants also have abnormal car-
pals and metacarpals and showed a reduced size on the major
bones of the limbs (7, 8). The abnormalities of the affected
organs are not the same in all mutant animals. They differ in
severity, which correlates with the time of death. The most
severely affected animals dic first and the less affected ones
die 2-3 months later. The degree of severity follows the same
pattern in all affected organs of an individual—for example,
the most-affected animal has the most-affected limbs, Mul-
lerian ducts, and kidneys (unpublished data).

Since detailed studies of the regenerative capacity of the s
mutant have not been performed, we decided to undertake a
detailed histological analysis of the process of limb regener-
ation in these mutant axolotls to explore the probable events
that take place during such a process. In addition, to under-
stand molecular events and to characterize genes involved in
limb regeneration, we have initiated genomic studies by
Southern analysis of restriction fragment length polymor-
phisms.

Our studies show that limb regeneration is impaired in the
mutant limbs, while tail regeneration is not. This finding
makes Short toes the most suitable mutant for the study of
limb regeneration at present. The inhibition of regeneration
seems to be related to abrormal formation of the basement
membrane and extensive production of extracellular matrix
material within the blastema. Furthermore, the initial restric-
tion fragment polymorphism studies show no apparent gross
genomic differences between mutant and control animals that
might be connected to the s mutation.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Axolotls were obtained from the Axolotl Colony
(Indiana University, Bloomington). We received two ship-
ments of Short toes: one in Sep(ember 1990 (five animals; all
SIblmgs 6 months old) and the other in September 1991 (two
of unknown age and rcl:monshlp)

‘The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. This article must therefore be hereby marked “advertisement™
in accordance with 18 U.S.C. §1734 solely to indicate this fact,
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Histological Analysis. Ali extremities of seven mutant Short
toes and five normal axolotls were distally amputated. Sam-
ples of regenerates were collected at 2, 3, 5, 6.5, 11.5, 13, 14,
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and 16 weeks. These samples were fixed in Bouin's fixative,
decalcified in 5% trichloroacetic acid, and embedded in
paraffin. Serial sections (8 um) were cut for all samples and -
collected in gelatin-coated slides. Sections were stained with
hematoxylin and eosin, periodic acid/Schiff reagent, or Go-
mori's trichrome. The latter two specifically stain for base-
ment membrane and some extracellular matrix components.
Immunohistochemical Analysis, Paraffin-embedded sam-
ples and frozen samples were longitudinally cut at 6-8 pm.
Paraffin sections were deparaffinized in xylene and passed
through an ethanol gradient. Sections were preincubated in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 5% normal goat
serum and were then incubated with the primary polyclonal
antibody at 37°C for 1 hr. The primary antibodies were
directed against the whole molecules of collagen type IV and
laminin (1:50 dilution) [kindly provided by Hynda Kieinman
(National Institutes of Health) and Eva Engvall (La Jolla
Cancer Research Foundation)). Laminin was purified either
from murine Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) sarcoma (10)
or from L2 rat yolk sac tumor (11). Collagen type IV was

Prac. Natl, Acad. Sci. USA 89 (1992) 5503

puriﬁéd from murine EHS sarcoma as described for laminin
(10). Reactivity of these antibodies with muscle membranes
and basement. membranes in newts and axolotls has been

. demonstrated in other studies (12) and by us (unpublished

data), The samples were washed three times with 1x PBS and
afterwards they were incubated with fluorescein isothiocy-
anate-conjugated goat anti-rabbit IgG (Cappel Laboratories)
for 1 hr at 37°C. The samples were washed three times with
1x PBS, mounted in 90% (vol/vol) glycerol/10% PBS, and
observed under a fluorescence microscope.

RESULTS

Limb and Tail Regencration in s Mutants. Twenty-seven s
limbs and 20 normal axolotl limbs from animals =6 months
old were amputated distally at the ulna-radius level and were
observed at time intervals up to 16 weeks. Samples were also
collected at different stages/times for histological analysis.
Limbs from wild-type axolotls regenerated normally, forming
a large cone by 2 weeks postamputation and initiating the

FiG, 1.
(a) Magnified image of » showing thin b:
regenerate is quite large and has alread

Hematoxylin and cosin staining of regenerates. (¢ and ) Normal regeneriting limb from a wild-type axolotl 3 weeks postamputation.
ent membrane (arrowheads) between epithelium and underlying blastema. (x55.) () Note that the
tiated the process of differentiation, evident by the presence of cartilaginous tissues (arrowheads).

(%20.) (¢) Regenerating limb from 2 mutant animal 3 weeks poslumpulalion. Note reduced size of the cone and lack of differentiated cells.

Arrowhead indicates aregion of ab extr matrix d

. This was also confirmed by Gomori's and periodic acid/Schiff staining.

(x20.) (d) Blastema from a mutant axolot! 11.5 weeks postamputation, where the cone has been arrested with no signs of differentiation and
displaying extensive extracellular matrix (arrowheads). (x55.) (¢) Blastema from a mutant 11.5 weeks postamputation showing an abnormal
basement membrane (arrowhead). The membrane is thick and convoluted. (X105.) Dashed line denotes amputation plane.
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differentiation process at =3 weeks, which was apparent by
the condensation of prechondrogenic cells (Fig. 15). By 6
weeks, these axolotls were completely regenerated. On the
other hand, regeneration of the limbs from the mutants was
halted at the early to midcone stage. The cone formed as early
as 2 weeks, but it never developed into a palette (Fig. 1 ¢ and
d). In some cases, the blastema was enlarged up to the age
of 16 weeks, which was the time of the last harvest. Histo-
logical analysis of mutant regenerates showed that the base-
ment membrane, which usually appears right before differ-
entiation begins, was abnormal (Fig. 1 d and e). Even though,
in early stages, this basement membrane morphologically
resembled the one from the wild-type control, it later showed
(after 6.5 weeks) an invasive behavior, moving inward toward
the blastema itself. Finally, morphologically it also became
convoluted (Fig. le). Careful inspection of our histological
sections revealed that such an abmormal formation of the
basement membranes, like the one shown in Fig. 1e, was not
an artifact due to the sectioning angle. This specific anatom-
ical feature observed in the mutant could be the consequence
of the irregular formation of the blastema cone that failed to
develop and, therefore, compressed the internal structures,
In the arrested blastema of the mutants, abundant synthesis
of extracellular matrix was apparent (Fig. 1 cand ). Inall but
3 (of 27) limbs that we analyzed, no obvious signs of differ-
entiation were apparent. Those 3 limbs, even though they
showed signs of differentiation, never regenerated the whole
missing part, but rather an amorphic structure was formed
6-8 weeks postamputation, These 3 limbs (all forelimbs)
belonged to the second group of mutants that we received and
the difference might be due to the younger age of the animals,
The regeneration process was very similar in all the other
mutants and did not differ according to the severity of the
limb abnormality.

Tail regeneration in the s mutants, interestingly enough,
showed a quite normal process of regeneration, somewhat
later than in the normal animals and displaying no apparent
histological abnormalities (Fig. 2). Soon after amputation, a
blastema cone was present in both sets of animals. As early
as 2 weeks, the regenerating tails displayed differentiation of
new tissues including cartilage. The controls were completely
regenerated by 6 wecks, while the mutants took longer (8-9
weeks). No abnormalities in formation of basement mem-
brane or other extracellular matrix components were appar-
ent.

Immunohistochemistry. Paraffin or frozen sections from
regenerating mutant and wild-type limbs ranging in time from
2 to 11.5 weeks postamputation were stained with anti-
laminin and anti-type IV collagen antibodies, which are the
main proteinaceous components of basement membranes.
Histologically, the basement membrane is built 2-3 weeks
postamputation in both cases. Our results showed that these
antibodies reacted with the same tissues in control and
mutant blastema (Fig. 3). In other words, both laminin- and
type 1V collagen-related molecutes were present in abnormal
basement membrane despite the use of paraffin or frozen
sections. The pattern of expression was the same in normal
and mutant limbs. During the early stapes of blastema for-
mation, epithelial cells synthesized the two proteins exten-
sively, as can be judged from the intensity of staining.
Specifically, therc is a clear gradient of the expression in
epithelium of tissues stained with anti-laminin antibodies;
cells in closer proximity to the mesenchyme synthesized
more protein, while cells closer to the distal tip of the
epithelium synthesized less or no protein (Fig. 3 a and ¢).
Strong staining with both antibodies was also present in the
outermost layer of the epithelium, the keratinized layer. This
most likely was due to nonspecific staining of the antibodies.
A fine lining at the border between the epithelium and the
mesenchyme and where the basement membrane will be

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992)
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FiG. 2. (a4) Regenerating tail 4 weeks postamputation from a
wild-type axolotl with advanced differentiation of cartilaginous ele-
ments (arrowheads). (X10.) (4) Regenerating tail from an 5 mutant 4
weeks postamputation showing differentiation of cartilaginous ele-
ments (arrowhead). Dashed line denotes plane of amputation. Base-
ment membrane in both cases appears normal, (X7.) Hematoxylin
and eosin staining.

formed is evident as early as 2 weeks postamputation (Fig. 3
a—d). This lining coincides with the upper layer of the
basement membrane, the Jamina rara (13). In later stages,
mutant regenerates—35 weeks (Fig. 3f) and 6.5 weeks (Fig.
3e)—depicted a more-defined staining of the basement mem-
brane with collagen type 1V and laminin, respectively. By
this time, the wild-type axolot] had formed digits and also
showed similar patterns of staining (data not shown; see also
ref. 12 for laminin). These results provide evidence that
synthesis of proteins related to the two main proteins of the
basement membrane does occur and, while they exclude the
possibility of mutations affecting the synthesis of laminin or
type 1V collagen, they do not rule out the possibility of
structural abnormalities in these proteins or in other proteins
of the basement membrane, such as heparin sulfate proteo-
glycan and entactin, Similarly, a defect in regulation of the
genes coding for proteins of the basement membrane should
not be ruled out. Similar patterns of immunostaining were
detected in tails from control and mutant animals (data not
shown).

Genomic Analysis of s DNA, Preliminary genomic analysis
of mutants and normal axolotls was performed through
Southern blots with a newt repetitive sequence probe, kindly
provided by J. G. Gail (14). DNA from five different s
mutants (all siblings; male and female), two white axolotls,
possibly heterozygous (siblings with the mutants; one male
and one female), two wild-type black axolotls (one male and
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Fic. 3. Immunofluorescence staining of regencrating limbs depicting the border between wound epithelium (e) and the blastema. ()
Regenerate (2 weeks) from a wild-type axolotl stained with anti-laminin antibody. Note extensive staining in the epithelium (e), especially in
those celis closer to the basement membrane, which by now is being dcpusilcd (arrowheads). (h) Wild-type blastema (2 weeks) stained with
anti-collugen type [V antibody. indicating slrnnggr slmnlng whcrc 1hc .ls:.mcnl nu.mbr.mc is bunx, formv.d (-lrrowhcdd:) («) Mutant llmb
blastema (2 weeks) stained w i
syn(hesuc basement membrane (drrowhwds) () Mllldnl Ilmh (" \Vu.l\s) slmm,d with anti- cull.xgun type IV .mubudy lnlcnslve staining is seen
inthe border between cmlhcllum and bl the presumptive t membrane (arrowheads). (e} Mutant limb blastemu (6.5 weeks) stained
with anti-laminin antibody. indicating a stronger staining of b membrane (arrowheads). Epithelium is stained weakly, (/) Mutant limb
blastema (S5 weeks) stained with anti-collagen type 1V antibody, denoting strong staining in epithelitm and in components of basement membrane

{arrowheads). a-d and fare frozen sections; ¢ is a paraffin section. {x105.)

one female), and two white axolotls with no sign of the
mutation for five gencrations (one male and one female) was
prepared and digested with several restriction enzymes,
including BamHI, EcoRl, Pst 1, Hae 111, and Hinfl. In all
cases, no conclusive polymorphism was detected, suggesting
that gross chromosomal aberrations such as insertions or
deletions might not be present in the s mutant. These results
imply that the Short toes® defects could be the outcome of a
point mutation(s) or a consequence of abnormal regulatory
events.

DISCUSSION

Limb regencration in Ambystoma mexicanum is a well-
studied phenomenon, where complete limbs regenerate
within weeks to months after amputation {depending on the
size and age of the animal), Short toes, the s/« lethal recessive
mutant, on the other hand, follows an interesting pattern of
regeneration. Humphrey (7) has reported that these mutants
could undergo partial limb regeneration after their limbs had

been amputated, regenerating most of the missing parts, but
missing either whole fingers or just phalanges. We found that,
in cantrast with Humphrey's observations, when the limbs of
these animals were amputated, =90% of the limbs showed
that their regenerative process was halted at specific stages
just before differentiation. This difference could be attributed
to the following reasons: (/) Humphrey's amputations were
performed in younger animals (3 months old), while we
performed our amputations in animals at least 6 months old
{except the three animals that were of unknown age and
relationship to the others), suggesting that age may play arole
in the mechanisms of action of such a mutant gene(s). (i)
Since the batch of mutants used for our experiments was from
a much later generation than Humphrey’s, it is possible that,
as these alleles are passed through successive generations,
the severity of the mutation increases. Such a possibility
could be high since we have noticed that the degree of limb
abnormalities varies among different mutants, ranging from
mild (affecting only very distal limb parts) to severe (affecting
more proXimal regions as well) (unpublished data). Such a
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case could indicate that several different mutations involving
progressively stronger alleles cause deletions of discrete
anatomical structures. On the other hand, this variation
among the mutants could also be attributed to a gene dosage
effect.

During development, this mutation affects the limb struc-
tures of axolotls in the proximal-distal axis and, therefore,
there might be a gradient requirement for s activity in the
developing limbs (unpublished data). A similar case can be
observed in the Distal-less (D) mutation in Drosophila. The
difference, however, is that in DIl progressively stronger
alleles do not cause deletions of discrete structures in a
simple distal to proximal series as in s, but parts are lost
concomitantly so that the different regions of the limb are still
present but are fused together and reduced in size (15). A
homeodomain-containing protein is the product of DI,

The limb deformity mutation {(/d) created in transgenic
mice by insertion of the myc oncogene revealed that the
disrupted gene encodes a nuclear protein called formin.*
Developing /d limbs show abnormalities in the apical ecto-
dermal cap, a structure involved in proper establishment of
the axis and epidermal-mesenchymal interactions (16). The
limb abnormalities and the renal aplasia caused by that
mutation share some similarities with s; therefore, the pos-
sibility of a formin involved in s mutation should be taken into
consideration in future studies with this mutation.

The failure of these mutants to undergo differentiation
during limb regeneration might be explained by the fact that
the basement membrane develops abnormally, interfering
with the normal interaction and communication between
epithelium and mesenchyme. Disruptions of these interac-
tions by removal of the wound epithelium result in inhibition
of regeneration (17-20). In addition, in newt regenerates, the
administration of potent chemical carcinogens retards for-
mation of the basement membranc and cventually interferes
with the normal regenerative process (21). Interestingly, the
thick convoluted morphology of the basement membrane and
excess extraceilular material in the blastema resembiles the
one that can be formed in retinoic acid-treated nonregener-
ating double posterior zecugopodia and that seemed to have
interfered with the normal epithelial-mesenchymal interac-
tions as reported by Stocum and Crawford (22). Mutant
regenerates also depicted abundant accumulation of extra-
cellular matrix material, which could be also interrupting
normal cell—cell interactions and eventually interfering with
differentiation events. In contrast, during tail regeneration,
the basement membrane of mutants developed intact and no
abnormal accumulation of extracellular matrix material was
detected. Taifs regenerated were somewhat delayed but
perfectly normal. These results suggest that the different
regenerative capabilities of the salamander might not be
linked to a single unique mechanism. Therefore, we have a
mutation that affects only limb regeneration, depicting ab-
normalities in formation of the basement membrane and
overproduction of extrace!lular matrix components within
the blastema. Since laminin- and type 1V collagen-related

*Jackson-Grusby, L., Vogt, T. F. & Leder, P., 50th Annual Sym-
posium of the Society of Developmental Biology, June 20-23, 1991,
Milwaukee, abstr.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992}

molecules were detected in the epithelium and the abnor-
mally thick basement membrane, it is possible that the s gene
product regulates expression of the genes encoding proteins
of the basement membrane. In this study, we only examined
the expression of collagen type 1V and Jaminin. The possi-
bility that other proteins of the basement membrane and
extracellular matrix components, such as heparin sulfate
proteoglycan, entactin, fibronectin (12), and/or hyaluronate
(23) arc affected, as well as enzymes regulating their turnover
(23), exists and should be tested.

Limb regeneration studies can greatly benefit from analysis
of mutant animals such as that discussed in this paper. Our
studies demonstrated that the s mutant is a suitable system
for limb regeneration studies and that important information
can be generated. The s mutation is a powerful tool to
pinpoint and characterize genes involved in the process of
differentiation as well as other key events during limb regen-
eration, a field awaiting a genetic breakthrough. Additional
genomic studies, using different restriction enzymes and
techniques on identification and subsequent cloning of frag-
ments showing polymorphism(s), are nceded,

We thank Drs. Hynda Kleinman, Eva Engvall, and Joseph G. Gall
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ANALYSIS OF THE MUTANT AXOLOTL SHORT TOES

PANAGIOTIS A. TSONIS, KATIA DEL RIO-TSONIS
and CHARLES H. WASHABAUGH

Laboratory of Molecular Biology, De partment of Biology,
University of Dayton, Dayton, OH 45469-2320

Genetics and Limb Regeneration

The field of amphibian limb regeneration is awaiting a molecular
breakthrough. Isolation of genes involved in this process is of vital
importance in order to understand the mechanisms of the phenomenon
and its restriction to some urodele species. The identification and
utilization of mutants is the most efficient way to isolate the gene(s)
responsible for a certain trait. Drosophila genetics is the best example
of how screening for mutations has led to the isolation of genes
responsible for many developmental events. Similarly, cloned animal
models or transgenic animals have also offered alternatives to the
isolation of particular genes. The question that we have undertaken to
investigate is how feasible (or how realistic) is to work with a mutant
salamander which as opposed to the wild type does not regenerate its
limbs. Such an idea seems at a first thought impossible. Newts or
salamanders are not cloned, they do not mature and mate well in the
lab and they do not, therefore, provide the best material for transgenic
studies. The only species that is bred is the mexican axolatl
Ambystoma mexicanum, but mutations that solely affect limb
regeneration are not known. Our initial idea was that an animal with
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a mutation affecting the development of the limbs would be a good
candidate since in many instances the developing limb bud and the
regenerating blastema show biochemical and morphogenetic similarities
(data is now accumulating indicating that they are not entirely the same
biochemically or at the molecular level), Such an animal, the Short roes,
is available and regularly bred in the Axolotl colony, at Indiana
University.

The Short roes has been identified and examined by Humphrey in 1967.
Humphrey reported that the anima! develops with abnormal kidneys,
underdeveloped ducts and abnormal limbs. Detailed histological
analysis of the affected organs was not presented. Humphrey also
reported that regeneration of 3 months old larvae limbs was affected
with fingers missing. We decided to examine limb regeneration in
older Short toes because young animals might show regenerative
abilities that would not exist at later times. Several amphibia show
good regenerative properties when they are very young but their
abilities are not present after metamorphosis or complete development,

For our experiments we used 6 months old Short toes. The limbs were
amputated at the mid ulna-radius level and blastema were fixed for
histology at times intervais from 1 week to 16 weeks post amputation.
The removed limbs at the time of amputation were processed for
anatomical analysis by staining with Victoria Blue B. Similarly, kidneys,
ducts, ovaries and testis were isolated for detailed histological analysis.

Limb Regeneration in Short foes

Out of 27 mutant limbs examined in the present study only 3 showed
some signs of regeneration. The rest 24 did not regenerate at all.
Histological analysis showed that blastema formation proceeded in the
mutant limb for about two weeks, but no differentiation of the
blastema occurred. The most striking, however, feature of the
blastema was the abnormal formation of the basement membrane. In
the controls (normal wild type) a basement membrane was built as
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socn as two weeks post amputation (Fig. 1). This did not differ from
the mutant at that time. However, as time passed the membrane
became convoluted and thick in the mutant limbs. Histological sections
of the arrested regeneration cones stained with Gomori’s showed very
clearly this abnormality as well as enormous accumulation of
extracellular matrix material (Fig. 2). In contrast with the limbs, tail
regeneration proceeded normally but slightly delayed. For complete
account on this topic see Del Ric-Tsonis et al, (1992) and Mescher
(this volume). '

Histological Features of Affected Organs

The general impression after examining all the affected organs and
tissues of the mutant is that the severity of the abnormalities are not
the same in all afflicted animals, The mutation ranges from mild to
severe. This was true for all affected crgans in an individual, The time
of death correlates with the degree of abnormalities with the most
affected animals losing their lives first. The mutant kidney was
characterized predominantly by the disorganization of the glomeruli
and the surrounding tubules. Egar and Jarial (1991) have reported an
electron microscopy study showing abnormalities in the proximal
tubules of the mutant animals. The number of tubules especially in the
most affected animals were very low, the glomeruli virtually absent and
cysts present throughout the kidneys. The limbs also showed
anatomical variability,. While the less affected ones lacked the
metacarpals, others had fingers, carpals and even ulna or radius
missing. The Mullerian ducts of the female displayed disorganization
of the mucosal layer and absence of the columnar mesothelial cells, an
abnormality also prominent in the male ducts. Sections through the
ovaries of the Short roes indicated widespread cystic appearance of the
eggs. The testis of the mutant showed no apparent defects. From the
above mentioned abnormalities it seems that an important
manifestation of this mutation might be the disruption of epithelial-
mesenchymal interactions.
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Laminin Expression

The apparent abnormalities in the epithelial-mesenchymal border of
the regenerating blastema and the ducts as well as the nature of the
abnormalities in the kidney, a tissue rich in basement membranes
prompted us to examine expression of laminin and collagen type IV
which are the major proteinous components of this membrane. For
this we used two different polyclonal antibodies for laminin {one was
provided by Dr. Eva Engvall, designated L1 in Table 1, and the other
provided by Dr. Hynda Kleinman, designated as L2). The polyclonal
antibody to collagen type 1V was provided by Dr. Hynda Kleinman
(ref. for antibodies: McGarvey et al, 1984; Engvall es al, 1983; Gulati
et al, 1983). The reaction of these antibodies with the different tissues
was tested under different conditions of fixation and the results are
summarized in Table 1. As can be seen in Table 1, L2 showed
interaction with the epithelial cells and the basement membranes in the
mutant and the wild type limbs despite the methaod of fixation, while
L1 reacted only in frozen sections (see also Del Rio-Tsonis ef al, 1992).
However, the reaction in the kidney differed between the mutant and
the wild type especially when L1 was used. In fact only L1 reacted
positively with wild type kidney tubules. This reaction was not
observed in the mutant when paraffin sections were employed (except
in tubules from one animal). The reaction was seen when the tissue
was fixed with PFA but the distribution of the antigen in the tubules
differed between the wild type and the mutant (see Tabie 1 for
detailed account of these differences). The results presented in Table
1 could suggest that particular forms of laminin could be differentially
regulated in the kidney and in the limb of the mutant. The possibility
exists that the antibody might recognize a structural modification which
might be related to the diseased state. This is mainly sugpested from
the differential reactivity of the same antibody, L1, to kidney tubules
depending on the fixation conditions. At any rate, we believe that the
abnormal expression of laminin in the kidney is a good molecular
marker for this disease and more extensive studies are necessary. The
antibody to collagen type IV showed not good reactivity in general with
the kidney tissues.
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Table 1
L1 L2 Col IV
C +9 - -
Paraffin M 2 _ ‘
C +b - +b,d
Kidne:
Y Frozen M _ _ nd
C +a,b - -
PFA M +4 nd nd
C - +€ +°
Paraffin
Blastema M - +° +°
C + + +
Frozen M + + +

Immunohistochemistry of Jaminin and collagen type IV antibodies (see
text) with kidney and blastema. + indicates positive reaction and -
negative. a: The reaction was confined in the inner periphery of the
tubules. b: the reaction was confined in the outer periphery of the
tubules (membrane propria). ¢c: The reaction was confined in the
epithelial cells closer to the mesenchyme with intense staining in the
cells lining at the border when the basement membrane is synthesized
and in the basement membrane, d: The reaction was very faint. PFA:
paraformaldehyde, C: control, M: mutant, nd: not determined, The
reaction of L1 to the mutant kidney was very faint and only in a few
tubules, The question mark indicates that tubules from one mutant
animal showed some reactivity (see text).
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Figure I A two-week blastema from a wild type animal stained with
PAS (Periodic Acid Schiff) showing the epithelial-mesenchymal border
and the basement membrane X 10.
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b i ;
Figure 2 Sections through regenerating limbs from the mutant axolotl
Short toes stained with Gomori’s. a: 11.5 weeks post-amputation. b:
13 weeks post-amputation. Note absence of differentiation with
presence of abnormal basement membrane. The membrane is
convoluted and much thicker (arrows). Note also presence of
extracellular matrix material in the blastema depicted as gray in a black

and white picture. The dashed line represents the level of amputation
X 10.
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A Useful Mutation for Limb Regeneration?

Our analysis on the regenerative abilities of the S/ort toes indicated
that limb regeneration was, indeed, impaired. The observation makes
this animal a unique specimen for identifying the pene(s) that might
play a role in the regencrative process of the limbs. The fact that
blastema is formed, however, does not let us hope of isolating the gene
that is involved in tissue dedifferentiation, a key process during limb
regeneration. To what extend the mutation is the cause or the effect
on the impaired limb regeneration is not known at the present time.
Nevertheless, we have at hand a limb regeneration mutant that could
provide valuable information, which cannot otherwise be obtained. We
believe that with the limited sources on mutations in amphibia, the
Shon ices story should be pursued rigorously at the molecular level in
order to understand fundamental events during limb development,
regeneration and development of the urogenital system.

Genomic Analysis

Preliminary studies invalving restriction fragment length polymorphism
(RFLP) have been initiated using as a probe a newt repetitive probe
(Epstein and Gall, 1987) provided by Dr. J.G. Gall. Our Southern
hybridization analysis of DNA restricted with 5 different enzymes
(BamHI, EcoRl, Pstl, Haelll and Hinfl) showed no apparent
polymorphism. This could indicate that the mutation is not likely to be
the outcome of gross chromosomal aberrations such as insertions or
deletions, Rather, these results imply that point mutations or abnormal
regulatory events might be the cause of the Short toes mutation.
Further analysis with more enzymes and probes is necessary to
consolidate this conclusion.
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ABSTRACT We describe a detailed histological analysis of the affected or-
gans in the Short toes (s) mutation of the Mexican axolotl, Ambystoma
mexicanim. The s mutant animals displayed a variation in the response to the
mutation such as the time of death and the degree of abnormalities of the
affected organs (limbs, kidneys, ducts, and reproductive structures). In addi-
tion to the numerous histological abnormalities characterized here, we also
examined the presence of laminin-related molecules in s mutant kidney tissues
to elucidate further the nature of the renal aplasia these animals encounter as a
result of this recessive lethal mutation. Our data suggest that there may be a
disruption in tissue interactions necessary for proper development and function-

ing of the affected tissues.

Among amphibians, a few natural mutants
are known, and transgenic models have yet
to be established. In one urodele, the Mexi-
can axolotl, naturaily occurring developmen-
tal mutants have already been identified and
briefly characterized (for review, see Arm-
strong and Malacinski, '89). One of these
mutants, called Short foes, was first de-
scribed by Humphrey (°67). He characterized
these animals as having skeletal (limb) and
urogenital (kidney and Miillerian duct) abnor-
malities, the latter causing the lethality of
the trait (see also Egar and Jarial, '91). In
our previous studies (Del Rio-Tsonis et al.,
'92; Tsonis et al,, '93) employing 6-month-
old animals, we noticed other interesting
characteristies in the Short toes mutation.
These animals not only display the abnormal
development of their forelimbs and hind-
limbs (Humphrey, ’67; Martin and Signoret,
'68), but they also lack the ability to regener-
ate both fore- and hindlimbs, while tail regen-
eration is normal (Del Rio-Tsonis et al., '92).
In similar studies it has been seen that
younger s mutants show some regeneration
{Mescher, '92), Within the developmental ab-
normalities, we also noted a variability in the
severity of this recessive lethal trait among
the s mutants, This variability encompasses
the presence/absence of urogenital struc-
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tures and the severity of the renal aplasia as
well as that of the missing skeletal elements
in the developing limbs. In this paper, we
present a detailed analysis of the affected
organs in s mutants. Furthermore, our previ-
ous work with the regenerating limb indi-
cated an abnormal formation of the base-
ment membrane, so we decided to examine
the expression of laminin, a major compo-
nent of basement membranes in kidneys (So-
rokin and Ekblom, '92).

MATERIALS AND METHODS
Animals

Sibling animals (five s mutants and five
controls; 10 ¢cm and 18 ¢cm, respectively) were
obtained from the Indiana University Axolotl
Colony, where they are routinely produced
from heterozygous crosses, and were main-
tained in isolated containers at room temper-
ature in a 20% Holtfreter’s solution. All devel-
oped limbs for each animal were removed,
fixed in Bouin’s fixative, processed for stain-
ing with Victoria blue B, and then photo-
graphed, Animals were sacrificed later (3-4
months), when excessive swelling, loss of ap-
petite, and deterioration of gills were evident.
A control sibling of the same sex was sacri-
ficed at the same time as each of the s mu-
tants,
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ed antirabbit IgG) for T hour at 37°C. flﬁélly} -

Histology and immunostaining

The kidneys and reproductive organs, both
of which develop in symmetrical pairs, were
excised, and one was fixed in Bouin’s fixative
for pm‘afﬁn processing, while the other was
fixed in 4% paraformaldehyde and frozen in
OCT compound for cryosectioning. Serial lon-
gitudinal or cross sections (8 um) were cut
for frozen and paraffin-embedded tissues.
Representative paraffin tissue sections were
then stained with one of the following: Gomo-
ri's trichrome, periodic acid Schiff-orange G
{PAS-0), or hematoxylin and eosin for histo-
logical observations. For immunchistochem-
ical staining, paraffin-embedded tissues were
deparaffinized in xylene and hydrated to 1x
PRBS via a graded ethanol series. At this point
the frozen and paraffin tissues were treated
the same. Slides were preincubated with PB-
SNGS (1 x PBS; 5% normal goat serum) and
then incubated for 1 hr at 37°C with the
primary polyclonal antibody (1:50 dilution;
generous gift of Dr, Eva Engvall), which was
directed against the whole molecule of lami-
nin (reference for antibody: see Engvall et
al.,, '83). Subsequently, the sections were
washed thrice in 1x PBS and then incubated
with the secondary antibody (FITC-conjugat-

the samples were rinsed thrice in 1x:PBS,
mounted in"90%. glycerol’in -PBS,’ and ‘ob.
served with ﬂuorescence mlcroscopy

. RESULTS" )
Morplwlogy and Instology of aﬁhcled ttssues
Limbs

Five different s mutants showed diversity
in the extent of the abnormalities, while each
of the four limbs per animal was similarly
affected. This is depicted in Figure 1A-F
where representative s mutant limbs were
stained with Victoria blue B and compared to
the control limb, The apparent loss of struc-
tures is limited not only to the digits/phalan-
ges (Fig. 1C-F) but also to the short bones
(i.e., radius-ulna, tibia-fibula). Fusion of car-
pals/metacarpals and tarsals/metatarsals was
apparent in s mutant animals and absent in
all 20 control limbs examined from five indi-
viduals.

Kidneys

Overall, the mutant kidneys were much
smaller in size compared to the controls; the
smallest kidneys came from the most af-
flicted animal, which also displayed the most

Fig. 1. Ambystama mevicanum, Morphological analy-
sis of limb development in the short toes and contrel
axolotls using Victoria blue B stzining. A: Six month
contral axolot] hindlimb displaying proper formation of
the phalanges (p), the tarsals (1), and metatarsals (m).
B-F: Representative s mutant limbs removed at 6
months. Notice the appcarance of the least affected s

F

mutant (B) displaying reductions in the number of meta-
tarsals and length of the phalanges. C-F: Variation in
the severity of the limb mutation among the remaining
animals. In each of the limbs the tarsals/metatarsals are
absent and the size and number of the phalanges is
grently reduced ns well 0s the overall number of toes. x4.

-

I



Fig. 2. Ambystoma mexicanun, Seetions through the
short toes and control axolotl kidneys. A: Control kidney
section depicting the detailed structure of the glomeruli
() und tubules (1), Bt Slightly aflecied mutant axolot}
kidney, in which there were more functional glomeruli
present compared to the other mutants, C: A severely

ufflieted axolotl, which hud no functional glomeruli pre-
sent and a high occurrence of eysts (e) in the tissue, These
kidneys were much smaller than those of the controls,
Avrowhends in b and ¢ indieate necumulation of blood
cells. All seetions stained with Gomeri's trichrome. »x20.
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~deformed limbs. The kidneys of the least
affected s mutants were almost normal in
appearance, only slightly smaller in size, and
" similarly the limbs were the least deformed.
When the kidneys were sectioned for histol-
ogy, there was an apparent structural break-
down of the glomeruli in the kidneys of the
severely affected mutants. There were very
few functional glomeruli present compared
to the control animals (Fig. 2A). In Figure
2B, this animal was slightly affected and dis-
played many large functional glomeruli
within the kidneys. One severely afilicted
animal displayed an extreme case of deterio-
ration in the kidneys in which there were no
structurally normal glomeruli present, leav-
ing a cystic appearance to the kidney tissue
(Fig. 2C). Although the kidneys of the s mu-
tant animals retained proximal and distal
convoluted tubules and collecting ducts, there

was an overall disorganization of the kidney
tissue, most notably of the tubules and ducts
in relation to the glomeruli, Strong inflamma-
tion was apparent in the tissue along with
the accumulation of blood cells.

Reproductive organs

The ducts (both male and female} were
structurally distorted in the s mutants while
the control ducts were normal (Fig. 3A,C).
The mutants displayed a wide variation in
structure, which ranged from the lack of
ducts to severely dysfunctional abnormali-
ties (Fig. 3B,D). Figure 3B depicts the male
Wolflian duets of an s mutant, which were
much smaller in size compared to control
Wolffian ducts. Deterioration of the colum-
nar mesothelial cells and a compacted appear-
ance of the vascular arcas were apparent.
The Miillerian ducts from an s mutant were

Fig. 3. Ambystoma mexicanum. Cross sections of rep-
resentative reproductive ducts from control and s mutant
axolotls, A Control Wolflian ducts, displaying the charae-
teristic columnar mesothelial cells (em}, which form an
interior border. B: Mutant Woliffian duets showing u
breakdown in the vascular structure und the deteriora-

tion of the columnar mesothelial cells tem). C: Female
control Miillerian ducts with normal structure, while the
mutant female (D) depicts a severe breakdown of the
vaseular structure as well as loss of the columnar meso-
thetinl cells (arrowheads) that line the lumen of the
ducts.
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smaller and had a thread-like appearance.
Within the lumen of the Miillerian ducts,
there was a marked breakdown of the overall
structure such that the ciliated columnar
epithelial cells that line the lumen were ab-
sent (Fig. 3D). Control Miillerian ducts were
normal, as depicted in Figure 3C.

The ovaries and testes were immature in
the s mutants. Mutant testes were histologi-
cally normal, with no gross aberrations pre-
sent (not shown). The s mutant ovaries devel-
oped to approximately stage IT oocytes {staged
according to Hausen and Riebesell, '91), and
they were abnormal compared to control oo-
cytes at similar stages. The mutant cocytes
were polycystic, as depicted in Figure 4A,B.
This polycystic phenotype was displayed in
all the female s mutants examined and in no
oocytes of the control siblings.

Laminin expression in s mutant kidneys

Kidney tissue consists of basement mem-
brane containing structures and has been

Fig.4. Ambysfornamexicanten. Sections through con-
irol nnd mutant ovaries stained with Gomori’s tri
chrome. A: Control stage 1V ovaries, displaying normal
structure. B: Mutant ovaties, with the apparent cyst-like
structures (¢) present. Almost all developing oocytes
within the ovaries of the s mutants had this polyeystic
appearance. X25.

found to express developmentally regulated
laminin (Ekblom et al., "90). Since the s mu-
tants displayed apparent renal aplasia, and
since in our previous work we found abnor-
malities in the basement membrane of the
regenerating limb (Del Rio-Tsonis et al., '92),
we examined the expression of laminin as a
first step towards a biochemical marker. As
was noted previously, the kidneys of the s
mutants were in disarray; however, the struc-
tural integrity of the tubules present within
the afflicted tissue remained intact for s mu-
tants, Within the proximal and distal convo-
luted tubules, noteworthy structures include
the inner brush border in proximal convo-
luted tubules and the outer membrane pro-
pria. As can be seen in Figure 5A,D, the
control kidneys expressed laminin-related
molecules in a regular manner in the proxi-
mal and distal convoluted tubules, in the
membrane propria, and in the inner periph-
ery (depending on fixation). In tissues fixed
for paraffin sectioning, laminin expression
was confined to the inner periphery of the
tubules (Fig. 5A), whereas, in the frozen PFA-
fixed tissues (Fig, 5D), laminin was detected
in both the inner periphery and the mem-
brane propria. However, in the s mutants
(Fig. 5B,E), laminin was virtually absent re-
gardless of fixation. A background yellow color
was always present in s mutant kidneys, but
it is not a sign of a positive reaction.

DISCUSSION
Variability of the s mutation in different
individuals

The limbs of the s mutants developed ab-
normally and failed to regenerate (Del Rio-
Tsonis et al., ’92). In addition to these, we
observed other abnormal features: 1) severe
renal aplasia indicated by excessive inflamma-
tion, disorganization and presence of cysts in
the kidneys, 2) structural breakdown of the
Miillerian ducts (female) and Wolflian ducts
(male), 3) polycystic nature of the developing
oocytes, and 4) lack of expression of laminin-
related molecules in the kidneys.

In view of these results, the common abnor-
mality seems to be a disturbance in tissue
interactions. This was observed in the Miille-
rian ducts and Wolffian ducts, where the
columnar mesothelial cells were disrupted
(Fig. 3), and may also be the reason for the
disorganization of the kidney tissue and the
limb blastema (epithelia—mesenchyme inter-
actions; Del Rio-Tsonis et al., 92). The pres-
ence of cysts in the kidneys and in the devel-
oping oocytes was also prominent. The cysts



5. Anthystoma mexicanum, Lamini
presston i control and mutant axoloth Kidney s

Immunostaining using parattin sections: wild- tape AL
mutant iB), negative u-mrul mutant (Cr, Note that in
paratlin wild-type scetions staining oeewrred only in the
inner periphery of the tubules wrrowheadst. PFA fixed
frozen scctions: wild-type (D), mutant 1B, Staining can
he seen in the inner periphery and alzo in Uhe outzide

membrane imembrane propriny depicted Ty the arrow-
Beads, In the mutant, no apparent staining in the mem-
brane propriv was observed. while slight expression can
be seen in the inner nwmln.nu- Negative wmmL for
wild-type frozen sections « i
while the stractural integrity ‘of the tubules in hoth
wild-tvpe and = mutant frozen seetions wart intact when
stained with hematoxvlin and eosin and obsepved. = 100,
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of the kidney resemble in structure cysts that
have been observed in kidney diseases, such
the autosomal dominant polycystic disease
(ADPD} (Grantham et al., ’87). Epithelial
cells have been thought to play a central roie
in the etiology of ADPD (Grantham et al.,,
'87; Hartman, '89). Therefore, disturbance
of tissue interactions might be involved in
the cysts observed in the s mutants.

These animals displayed a widespread vari-
ation in phenotypic response to the muta-
tion. This was first noted in the developing
limbs, which varied from the loss of only
phalanges to the loss of carpals/tarsals and
even some of the short bones (see Fig. 1). The
severity of the renal aplasia likewise was
variabie. Animals with the best limb develop-
ment had the least severe kidney abnormal-
ity and contained more functional glomeruli
and ducts (Fig. 2B), while those with the
most limb abnormality had the most affected
kidneys with few functional glomeruli and a
higher incidence of cysts (Fig. 2C). The time
of death also is correlated with the degree of
abnormalities, the most afRicted died first
(8.5 months of age), and the least afflicted
died Jast (11 months of age). The variable
manifestations we observed may be the re-
sult of a dosage efTect of the s gene product,
but this is yet to be studied.

Expression of laminin-related molecules

The kidneys of the axolotl are large, pos-
sessing functional units, the nephrons. Kid-
ney tissue is surrounded by basement mem-
brane containing structures such as the
glomeruli along with their associated tubules
and ducts. Molecules such as laminin, colla-
gen IV, and heparin sulfate proteoglycan are
key components of these basement mem-
branes (Gulati ¢t al., '83). The loss of one of
these key molecules may cause severe alter-
ations depending on the role it plays in the
kidney, In the amphibian kidney, the major-
ity of the water reabsorption occurs in the
proximal convoluted tubules (Deyrup, '64).
We observed laminin-related molecules in
both the proximal and distal convoluted tu-
bules in control animals, while expression in
the mutants was mostly absent in all tubules,
indicating severe down-regulation or absence
of a particular laminin isoform. Many lami-
nin isoforms exist; however, within the kid-
ney, a certain isoform consisting of Bl, B2,
and A chains is expressed mainly in the devel-
oping epithelial cells, while other isoforms
that lack the A chain are expressed in some of
the adult kidney basement membranes, espe-

cially of the glomeruli (Ekblom et al., ’90;
Sorokin and Ekblom, *92). Epithelia of the
proximal tubules in adult kidney have been
found to retain the A chain epitope in the
basement membrane (Ekbiom et al., ’90).
Alternatively, masking of an epitope in the s
mutant is possible. Laminin-related mol-
ecules may aid in the reabsorption of water in
a regulatory manner such that the lack of
laminin (or more so a specific chain) may
result in the inability to control the reabsorp-
tion of water in the tubules. Absence of lami-
nin-related expression secems to be n good
molecular marker for this diseased tissue.

The gene(s) responsible for the s mutation
may be regulated early in the developmental
process in a particular cell lineage (mesoder-
mal) that gives rise to urogenital and limb
structures. A similar example is the limb
deformity (/d) gene in mouse identified
through transgene insertion of the c-myc pro-
tooncogene (Woychik et al., '85, '90). 'This
mammalian mutation also has the character-
istic renal aplasia, and the Iimbs develop ab-
normally. Interestingly, the apical ectoder-
mal ridge formation is not normal in /d
mutants (Zeller et al., '89). The possibility
that the short toes mutation is the amphib-
ian counterpart of the mammalian /d muta-
tion requires an amphibian candidate gene
for comparisen. Studies on the identification
of possible candidate gene(s) are currently
underway, and these may enable us to iden-
tify the precise developmental stage at which
the s gene elicits its control over the develop-
mental processes pertaining to the formation
of the alorementioned structures, allowing a
complete understanding of the effects of this
mutation.
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. Comments for pCR™)}

3932 base pairs — ®
Lac Z gene: bases 1-571 II// ln Vltl’ ’ gen
m promoter: bases 239-255 CORPORATION

iple Cloning Site: bases 269-381
T7 promoter: bases 388-407
F1 origin: bases 572-986
Kanamycin resistance: bases 987-2114 '
Ampicillin resistance: bases 2133-2992
ColE1 origin: bases 3182-3765

M13 Reverss Primst Sp6 Promoter
ICAG GAA ACA GCT ATG Agc ATG ATT ACG CCA AGC :IAT TTA GGT GAC ACT ATﬂ GAA
GTC CTT_TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG A TA AAT CCA CTG TGA TAT|CTT

Nsil Hindlll Kpnl! Sacl BarH!i  Spel
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstXl EcoRlI EcoR| EcoRV
GCC AGT GTGCTGGAAWCGGCAGCX:GMTTCTGJAGATAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA
Aval
PaeR7!
BstX| Notl Xho! Nsil Xbal Apal

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG{CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG_ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer M13(-40) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA{CTG GCC GTC GTT TTA (JAA CGIT CGT GAC TGG GAA AAC
\TCACTCA@ATAA GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GQTT GC|A GCA CTG ACC CTT TTG /

The sequence detailled above
represents the pCR™I! vector
sequence with a PCR® product
inserted TA Cioning™. Note
that the pCR™ Il vector sequence
listed in the following pages is
modified at the unique EcoH [ site
during __ preparation for TA
Cloning™ so that the inserted PCR
product is flanked on each side by
EcoR | siles, as shown above.

V2.8-130629s8
* Performance of the poly chain on ("PCR") Is d by one or mors of the
following U.S. Patanta:” Nos, 4,683,202, 4,683,195, and 4,809,818 issued ©o Cetus
o frman. d Roche Molecular

b4

Corporation and owned and kicensed by He! . Inc, ani
Systems, Inc. Purchase of any of Invitrogen's PCR relatsd products doss hot convey
ficonse to use the PCR process coversd by thess patents, Purchasers of an
Invi n's PCR related products must obtain a Ecense to use the PCR process befol
using the product.
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