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Purpose and Study Method: Nurrl :s a member of the ruclear receptor superfamily of transcription
factors that is expressed predominantly in the brain. The purpose of this work was to elucidate
the Nutrl function. The specific aims of this proposal were as follows: (1) Nual gene
character:zation, (2) analysis of the spatio-‘emporal expressicn pattern of Nwrl during
dovelopmient and (n the adult mousc brain by 1 site hybridization | (3) gencration of niice that
arc nomozygous for a null mutation of the Nurr) gene and (4) phenotypic characierization of
Nutr ] mutant mice by immunohistochemistry and @ sifu hybridization. 1o gencrate the mutant
mouse medel lacking of Nurr]l we used the genes inactivation technology by homologous
recombination in embryonic stem cells. To identify apoptotic cells, we vsed the trevigen
apuptotic cell system in situ kit from Trevigen. We previously isolated the Nurrl gene from a
mousc zenomic library and determined its structural orgamzation.

Conclusions and Contributigns: We found that Nwr! pene is approximately 7.6 kb long and is
organized into 8 exons. The onset of Nurrl expression in the brain ocurrs at embryonic day
10.5 and 18 localized in the intermediate laver of the neuroepithelivm. In the adult the Nurrl
expression - was locabzed predoanrantly in the hypothzlamus, thalamus, veatral midbrain,
brain cortex, hippacampus, cerebellum and limbic system. The Nuirl inactivating mutation is
lethal, the homozygous mutant mice do not survive the furst day aiter burth. These mice iack of
the striatal doparing neurotransmitter and of the dopaminergic neurons in the substantia nigra
and ventral tegmental area, the dopaminergic cell markers tyrosing hycroxylase and 1.-aromatic
amino acid decarboxylase were absent in these neurnns, We demonstrate¢  that the role of
Nurrl in dopaminergic cell develapment ‘s specific to the ventral midhrain wheie it is essential
to :nducc tinal differentiation of ventral mesencephalic dopaminergic precursor nicurons info 2
dopamirergic phenctype as well as fur survival of thesc late dopaminergic precursors.
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nuclearcs gue se expresa predominantemerte en el cersbro. Con el proposita de descifrar la
funcion de Nurrl se (1) caractetiz¢ el pen Nurrl, (2] se determing su patrdn de expresion durante
el desarrollo embrionario y en el cerebro del rawin adulto mediante hibridacion in sitx, (3) se
abtuvo un medeln animal con £l gen Nuri 1 mutado y (4) se analizé ¢l fenotipo mutado mediante
inmunohistequimica ¢ hibridacion ja sitic. Para gencrar el modelo animal carente de Nurrl se
utilizo la tecnologia de inactivacion de genes mediarte recombinacién homdloga cn células
madre etbrionarias. Para esto el pen Nurrl se aislo de un banco pendmico de raton y se
deterniing su organizacion estructural. Parz identificar células en apoptosis, utilizamos un kit de
dereccion in sitw de céluias en apoprosis de Trevipen.

Conclusiones y Coatribuciones: Encontramos que este gen es de aproximadamente 7.6 kb y cstd

organizado cn 8 exones. Encentramos gue la expresién de Nurrl anicia a los 10.5 dias del
desarrollo embrionario, ¥ se localizd en la capa intermedia del neuroepitelio. Bt el adulto Nurrl
se expreso principalmente en el hipotalamo, tilamo, region ventral mesencefilica, corteza
cerebral, hipocampo, cerebelo y sistema imbicao. La inactivacion de esle gen es letal, ya que los
ratones homocigatas para esta mutacién se murieron en el primer cfa de vida. Estos ratones
carcevn de! nourctransmisor dopamina en ¢l cuerpa estriado y presentan ausencia de neuronas
dopaminétgices cn la region ventral mesencefalica. kn esta rezién, se encontré que hubo una
pérdida de la expresior. de los genes encargados de la sintesis dc dopamina; tirosina hidroxilasa y
L-descarboxilasa de los aminodcidos aromatices. Demostramos que Nurrl  particina
especificamente durante el desarrollo de las reuronas dopaminérgicas mesencefalicas ventrales,
donde induce el fenotipo dopaminérgico a partir de la diferenciacion de células precursoras y es
esenc.al para la supervivencia de estas precursores. Ademas, este modelo anima, gencrado ticne
un gran potencial para ¢! estudio de enfermedades ncurodegenerativas,
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la actualidad se han descubierto y caracterizado un gran numero
de genes, como los que codifican para receptores, factores de transcripeion,
neuropéptidos, entre otros. El analisis detallado de estos genes, ha permitido
determinar homologias entre ellos y clasificarlos en familias. Una de ellas
es la superfamilia de receptores nucleares, que es la familia mas numerosa
que se conoce de factores de transcripcién en eucariotes y controla una

variedad de procesos del desarrollo, fisioldgicos y del comportamiento™ ™.

Por otru lado, ¢l desarrollo de las técmicas de ingenieria genélica ha
facilitado la creacidn de ratones “Knock-out” (KQ), en los que por
recombinacion homologa se inactiva ¢l gen deseado. Estos ratones
manipulados genéticamente son excelentes modelos de enfermedades
humanas y animales, representan una poderosa herramienta en los ensayos
de toxicologia y farmacologia modemos, y constituyen una piez4 bdsica en

los estudios de fisiologia de los mamiferos. En el presente trabajo se



obtuvieron ratones KO Nurrl; es decir, ratones con la funcion de Nurrl

ausente,

1.1 Superfamilia de receptores nucleares

Los receptores nucleares que son activados por hormonas esteroideas
(estrogenos, progesterona, glucocorticoides, mineralcorticoides v
andrégenos), tiroideas y ciertas vitaminas solubles en grasa (vitamina D,
acido retinoico, 9-cis acido retinoico y ecdisona) son un prototipo de esta
familia de factores de transcripcion. Estos factores de transcripcion una vez
que se unen a su ligando, alteran €l fenctipo celular al unirse a secuencias
reguladoras especificas de DNA, y activan la expresion de una serie de
penes blanco’. En los altimos afios se ha obtenido informacién importante
acerca de las caracteristicas estructurales que requiere tener un receptor para
unirse al ligando, dimerizar, unirse a secuencias de DNA especificas y
activar la transcripcion del pen blanco®, La secuencia de union al DNA estd
determinada por una region de aminoacidos fueriemente conservada que
contiene dos dedos de zinc en su estructura, que es la principal
caracteristica de esta familia de factores de transcripcion’’, El alto grado de
conservacion de aminodcidos dentro de esta regidn de receptores nucleares,

se ha explotado para generar sondas de DNA que son utilizadas para



tamizar bibliotecas de DNAc (DNA complementario al RNAm) de
diferentes tejidos y espcceies, con cl objeto de aislar nuevos miembros de la
familia de receptores nucleares. Mcdiante ¢l uso dc esta cstrategia se han

identificado mds de 30 diferentes subfamilias de receptores nucleares™’.

La propiedad de los receptores nucleares de poseer una region de
unién al DNA y ser factores de transcripcidn, indica que todos los
miembros de la superfamilia reguian la expresién de genes, interactuando

. 8.9, ’ »
ya s€a COIIO IMONOIeros (0] dlmerosm 14

con secuencias especificas de
DNA activantes en cis (sobre las regiones contiguas), de las cuales se
conucen dos tipos: AGGTCA y AGAACA™®. Aunque los factores de
transcripcion activados por ligando, como por ejemplo los receptores para
esteroides y retinoides, son los miembros mas caracterizados de la
superfamilia, algunos receptores nucleares pueden unirse a dicho DNA cis-
activante y regular la transcripcion a través de estos elementos de una
manera independiente de!l ligando, ya sean como factores de transcripcion
activos en forme constitutiva™" o cuando son activados por fosforilacion®®
2 A muchos de estos receptores se les ha determinado cual es su ligando,
sin embargo existe un vasto grupo de receptores cuya funcién y ligando se

desconocen todavia v a los cuales se les denomina “receptores huérfanos”,

Por su distribucion durante el desarrollo embrionario y duracion de su



expresion, se cree que estos receptores huérfanos desempenan funciones

importantes cn ¢l desarrollo de los tejidos y cn la fisiologia celular.

La identificacion de secuencias especificas de union al DNA que son
reconocidas por receptores huérfanos, ha dado lupar a la busqueda de genes
que conticnen en su region promotora dicha secuencia y los cuales serian
genes blanco potenciales que pueden ser inducidos en su expresidn por el
receptor huérfano activo. Estos genes blanco proveen la primera pista para
determinar la ruta fisiclogica regulada por estos factores de transcripcion.
Ademds, a diferencia de la mayoria de los receptores, ellos son también
producios de genes inmediatos tempranos cuya expresion puede ser
inducida diferencialmente en respuesta a una variedad de estimulos

: e 2426
extracelulares, incluyendo factores de crecimiento™ ™,

27 2,30

i Ayh lipeptidicas®
NEUrotransmisores y hormonas polipeptidicas

1.2 Subfamilia Nurrl

Uno de estos receptores huérfanos es el factor de transcripcion
NURRI. El DNAc que codifica para este receptor huérfano NURR! fue
aislado de una biblioteca de DNAc de cerebro de ratén’ . NURR! (también
llamado RNR-1¥? y NOT”) es muy similar a dos receplores nucleares

adicionales: NUR77* (también llamado NGF1B/NI10/NAK-12%335)y



NOR-1 (también llamado MINOR/TEC**?), Estas tres proteinas
constituyen una subclase de receptores nucleares que funcionan como
factores de transcripcion y al parecer no requieren de un ligando para ser

29,32,37.3%

transcripcionalmente activos Los miembros de la subfamilia

NURRI/NUR77/NOR-1, se agrupan como la subfamilia NURRI. Estos
genes poseen un patrén de expresion caracteristico y también presentan un
traslape de expresion en algunas regiones del cerebro y durante su
desarrollo’'. Mientras que la expresién de NURR1 parece estar restringida a
tejido del cerebro de raton en el estado adultc y durante su desarrollo
embrionario, la expresion constitutiva de NUR77 y NOR-1 esta distribuida
ademds del cerebro en algunos tejidos periféricos’ **’. De este modo,
mientras la expresion constitutiva de NURRI1 esta restringida al tejido
cerebral en el adulto, su expresidn puede ser inducida en otros tejidos en
respuesta a estimulos extracelulares. Por ejemplo, se ha encontrado
expresion de NUR77 en células de linfocitos T suftiendo apoptosis*,
expresion de NURRI en la corteza suprarrenal en respuesta a la
estimulacion por adrenocorticotropina® y en células de higado en
regeneraci(')n3 Al menos una de las tres proteinas, NUR77, ha demostrado
ser una fosfoproteina que es fosforilada en respuesta a diferentes sefiales

42 . e
extracelulares™. En algunos casos, se ha demostrado que la induccidn de



estos receptores nucleares estd relacionada con cambios en el [enotipo
celular mediados por sefiales extracelulares acopladas a la transcripcion de
genes regulados por receptores nucleares. De esta manera, la induccion de
Nur?7 por la hormona adrenocorticotrofica (ACTH) en celulas de [a corteza
adrenal regula el proceso de esteroidogénesis mediante la induccion de la
enzima esteroide-21-hidroxilasa”. De tal manera que tanto la expresion
constitutiva como la inducible y la modificacion covalente dc cstos factores
de transcripcion contribuyen en su papel funcional especifico de tejido y en

su respuesta a sefiales extracelulares.

Las 3 proteinas, NURRI1, NUR77 y NOR-1 son similares en mas del
90% de aminoacidos en su region de union al DNA, incluyendo las regiones
conservadas de las cajas P 'y A", Se ha demostrado que estas cajas son
requeridas para la interaccion monomérica con la secuencia de DNA cis-
activante AAAGGTCA, la cual contiene la secuencia AGGTCA y dos
residuos A adicionales “rio arriba”. Esta sccuencia es rcconocida por las 3
proteinas y sirve como un potenciador funcional especifico para mediar la
activacion transcripcional de manera constitutiva de un gene blanco

. - 43 43 44
artificial*’>%**

. Posteriormente, sc demostrd que tanto NURRI1 como
NUR?77 heterodimerizan con el receptor 9-cis 4cido retindico, RXR, y de

esta manera son activos en la via regulada por retinoides al unirse con la



secuencia AGGTCA, cuando esta organizada en dos secuencias repetidas
en forma directa®. Estas observaciones indican que los micmbros de la
subfamilia NURRI/NUR77/NOR-1 tienen la capacidad de interactuar entre
cllos y de regular la transcripeidn de genes blanco que traslapan y pueden
funcionar redundantemente si son expresados en las mismas células. De
estc modo, los andlisis celulares y fisiologicos que se realicen para
examinar las funciones de NURRI deben tomar en cuenta la posibilidad de
que NUR77 y NOR1 pueden estar presentes y proveer funciones traslapadas

EN es1os sistemas.
1.3 Estrategias Experimentales

Desde los afios 80’s cuatro estrategias experimentales generales se han
utilizado para determinar las rutas fisioldgicas que son reguladas por
receptores huérfanos. La primera consiste en determinar el patrén de
expresion temporal v espacial de receptores hu€rfanos durante el desarrollo
y en tejidos adultos. En caso de ser restringido, este patron de expresién
proporciona informacion importante acerca de los procesos del dqsarrollo 0
fisioldgicos en los que pudieran estar involucrados receptores huérfancs, y
por lo tanto se puede saber que dreas seran afectadas por la delecion de

determinado receptor huérfano. La segunda estrategia consiste en explotar



la gran similitud de las regiones de union al DNA de receptores nucleares
para predecir o seleccionar mediante un tamizaje, variaciones especificas de
la secuencia de DNA cis-activante que se une in vifro a receptores
huérfanos especificos y activan la transcripciébn dc genes blanco
artificiales®™*. Como se indicod arriba, la identificacion de genes que son
coexpresados con receptores huérfanos especificos y cuyos promotores
contienen cstas sccucncias ha conducido a la identificacion de importantes

29,47.48
. La tercera

blancos fisiologicos para algunos dc estos receptores
estrategia consiste en utilizar métodos de tamizaje para identificar ligandos
que regulan la actividad de receptores huérfanos. Esta estrategia es la mas
dificil y cuestionable en términos de garantizar el €xito por dos razcones:
primera, si no se cuenta con informacion especifica que nos permita reducir
el nimero de supuestos ligandos, el nimero de tamizajes que se requeriran
hace bastante tediosa esta estrategia. Segunda, la habilidad de algunos
receptores huérfanos, incluyendo NURRI, para regular la transeripcidn en
ausencia de un ligando, origina serias dudas como la de si todos los
miembros de la superfamilia funciona por interaccidn directa con ligandos,
La cuarta estrategia consiste en examinar las consecuencias fisiolégicas

debido a la inactivacion de receptores huérfanos, mediante la mutacidn de

su gen por recombinacion homdloga en células embrionarias de ratdn. Esta



ultima estrategia, es la méds reciente, y ha permitido los avances mas
significativos en el conocimiento de las funciones de un buen niimero de
receptores huérfanos® y tiene la importante ventaja de que las alteraciones
del fenotipo que se obscrvan son definitivas, y son identificadas como
requerimientos fisiologicos, ocasionados por la inactivacion del receptor
huérfano. Esta estrategia también tiene desventajas, ya que la delecion de
un simple receptor huérfano puede no siempre resultar en un fenotipo
aberrante identificable, particularmente cuando éste e€s un miembro de una
subfamilia de receptores nucleares que interactiian con los mismos genes
blanco y su expresion en tiempo y espacio se traslapa. En tales casos la
delecion de mds de un miembro de la subfamilia presenta algunas veces"
pero no siempre’”",un fenolipo sumamente severo y dc csta manera se
pueden identificar las rutas reguladas por miembros que tienen funciones
redundantes dentro de una subfamilia de receptores huérfanos. Por ejemplo,

la subfamilia del receptor del acido retindico, la cual consiste de RARa o
RARP y RARy v sus isoformas, al y 2, fl-4 y vl y 2°** ha mostrado
redundancia funcional entre algunos de los miembros. De este modo,
ratones carccicndo de RARP aparecen normales, mientras que la delecion
55-58

de subtipos RARa ¢ RARy resulta en anormalidades fenotipicas

Ademds, estas anormalidades son extendidas y amplificadas por la
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generacion de ratones con deble mutacién involucrando dos subtipos RAR
indicando redundancia funcional parcial entre subtipos. En contraste, la
delecion de dos receptores huérfanos altamente homalogos, COUP-TF1 y
COUP-TFII resulta en muerte perinatal y muertc “in  Gtero”,
respectivamente, lo cual indica que estas subfamilias individuales tienen
funciones esenciales no redundantes in vivo a pesar del extensivo traslape
de sus patrones de expresién’ y su habilidad para interactuar con los

mismos genes blanco'**,

Aunque nuestra prmera prioridad fue establecer las funciones
especificas de NURRI, era esencial que nosotros tomasemos en cuenta el
potencial de la redundancia funcional entre los tres miembros de esta
subfamilia de receptores nucleares. La importancia de esta redundancia
funcional recientemente se ha reflejado con la generacién de un modelo de
raton mutante carente de NUR77, el cual no mostré un fenotipo detectable
debido posiblemente a la redundancia funcional entre los miembros de la
subfamilia®®®" Las estrategias propuestas en este trabajo dieron pie a iniciar

el esclarecimiento de la funcion del gen NURRI.
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1.4 Hipotesis

El receptor huérfano Nurrl, es un factor de transcripcidn que se expresa
predominantemente e¢n el SNC, y tiene una gran homologia con miembros
de la superfamilia de receptores nucleares. Se ha demostrado que los
receptores nucleares activan la expresion de genes, y desempefian funciones
importantes en el SNC. Ademds, la inactivacion de los genes de estos
receptores, i vive, provoca la muerte durante el desarrollo embrionario o
después del nacimiento. Por lo tanto, es posible que Nurrl sea parte de este
grupo de {actores de transcripcion requendos tanto para el desarrollo

embrionario como para ¢l buen funcionamiento del SNC.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Dilucidar la funcion del receptor nuclear huérfano Nurrl,

1.5.2 Objetivus Especificos

1. Caractenzar el gen Nurrl del ratén.
2. Determinar la expresion del gen Nurrl durante el desarrollo

embrionario y en el cerebro del raton adulto.



3, Obtener un modelo animal carente de Nurrl.

4. Analizar e] fenotipo del raton mutante.

12
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategias Experimentales

Para cumplir con nuestros objetivos, utilizamos dos estrategias:

La primera consistié en establecer el patron de expresion temporal y
espacial del gene Nurrl, De acuerdo al patrén de expresion encontrado de
Nurrl, obtuvimos informacion de la posible funcion de Nurrl al hacer la
relacion  estructura-funcion, La segunda  estrategia  consistio en la
inactivacion del gene Nurrl mediante recombinacidn homoluga en células
madres embrionarias (CME) de ratdon. Analizamos las alteraciones del
fenotipo observado. Nos enfocamos en las regiones del cerebro que
mostraron una sefial de expresion intensa para NURR! con €] objeto de
saber si la funcidn(es) ¢ funciongs en la que estd(n) involucrada(s) esta(s)

estructura(s) habia(n) sido afectada(s).
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2.2 Materiales

La biblioteca genomica preparada en el vector ADash 1 que contiene
DNA gendmico proveniente de la cepa de raton 129SvEv fue comprada de
Stratagene y la biblioteca gendmica preparada en el vector P1 Jo fue de
Genome Systems [nc. Las CME (AB-1) y fibroblastos SNL 76/7 usadas
como células nutricionales fueron facilitades por el Dr. Allan Bradley
(Baylor College of Medicine).

Todos los reactivos de laboraterio en general se obtuvieron de Fisher
Scientific y Sigma,

Los componentes del medio de crecimiento de bacterias y CML fueron
adquiridos de Gibco, Hyclone y Sigma. Los solventes fueron comprados de
Fisher Scientific. I.as enzimas fueron adquiridas de Promega, Pharmacia,
Boehringer Mannheim y Bioresearch Labs. [a**P]dCTP (3,000 C/mmole),
[v'*P] ATP (5,000 Cifmmole) fueron comprados de ICN, [a”] dATP (400
Ci/mmole) de Amersham y [a’®S] UTP (1,400Ci/mmole) de Dupont. Los
“kits” para “nick translation”, secuenciacion, transcripcion in vitro y
apoptosis fueron adquiridos de Boehringer Mannheim, United States
Biochemicals (USB), Promega y Trevigen, respectivamente, Los filtros de

o

nitrocelulosa v nylon fueron comprados de Micron Separations Inc. y
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Biorad, respectivamente. Las placas microtituladoras de 96 pozos fueron
compradas de Becton Dickinson. El resto de reactivos utilizados fueron
adquiridos de diversas compariias que los ofreceen de grado para Biologia
Molecular.

Los blastocistos para las microinyecciones fueron aislados de ratonas
C57BL/6. Las hembras nodrizas pseudoprefiadas fueron ratonas CBA. Las
hembras utilizadas para cruzas con machos quiméricos fueron ratonas
C57BL/6. Todas las ratonas hembras fueron compradas de Harlem Inc.

El medio O.C.T. de Tissue-Tek utilizado para incluir las muestras de tejido

para cortes al criostato se compro de Sakura Finetek U.S.A,

CARACTERIZACION DEL GEN

2.3 Trabajo Bacteriologico

Todas las manipulaciones relacionadas al crecimiento v almacenaje de

bactenias y bacteriofagos se hicieron de acuerdo a métodos descritos

. 6264
previamente ™ .
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2.4 Preparacion de Moléculas Recombinantes y DNA Genomico
2.4.1 Preparacion de DNA de Plaismido Recombinante.

Los plasmidos fueron propagados en células de E.coli RR1*. Para
aislar DNA de plasmido recombinante a pran escala, se utilizé el método de
lisis con tritén. El DNA plasmidico resultante fue purificado mediante un
gradiente de cloruro de Cesio utilizando Ultra-centrifugacion®™.
Alternativamente, se obtuvo DNA de alta calidad mediante el uso de
columnas Qiagen comercialmente disponibles y siguiendo las instrucciones
de la casa comercial. Estos procedimientos de purificacion de plésmido
generalmente produjeron de 1 a 2 mg de DNA de plasmido por litro de
cultivo bacteriano. Para propésitos analiticos, el DNA de plasmido
recombinante se prepard a partir de cultivos de 30 ml®. E1 DNA plasmidice
fue almacenado a -20°C en buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH

8.0) estéril.

2.4.2 Preparacion de DNA de Fago.

El método del lisado de placa a gran escala sc utilizd para aislar el

DNA del fapo lambda®"®,



243 Preparacion de DNA Genémico a Partir de Celulas
Embrionarias de Raton.

Para obtcner gran cantidad de DNA gendmico a partir de CME,
generalmente | mg de DNA gendmico por placa, las colonias de CME se
crecieron hasta alcanzar confluencia dentro de placas gelatinizadas de 6 cm
de didmetro. Después de aspirar el medio de cultivo y lavar dos veces con
amortiguador de fosfatos (PBS 1X}, las CME fueron recogidas de la placa y
lisadas por una nochec a 55°C en ¢l siguicnte amortiguador de lisis: Tris-HCI
10 mM, pH 7.8, NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, SDS 1% y 500 pg/ml de
proteinasa K. El lisado celular fue extraido con un volumen equivalente de
fenol/cloroformo y enseguida con cloroformo. E1 DNA fue precipitado con
dos volumenes de etanol absoluto y el DNA precipitado flotante se recogid
con una pipeta pasteur previamente sellada y curveada de la punta, se lavo
dos veces con etanol al 70% frio, sumergiendo y sacando la pipeta con el
DNA v se dejo secar el DNA 4 temperatura ambiente en la vanlla, antes de
resupenderlo en TE. El DNA genomico integro se almacend a 4°C. La
calidad de las preparaciones del DNA se determind mediante la medicion
de la densidad optica (0.D.) a 260 nm y 280 nm. Se considerd una relacion

de absorbancia 260nm/280nm >1.8 adecuada para proceder al siguiente

paso de digestion con enzimas de restriccion. En un volumen total de 30 ul



se digineron 10 pg de DNA penomico, en presencia de 3 pul de
amortiguador de la enzima de restriccion (Bam A1, 2unidades/pug de DNA),

3 ul de espermidina 30 mM y agua destilada.

2.4.4 Digestion del DNA Recumbinante cun Enzimas.

Todas las digestiones con enzimas de restriccion fueron hechas bajo
las condiciones dptimas sugeridas por la casa comercial. Se utilizaron de 1-
3 unidades de enzima por pg de DNA, el volumen de enzima de restriccion
nurica fue mayor que el 10% del volumen final de la reaccién y los tiempaos

de digestion fueron de 1-12 horas.

La conversidn de extremos cohesivos 5° y 3' a extremos romos fue
llevada a cabo usando el fragmento klenow de la DNA polimerasa [ de
E.coli y DNA polimerasa de T4 respectivamente. Los grupos 5'-fosfalos
terminales fueron removidos del DNA por tratamiento con la enzima
fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIP)®. Todas las reacciones
enzimaticas fueron tratadas con fenol, fenol/cloroformo y cloroformo. El
DNA fue precipitado con 1/3.7 volumenes de acetato de amonio 7.5M y 2.5

volumenes de etanol a -70°C.
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2.4.5 Preparacion de DNA para Subclonar.

Para la scparacion y purificacion de fragmentos de DNA sc
utilizaron geles de agarosa al 1%. La banda dc interés fue cortada del gel y
electroeluida  dentro de una bolsa para dialisis®, Despuéds de la
electroelucion, el DNA se extrajo cen fenol, fenol/cloroformo y cloroformo,
seguido por precipitacién con etanol en la presencia de acetato de amonio
7.5 M. El DNA fue resuspendido en agua destilada estéril y su
concentracion y pureza se determinaron mediante electroforesis en gel de
agarosa. Mediante este método se obtuvo generalmente una recuperacion de

40-60% de DNA,

2.4.6 Subclonacion de Insertas de DNA.

Para las ligaciones se utilizé la enzima DNA ligasa de T4 de acuerda a
las instrucciones de la casa comercial. La concentracion de vector utilizada
fue de 3-5 ng/ul y la relacion inserto: vector de 3:1. Se utilizaron células

competentes de E. coli RR1 para llevar a cabo la transformacion estandar.

2.5 Flectroforesis en Geles de Agarosa y Poliacrilamida

Para la electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida se utilizé el

método estandar para separar, identificar y punificar fragmentos de DNA. Fl
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DNA fue observado directamente mediante la tincidn con bromuro de

etidio (0.5 pg/ml) utilizando un transiluminador de luz ultravicleta®.

2.5.1 Electroforesis en gel de Agarosa.

Dependiendo del tamafio de los frapmentos de DNA, la concentracién
de agarosa utilizada varid de 0.7 a 1.5%, disuelta en el amortiguador de
cormda tris-acetato-EDTA (TAE: tris-acetato 0.04M v EDTA 0.001M, pH
8.0). Un analisis rapido en un minigel se llevo a cabo a 10V/cm mientras

que los geles dc baja concentracion se corrieron a 1-3 V/em®,

2.5.2 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida.

Se utilizaron geles lineales de poliacrilamida de 6-8% conteniendo
7M urea para ¢ sccuenciamento de alta resolucion. Estos geles se cormeron
verticalmente cn una unidad de clectroforcesis de secuenciacion (Biorad) de
acucrdo a las instrucciones dc la casa comercial. Los geles se corricron a un
voltaje constante de 35 V/em y se pre-corrieran por 30 minutos antes de

cargar la muestra de DNA.
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2.5.3 Secado de gel.

Antes de la autorradiografia, los geles de secuenciacion se trataron
con una solucion de metanol al 10% y 4cido acético al 10% con el fin de
remover la urca y fijar el DNA. Enseguida se procedid al sccado del gel;
para esto se utilizé un secador de gel comercial (Biorad) con una

temperatura de 80°C por una hora, bajo vacia.

2.6 Hibridacion de Acidos Nucleicos

2.6.1 Hibridacion Tipo “Southern”.

La técnica tipo “Southern” se utilizo para transferir los fragmentos de
DNA de geles de agarosa a membranas de nylon para analisis de
hibridacién. El DNA genomico de raton, digerido con enzimas de
restriceion, usualmente 5-10ug, se transfirid unidireccionalmente, durante
una noche, a membranas de nylon utilizando el método de transferencia
alcalina®. Enscguida las membranas se hornearon a 68°C durante 2-3 horas

para fijar permanentemente el DNA a las membranas.



2.6.2 Transferencia de DNA Fiagico a Membranas de Nitrocelulosa.

Para obtener una huena distribucion de placas pequefias, estas
fueron plaqueadas a una densidad de 12,500 unidades formadoras de placa
por cada placa dc Petri grande de 15 cm y se dcjaron crecer por 24 horas.
La transferencia y lisis subsecuente de placas de fagos sobre los filtros de
nitrocelulosa se realizé de acuerdo a protocolos descritos™®. Cada filtro
fue numerado y marcado en tres puntos asimétricos para asegurar una
correcta orientacion al ubicar las placas hibridizantes positivas. El DNA fue
fllado permanentemente a las membranas, al homncarlas a 68°C por 2-3
horas.

2.6.3 Transferencia de DNA Bacteriano a Membranas de
Nitrocelulosa.

Para seleccionar las recombinantes positivas después de varios

intentos por suhclonar, la transferencia de colonias bacterianas y andlisis de

hibridacién se llevaron a cabo de acuerdo a métodos previamente

reportados67.
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2.6.4 Hibridacion con Sundas de DNA Homologa.

Dos condiciones diferentes de hibridacion se utilizaron en los
analisis tipo Southern para DNA gendmico y DNA fagico [.amda.

Para Southern gendmicos, los filtros dc nylon fueron (pre)
hibridizados en Na,HPO, 0.5 M, pH 7.0, EDTA 1 mM y SDS al 7% a 65°C
durante 4 y 16 horas respectivamentc®. A la solucidn de prehibridacion se
le agregaron 1X107 cpm/ml (actividad especifica ~ 2 x 10° cpm/ug) de una
sonda marcada [**P]. Los filtros sc lavaron dos veces en Na;HPO4 0.04 My

SDS al 1% a 65°C per 30 minutos.

Para Southern de DNA del fage Lambda, los filtros de nitrocelulosa
fueron prehibridizados en SSC 6 X (NaCl 0.9 M, citrato trisddica 90 mM,
pH 7.0), EDTA 10 mM y leche descremada al 2% a 68°C durante 4 y 16
horas, respectivamente®. A la solucion de prehibridacion se le agregaron 2
x 10° cpm/ml (actividad especifica ~ 4 x 10*cpm/ug) de una sonda marcada
con [**P]. Los filtros sc lavaron dos veces en SSC (NaCl 0.15 M, citrata

trisddico 15 mM, pH 7.0) a 68 °C por 30 minutos.

En todos los casos los filtros fueron hibridizados en bolsas de plastico

selladas con calor y después de los lavados los filtros fueron secados a
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temperatura ambiente y expuestos a una placa de rayos X a -70°C de 4 a

72 horas, dependiendo de la intensidad de la sefial registrada por un

contador de radiactividad manual.

2.6.5 Hibridacion con Sondas Oligonucleotidicas.

Para la prehibridacion e hibridacion con sondas oligonucleotidicas se
utiliza la siguiente solucion: SSC 6X, Denhardts 5X, EDTA 10 mM, pH
7.5, SDS al 0.5% y DNA de esperma de salmdn desnaturalizado (50 pg/ml)
a 42 °C durante 4 y 12 horas respectivamente. T.os filtras fucron lavados

dos veces con cloruro de tetrametilameonio 3M (TMA), Tris-HC! 50 mM,

pH 8.0 a 65°C durante 30 minutos®.

2.7 Marcaje Radiactivo de DNA

La incorporacion de radiactividad dentro de DNA de doble cadena fue
llevada a cabo por el método de translacién de la muesca o por el método
del marcgje de oligonucleotidos al azar. El DNA de cadena sencilla tales
como oligonucledtidos sintéticos fueron marcados utilizando la enzima

polinucleodtido cinasa de T4.



25

2.7.1 El Metodo de Translacion de la Muesca.

En estas reacciones, se utilizd un “kit” comercial, la cantidad de
DNA fue de 50-200 ng y se marcaron con 50-200uCi de [a-*2P]dCIP
(3,000 Ci/mmole) en un volumen total de 100 pl. La separacién del DNA
marcado de la marca no incorporada fue llevada a cabo mediante la
centrifugacion de una columna pequefia de Sephadex G-50*. Se obruvicron

gencraimente actividades especificas de 1-5 X 108 cpm/pg de DNA. La
sonda radiomarcada se calentd a 100°C durante 5 minutos para producir

DNA de cadena sencilla ¢ inmediatamente fueron puestas en hielo para

prevenir que las cadenas se aparearan nuevamente.
2.7.2 Método del Marcaje de Oligonucledtidos al Azar.

Las sondas preparadas por cste procedimiento’ se utilizaron para los
andlisis tipo Southern. Para la reaccion se utilizaron 100 ng de DNA y 10
uCi [a-*P] dCTP (3,000 Ci/mmole) en un volumen total de 100 ul. La
reaccion fue llevada a cabo a temperatura ambiente durante toda la noche.
Generalmente se incorpord por arriba del 70% del nucledtido marcado
dentro del DNA y se obtuvieron generalmente actividades especificas de

0.5-2 X 10° cpm/pug de DNA.
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2.7.3 Marcaje del Extremo 5°' de Oligonuclestidos.

Se marcaron sondas de oligonucledtidos sintéticos en su extremo 5’
con [y"°P] ATP (5,000 Ci/mmole) utilizando polinucleotidil-cinasa de T4
(PNK)*. Para Ja reaccion de marcaje se utilizaron 20 pmoles de
oligonucledtidos, 30 uCi de [y”P] ATP y 20 unidades de PNK en un
volumen final de 30 pl. La reaccion sc incubo a 37°C durante 1 hora y se
precipito con etanol para separar la sonda de oligonucledtidos marcados de
la marca no incorporada, 20ug de RNA, de levadura se utilizaron como

acarreador. Actividades cspecificas de -5 X 10° cpm/pmole de

oligonucledtidos fueron obtenidas normalmente,
2.8 Reaccidn ¢n Cadena de la Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método in vitro

de sintesis de acidos nucleicos.

La PCR fue llevada a cabo usando condiciones estindar’ en un
volumen total de 25 pl en una mezcla conteniendo 1 mM de cada uno de los

primeros, 250 uM de cada uno de los desoxirribonucledsidos trifosfatados

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.5 ul de amortiguador PCR 10X (KC1 500
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mM, Tris HCI 120 mM pH B.0, MgCl, 1.5 mM y gelatina al 0.01%) y 1
unidad de DNA polimerasa Taq. La mezcla de reaccion fue cubierta con
una gota de aceite mineral vy las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: una incubacion inicial a 94°C durante 5 minutos seguida por 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, apareamiento a 55°C por ]
minuto y la extension de las cadenas a 72°C por 2 minutos en un
termociclador automatizado Perkin-Elmer/Cetus. Después del tltimo ciclo,

las reacciones fuesron incubadas durante 7 minutos a 72°C. La mitad del

volumen de la reaccion (12 ul) fue analizada en gel de agarosa al 1%.

2.9 Secuenciacion de DNA por el Método de Sanger

Los pldsmidos recombinantes de doble cadena sc sccuenciaron
mediante el métado de terminacién de cadena por didesoxinucledtidos de
Sanger por desnaturalizacién y apareamiento a iniciadores especificos .
Las rcacciones de secuenciamiento fueron llevadas a cabo usando la enzima
DNA polimerasa del fago T7 modificada (version Sequenase 2.0) en la
presencia de [*°S]dATP y de acuerde con las instrucciones de la casa

corercial.
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2.10 Mibnidacion in Situ

2.10.1  Preparacion del Material Histoldgico.

Para el andlisis del patrén de expresion en el cerebro de raton
adulto, los cerebros se removieron de ratones de la cepa 129SvEv de 6
semanas de edad, los cuales se sacrificaron por dislocacion cervical,

Para el andlisis de la expresion durante el desarrollo embrionario,
se obtuvieron embriones diariamente a partir del dia 7 después de la
deteccion de un tapdn vaginal (semen del macho) hasta el dia 18. El
mediodia del dia cuando fue visto el tapon de semen en la vagina de la
hembra, fue designado como 0.5 dias de gestacion (EQ.5). Los embriones
fueron liberados de toda decidua y  lavados rdpidamente con el
amortiguador de fosfatos (PBS) frio para quitar el exceso de sangre e
inmediatamente fueron congelados sobre un molde de plédstico que contenia
el compuesto Tissue-Tek O.C.T. (gel especial para congelar muestras de
tejido) sobre una cama de hiclo seco. La congelacion de los cerebros de

raton adulto, se realizo de la misma forma. Los tejidos fueron almacenados

a-20°C.

Para ]la obtencidn de cortes histologicos de 10um de grosor se utilizé

un criostato a -20°C. Los cortes fueron montados en portacbjetos
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previamente revestidos con gelatina para permitir la  adherencia
permanente de los cortes. Los cortes se dejaron secar por 15 minutos &
temperatura ambiente, y entonces fueron fijados en una solucién de
paraformaldheido al 4% preparada en PBS. Enseguida se lavaron dos veces
en PBS y se desludrataron a través de concentraciones crecientes de etanol

(70%, 95%, 100%, 100%). Estos cortes se almacenaron a -20°C hasta el

momento de utilizarlos en la hibridacion in situ.

2.10.2 Preparacion de la Sunda de RNA.

1 pg del plasmido Bluescript KS conteniendo un fragmento del gen
Nurrl fie utilizado como molde para la sintesis de RNA. [.as sondas de
RNA antisentido y sentido marcadas con [*’S]UTP fueron sintetizadas
utilizandn polimerasa T7 y T3, respectivamente, después de haberlos

lincarizado con Dra /[ y Bam HI, respectivamente.

Las condiciones de la transcripcion in vitro fuercn de acuerdo a las

instrucciones del fabricante Promega.

2.10.3 Hibridacion in Sitw.

Antes de la hibridacion, los cortes histoldgicos fueron secados zl aire

durante 10 minutos. Después, los cortes fueron permeabilizados con
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proteinasa K (20ug/ml.), fijados nuevamente en paraformaldehido al 4%,
tratados con anhidrido acético preparado en trietanolamina 0.1M, pH8.0 y
deshidratados con etanol. La hibridacién fue llevada a cabo con 6 X 10°cpm
de sonda de RNA en un volumen de 70 ul de buffer de hibridacidn
conteniiendo DTT 0.1M, formarnida 50%, sulfato de dextran 10%, SSC 4X,
solucidn denhardt’s 1X, y 250 pg/mL RNAt de levadura a 58°C durante 18
horas dentro de una c¢dmara himcda. Posteriormente, las preparaciones
fueron lavadas cn condiciones de fucrza ionica alta con DTT 0.1 M, SSC
2X y formamida al 50% a 60°C, digenidas con RNAsa A (20ug/ml.) a 37°C
durante 30 minutos, v entonces lavadas a una fuerza ionica baja final de
0.1X SSC 4 temperatura ambiente por 15 minutos™ ", Las preparaciones

fueron deshidratadas y secadas a temperatura ambiente.

2.10.4 Sistema de Deteccion.

La localizacion autorradiografica de la sonda unida fue llevada a
cabo por aposicion de las preparaciones a una pelicula de rayos X durante 3
dias. Para obtener mejor resolucion, los cortes fueron inmersos en una
emulsion autorradiografica NTB2 (Eastman Kodak), Despues de un periodo
de exposicion entre 6-10 dias, las preparaciones fueron reveladas utilizando

el revelador Kodak D-19, seguido por el fijador Kodak, despues fueron
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tenidas con hematoxilina, deshidratadas, y montadas. Para la obtencion de
las fotografias de las preparaciones se utilizd wun microscopio Zeiss

Axiophot.

Las hibridacioncs in situ” para detectar los RNAm del gen Pix-3
fucron llcvadas a cabo por el personal técnico del laboratorio del Dr. Peter
H. Rurbach del Departamento  de Farmacologia Médica del Instituto de

Neurociencias Rudolf Magnus, Universidad de Utrecht, Holanda.

OBTENCION DE UUN MODELO CON GENE INACTIVADO

2.11 Electroporaciin y Cultivo de Células Madre Embrionarias de
Raton

Para la manipulacion de CME se utilizaron procedimientos
reportados previamente’®. El DNA del vector recombinante Nurrl fue
linearizado con la enzima de restriccion Not/ antes de la electroporacion de
CME creciendo activamente{AB-1). Las CME fueron resuspendidas en
PBS & una densidad celular de 1.1 X 107 células/m]. Se mezclaron 25 pg del
vector recombinante Nurrl linearizado con 0.9 ml de la suspension de CME
(10'células) dentro de una cubcta especial para electroporacién. Se

electroporaron las CME en un aparato Biorad gene Pulsar a 230 mV y 500
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uFD. Después de la electroporacion, las CME permanecieron a
temperatura ambiente durante 5 minutos antes de vaciarlas sobre una placa
de petri que contenia una capa de fibroblastos SNL76/7 (células
alimentadoras) tratadas con mitomicina C y resistentes a la droga (G418
(G418%). Los factores secretados por la linea celular de fibroblastos
SNI.76/7 que mantienen a las CME en un estado pluripotencial, se
desconocen. Las CME se crecicron cn placas de petri de 10 cm de diametro
en cl medio Fagle modificado por Dulbecco’s (DMEM) con 15% de sucro
de ternera fetal, 2-mercaptocthanol 0.1 mM, glutamina 2 mM, 100

unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina.

Las CME electroporadas se cultivaron en presencia de las drogas
G418 (180 ug/ml) v FIAU {0.2uM) 24 horas después de la electroporacion.
Después de 9-14 dias de crecimiento selectivo por las drogas, las colonias
de CME (G418® y FIAU*) fueron recogidas y cxpandidas en placas de 96
pozos. Cada uno de estos pozos contenia una capa de fibroblastos SNL 76/7
(placas maestras). Extremo cuidado sc tom¢ para ascgurar que solamente se
sembrara una colonia por pozo. Se prepard una réplica de la placa maestra
de 96 pozos. L.as placas maestras de 96 pozos se congelaron a -80°C hasta

que los eventos blanco se identificaran mediante analisis mini-southern del
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DNA de las clonas de la placa réplica (seccion 2.12). Las placas maestras
contenian las clonas de CME blanco que serian utilizadas para la

microinycccion de blastocistos.

2.12 Tamizaje de Clonas de Células Embrionarias Mediante Mini-
Southern

El DNA genomico de CME fue purificado a partir de las placas
réplica de 96 pozos. Este DNA fue utilizado durante el analisis de Mini-
Southern™,el cual es un método rapido, seguro y eficiente para tamizar
grandes numeros de colonias de CME. Las CME fueron lisadas
directamente en la placa de 96 pozos, al afiadir 50 pl de emortiguador de
lisis por pozo € incubarlas a 60°C dentro de una camara himeda durante
toda la noche. Después de 1a lisis celular, el DNA gendmico de las CME se
precipitd con etanol, lavado, secado y resuspendido en TE. Finalmente, ¢l
DNA fue digerido con enzimas de restriccion a 37°C dentro de la placa de
96 pozos durante toda la noche. Las enzimas de restriccion que requieren
amortiguadores de bajo contenido de sales (< S0 mM de NaCl) no trabajan
en este sistema. Una vez digerido el DNA, se le sometié a una electroforesis

en gel de agarosa. Después de la electroforesis, el DNA se transfirio a una
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membrana de nylon que fue a su vez hibridizada como se describié en la

seccion 2.6.

Dos consideraciones impertantes deben ser tomadas en cuenta cuando se

gscoge una sonda:

La sonda debe estar localizada afucra de la region de homologia presente
en el vector disefiado para asegurar que la sonda solamente reconozea el

alelo endogeno y el mutado por recombinacion homologa (Fig.2).

La sonda debe ser especitica para la secuencia de interés para evitar

cualquier confusion que pueda originarse de otras bandas hibridizantes.

2.13 Inmunohistoquimica

Para los estudios de inmunohistoguimica, se sacrificaron por
decapitacion ratones recién nacidos del tipo silvestre y mutantes. Los
cerebros se sacaron del crineo e inmediatamente se fijaron en una solucion
de paraformaldehido al 4% de 12 a 24 horas a 4°C. Enseguida se pasaron a
una solucion de sacarosa al 30% a 4°C, durante toda la noche o hasta que

los cerebros se hundieran por completo. Los cerebros incluidos en sacarosa
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fueron congelados y almacenados a -20°C hasta el momento de hacer los

cortes histologicos de 20um de grosor.

l.os cortcs congelados fucren tefiidos de acucrdo al procedimicnto
descrita para el kit standard avidina-biotina de Vector Laboratories. Los
sueros utilizados como primer anticuerpo fueron sueros de conejo
policlonales dirigidos contra TH y AADC ( Eugene Tech International,
Inc.) y la dilucién utilizada fue de 1:600. El antisuero monoclonal de raton
3 Al10 (Developmental Studies Hybridoma Bank) fue utilizado a una

dilucion de 1:200,

2.14 Deteccion de Apoptosis

Para el andlisis de cuerpos apoptoticos, se sacrificaron por
decapitacion ratonas hetergcigotas prefiadas a tiempos especificos de
gestacion. Se determin¢ el genotipo de los embriones y de recién nacidos
mediante la técnica de PCR a partir del DNA extraido de las membranas
fetales y de un pedazo de cola respectivamente. Los embriones y cerebros
de recién nacidos se fijaron en paraformaldehido al 4%, deshidratados

mediante soluciones de alcohol (30%-100%), y luego se pusicron en 2
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cambios de xileno e incluidos en parafina. Para la obtencion de los cortes
histoldgicos, se escogieron 3 scries de cada genotipo (silvestre, heterocigoto
y mutante) y se obtuvieron cortes de S um de grosor de las areas de interes,
Para la identificacion de células con cuerpos apoptoticos, se utilizd el kit

sistema celular apoptotico Trevigen segin ¢l procedimiento descrito.

2.15 Microinyeeciones

La Microinyeccion de las CME con la mutacion Nurrl dentro de la
cavidad de blastocistos la realizo el Dr. Franco de Mayo del laboratorie de
transgénicos del Departamento de Biologia Celular del Colegio de Baylor

en Houston l'exas.

2.16 Cuantificacion de Neurotransmisores y Medicion
Enzimatica
La cuantificacién’’ de Dopamina y Serotonina, asi como la
determinacion de la actividad™ de las enzimas Tirosina hidroxilasa (TH) y
acetilcolina-transferasa (CHAT) se lievaron a cabo por el Dr. Wei-Dong Le

del Departamento de Neurologia del Colegio de Baylor en Houston Texas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion Estructural del Gen Nurr 1

Uno de los objetivos del presente trabajo fue caracterizar el gen
Nurrl del ratdn en términos de su estructura genémica. La caracterizacion
del gen Nurrl nos permitid disefiar y construir un vector que portara el gen
Nurrl mutado (vector recombinante Nurrl), y de esta manera utilizarlo para
introducir una mutacion en el gen Nurrl enddgeno por recombinacion
homologa.

Esta caracterizacion fue importante por dos razones:

1) Se necesitaba un conocimiento de la estructura genémica exén-intrén del
gen Nurrl de raton para determinar ¢l exdn mas apropiado para insertar ¢l
gen Neo" y de esta manera interrumpir eficazmente la fase de lectura del

gen Nurrl de ratéon (unidad transcripcional).
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2) La construccion del vector con el gen Nurrl mutado y la identificacion
de los recombinantes homologos requerian de un mapa de restriccion bien

definido para el gen Nurr! de raton.
3.1.1 Aislamiento del gen Nurrl.

El gen Nurr! fue aislade a partir de dos bibliotecas genomicas de
raton 129/SvEv preparadas en el fago ADashll (Stratagene) v P1 (Genome
Systems Inc). El tamizaje de la biblioteca en ADashll fue llevado a cabo®™
utilizando como sonda un fragmento Dra [I-Pst I (680-ph) de la region N-
terminal del DNAc de Nurrl®'. La sonda se marcé con [32P] dCTP a una
actividad especifica de 2 X 10° cpm/ug. Con ésta se identificé una clona
positiva para el gen Nurrl. Al caracterizar csta clona positiva con las
enzimas de restriccion Bam HI y Eco RI, se encontraron los fragpmentos Fca
RI de 6.5-Kb y Bam HI dc 5.5-Kb. Estos fragmentos se subclonaron en el
plasmido pSP72 (Promega) y recibieron el nombre de pl0 y p20,
respectivamente. Ambos fragmentos correspondieron a la regién 5° del gen
Nurrl y se muestran en la figura |. La region codificante para la regién 3’
fue aislada de la biblioteca genémica en Pl, la clona positiva para cl gen
Nurrl fuc caracterizada con enzimas de restriceidn, el fragmento Bgl I7 de

7.8 Kb positivo para el gen Nurrl fue subclonado en el sitio Bam HI de
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pUCI19 y se llamd p30. Los tres fragmentos genomicos pl0, p20 y p30
mostraron un traslape y se caracterizaron mediante analisis tipo Southern.
La region completa del gen Nurrl se obtuvo entre los tres fragmentos y se
utilizaron para establecer la organizacion intron/exén mediante las técnicas
de PCR y secuenciacion. Fn la figural sc muestra la localizacion de los tres
fragmentos.
3.1.2 Analisis de Exones, Intrones y Secuencia de los Limites

Exon/Intron.

Sc purific6 DNA gendmico de raton de la ccpa 129SvEv para
utilizarlo en la amplificacion dc regiones individuales del gen Nurrl
mediante la técnica de PCR. Para las reacciones dec PCR se utilizaron 10 ng
de DNA gcnomico de Nurrl (p20 y p30) como molde y como iniciadores
una seric de oligonucledtidos de entre 20 a 27 bascs. Estos iniciadores s¢
disefiaron a partir del DNAc de Nurrl y por comparacion con las secucncias
de los limites intron/exdén de Nur?7/NGF1-B, previamente publicados™.
Los productos de PCR s¢ analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa y sc secuenciaron directamente.

En la tabla I se mucstran las secuencias de las unioncs intron-exon, asi

como ¢l tamafio de cada uno de los exones.
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Figura 1. Organizacidén estructural del gen Nurrl y
ubicacidén de las 3 clonas genémicas (P10, P20, P30)
identificadas mediante analisis tipo “southern”. Los
rectdngulos verticales corresponden a los exones y su
numero correspondiente se sefiala debajo de ellos. Se
diferencian las regiones codificantes de las no
codificantes y se resalta la regidn del dominio
conservado de unién al DNA.



41

La tabla 1 se complemento con informacion adicional reportada por

Castillo y cols™. Nosotros reportamos la presencia de 7 exones para el gen

Nurrl en 1996. Posteriormente, el grupo de Castillo y cols® publicé la

existencia de un exon extra no codificante en el extremo 5°del gen Nurrl.

Nosotros confirmamos ésta informacion y es la que se reporta en el presente

trabajo.

TABLA I

LOCALIZACION DE INTRONES Y LIMITES EXON-INTRON DEL GEN NURR1

EXONI TAMANO | EXON ¥ (=) INTRON (TAMANQ) EXON 5§
1
1 174pb GGACAA 174 | GTGAGT...INTRON!{~1,5kb).. TTTCAG| GGA GAT
2 160pb CTGAAG 334 | GTCAGT..INTRON 2 (~600bp)... TTCCAG| CC ATG*
Met
3 866pb TTT AAG | 1201 | GTGAGC..INTRON 3 (~500bp)...CTACAG| CGC ACG
Phe Lys Arg Thr
4 130ph GAA G 1330 | GTAGGT .INTRON 4 (~500bp).. TTACAG| TG GTT
Glu Val Val
5 164pb TCC AGG | 1494 | GTAAGA..INTRONS (~1 kb)...TICCAG| TTC CAG
[ Ser Arg Phe Gln
6 r 203pb TAC AG | 1697 | GTAATG..INTKON 6 (~600bp)... TTGCAG| G  TCC
Tyr Arg Ser
A ! 176pb ACA G 1876 GICAGT...INTRON 7 (~350bp).. CTGCAC | AG AGA
’ Thr Glu Arg
8 } >347pb

Tl coddn ATG® estd localizado en el exén 3; (o) indica el nimero del nuclebtido del
DNAc de Nurr] en el cual se localiza el intrén.
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3.1.3 Organizacién Estructural del gen Nurrl.

La organizacion cstructural del gen Nurrl se muestra cn la figura 1.
Una comparacion entre las secuencias genomicas y del DNAc reveld que el
gen Nurrl esta compuesto de 8 exones. El rango del tamaiio de los exones
fue desde 130 a 866 pb, el tercer exdn fue el mas largo, el cual contiene el
codon de iniciacion ATG. El tamafio de los intrones fue desde 350pb hasta
1 kb. Todas las secuencias de los limites intrén/exdn encontradas para
Nurrl mostraron el patron GT-AG de la regia de sitios donadores y
aceptorcs en la eliminacidén de intrones”. Basados en los resultados
obtenidos, el mapa fisico del gene Nurr] es de aproximadamente 7.6 kb. El
dominio de unidn al DNA, comiin para todos los miembros de la
superfamilia de receptores nucleares, es codificado por los exones 3 y 4. El
exon 5 codifica un dominio no conservado que se cree que funciona como
un dominio de activacion transcripcional situado entre los dominios de
unién al DNA y el supuesto para la unién con el ligando'. Los exones 6,7 y
8 codifican para las secuencias involucradas en la dimerizacion y los
supuestos dominios para la uniodn al ligando. Finalmente el exon 8 contiene
el codon de terminacion y la regién 3' no traducible, la cual contiene

multiples “motifs” AUUUA que pueden jugar un papel en la regulacion de
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la estabilidad del RNAm de Nurrl®, En general, la organizacion genémica

de Nurrl se parece mucho a la del miembrao estrechamente relacionado con

la familia de Nurrl, NGF1-B.
3.2 Obtencion de un Yector que Porta el gen Nurrl Mutado

Antes de intentar interrumpir el gen Nurrl en CME de ratén, fue

necesario llevar a cabo lo siguiente:

1) Un andlisis tipo southern de DNA gendmico de raton para confirmar que el
gen Nurrl tenia unicamente un solo locus y para identificar enzimas de
restriccion que ayudaran en la identificacion de eventos de recombinacion
en el locus gendmico de Nurrl (seccion 4.4.1). Previamente se habia
demostrado la existencia de un solo locus para el gen Nurrl, el cual esta
localizado en el cromosoma 2%, Un sole locus del gen facilita el proceso de
interrupcion del gen, va que es unicamente una copia del locus enddgeno la
que se interrumpird. Ademds, una copia simplifica el andlisis con enzimas

de restriccion de los eventos de recombinacidén homologa en este locus.

2) Un andlisis tipo northern del RNA total de CME de ratdn para establecer si

el gen Nurrl se expresa en estas células, La actividad transcripcional del



gen Nurrl en CME de ratén determina el tipo de gen NEO" para ser
utilizado en la construccion del vector recombinante del gen Nurrl.
Basicamente hay dos tipos de genes NEOR los cuales son rutinariamente

utilizados en cxperimentos dc genes recombinantes. Estos son:
A) Un gen NEO® que contiene un promotor y una sefial de poliadenilacién

B)y un gen NEO® que carcce ya sea del promotor y/o de la sefial de
poliadenilacion. Para los genes que no se expresan en las CME de raton
¢l primer tipo de gen NEQ® se utiliza para generar el vector
recombinante. En el caso de genes que son activos transcripcionalmente
en CME, el uso del sepundo tipo de gen NEO* puede bajar
significativamente el fondo proveniente por los eventos de
recombinacién ilegitima® ™, En el caso de un gen NEO" sin promotor,
la expresion de este gen y por lo tanto el crecimiento de colonias G418R
puede solamente ocurrir si estd localizado “rio abajo” de un promotor
que sea transcripcionalmente activo en CME. Para un gen NEO® que
carece de sefial de poliadenilacion, la expresion solamente ocurre si es

insertado “rio arriba” de una sefial de poliadenilacion gendmica.



45

Para fines practicos, el cassette PGKNEObpA serda nombrado como ¢l
gen PNEO® a través del presente escrito. En nuestro caso, como Nurrl no se
expresa en CME, sc utilizé un gen NEO® que conticne un promotor y una
seflal de poliadenilacién en la construccidn del vector recombinante del gen
Nurrl. El gen NEO® utilizado fue el cassette PGKNEObpA™. Este cassette
contiene el promotor del gen fosfoglicerato cinasa de ratén, el cual es un
promotor muy activo. La sefial de poliadenilacion es del gen de la hormona de
crecimiento bovina y es una secuencia de terminacion reconocida por la

magquinaria de terminacion de la transcripcion del ratdn.

3) Aislar la mayor parte del gen Nurrl, para facilitar la recombinacién
homologa v llevar a cabo eficientemente la interrupcion del locus gendmico

enddgeno.
3.2.1 Disenio del Vector.

Para mutar el locus de Nurrl en CME de ratdn, se utilizé la estrategia
de seleccion positiva-negativa descrita en la seccion 2.11. En esta estrategia
se utiliza un vcetor recombinante del tipo de reemplazo. El discfio del
vector recombinante es ¢l aspecto mas importante de un cxperimento de

inactivacion de genes in vivo.



Una vez clonado el gen completo de Nurrl, se selecciond un
fragmento que incluia los cxones del 2 al 8 del gen Nurrl de
aproximadamente 7.4 kb. El exén 3 codifice para el dominio terminal N no

conservado del receptor y es donde se localiza el codén de iniciacion ATG.

El disefio del vector recombinante Nurrl se muestra en la figura 2.
Este vector recombinante contiene el gen NEOR, el cual se insertd dentro de
un sitio de restriccién Neo I unico en el exén 3 localizado “rio abajo” del
codon de ATG, pero “rio arriba” del dominio de union al DNA del gen
Nurrl. La insercién del gen NEO® dentro del exén 3 divide el fragmento
genomico Nurrl de 7.4 kb en los brazos de homologia 5’ v 3’ de] gen Nurrl
y tienen un tamafio de 1.7 (brazo corto) y 5.7 kb (brazo largo),
respectivamente. El gen timidina cinasa del virus Herpes simple (HSV-TK)
de 2 kb fue liberado del vector pKS MCI HSV-TK™ v se ligé al extremo
5°del brazo corto (1.7 kb) de Nurr] y su insercidn fue con una orientacion
opuesta a la transcripeidn de los genes Nurrl y Neo. El fragmento de 5.7 kb
o brazo largo de esta construccion contenia parte del exon 3 hasta el exén 8
del gen Nurrl.

La direccién de transcripcion del gen HSV-TK, no es critica™. Sin
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embargo la direccién de transcnipeidon del gen NEO® bajo el control del
promotor fosfoglicerato cinasa murino es importante. El gen NEO® esti
oricntade de modo que después de la recombinacién homologa, éste se
encuentre en la misma direccion que la transcripcion del gen Nurrl
endogeno y su promotor. De este¢ modo cualquier transcrito que se origine
del promotor de Nurrl, si no esta truncado por un codén de terminacion,
entonces serd truncado por la fuerte sefial de poliadenilacion del gen NEO®,
Este vector recombinante cumplid con los requerimientos del tamafio del
brazo corto de homologia que deberia ser al menos de 1kb* y que el vector
deberia tener un total de homologia entre 5 y 8 kb con el locus Nurrl
endogeno® para una mejor eficiencia de recombinacién homéloga de los

vectores recombinantes.
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Figura 2.. [Obtencidn'del gen) Nurrl mutado:. El Diagrama
muestra la recombinacién homéloga entre el vector
recombinante Nurrl con el gen Nurrl silvestre para
generar el gen Nurrl mutadé. ' Se muestran los tamafios
de los fragmentos BamHl utilizados para diferenciar

el alelo silvestre del alelo mutado.
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3.3 Analisis de la Expresion del gen Nurrl Mediante 1a Técnica de
Hibridacion In Situ

3.3.1 Patron de Expresion dcl gen Nurrl en el Sistema Nervioso
Central del Ratén Adulto.

En el presente trabajo se analizaron mediante hibridacion in situ
cortes histalégicos del cercbro de ratdn adulto. Estos cortes fueron de tipo
frontal, transversal y sagital, de modo que se pudicra obtener una mayor
informacian del patron de expresion de Nurrl. Se utilizaron sondas de
RNA antisentido y sentido para el gen Nurrl. La distribucién de Nurrl

dentro del sistema nervioso central se describe en la tabla I1.
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DISTRIBUCION DEL RNAm DE NURR1 EN EL SNC DEL RATON

ADULTO

REGION INTENSIDAD

1. TELENCEFALO
Corteza cingulada (Cqg) ++
Corteza frontal (Fr] e
Corteza parietal (Zar) ++
Corteza tempcral (Te) ~++
Cdpa interna de la corteza (IL) +4
Corteza entorrinica (Ent) -
Nurleo endopiriforme dorsal (Den) ++
Corteza perirrinica (ERh) +4+
Cortezda piriforme. (Pir; +
Supiculo (8) T+
Hipocampo (H1i]

Campo de Amrion 1 [TAl) fid

Campo de Ammon 2 (CA2) i

Campo de Ammon 3 [CA3) ++
Pliegue dentado (DG) -
Nuclec septohipctalamico (SHy) +
Nizleo del cuerpo estriado terminal (BSTM) +
Amigdala

Arez amigdalohipocampal (ahi) ~+

Niucleo cortical posteromedial (ZMCo) +4

Transicién amigdcpirzfcrme (Apir) ++
Bulko clfatorio (O5) +-
C austrao +++
2. DIENCEFAILQD
Talamo

Nucleco antcroredial [AM) ¥

Nicleo parafascicular (PF) ++

Nucleo anterodorsal (AD) +

Nucleco antericr paraventricular (PVA) ++

Nicleo Precomisural (PrC) +

Habénula [HD) +4++

{(+) débil (++) moderada (+++) fusxrte
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Hipotalamo
Ntcleo paraventricular (Pa)
Nicleo perivertricular (Pe]
Area predptica medla (MPA)
Area anterior (AE)
Area pos:teriovr (PH)
Cuerpo premamilar (PMV)
Area predptica lateral (LFPO)
Area laterzl (LH)

Glandula Pituitar:a
Avterior (Apit)
Postcrior (Ppit)

3. MESENCEFALO

Niicleo pontine (Pn)

Area tegmentaria ventra. (VTA]

Sustancia Negra (SN)

Nacleo del zafe dorsal (DR)

Nicleo del rafe linear gauadal (Cli)
Campo retrcrukral (RRE)

Ntacleo tegmentario pedinculo-poatino (PPTg)
Nucleo intersticial del mlf (IMLE)
Niicleo intersticial rostral cel mlf (RI)
Nicleo Edinger-Westovhal (EIW)

Nuclec del centrc gris (CG)

4. ROMBENCEFALO
Puente
Niclec vestibular nedial (Mve)
Nuc e reticular intermedio (Lrt)
Nuc.eo del rafe (R}
Nicleo reticular pontinc, cral (FnD)
Capa granular del cezcbelc (Ib}
Bulbo raquideo
Médula espinal (lamina X)

tr+
+++

44
+++
e
++
++
++
+++
++
b
++

++
bt

e

(+) déhil (++! moderada (+++) fuerte
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A continuacion se describe e] patron de expresion en las principales

divisiones del cerebro.

Telencéfalo

La expresion de Nurrl en esta regién del cerebro se localizé en el
sistema olfatorio, limbico y en algunas regiones asociadas con ambos
sistemas (figura 3).

Dentro del sistema olfatorio, las estructuras que mostraron expresion
moderada para este gen, fueron el bulbo olfatorio y la corteza piriforme
(figura 3). La expresion de Nurr]l fue bastante intensa en los principales
comporientes del sistema limbico y en las estructuras corticales relacionadas
con este sistema. La expresion se localizo (Figura 4) en el hipocampo y en
estructuras hipocampales asociadas, incluyendo el subiculo (S), cortezas
perirrinicas (PRh), entorrinicas (Ent} y areas de la amigdala. Dentro del
hipocampo hubo diferencias en los diferentes campos de Ammon, el campo
CAl mosiré tincion intensa, para los campos CA2-3 fue moderada,
mientras que la zona del gyrus dentado (DG) mostrd una débil tincion.

La expresion (Figuras 3 y 4) de Nurrl en las capas corticales del
cerebro mostro diferencias notables que variaron de escasas a intensas, Las

zonas de la corteza cerebral positivas para Nurrl fueron la frontal (Fr),
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Figura 3.Patrén de expresidn de Nurrl en el telencéfalo de ratédn., Las
fotos A-B corresponden a cortes sagitales y C-D a cortes frontales de
Cerebro de ratén adulto. Las fotos A y C muestran el campo claro y B y
D el campo oscuro para mostrar las zonas de hibridacién para el RNAm de
Nurrl. OB (bulbo olfatorio), Fr (corteza frontal), Cl (claustro), Pir
corteza piriforme), AHI (amigdala), Cg (corteza cingulada), Par
corteza parietal), Den (nicleo endopiriforme dorsal), SHy (nicleo
eptohipotaldmico), BSTM (nlicleo del cuerpo estriado terminal), MPA
(d&rea preéptica media). La barra representa 500 um.
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Figura 4. Hibridecién in situ de Nurxrl con el cilencétale (A-Dj vy
mesencéfalo (E-H) . Las tctos A-B y E-F corresponcen a cortes
transversales de cerebro y C-D y C-H son rcartes frontales de cerebro de
ratén. lLas Totos de la izquierda ccrresponden al campo claro de las fatos
ce la derecha gue muestran la sefial de hicridaciér Zel RNA antisentido de
Nurrl en ur campc oscurc. FPar (cortecza parietal), Tecl-3 (corteza

temporal), CA_-3 (campos del hipocampo), S (subiculoc), PRk (corteza
perirrinica), AD (nucleo antercdorsal cel talamo), Hb (habénula), Cb
(carebela), Apir (transicién anigdala-corteza pirifcrme;, AHI (amigdala),
PH (hipotdlamo pusterior), PMCu (nacleo de la regién posteromedial

cortical de la amigdala), PMV (cuerpos premami_.ares!, PBVA (aoucleo
antericr paraventricualar <aldmice), PF (nicleo parafasciculari, RI
(ndcleo  intersticial rostral del fasciculo medial loagitudinzl), EW
(niclec Edinger-Westphal), DR (niclea dorsal del rafe), PETg (nucleo
tegmertario pecduncule-portine), Ert (corteza entorrinica), CG (sustancia
gris certral), VTA (regidn vertral tegmentaria), SN (sustancia neyra), Pn

(nicleo pontino). La barra reopresenta 1.8 mmen AB y E-F y 1 mmen CDy
G-H.
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parietal (Par), temporal (Te) y cingular (Cg). La capa mas interna de la
cortcza cerebral mostré una tineion moderada.

Entre otras estructuras del teléncefalo que mostraron tincion positiva se
encuentran el claustro (Cl), algunos nucleos del cuerpo estriado terminal

(BSTM) y el nlicleo septohipotaldmico (Shy).

Diencéfalo

El patrén de expresion de Nurrl en las regiones del diencéfalo se
muestran cn la figura 4A-D. La expresion de Nurrl sc localizd en las
principales estructuras del diencéfalo, como tdlamo € hipotdlamo. Dentro
del tdlamo la estructura que mostro la tincién més intensa fue la habénula
(Hb), mientras que una expresion escasa se localizd en vanios niicleos
talamicos como ¢l anteromedial, parafasicular (PF), anterodorsal {(AD),
paraventricular (PVA) y precomisural (Prc).

En el hipotilamo (fipuras 4A-ID y 5A-B) se localizaron niveles de
expresion de moderada a intensa en al menos 9 diferentes nucleos celulares.
La sefial mds intensa se obscrvo en los cuerpes premamilares (PMV), los
cuales estan asociados con respucstas cmotivas y ¢l drea hipotalamica
posterior. Un supuesto papel para Nurrl dentro de las respuestas

autonomicas ¥ endocrinas se apoya por su
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patron de expresion en las dreas hipotaldmicas paraventricular (Pa),
peniventricular (Pe), anterior (AH), posterior (PH) y lateral (LH). Las dreas
predpticas media (MPA) y lateral (LPO) mostraron una sefial débil de
expresion para Nurrl, Ademas, encontramos expresion moderada de Nurr!l
en la glandula piruitaria. La expresién de Nurrl se encontré en ambos

lobulos, anterior y posterior (Figura 5},

Mesencéfalo
La expresion de Nurrl en el cerebro medio se muestra en la figura

4E-F.

La expresion de Nurrl se localiza en los pedinculos cerebrales y en
nucleos conectados al sistema limbico, cuerpo estriado ¢ hipotalamo. Entre
estos nicleos cstén el drca tegmental ventral (VTA), sustancia negra (SN),
nucleos dcel rafe (Cli, DR), nucleo tegmentario pedinculo-pontino (PPTg),
niclco intersticial del fasciculo longitudinal medio (IMLF), campo

retrorubral (RRF) y sustancia gnis central (CG).

Varios nucleas con proyecciones principalmente al cerebelo como los
nucleos pontino(Pn), reticulo tegmental y reticulo lateral también
expresaron altos niveles del RNA mensajero de Nurrl. El nicleo Edinger-

Westphal (EW) mostro expresion moderada Nurrl, sugiriendo un posible
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papel para Nurr! en el control de la actividad muscular del ojo.
Rombencéfalo

Los niveles mas elevados de la expresion de Nurrl en esta region se
observaron en la capa granular del cerebelo (figura 4A-B). Las regiones del
puente y bulbo raquideo presentaron una expresién moderada para Nurrl.
Enire los ntcleos positivos del puente (figura 6), se incluyen el vestibular
medio (Mve) y reticular intermedio (Irt), los cuales estan involucrados en
cuatro tipos de funcion: control motor, control sensorial, control visceral y
control de la consciencia. Consistente con su patron de expresion en el
cerebro medio, las células tefiidas positivamente para Nurrl fueron
cbservadas en los nicleos pontino y rafe. Dentro de] bulbo raquideo, el
nucleo del vago dorsal mostré tincion moderada para Nurrl el cual esta

involucrado en funciones sensoriales, motoras y parasimpaticas.

Ademads, en la médula espinal, la expresion de Nurrl fue escasa y
restringida a la region de la lamina X de la sustancia gris alrededor del canal

central.



del RNAm
cerebro posterior de ratom adulto.
panel B gue muestra
en la capa granular
panel B también se
moderada expresidn de
reticular

,ocalizacioén

campo claroc de

60



61

3.3.2  Patron de Expresion del gen Nurrl Durante el desarrollo
embrionario.

El patrén de expresion detectado para el RNA mensajero Nurrl

durante el desarrollo embrionario se observa en la figura 7.

La expresion del gen Nurrl durante el desarrolio embrionario
comienza a partir del dia 10.5 (Figura 7A). Esta expresion esta restringida
al sistema nervioso central durante toda la gestacion del rawdn, a excepcidn
de los labios que mostraron sefial positiva a partir del dia 12.5 del desarrollo

embrionario.

Durante el desarrollo del cerebro, se distinguen 5 importantes
vesiculas, las cuales son el  telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo,
metencéfalo y miclencéfalo. La cexpresion de Nurrl se localizé en
estructuras especificas de estas vesiculas, el patron de expresion se muestra
en la Fig.7 y se describe a continuacion:

Telencéfalo. Esta vesicula fue la ultima que mostré expresion de Nurrl
durante el desarrollo del cerebro de raton. La regién del hipocampo fue la

primer estructura del telencéfalo donde se detecto expresion de Nurrl y ésta
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Figura 7. Patrén de expresion

del RNAm de Nurrl durante el desarro.lo
del cereprec del ratdn.

Los nimeros del recuadro inferior izquierdo de
cada fcto corresponder. a la edad cel embriérn. Los enmdriones se cortavon
sagitalmente y muestran la expresidn de Nucrl duracte el cdesarrollo del
cerebro, desde el inicic de su deteccidén a partir del dia 10.5 hasta el
17.5 dia. Se ha marcado la lengua, la cavidad nasal (CN) y el cuearcto
ventriculo (4V) como puntog de referencia. Asi comc la irn:cial de las
principales vesiculas y estructuras gue dan origen al cerxebro: D
(diencéfalo), b {mesencéfalol, R {rombencéiala), | A (flexura
mesencefglical, Hi (hipocampe), Hy (hipotdlamo). Note la extensa scfial
de Nurrl durante las primeras etapas del desarrollo del cerebro en A-E,
parz luegc restringirse a regiones cspecificas cn las cuales persiste
la cxpresidn hasta el estaao adulto. ¥n ¥-H se observa la expresidn de
Nurrl en estructurss come el hipocampo (Hi),
nuclen de células en el mesencéefalo M) gque se  ublvan  ern  las
estructuras conocidaes come sustancla regra y Area ventral tegmentaria.
Aparte del cerebro, los labios (LB) mostraron una intensa
hibridacidén Nurrl a partir del dia 12.5.
A-D y 1600Cum en F-H.

hipanralamn (Hy) y un

scfial de
La barrz representa 70Cum cn
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comenzo a partir del dia 15.5 (Figura 71).

DNiencéfalo. 1.a expresidon de Nurrl se detectd en esta vesicula a partir del
dia 10.5. La intensa scfial positiva cstuvo localizada en las principales
estructuras que origina el diencéfalo, las cuales son el tdlamo € hipotdlamo.’

Mesencéfalo. Al igual que el diencéfalo, el mesencéfalo mostrd una intensa

expresion de Nurrl a partir del dia 10.5. La Figura 7B muestra la expresion
de Nurrl en la flexura mesencefdlica y esta expresion se detecia con la
misma intensidad durante todo el desarrollo del cerebro. Cabe mencionar,
que unicamente la region ventral del mesencéfalo mostrd una intensa
expresion de Nurrl, cuyo patron de expresion persiste hasta el adulto. Esta
region ventral incluye estructuras bien conocidas como la substancia negra,
drea tegmental ventral, cuya poblacion de neuronas son principalmente de
tipo dopaminérgicas.

Rombencéfalo. La expresion de Nurrl también se localizd en esta vesicula a

partir del dia 10.5 (Figura 7A). Esta vesicula se divide posteriormente en
metencéfalo y mielencefalo y a partir de ellas se desarrollan el puente (P) y
el bulbo raquideo (BR) respectivamente. L.a expresion en estas estructuras
s¢ detecto difusa en las etapas tempranas y posteriormente se observaron

nicleos aislados de tincion positiva (Figura 7).

La distribucion de Nurrl durante el desarrollo del sistema nervioso
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central coincidid con la encontrada en el adulto. En general, el patron de
expresion de Nurrl inicialmente se encontré abarcando extensas zonas de
tejido del cerebro (Figura 7), pero, conforme se fueron difercnciando las
cstructuras del cercbro, la expresion se restringid a cicrtos nucleos
especificos ya mencionados anteriormente. La unica diferencia notable
observada cntre la expresion en el adulto y durante el desarrollo
embrionario, fue en el cercbelo donde, la expresion de Nurrl se encontrd

solamente cn el adulto.

En cuanto a la expresion de la médula espinal, esta se inicia a partir
del dia 11.5 (Figura &). La expresion se encontrd en la capa intermedia del
neuroepitelio y conforme se fue diferenciando el neuroepitelio, la expresion
fue disminuyendo, hasta encontrarla escasamente en el dia del nacimiento

(P0), cuya expresion coincide con la observada en el adulto.



Figura 8. Expresién de Nurrl durante el desarrolleo de la médula
espinal. En A se muestra el campo oscuro y claro de un corte
sagital de embribén de ratén de 11.5 dias de desarrollo. El campo
oscuro muestra la intensa expresidén de Nurrl a todo lo largo de
la médula espinal. La flecha Iindica 1a sefial de hibridacién de
Nurrl en  la / regidon ventral mesencefalica. En) B-F se muestra) la
expresién de Nurrl en orden cronoldgico ‘a partir del dia’ 11.5
hasta el dia 16.5 respectivamente. Los cortes transversales
muestran la localizacidén de Nurrl, (representada por Jlos puntos
blanquecinos ‘e indicades ‘por ‘'la - flecha ‘negra}’ en " la zona
intermedia (ZI) del neurcepitelio.En B se marcan las zonas del
neurocepitelio (2V, zona ventricular; 2I, zona intermedia; 2M,
zona marginal) el cual alcanza su forma caracteristica de
mariposa para el dia 15.5 (E). Note que la intensa sefial decrece

con la diferenciacidén del neurepitelio. La barra representa 50um
en B-D y 100um en A.
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3.4 Mutacion del gen Nurrl Endogeno en Células Madres
Embrionarias de Raton

3.4.1 Estrategia Utilizada para la Mutacion del gen Nurrl Endogeno de
Ce¢lulas Madres Embrionarias.

El siguicntc paso consistio cn la introduccion del gen que porta la
mutacion para Nurrl {vector recombinante Nurrl), dentro de las CME de
ratdn y la identificacién de clonas de CME que habian sufrido
recombinacion homologa. El vector recombinante Nurrl (Figura 2) fue
lincarizado con la enzima Notl, cuyo sitio unico de reconocimiento cstaba
situado afuera de la region de homologia. Enseguida fueron electroporadas
CME con este vector recombinante linearizado. Los vectores linearizados
trabajan mejor posiblementc porque la linearizacién convicrte al vector en
un substralo topologico mas favorable para la participacion en la

. - » . 89
recombinacion homdloga con ¢l gen enddgeno™ .

Despucs de la clectroporacion, las colonias que resultaron positivas
para el gen NeoR (G418R) y nepativas para el gen HSV-TK (FIAUR)
fueron aisladas y tamizadas mediante analisis “mini-southern” para
identificar los eventas positivos de recombinacion homaloga (seccion 2.12).
Este procedimicnto permite tamizar simulianeamente un pran numero de

colonias. Para la deteccion de eventos positivos se digiere el DNA
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gendmico de las clonas con una enzima de digestion, y los fragmentos son
hibridizados con una sonda especifica para distinguir el alclo mutado del

alelo silvesire.

El resultado del analisis tipo “Southern” para la identificacion de un
evento positivo del gen Nurrl mutado se muestra en la figura 9B. El gen
endogeno Nurrl y la construccion del vector mutante Nurrl se muestran en
la figura 9A (b) y (a) respectivamente. La Jocalizacion de los sitios Bam H1
necesarios para la estrategia de deteccion se muestra en la figura 9A (b y c).
La figura 9 A(c) ilustra la forma mutada del gen Nurrl después de la
recombinacion homéloga. Eo el caso del gen Nurrl tipo silvestre (Figura
9A), al digerir el DNA genomico de las CMI: con Bamlll e hibridizario
con una sonda genomica Nurrl de 900 pb marcada con [32P] (scnda
S'Nurrl), se obtienc una banda hibridizante de 5.5 kb, debido a la presencia
de un sitio BamH1 en la regidn  5' no traducida del gen Nurrl y un
scgundo sitio Bam H1 en el exdn 5. En el caso de un evento pasitivo en el
locus de Nurrl, la presencia del gen NEOR en el exén 3 introduce un sitio
Bam H1I adicional el cual resulta en una banda hibridizante mas pequena de
3.5 kb. De esta manera, cuando el DNA genomico de las clonas de CME
resistentes @ G418 v FIAU se digiere con Bam K1 y se hibridiza con la

sonda 5'Nurrl, producira dos tipos de bandas hibridizantes,
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Figura 9. IJInactivacién del gen Nuzzl en CME y dectccsidn dec su
gerotipe.  FEn A l(a){c){c) se representan el dizeno de.  wvootor

recompirante Nurrl, 21 gen silvestre Nurrl y el gen Nurrl nutaedo,
respectivamente. En (b (¢} se muestra el tamahc de los fragmertzs Bam
1 oy Byl TT aue se obtienen a. z2aa.izser 23 DNA genédmtien de .as clonas
de CME c¢bicnidas con las egnzimas de restriceion Baa Hl y Bg: I
respectivamente.

Las f.echas horizoctales inc:ian "a direccion de 1z transcripeidn. ¥n 8
se muestza un andlisis Lipo Scathern blol del DNA de CMF resistenies 4
neompicina. EL DNA fue digerice «con Bamdl e hibridizace cen una 3sonca
genomiza Nurrl de Y00 pb lozmalizada rio arriba de .2 regido,c 8
~nveolucrada  ern  la recembinacicn homdloga., Esta sonda dektectd un
fragmento de 5.5 kb y otro de 3.5 «b de 1los al=2los silvestre y muitante
respactivanente. En C se muestza un antal isls mediants FCR da  las
ratones sbhocnidos cntre crurcas de Netlerocigotos Narrsl. Sc obtienen dos

productos de PCR, uno do 302 pb y otro de 200 rh gue corressnaden a!
alelo silvestre y mutante rescectivémente.
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Una banda de 5.5 kb en tamafio, que representa el alelo Nurrl tipo silvestre

y una banda de 3.5 kb, que corresponde al alelo Nurrl mutado.

3.4.2 ldentificacion de Clonas de Células Madres Embrionarias que
Portan la Mutacion del gen Nurrl.

Se realizaron dos experimentos scparados de clectroporacion. En el
primero, las CME estaban en el pasaje #21 y se tamizaron 360 colonias
G418R y FIAUR usando la estrategia descrita en la seccion 2.12. Se
1dentificaron seis clonas blanco, en la fig, 9 B se indica por el asterisco una
clona que presenta un alelo Nurrl mutado. EI DNA de estas clonas produjo
los fragmentos Bam f11 hibridizantes esperados de 5.5 y 3.5 kb, generados
por recombinacion homologa ¢o el locus Nurrl. En el segundo experimento
de electroporacion, se utilizaron CME en ¢l pasaje #20, alrededor de 300
colonias fueron resistentes a G418 y FIAU de las cuales otra vez obtuvimos

6 eventos positivos.

3.43 Analisis Adicional Mediante Southern para Confirmar la
Presencia del gen Mutado Nurrl en las Clonas de CME.
Mediante el tamizaje iricial de las clonas de CME se identificaron 12

clonas candidato que presentaron el fragmento esperado de 3.5 kb al

hibridizar con la sonda 5'Nurrl. Sin embargo, la estrategia utilizada para
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identificar las clonas blanco de CME fue especifica para eventos en los
cuales habia ocurrido recombinacion homdloga entre los genes endogenos
con ¢l vector recombinante a nivel del brazo corto de homologia Nurrl. Un
aspecto importante dc cste  experimento consistc en confirmar que ha
ocurrido el cambio genético deseado. Esto se debe a que pusieriormente se
correlaciona directamente cualquier cambio fenotipico observado en ratones
homocigotos para el alelo mutado con la modificacion genética especifica
introducida. Esta confirmacion fue llevada a cabo mediante el analisis de
ambos aspectos 5"y 3' del locus blanco mediante digestiones con enzimas
de restriccion adicionales y utilizando sondas externas de ambos extremas

5'y 3" del gen Nurrl.

La figura 9 A (b)(c) representa la estrategia utilizada para determinar
si alglin otro rearreglo, ajenc al planeado, habia ocurrido en la estructura del
gen Nurrl. La Figura 7(b) representa la estructura gendmica normal del gen
Nurrl. Los sitios de enzimas de restriceién y las sondas 5' v 3' Nurrl en la
Figura 9 (b) utilizadas en el andlisis s¢ indican en la Figura 9 (b) ¥ (¢). En
esta figura también se ilustran los mapas de restriccion para el vector
disefiado y el alelo mutado después de la recombinacién homologa. La
figura 9A muestra los tamanos de los fragmentos de restriccion esperados

para los alelos recombinantes y enddgenos cuando las clonas blanco fueron
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digeridas con las enzimas indicadas e hibridizadas con sondas 5' y 3'. La
sonda B corresponde a un fragmento Sac / del extremo 3' del gen Nurrl de
alrededor de 650 pb. De este modo, los resultados obtenidos mediante el
andlisis tipo Southern utilizando la estratcgia anterior no revelaron algln
rearrcglo con las sondas S'y 3' lo cual indico que el cvento correcto dc

recombinacion homologa habia ocurrido en cl locus de Nurrl.

3.5 Obtencion de un Modelo Animal Deficicnte de Nurrl

El éxito obtenido en la mutacion del gen Nurrl en CME de raton, nos
proporciono el material necesario para llevar a cabo nuestro tercer objetivo,

obtencr un modelo animal deficiente de Nurrl.

3.5.1 Microinyeccion de CME en Blastocistos.

Este procedimiento fue realizado por el Dr. Franco De Mayo del
laboratorio de transgénicos del departamento de Biologia Celular del
Colegio de Baylor ¢en Houston Texas.

Este procedimiento consistié en la microinyeccion de 15 a 20 células
de la linea celular de CME mutadas Nurrl (H1) dentro de la cavidad de un
embrion en estado de blastocisto. Generalmente se microinyectaron un

numero suficiente de blastocistos para producir al menos 3 camadas y se
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depositaron alrededor de 12 blastocistos en las trompas de Falopio de una
madre nodriza pseudoprefiada,

Se utilizo la cepa C57BL de ratones para generar las quimeras a partir
de los blastocistos microinyectados, la cual es de color negro, non-agouti
(BBaa). Ya que Jas CME sc derivaron de un blastocista de la cepa
126SvEv, la cual es negra, agouti (BBAA), los ratones quiméricos
generados por la incorporacion de CME dentro de la linea germinal de la

cepa C57BI. se detectaron por la presencia del color agouli en su pelaje.

3.5.2 Resultados de las Microinyecciones.

Después de la transferencia de los embriones, las camadas nacieron
17 dias mas tarde. Sc analizd el sexo de los descendicntes y lambién la
presencia del color agouti en su pelaje. El marcador, color agouti llegd a ser
visihle hasta una semana después del nacimiento. Sin embargp, las lincas
cclulares ME son derivadas de blastocistos machos v debido a la
contribucidn extensa dc esta linca celular en la formacion del embridn
microinyectado, s¢ convicric un blastocisto femenino a un animal
masculino. Esto resulta en la produccién de un mayor nimero de machos en
una camada. La proporcion en forma natural de animales macho/hembra

por camada es 50/50. Y en este caso la proporcion macho/hembra fue
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El nimero de pasajes de las CME también es un factor importante
para la generacion de ratones quiméricos. El tiempo de duracion que las
CME son mantenidas en cultivo mfluye en el estado pluripotencial de las
CML. Hay una correlacion inversa entre el numero de pasajes dc las CME y

el grado dc quimerismo obtenidos de cllos.

Tres de las clonas blanco del primer experimento de electroporacion
fueron microinyectadas dentro de blastocistos y transferidos a madres
nodrizas pseudoprediadas. e la primer microinyeccion con una de las
clonas hlanco (111) se obtuvo un raton macho quimérico el cual presentd un
95% de su pelaje de color agouti. Para las siguientes microinyecciones se
utilizaron las otras 2 clonas blanco (I03 y F11), se obtuvieron quimeras
macho las cuales presentaron una proporcion de un 60 a un 100% de color
agoutli en su pelaje, pero no s¢ obtuvicron resultados exitosos, porque
ninguna de ellos presentd la mutacion Nurrl. Una explicacion a esto es que
posiblemente eran machos estériles ya que las hembras con las que se
aparearon no se prefaron y por otro lado quizas las CMFE portadoras de la
mutacién no fueron incorporadas en ¢l desarrolla de las gonadas. L] unico
raton macho quimcrico obienido a partir de la clona H1 se apared con

ratonas dc la cepa CS7BL/6. A partir de cstas cruzas se generaron ratoncs



76

heterocigotos, los cuales se cruzaron entre si para generar ratones
homovcigetos. Para la deteccion de la transmision del alelo mutante Nurrl a
través dc la linca germinal se utilizo el analisis de PCR. Para esto se aislé
DNA genomico de las colas de raton. En estos analisis, el gen Nurrl de tipo
silvestre es representado por un producto de PCR de 300 pb mientras que ¢l
alelo mutado ¢s representado por un producto de PCR de 200 pb (Figura
9C). De los genotipos obtenidos med:ante cstos andlisis se observo que los
ratones homocigotos mutantes Nurrl (Nurrl~/-) nacieron con la frecuencia

esperada de acuerdo a la primera ley de Mendel.

3.6 Analisis del Fenotipo de los Ratones Carentes de Nurrl

3.6.1 Datos Generales del Fenotipo.

Al nacimiento de las camadas de cruzas entre heterocigotos, se
hicieron las siguientes observaciones: tamafio y peso del cuergo, presencia
de leche en su estdmago y movimiento corporal. Para determinar el
genotipo se les cortd un pedazo de cola para purificar DNA genomico y
llevar a cabo una reaccion de PCR. Como resultados preliminares de
nuestro trabajo, se observd que los ratones deficientes del gen Nurrl
(homocigotos para la mutacion Nurrl) eran en su mayoria los que no

presentaban leche en su estomago, eran hipoactivos y morian durante el
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transcurso de las primeras |2 horas de vida,

En cuanto a otros parametros como tamafio y peso, no hubo

diferencias entre los ratones silvestres y mutantes.

3.6.2 Rescate del Fenotipo can Glucosa,

Para determinar si los ratoncs mutantes carentes dc la {uncion de
Nurrl morian por falta de alimento y no por algun problema respiratorio, se
realizd el siguiente experimento:

(1) 4 camadas de ratones rccién nacidos se scpararon de su madre y
se mantuvieron en condiciones adecuadas de temperatura y ciclos
normales de horas luz y oscuridad,

(2)  Se les inyectd subcutancamente 50 wl de una solucion de glucosa

al 10% en solucion salina, cada 8 horas.

Todos los ratones murieron después de haber sobrevivido de 30-50
horas, No hubo diferencias entre mutantes y silvestres. Se determind su
genotipo mediante PCR. En total se analizaron 4 ratones silvestres, 7
ratones heterocigotos y S ratones mutantes Nurrl. Estos resultados indican
que no existe un problema de tipo respiratorio. Que la falta de alimento

ocasionada por la incapacidad de succion es la responsable de la muerte de
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los ratones deficientes de Nurrl,
3.6.3 Anilisis Histologico, Inmunohistoquimico ¢ Hibridacion In Situ.

Se analizaron cortes histologicos del cerebro y médula espinal de
ratones recién nacidos de tipo silvestre y mutantes. Listos cortes se tifieron
con hematoxilina y eosina y los mutantes no mostraron aparcntemente

alteracion alguna al compararlos con los de tipo silvestre.

[.0s resultados de hibridacion in situ de este gen Nurrl en el cerchro,
identifican a la region ventral mesencefdlica comeo sitio de expresion intensa
para Nurrl. Esta region cs rica en neuronas dopaminérgicas, cuva funcion
en el cerebro es sumamente importante. ["ara examinar el papel de Nurrl en
el desarrollo  del  sistema  dopaminérgico, sc  analizd mediante
inmunchistoquimica  la  expresion - de  dos  marcadores  celulares
dopaminérgicos, TIl y AADC. Sc obtuvieron cortes frontales de la region
mescnectalica de ratones recién nacidos de tipo silvestre y mutante (figura
10A-D). Consistente con hallazgos de otro grupo de investigadores™, la
delecion de Nurrl provoca una ausencia de ambos marcadores,
confirmando que Nurrl es esencial para la expresion de un fenotipo celular

dopaminérgico mesencefalico. Ademas el analisis de neurotransmisores en
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la region del cuerpo estriado  confirmé  estos  resultados
inmunohistoquimicos. Se obtuvo una pérdida total del neurotransmisor
dopamina en los ratones mutantes y una disminucion significativa en los
ratones heterocigotos (figura 10E), mientras que los neurctransmisores
norepinefrina y serotonina no sufrieron cambio alguno. También sc midio la
actividad enzimatica de TH y CHA'T y unicamente la actividad de T1I se
vio afectada (Figura 10I'-G). Para determinar si el defecto era especifico
para las neuronas dopaminérgicas mesenccfalicas, se examind la expresion
de TH en neuronas dopaminérgicas de la region periglomerular del bulbo
olfatorio y las células de la mé¢dula de la glandula adrenal las cuales derivan
de la cresta neural en ratones mutantes Nurrl. Ambos tipos celulares
cxpresan tanto Nurrl como el marcador TH. En ambos tipos celulares, la

ausencia de Nurrl no afectd la expresion del marcador TH (figura 11).

Para determinar cuando se requiere la funcion de Nurrl durante el
desarrollo celular dopaminérgico mesencelalico, se utilizaron marcadores de
este proceso para examinar el fenotipo de las celulas de la regidn
mesencefalica en embriones de 11.5 dias, de tipo silvestre y mutantes.
Primero, se determind s1 las células habian respondido a la sefial inductiva

del gen morfogenético sonic hedgehog (SSH) al adoptar un fenotipo general



Figura 10. Andlisis de los niveles de mconoaminas y Chat
en ratones recién nacidos.

A-D) son \cortes frontales)|del\ cexrebro  medio  de¢ ratdm
recién nacide. A 'y C muestran tincién positiva Ccontra
los anticuerpos TH y AADC respectivamente, en 1la
sustancia, negra y édrea ,ventral tegmentaria de un cerebro
de ‘ratén 'silvestre., B y D muestran 'la' pérdida’ de ambos
marcadores en las mismas regiones de un cerebro de ratén
mutante Nurrl,

E. Muestra los niveles de monaminas cbtenidos mediante
HPLC en el cuerpo estriado de ratones silvestres,
heterocicgotos y mutantes., Los niveles de dopamina
fueron casi nulos en los ratones mutantes, y en los
heterocigotos hubo una notable disminucién comparada con
el grupo normal. Mientras gue los niveles de
norepinefrina y serotonina no se afectaron.

F. La actividad de TH en el cuerpo estriado de ratones
mutantes Y heterocigotos mostrd una disminucién
significativa.

G. La actividad de acetilcolinatransferasa tampoco
sufrié modificacidén en los diferentes tejidos analizados
(corteza fromtal, hipocampo Yy cuerpo estriado) de
mutantes y heterocigotos. La barra representa 100um.
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Figura 11, Expresion de Tirosina Hdidroxilasa !(TH) y civeles de dopamina
en celulas de lu médula de Ja glardula adreral y bulbo olfdatovria de
ratenes recien mnacices. (A) Anilisis da hibridacién ia situy de la
wxpresién  cel RNAm de Nurrl en la glandu.a adrenal de ur rator
silvestre, (B} Niveles de dopamina er la glardula adronal de ratones
silvestres {WT), heterccigectes {He) v mutantes (Ho) . No aubs
diferercias significativas en los niveles de gopeiind entre los 3
¢grupos analizacos. Estes resultades s contirmaron Con Ta de: poeioe
irrunolistovuimica (2 vy D) de TH. (U} Leiecaidr inrunchistoguinicae deo
TE en la glandula adrendl de ur razén si vestroe (=/+1. D) Deteccisn
irmunoristequimiza de TH en la glancula adrenal de un raten muLante -

f=i. {E) (F)Deteccién inmunohistowuimica de TH en el hulio GlfaLorio ce
retunes stlvestres i+/-) y mutanteg (-/-! respec-ivamentea. Tawpees kabn

alteracivies ¢n la expresion de Nurrl on los mataries. La harra
tepresenta S0um.
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neuronal. Para esto se utilizo el marcador de ventralizacion, el factor nuclear
de hepatocitos 3B (HNF3B) y el marcador general neuronal, 3A10°". La
expresion positiva de ambos marcadores demostrd que la ventralizacion e
induccion peneral ncuroral de células ncuroepiteliales en Ja placa neural
ventrolateral no sc afcctaron por la delecion de Nurrl (figura 12). También
se examind la expresion de la proteina homcodomain recientemente
identificada, Ptx-3”°, como un marcador para células progenitoras
dopaminérgicas mesencefalicas cuya expresion comicnza ¢n ¢l dia |1
después del inicio de la expresion de Nurrl. Sorprendentemente, ambos
ratones, de tipo silvestre y mutante mostraron un patron de expresion similar
de Ptx-3 localizado en la zona ventral mesencefalica, lo cual indica que la
expresion de Ptx-3 es independiente de Nurrl (figura 12C). Finalmente, la
ausencia dcl patron de expresion en la zona ventral mesencefdlica del
marcador TH demuestra que la diferenciacion al fenotipo dopaminérgico no
se lleva a caho en embriones mutantes Nurel de [ 1.5 dias (figura 12). Estos
datos indican que Nurrl funciona en las etapas tardias del desarrolio celular
dopaminérgico mesencefdlico durante la difcrenciacion de neuronas
mesencefalicas ventrales positivas a Ptx-3 hacia un fenotipo final

dopaminérgico.



Figura 12, Anédlisis del Fenotipo Celular en la Regibn
Ventral Mesencefilica de Embriones Silvestres y Mutantes
Nurrl.

(A) Localizacibén autorradiografica del marcador ventral
mesencefdlico HNF3B. La flecha muestra la fuerte expresiédn
de este marcador en embriones silvestres. (+/+) y mutantes
(-/-) de' 12,5 'dias. El cuadro pequefio muestra una
amplificacién de esta regidén positiva. No se observaron
diferencias en la expresidn de este marcador.

(B)Deteccidén inmunohistoquimica del marcador neuronal 3A10
en embriones silvestres y mutantes de 11.5 dias. No hubo
diferencias en la expresién de 3Al10.

(C)Deteccién del RNAm de Ptx3 mediante hibridacién in situ
en embriones de ratén silvestre y mutantes de 11.5 dias.
La flecha indica la expresién de Ptx3 en la regién ventral
mesencefdlica. No se observaron diferencias en su expresiodn.
(D)An4lisis comparativo inmunohistoquimico de la expresidn
de TH en la regién ventral mesencefalica de embriones
silvestres y mutantes de 12.5 dias. Note la ausencia de
tincién en el corte histolégico del mutante (-/-).

La barra representa 20um.
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Para determinar si los precursores dopaminérgicos mesencefalicos
sobreviven cn la ausencia de Nurrl, sc analizo la persistencia de neuronas
positivas Ptx-3 en ratones recién nacidos (figura 13). El analisis dc la
expresion de ¢ste marcador en ratones recién nacidos demostré la
persistencia de la expresidn de Pix-3 en neuronas maduras dopaminérgicas
en ratones silvestres. Pero, por el contrario, los ratones homocigotos
mutantcs mostraron una escasa y débil expresion de Ptx-3 en la region
ventral mesencefalica, lo cual indica una pérdida significativa de células
positivas para Pix-3 (figura 13). Ademas, la pérdida de la expresian de Ptx-
3 fue especifica para la region ventral mesencefalica ya que la expresion de
Pix-3 en otras regiones no sufrio cambio. Para determinar si la pérdida en la
expresion de Ptx-3 estaha asociada con una pérdida de las celulas de la
regian ventral mesencefalica, se compararon los niveles de apoptosis en
ratones recién nacidos de tipo silvestre y mutantes utilizando el experimerto
TUNEL. Los resuitados de estos analisis demuestran que la perdida de
células que expresan Ptx-3 esta asociada con un incremento en el nimero de
ceélulas muertas y apoptoticas y que esta alteracion esta restringida a la
region ventral del cercbro medio de los ratones mutantes Nurrl. Para

apovar la observacion dc este incremento de muerte celular, se
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cuantificaron las células en estado apoplético en la substancia negra y en ¢l
area ventral tegmentaria del cerebro medio. Para esta cuantificacion se
utilizaron cortes histologicos de la region ventral mescncefalica de 3 recién
nacidos tipo silvestre y 3 mutantes Nurrl lo cual confirmo el incremento en
el numero de células apoptoticas de un 0.5% encontrado en el tipo sitvestre
comparado con un 7% observado c¢n los retones mutantes Nurrl.
I'inalmente, ¢l incremento en la muerte celular fue consistente con un obvio
decremento en cl numero de celulas observadas en la regidon ventral
mesencctalica de un recién nacido (figura 13) Lstos datos indican que
Nurrl se requiere para la supervivencia de células precursoras
dopaminérgicas mesencetélicas asi como para la diferenciacion completa de

células productoras de dopamina mesencefalicas.



Figura 13. Pérdida de la Expresidén de Ptx3 y Muerte Celular
en la Regidén Ventral Mesencefélica de Ratones Recién

Nacidos Mutantes Nurrl.

(A) y (B) Comparacién de la expresién de Ptx3 mediante
hibridacién in situ de la regidén ventral mesencefalica de
ratones recién nacidos silvestres (+/+) y mutantes (-/-).

La flecha indica la expresién de Ptx3 en la regién ventral
mesencefalica de un ratén silvestre. Note la ausencia

de este marcador en el cerebro de un ratén mutante Nurrl.
(C) y (D) Amplificacién de los anélisis de hibridacién in situ
mostrados en (A) y (B). Note la disminucién significativa

de la expresién de Ptx3 en el ratdédn mutante comparada con la
expresidén del ratédn silvestre.

(E)y (F) Analisis del incremento de muerte celular en la
regién ventral mesencefalica de ratones mutantes mediante

el ensayo TUNEL. Las flechas indican los cuerpos apoptdticos
y los asteriscos, células muertas.

La barra representa 2mm en A-B y 20um en C-F.
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CAPITULO 4
DISCUSION

Se comparé |a organizacion estructural del gen Nurrl con la reportada
para ¢l gen NGFL-B®, ambos miembros de la subfamilia Nurrl, y
encontramos que ambos genes presentan una organizacion muy similar. Ll
conocimiento de la organizacion estructural de este gen Nurr] representa un
avance importante para el estudio de su funcion tanto in vitro como in vivo.
Ademas, es importante para el conocimiento de su regulacion diferencial

por sehales extracelulares.

La expresion de Nurrl se localizo en la mayoria de las principales
divisiones dcl cerebro. Sin embargo, su expresion dentro de cstas divisiones
sc encontro predominantemente en estructuras asociadas con el sistema
limbico. La asociacion de Nurrl con el hipotalamo y sistema limbico nos
hace suponer un papel para este factor de transcripcion en la integracion y
procesamiento de informacidon motora y sensorial requerida para la

expresion de comportamientos motivacionales y emocionales complejos, asi
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como en los procesos de aprendizaje v memoria.

La localizacion de Nurrl dentro de estructuras neuroendocrinas del
hipotdlamo y de la glandula pituitaria antcrior, y su asociacion con
estructuras autonomicas, incluyendo el hipotdlamo, la corteza del cingulo y
los nucleos de la estria terminal, sugiere un posible papel para Nurrl en
procesos neuroendocrinos y autonomicos. La localizacion de Nurrl en el
nucleo paraventricular del hipotdlamo y en la pituitaria anterior es de
particular interés porque se han identificado sccuencias de DNA cis-
activantes para Nurrl en la region promotora de los genes CRF (factor
liberador de corticotropina) y POMC (pro-opio-melanocortina), los cuales
son expresados en dreas del hipotdlamo y de la pituitaria, respectivamente™ .
De¢ hecho, mediante estudios de transfeccidn de células de pituitaria con el
gen Nurrl y genes reporteros bajo la regulacion del promotor de los genes
CRF y POMC, se ha demostrado que Nurrl puede regular la expresion de
ellos’’. Estos datos junto con los previemente demostrados por otros
investigadores acerca de la regulacion de Nur?77 por ACTH en la regulacion
de la expresion de la enzima esteroidegénica esteroide-21 hidroxilasa®,
provee la primera indicacion de que la subfamilia Nurrl de receptores

nucleares pucde jugar un papel ncuroendocrino importante en la regulacién
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coordinada de actividad del eje hipotaldmico-pituitaria-adrenal (HPA).

Por otro lado, la intensa sefial de Nurrl en el cerebelo sugiere que
puede tener un papel cn el mantenimiento del equilibrio y coordinacion de

la accion muscular.

Nuestro andlisis del patrdn de expresién de Nurrl en este estudio
identifica regiones funcionalmente definidas del cercbro en las cuales la
gxpresion constitutiva de este transcrito parece contribuir al mantenimiento
de una linca base o nivel constitutivo de actividad neuronal. La capacidad
que tiene este factor de transcripcion Nurrl para responder de una manera
inducible a una variedad de estimulos indica una mayor participacion de
Nurrl en la actividad neuronal bajo condiciones de estimulos especificos

que no se estudiaron en el presente trabajo.

De acuerdo al paudn de expresion encontrado en las principales
estructuras del cerebro, es dificil predecir qué funcién tiene el gen Nurrl en
el sistema nervioso central. Ya que al tratar de correlacionar estructura-
funcion de las principales estructuras positivas para Nurrl, encontramos la
expresion de Nurrl tanto en estructuras de funcion motora como sensorial.

Al igual que la organizacion estructural del gen Nurrl, su patrén de
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expresidn también se comparo con el reportado para los ontras 2 miembros
dc la familia a la que pertencee Nurrl, La distribucion de Nurrl en cl adulto
coincidio en algunas estructuras con la de Nur77 y Norl, lo cual indica que
estos transcritos pueden tener funciones compartidas en esas regiones en el

adulto.

En lo que respecta a la expresion de Nurrl durante el desarrollo, es
importante mencionar que Nur77 estd ausente, mientras que Nurrl y Norl
estan presentcs desde una ctapa temprana. Lo importante de esta
comparacion de los patrones de expresion fue que no hubo traslape de
expresion, lo cual representaba una mayor responsabilidad para nuestro gen
Nurrl en el desarroilo del SNC y que el fenotipo por obtener se perfilaba
para ser lctal a menos que cxisticra otro miembro de la familia ain no
identificado y reemplazara la funcion del gen Nurrl. El hecho de ser un
factor de transcripcion y expresarse al inicio del desarrollo neuronal y estar
presente durante la ctapa adulta sugeria un papel indispensable de Nurrl. Al
analizar el patron de expresion en la médula espinal, es importante hacer
notar la ubicacion de Nurrl en el neurocpitelin, cuya expresion se restringio
a la capa intermedia, la cual incluyc a los ncuroblastos en cstado de

diferenciacion. Cabec mencionar que las primeras ncuronas que se



diferencian son las motoras y luego las sensitivas. Y el patron de expresion
de Nurrl se detectd primero en Ja parte ventral de la médula espinal, donde
s¢ ariginan las ncuronas motoras, para lucgo extenderse cn la parte dorsal
donde se originan las neuronas sensitivas. Como la expresion de Nurrl en el
adulto se localizd tanto e¢n neuronas motoras como sensitivas, podemaos
sugerir que posiblecmente Nurrl esté involucrado en la diferenciacion de
ambas neuronas, ya que su expresion esta presente durante la diferenciacion
de las neurcnas. En la etapa postnacimiento, la expresion bajo notablemente
pero no desaparecio, lo cual indica que posiblemente Nurrl sc requiera para

el mantenimiento de ciertas neuronas especificas.

Una vez obtenido ¢l patrdon de expresion de Nurrl, tanto en ¢l adulto
como durante el desarrollo cmbrionario, nos entocamos en obtener ¢l
modelo animal gue nos aclarara las posibles funciones de Nurrl inferidas de
acuerdo a su patron de expresion, preguntiandonos: ¢afecta la ausencia de
Nurrl ¢! desarrollo de las ncuronas?, ;qué estructuras seran afectadas
principalmente? ;es Nurrl indispensable para el mantenimiento de las

neuronas? cte.

Durante la identificacidn de clonas de CME que portaban la mutacion
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del gen Nurrl observamos que la frecuencia de recombinacién homdéloga
obtenida con la construccion Nurrl, fue del 2%. Una variacion en la
eficiencia de recombinacion homdloga entre experimentos de
electroporacion se ha observado en la mayoria de los laboratorios que
producen animales transgeénicos mediantc recombinacion homéloga. El
origen de esta variacion se desconoce; aunque en nuestro caso no hubo tal
variaciéon. UJn factor que puede contribuir a la variacion en eficicncia entre
cstos experimentos ¢s ¢l estado del cicle celular cn ¢l cual las CME son
clectroporadas con el vector linearizado que porta la mutacion. Por ¢jemplo,
cn la fase S del ciclo celular ¢l DNA cromosomico estd mas desenrollado y
dc allf que puede estar mas accesible a la maquinaria de la recombinacién
homologa.

Tambhién el medio ambiente cromosomico alrededor del gen hlanco
pucde afectar la eficiencia de recombinacidn homdloga en el locus, al
afectar el acceso de las enzimas involucradas en la recombinacion
homaloga. Ademas, algunas regiones de DNA parecen ser mas propensas a

recombinacién que otras.

Meses después se obtuvieron las primeras camadas de cruzas entre

heterocigotos con la mutacion para Nurrl. Como se menciond en la secc1én
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de resultados, los recién nacidos mutantes no sobrevivieron mas de 12
horas, y nucstras precguntas iniciales seguian sin respuesta. Lo primero que
observamos en los ratones deficicntes de Nurrl fue la falta de leche en su
estomago, y esto origind la siguiente cuestion: (Mueren los ratones
mutantes por falta de alimento o por algin defecto respiratorio?. El rescate
con glucosa nos ayudo a contestar nuestra pregunta. Los ratones
sobrevivieron entre 30-50 horas, lo cual descartd problemas respiratorios e
indica que los ratones mutantes presentan un problema grave de succion.
Hasta este momento, solo sabiamos: que la deficiencia de Nurrl era letal en
los ratones mutantes, Posteriormente los estudios inmunohistoquimicos con
los marcadores dopamina y tirosina hidroxilasa demostraron que la funcién
de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas de ratones deficientes de
Nurrl estaba afectada. De hecho se demostro que este tipo de ncuronas
sufria un proceso apoptdtico, principalmente aquellas de la region ventral
mesencefilica, que incluye la substancia nepra y ¢l area ventral tegmentaria.
Pero cabe sefialar que Unicamente csta region fue afectada, ya que otros
nicleos dopaminérgicos no sufrieron alteracion alguna. Con estos
resultados hemos demostrado que Nurrl es esencial en esta region

mesencefalica tanto para inducir la diferenciacion final de neuronas
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precursoras dopaminérgicas mesencefdlicas ventrales como para su

supervivencia.

Ptx-3 es un producto del gen homedtico que es fuertemente cxpresado
en células dopamindrgicas de la parte ventral del cerebro medio durante su
diferenciacién, lo que sugiere que la proteina puede estar involucrada en la
determinacion del linaje dopaminérgico mesencefalico”. La expresion de
Ptx-3 en células dopaminérgicas en desarrollo provee un cxcelente
marcador para células progenitoras dopamina mesencefalicas”. La
cxpresion de Ptx-3 v Nurrl persiste en ncuronas dopaminérgicas del cerebro
medio del adulte, indicando que ambas proteinas pueden estar involucradas
en el mantenimiento de la funcion celular dopamina en el cercbro adulto. La
expresion fuerte - de Ptx-3 en el cercbro medio ventral de embriones
homocigotos para Nurr] indica que la induccion de expresion de esta
proteina y el desarrollo de necuronas precursoras dopamincrgicas son
independicntes de Nurrl. En contraste, Nurrl ¢s ¢sencial para la induccion
de un fenotipo dopaminérgico en las neuronas precursoras positivas para
Pix-3. A este respecto, es posible que Ptx;3 v Nurrl, aunque reguladas
independientemente, puedan funcionar de una manera cooperativa para

rcgular factores requeridos para la diferenciacion final de este tipo de
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neuronas. Consisiente con esta hipotesis, es el caso de las interacciones

93-
# entre el receptor

cooperativas que se han demostrado recientemente
nuclear huérfano (L'TZ-F1) y la proleina con homeodominio I'TZ. En el
caso de Nurrl, tales interacciones cooperativas pueden explicar la
especificidad de los defectos neuronales en neuronas dopaminérgicas del
cerebro medio debido a que el gen Ptx-3 no se expresa en otras neuronas

conteniendo  Nurrl, incluyendo el sistema limbico y neuronas

dopaminérgicas de] bulbo olfatorio ¢ hipotalamo.

La observacion de que Nurrl es esencial para ¢l mantenimiento dc los
progenitores positivos para Ptx-3 origina una scrie de especulaciones acerca

del papel de Nurrl en la supervivencia celular dopaminérgica.

La muerte cclular incrementada en recién nacidos homocigotos para
Nurrl puede simplemente deberse a una incapacidad de los precursores
dopaminérgicos indiferenciados para hacer coniactos sindpticos con sus
blancos. Estudios previos usando ratones mutantes en los cuales TH estuvo
ausente en neuronas dopaminérgicas han indicado que el sefialamiento
mcdiado por dopamina no parece requerirse para la sinaptogénesis

funcional de proyecciones neuronales de la sustancia negra al cuerpo
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estriado’. Sin embargo, no puede ser una regla el que la pérdida de todos
los marcadores del fenatipo dopaminérgico, como se observa en los ratones
mutantes Nurrl, tenga un impacto en el establecimiento de tales
conexiones. Una segunda posibilidad es que Nurrl puede ser requerida para
la expresion de factores que promuevan tanto la supervivencia como la
diferenciacion de progenitores de dopamina. Sc sabe que la supervivencia
celular dopaminérgica es regulada por las neurotrofinas, factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF) y neurotrofinas 4/5°”

y por miembros de la
familia TGTFR de factores troficos, siendo €] mas conocido el factor
neurotrofico derivado de la glia (GD.\]F)%'”D. Los efectos troficos de estos
factores en la supervivencia de células que sintetizan dopamina son
aparentemente redundantes porque la delecion de micmbros individuales de
estas familias o sus receptores no resulta en la peérdida de células
productoras de dopamina'®'"®. Sin embargo, se desconoce el papel de estos

factores en promover la supervivencia y diferenciacion dc neuronas

precursoras productoras de dopamina,

Un papel para Nurrl en la regulacion de la supervivencia tanto de
células precursoras dopaminérgicas como, de células dopaminérgicas

diferenciadas al menos en parte a través de la regulacion de estos factores
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y/o sus receptores, es apoyado por la observacion de que la ausencia de
Nurrl resulta en pérdida de expresion del receptor para el factor
neurotrofico GDNF, ¢-ret™ y por la identificacion de sitios de unién para
Nurrl en la region promotora del gene BDNF'™. De esta manera, es posible
que Nurrl puede ser un regulador transcripcional de varios de estos gencs.
Los estudios futuros que se lleven a cabo para dilucidar el papel de Nurrl
en la regulacion de factores neurotréficos y sus receptores aportaran
hallazgos importantes acerca del papel de Nurrl durante el desarrollo de las

cclulas dopaminérgicas y su supervivencia.

Por ultimo cabe discutir la presencia de Nurrl cn labios y bulbo
olfatorio durante ¢l desarrolla embrionario. Ya sc menciond la posihle
funcion de Nurrl en la diferenciacion y mantenimiento de las neuronas en
el sistema nerviosa central. De alli que tanto en lahins como en el bulbo
olfatorio, Nurrl también pudiera tener la misma funciéon. Dehida a que
Nurrl es un factor de transcripcion, su ausencia estaria ocasionando la falta
de genes involucrados en funciones tan importantes como Ja ingestién de
alimento ¢ la deteccion de olores. Ifasta la fecha aln se desconocen los
mecanismos involucrados en el procese de mamar, lo que si sabemos es que

el animal tiene que detectar Ja ferohormona gue secreta la madre y de este
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modo la cria alcanza su alimento. Como segundo paso, la presencia de
células sensitivas en los labios ayudan a detectar los pezones de 1a madre y
con ello iniciar 1a succion de la leche, Ademas intervienen regiones del
telenceéfalo y diencéfalo para la integracion y precesamiento de informacion
motora y sensorial requenda durante el proceso de mamar y como sabemos,

Nurrl estd presente en dichas regiones.

Audn no se conoce la funcion exacta de Nurrl gue explique el
fenotipo obtenido, v son varias las preguntas que aun estdn por resolverse,
tales como: ¢Fuercn las estructuras implicadas en el proceso de mamar
afectadas ¢ es Nurrl un factor de transcripeion importante en la regulacion
de la ingestion de alimento? ;Qué genes activa Nurrl directamente?
¢Participa Nurrl en procesos neurocndocrines? (Qué induce la muerte de
las neuronas dopaminérgicas?. Son sin duda, nuevos objctivos que ayudaran

a conocer mas acerca de las rutas fisiologicas en las que participa Nurrl.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y CONTRIBUCIONES

5.1 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados aqui presentadus, podemos decir que se
cumplieron los 4 objetivos propuestos:
(1) Secaracterizo el gen Nurrl del raton.
(2) Se determind la expresion del gene Nurrl durante el desarrollo
embrionario y en ¢l cerebro del raton adulto.
(3) = Seobtuvo un moudelo animal carente de Nurrl y

(4)  Secanalizo el fenotipo del raton mutante.

Y por lo tanto se acepra la hipotesis de trabajo propuesta:
“Nurrl se requiere tanto para el desarrollo embrionario como para el

buen funcionamiento del SNC”.
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De acuerde con los resultados obtenidos, demostramos fuestra
hipotesis y concluimaos que:

El gen Nurrl estd compuesto de 8 exones y 7 intrones que se expanden
en una region de 7.6 kb.

Nurrl se expresa en regiones especificas del SNC involucradas en
funciones motoras, sensitivas, de memoria, de aprendizaje y
relacionadas con el compertatmiento de tipo emocional.

Nurrl es esencial para la vida. Los ratones carentes de Nurrl presentan
un problema de succion y mueren por falta de alimento.

Nurrl es esencial para la supervivencia de células precursoras
dopamninérgicas mesencefalicas, asi como también para  su

diferenciacion en células productoras de dopamina.

5.2 CONTRIBUCIONES

Generacidn de un modelo animal transgénico mediante recombinacion

homdloga para el estudio in vivo de la funcion del receptor nuclear huérfano

Nurrl en el SNC de mamifero. La ausencia de este receptor Nurr!l provoca la

pérdida de Jas neuronas que sintetizan dopamina en la region ventral del

mesencéfalo, las cuales son las mismas que degeneran en la enfermedad de
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Parkinson. Por lo tanto este modelo animal tiene un gran potencial para el

estudio de enfermedades neurodegenerativas.
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Abstract

NURR1 and NUR77 are members of the nuclear receptor superfamily of transcription fac-
tors. Both proteins can interact with common enhancer elements to regulate target gene expres-
sion. In order io establish whether bath transcription factors are likely to regulate overlapping
genes, we have used an in sifu hybridization approach to relate the constitutive expression pat-
tern of these mRNAs with functionally detired regions of the aduit mouse brain. By Western
analysis, NURRI mRNA expressed by brain cells appeared to be translated.

Here we show that both transcripts display a diifferential but partially overlapping pattern of
expression within the central nervous system (CNS). The expression of NURRT is more
restricted than NUR77 and is localized predominantly in sensory neurcnal structures associ-
ated with the limbic system and in the cerebellum. In contrast, the expressior. pattern of NUR77
is more widespread. Positively stairing cells for NUR77 appear to overlap with NURR1-<con-
taining cells in the limbic system anci cerebellum, sugpgesting overlapping roles for these pro-
teins in mediating behavioral and cognitive function as well as equilibrium maintenance.
Huwever, the differential expression of NUR77 in motor areas of the cortex and basal ganglia
sugypest a selective role for this transcriplion factor in regulation of motor function at the consti-
tutive level. OQur data indica‘es that these nuclear receptors are likely to have both shared and
independent gene regulatory roles in neuronal cells.

Index Entries: Orphan receptors; in sifi hybridization.

Introduction

The nuclear receptor superfamily comprises a
group of structurally related transcription factors
that program developmental, physivlogical, and
behatioral responses to a variety of chemical sig-
nals. The family includes receptors for steraids,

certain vitamins, and thyroid hurmone (Fvans,
1985; Brato, 1989; Tsai and (I’Ma.ley, 1994) in
addition to a growing number of orphan members
whose physiclogical function and cognale ligand,
if any, remain to be estahlished (O'Malley and
Conneely, 1992). Nuclear receptors regulate the
expression of specific target genes by interacting

*Author to whom all correspendence and reprint requests should be addressed.
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as either monomers {Harding and Lazar, 1993;
Wilson et 2], 1993a) or dimers (Hard et al., 1990;
Naar et al., 1991; Cooney et al.,, 1992; Kliewer et
al., 1992; Perlmann et al., 1993) with specific [INA
elements based on extensiuns or repeated spatial
variations of two types of core sequence motifs,
AGGTCA and AGCAACA (Klein-Hitpass et al,
1986; Martirnez et al., 1987; Strahle et al., 1987;
Umesono and Fvans, 1989) DNA sequence-spe-
cific binding by nuclear receptors is specified by a
nighly comserved DNA binding domain that con-
sists of two zinc finger structural motifs and is the
hallimirk of this transcription fac tor family (Evans,
1988; Freedman et al,, 1988). Binding of nuclear
receptors to DNA and regulation of transcription
lhrnugh specific cis-acting sequences may occur in

aJigand-dependent or -independent manner (Den-
ner et al, 1990; Aronica and Katzenellenbogen,
1991; ]’ower et al., 1991; Ignar-Trowbridge et al,,
1992; Lydon et al., 1992).

We previously reported the isolation of a murine
orphan receptor NURRI (also termed KNR-1 and
NOT) that is expressed predominartly in brain tis-
sue (Law et al,, 1992; Scearce et al,, 1993; Mages et
al., 1994). The protein exhibits a close structural
relationship to a previously characterized orphan
nuclear receptor, NUR77/NGFIf} (Hazel et al.,
1988, Milbrandt, 1988). Both NURRI and NUR77
are part of a subclass of nuclear receptors that
function as constitutively active transcription fac-
tors and thus donot appear to require binding ofa
ligand for activity (Davis ctal., 1991; Wilson et al.,
1991; Scearce et al, 1993). As predicted by the
strong amino acid conservaticn (Y9%) between the
DNA binding domains of NUKR1 and NURY/,
both proteins bind as monomers to the same ¢1s-
acting enhancer DNA sequence to regulate target
gene expression (Wilson et al., 1993a,b; Scearce et
al., 1993; Murphy et al., 1996). These observations
suggest that both transcription factors may regu-
late overlapping target gene networks.

Like NURR1, NUR7? is expressed in mouse
brain tissue but spatial expression pa‘tern is less
restricted than NURR1 and the transcript is found
in a variety of tissues (Law ct al, 1992). Uniike
most nuclear receptors, NURR1 and NUR77 also
are the producits of immediale early genes whose
expression is induced in response to distinet stimuli
hoth within (Watson and Milbrandt, 1989: Chan et
al, 1993) and outside (Scearre et al., 1993; Davis
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and Lau, 1994; Mages etal., 1994) the central nervous
system (CNS), indicating that both constitutive
and inducible expression of these transcription
factors contribute to their tissue-specific functional
rules. In the case of NUR77, induced expression of
this transcript has been demonstrated in response
to a variety of extracellular signals, including
growth factors (Hazel et al., 1988, Milbrandt, 1958;
Williams and Lau, 1993), neurotransiitters (Are-
nander et al., 198Y; Watson and Milbrandt, 1989),
seizure aclivity {(Watson and Milbrandt, 1989),
polypeptide hormones (Wilson et al., 1993b; Davis
and 1au, 1994), and T-cell antigens (Liu et al |, 1994;
Woronicz et al., 1994). In at leas: two of these cases,
the transcription factor has been shown to play an
important role in stimulus transeription coupling.
For example, the induction cf NUR77 by adrenop-
corticotrophic hormone (ACTH) in adrenal corti-
cal cells can mediate stercidogenesis by regulaung
the expression of the steroidogenic enzyme ste-
roid-21-hydroxylase (Wilson et al,, 1993b). The
protein also mediates programmed cell death in
self-reactive T-lymphocyte cells in response to
apop‘otic signals (Liu et al., 1994; Wororicz et al.,
1994). Thus, some of the physiological roles of this
transcription factor are beginning te unravel.

The selective constitutive expression of NUKRI
in brain tissue predicts an important role for this
transcription factor in regulation of target genes
withur the CNS. In support of this hypothesis, soe
cific DNA binding sites for NURR1 have recently
been identified in the promoter region of several
neuronal potential target genes (Murphy et al,
1995). Therefore, in order to gain further insight
into the neural pathways that may be influenced
by NUKRI1 and to establish whether NURR1Y and
NUR?7 may regulate overlapping target genes, we
have analyzed the:r spatial distribution within
the CNS by m situ hybridization. In the present
article we have focused on the comparative con-
stitutive expression of NURK1 and NUR77 mKNAs
in mouse brain tissue, where both mRNAs are
expressed, to determine whether they are localized
in overlapping vr independent neura. structures.

Here we demonstrate that both transcripts show
& differential but overlapping pattern of expres-
sion throughout the mammalian brain. NURR1 is
expressed in sensory neurans associated with the
hypothalamus, olfactory, and limbic systems as
well as limbic-associated cortical areas, whereas
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NUR?77 is more widely expressed in a variety of
neural structures, including both motor and sen-
sory pathways

The overlapping expression of NUR77 in sen-
sury pathways that express NURR1 sugpests that
these transcription factors may have shared roles
in mediating limbic-associated behavivral and
cognitive functions. However, the selective expres-
sion of NUR77 in motor areas suggests that this
protein may play an independen’ roie in regula-
tion of motor furiction.

Materials and Methods

Tissue Preparation

A total of five males and 5 females were used in
these studies. The mice were sacrificed by decapi-
fation and the hrains were removed {rom the skull,
frozen with Tissue-Tek on (lry ice, and stored at
-70°C nntil cryostat sectioning. Serial sections of
10 pm thickness were thaw-mounted onto gelatin-
ruatedd microscape slides, dried for 15 min by air,
and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for
200 min at room temperature. These slides were
then stored at —20°C until use.

Probe Preparation

The NUIRR1 probe was derived from a 371 -bp
Dra]l-Ama] fragment between pnsitions 367 and
738 of the NURR1 ¢DDNA. The NUR77 probe was
derived from a 287—bp Muaelll fragmeut between
positions 168 and 450 of the NUR7Z «DNA Both
fragmenls were cloned in the pﬂ]m’script KS
vecior (Stratagene, Los AngPIPs,CA}.Thc [358]UITP-
labeled antisense strand RN A prubes for NURRI
and NUR77 were synthesized using T7 polymerase
after linearizing with Drell and HindIII, respec-
tively. The [®S]UTP-labeled sense strand RNAs
used as controls were synthesized using T3 poly-
merase after linearizing with BemHI. All probes
were hydrolyzed to a length of approx 150 nucle-
otides before use.

In Situ Hybridization

Before hybridization, sections were warmed to
room temperature and allowed to dry. Sections were
then permeabilized with protemnase K (20 ug/mL),

Journal of Molecular Neuroscience

53

postfixed in 4% paraformaldehyde, treated with
acetic anhydride in 0.1M triethanolamine, pH 8.0,
and dehydrated through graded ethanol. The
hybridization was carried out with a 6 x 10° cpm
RNA probe in a volurne of 70 L hybridization
buffer containing 0.1M DTT, 50% formamide,
10% dextran sulfate, 4X SSC, 1X Denhardt’s solu-
tion, and 250 pg/mL yeast tRNA at 58°C for 18 n
in a humid chamber. Slicdes were washed in kign
stringency with 0 IM1ITT, 2X §5C, and 50% forma-
mide at 60°C, digested with RNase A (20 pg/mlL)
solution at 37°C for 30 min, and then rinsed to a
final stringency of 0.1X S5C at room temperature
for 15 oun. Sections were dehycdrated and air-
drird at room temperature. Autoradiographic
localization of bourd probe was performed by
apposition of the sections to X-ray film for 3 d. For
higher resolution, the sections were dipped into
NTB2 autoradiography emuision (Eastman Kodak,
New Haven, CT). After an appropriate exposure
period ranging 6-10 d, slides were developed by
using Kodak D-19 developer foilowed by Kodak
fixer, stained with hematoxylin, dehydrated, and
coverslipped. The sections were photographed
with a Zeiss Axiophot microscope.

Western Blot Analysis

A fusign between six histidines and an amino
terminal portion of NURR1 protein was made and
expressed in Escherichia coli, allowing purification
over nickel-chelated agarose beads. Briefly, a
0.7-kb fragment of NURR1 ¢cDNA coding sequence
spanning amino acids 8-236 was ligated into the
Kpnil and Pstl sites of PQE-30 (Qiagen, Chatswerth,
CA). The 30-kDa fusion protein was exprossed
from the strong E. coli phage T5 promo:er in
strain M15[pREP4] and purified on nickel-che-
lated agarose according to the manufacturer’s
instructions {Ni-NTA; Qiagen). Polyclonal anti-
bodies were raised by injection of the fusion protein
into New Zeaand white rabbits. Allimmunization
procedures were carried out by Bethy. Laborato-
ries, Inc (Montgomery, TX). Tissue samples were
treated by sonication in TESH 0.4M NaCl buffer.
After two centrnifugations (10,C00¢ for 10 min and
100,000g for 30 min at 4°C) the supernatant pro-
teins were quantified by Bradford protein assay.
Samples (25 Lg) were separated on a 7.5% acryla-
mide gel run for 5 h at constant voltage (100 V) at
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room temperature and were transferred to Immo-
bilon-P membrane (Millipore, Bedford, MA) for
17 h in 25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, and
20% methanol; the membrane was blocked for 1 h
in 10 mM Tris HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, con-
taming 2% nonfat dried milk. The immunological
reactions were performed with antibody at a
1:4000 dilution for 2 h at room temperature. The
antigen-antibody complex was revealed by chem-
iluminescence (ECL. Western blotting kit, Amer-
sham, Arlington Heights, [L).

Results

Comparative Distribution of NURR1
and NUR77 in Adult Mouse Brain

Since our previous analvsis demonstrated that
beth NURR1 and NUR77 are expressed in the
adult mouse brain we have compared the spatial
expression of both mRNAs within the brain to
establish whether these transcription factors
are expressed in overlapping or distinct neural
structures. In these studies, we analyzed coronal,
horizontal, and sagittal prain sections from adult
mouse by 1 situ hybridization with antisense and
sense NUKRI1 or NUK77 RNA probes.

Two general observations can be made from
these analyses. First, both NURR1 and NUR77
mRNAs show a restricted pattern of expression
within the CNS with positively staining cells in
every major brain division. Second, NURR1 and
NUR77 show a differential pattern of expression
throughout the brain, although staining for both
transcripts appears to overlap in some neural
structures. The comparative distribulion of these
mRNAs within the major brain divisions is
described below and summarized in Table 1.

Telencephalon

The expression of NURR1 and NUR77 mRNAs
overlaps most extensively in the telencephalon
(Fig. 1). NURRI expression in this brain region
was more restricted than NUK77 and was local-
ized primarily in the olfactory arcas, the limbic
system, and limbic-associated cortical structures.
The expression of NUR77 appeared to averlap
with NURR1 in the olfactory (Fig. 1B,C) and lim-
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bic areas but unlike NURR1, NUR77 staining was
widespread throughout all regions of the cortex
and also was observed in the basal ganglia (Fig. 1E,F).

Within the olfactory areas, positively staining
cells for both transcripts were observed in the
olfactory bu'b and piriform cortex, although stain-
ing for NUR77 was morce intense than NURRT in
these areas. However, unlike NUKKR1, NUR77 was
also observed in the olfactory tubercle and accumbens
nuclens (Fig. 1).

Both transcripts were expressed at high levels
in the major compenents of the limbic system and
limbic-associated cortical structures. In these areas,
positively staining cells were localized in the hip-
pocampus and hippocampal-associated struc-
tures, including the presubiculum, subiculum,
perirhinal and entorhinal coriex, and amygdalcid
arras. Within the hippocampus, intense staining for
both transcripts was detected in the CA fields of
Ammon's norn whereas weak staining for both
mRNAs was ubserved in the dentate gyrus (Fig. 2).

In addition, positively staining cells for both
transcripts were found in the frontzl, temporal,
and parietal cortices (Figs. 1 and 2). Low-level
staining for both mRNAs was found in the septo-
hypothalamic nucleus. However, only NUR77 was
detected in the lateral geptal nucleus. Overlap-
ping expressicn of NURR1 and NUR77 also was
chserved in the Bed nucleus of the stria terminalis
and in the claustrum (Fig. 1EF), suggesting a role
for these proteins in mediating autonomic and
visual responses.

The most striking differerces in expression pat-
tern within the telencephalon were observed in the
cortex and basal ganglia (Fig. 1E,F). Intense stain-
ing for NUR77 was observed throughout the fron-
tal lobe as well as in the caudate putamen, ventral
pallidum, and globus pallidus, suggesting a selec-
tive role for this factor in mediating motor
responses. In contrast, NURR] was Jocalized to the
supra.imbic layer of the parietal and temporal
lobes and was concentrated in the ceepest layer
(VI) of the cortex (Figs. 1B,E, 2B,F).

Diencephalon

NURR1 and NUR77 showed mostly a differen-
tial pattern of staining in the diencephalon. Posi-
tively staining cells that express NURR1 were
ohserved in all major diencephalic struc:ures,
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Table 1

Distribution of NUKRI mKNA in the Mouse Central Nerveous System

Region

Telencephalon

Neocortex
Cingulate cortex (Cg)
Frontal cortex (Fr)
Parietal cortex (Par)
Temporal corlex (Te)
Inner layer of the cortex (1U)
Entorhinal cortex (Ent)
Dorsal endopir:form nucleus (DEn)
Penrhinal cortex (PRh)
PPiriform cortex (Pir)
Subiculumn (9)
Hippocampus
Field (Al
Fieid CAZ
Field CA3
Dentate gyrus (DG)
Septohypotkalamic v.. (SHy)
Bed nu of the siria terminalis (BSTM)
Amygdala
Amigdalchip area (ATl
Posteromed cortical amyg nu (TMCo)
Amigdopiriform transit:on (Apir)
Olfactory buib (OB)
Olfactory tubercle (Tu)
Claustrum (C])
Caudate putamen (CPu)
Globus pallidus (GI)
Ventral pa.lidum (VD)
Accumbens nucleus (Acb)
Lateral septal nu (15)

Diencephalon

Thalamus
Anteromernial thalamic nu (AM)
Parafasiculat nucleus (PF)
Anterodorsal thalamic nu {AD)
Paraventricular thal nu, anterior (PVA)
Precommissural nu (I'rC)
Medial habenular nu (MHBbh)
Lateral habenular nu (L1 Ih)
Medial geniculate body (MG)
Hypothalamus
Peniventnicular zone

Paraventricular hypothalamic nu (Pa)

Periventricular hypothalamic nu (Pe)
Medial zone

Medial preoptic area (MPA)

Medaal preoptic nucieus (MPQO)

NUKK]I

+47

++
+++
i
++
-+

++

A

++
++

NURZY/

++

4+
++
-4

++
++
+4 +

+++
++
-+

++
+4
++
K
++

+++
-
+4
++
++

i
++
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Tabli 1 (continued)

Region NURRI NUR77
Anterior hypoth area (AH) + <
Posterior hypoth area (PH) +++ B
Premammillary body (I'MV) 4+

Lateral zone
Lateral preoptic areas (LPO) + +
[ateral hypath area {(ILH) ++ =
Pituitary gland
Anteriar pituitary (Al'it) ++ bt
Posterior pituitary (PPit] +4 +
Mesencephalon
Pontine nuclei (Pn) ++ +
Tegmentum
Ventral legmental area (VTA) +++ +
Dorsal nucleus raphe (DR) . -
Caudal linear nu raphe (CLi) ++ -
Dorsal tegmental decussation (dtgx) ++ +
Retrorubra! field (RRF) ++ +
Pedunculopontine tegmental nu (PPTg) s +
Interstitial nu of the mif (IMLF) ++ =
Rostral interstitial nu mlf (RD) ++ e
Interpeduncular nucleus (IL) -
Edinger-Westphal nucleus (EW) H
Centrzal gray (CG) + !
Rhembencephalon
Pans
Medial vestibular nu (MVe) + o
Intermediate reticular nu (IRt) ++ =
Raphe nucleus (R) ++ =
Pontine reticular nu, oral (PnQ) + =
Cerebellum (Ch), granular layer L4+ 4+
Medulla oblongata + +

Spinal cord (SP)

Lamina X of the gray matter + -

Darsal hom

*Semiquanlitative estimates of the signals are indicated: +, weak; ++, moderate;

+++, strong.

. including the thalamus, habenula, and hypothala-
mus (Fig 2B.E) Intense staining for NURR1 was
ubserved in the medial and lateral haberularregion
whereas lower levels of staining were observed in
several thalamic nuclei, including the anteromedial,
parafasicular, anterodorsal, paraventricular, and
precommissural nuclei. Within the main hypotha-
lamic zones, moderate to high levels of NURR1
staining were obsetved in at least nine discrete
nuclei (Table 1). The most intense hybridization
signal was observed in premammillary nuclei,

Jnurnal of Molecular Neuroscience

which are associated with emotive responses and
in the posterior hypothalamic area (Fig. 1E). A role
tor NURRI in mediating neuroendocrine and
autonomic responses 1s supported by its expres-
sion in the paraventricular, periventricular (Fig. 3),
anterior, posterior, and lateral hypothalamic areas
{Fig. 28,E). The medial and lateral preoptic areas
also showed a faint and diifuse NURR1 expres-
sion (Fig. 1E).

In contrast to NURR1, staining for NUR77 was
weak in the diencephalon with positive cells
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obsetved in fewer thalamic and hypothalamic
nuclei. NUR?7 staining was absent from the habe-
nula and was detected at low levels in the antero-
dorsal (Fig. 2C) and medial geniculate nucleus
of the thalamus. Within the hypothalamus, mod-
erate to weak staining was observed in the medial
preoptic nucleus, posterior hypothalamic area,
premammillary body, and lateral preoptic areas
(Figs. 1F, 2F).

The pituitary gland showed differential stain
ing of NURR1 and NUK?7 betwcen the posterior
and anterior regions (Fig. 4). Widespread expres
sion of NURR1 was cbserved in both the anterior
and posterior regions, whereas positively staining
cells for NUR77 were localized predominantly in
the anterior regicn, with tew NURR1-positive cells
in the poslerior lobe

57
Mesencephalon

The expression of NURR1 and NUR77 in the
midbrain is shown in Fig. 5. NUKK] was expres-
sed at hugh levels in the cerebral peduncles where
positively staining cells were observed in several
nuclei with fiber pathway connections to the lim-
bic system, ventral striatum, and hyvothalamus.
These included the ventral tegmental area, raphe
nuclei, pedunculopontine tegmental nucleus, inter
stitial nucleus of the medial longitudinal fasciculus,
setrorubral field, and central gray (¥ig. 5B,E).

Several nuclei with major projections to the cer-
cbellum {pontine, reficulotegmental, and Jjaterai
reticular) also expressed high levels of NURR1
mRNA. The Edinger-Westphal nucleus showed
moderate NURR1 cxpression, suggesting a pos-

Fig. 1..(t1gs. 1. 6 on pp. 58-59, In situ hybridization analysis of NURR1T and NURZ7 mRNA expression in the
telencephalon of the mouse adilt brain. Bright field (A) and dark field photomicrographs of adjacent sagital
sections hybridizec to NURR1 (B) and NUR77 (C) an:isense *°S probes through the olfacioy bulo. Bright field (D)
at-d dark field photomin rographs of adjacent coronal sections hybrid zed 1o NURR1 (E) and NUR77 (F) entisense
35 probes at rustral level, No hybridization was detected using the sense prabes. Note that NUR77 distributicn iy
widespread in this rostral region of the brain. OB, olfactory bulb; (1, claustrum; Fr, frontal cortex; Pir, piritorm
cortex; Ahi, amigdalohip area; Cpu, caudate putamen: GP. glabus pallidus; Ach, Accumbens nu; VP, ventral
pallidus; Tu, clfattory tubercle, Cg, cinguium; Shy, sentohypothalamic nu; BSIM, bed nucleus of the stria
terminalis; MPO), ‘nedial preoptic nucleus; Den, dorsal endep riform nucleus; IL, inner [ayer of the cortex.

Fig 2. Distrnbution of NURRT and NUR77 gene expression through dienceghialon. Bright field (A) aod dark
ficld pFolomicroprapks of ad:acent horizontal sections Fybr dized to NURRT (B) and NUR7?7 (C) antisense probes
th-ough the nabenula of the thalamus. Bught tield (D) and dark ficld photomicrographs cf adjacent coronal
sections hybridized to NURRT (E) and NURZ7 (F) antisense probes through posterior part of thalamus and hypo-
thalamus regions. Hb, habenula; Pre, precommissural nucleus; AD, anterior dorsal thalamus; PH, posterior hypo-
thalarnic nu; PMY, premamm Jlary body,; Ahi, amigdalohip area; PMCo, posteromed cortical aryg nu; Apir,
amigdopiriform t-ansition; Cg, tinpulum cortex; Par, parielal conex; Te, temporal cortex; Frh, perichinal cortex; S,
subiculum; CA-3, h ppocampus fields; DG, dertate gyrus.

Fig. 3. Mouse coronal section showting the distribution of NURR1 and mRNA in the hypothalamus. (A) Bright field,
(B) dark field. Ps, paraventricular hyoothalamic nucleus: Pe, periventricular Fypothalamic nucleus.

Fig 4. Pituitary gland showing the expression pattern of NURR1 and NUR7/. Top panels show the bright (A)
and dark field (B) of NURR1 mRNA. Bottom pane:s show the bright (C) and dark (D) field of NUR77 mRNA. APit,
anterior pituitary; PPit, posterior pituitary.

Fig 5. Distribution of NURR1T and NUR77 gene expression through midbrain. Bright field (A) and dark field
photomicrograohs of adjacent horizontzl sections hybr dized ta NURR1 (B) and NUR77 (C) antisense gprobes
through the raphe nucleus of the brain. Bright ficld (D) and dark field photomicrog-aphs of adjacent coronal
sections hybridized 1o NURRT (E) and NUR7Z7 (F} antiscnse probes through the ventral tegmental area of the
midbrain. PVA, Paraventricuiar thal nu, anterior; PF, parafasicular nu; Rl, rostral interstitial nu mif; DR, dorsal nu
raphe; Pp1g, pedunculopontine tegmental nu; VP, ventral pallidus; GP, globus pallidus; Cpu, caudzte putamen;
LS, lateral septal nu: S, subiculum; Ent, entorhinal cortex; Te, temporal cortex,

Fig. €. Localization of NURR1T mRNA in a coronal section of the mouse hindbrain bright field (A) and da-k
field (B} photomicrogravhs. Cb, cerebellum; R, raphe nucleus; MVe, medial vestibular nuclens; IRt intermedi-
ate reticular nucleus.
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Fig. 7. Expressiun of NURR1 protein. Ext-acts prepared from var'ous mouse adult tissues were electru-
phouresed on SOS-polyacrylamide gel. transferred to immobilen-P membrane, and orobed with anti-N.JRR1
timrmune) serum. The number at the left indicates the mobility of the molecular weight of NURR1 prote‘n.

sible role for NURRI1 in control of eye muscle
activity. In contrast, we observed only faint expres-
sion for NUR77 within these tegmental regions
and this transcript was nol expressed in the raphe
nucleus (Fig. 5C). Low levels of NUR77 mRNA
also were observed in the medial geniculate and
interpeduncular nucleus (Fig. 5F).

Rhombencephalon and Spinal Cord

The highest levels of expression of NURR] and
NUR77 in this region were observed in the cerebel-
lum (Fig. 2B,C), where intense staining for both
transcripts was detected throughout the granular
layers. The most striking difference in the expres-
sion pattern of NURR1 and NUR77 in this brain
region was observed in the pons and medulla,
which lacked detectable expression of NUR77. The
pons showed maoderate NURR] staining (Fig. €) in
several nuclei, including the medial vestibular and
intermediate reticular nucleus, which is involved
in four general types of function: motor control,
sensory control, visceral control, and control of
consciousness. Congistent with its midbrain expres-
sion pattern, positively staining cells for NURRI
were observed in the pontine nuclei and raphe
nuclei. The medulla showed moderate NURRL
expression {data not shown) in the dorsal vagal
nucleus involved in sensory, motor, and parasym-
pathetic functions. The remaining portions of
these nuclei were unlabeled.

Finally, very low intensity staining for NURR1
and NURY77 was observed in the spinal cord,
where the transcripts showed a differential non
overlapping expression pattern. Expression of
NURY/ was localized in the dorsal horn whereas
NURR] staining was confined to the lamina X
region of the gray matter surrounding the central
canal (data not shown).

Journafl of Malecular Neuroscience

Woestern Blat Analysis of NURRT Protcin
in Mouse Tissue Extracts

In order to confirm that NURRT1 protein is also
detected in areas that express NURR1T mRNA tran-
scripts, we carried out Westerr immunoblot analy-
sis of tissue extracts from cerebrum, thalamus,
midbrain, hypotha.amus, cerebellum, pons, adre-
nal gland, liver, and heart. A polycloral antibody
that recognizes the amino terminal portion of
NURRI protein detected a specific band, corre-
sponding to NURRI protein in all the brain tissue
extracts and in the adrenal gland. This band of
66 klJa was not detected in the liver anc heart tis-
sue extracts (Fig. 7).

Discussion

The present analysis of the comparative spatial
distribution of NURR1 and NUR77 within the
CNS indicates that these transcripts may have
both shared and independent functions in neu-
ronal celis. Both mRNAs show a different but par-
tially overlapping pattern of expression within the
CNS. The function of NURR1 may be more spe-
cific since its expressicn is more restricted than
NUR77 and appears to be mainly lecalized to sen-
sory neural structures.

Positively staining cells for NURR1 were observed
in all major brain divisions. However, its expres-
sion within these areas was found predominantly
in structures associated with the limbic system.
The association of NURR! with the hvpothalamus
and limbjc system predicts a role for this transcrip-
tion factor in the integration and processing of
senscry and motor information required for
expression of complex motivational and emo-
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tional behaviors as well as learning and memory.
A role for NURRI in mediating both neuroendo-
crine 2nd autonomic components of these behav-
iors is supported by the localization of NURRI
within neuroendocrine structutres of the hypo-
thalamus and the anterior pituitary gland, and its
association with autonomic structures, including
the hypothalamus, the cirgulate gyrus, Bed nucleus
of stria terminalis, and ventral tegmentai area. The
localization of NURRI in the paraventncular nucleus
of the hypothalamus and in the anterior pituitary
is of particular interest because we previously
have jdentified cis-acting enhanced sequences for
NURR]I in the promoter regions of the corticotro-
phin-releasing factor (CRF) gene and the pro-opio-
melanaxortin (POMC) gene, which are expressed in
the hypothalamic and pituitary areas, respectively
(Murphy ct al., 1995). Furthermore, using syn-
thetic target genes containing the CRF and POMC
promoters, we recently have demorstrated that
NURRI can regulate the expression of these genes
when transfected into pituitary cells in culture
(FE. Murphy and O. M. Conneely, unpublished
results). These data, together with the previous
demonstration by others that NURY7 upregulation
by ACTH can mediate regulation of expression of
the steroidogenic enzyme steroid-21-hydroxylase
(Wilson et al., 1993b), provide tne first indication
that the NURR1/NUR77 subfamily of nuclear
receptors may play an important neuroendocrine
role in the roordinate regulation of activity of the
hypothalamic-pihtitary-adrenal axis.

The expression of NUR77 averlaps extensively
with NURR1 in the limbic system but also shows
significant differences in its expression pattern in
all major brain divisions. Most striking is the wide-
spread expression of NUR77 throughout all regions
of the cerebral cortex and its selective expression in
telencephalic structures within motor areas. The
expression of NUR77 in the basal ganglia, nucleus
accumbens, and olfactory tubercle suggests that
this transcription factor may participate in the
regulation of motor activity.

Sigriificant differences in expression patterns of
the hwo transcripts also are observed in the dien-
cephalon (Fig. 2). Most notable is the lack of
appearance of positively staining cells for NUR77
in the habenula and its low expression in the
hypothalamus. Although this transcript is not
constitutively expressed in the endccrine hypo-
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thalamus, its expression in the anterior pituitary
together with the previously reported stress-
inducible expression of NUR77 in the paraventni-
cular hypothalamic nucleus {Chan et al., 1993)
support a role for this protein in mediating neu-
roendocrine responses.

Unlike NURRI1, which shows significant expres-
sicn in mid- and hind-brain structures, particu-
larly those with fiber connections to the limbic
sysiem, the expression of NUR77 in these areas is
extremely low to undetectable. However, the

intense staining for both transcripts throughout
the cerebellum suggests that they may have over-
lapping roles in mediating maintenance of equi-
librium and coordination of muscle action.

Our aralysis of the expression patterns of NUKRI
and NUR77 in this study identifies functionally
definec brain regions in which constitutive expres-
sion of these transcription factors 1s likely to
contribute to maintenance of a base-line or ccnsti-
tutive level of neuronal activity. The ab:lity of
these transcripts to respond in an inducible man-
ner to a variety of stimuli provides an additional
level of contribution of these transcription factors
te neuronal activity urder specific stirnulatory
conditions that are not detected in this study.

We did rot see a discrepancy between expres-
sion of the NURR] mRNA and its protein in the
main structures of the brain. The overlapping
expression of NURR1 and NUR77 in the limbtic
system together with their ability to interact with
similar enhancer elements (Scearce et al., 1943)
clear.y predicts that both proteins may interact
with similar gene networks in behavioral and cog-
nitive pathways. Whether this overlapping inter-
action leads to a redurdancy of function of both
proteins or a differential regulation of gene tran-
scription remains to be established.
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Abstract

NURRI is an immediate eatly gene ptoduct and a member of the nuclear receptor superfantly of transcription factars. Using,
the NURRI1 ¢lINA as a probe, we isolated the genomic DNA encoding NURRI from a mouse 12989vEvY genomic .ibrasy. The
NURRI gene is approximately 6 2 kb long and is organized into 7 exons separated by 6 introns. Stinetural analysis of the
NURRI reveals that this gene shares 4 similar structnre with Lhat of the nuclear receptor NUR7T/NGF1-B. As in NUR7?77, the
promater region of NURRI lacks an identifiable TATA box, but is GC-rich, The proximal promoler region also contains an
ATF/CREB consensus hinding site that may participate in cAMP-mediated induction of this immediate eatly gene product.
lscdation and struclural characterization af the NURRI gene pravides wnfonmation for Turther developmental sni transeriptinnal

regulation studies of this gene,

Keywards- Promater; Consensys sequence; NUR77

1. Intreduction

We previously reported the isolation of a munne
orphun reccptor NURRI (also termed RNR-1 and
NOT) that 15 cxpressed predominantly in the main
rcgions of the central ncrvous system (Law et al., 1992,
Scearce et al., 1993 Mages ct al, 1994; Saucedo-
Cardenas and Conncely, 1896}, NURRI is a member
of the nuclear receptor superfamily. This tamily com-
prises a group of structurzlly rtelated transcription
{actors that program developmental. physiological and
behavioral responses to a varety of chemical signals.
The family includes receptors for steroids, certain vita-
mins and thyratd hormone (Evans, 198%: Beato, 1989,
Tsat and O'Malley, 1994) in addition 10 a growing
number of orphan members whose physiological func-
tion and cognate ligand, if any, remain to be established
{O'Malley and Conneely, 1997).,

NURRI c¢DNA cncodes a 66-kilodalton protein
and exhibits close structural relationship to previously
characterized orphan  nuclear receplors, NGFI-By

* Corresponding author. Fax & 1 713 7901275,

Abbrevialian=. bp, base pair(s); kb kilobase{s) or 1000 bp: nt,
nuekeolide($

NUR7?7/NIO/NAK-1 (Mibrandt, 1988, Mazel et al,
[988; Ryseck ct al., 1989 Nakai et al, 1990) and
NOR-1/MINOR/TEC {Ohkura ct al., }994; Hcdvat and
Irving, 1995; 1.abelle et al., 1995). I'hese receptors are
part of a subclass of nuclear receptaors that are iImmediate
carly gene products and function 4s constitulively active
transcription: factars that do not appear 1o require
biding of a hgand for activity (Chalepakis et al., 1988;
Dawis et al., 1991, Wilson et al., 1991). In addition.
these three transcnption factors arc able to bind to the
same cis-acting erhancer DNA sequence to regulate
target genc cxpression (Chalepakis et al, 148¥; Ohkura
et al., 1994, Hedvat and Irving, 1995; Wison et al,,
19G3a.b; Murphy et al,; 1495) These obscrvations sug-
gest that these transcription factors may regulate over-
lapping gene nciwoiks.

To understand the regulation of the NURRI genc
and its relationship to other members of the nuclear
receptor superfamuly, we have deterrmined its structural
orgamzation. 1he exon intron arrangement! 15 similar to
that of the NGF1-B/NUR77 nuclear receptor suppart-
ing the conclusion that this subclass of gene products
have 4 close evolutionary relationstip within the nuclear
reweptor superfarmily. Analysis of the proximal promate
region of NURRI reveals at least one potentia. cis-
acting sequcnce that may participate mn signal induced
transcription of this immediate early pene.

O17R-11997/81 7 00 Coyright € 1997 Elsevier Saience B.Y. All righis reserved
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2. Fxperimental and discussion
2.1 Isolation of the NURR! gene

Two mouse 129/SvEv genomic libraries prepared in
ADash 1l (Stratagene) and Pl (Genome Systems Inc)
were used Lo isolate the NURRI gene. Screening of the
- ADash Il library was performed (Grunstein and
Hogness. 1975) using as probe a Drall-Pst] (680-bp)
fragment from the N-terminal region of NURR | cDNA
(Law et al, 1992). The probe was radiolabeled using
[¥P] ACTP to a specific activity of 2x 10° cpm/pg.
Using this approach, onc positive clone was identified
from the ADASH Il genomic library. Two fragments of
this clone. 5.5-kb Bam!11 (p20) and 6.5-kb EcoR1 (pl0),
corresponding to the 5" portion of the NURRI gene,
were subcloned into pSP72 (Promega). The P library
was initially screened by PCR using oligonuclcotides
specific for the same N-terminal region of the NURRI
gene. Two NURRI positive clones were identified. One
of these clones. 7.8-kb Be/ll (p30), containing the ¥’
end of the NURRI gene was subcloned into BamHI
site of pUCI9 ( New England Biolabs, Inc.). The three
overlapping genomic fragments ( pl0, p20 and p30) were
characterized by Southern analysis (Fig. 1). Together,
these [ragments spanned the entire NURR | gene and
were used to establish the intron/exon organization by
PCR amphfication and scquence analysis.

2.2. Analysis of exons, imtrons and exon/intron
boundaries

To identily. and sequence the exon/intron boundaries;
amplification of individual regions of the NURR1 gene
was performed. This was done by using 10 ng of NURRI
genomic DNA (p20.and p30) as template and a variety
of 20-27-mer oligonucieotide primers. These primers
were designed from the NURRI ¢cDNA and by com-
parison to sequences flanking the published NUR77/

. o

NGFI-B intronfexon boundaries (Watson and
Milbrandt, 1989). The PCR products were analyzed by
agarose gel clectrophoresis and sequenced  directly
(Sanger ¢t al., 1977; Casanova et al., 1990).

The structural organization of the NURRI gene is
shown in Fig. 1. Scquences of the exon/intron junctions.
as well as the size of cach exon and corresponding
encoded amino acids, are shown in Table 1. A compari-
son of the genomic and cDNA sequences revealed that
the NURRI gene is composed of seven exons. Exon
sizes ranged from 130 to 866 bp, the largest being the
second exon which contains the first ATG codon. The
introns vary in size from 350bp to 1kb. All of the
exon-intron boundaries satisfy the GT-AG intron
donor-acceptor splice rule (Mount, 1982). Based on this
data, the physical map of the NURRT gene spans
approximately 6.2 kb.

Comparison of the NURRI gene structure with its
closely related family member NGFI-B (Watson and
Milbrandt, 1989) reveals that the exon/intron bound-
aries are identical. The two genes have seven exons
which are similar in length and n the distribution of
the protein-coding sequence. Both contain the amino
terminal transactivation domain in exon 2. The DNA
binding domain, common to all members of the nuclear
receptor superfamily, is encoded by exons 2 and 3. Exon
4 encodes a nonconserved domain thought to function
as a hinge region transactivation domain between the
DNA=and the putative ligand-binding domains ( Evans,
1988). The exons 5, 6, and 7 encode the dimerization
and putative ligand binding domains. In addition, like
NGFI-B, the NURRI gene contains i exon 7, the
termination codon and the 3" untransiated region, which
contains ‘multiple AUUUA motifs that may play a
role in the regulation of NURRI mRNA sability
(Milbrandt;, 1988 ). While the gene structure shares a
simitar general organization with other members of the
nuclear receptor superfamily (Hazel et al., 1988), the
NURRI1 and NUR77/NGFI-B genes contain an addi-

] Non-Coding
B Coding
DNA Binding Domain

Fig. |. Structural organization of the NURR1 gene and its relationship to the three overlapping genomic clones identified from hybndization
screening  The boxes in the map denote exons with the exon number shown below each hox and the line connecting each box denotes introns. The
coding region and DNA binding domain of NURRI are indicated. B, BamHI, Bg, Belll; E, EcoR1.
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Table |
Location of introns and exon-intron boundarics of NURR| gene
EXON (SIZE) RXON 5* (*) INTRON (S8IZE) EXON 3!
1 334bp GAA G 334  GTCAGT..INTRON 1(~600bp)..TTCCAG CC ATG*
Met
2 866bp TTT AAG 1201 GTGAGC. .INTRON 2(~900bp) . .CTACAG CGC ACG
Phe Lys o Axg Thr
3 110bp GAA G 1330 GTAGGT..INTRON 3(-~500bp)..TTACAG TG GTT
1 Glu Vv al Vval
4 164bp . TCC AGG 1494 GTAAGA. .INTRON 4 (~1 kb)..TTCCAG TIC CAG
Ser Arg Phe Gln
S 203bp TAC AG 1697 GTAATG. . INTRON S(~600bp) . . TTGCAG G TCC
Tyr Ar g Ser
(3 176bp ACA G 1876 GTCAGT..INTRON 6(~350bp)..CTGCAG AG  AGA
Thr G v Arg
7 »3476p

Exon-intron boundaries and the size of each exon and intron are shown. The ATG* codon is located in
exon 2, (@) imdicates the nucleotide number of the NURR | cDNA at which the intron is located

tional intron in the amino terminal portion of the genc
5" to the DNA binding domain.

2.3. Determination of the transcription initiation site and
3’ sequence-analysis

Total RNA was prepared from adult 129/C57 mouse
brain ( Kingston, 1989). An 18-mer antisense oligonucle-
otide primer was synthesized corresponding to nucleo-
tides 97- 114 of exon 1 of NURR. The oligonucleotide
was labeled with T4 polynucleotide Kinase and (v**P)
to a specific_activity of 10° cpm/pg). The extension
reactions were performed as described (Wong et al,,
1989). As s typical of genes with TATA-less promoters,
some heterogeneity was observed in the transcription
start site. However, five potential initiation sites were
detected (Fig. 2), one of which was clearly identified as
the major transcriptional start site located 322 bp
upstream of the translation initiation ATG in the
NURRI ¢DNA. We sequenced ~500 bp of the §
flanking sequence of NURRI gene (Fig. 3). Like
NUR77/NGFI-B. the NURRI1 gene lacks identifiable
TATA and CAAT boxes and contains several GC boxes.
Computer analysis of this 5’ flanking sequence revealed
that there is an ATF/CREB consensus cis-acting binding
site located at — 165 nucleotide (Fig. 3). The identifica-
tion of this consensus CREB site in the proximal pro-
moter region of the NURR| gene is of particular interest
in light of the known induction of NURRI expression
in the adrenal glands by ACTH (Wilson et al., 1993b)
and our recent observation that NURRI mRNA is
induced in primary pituitary cells by corticotrophin
releasing factor (CRF) (Murphy E. and Conneely O.M.,
in preparation). Both CRF and ACTH play an impor-
tant role in npeuroendocrine regulation of the
hypothalamic/pituitary/adrenal  axis and the signal/

_“_. [y

49—

A=

2
+|—>

Fig. 2. Identification of the transcriptional start site of NURRI. Primer
extension analysis of the NURR1 gene is shown in lane |. The arrows
show the five potential transcription initiation sites.

transcription coupling by these effectors is mediated by
activation of a cAMP dependent pathway.

Cloning and sequence characterization of the NURR|
gene provides an important tool to facilitate elucidation
of the mechanisms that underlic the restricted temporal
and spatial expression of this gene as well as its
differential regulation by extracellular signals.
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AAAGTTACOGAAGUCACGGA
CAACTGTCTCCACTTCTCCTAAACOCTCTGACCAGEC TATCTTGGCGASCTOCAATCCAL
RCCTCTGCCCTCTCGGCCCAGRTGCTAGCTACCTGGCCCACGCGAGTGTTCTITICCGTT
CAAUCTTTTGTTGCACCCT CCCCACCTC TGAGGACCCAACCT CTCOGCCACGTGGGGGAGH
GGLAGGTCCGAGCGTAGCATCACCACGGACTTCACGGACCTGGGTTGCAGAAGTCACACTT
CTTTCGGAAMRARRBRAAT CCACCCARG GGG TATCAAGGTGAACCGTTCCCACCTTAA
AATCAGCCCCRGTCGTGACGTCAGGTCGGAAATATACCARAGCGAGCECCGGECCAGGAGT
COGOGGRGOGUGGUGGUTCRECGATTEGAC T GCGGGUTGACZCGECTGACGUGOSCAGAT

1’1‘ TAGGTGCATGTTGGCAGCAGCASCTCGAGCCACATAAACAAGGCACATTCGCEUCAGG

QUCAGTACGCCCCECCRTGRCOGCACAGTCCGCAT R CCTCTC PCCGGECCCACTEGITTG
CCTCCCTCTTCTOCCOCCCEG TGO CIGCETETAG ITCTCCRIGCCCIGCTTCCGCALCG

TCTTGUAAACTT TG TCCTTOGCTGAATTACGACACTETCCACCTTTAAT T ICCTCEARAA

4361 CTCCANTAACTCTIGOTGAAS.

Jintron 1

(~620 hp!.. CC ATG

Fip. 3. Sequence of the NLRR1 § flanking region, The major transeriptiorn initiation site is indicaled 2y a0 arrow. The NURR | cDNA sequeace
is underhined. A potential ATF/CREB consensus hinding site is high'ighted in bold letters. The ATS translalion initiation coden 1= al the 3"end
of the sequence. The nt sequence teporled i Lins paper nas been deposited in GenRank /NCBI ander aceession No. 167738,
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Nurrl is essential for the induction of the dopaminergic phenotype
and the survival of ventral mesencephalic late dopaminergic

precursor neurons
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ABSTRACT Nurrt is a member of the nuclear receptor
superfamily of transcription Taclors that is expressed pre-
duminunily In the ventral nervous system, including develop-
ing and mature dopaminergic neurons. Recent sludies have
demonsirated that Nurrl is essential for the induction of
phenotypic markers of venteal mid-brein dopaminergic neu-
rans whose peneratlon is sperified by the Floor plate-derived
morphopenic signal sanic hedgehog (SHH). but the precise
role of Nurrl In this dilfcrentiative puthway has not been
established. Tn provide further insighls into the role of Nurrl
in the final differentiation pathway, we have examined the fate
of dopumine cell precursors in Nurrl null mutant mice. Here
we demonstrate that Nurrl functions at the later stages of
dopamine cell development fo drive diffeventiation of ventrz!
mesencephalic late dopaminergic precursor neurans. In the
sbseitce of Nurel, neurcepithelial cells that give rise to
dupaminergic neurons adopl 2 normal ventral localization
and neuronal phenntype characterized by expression of the
bomeodomain transcription facter and mesencephalic
marker, Ptx-3, at embryonic day 11.5. However, these |ate
precursors fail to induce 3 dopaminergic phenotype, indicat-
ing that Nurrl is essential for specifyiug commitment of
mesencephalic precursars to the full dopaminergre phenotype,
Further, as development progresses, these mid-brain dopa-
mine precursar celly degenernte in the ahsence of Nurrl,
resulting in Joss of Ptx-3 expression and & cencamitant
increase in apnptosis of ventra] midbrain neurons in pewborn
null mutant mice. Tuken fogether, these data indicate that
Nurr! is essenfial for both survival and final differcniiation
of veniral mesencephalic late dopawminergic precursar neo-
rons info @ complete dopaminergic phenotype.

The catecholamine neurotransmitter dopamine piays a central
role in the controel of voluntary movemem, cognition, and
emotive behaviors (1). The majurity of neutons that produce
dopamine originate in the ventra) midbrain in the substantia
nigra (A9) and the ventral legmental area {A)0). Neurans
arising from the substantia nigra project 1o the stratum to
regulate moter control and thewr degeneration is assouated
with Farkinson's diseasc (1-3). Neurons from the ventral
tegmental area give rise (o 3 distinct system that projects ta the
limbic system and corlex, and regulates emotional and reward
behaviar and motivation (4). Disturbances in this system are
implicated (u schizophirenia and sddictive bebavioral disorders
{(5-7).

While rhe physiological relevance and clinical significance of
dopaminergic neurons are well recognized, the mechanisms
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underlying their development are poorly understood and arc
the subjcct of intcnse investigation. The development of
mid-brain dopaminergic ncurans {5 initiated at embirycnic day
10n the mause in the ventrclateral neural tube adjacent ta the
floor plate and iy iegulated by the floor piate-derived mor-
phogenic signal, sonic hedgehog (SHH) (8 .1). SEIH instially
induwes a genural ventral cell fate characieneed by the indue-
tion of ventral markers, including the SHH receptor, pte, the
winged helix, and zine finger transcription factors, HNF33 and
Gli-1 [11-14). Subscjuently, these ventralized cejls further
diffcrentiate to adopt differsat specific cell fates along the
anterfar-posterior axis. Indeed, ectopic expression of SHH in
the dorsal neural tube of transgenic mice is sufficient to drive
thduction of dopaminergic and serotonergic neurons of the
riid- and hindb:rain, 1espectively (11). At the lewe] of the
midbrain, this difierentiaticn leads ultimately to the expression
of dopamine synthetic enzymes inzluding tyrosine hydreaylase
(1)4) and L-aromatic 3mino acid deecarboxylase (A ALC). The
expression of these enzymes jn the ventral mdbrain at em-
bryonic day 11.5 ir the mouse 15 characteristic of the emer-
gence of a dopamincigic phenotype (15).

Nurrl, a3 member ot the nuclcar receptor supertamily ot
transuription factors (15-18), 1s expressed predominantly i
the central nervous system in hmbic areas ard the ventral
midbain, mcluding dupamine neuruns (19-21). The onset of
Nurr] expression in the ventral midbrain occurs at embryonic
day 10.5 before the appeatance of the dopaminergic marker
enzyme, TH, at ecmbryonic day 11.5. Expression of Nurrl
cantinues in mature dopdminergic neucans duting adulthood,
suggesting that the prolein may also be required tor normal
furction of mature dopziminergic neurons. Using Nurrt gull
mutant mice, Zelterstrom et al. (1Y) recently demonstrated
that ablation of Nurr! leads to agenesis of midorain dopami-
nergic neurons as evidenced by an absence of the dgpaminergic
cell markers, TH, the retinoic acid conve: ting cieyme ADH2
and the receptor tyrosine kinase, c-ret, and 4 .os¢ of striatal
doparnine newotransmitter. Howeve:, the precise role of
nurrl in this cevelopmental cascade has not been estabhished.

The objective uf this study was to exainine the role of Nurrl
in mediating the final ditferentiation of ventral dopaminergic
newons, Here we demuonstrate that in the ahsence of Nurrl,
newuroepithelial cells underga normal ventralization, ditferen-
ttate into neurans, and adopt a specific mesencephalic phe-
notype that is identificd by the express:on ot the homeodomain
protein, Ptx-3 (22). However, these dopamine precursor cells
are arresied in a develppmental state descnbed by a lack of
dopamine phenotypic markers. Further, these dopaminergic
precursars da not survive and die es development progresses
1o the neonatal stage. Togetier, these data indicate that Nurr]

Abbreviations. SHH, sanic hedgehog: TH, tyromnc hyd:oxylasc,
AADC, L-atumratic amine acid decarboxylase; Chat, choline acetyl-
transforase; £35S cell, embryen.c sicm tel).
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regulates dopaminergic cell development by promoting both
survival of ventral mesencephalic neurons and their differen-
tiation into the final dopaminergic phenatype.

MATERIALS AND METHODS

Genc Tacgeting. The Nurrl genomic DNA fragment (~7.6
kU) that comprised the gene targeting vector was isolated from
mouse 1298v A Dash 1T genomie library (Stratagene) using as
a probe a fragment from the N-terminal region of Nurrl cDNA
(16, 23). This mNuril genomic fragment contamned cxons 2-8
uf the Nurrl gene. Exon 3 encodes the nonconserved N-
terminal domain of the rceeptor that contains the initiating
methionine residue, ATG. The reo” gene PGKNEObpA (24)
was inserted into a unique Neol restriction site in cxon 3 that
was located downstream from the initiator codon ATG hut
upstream of the DNA-binding domiin in Lhe Nurtl gene ([6),
The insertion af the peo” gene into cxon 3 divides the 7.6-kb
Nurrd genomic fragmient into 5' and 3* arms of Nurrl homol-
agyv that are 1.9 kly and 5.7 kh in size, respeetively The herpes
simplex virus thymidine kinase {(HSV-TK) gene [(23) was
attacherd 5° to exon 3 and inserted with a transcriprional
anientation opposite to both the nen and Nurrl penes. The
cloning plasmid used in this vector construction was PSP72
(Promega) The tatgeting vector was linearized by the restric-
tian enzyme Notl located in a synthetic linker at the 3' end of
the long arm of homology.

Introduction of Targeling Vector into Mouse Embryonic
Stem (ES) Cells. The pencral procedures for culturing and
manipulating FS rells hefore and after the electraporation step
were followed as desceribed (26). Briefly, 107 ES cclls were
electroporated with 25 ug of linearized tarpefing vector in 0.9
ml of PBS at 230 V and 500 uF with a Bio-Rad Gene Pulser.
Electroporations were performed routinely using the actively
growing ES cell hne AB-1 (27). ES cells were cultured in the
presence of G418 (350 jg/m:) and 1-(2-deoxy-2-fluoro-B-D-
arabinofurnzosyl) S-iadouracil (FIAU) drup sclection. Drug-
resistant ES cell colonies were picked and expanded in 96-well
SNL76/7 feeder plates (master plates). A cup.icate gelatinized
6 well (no feeder iayer) of each master plate was also
prepared to idenlify targeted cveats by Southern blot analysis.
The master plates containing the ES cell clones for tlastecyst
microinjection were frozen at —70°C ontil identification of
thuse ES cells scoring positive tor the targeted event.

Generation of Chimeric Mice and Germ-Line Transmission
of the Nurrl Mutation. Four largeted ES cell clones were
testcd for germ-line tiansmission of the Nuirl mutation. ES
cells {13-15) were microinjected into the blastocoe] of 3.5-
day-old blastocyst stage embryos derived from CS7BL/6 fe-
males. Emtryos were transterred unilaterally intao the uterime
hemn (six to seven embryos per hom) of pscudopregnant F)
(CBA X CYVBL/6) foster mothers, Approximately 10 days
after Bisth, the sex of the offspring was determined and the
extent of agouti coat colar was evaluated. Mzie chimeras with
60% to 100% agouti coat colur were backcrassed to CS7BL/6
females, and germ-line transmission was determined by the
presence of agauti offspring.

Screening of ES Cells snd Mouse Tall DNA for Targeted
Events. To identify the Nurrl mutation in ES cells, Southern
blat analysis was perlformed on genomic DNA solated from
ES celly colonies. DNA samples were digested with BamHI
overnight, resolved by ¢lectrophoresis, and transterred onto
nylan memhranes for hybridization with a tadiolabeled 0.9-kb
Hindlll -EcoRV penomic DNA fragment lucated outside hut
immediately 5° to the distopied norrl genomic fragment (see
Fig. 14). Hybridization and washing conditions were as de-
scribed (28) Ta detect germ-line transmission of the null
mutant allele, PCR analysis of tail DNA {rom agouti offspring
frnm chimeric mive was rarried ont. Three oliponucinotides
wrere used in o single PCR for genolvping. They consisted of
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a 5' primer (GGCACTCCTGTGTCTAGCTGCL) located on
the 3'-end of the nea’ gene inoxor 3 and two 3° primers, one
(CTGCCTTGGGAAAAGCGCCTCC) located in the meo'
pene to generate a 2khp PCR product representing he
mutated allele and the ather (CAGCCCTCACAAGTGC-
GAACAC) located in g 3 portion of exan 3 that was deleced
in the targeting veclar to allow selective detection of the
wild-rype aliele as a 300-bp prodnct.

Dctermination of TH Activity, Catecholamine, and Related
Compounds. TH was measured using coupled nonenzymatir
decarboxylation of L dopa (29). Briefly, mouse striatal ussues
after dissection were homogemzed in 50 mM of cold Tris-E[Cl
buffer containing 1 mM EDTA and 0.2% Tween 20, pH 7.2
(1:20 vol/val) with a Teflon homogenizer. Twenty-five micro-
liter aliquots of homogzcnate were incubated in a microwell
culture plate with rciactian soluion containing "M“Clyrosine
|NEN, specilic activity 48.6 mCi/rmol (| Ci = 37 GB3qg)] and
cofactors at 37°C for 20 min. The L[ "Cldopa Tarmed was
decarboxylated by adding 33 mM potassium fervicyianide and
herting the mixtare at 55°C for 30 min. The [1C)CO; released
wes absorbed on filter paper impregnated with benzethontum
hydroxide and quantified by counting the radinactivily on the
paper covering cach well.

Catecholamines and relared compounds in homogenized
tissue were extracted with 10% perchlone acid {7:10 vol fval),
clarified by centnifugation, and chromatographed by HPI.C on
a BAS P/N reversed-phase cartricge coluron (Phase 11 GDS 3
pm X 1(K0 X 3 2 mm). The acud extract was applied isocratically
and detected electrochemically according to published proce-
dures (30).

Measurement of Choline Acelyltransferasc (Chat) Activity.
Chat activity was assayed in the canidate nucleus, hippocampus,
and frontal cortca, using a slight madification of Fonnum's
method (31). After brain tissues were hormogenized in 10 mM
(1:50 vol/vol) of cold PBS containing I mM of EDTA (p117.4),
and centrifuged at 10,000 x g for 10 min, 25 wl of supernatant
was incubated with 75 ul of assay medium (150 mM NaCl/0.5
mM EDTA/0.15 mM eserine /0.2 mM [*H]acetyl-CoA/S mM
chobne chloride/50 mM PBS) in Y6-well plate microwells.
After 45 min incubation at 37°C, reactions were tenininated by
transferring 80 wl of incubation mixtures into vials containing
Fannum's sciatillation solution, and were counted in the
Rockbeta LKB scintllation counter.

Immunobistochemistry and in Sitw Hybridization. Fer ‘m-
munohistochemuical s:adics, brains of wild-typc and mutant
newborns were fixed in 4% paraformaldenyde for 12-24 hours
at 4°C and soakced in 30% sucrose overaught, frezen, and cut
on a cryostat to 20 pm. Frozen sections were stained according
to standard avidin-biotin s/mmunohistochemical proccdures
(Vector [.aboratories). Primary antisera included po'yclonal
rabbit antiscrum apainst TH and AADC diluted 1:6400 (Eu-
gene Tech International, Inc.) and mouse monoclonal ani-
serum 3A L0 diluted 1:2C0 (Developmental Studics Hybridoma
Bank). Ja sitw hybridizationwith TH, Pix-3, HNF2 8, and Nurrl
ribuprobes were performed as deseribed previously (20, 22)

Apoptosis Detection. Embryos were obtained by dissection
of pregnant mice al specific stages of pregnancy [noon of the
day on which the copulatory plug was detected was designated
day 0.5 of gestation (E0.5)], The embryos and newbarn brains
werte fixed in 4% naraformaldehyde. dehydrated by wash:ng in
graded alcohol solutiens, embedded ir. paratfin, and sectioned
at 5 um. To identify apoptotic cclls, we usec the trevigen
apoptotic cell system in sitw kit (TACS) from Trevigen ((Gaith-
ersburg, MIJ) according to manufacturer’'s recommendatiors.

RESULTS

Targeted Disruption of the Nurrel Gene in Mice. The Nurrl
gene was disrupled in mouse emidryonic stem cells using the
tarvctine vectos shown in Fie. 1. The vector cantained a 7.0-kh
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Fio. 1. Targeted imsctivation of Nurrl gene in mouse ES cells and
generation of mutant mice. (A) Schematic diagram of the strategy used
to target Nurrl gene: (Top) The 13.7-kb targeting vector used for
electroporation. Numbered baxes represent exons. The PGK-neobpA
and the HSV thymidine kinase cassettes are indicated by open boxes,
The arrows indicate the dircction of transcription, (Middle) Genomic
structure of the Nurr| gene. (Botton) Representation of the structure
of the inactivated Nurrl gene. (8) Southera blot analysis of the DNA
from G418-resistant ES cells. The DNA was digested with BamHI and
hybridized to a 900-bp genomic probe. located upstream of the 5
homologous arm. This probe hybridized to a 5.5-kb and a 3.5-kb
fragment from wild-type and mutant alcles, respectively. (C) PCR
analysis of mice detived from hetecozygous Nurrl (/) crosses. Two
PCR products are shown at 300 bp-and 200 bp correspond to the
wild-type and mutant alléles, respectively,

fragment of the mouse nurri gene interrupted within exon 3 by
the introduction of a ncomycin resistance cassette (neo’)
downstream of the initiator, ATG and, upstream of the DNA-
binding domain of nurr/. Targeted integration of this vector
into the nurrl genomic locus was detected by Southern blot
analysis of BamHI-digested ES ccll DNA using a **P-labeled
genomic probe (900 bp) located 5’ 1o the marri sequences used
in the targeting vector (Fig. 1A4). Using this stratcgy, the
wild-type nurrl gene is represented by a 5.5-kb radioactive
band containing cxons 2-4, whercas the mutated merr! allcle
is represented by a shorter hybridizing band at 3.5-kb due to
the presence of an additional BamHI site within the neo” gene
(Fig. 1B). Targeted ES cell clones were microinjected into
blastocysts to generate chimeric mice and germ-line transmis-
sion of the mutant allele was detected by PCR analysis of tail
DNA from agouli offspring of chimeras derived from one ES
cell clone. In these analyses (sce Materials and Methods), the
wild-type marr] gene is represented by a 300-bp PCR product
while the mutated allcle is represented by a 200-bp PCR
product (Fig. 1C). Genotype analysis indicated that homozy-
gote Nurrl null mutant (Nurrl=/~) mice were born at the
expected frequency but consistent with previous findings these
mice died within 12 hours after birth (19).

Ventral Midbrain Dopaminergic Neurons Specifically Re-
quire Nurrl for Final Differentiation. To examine the role of
nurrl in development of the dopaminergic system, we analyzed
the expression of two dopaminergic cell markers, TH and
AADC, in the substantia nigra and ventral tegmental area of
wild-type and nurrl =/~ neonatal mice by immunohistochem-
istry (Fig. 2 A-D). Consistent with previous findings, ablation
of nurrl resulted in a complete absence of both markers,
confirming that nurrl is essential for expression of a mesen-
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Fi1G. 2. Analysis of monoamines and Chat levels in newborn mice.
Coronal sections (A and C) show the TH and AADC immunostaining,
respectively, in the substantia nigra (A9) and ventral tegmental (A10)
arca of wild-type brain, (B and D) Loss of both markers at the same
level in cornnal sections of nurrl /- mice, (E) Monoamine levels were
measured in the striatum of newborn wilkklype, heterozygous, and
homozygous mice by HPLC. A complete loss of dopamine levels in the
homozygous mice and a significant decrease in the heterozygous mice
was detected. The TH activity in the striatum (F) was significantly
decreased in the homozygous and heterozygous mice, while choline
acetyliransferase activity (G), norepinephrine, and serotonin (E) were
uncffected. (Bars = 100 pm.)

cephalic dopaminergic cell phenotype. Analysis of striatal
neurotransmission confirmed that this defect is associated with
a significant decrease in TH activity at the striatal axon
terminals (Fig. 2F), a complete loss of dopamine from the
striatum_of Nurrl /- mice and a significant decrease in
dopaminc levels in heterozygote mice (Fig, 2E). Furthermore,
analysis of the levels of catecholamines, serotonin, and cho-
linergic activity demonstrated that the defect in stniatal neu-
rotransmission was specific to dopamine because levels of
norepinephring, serotonin, and Chat were uncffected (Fig. 2E
and G). Finally, to determine whether the defect was specific
to the mesencephalic dopamine neurons, we examined TH
expression and dopamine levels in nearal crest-derived cells of
the adrenal medulla that also express Nurrl (Fig. 34). Com-
parison of TH immunoreactivity (Fig. 3 C and D) and dopa-
minc transmitter levels (Fig. 38) in wild-type and Nurrl =/~
mice revealed no abnormalities associated with Nurr] abla-
tion, indicating that Nurrl is not required for development of
these cells. Similarly, no changes in TH expression were
obscrved in dopaminergic ncurons of the periglomerular
region of the olfactory bulb in nurrl null mutant mice (Fig. 3
E and F) even though these neurons normally express nurrl
(21).

Nurrl Is Essential for Terminal Differentiation of Late
Mesencephalic Precursor Neurons into a Full Dopaminergic
Phenotype. To examine the stage in mesencephalic dopami-
nergic cell development at which Nurrl functions, we exam-
incd the phenotype of cells in the ventral midbrain of wild-type
and Nurrl null mutant embryos at embryonic day 11.5 using
specific markers of the dopamincrgic developmental cascade.
First, we determined whether the cells have responded to the
SSH inductive signal by adopting a general neuronal pheno-
type. Comparison of the expression of the ventral marker,
HNF3B, and the general ncuronal marker, 3A10 (32), in
wild-type and Nurrl™/~ mice showed similar expression of
both markers in wild-type and Nurr1~/~ mice demonstrating
that ventralization and general neuronal induction of neuro-
cpithelial cells in the ventrolateral ncural plate are uneffected
by Nurrl ablation (Fig. 4 4 and B). Next, we examined the
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Fiii. 3. /TH expression and dopamine levels in neural crest-derived
cells of the newbhorn adrenal medulla. (4) i situ hybridization analysis
of Nurr] mRNA expression in the adrenal gland ofa wild-type mouse.
Nurr] mRNA was detccled in the medulla of the adrenal gland. (B)
Dopamine levels in advenal medulla of wild-type, helerozygous, and
homozygous mice. No significant differences in dopamine levels were
detected. TH immunoreactivity of wild-type (') and mutant adrenal
gland from newborn mice (D). (£ and F) No detectable differences in
TH immunoreactivity inthe periglhomernlar dopaminergic cells of the
olfactory bully in wild-type and nurrl null mutant mice, respectively.
(Bar = 50 pum.)

expression of the recently identified homeodomain protein,
Ptx-3, as a marker for mesencephalic dopamincrgic progenitor
cells whose onset of expression at embryonic day 11 is subse-
quent to that of Nurel (22). Surprisingly, both wild-type and
Nurrl 7~ mice showed similar expression patterns of Pix-3
that appeared to be in all cells of the ventral midbrain,

Fic. 4.  Analysis of the phenotype of cells in the ventral midbrain
of wild-type and Nurrl mutant embryos. (4) Autoradiographic local-
ization of hybridization to the ventral marker, HNF38. The arrow
shows the strong staining in (he ventral part of the midbrain of both
12.5 days wild-type (Left) and mutant (Right) mice embryo, The square
on the top shows a higher magnification of this expression. (B)
Immunostaining for the general neuronal marker, 3A10, in 11.5 day
wild-type and mutant mouse embryos. (C) /n sitn hybridization
analysis of Ptx-3 mRNA expression in 11.5 day mouse embryo, The
arrow indicates the positive staining in the ventral midbrain. Wild-type
and mutant mice showed similar staining. (D) Immunohistochemical
localization of TH expression in the ventral midbrain of 12.5 day

wild-type embryo and lack of expression in the nurr!
fRare = M) s )

midbrain

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998)

indicating that Ptx-3 cxpression is independent of Nurrl (Fig.
4C). Finally, analysis of the expression of TH shows that
differentiation to the dopaminergic phenotype fails 1o oceur at
E1L.5 in Nurrl */* mice (Fig. 4D). Taken together, these data
indicate that Nurrl functions at the later stages of dopamine
cell development to drive differentiation of Ptx-3 positive
ventral mesencephalic neurons to the final dopaminergic phe-
notype

Nurrl Is Essential for Survival of Late Dopaminergic
Precursor Neurons. To determine whether mesencephalic
dopaminergic precursors survive in the absence of Nurrl, we
cxamined the persisience of Ptx-3 positive neurons to the
neonatal stage (Fig. 5A4). Analysis of the expression of this
marker in nconatal mice demonstrated continued strong ex-
pression of Ptx-3 in mature dopaminergic neurons of wild-type
mice. In contrast, however, Nurrl /'~ mice showed few scat-
tered cells expressing Ptx-3 in the ventral mid-brain, indicating
significant loss of Ptx-3 positive cells in the neonate (Fig. 5 C
and D). Furthermore, the loss of Pix-3 expression was specific
to the mid-brain region and was not obscrved in other Pix-3
expressing arcas (data not shown). Thus, while Nurr] is not
involved ininduction of Ptx-3 expression, it is critically involved
in maintenance of Pix-3 expressing cells. To determine
whether the loss in PTX-3 expression was associated with a loss
of ventral midbrain cells, we compared the levels of apoptosis
in wild-type and Nurrl™/~ mutant neonates using a TUNEL
assay. The resalts of these analyses demonstrated that the loss
in Ptx-3-expressing cells was associated with an increase in the
number of apoptotic and dying cells that was specific to the
ventral midbrain of the Nurrl null mutant mice (Fig. 5 E and
F). Quantitation of apoptotic cells in the substantia nigra and
VTA regions in three independent wild-type and Nurrl null
mutant neonates confirmed an increase in apoptotic cells from
0.5% in-wild-type mice to 7% in Nurrl null mutant mice,
Finally, the increase in cell death was consistent with an
obvious decrease in- the number-of cells obscrved in the
nconatal ventral midbrain (see Fig. 5 C and E versus D and F).
These data indicate that Nurrl is required for survival of

F1G6. 5. Loss of Pix-3 expression and increased cell death specifi-
cally in the ventral midbrain region of newborn Nurr] mice. (A and
() Localization of Pix-3 expression in the ventral midbrain (arrow) of
wild-type nconate. (B and D) Ptx-3 staining is almost depleted in the
Nurrl /" midbrain. TUNEL staining in the ventral midbrain region
of wild-type (E) and Nurrl /= mice (F). Notice the increase in

TUNEL positive nuclei (arrowheads) and dying cells (asterisk) in the
Niasse? 7= mites fRare = M ssons
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mesencephalic dopaminergic precursor ¢ells as well as their
tecmical diffeecatiation imo dopamine producing cells.

DISCUSSION

In this study, we have demonstrated that the role of Nurrl in
dopaminergiv cell Jevelopment i specific to the ventral imid-
brain where it is esgential to induce final differentiation ot
ventral mesencephalic dopamineigic precursor newions into a
dopaminergic phenatype 88 well as for survival of these late
dopaminergic precursors.

fhe expression of Ptx-3 in developing dopaminerpic cells
coincident with the vuset vl expression of a fully diffcrentiated
dopaminergic phenotype provides an excellent marker for late
dopaminc progenttor cells in the mid-brain (22). Ptx-3 is a
novel hicaid-related humeobax pene product that is strangly
cxpressed in dopaminergic cells of the ventral midbrain at Lhe
time of their differentiation, suggesting that the protein may be
involved in determinaion of the mesencephalic dopamincrgic
lincage (22). Expression of Pix-3 and nurrl persists in midbrain
dopamincrgic ncurons of the adull, indicating that bots pro-
teins may Le involved in maintenance of dopamine cell func-
hion m the adult brain. The strong expression of YIx 3 in the
venteal mid-bain of Nurl 7 embryos indicates that orduc-
tion ot expression of this protein and the development of late
dopannne precursur neurons are indepeadent of Nurel. ln
contrast, Nurrl is essential for induction of a dopaminergic
phenatype in Pta-3 posiiive precursur neurons. In this regard,
it 1& possible that Ptx-3 and Nusrl, although regulated inde-
pendently, may fuaction in a cooperative mannce to regulate
factars required for terminal differentiation of dopaminergic
ncurans. Consistent with this hypathesis, conperative interac-
tions between a nuclear orphan receptor (FTZ-F1) and a
homendoman protein (FTZ) have been demonstrated re-
cently (33 ). In the case of Nurrl, such cooperative inter-
actions may cxplain the specificity of the neuronal defeets in
midbrain dopaminergic nearons brecause Ptx-3 is not expressed
in other Nuer | containing neurons, including the {imbic system
and dopaminergic neurans of the olfactury bulb and hypothal-
amus (20, 21).

The observation that Nurrl is essential for maintenance of
Ptx 3 positive progenitors raises speculation as tu the role of
Nurel i dopamineigic cell survival. Inoreased cell death in
Nurrl /  neonates may simply be duc an 1nability of undit-
feientiated dopamine progenitors to make synaplic contacts
with their tarpels. Previous studies using mutamt rtice in which
TH was ablated in doparmnergic neurons have indicated that
dupamine-mediated igna‘ing dues not appear to be required
for functional synaptogenesis of ncuronal projections from the
substantia higra o the stiiatum (35), However, it cannot be
roled vut that Joss of all marken of the dopaminergic pheno-
\ype as isobserved in the Nurrl nult mutant mice has an imoact
on the establishment of such connections. A second possibility
is thhat Nurri may be required for the expression of factars that
promote survival as well as differentiaiion of dopamine pro-
genitors. Dopaminergic cell survival is known to be repulated
by the neurotrophins, brain-derived ncurotrophic factor
(BIINT) and neurotrophin 4/5 (36-38) and by members of the
TGYB family of trophic factors, mest notably glial-derived
neuratrophic factnr (GONF) (39, 40) The trophic effects of
these factors on dopamine cell survival are apparently redun-
dant because ablation of individual members of these {amilies
or their receptors does not resalt in dopamine cell loss (41-43).
However, the role of these facturs in promoting survival and
differentiation of late dopamine precurser ncurops is un-
known. A tole for nurrl in regulation of survival of both
dopamine precursars and differcntiated dopaminergic eclls at
" least in part through repulation of these factors and,/nr cheir
receptors is supported by the observation that ablation of
Nurr! results in loss nf cxpression of the tyrosine kinase sipnal
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transducing receptor for GIDNF, c-ret (19) and by the identi-
fication of binding sites for Norrl in the promoter region of ¢he
BDNE gene (44). Thus, it is possible that Nurrl may be a
transcuiptional regulator of several of these penes. Further
studies to examine the role of Nurr] in the regulation of
nevrotiophic faciors and then receptors should piovide im-
portant insights into the role of Nuerl an dopaminergic cel
commitment and suryival.
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