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Resumen

Laura Mireya Zavala Flores Fecha de Graduacidn: Enero 2011
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Titulo de tesis: ANALISIS FUNCIONAL DEL PROMOTOR DEL GEN pitx3 MEDIANTE LA
EXPRESION DE UN GEN REPORTERO EN NEURONAS DOPAMINERGICAS MESENCEFALICAS.
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con orientacidn terminal en Morfologia
Area de Estudio: Morfologia

Objetivo y Método del estudio: La pérdida de las neuronas dopaminérgicas mesencefilicas (NDM}
provoca la enfermedad de Parkinson. Y hasta la fecha no existe tratamiento que detenga el avance de la
muerte neuronal. En terapia génica es indispensable contar con promotores especificos para dirigir
genes terapéuticos. El promotor del gen pitx3 es especifico de las NDM pero, aun se desconoce su
secuencia minima con actividad promotora. En este trabajo decidimos delimitar la regién promotora del
gen pitx3 y confirmar su actividad promotora en una linea celular de neuroblastoma, para
posteriormente demostrarlo in vivo. Para esto se obtuvieron diferentes vectores recombinantes que
portan diferentes versiones de la regién promotora del gen pitx3 fusionadas al gen reportero de la
proteina verde fluorescente (GFP). Analizamos la funcionalidad promotora mediante la transfeccion de
una iinea celular de neuroblastoma con los diferentes vectores recombinantes. Finalmente se probé in
vivo uno de los vectores recombinantes, al transfectar las NDM del cerebro de ratas Wistar. Mediante
inmunohistoquimica se analizé |a expresién del gen reportero.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvo una secuencia corta (0.6 kb) con actividad promotora en las
células de neuroblastoma N1E-115, pero carece de especificidad. Ya que durante el desarrollo de
nuestro trabajo, al tratar de demostrar la presencia del factor de transcripcion Pitx3, este estaba
ausente en esta linea celular. Por lo tanto, aun y cuando se detectd la presencia de los marcadores
dopaminérgicos (Nurrl y TH), esta linea celular no presenta el fenotipo de una subpaoblacién de
neuronas dopaminérgicas mesencefalicas que expresan pitx3. El vector recombinante 4.2 kb carece de
actividad promotora en fas NDM del cerebro de rata.

Dra. Odila Saucedo Cardenas
Director de tesis




CAPITULO |

Introduccion



Introduccion

El aumento del promedio de vida del hombre ha conducido a un incremento en el
numero de individuos con enfermedades degenerativas, siendo el sistema nervioso uno de los
mas susceptibles a dafiarse conforme avanza la edad del individuo. La regidén del sistema
nervioso mas susceptible a sufrir muerte neuronal, es la region ventral del mesencéfalo o
cerebro medio. Las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (NDM) se encuentran agrupadas
en dos nucleos principalmente, el Area Ventral Tegmental (VTA) y la Sustancia Negra (SN). Las
NDM controlan el movimiento motor voluntario, las actividades cognitivas y de conducta al
producir el neurotransmisor dopamina vy liberarlo al cuerpo estriado. Al morir las NDM, ésta
comunicacion se pierde y se presentan los sintomas caracteristicos de la Enfermedad de

Parkinson (EP).

1.1 Neuronas Dopaminérgicas Mesencefalicas

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso, las células progenitoras de
células nerviosas se diferencian a fenotipos celulares especificos. Actualmente se conocen
varios genes que estan involucrados en la diferenciacién de neuronas dopaminérgicas™™. Entre
ellos se encuentra el gen de la Tirosina hidroxilasa (TH). Su expresidn inicia a los 11.5 dias del
desarrollo embrionario en el ratéon y su funcién estd implicada en la sintesis del
neurotransmisor dopamina®. El factor de transcripcion Nurrl se expresa a los 10.5 dias del
desarrollo embrionario de ratén>® y es importante para que las células adquieran un fenotipo
dopaminérgico ya que su inactivacidn en ratones, provoco la falta de expresién de marcadores
dopaminérgicos y muerte celular por apoptosis en la regién ventral del mesencéfalo’™. Otro
gen involucrado en la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas es el gen pitx3. Pitx3 es un
factor de transcripcion que se une a la regién promotora del gen de la TH y lo transcribe®®**.
Pitx3 comienza a expresarse en precursores dopaminérgicos mesencefdlicos y en el cristalino

de embriones de ratdn. Su expresion inicia a los 11 dias del desarrollo embrionario del ratén y

se mantiene hasta la etapa adulta’.



1.2 Pitx3

El gen pitx3 pertenece a la familia de factores de transcripcion y genes homedticos Pitx.
Otros miembros de esta familia son los genes pitx1 y pitx2. Ambos genes se expresan en la
hipofisis, de alli deriva su nombre “pit-x"(pituitary homeobox)*®. EI homeodominio de estos
genes es altamente conservado y difiere en uno o dos aminodacidos. Inicialmente se pensé que
al igual que los miembros de su familia se expresaba en la hipdfisis, sin embargo no fue asi. La
expresion de Pitx3 se localizd en el sistema dopaminérgico, especificamente en la regién ventral
del mesencéfalo y posteriormente se descubrié que también se expresa en el cristalino y

. 14
musculo™.

El gen pitx3 mide 12.6 kb y esta organizado en 4 exones y 3 intrones. Los exones miden
125, 129, 210 y 927 bp respectivamente. Los intrones son de 10729, 196 y 379 bp
respectivamente. El homeodominio es interrumpido por un intrén en la posicién 46. El coddn
de inicio de la traduccién estd situado en el exén 2. En la regién 5 del gen, situada antes del
punto de inicio de transcripcién se localizaron las cajas TATA y la caja CAAT en la posicién -86 a
-80 y -205 a -200, asi como algunos dominios de uniéon para factores de transcripcion
relacionados con el desarrollo del cristalino y la formacién de la regién craneo-facial, entre ellos

el de las proteinas AP-2 y Maf.

El gen pitx3 es flanqueado por dos genes. En su regién 5° UTR se localiza la regién
promotora del gen gbf1, situado a 4.2 kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen pitx3.
Ambos genes posiblemente tienen en comun parte de sus secuencias promotoras. En la region
3’ del gen pitx3 se localiza el gen cig30 de quien al menos 10 nucledtidos de la regién 3" UTR se

. . 1
traslapan con la secuencia del gen pitx3™°.

El locus del gen pitx3 se encontrd en el cromosoma 19 del ratén, cerca de una regién
previamente identificada, cuya mutacién provoca alteraciones morfolégicas en ratones. El
fenotipo de esos ratones conocidos como “aphakia” se caracteriza por alteraciones oculares

durante el desarrollo embrionario. Posterior al nacimiento los ratones presentan ojos pequefios



con ausencia del cristalino y parpados unidos™. En ese momento adn no se habia determinado
gué gen o genes producian tales alteraciones, por lo que al identificar el locus del gen pitx3
cercano a esa region se pensoé que el gen podria estar involucrado en el fenotipo de los ratones
aphakia. Cuando se analizé la secuencia codificante del gen pitx3 en el genoma de los ratones
aphakia no se encontré ninguna alteracion. Sin embargo al analizar la region 5° UTR se encontrd
una delecién de 652 bp situada a -2.5 kb del punto de inicio de la transcripcion'”2.
Posteriormente se encontré que los ratones aphakia también presentaban la pérdida del exdn
1, sitio donde inicia el homeobox del gen pitx3*’. Las alteraciones observadas en los ratones no
solo se restringieron al ojo sino que también hubo una disminucién considerable del nimero de

neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra del mesencéfalo™®*?

. Mostrando con ello que el
gen pitx3 y su regién 5" UTR son esenciales en el desarrollo de neuronas dopaminérgicas a nivel

mesencefalico.

Nuestro grupo ha delimitado la regidon promotora del gen pitx3 y confirmado su funcién
en una linea celular de neuronas con fenotipo dopaminérgico®. Por lo tanto, el promotor del
gen pitx3 debido a su alta especificidad en el Sistema Nervioso Central (SNC), es un candidato

ideal para dirigir la expresién de transgenes en NDM con fines terapéuticos.

1.3 Expresion génica en neuronas dopaminérgicas mesencefalicas

Para poder dirigir la expresion del transgén especificamente en NDM, es necesario
utilizar la regién promotora de un gen que se exprese Unicamente en este tipo celular. En el
mesencéfalo se expresan varios genes, entre ellos, el gen Nurrl, Th, Sonic hedgehog (Shh),
AADH, DAT y Limx1 entre otros> **?®. Sin embargo cada uno de ellos se expresa en otras
regiones del SNC. El gen que Unicamente se expresa en la regién ventral mesencefélica a nivel
del sistema nervioso central, es Pitx3. Por lo que, la regién promotora del gen pitx3 puede

utilizarse para dirigir la expresion de genes terapéuticos para la EP.



1.4 Sistemas de transferencia de genes
Los sistemas de transferencia génica se han clasificado en dos categorias: los vectores

virales recombinantes y los vectores sintéticos.

En la actualidad, la mayoria de los estudios de transferencia de genes reportados en la
literatura han empleado a los vectores virales, y un 69% de los ensayos clinicos en humanos
utilizan este sistema para transferir el gen terapéutico’’. A pesar de su alta eficiencia de
transduccién y ser los mas utilizados, destacan la alta inmunogenicidad de los adenovirus®, lo
gue a su vez dificulta la administracion de dosis repetidas del vector, y la oncogenicidad de los

29-31

retro y lentivirus®™ ", Ademads tienen poca especificidad para reconocer la célula blanco e

incapacidad para empaquetar DNA de gran tamafio’~.

Con respecto a vectores sintéticos, se dispone de varios tipos, uno de ellos son los
conjugados moleculares denominados poliplex que son generados por la condensacién de los
acidos nucléicos con un polimero catidnico, que puede ser quimicamente unido a un ligando
para dirigir la liberacidon a una célula blanco especifica. El disefio de los polimeros catidnicos
para liberar genes comprende gran diversidad quimica. Debido a su flexibilidad en la
constitucién quimica es posible incorporarle multiples funciones para incrementar la liberacion
eficiente de genes, conservando su bio-compatibilidad, su facil manufacturacién y estabilidad.
La capacidad de transportar DNA de gran tamafio, su baja toxicidad e inmunogenicidad y la
proteccion del material genético transportado de la degradacidon enzimatica, bloqueando el
acceso de las enzimas nucleoliticas®, hace que los polimeros catiénicos tengan un gran

potencial para la terapia génica en humanos.

La Poli-L-lisina (PLL) facilita la solubilidad de algunas moléculas y se utiliza de forma
rutinaria como vehiculo para la liberacion de medicamentos por periodos largos. Los
policationes unen y condensan al DNA en estructuras pequefias y compactas, debido a las
interacciones electrostaticas entre los grupos fosfatos negativos situados a lo largo del

esqueleto del DNA vy las cargas positivas de la PLL del vector. El proceso de condensacion es



dirigido por fuerzas de entropia y los poliplex se forman de manera espontanea al lograrse una
relacion molar precisa entre el polimero catidénico y el DNA. Las particulas resultantes son
estructuras de forma toroide o de bastéon cuyos tamafios oscila en el rango de 50 a 100 nm de
diametro. Por lo tanto, se pueden lograr nanoparticulas del poliplex de diferente tamafno que
refleja diferente grado de condensacion. Cada particula de poliplex compromete varias

moléculas de DNA con muchas cadenas poliméricas a su alrededor.

Un polimero debe balancear suficiente fuerza de unién para proteger inicialmente al
DNA de la degradacién, pero a su vez permitir la descondensacion del poliplex para la exitosa

335 La concentracién del DNA también es un factor que influye en la

transcripcién del transgén
solubilidad del poliplex; se ha observado que concentraciones menores de 20ug/mL forman

complejos solubles.

1.5 NT-poliplex

Los vectores sintéticos no tienen la capacidad de dirigirse a una célula determinada. Sin
embargo, poseen una gran flexibilidad quimica que les permite la adicién de motivos para el
direccionamiento celular especifico. Generalmente se ha acoplado a los poliplex, ligandos para
receptores de membrana especificos que dirigen su entrada por endocitosis mediada por
receptor. El NT-poliplex es uno de los conjugados mds reciente que se ha sintetizado y sobre
todo que ha demostrado alta eficiencia, especificidad y prolongada expresidn de los transgenes
in vivo. Las caracteristicas de la Neurotensina (NT) para internalizarse a las neuronas

dopaminérgicas han facilitado su utilizacion exitosa como molécula ligando del poliplex.

Posterior a su internalizacién, los poliplex enfrentan barreras intracelulares que afectan
la eficiencia de transfeccién. Por lo tanto, el poliplex debe ser provisto de estrategias
funcionales para superar cada una de los obstaculos intracelulares que va enfrentando en su
trayecto hacia el nucleo celular. Aunque mas del 95% de las células en cultivo internalizan el

vector (>100.000 copias por célula), sélo una fraccién menor al 50% expresan el transgén®.



La eficiencia en la endocitosis mediada por receptor depende de su afinidad, la avidez
por su ligando y la concentraciéon del complejo ligando-receptor. La acidez es una de las
condiciones que degrada a los poliplex. Durante la evolucidn, algunos virus desarrollaron
estrategias para escapar de la acidez oportunamente. Una de estas estrategias, es el uso de
péptidos fusogénicos que les permite evitar su degradacion en el endosoma tardio. Utilizando
la estrategia viral para escapar del endosoma, se le incorporé al NT-poliplex el péptido

fusogénico de la hemaglutinina HA2 del virus de la influenza®’.

1.6 Direccionamiento nuclear del DNA

Diferentes experimentos establecen que la envoltura nuclear representa el ultimo
obstaculo para la transferencia de genes por métodos no virales. Estudios utilizando lipoplex y
microscopia electrénica de transmisiéon demuestran que 1 de 100 moléculas de DNA presentes
en el citoplasma alcanzan el nucleo celular®®, resultados que apoyan la fuerte restriccién de la
barrera nuclear para el importe de los lipoplex. Es bien conocido que una gran variedad de
macromoléculas y proteinas de procedencia exdégena como los virus o endégena como las
histonas son dirigidas al nucleo por poseer una senal de localizacidn nuclear (SLN). Hasta la
fecha se han reportado diferentes SLN, la integracién de la proteina VP1 del SV40 en el DNA del

NT-poliplex incrementd significativamente la eficiencia de transfeccién®’.

Finalmente, para favorecer el desensamblaje del conjugado NT-poliplex, es necesario
reducir la fuerza de unién entre el polimero y el DNA. Esto se logra reduciendo el nimero de
cargas positivas mediante la conjugacién con cadenas polietilenglicol (PEG) o disminuyendo la

masa molecular del polimero.

1.7 Neurotensina
La Neurotensina es la molécula ligando encargada de dar el primer punto de
especificidad a la transferencia de genes por el NT-poliplex’”??*®. La NT es un tridecapéptido

(Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu), cuya actividad bioldgica radica en los 6



aminodacidos del extremo carboxilo®. La funcionalidad del NT-poliplex confirma que el método

. ., .- . ., .. . 7.39-42 44
de conjugacién utilizado permite la conservacién del dominio de unién al receptor®’224244,

. . . . ., 4
La NT es un neuromodulador que tiene una amplia distribucién en el cerebro® y en

tejidos periféricos, en los que ejerce diferentes efectos fisioldgicos*>***°

. Sin embargo, los
niveles de la NT endégena no impiden la internalizacion del NT-poliplex por las neuronas

dopaminérgicas del cerebro.

Tempranamente se conocid que la NT mediaba sus efectos fisiologicos a través de la
interaccidon con receptores especificos, localizados en la membrana plasmatica de la célula
blanco™. Estudios de auto-radiografia con NT radioactiva realizados en cortes cerebrales de
diferentes mamiferos han determinado diferente densidad de los receptores a NT (NTR) en
diversas regiones del SNC. Los nucleos que tienen moderada densidad de NTR son el estriado,
el hipocampo ventral, la materia gris periacueductal, el coliculo superior y el ntcleo dorsal del
rafé®. La densidad mas alta de receptores estd en las neuronas de la SNc y en el VTA. La alta
densidad de los NTR en estos dos nucleos mesencefalicos fue el antecedente primordial para
transferir genes a neuronas dopaminérgicas a través del NT-vector en un modelo murino de

. - - 7,39-42,44
ratas hemiparkinsonianas®’3%4%44,

Se han identificado tres subtipos de NTR, denominados NTS1, NTS2, NTS3. Estos
receptores han sido clonados y se conoce la secuencia peptidica®. Los dos primeros receptores
estan acoplados a la proteina G (GPCR). Al igual que todos los receptores de la familia de los
GPCR, NTS1 y NTS2 tienen 7 dominios trans-membranales®®. La homologia entre el NTS1 y el
NTS2 es de un 64%, pero las diferencias estructurales entre ellos son marcadas’*. Se tomd
ventaja de esta propiedad de internalizacidon del NTS1 para considerar a la NT como molécula

ligando del vector génico de NT.



1.8 Relacion de la NT con el sistema dopaminérgico

El conocimiento de la distribucion del NTS1 asociado a diferentes formas de transporte
intracelular ha sido fundamental para desarrollar diferentes modelos de transferencia génica
mediante el NT-poliplex. Una de las aportaciones de Arango Rodriguez y colaboradores, fue la
factibilidad de enviar genes a las neuronas dopaminérgicas nigrales utilizando el transporte

retrégrado para la NT desde el nucleo estriado.

Ensayos con radioisétopos en el estriado de la rata, han mostrado que la mayoria de los
receptores de NT estdn localizados en las terminales axdnicas de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales, por ello la via nigroestriatal dopaminérgica es un modelo de eleccién para
estudiar el transporte axonal retrégrado de la NT desde el estriado hasta la SN.

12 . . .z
°]-NT indican que la acumulacién de la marca

Estudios de inyeccidn intraestriatal con [I
radioactiva en la SN se inicia después de dos horas de la inyeccién, detectandose el nivel mas
alto a las 4 horas, y ausencia del marcaje después de 24 horas. Estos datos muestran que el
transporte retrégrado de la NT es mas rdpido que el descrito para otras moléculas en otras

terminales axdnicas™>.

Diversas hipoétesis han surgido respecto a la localizacidn de la NT en el ndcleo celular de
las neuronas dopaminérgicas. Una de ellas es que la NT puede alcanzar el cuerpo celular y
posteriormente se disocia de su receptor y se une a receptores especificos localizados en la
membrana nuclear. Se ha reportado la evidencia de sitios de unién de alta afinidad de la NT en
el nicleo de neuronas del cerebro medio®®. Por lo tanto, el complejo ligando-receptor puede
entrar al nucleo y se puede unir a proteinas de unién nuclear para participar en la expresién de
diferentes genes. Ademas, la asociacién de la NT con el nucleo se puede explicar por la escasa
degradacion de la NT. Un hallazgo que sustenta la accion fisioldgica de la internalizacidn nuclear
de la NT es el incremento en la expresion del ARNm de la TH (+39%) 4 horas post-inyeccidon
intraestriatal de NT, en las células de la SN ipsilateral del estriado inyectado, comparado con los

controles estriados inyectados con solucién salina. A su vez se correlaciond el tiempo de la



expresion del ARNm de TH con la presencia nuclear de NT en la SN°". Sin embargo, no se
puede excluir la posibilidad de que el efecto de la NT en la expresion del ARNm de TH no sea
directo, sino a través de otras moléculas mensajeras producidas por la activacion del receptor a

NT en la superficie de la membrana celular.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener una regién con actividad promotora del gen pitx3 que dirija la expresidon de un gen

reportero en neuronas dopaminérgicas mesencefalicas in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir diferentes versiones de la regién promotora del gen pitx3 fusionadas al gen

reportero de la GFP.

2. Evaluar la actividad promotora de las diferentes versiones en una linea celular de

neuroblastoma.

3. Evaluar la capacidad de las diferentes versiones promotoras para dirigir la expresion de la

GFP en neuronas dopaminérgicas mesencefalicas in vivo.
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2.1 Estrategia Experimental

2.2 Material y Equipo

2.3 Metodologia

12



2.1 Estrategia Experimental
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Estrategia experimental. Se clonaron los diferentes fragmentos rio arriba del gen de la GFP. Las células
N1E-115 fueron transfectadas con los vectores recombinantes y se analizaron para la expresién de GFP.
Con el plasmido que expresd la GFP, se ensamblé en NT-poliplex para transfectar las neuronas DA de la
SN. Se realizaron cortes de la region mesencefalica y se analizaron con inmunohistoquimica para TH y
GFP.
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2.2 Material y Equipo

Reactivos

Los reactivos quimicos empleados para la obtencién de DNA plasmidico como glucosa,
EDTA, tris base, hidroxido de sodio, SDS, acetato de potasio, acido acético, isopropanol, etanol,
glicerol, fenol y cloroformo fueron de las marcas Sigma-Aldrich y J. T. Baker. Los reactivos para
preparar buffer salino como cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio dibasico,
fosfato de potasio monobdsico; asi como los reactivos para procesar tejidos como

paraformaldehido y sacarosa fueron de Sigma-Aldrich.

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron de las marcas Promega, New England
Biolabs y Fermentas. La enzima T4 DNA polimerasa para rellenar los extremos cohesivos fue de

Promega. La T4 DNA Ligasa utilizada fue de la marca Fermentas.

El kit EndoFree Plasmid Maxi® para extraccién a mediana escala de plasmido libre de
endotoxinas fue de Qiagen. El kit GoScript Reverse Transcriptase® para realizar el RT-PCR fue de

la marca Promega.

Los reactivos para la transfeccién de las lineas celulares como Lipofectamina™ 2000, los
medios de cultivo DMEM y DMEM:F12; asi como tripsina-EDTA, SFB, L-Glutamina y Antibiético-
Antimicdtico fueron de la casa comercial Invitrogen. El APTES para tratamiento de cubreobjetos
fue de la marca Sigma-Aldrich. El VECTASHIELD® con y sin DAPI fue de la marca Vector Labs. El

Hoechst fue de Sigma-Aldrich.

Los reactivos para la transfeccidon in vivo como el péptido fusogénico, el péptido
cariofilico, LC-SPDP, Neurotensina y poli-L-lisina (Sigma-Aldrich), asi como los anestésicos
utilizados fueron proveidos por el Dr. Daniel Martinez Fong del Cinvestav, Unidad Zacatenco,

Meéxico, D.F.
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Los anticuerpos primarios utilizados fueron: Anti-TH producido en ratdn; dilucién 1:200
(Sigma), Anti-TH producido en conejo; dilucion 1:1000 (Chemicon), Anti-Pitx3 producido en
conejo; dilucion 1:50 (Invitrogen), Anti-Nurrl producido en conejo; dilucién 1:100 (Santa Cruz),
Anti-DAT producido en cabra; dilucién 1:50 (Santa Cruz) y Anti-GFP producido en ratdn; dilucion
1:200 (Chemicon). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: FITC anti-ratén hecho en
cabra; dilucién 1:.60 (Invitrogen), FITC anti-conejo hecho en cabra; dilucién 1:60 (Jackson IR),
FITC anti-cabra hecho en burro; dilucion 1:50 (Jackson IR) y TRITC anti-conejo hecho en cabra;

diluciéon 1:60 (Invitrogen).

Plasmidos

El pldasmido pGreenlLantern-1 fue proporcionado por el Dr. Daniel Martinez Fong. El
pldsmido pPitx3-Cre fue generado por la Dra. Diana L. Castillo Carranza y es propiedad del
Laboratorio de Genética Molecular del Centro de Investigaciones Biomédicas del Noreste del

IMSS.

Material Bioldgico
La cepa de Escherichia coli DH5o. que se manipuld para la replicacion de los plasmidos
utilizados fue obtenida del cepario del Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina

de la UANL.

Las células de neuroblastoma de origen murino N1E-115 fueron obtenidas del ATCC con

la clave CRL-2263.

Las ratas de la cepa Wistar que se utilizaron tenian un peso entre 220 y 230 gr. Los
animales fueron mantenidos bajo temperatura constante (23°C) y ciclo de luz-oscuridad de

12:12 horas, con alimento y agua ad libitum, en el bioterio del Cinvestav, Unidad Zacatenco.
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Equipo para:

Construccion de vectores

Se utilizaron incubadoras a 37°C con agitacion (Orbital), balanza analitica (A&D
Company), transiluminador de luz UV (BioRad), espectrofotémetro (Eppendorf), centrifuga
refrigerada (Sigma), termociclador (MJ Research), vortex (Labnet), microcentrifuga (Labnet),
fuente de poder (Labnet), cdmara de electroforesis (Owl Separation Systems, Inc.), juego de
pipetas calibradas de 10, 20, 200 y 1000 ulL (Gilson), bafio de agua con control de temperatura
(PolyScience), autoclave (Felisa), potenciémetro (Denver Instrument), cdmara digital (Sony),

ultracongelador (So-Low).

Cultivo de células

Las células fueron manipuladas en una campana de flujo laminar (Telstar), mantenidas
en una incubadora de CO, (Thermo Electron Corporation), observadas en un microscopio
invertido (Southern Precision Instruments) se utilizé centrifuga clinica (Hamilton Bell),
centrifuga con refrigeracién (Sigma), baifio de agua con control de temperatura (PolyScience),
placas de 24 pozos (Corning), cajas de 25 cm (Corning), cubreobjetos (Fisher), tubos criogénicos
(Corning). Las células con fluorescencia fueron observadas y capturadas en un microscopio de

fluorescencia invertido marca Leica.

Cirugia estereotaxica

Para la cirugia se utilizé un equipo estereotaxico con barras para los oidos de 18° y un
adaptador para ratéon de la marca Stoelting. EI material de cirugia como tijeras, pinzas,
escalpelo no. 3, navajas no. 15, microtaladro y pinza gubia para hueso, asi como equipo para
rasurar, bomba de infusién y mangueras fueron de la marca Stoelting. Para la inyeccién se

utilizé una jeringa de 10 uL de la marca Hamilton Serie 900.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Construccion de los vectores recombinantes conteniendo el gen reportero GFP bajo la

regulacion de las diferentes versiones del promotor del gen pitx3.

Digestiones para la caracterizacion de pGreenLantern-1y pPitx3-Cre

Las digestiones de 1 ug de plasmido fueron realizadas con 1 U de la enzima
correspondiente para cada vector, bajo las condiciones recomendadas por el proveedor en un
volumen final de 20 ulL. La reaccién se incubd a 37°C por 2 horas. Se analizé el patron de

restriccion en gel de agarosa al 0.8%.

Digestion de los vectores pPitx3-Cre y pGreenLantern-1 para clonacién

La digestion de 4 ug de cada vector se realizé con 4 U de cada una de las enzimas de
restriccion correspondientes bajo las condiciones recomendadas por las casas comerciales en
un volumen final de 50 uL. Las reacciones fueron incubadas a 37°C por 2 horas. Después de
pasado el tiempo de incubacidn, se tomo una alicuota de 1.5 ul y se analizd en gel de agarosa

0.8% para determinar la digestidn total de los vectores.

Purificacion de fragmentos

Los plasmidos digeridos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
Las bandas en el gel correspondientes al fragmento Kpnl-Xhol del promotor Pitx3 liberado del
plasmido pPitx3-Cre y al vector pGreenlantern-1 digerido con Kpnl-Sall fueron cortadas y los
fragmentos se recuperaron siguiendo el protocolo del Kit Wizard SV Gel® y PCR Clean-Up

System" (Promega).

Ligacion
Los fragmentos fueron ligados en una relacidon vector:inserto de 1:3 utilizando 50 ng

totales, 1 U de enzima T4 DNA Ligasa, el buffer de reaccion y agua estéril hasta un volumen final
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de 15 ul. La reaccién fue incubada a 4°C toda la noche. Pasado el tiempo de incubacidn la

enzima fue inactivada a 65°C por 15 minutos.

Transformacion

Células calcio-competentes de E. coli DH5a fueron transformadas por choque térmico
con las reacciones de ligacidn. Se agregaron 3 ul de ligacidn a una alicuota de 100 uL de células
calcio-competentes. Para dar el choque térmico se siguié el protocolo 24 del Manual de
Laboratorio (Referencia). Después de la transformacion, se tomaron 100 uL de las células y se
sembraron en cajas de agar LB-ampicilina 100ug/mL. Las células restantes fueron concentradas

en un volumen de 50 ulL y también fueron sembradas e incubadas a 37°C toda la noche.

Extraccidon de DNA plasmidico por el método de lisis alcalina

Las clonas obtenidas de la transformaciéon fueron inoculadas en 3 mL de medio
LB-ampicilina 100ug/mL. Se incubaron a 37°C durante toda la noche en agitacién constante a
150 rpm. Para realizar la extracciéon de pldsmido se siguid el protocolo 1 del Manual de

Laboratorio (Referencia).

Caracterizacion por restriccion

Se digirieron 500 ng de los plasmidos recombinantes con 1 U de la enzima
correspondiente siguiendo las recomendaciones de la casa comercial en un volumen final de
50 ul. La reaccidn se incubd a 37°C por 2 horas. Se analizé el patrén de restriccion en gel de

agarosa al 0.8%.

Reparacion de extremo cohesivo con T4 DNA polimerasa
Se mezclé el buffer de reaccidn 5x, dNTP 2.5mM, 1.5 ug de plasmido y la enzima T4 DNA
polimerasa en un volumen final de 20 uL. Se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

Después del tiempo de incubacién se inactivé a 70°C por 10 minutos.
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Digestion parcial con Ec/136ll

De la reaccion anterior se tomaron 15 ulL y se mezclaron con 1 U de enzima Ec/136ll, el
buffer de reaccidn 10x y se llevaron a un volumen final de 30 ulL con agua estéril. La reaccién se
incubd a 37°C por 10 minutos y se pasé inmediatamente a hielo. Se tomd una alicuota de 2 ulLy
se analizé en un gel de agarosa 0.8%. Se inactivé la enzima a 65°C por 20 minutos. La reacciéon
se cargd en un gel de agarosa 1% y se aplicé un campo eléctrico de 50 volts durante 3 horas. El
gel de agarosa fue tefiido en una solucién de Bromuro de etidio durante 5 minutos. Las bandas
fueron observadas en un transiluminador de luz UV; donde la banda correspondiente al vector

con extremos Pcil y Ecl136ll se identifico, cortd y purificd de la manera antes descrita.

2.3.2 Evaluacion de la actividad promotora de las diferentes versiones del promotor Pitx3 en

una linea celular de neuroblastoma.

Cultivo celular

Las células N1E-115 fueron crecidas en medio DMEM adicionado con SFB 10%,
L-Glutamina 2mM y Antibidtico-Antimicdético 1x (Invitrogen) y cosechadas con solucién salina
Puck’s. Los cultivos fueron mantenidos a una temperatura de 37°C, 5% de CO, y en 95% de

humedad.

Tratamiento de cubreobjetos con APTES

Los cubreobjetos se sumergen en una solucién de H,SO,4 al 20% durante 1 hora. Se
enjuagan 4 veces en agua MilliQ®. Se sumergen en una solucién de NaOH 1N durante 5
minutos. Se enjuagan 4 veces en agua MilliQ®. Se dejan secar durante 30 minutos. Se colocan
en una caja petri de vidrio y se adiciona 1 mL de APTES durante 4 minutos. Se enjuagan 10

veces en agua MilliQ®. Se secan bien y se esterilizan a 20 Ibs por 15 minutos.
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Inmunofluorescencia

Se cultivaron 80,000 células por pozo en placas de 24 pozos sobre cubreobjetos tratados
con APTES. Se removié el medio de cultivo y las células fueron fijadas con 300 uL de PFA 3.5%
durante 20 minutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1x. Se realizé la
permeabilizacion de las células dando 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tritén 0.1%.
Se bloquearon los sitios inespecificos durante 1 hora con Suero de caballo 10% preparado en
PBS-Tritdn 0.1%. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-Tritédn 0.1%. Se incubd
con el anticuerpo primario diluido en PBS-Tritdon 0.1%-Suero de caballo 1.5% durante toda la
noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-Triton 0.1%. Se incubd con
el anticuerpo secundario diluido en PBS-Tritdn 0.1%-Suero de caballo 1.5% durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1x. Se
contratifieron los nucleos celulares con 200 uL de una solucion Hoechst 1uM durante 5
minutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1x. Se dejaron secar un poco

las células adheridas a los cubreobjetos y se montaron con VECTASHIELDR.

Obtencién del RNA total

Se cosecharon las células cultivadas en cajas de 25 cm a una confluencia de 90%. Se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente para obtener la pastilla
celular que fue resuspendida en 1 mL de TRIzol®. Se incubé el homogenizado durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Se agregaron 200 uL de Cloroformo y se mezcld por inversion. Se
incubd por 2 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm por 15
minutos a 4°C. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo, se agregaron 500 uL de
isopropanol y se mezcld por inversion. Se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm por 15 minutos
a temperatura ambiente. Se decanté el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1 mL de etanol
75%. La pastilla de RNA obtenida fue resuspendida en 15 ulL de H20 MilliQ® estéril. La

integridad del RNA fue analizada en un gel de agarosa 0.8%.
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RT-PCR

La reaccién de transcriptasa reversa se realizo siguiendo las indicaciones del Kit GoScript
Reverse Transcriptase® (Promega). El DNA complementario (cDNA) sintetizado a partir del RNA
obtenido de las células N1E-115 se utilizd para amplificar los genes th, dat, nurrl y pitx3 con los

oligonucleétidos especificos detallados en la tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos de secuencia para los genes th, dat, nurrl y pitx3.

th THFN2 5’-ggaaatgctgttctcaacctge-3°
THRN2 5’-gatggtccaggtccaggtcagg-3”
dat DAT-Fw 5’-ccagagaggtggagctcatc-3°
DAT-Rv 5’-ggcagatcttccagacacc-3°

E3N3 5’-cccagcttcagtacctttatgg-3°
E3N4 5’-cgtagtggccacgtagttctgg-3°
Pitx3-FN219 5’- cttccagaacatggctgcaagg-3°
Pitx3-RN700 5’- aatacaggctgtgaagccagagg-3’

La reaccion se realizé en un volumen final de 25 uL como se indica en la tabla 2.

Tabla 2. Reactivos utilizados en el PCR usando cDNA como templado.

Buffer 10x 2.5uL

Oligonucledtido sentido 100ng/uL lul
Oligonucledtido antisentido 100ng/uL 1ul

dNTP 2.5mM 2.5uL

MgCl, 2.5uL

Taq polimerasa 1U 0.5 uL
cDNA = 2ul

I
]
I

13 uL




El programa utilizado siguié los pasos especificados en la tabla 3. La temperatura de
alineamiento para los genes dat y nurrl fue de 55°C y para el resto de los genes fue la que se

menciona en la tabla 3.

Tabla 3. Programacidn del termociclador para amplificar los genes deseados.

2 minutos
1 minuto
1 minuto

1 minuto

5 minutos

Transfeccion de células N1E-115

Las células fueron crecidas en cajas de 24 pozos hasta alcanzar una confluencia del 80%.
Los complejos para la transfeccién fueron preparados con 800 ng de plasmido diluido en medio
DMEM en un volumen final de 50 uL. En otro tubo Eppendorf de 1.5 mL, se diluyeron 2 uL de
Lipofectamina™ 2000 en 48 uL de medio DMEM y se incubd por 5 minutos. Después del tiempo
de incubacién, el contenido de los tubos con la Lipofectamina™ 2000 diluida fue pasado a cada
uno de los tubos con el pldsmido diluido e incubados por 20 minutos a temperatura ambiente.
Mientras tanto, a las células se les removié el medio de cultivo y se les agregaron 400 ulL de
DMEM suplementado con 10% de SFB. Después de cumplido el tiempo de incubacion de la
Lipofectamina™ 2000 y el plasmido se agregaron los 100 uL de la mezcla a las células con
medio fresco. Los cultivos se incubaron por 6 horas a 37°C en 5% de CO, y en 95% de humedad.
Después de transcurridas las 6 horas se removié el medio de cultivo y se les agregd medio
DMEM suplementado con SFB 10%, L-Glutamina 2mM y Antibidtico-Antimicético 1x. Las células
se mantuvieron en incubacion por 48 horas bajo las mismas condiciones de temperatura, CO, y

humedad.
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2.3.3 Evaluacion de la capacidad de las diferentes versiones promotoras para dirigir la

expresion de la GFP en neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.

Preparacidon del NT-poliplex

El acarreador se sintetizd en el laboratorio del Dr. Daniel Martinez Fong bajo su
supervision y siguiendo el protocolo publicado (Referencia). Para ensamblar el sistema de
transfeccion in vivo, se mezclaron cada uno de los pldsmidos a una concentracidon de 6nM con
el PK a una concentraciéon de 6uM para pGreenlLantern-1 y 8uM para pPitx3_4.2Kb.GFP vy
pPitx3_0.6Kb-GFP. Las diluciones tanto de los pldsmidos como del PK fueron hechas en medio
DMEM. Los tubos fueron mantenidos en agitacidon constante a 950 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Mientras tanto, se prepard una solucidon de trabajo del acarreador a
una concentracion de 1080nM. Con esta solucidn de trabajo se prepararon diferentes
relaciones molares que fueron mezcladas por separado con los tubos conteniendo el DNA vy el
PK. Los tubos fueron mantenidos en agitacién constante a 950 rpm durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

Geles de Retardo

Se prepararon soluciones de trabajo, tanto de los plasmidos a 12nM, como del PK a
96uM. A partir de la solucién de trabajo del PK, se prepararon diluciones a diferentes
concentraciones (2uM, 3uM, 4uM, 5uM, 6uM, 7uM, 8uM, 9uM y 10uM). Se tomaron 7.5 uL de
cada una de las concentraciones y se distribuyeron en 9 tubos de 0.2 mL dejando 1 tubo vacio.
Se agregaron 2.5 ulL de la soluciéon de trabajo del pldsmido a cada uno de los tubos que contenia
la solucion de PK asi como al tubo vacio, el cual se llevo a un volumen final de 10 uL con medio
DMEM. Todas las diluciones fueron hechas en este medio. Los tubos fueron mantenidos en
agitacion constante a 950 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Cumplido este
tiempo, los 10 ulL fueron cargados en un gel de agarosa 0.8% y se aplicé un campo eléctrico de
70 volts por 2 horas. El gel fue tefiido con una solucién de Bromuro de etidio y visualizado en un

transiluminador de luz UV.
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Geles de Retencidn

Se prepar6 el complejo de plasmido y PK a una concentracién de 12nM y 8uM
respectivamente y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos bajo las condiciones antes
descritas. Mientras tanto, se prepardé una solucion de trabajo del acarreador a una
concentracion de 1080nM. A partir de esta soluciéon de trabajo, se prepararon 5 uL de
diferentes diluciones del acarreador, los cuales fueron agregados a los tubos conteniendo el
pldsmido y el PK. Estas diluciones fueron realizadas de tal manera que al mezclarlas con el
pldsmido y el PK resultaran en diferentes relaciones molares (1:3, 1:6, 1:9, 1:12, 1:15, 1:18,
1:21, 1:24, 1:27, 1:30, 1:33, 1:36 y 1:39). Los tubos fueron mantenidos en agitacidon constante a
950 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Cumplido este tiempo, los 15 uL fueron
cargados en un gel de agarosa 0.8%. El gel de agarosa fue tefido y visualizado de la manera

antes descrita.

Cirugia estereotaxica

Se anestesiaron ratas Wistar de 220-230 gr de peso con hidrato de cloral (350 mg/kg de
peso) por via intraperitoneal. Se colocaron en el aparato estereotaxico con la barra de incisivos
a 6 mm por debajo de la linea interaural. Se ajustaron las coordenadas AP +2.5 desde la linea
interaural, ML +1.5 desde la linea media y DV -6.8 desde la corteza cerebral. Con estas
coordenadas nos posicionamos en el borde dorsal de la sustancia negra donde después de la

trepanacion craneal se microinyectaron 5 ulL del poliplex a una velocidad de 0.1 uL/minuto.

Obtencion de cortes para inmunofluorescencia

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral y perfundidas a través de la aorta
ascendente con 100 mL de PBS 1x seguido de 100 mL de PFA 4%. El cerebro fue removido y
fijado en PFA 4% durante toda la noche a 4°C. Después de la fijacidn, el cerebro se pasé a una
solucion de sacarosa 30% durante 24 horas a 4°C. El cerebro se congeld y se obtuvieron cortes
coronales de 35 um de grosor. Los cortes fueron colectados en una placa de 24 pozos
conteniendo PBS 1x y almacenados a 4°C hasta su andlisis por inmunofluorescencia. Al

momento de realizar la inmunofluorescencia, los cortes fueron nuevamente fijados con PFA 4%
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durante 20 minutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1x. La técnica se
siguio de la manera antes descrita. El anticuerpo primario utilizado fue Anti-GFP producido en
ratén; dilucién 1:200 (Chemicon). El anticuerpo secundario fue FITC anti-ratén hecho en cabra;

dilucién 1:.60 (Invitrogen).
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CAPITULO I

Resultados
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Resultados

3.1 Obtencién de los vectores recombinantes conteniendo el gen reportero GFP bajo la

regulacion de las diferentes regiones promotoras del gen pitx3.

Los vectores conteniendo el gen que codifica para la GFP bajo la regulacién de las
diferentes versiones del promotor del gen pitx3 (anexo 1) se construyeron a partir del plasmido
pGreenLantern-1. Para comprobar la identidad de dicho plasmido, se realizé la caracterizacién
por restriccion con la enzima Hincll. La digestién con esta enzima generd los fragmentos
esperados de 3890 bp, 619 bp y 521 bp (figura 1). De igual manera, para comprobar la
identidad del pldsmido pPitx3-Cre, el cual contiene el fragmento promotor de 4.2 Kb del gen
pitx3, fue digerido con la enzima EcoRV, generando fragmentos de 5406 bp, 2330 bp y 1973 bp

que concuerdan con el patrén esperado (figura 1).
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Figura 1. Caracterizacion de plasmidos pPitx3-Cre y pGreenLantern-1. Carril 1 pladsmido pPitx3-Cre sin
digerir. Carril 2 plasmido pPitx3-Cre digerido con EcoRV. Carril 3 plasmido pGreenLantern-1 sin digerir.
Carril 4 plasmido pGreenlLantern-1 digerido con Hincll. M marcador de peso molecular. Se seialan los
tamanos de los fragmentos con flechas de linea sdélida para pPitx3-Cre digerido con EcoRV y con flechas
de linea punteada para pGreenlLantern-1 digerido con Hincll.
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Construccion del vector pPitx3_4.2Kb-GFP

El vector pPitx3-Cre fue digerido con las enzimas de restriccién Kpnl y Xhol liberando un
fragmento de 4207 bp que corresponde al promotor del gen pitx3 y subclonado en el vector
pGreenlLantern-1 que fue digerido con las enzimas de restriccion Kpnl y Sall y cuyos sitios de
reconocimiento se encuentran dentro del sitio de clonacién multiple separados por 18 bp
liberadas al momento de la digestién (figura 2). El fragmento del promotor Pitx3 con extremos
Kpnl y Xhol fue purificado y ligado al vector pGreenlLantern-1 digerido con Kpnl y Sall (los
extremos Xhol y Sall son extremos compatibles). La reaccidn de ligacién fue transformada en

células calcio-competentes de E. coli DH5qL.

- g B <5502 bp

+—4207 bp

Figura 2. Clonacién del fragmento de 4.2 Kb. M marcador de peso molecular. Carril 1 plasmido pPitx3-
Cre digerido con Kpnl y Xhol. Carril 2 plasmido pGreenLantern-1 digerido con Kpnl y Sall. Se sefialan los
tamafios de los fragmentos generados con la digestién Kpnl/Xhol del plasmido pPitx3-Cre. El plasmido
pGreenlantern-1 digerido con Kpnl y Sall migra a 5012 bp. No pueden ser observadas las 18 bp liberadas
por esta digestion en el gel de agarosa 0.8%.

El plasmido recombinante recuperado de las clonas resultantes de la transformacién fue
digerido con la enzima de restriccién BamHI| generando los fragmentos de 5102 bp, 3597 bp y
520 bp que concuerdan con el patron esperado. Pero debido a que el fragmento de 4.2 Kb se

clond rio abajo del promotor CMV, se realizé una estrategia para eliminar este promotor.
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Eliminacion del promotor CMV

Se realizé una digestion del vector pPitx3_4.2Kb-GFP con la enzima de restriccién Pcil. El
extremo Pcil se repard con la enzima T4 DNA polimerasa. Este vector con extremo Pcil en romo,
fue digerido parcialmente con la enzima de restriccion Ec/136ll liberando un fragmento de 992
bp que corresponde al promotor CMV. Se purificd la banda de 8227 bp que corresponde al
vector sin el promotor CMV. El vector fue ligado, transformado en E. coli DH5q, recuperado y
caracterizado con la enzima de restriccion BamHI. Los fragmentos generados en esta digestion

fueron de 4110 bp, 3597 bp y 520 bp que concuerdan con el patrén esperado (figura 3, a).

Para comprobar la eliminacion de este promotor, se realizd la caracterizacion por
restriccion con la enzima Ec/136ll. En el vector que aun contenia el promotor CMV se generaron
fragmentos de 4850 bp y 4369 bp debido a la presencia de 2 sitios Ec/136ll en este vector. El
vector del cual se elimind el promotor CMV perdié uno de los sitios Ec/136l1l por lo que al

digerirlo con esta enzima de restriccion solo se linearizé a 8227 bp (figura 3, b).
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Figura 3. Caracterizacion del vector pPitx3_4.2Kb-GFP después de la eliminaciéon del promotor CMV.
a) Carril 1 plasmido pPitx3_4.2Kb-GFP sin digerir. M marcador de peso molecular. Carril 2 - 6 clonas
digeridas con BamHI. b) M marcador de peso molecular. Carril 1 pPitx3_4.2-GFP con el promotor CMV.
Carril 2 pPitx3_4.2Kb-GFP sin el promotor CMV. Se sefialan los tamafios de los fragmentos con flechas
de lineas sdlidas para pPitx3_4.2Kb-GFP con CMV y con flecha de linea punteada para pPitx3_4.2Kb-GFP
sin CMV.
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Construccion del vector pPitx3_5.2Kb-GFP

El vector pPitx3_4.2-GFP fue digerido con las enzimas de restriccion Sphl y Sacl liberando
un fragmento de 276 bp que corresponde al extremo 3” del promotor de 4.2 Kb del gen pitx3. A
partir de la secuencia reportada para el gen pitx3 se sintetizé un fragmento de 1446 bp que
contiene las 276 bp de la regién 3'del promotor 4.2 Kb y 1170 bp del extremo 5° del intrén 1 del
gen. Este fragmento fue ligado al vector pPitx3_4.2Kb-GFP digerido con Sphl y Sacl y
transformado en células E. coli DH5a. De las clonas obtenidas se recuperd el plasmido que fue
caracterizado por restriccidn con las enzimas EcoRl, Notl y Stul (figura 4). La digestion con EcoRI
linearizé el plasmido a 9391 bp. La digestidon con Notl generd fragmentos de 7325 bp, 1334 bp y
732 bp. La digestién con Stul liberé fragmentos de 7750 bp y 1641 bp. El patrén de restriccidon

con cada una de las enzimas fue el esperado.

9391 bp » i R2.4 < 7750 bp
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Figura 4. Caracterizacion del vector pPitx3_5.2Kb-GFP. M marcador de peso molecular. Carril 1
plasmido digerido con EcoRl (flechas cortas). Carril 2 plasmido digerido con Notl (flechas con linea
sélida). Carril 3 plasmido digerido con Stul (flechas con linea punteada). Carril 4 plasmido sin digerir.
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Construccion de los vectores pPitx3_1.7Kb-GFP y pPitx3_0.6Kb-GFP

El vector pPitx3_5.2Kb-GFP y pPitx3_4.2Kb-GFP fueron digeridos con la enzima de
restriccion Pstl. Los plasmidos fueron religados, transformados en células E. coli DH5aq,
recuperados y caracterizados. El vector pPitx3_1.7Kb-GFP fue caracterizado con las enzimas de
restriccion Scal generando fragmentos de 3635 bp y 2145 bp (figura 5, a). El vector
pPitx3_0.6Kb-GFP se caracterizé con las enzimas de restriccién Notl, Nhel y Scal (figura 5, b).
Los fragmentos generados con la enzima Notl fueron de 3714 bp, 732 bp y 170 bp. Con la
enzima Nhel se generaron fragmentos de 4295 bp y 321 bp. La digestion con la enzima Scal
generd fragmentos de 2471 bp y 2145 bp. Los patrones de restriccién con cada una de las

enzimas fueron los esperados.

3714bp+Uh‘ ‘ﬁﬂ - € 4295bp

<+ 2471 bp

B <+ 3635bp ‘ = B < 2145 bp
+— 2145 bp

. ’

732 bp> —

<«— 321bp
170 bp >

Figura 5. Caracterizacion de los vectores pPitx3_1.7-GFP y pPitx3_0.6Kb-GFP. a) Carril 1 plasmido
pPitx3_1.7Kb-GFP digerido con Scal. b) Carriles 1-2 plasmido pPitx3_0.6Kb-GFP digerido con Notl
(flechas cortas). Carriles 3-4 plasmido pPitx3_0.6Kb-GFP digerido con Nhel (flechas con linea sdlida).
Carriles 5-6 plasmido pPitx3_0.6Kb-GFP digerido con Scal (flechas con linea punteada). M marcador de
peso molecular.
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3.2 Expresion de la GFP dirigida por el promotor de 0.6 Kb del gen pitx3 en una linea celular

de neuroblastoma.

Para evidenciar la funcionalidad promotora de alguna de las regiones del promotor Pitx3,
se transfectd la linea celular N1E-115 con los vectores recombinantes construidos. Los vectores
que contienen los fragmentos de 4.2 Kb, 5.2 Kb y 1.7 Kb no expresaron la GFP. Mientras que el
vector que contiene el fragmento de 0.6 Kb dirigi6 la expresidn del gen reportero, aunque sélo
en un 10% de las células transfectadas. Como control positivo de la transfeccion se utilizé el
pGreenlantern-1, el cual contiene el promotor CMV. Este promotor dirigid la expresion de la

GFP en aproximadamente el 35% de las células transfectadas (figura 6).

Debido a la expresion de la GFP dirigida por el promotor de 0.6 Kb en las células N1E-115,
nos interesé determinar el fenotipo de esta linea celular. Para esto, se realizé la deteccién de
marcadores como TH, DAT, Nurrl y Pitx3 por inmunofluorescencia (figura 7). Se observo la
expresion de TH y Nurrl con el patrén de localizacidn celular esperado; pero el patrén de DAT
no concuerda con el patrén de una proteina de membrana y el patrén de Pitx3 fue
citoplasmatico y no nuclear como se reporta para esta proteina. Por lo que se realizé6 RT-PCR
para la deteccion cualitativa de estos marcadores (figura 8). Se amplific6 el mRNA de TH y
Nurrl pero no se detecté amplificacion del mRNA de DAT ni de Pitx3; por lo que se confirma
que las células N1E-115 son TH" y Nurrl® pero DAT vy Pitx3". Para el RT-PCR, se utilizd como
control positivo mRNA extraido del VTA y la sustancia negra de ratén. Como control interno, se

amplificé el gen actina.
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Hoechst GFP

pGreenLantern-1

pPitx3 1.7kb-GFP pPitx3 5.2kb-GFP pPitx3 4.2kb-GFP

pPitx3 0.6kb-GFP

Figura 6. Expresion de la GFP en células N1E-115. La expresion de la GFP fue observada en las células
transfectadas con el vector pPitx3_0.6Kb-GFP y con el pGreenlLantern-1. En las células transfectadas con
los vectores pPitx3_4.2Kb-GFP, pPitx3_5.2Kb-GFP y pPitx3_1.7Kb-GFP no se observd la expresidon de la
GFP. Los nucleos fueron contratenidos con Hoechst. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de
fluorescencia con el objetivo 20x.
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Hoechst

Figura 7. Expresion de TH y Nurrl en células N1E-115. Se realizé la deteccidn de los marcadores TH,
DAT, Nurrl y Pitx3 en las células N1E-115. Se muestran imagenes a campo claro para evidenciar el
contorno celular. La deteccion de los marcadores se realizé utilizando anticuerpos primarios especificos
y anticuerpos secundarios marcados con FITC. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Las imagenes
fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia con el objetivo 40x.

Mouse
N1E-115

DAT - 328bp
Nurrl - 309 bp
Pitx3 - 558 bp
pctin [

Figura 8. Expresion de mRNA de TH y Nurrl en células N1E-115. Se realizé la deteccidon de TH, DAT,
Nurrl y Pitx3 por RT-PCR. En la primera columna se muestran los fragmentos amplificados del cDNA
sintetizado a partir del RNA extraido del VTA y SN de ratdn. En la segunda columna se muestran los
fragmentos amplificados del cDNA sintetizado a partir del RNA extraido de células N1E-115. Se sefialan
los tamafios de cada uno de los fragmentos amplificados.
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3.3 Transfeccion in vivo mediante el NT-poliplex para evaluar la actividad promotora de las

diferentes versiones del promotor Pitx3.

Para evaluar in vivo la capacidad promotora de las regiones clonadas, se utilizd el
sistema NT-poliplex. Para ensamblar el NT-poliplex, fue necesario como primer paso,
determinar la concentracion éptima de Péptido Cariofilico (PK) que se uniria a cada plasmido.
Dicha determinacion se realizé6 mediante la electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos
unidos a diferentes concentraciones del PK. La uniéon del péptido al plasmido genera un retardo
en el corrimiento del DNA en el gel de agarosa debido a la neutralizacion de las cargas negativas
en la molécula acida. Cuando el retardo se posiciona en el punto medio de la banda de DNA sin
PK se considera la concentracién optima del péptido. Siguiendo este criterio, se determind que
la concentraciéon optima de PK para cada pldsmido transfectado fue de 6uM para

pGreenlLantern-1y 8uM para pPitx3_4.2Kb-GFP y pPitx3_0.6Kb-GFP (figura 9).

Concentracion de péptido cariofilico (uM)
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Figura 9. Determinacion de la concentracion dptima de PK. Los numeros superiores indican la
concentracién de PK unida al pldsmido en cada uno de los carriles. La concentracidon de pldsmido en
todos los carriles es de 6nM.
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Una vez determinada la concentracidon del PK unido a cada plasmido, fue necesario
determinar la relacién molar éptima del acarreador. Esto se realizé mediante la electroforesis
en gel de agarosa del complejo DNA:PK unido a diferentes relaciones molares del acarreador. Al
unirse el acarreador al complejo DNA:PK y aplicar un campo eléctrico, se genera la retencién de
la nanoparticula en el pozo del gel de agarosa debido a la neutralizacidn de las cargas negativas
del DNA. La relacién molar 6ptima es aquella donde se observa mayor retencién en el pozo del
gel de agarosa. Siguiendo este criterio, se determiné la relacién molar éptima para cada uno de
los plasmidos transfectados. Para el plasmido pGreenLantern-1 fue de 1:24 y para los plasmidos

pPitx3_4.2Kb-GFP (figura 10) y pPitx3_0.6Kb-GFP fue de 1:27.
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Figura 10. Determinacion de la relacion molar éptima del acarreador para pPitx3_4.2Kb-GFP. El primer
carril corresponde al pldsmido pPitx3_4.2Kb-GFP. El segundo carril corresponde al pldsmido con 8uM de
PK. El resto de los carriles corresponden al plasmido con 8uM de PK y con el acarreador en las relaciones
molares mencionadas en la parte superior de la figura. Las bandas que se observan en los carriles donde
fueron cargadas las muestras corresponden a la retencion del plasmido generada por la neutralizacion
de cargas negativas del DNA al formar el complejo con el acarreador. En los uUltimos tres carriles no se
observan bandas de DNA ya que migraron al polo negativo debido al incremento en las cargas positivas
proporcionadas por el acarreador.
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Después de determinar la concentracién de PK y la relacién molar éptima del
acarreador, se ensambld cada pldsmido con el NT-poliplex. Para la transfeccion in vivo, se
realizo la inyeccién de cada uno de los plasmidos ensamblados con el NT-poliplex, en la regién
mesencefalica de ratas mediante cirugia estereotaxica. Las ratas fueron sacrificadas 8 dias
después de la transfeccidn para analizar la expresion de la GFP. Se detectd la expresién de la
GFP en la SN de ratas transfectadas con el pGreenLantern-1 utilizado como control positivo. En
las ratas transfectadas con el pPitx3_4.2Kb-GFP no se detectd la expresién del gen reportero

(figura 11).

GFP

pGreenlantern-1

pPitx3_4.2Kb-GFP

Figura 11. Ausencia de actividad promotora de la secuencia de 4.2 Kb del gen pitx3 en neuronas
dopaminérgicas de la SN. Los cortes de cerebro fueron tefiidos por inmunofluorescencia. Las imagenes
fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia en objetivo 20x.
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CAPITULO IV

Discusion
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Discusion

Pitx3 es un factor de trascripciéon que comienza a ser expresado en el cristalino, musculo

esquelético y NDM en la etapa embrionaria y contindia con su expresion hasta la etapa adulta
. 12 . .

exclusivamente en las NDM™. Se ha demostrado que Pitx3 es importante para el desarrollo,

102119 "E| patrén de expresidn altamente

supervivencia y mantenimiento de éste grupo neurona
especifico del gen pitx3 lo hace un excelente candidato para el envio dirigido de genes a las

NDM utilizando su regién promotora cuya delimitacion aun se desconoce.

Como primer abordaje para seguir esta estrategia de terapia génica, nuestro grupo
clond la regién de 4.2 Kb del gen pitx3 murino. En los ensayos in vitro, so observé que el
promotor de 4.2 Kb dirigié la expresidon de la enzima Cre recombinasa en la linea celular SH-
SY5Y?3. Aunque, los niveles de expresion de la enzima Cre recombinasa no fueron altos debido a
gue la linea celular SH-SY5Y es de origen humano. Por lo que se decidié subclonar el promotor
de 4.2 Kb para dirigir la expresion del gen reportero GFP en la linea celular N1E-115 de origen

murino y demostrar una mejor actividad promotora.

A diferencia de los resultados obtenidos con la linea SH-SY5Y, no se logré detectar
expresion del gen reportero GFP en las células N1E-115 transfectadas con el plasmido
pPitx3_4.2Kb-GFP. Pensamos que éstos resultados pueden deberse a que las lineas celulares,
aungue son células de neuroblastoma, son de diferente origen y pudieran expresar diferentes
factores de transcripcion y que no estén reconociendo la secuencia de 4.2 Kb del gen pitx3. Esta
hipdtesis se origina debido a que se sabe de la existencia de genes que son regulados por
diferentes factores de transcripcién dependiendo del tipo celular. Un ejemplo importante, es el
gen th que contiene elementos de respuesta para Nurrl y para Pitx3. Cada uno de éstos
factores de transcripcion, regula la determinacién dopaminérgica dependiendo de la

.y 1 1,62
subpoblacién neuronal en la que se expresen™® 2,
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En cuanto a los vectores recombinantes que portan los fragmentos de 5.2 Kb y 1.7 Kb
del promotor Pitx3; estos contienen una secuencia altamente conservada del intréon 1. Y
consideramos que pudieran existir elementos que regulen de manera negativa la funcion

promotora estos fragmentos, ya que no tuvieron actividad en las células N1E-115.

Considerando la posibilidad de que los fragmentos de 4.2 Kb, 5.2 Kb y 1.7 Kb contengan
secuencias que regulen de manera negativa la funcién promotora en la linea celular N1E-115,
construimos el fragmento de 0.6 Kb (anexo 1). Este fragmento contiene secuencias que se han
reportado como potenciales cajas CAAT y TATA en la posiciéon -205 a -200 y -86 a -80
respectivamente. En los resultados observamos que el fragmento de 0.6 Kb fue capaz de dirigir
la expresion de la GFP en las células N1E-115 pero con bajos niveles de expresion comparado
con el promotor fuerte CMV. A pesar de que el fragmento de 0.6 Kb contiene las cajas CAAT y
TATA que se consideran parte del promotor minimo y son necesarias para iniciar la
transcripcién de muchos genes, éstas secuencias no determinan la especificidad o la fuerza del
promotor, ya que esta Ultima caracteristica esta determinada por los elementos potenciadores.
Debido a que el promotor de 0.6 Kb es una secuencia corta que contiene regiones reguladoras
importantes asi como el sitio de reconocimiento para iniciar la transcripcién, podrian faltarle,
tanto las secuencias reguladoras que permitan la especificidad dopaminérgica, asi como

elementos potenciadores que determinen altos niveles de expresion.

Debido a los resultados observados en las transfecciones con los vectores
recombinantes construidos, en especial por la ausencia de expresién de GFP con el fragmento
de 4.2 Kb, decidimos determinar cudles son los marcadores dopaminérgicos expresados en la
linea celular N1E-115, para entender la falta de actividad de este promotor de ratén en la linea
de origen murino. Nuestro interés se centrd en determinar si hay expresion de Pitx3 enddgeno,
ya que su presencia seria indicativo de que en las células N1E-115 existen todos los factores de

transcripcién necesarios para reconocer el promotor recombinante.
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En los resultados obtenidos por inmunofluorescencia se observé sefial positiva para los
marcadores DAT y Pitx3, aunque con un patrdn que no era caracteristico para una proteina de
membrana y nuclear respectivamente. La técnica de RT-PCR nos permitié determinar que las
células N1E-115 no expresan DAT ni Pitx3, ya que es una técnica mas sensible al amplificar

directamente los MRNA expresados en estas células.

Los resultados obtenidos de la caracterizacidon de la linea celular N1E-115 nos hace
pensar que no cuenta con los factores de transcripcion necesarios para reconocer la secuencia
promotora del gen pitx3 enddgeno, por lo tanto, tampoco podria reconocer las secuencias de
los fragmentos de 4.2 Kb, 5.2 Kb y 1.7 Kb de nuestros vectores recombinantes. Con respecto a
los resultados de la transfeccién del fragmento de 0.6 Kb, la expresién de GFP podria no ser
especifica ya que éste fragmento cuenta con las secuencias consideradas parte del promotor

minimo pero éstas, no determinan la especificidad dopaminérgica.

Si bien es cierto que las lineas celulares son valiosas herramientas en el campo de la
biologia molecular, los resultados que se obtienen son limitados por el patrén de expresion de
genes del tipo celular utilizado. Para el andlisis de promotores, que necesitan de factores de
transcripcién especificos, es necesario realizar los ensayos en sistemas biolégicos que cuenten
con el microambiente y las combinaciones especificas de proteinas reguladoras que permitan

un resultado confiable.

La complejidad y diversidad neuronal depende de la expresion de factores de
transcripcién que orquestan la regulacidon de genes ubicuos y especificos. De alli la necesidad de
probar in vivo, los vectores recombinantes con los que obtuvimos resultados prometedores.
Por lo que decidimos transfectar las NDM de rata con los vectores recombinantes que
contienen los fragmentos de 4.2 Kb, debido a su actividad promotora en las células SH-SY5Y*® y

el fragmento de 0.6 Kb debido a su actividad promotora en las células N1E-115.
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Con las transfecciones in vivo, se descarté la funcionalidad del fragmento de 4.2 Kb,
reiterando nuestra hipdtesis de que éste fragmento podria contener secuencias que regulan
negativamente la expresion del gen reportero, ya que no fue funcional aun en el

microambiente en el cual se mantienen las NDM in vivo.
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CAPITULO V

Conclusiones
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Conclusiones

El fragmento de 4.2 Kb no tiene actividad promotora in vivo.

El fragmento de 0.6 Kb tiene actividad promotora in vitro, pero carece de especificidad.

La linea celular N1E-115 no presenta el fenotipo de una subpoblacién de neuronas

dopaminérgicas mesencefdlicas que expresan pitx3.
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Perspectivas

Con el desarrollo del presente trabajo surgen nuevas preguntas que nos interesa

responder y nuevos objetivos que plantearnos, como:

0 Identificar las secuencias presentes en los fragmentos de 4.2 Kb, 5.2 Kb y 1.7 Kb que

regulan negativamente la expresién del gen reportero.

d Probar in vivo la funcionalidad promotora del fragmento corto de 0.6 kb.

0 Identificar las secuencias reguladoras que determinan la especificidad dopaminérgica

del fragmento de 0.6 Kb.

d ldentificar elementos potenciadores que aumenten la expresién de un gen reportero sin

afectar la especificidad dopaminérgica.
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Anexo 1

— —5 . BHsH & T T+
PR3 4.2KDGP A= G A=
PR3 5.2KEP - o
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PAX3I 05 &P S - S

Vectores construidos que contienen los diferentes fragmentos promotores del gen pitx3. Los
diagramas de las diferentes regiones promotoras muestran la region clonada en cada uno de los
vectores y su localizacion con respecto al locus del gen pitx3.
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Anexo 2

Notl

BoamHI
Ndel
Neol
Notl
Spel
Socl
Notl
Sphl
Stul
Pstl

Ndel

Pstl
pPitx2_4.2kb-GFP
2227 bp

EcoRV

BamHI

BamHI
Nsil
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

GGCCGCTCTA

ACATAATTGG

AAAATTTTTA

TGAGAGTTTT

CTAGTGATTC

TTTCAGGCCC

CCACATTTGT

CTGAACCTGA

TGCAGCTTAT

ATAAAGCATT

AATGTATCTT

GCGCGGGGAG

CGCACCGATC

GCGCCCTGTA

CGTGACCGCT

TCCCTTCCTT

CGGGGGCTCC

CAAAAAACTT

AGACGGTTTT

CTCTTGTTCC

TGATTTATAA

TGATTTAACA

ATTTCAGGTG

ATTTTTCTAA

TGGTGAGAAC

AAGGTCTAAG

TAGGGATCGC

GCTTGGGATC

ACAAACTACC

AGTGTATAAT

GCTTACTGAG

TAATTGTTTG

CTCAGTCCTC

AGAGGTTTTA

AACATAAAAT

AATGGTTACA

TTTTTCACTG

ATCATGTCTG

AGGCGGTTTG

GCCCTTCCCA

GCGGCGCATT

ACACTTGCCA

TCTCGCCACG

CTTTAGGGTT

GATTAGGGTG

TCGCCCTTTG

AAACTGGAAC

GGGATTTTGC

AAAATTTAAC

GCACTTTTCG

ATACATTCAA

GGCTTGCTCG

ATGTGCGATA

TGGTATCAAA

pPitx3_4.2Kb-GFP

TTTGTGAAGG

TACAGAGATT

GTGTTAAACT

TATGATTTAT

TGTATTTTAG

ACAGTCTGTT

CTTGCTTTAA

GAATGCAATT

AATAAAGCAA

CATTCTAGTT

GATCGATCCT

CGTATTGGCT

ACAGTTGCGC

AAGCGCGGCG

GCGCCCTAGC

TTCGCCGGCT

CCGATTTAGT

ATGGTTCACG

ACGTTGGAGT

AACACTCAAC

CGATTTCGGC

GCGAATTTTA

GGGAAATGTG

ATATGTATCC

GCAGCTTCGA

GAGGGAAGTC

TATGTGTGCC

AACCTTACTT

TAAAGCTCTA

NdeI
AGCTGCATAT

GAAAATATTA

ATTCACAGTC

CATGATCATA

AAAACCTCCC

GTTGTTGTTA

TAGCATCACA

GTGGTTTGTC

GCATTAATGA

GGCGTAATAG

AGCCTGAATG

GGTGTGGTGG

GCCCGCTCCT

TTCCCCGTCA

GCTTTACGGC

TAGTGGGCCA

CCACGTTCTT

CCTATCTCGG

CTATTGGTTA

ACAAAATATT

CGCGGAACCC

GCTCATGCCA

TGTGTGCTGG

GCATTGAATT

CACCCCTGGC

CTGTGGTGTG

AGGTAAATAT

GCTTGCTGCT

TACACAGGAG

CCAAGGCTCA

ATCAGCCATA

ACACCTCCCC

ACTTGTTTAT

AATTTCACAA

CAAACTCATC

ATCGGCCAAC

CGAAGAGGCC

GCGAATGGAC

TTACGCGCAG

TTCGCTTTCT

AGCTCTAAAT

ACCTCGACCC

TCGCCCTGAT

TAATAGTGGA

TCTATTCTTT

AAAAATGAGC

AACGTTTACA

CTATTTGTTT

GGTCTTGGAC

AGGGAGAATA

ATGTGCTGTG

ATGAGACAAT
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1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

AACCCTGATA

CAACATTTCC

TGTTTTTGCT

AGTTGGGTGC

ATCCTTGAGA

TAAAGTTCTG

AGCAACTCGG

TCACCAGTCA

ATGCAGTGCT

TGACAACGAT

GGGGATCATG

CATACCAAAC

CGTTGCGCAA

CAATTAATAG

CTCGGCCCTT

AGCGTGGGTC

TCCCGTATCG

ACGAAATAGA

AACTGTCAGA

CATTTTTAAT

GCCATAACTT

TCCCTTAACG

ATCAAAGGAT

GCAAACAAAA

AGCTACCAAC

CCAAATACTG

CTCTGTAGCA

CTGCTGCCAG

TAGTTACCGG

AATGCTTCAA

GTGTCGCCCT

CACCCAGAAA

ACGAGTGGGT

GTTTTCGCCC

CTATGTGGCG

TCGCCGCATA

CAGAAAAGCA

GCCATAACCA

CGGAGGACCG

TAACTCGCCT

GACGAGCGTG

ACTATTAACT

ACTGGATGGA

CCGGCTGGCT

TCGCGGTATC

TAGTTATCTA

CAGATCGCTG

CCAAGTTTAC

TTAAAAGGAT

CGTATAATGT

TGAGTTTTCG

CTTCTTGAGA

AAACCACCGC

TCTTTTTCCG

TCCTTCTAGT

CCGCCTACAT

TGGCGATAAG

ATAAGGCGCA

TAATATTGAA

TATTCCCTTT

CGCTGGTGAA

TACATCGAAC

CGAAGAACGT

CGGTATTATC

CACTATTCTC

TCTTACGGAT

TGAGTGATAA

AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

ACACCACGAT

GGCGAACTAC

GGCGGATAAA

GGTTTATTGC

ATTGCAGCAC

CACGACGGGG

AGATAGGTGC

TCATATATAC

CTAGGTGAAG

ATGCTATACG

TTCCACTGAG

TCCTTTTTTT

TACCAGCGGT

AAGGTAACTG

GTAGCCGTAG

ACCTCGCTCT

TCGTGTCTTA

GCGGTCGGGC

AAAGGAAGAG

TTTGCGGCAT

AGTAAAAGAT

TGGATCTCAA

TTTCCAATGA

CCGTATTGAC

AGAATGACTT

GGCATGACAG

CACTGCGGCC

CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

GCCTGTAGCA

TTACTCTAGC

GTTGCAGGAC

TGATAAATCT

TGGGGCCAGA

AGTCAGGCAA

CTCACTGATT

TTTAGATTGA

ATCCTTTTTG

AAGTTATGGC

CGTCAGACCC

CTGCGCGTAA

GGTTTGTTTG

GCTTCAGCAG

TTAGGCCACC

GCTAATCCTG

CCGGGTTGGA

TGAACGGGGG

TATGAGTATT

TTTGCCTTCC

GCTGAAGATC

CAGCGGTAAG

TGAGCACTTT

GCCGGGCAAG

GGTTGAGTAC

TAAGAGAATT

AACTTACTTC

GCACAACATG

TGAATGAAGC

ATGGCAACAA

TTCCCGGCAA

CACTTCTGCG

GGAGCCGGTG

TGGTAAGCCC

CTATGGATGA

AAGCATTGGT

TTTAAAACTT

ATAATCTCAT

ATGACCAAAA

CGTAGAAAAG

TCTGCTGCTT

CCGGATCAAG

AGCGCAGATA

ACTTCAAGAA

TTACCAGTGG

CTCAAGACGA

GTTCGTGCAC
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2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

ACAGCCCAGC

GTGAGCATTG

TATCCGGTAA

AGGGGGAAAC

GACTTGAGCG

AAAAACGCCA

TTTTGCTCAC

TCCACGCTGT

GGACTCTAGC

Pstl

GGTACGCCTG

GTGGCATTCC

GCAATGCCCA

CAGCCAACGG

ACAATGAAAA

CGGTTGCAGT

GGCTATGATT

GGCGACCCTA

ACTTTAGGGA

CTAAATTCGG

CACTTGGGTA

TACTCCATTC

GATACCTAAT

GAGGAAAGCT

CCAATTCGGT

TAAAAAGAAA

CATCTCTCCA

TATGACTCTC

TTGGAGCGAA
AGAAAGCGCC
GCGGCAGGGT
GCCTGGTATC
TCGATTTTTG
GCAACGCGGC
ATGCTCGTTT
TTTGACCTCC
CTAGGCTTTT

KpnI
CAGGTACCGC

GACTATCCAA
AAGAGACCAG
ATACGAGGAT
ATTGTGCTGG
GCGCTGTTTA
TGCTGGAAAG
CTCCCCAACT
TCGCTCTCTT
CCCGTGCAAT
TATGTGCCTG
CTACCATCCA
TAGAGTATCC

BamHI Nsil
GGATCCATGC

GCGGAGAGTA
GAATTTGTCT
GCCTCCCTCA

AGTTCAGCCC

CGACCTACAC

ACGCTTCCCG

CGGAACAGGA

TTTATAGTCC

TGATGCTCGT

CTTTTTACGG

AGTGAACCGT

ATAGAAGACA

GCAAAAAGCT

TCAGCCAATC

TCGAAGAAAG

ATTACAAGGG

TCTCTGACTG

GCGGTTGAAG

GCAGTGGCTG

GGGGCGGGGT

TCATCCTACC

TCCAGGCAGG

CTTGCCTACG

TCTCATCCTA

GAAATAGAGA

TCATTTTCCA

ATAGCAGAGA

AGGGGCATGG

ATTTTAAGAT

ATACTTGGTA

TTCCTATTAA

CGAACTGAGA

AAGGGAGAAA

GAGCGCACGA

TGTCGGGTTT

CAGGGGGGCG

TTCCTGGCCT

CAGATCGCCT

CCGGGACCGA

ATTTAGGTGA

AGAGCGTGGC

AAATTAGCTC

AAAGAAGAGT

ACAGTTACAG

AGGTGGGGTC

CTGGGCATCC

CCGTTTTGAG

AAAGTCACCT

TCTGGGGTTG

CCCTCCTGTC

ACTCTGATTT

AAATGGTAGC

GACGTGGAAA

AAAACATACA

GGGTACTTAA

AATGCTCTTA

TACCTTACTC

GCCTTGGACA

TACCTACAGC

GGCGGACAGG

GGGAGCTTCC

CGCCACCTCT

GAGCCTATGG

TTTGCTGGCC

GGAGACGCCA

TCCAGCCTCC

CACTATAGAA

ACTCTGAAAA

TGGGAGGCGT

AGGTAGGGGA

AAGCCAATAA

AGATAGGGTT

TGGGCAGGAA

AGCTTGAGCG

GGGCTTTACT

AAACGCGTTC

TTCTGTGCCC

TTGCATTTTC

AGAAATCTTG

GAGTTCTACC

CCTACCCCAG

TACTTCTTTT

GCCACTAAAC

CATAGGGCTA

AATCTTAATG
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4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

AACGATTGGT

CCATTAGTCC

GAAGAAGAAG

CTTCGAAATG

TGCTTGCTGC

GCACTATCTA

ATACTCACAC

GTGTGTGTGT

GAGAGAGAGA

TGGCTACTGA

CTACCTGCCA

CATACATTTC

AACAGAGTTT

TTCACTTTGT

CTGCCTCTCA

GCAAACCTTT

GGCATCCATA

CCAATATGAA

GTCTCTAGGT

ATCACCAAGG

TTTGGTCTTT

TAAGTAAACT

AGACATTAGA

GAGACAGAGA

TAACAGATAA

GAGTTCCTTT

TTATTTATTT

GGAGGTGTAT

ACATCGTTAA

AAGAAGAAGA

CGGACAGGTG

TCTTCCAGAA

CTGTAACTCC

AGAGACACGC

GAGAGAGAGA

GAGAGAGAGA

CTGTCCTTGA

CTGCCTCCCA

AAATAATAAA

CTCTGGGTAA

AGACCAGGCT

AGTGCTGGGA

TCTAAGGCCA

GGTTATGATC

GAATCCCCCA

CCAGCTAGGA

TATTTCATTC

AGGGCTTCTC

AAAACTCCCT

CATCTTAGAA

GAAAGCAATC

AACAGGTTTT

TTCCTTCTCT

ATTATATGTA

GAGGATCAAG

CAAAAAGAAG

AGAAGATGAT

AGACTGGAAA

GACCTGAGTT

AGCTCCAGAG

GCGCTCTCGT

GAGAGGGGGG

GAGAGAGAGA

AGCACAGGCT

AATGCTGCAC

AAATAAATCT

CAGCCCTGGC

GGCCTCGAAC

NdeI
TTAAAGTCAT

TTGGAATGTG

CTCTAATTTA

ACAACTCCCT

ACCTAAAGGA

TATGATACCT

TCAGGTTGGA

ACTCTCCCCT

GTATGTGATT

CCCAGCCCCT

TTTTTTATTT

CTCCAGCCCC

AGTACACTGT

TCTGAGGGCC

AAGAAGAAGA

GATGATGATT

GGAAGCTTAG

CAGTTCCCAG

BamHI
GGATCCAACA

GTGTGTGTGT

GGGAGAGAGA

GAGAGATCTT

GGCTTCAACC

CACTATGCCA

TTTGTTTGTT

TGCCCCTGGC

TCAGGTCTGT

ATGCTACCAT

GCCTTGAAAC

AAAAACCATC

NsiI
GTGTCTATGC

AGTCAGATGA

CTGAGCCATT

GAGCAAATAG

CCCTATCTAG

ATCAATTAAA

CACAGGTGCT

ATTTCAGTGC

TTTCGCTCCA

AGCTGTCTTC

TAATCTCACA

AGAAGAAGAA

TCCCATTTTC

CAGTTAAGTG

GATGTACATA

CTTTGGGCAC

GTGTGTGTGT

GAGAGAGAGA

TCTGTAACCC

TCACAGAGAT

GGCACAGACA

TGTTTTTCAA

EcoRI

TGCCCTGGAA

CTGCCTGCCT

GTCCAGCAAA

AGGCACCCAA

AGAGCCAAAT

ATTGGTCTTG

AGATGATACG

TTTCTCTTCG

GAAAACCCTG

GTATGCCTCC

GATGGAGAGA

ACACATCATT

AACATTTATT

GCCCAGAGAT

AGACACACCA
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5501

5551

5601

5651

5701

5751

5801

5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

GAATCAGAGG

GTTGCTGGGA

ACCGCTGAGC

GTGAATAGAA

TTATACAAGT

ATATCAAATC

GCCAGCCTGG

GGAACTCAGA

GTTGTTGTTT

CAGGAAAAAT

AATCAGGGCA

TAGGGCCAGC

GGATTGGAAG

TGACTTTCTC

TACGTATGCT

TCTCAGGGGC

TGTCCCTTGC

AGGACCAAAT

GCACAGCCCA

ACCTTTGAAG

GTTGTTACTT

ACTTTGATTT

AGGGGAGAAA

AAAGGAGGGG

GGAGCAAAGC

TAGAGACAAA

GAAACGAGCG

GCATCAGATC

TTTGAACTCA

CATCTCTCCA

AAAGAGGAAA

CAACACATCA

TATACATAAG

AAGTTCAGGC

AATTAGGATC

TTTGTTGTTG

TAGAGGTCGT

CTCAGTACAA

CAAAACCAGA

TTCAGGTCCT

CTGAAGGCAG

TAGATTCATC

ACTAAGTAAC

AAACACTTAA

CTGTTGTCGT

GGCAAATTGA

CACACAAGGC

GTCCAAGGTC

CTCTCGTTCC

AAAAAAAATA

TGGTCTTTAA

GGTGGTCAGA

AGAGTGGAAA

GCAGCAAAGT

CCATTACAGA

GGACCTCTGG

GCCCCCCATT

GAAATGCTTC

GTTGATTCCT

GGGTCATGAG

AAGGCTTCTC

AGCAATATAA

TTGTTGTTTT

TCAGGATGAA

TGCACAGAGG

GAGCTACAGA

GAAGATCAAA

TAAAGAGAAC

TTTGGAGCAT

CCGCCTGTCA

TCCAAAAACG

GGGAAACACG

PstI
TAACTGCAGC

CAGACAGCCA

AGTGAGTGAG

AAATCCTGCT

GAGATAGCTA

AAAAGAAAGC

AGAAAAAAGG

GACAGACAGC

GTGGGAGCTG

TGGTTGTGAC

AAGAGCAGTC

TATTGAGTTT

TTGTTCTCCT

TCAATATGGA

AGCAAGAAGC

AGATAAAACA

CGACTGTTTT

TTTTGTTTTT

CAAAACTGAA

TAGGATAATA

GCAAGACTCT

TATGCCACAT

TATCGTGCTT

ACTGCACGGG

TACTCCTTGG

CCAACGCTAC

ACACGGCTGA

GTGAGAGGCC

CTGGAAGCCA

GGAAGATGCT

TTCTCCAAGT

AGGAGAGAAA

CTTTCGAAGT

AAGGCGCACG

GACAAGTGGA

AGACCCGACA

CCACCATGTG

AGTGCGCTTA

CTATATGCCT

AAATTTTATT

EcoRV

GGATGGAGTG

TACACCTTTG

GAACCTAAGT

TGTTGTTGTT

TGTTTTTGGT

GATGAAGACA

GTTGAACGTT

ATTGAAGGGG

TAGGAAACTT

TAAAAATTGA

GCTTAAGGAC

ACACCTGTCC

CCTTACCCAC

GGCCAGGAAA

GAGTGCTCAC

GGGAGGCATC

GCTGTATACC

TATCTTCTTT

GATAGGATGG

GATAGAGTAG

AGGACTGGAA

GAAAATCGGC

GCCGGGTTCT
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6851

6901

6951

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

CTGTCCCGCC

GACTCCGGGG
CAGGGGCGAC
GTCCCAGCTG
TGGATGGCAA
GGGTGGCAGG
AAAGGGAGGA

SphI
GCGGCATGCT

GGGCGCCGGC

CTAGCCTGGG
CCCCACCcCCG

GCCGCCGCCA

GAGTACTTGA
CCGCCACCAT
CTCGTGGAAC

AGAGGGTGAA

GCACCACTGG

ACCTATGGCG
TGACTTTTTC
TCTTTTTCAA
GAAGGTGACA
GGAAGATGGA

ACAATGTGTA

TTCAAGATCA

TTATCAACAG

Pstl

TGACGGTCCT

GCAGCCGTCT

Stul

AGAGCCCAAG

ACGGACCACC

GAGCGCAGTC

ACGCTTCTGA

ACCCCTCCCA

GCAAGGGCGG

GCGGCGGGCT

GGGGGGTGGC

AGAGCCCAGC

CAGGGTGCCT

CAGCCACCAC

CCATGCAGGC

GAGCAAGGGC

TGGATGGCGA

GGTGATGCCA

AAAGCTCCCT

TGCAGTGCTT

AAGAGCGCCA

AGATGACGGG

CCCTGGTGAA

AACATTCTCG

CATCATGGCC

GACACAACAT

AACACTCCAA

GCCTCAATTA

GTACTTTTGC

CGGGCCACGT

TTGGCCATAG

CTAAGGTGGG

CGCATCTGGA

GGGGGCGCCC

ACTGCACTGT

NotI
GGAGCGGCCG

GGCCCCTGGC

CCGGAGTCTG

CCCCCGGCAC

GCCACAGTTC

TAGCTTTGCC

GGGGAGGGGG

GGGCGGAGTT

GCCTAAAGGT

AAGGGGCGGG

TGGGTTGCCA

GAGACTCACT

CCCCAGAGCA

CCCTGCCTGC

CCTGCTGCGG

SacI Spel

CCCCTCGACG

GAGGAACTGT

TGTGAATGGG

CATACGGAAA

Ncol

GTGCCATGGC

TTCCAGATAC

TGCCCGAGGG

AACTACAAGA

TAGAATCGAG

GCCACAAGCT

GACAAGCAAA

AGCTCACTAG

TCACTGGCGT

CACAAATTTT

GCTCACCCTG

CAACACTGGT

NdeI
CCAGACCATA

CTATGTGCAG

CCCGCGCTGA

TTGAAGGGCA

GGAATACAAC

AGAATGGCAT

BamHI

TGAGGATGGA

TCGGCGACGG

TCCGTGCAGC

CCCTGTGCTC

TGCTTCTCGT

GGGCTGGACT

GAACCCGAGA

CGTTGCTCAG

CTTGGCTGCC

TCACAGCTGG

CCTGGGGCGC

TAAAGTGAAT

CTCTCCTCCG

GGGGGGCGGC

GCTCCAGAAC

GACGCACTGT

NotI
TCGGCGGCCG

GGTCCCAATT

CTGTCAGCGG

AAATTCATCT

CACTACCTTC

TGAAGCAGCA

GAGAGAACCA

AGTCAAGTTC

TTGACTTTAA

TATAACTCCC

CAAGGTCAAC

TGGCCGACCA

CTCCCAGACA
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8101 ACCATTACCT GTCCACCCAG TCTGCCCTGT CTAAAGATCC CAACGAAAAG

8151 AGAGACCACA TGGTCCTGCT GGAGTTTGTG ACCGCTGCTG GGATCACACA

NotI
8201 TGGCATGGAC GAGCTGTACA AGTGAGC
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Anexo 3

Ndel Ndel
vOe
Neol \

Notl
Sphl

pPitx3_5.2Kb-GFP
9391 bp

Stul

Pstl

Pstl

Kpnl

BamHI
Nsil

BamHI
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

GGCCGCTCTA

ACATAATTGG

AAAATTTTTA

TGAGAGTTTT

CTAGTGATTC

TTTCAGGCCC

CCACATTTGT

CTGAACCTGA

TGCAGCTTAT

ATAAAGCATT

AATGTATCTT

GCGCGGGGAG

CGCACCGATC

GCGCCCTGTA

CGTGACCGCT

TCCCTTCCTT

CGGGGGCTCC

CAAAAAACTT

AGACGGTTTT

CTCTTGTTCC

TGATTTATAA

TGATTTAACA

ATTTCAGGTG

ATTTTTCTAA

TGGTGAGAAC

AAGGTCTAAG

TAGGGATCGC

GCTTGGGATC

ACAAACTACC

AGTGTATAAT

GCTTACTGAG

TAATTGTTTG

CTCAGTCCTC

AGAGGTTTTA

AACATAAAAT

AATGGTTACA

TTTTTCACTG

ATCATGTCTG

AGGCGGTTTG

GCCCTTCCCA

GCGGCGCATT

ACACTTGCCA

TCTCGCCACG

CTTTAGGGTT

GATTAGGGTG

TCGCCCTTTG

AAACTGGAAC

GGGATTTTGC

AAAATTTAAC

GCACTTTTCG

ATACATTCAA

GGCTTGCTCG

ATGTGCGATA

TGGTATCAAA

pPitx3_5.2Kb-GFP

TTTGTGAAGG

TACAGAGATT

GTGTTAAACT

TATGATTTAT

TGTATTTTAG

ACAGTCTGTT

CTTGCTTTAA

GAATGCAATT

AATAAAGCAA

CATTCTAGTT

GATCGATCCT

CGTATTGGCT

ACAGTTGCGC

AAGCGCGGCG

GCGCCCTAGC

TTCGCCGGCT

CCGATTTAGT

ATGGTTCACG

ACGTTGGAGT

AACACTCAAC

CGATTTCGGC

GCGAATTTTA

GGGAAATGTG

ATATGTATCC

GCAGCTTCGA

GAGGGAAGTC

TATGTGTGCC

AACCTTACTT

TAAAGCTCTA

NdeI
AGCTGCATAT

GAAAATATTA

ATTCACAGTC

CATGATCATA

AAAACCTCCC

GTTGTTGTTA

TAGCATCACA

GTGGTTTGTC

GCATTAATGA

GGCGTAATAG

AGCCTGAATG

GGTGTGGTGG

GCCCGCTCCT

TTCCCCGTCA

GCTTTACGGC

TAGTGGGCCA

CCACGTTCTT

CCTATCTCGG

CTATTGGTTA

ACAAAATATT

CGCGGAACCC

GCTCATGCCA

TGTGTGCTGG

GCATTGAATT

CACCCCTGGC

CTGTGGTGTG

AGGTAAATAT

GCTTGCTGCT

TACACAGGAG

CCAAGGCTCA

ATCAGCCATA

ACACCTCCCC

ACTTGTTTAT

AATTTCACAA

CAAACTCATC

ATCGGCCAAC

CGAAGAGGCC

GCGAATGGAC

TTACGCGCAG

TTCGCTTTCT

AGCTCTAAAT

ACCTCGACCC

TCGCCCTGAT

TAATAGTGGA

TCTATTCTTT

AAAAATGAGC

AACGTTTACA

CTATTTGTTT

GGTCTTGGAC

AGGGAGAATA

ATGTGCTGTG

ATGAGACAAT
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1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

AACCCTGATA

CAACATTTCC

TGTTTTTGCT

AGTTGGGTGC

ATCCTTGAGA

TAAAGTTCTG

AGCAACTCGG

TCACCAGTCA

ATGCAGTGCT

TGACAACGAT

GGGGATCATG

CATACCAAAC

CGTTGCGCAA

CAATTAATAG

CTCGGCCCTT

AGCGTGGGTC

TCCCGTATCG

ACGAAATAGA

AACTGTCAGA

CATTTTTAAT

GCCATAACTT

TCCCTTAACG

ATCAAAGGAT

GCAAACAAAA

AGCTACCAAC

CCAAATACTG

CTCTGTAGCA

CTGCTGCCAG

TAGTTACCGG

AATGCTTCAA

GTGTCGCCCT

CACCCAGAAA

ACGAGTGGGT

GTTTTCGCCC

CTATGTGGCG

TCGCCGCATA

CAGAAAAGCA

GCCATAACCA

CGGAGGACCG

TAACTCGCCT

GACGAGCGTG

ACTATTAACT

ACTGGATGGA

CCGGCTGGCT

TCGCGGTATC

TAGTTATCTA

CAGATCGCTG

CCAAGTTTAC

TTAAAAGGAT

CGTATAATGT

TGAGTTTTCG

CTTCTTGAGA

AAACCACCGC

TCTTTTTCCG

TCCTTCTAGT

CCGCCTACAT

TGGCGATAAG

ATAAGGCGCA

TAATATTGAA

TATTCCCTTT

CGCTGGTGAA

TACATCGAAC

CGAAGAACGT

CGGTATTATC

CACTATTCTC

TCTTACGGAT

TGAGTGATAA

AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

ACACCACGAT

GGCGAACTAC

GGCGGATAAA

GGTTTATTGC

ATTGCAGCAC

CACGACGGGG

AGATAGGTGC

TCATATATAC

CTAGGTGAAG

ATGCTATACG

TTCCACTGAG

TCCTTTTTTT

TACCAGCGGT

AAGGTAACTG

GTAGCCGTAG

ACCTCGCTCT

TCGTGTCTTA

GCGGTCGGGC

AAAGGAAGAG

TTTGCGGCAT

AGTAAAAGAT

TGGATCTCAA

TTTCCAATGA

CCGTATTGAC

AGAATGACTT

GGCATGACAG

CACTGCGGCC

CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

GCCTGTAGCA

TTACTCTAGC

GTTGCAGGAC

TGATAAATCT

TGGGGCCAGA

AGTCAGGCAA

CTCACTGATT

TTTAGATTGA

ATCCTTTTTG

AAGTTATGGC

CGTCAGACCC

CTGCGCGTAA

GGTTTGTTTG

GCTTCAGCAG

TTAGGCCACC

GCTAATCCTG

CCGGGTTGGA

TGAACGGGGG

TATGAGTATT

TTTGCCTTCC

GCTGAAGATC

CAGCGGTAAG

TGAGCACTTT

GCCGGGCAAG

GGTTGAGTAC

TAAGAGAATT

AACTTACTTC

GCACAACATG

TGAATGAAGC

ATGGCAACAA

TTCCCGGCAA

CACTTCTGCG

GGAGCCGGTG

TGGTAAGCCC

CTATGGATGA

AAGCATTGGT

TTTAAAACTT

ATAATCTCAT

ATGACCAAAA

CGTAGAAAAG

TCTGCTGCTT

CCGGATCAAG

AGCGCAGATA

ACTTCAAGAA

TTACCAGTGG

CTCAAGACGA

GTTCGTGCAC
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2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

ACAGCCCAGC

GTGAGCATTG

TATCCGGTAA

AGGGGGAAAC

GACTTGAGCG

AAAAACGCCA

TTTTGCTCAC

TCCACGCTGT

GGACTCTAGC

Pstl

GGTACGCCTG

GTGGCATTCC

GCAATGCCCA

CAGCCAACGG

ACAATGAAAA

CGGTTGCAGT

GGCTATGATT

GGCGACCCTA

ACTTTAGGGA

CTAAATTCGG

CACTTGGGTA

TACTCCATTC

GATACCTAAT

GAGGAAAGCT

CCAATTCGGT

TAAAAAGAAA

CATCTCTCCA

TATGACTCTC

TTGGAGCGAA
AGAAAGCGCC
GCGGCAGGGT
GCCTGGTATC
TCGATTTTTG
GCAACGCGGC
ATGCTCGTTT
TTTGACCTCC
CTAGGCTTTT

KpnI
CAGGTACCGC

GACTATCCAA
AAGAGACCAG
ATACGAGGAT
ATTGTGCTGG
GCGCTGTTTA
TGCTGGAAAG
CTCCCCAACT
TCGCTCTCTT
CCCGTGCAAT
TATGTGCCTG
CTACCATCCA
TAGAGTATCC

BamHI Nsil
GGATCCATGC

GCGGAGAGTA
GAATTTGTCT
GCCTCCCTCA

AGTTCAGCCC

CGACCTACAC

ACGCTTCCCG

CGGAACAGGA

TTTATAGTCC

TGATGCTCGT

CTTTTTACGG

AGTGAACCGT

ATAGAAGACA

GCAAAAAGCT

TCAGCCAATC

TCGAAGAAAG

ATTACAAGGG

TCTCTGACTG

GCGGTTGAAG

GCAGTGGCTG

GGGGCGGGGT

TCATCCTACC

TCCAGGCAGG

CTTGCCTACG

TCTCATCCTA

GAAATAGAGA

TCATTTTCCA

ATAGCAGAGA

AGGGGCATGG

ATTTTAAGAT

ATACTTGGTA

TTCCTATTAA

CGAACTGAGA

AAGGGAGAAA

GAGCGCACGA

TGTCGGGTTT

CAGGGGGGCG

TTCCTGGCCT

CAGATCGCCT

CCGGGACCGA

ATTTAGGTGA

AGAGCGTGGC

AAATTAGCTC

AAAGAAGAGT

ACAGTTACAG

AGGTGGGGTC

CTGGGCATCC

CCGTTTTGAG

AAAGTCACCT

TCTGGGGTTG

CCCTCCTGTC

ACTCTGATTT

AAATGGTAGC

GACGTGGAAA

AAAACATACA

GGGTACTTAA

AATGCTCTTA

TACCTTACTC

GCCTTGGACA

TACCTACAGC

GGCGGACAGG

GGGAGCTTCC

CGCCACCTCT

GAGCCTATGG

TTTGCTGGCC

GGAGACGCCA

TCCAGCCTCC

CACTATAGAA

ACTCTGAAAA

TGGGAGGCGT

AGGTAGGGGA

AAGCCAATAA

AGATAGGGTT

TGGGCAGGAA

AGCTTGAGCG

GGGCTTTACT

AAACGCGTTC

TTCTGTGCCC

TTGCATTTTC

AGAAATCTTG

GAGTTCTACC

CCTACCCCAG

TACTTCTTTT

GCCACTAAAC

CATAGGGCTA

AATCTTAATG
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4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

AACGATTGGT

CCATTAGTCC

GAAGAAGAAG

CTTCGAAATG

TGCTTGCTGC

GCACTATCTA

ATACTCACAC

GTGTGTGTGT

GAGAGAGAGA

TGGCTACTGA

CTACCTGCCA

CATACATTTC

AACAGAGTTT

TTCACTTTGT

CTGCCTCTCA

GCAAACCTTT

GGCATCCATA

CCAATATGAA

GTCTCTAGGT

ATCACCAAGG

TTTGGTCTTT

TAAGTAAACT

AGACATTAGA

GAGACAGAGA

TAACAGATAA

GAGTTCCTTT

TTATTTATTT

GGAGGTGTAT

ACATCGTTAA

AAGAAGAAGA

CGGACAGGTG

TCTTCCAGAA

CTGTAACTCC

AGAGACACGC

GAGAGAGAGA

GAGAGAGAGA

CTGTCCTTGA

CTGCCTCCCA

AAATAATAAA

CTCTGGGTAA

AGACCAGGCT

AGTGCTGGGA

TCTAAGGCCA

GGTTATGATC

GAATCCCCCA

CCAGCTAGGA

TATTTCATTC

AGGGCTTCTC

AAAACTCCCT

CATCTTAGAA

GAAAGCAATC

AACAGGTTTT

TTCCTTCTCT

ATTATATGTA

GAGGATCAAG

CAAAAAGAAG

AGAAGATGAT

AGACTGGAAA

GACCTGAGTT

AGCTCCAGAG

GCGCTCTCGT

GAGAGGGGGG

GAGAGAGAGA

AGCACAGGCT

AATGCTGCAC

AAATAAATCT

CAGCCCTGGC

GGCCTCGAAC

NdeI
TTAAAGTCAT

TTGGAATGTG

CTCTAATTTA

ACAACTCCCT

ACCTAAAGGA

TATGATACCT

TCAGGTTGGA

ACTCTCCCCT

GTATGTGATT

CCCAGCCCCT

TTTTTTATTT

CTCCAGCCCC

AGTACACTGT

TCTGAGGGCC

AAGAAGAAGA

GATGATGATT

GGAAGCTTAG

CAGTTCCCAG

BamHI
GGATCCAACA

GTGTGTGTGT

GGGAGAGAGA

GAGAGATCTT

GGCTTCAACC

CACTATGCCA

TTTGTTTGTT

TGCCCCTGGC

TCAGGTCTGT

ATGCTACCAT

GCCTTGAAAC

AAAAACCATC

NsiI
GTGTCTATGC

AGTCAGATGA

CTGAGCCATT

GAGCAAATAG

CCCTATCTAG

ATCAATTAAA

CACAGGTGCT

ATTTCAGTGC

TTTCGCTCCA

AGCTGTCTTC

TAATCTCACA

AGAAGAAGAA

TCCCATTTTC

CAGTTAAGTG

GATGTACATA

CTTTGGGCAC

GTGTGTGTGT

GAGAGAGAGA

TCTGTAACCC

TCACAGAGAT

GGCACAGACA

TGTTTTTCAA

EcoRI

TGCCCTGGAA

CTGCCTGCCT

GTCCAGCAAA

AGGCACCCAA

AGAGCCAAAT

ATTGGTCTTG

AGATGATACG

TTTCTCTTCG

GAAAACCCTG

GTATGCCTCC

GATGGAGAGA

ACACATCATT

AACATTTATT

GCCCAGAGAT

AGACACACCA
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5501

5551

5601

5651

5701

5751

5801

5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

GAATCAGAGG

GTTGCTGGGA

ACCGCTGAGC

GTGAATAGAA

TTATACAAGT

ATATCAAATC

GCCAGCCTGG

GGAACTCAGA

GTTGTTGTTT

CAGGAAAAAT

AATCAGGGCA

TAGGGCCAGC

GGATTGGAAG

TGACTTTCTC

TACGTATGCT

TCTCAGGGGC

TGTCCCTTGC

AGGACCAAAT

GCACAGCCCA

ACCTTTGAAG

GTTGTTACTT

ACTTTGATTT

AGGGGAGAAA

AAAGGAGGGG

GGAGCAAAGC

TAGAGACAAA

GAAACGAGCG

GCATCAGATC

TTTGAACTCA

CATCTCTCCA

AAAGAGGAAA

CAACACATCA

TATACATAAG

AAGTTCAGGC

AATTAGGATC

TTTGTTGTTG

TAGAGGTCGT

CTCAGTACAA

CAAAACCAGA

TTCAGGTCCT

CTGAAGGCAG

TAGATTCATC

ACTAAGTAAC

AAACACTTAA

CTGTTGTCGT

GGCAAATTGA

CACACAAGGC

GTCCAAGGTC

CTCTCGTTCC

AAAAAAAATA

TGGTCTTTAA

GGTGGTCAGA

AGAGTGGAAA

GCAGCAAAGT

CCATTACAGA

GGACCTCTGG

GCCCCCCATT

GAAATGCTTC

GTTGATTCCT

GGGTCATGAG

AAGGCTTCTC

AGCAATATAA

TTGTTGTTTT

TCAGGATGAA

TGCACAGAGG

GAGCTACAGA

GAAGATCAAA

TAAAGAGAAC

TTTGGAGCAT

CCGCCTGTCA

TCCAAAAACG

GGGAAACACG

PstI
TAACTGCAGC

CAGACAGCCA

AGTGAGTGAG

AAATCCTGCT

GAGATAGCTA

AAAAGAAAGC

AGAAAAAAGG

GACAGACAGC

GTGGGAGCTG

TGGTTGTGAC

AAGAGCAGTC

TATTGAGTTT

TTGTTCTCCT

TCAATATGGA

AGCAAGAAGC

AGATAAAACA

CGACTGTTTT

TTTTGTTTTT

CAAAACTGAA

TAGGATAATA

GCAAGACTCT

TATGCCACAT

TATCGTGCTT

ACTGCACGGG

TACTCCTTGG

CCAACGCTAC

ACACGGCTGA

GTGAGAGGCC

CTGGAAGCCA

GGAAGATGCT

TTCTCCAAGT

AGGAGAGAAA

CTTTCGAAGT

AAGGCGCACG

GACAAGTGGA

AGACCCGACA

CCACCATGTG

AGTGCGCTTA

CTATATGCCT

AAATTTTATT

EcoRV

GGATGGAGTG

TACACCTTTG

GAACCTAAGT

TGTTGTTGTT

TGTTTTTGGT

GATGAAGACA

GTTGAACGTT

ATTGAAGGGG

TAGGAAACTT

TAAAAATTGA

GCTTAAGGAC

ACACCTGTCC

CCTTACCCAC

GGCCAGGAAA

GAGTGCTCAC

GGGAGGCATC

GCTGTATACC

TATCTTCTTT

GATAGGATGG

GATAGAGTAG

AGGACTGGAA

GAAAATCGGC

GCCGGGTTCT
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6851

6901

6951

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

8101

8151

CTGTCCCGCC

GACTCCGGGG
CAGGGGCGAC
GTCCCAGCTG
TGGATGGCAA
GGGTGGCAGG
AAAGGGAGGA

SphI
GCGGCATGCT

GGGCGCCGGC

CTAGCCTGGG
CCCCACCcCCG
GCCGCCGCCA
GAGTACTTGA
GCTGGTCCTG
TTTGGGGAAT
GACATGGGAG
ATTTAGGGGA
GTAGTCTGGA
GCAAGGGCCA
CGCTCAGCCT
TAGACAGACT
TTCCTTCCCA
GCTACTGGGT
CAACGCGACA
GTCCAGATCT
GGGTTTGGAA

GAGCAGACGA

Pstl

TGACGGTCCT

GCAGCCGTCT

Stul

AGAGCCCAAG

ACGGACCACC

GAGCGCAGTC

ACGCTTCTGA

ACCCCTCCCA

GCAAGGGCGG

GCGGCGGGCT

GGGGGGTGGC

AGAGCCCAGC

CAGGGTGCCT

CAGCCACCAC

CCATGCAGGG

GGACTCCTAA

CGGTCAAAAG

AAGGGAAACT

CTCAGAGAGA

AACCTTTACC

GAAGGTGATA

AAGGGCAACA

CCAGCGTCTG

GCTGCTCCGC

CAGATGGCCG

CGACTGGCAG

GGAGCCTCCT

CGGATAGAAC

TGTGTCCAGC

GCCTCAATTA

GTACTTTTGC

CGGGCCACGT

TTGGCCATAG

CTAAGGTGGG

CGCATCTGGA

GGGGGCGCCC

ACTGCACTGT

NotI
GGAGCGGCCG

GGCCCCTGGC

CCGGAGTCTG

AATAGGGGCT

AAGGAAACCT

GGAAAAGGCG

CTGAGGAAGG

AGCCGAAGAA

AGAGAGCACC

AGGGTAGCCA

GGCGGCTCGC

GAAGTAGGGG

AGTTGGAATT

CTGCGAGCTA

GTCTGTCGTG

CGGAATCGGA

GCTTGGGGCG

AGTGGTGAAC

CCCCCGGCAC

GCCACAGTTC

TAGCTTTGCC

GGGGAGGGGG

GGGCGGAGTT

GCCTAAAGGT

AAGGGGCGGG

TGGGTTGCCA

GAGACTCACT

CCCCAGAGCA

CCCTGCCTGC

CCTGCTGCGG

CAGGGGACCG

GGGGCGGTTG

TATAGTAGCC

ACGTGGGGGA

CTGCACGAAC

TTGAAATCTA

ACTGAGGAGA

AGCGCCACTT

TGCGCGTAGT

GGAGCCCTGT

CAGGGCCCAA

GGCCGTTTGG

CAGAATGTCA

GCAAAGTGGG

GGAATGTCCC

TGCTTCTCGT

GGGCTGGACT

GAACCCGAGA

CGTTGCTCAG

CTTGGCTGCC

TCACAGCTGG

CCTGGGGCGC

TAAAGTGAAT

CTCTCCTCCG

GGGGGGCGGC

GCTCCAGAAC

GACGCACTGT

AGGGACCAAG

AACTCTGGTG

CCGGGGCTGG

CTGAGAAGAG

CACAGAGTGG

GGGGCAAGCG

GGGCAGCGGT

GGCCCAGGCT

AGCTCATGCT

TGCGAGAGTC

GCTGCCAGCA

ATCTGGAAGG

GCGGCACGTG

TCTCTCTGGG

TGGCCGACTG
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8201

8251

8301

8351

8401

8451

8501

8551

8601

8651

8701

8751

8801

8851

8901

8951

9001

9051

9101

9151

9201

9251

9301

9351

GCATGTCCAC

GGTCGGCTCG

ATTTTGCCTC

GGTGCAGCAC

CAGCTCAAAG

AAAGACTAAG

CAGGCCACTC

CTATCCGGCA

GTGGGTCCCC

TCCTGCCCGT

GGCCTTGGGG

AGATCAGGGC

CCCTACAAAG

ACAAGCCTCC

Stul

TCAACTGTTA

TGACCGGATA

NotI

CTAGTCGGCG

GCGTGGTCCC

TTTTCTGTCA

CCTGAAATTC

TGGTCACTAC

NdeI
CATATGAAGC

GCAGGAGAGA

CTGAAGTCAA

GGCATTGACT

CAACTATAAC

GCATCAAGGT

CAGCTGGCCG

GCTCCTCCCA

ATCCCAACGA

GCTGGGATCA

GGCCTTCTTT

CCCTCAAATT

GCCGCCGCcCcAa

AATTCTCGTG

GCGGAGAGGG

ATCTGCACCA

CTTCACCTAT

AGCATGACTT

ACCATCTTTT

GTTCGAAGGT

TTAAGGAAGA

TCCCACAATG

CAACTTCAAG

ACCATTATCA

GACAACCATT

AAAGAGAGAC

CACATGGCAT

GCGCCTGCCC

TGAAATCCCA

TTGGGCCTGA

CAGGGTTCCT

ATCAGTAGAC

GGAAGACTAA

GAGGGGCTCA

CTTTCTTTCT

CCTAGTCTGG

CCATGAGCAA

GAACTGGATG

TGAAGGTGAT

CTGGAAAGCT

GGCGTGCAGT

TTTCAAGAGC

TCAAAGATGA

GACACCCTGG

TGGAAACATT

TGTACATCAT

ATCAGACACA

ACAGAACACT

ACCTGTCCAC

CACATGGTCC

GGACGAGCTG

AGCTGCGTTA

GCTCCCAGTT

AAGGAGCTGG

CTGCAAGACA

TTCCCCAATC

GCTACAGGGT

GTCCCCTCAC

AACCCTAATT

TTGTTAGCCC

GGGCGAGGAA

GCGATGTGAA

GCCACATACG

Ncol

CCCTGTGCCA

GCTTTTCCAG

GCCATGCCCG

CGGGAACTAC

TGAATAGAAT

CTCGGCCACA

GGCCGACAAG

ACATTGAGGA

CCAATCGGCG

CCAGTCTGCC

TGCTGGAGTT

Ncol
TGTGCCATGG

TTCAAACTTG

GAGAGTAAAG

ACCCCCGCTC

CAAACTGAGG

GCAGCAGCCG

AAACTCGAAG

CCAGTACAAC

SacI Spel

ACTGAGCTCA

CTGTTCACTG

TGGGCACAAA

GAAAGCTCAC

TGGCCAACAC

ATACCCAGAC

AGGGCTATGT

AAGACCCGCG

CGAGTTGAAG

AGCTGGAATA

CAAAAGAATG

BamHI
TGGATCCGTG

ACGGCCCTGT

CTGTCTAAAG

TGTGACCGCT

NotI

TACAAGTGAG

Cc
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Anexo 4

Notl

Stul

Neol

pPitx3_1.7Kb-GFP
5780 bp

Pstl
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

GGCCGCTCTA

ACATAATTGG

AAAATTTTTA

TGAGAGTTTT

CTAGTGATTC

TTTCAGGCCC

CCACATTTGT

CTGAACCTGA

TGCAGCTTAT

ATAAAGCATT

AATGTATCTT

GCGCGGGGAG

CGCACCGATC

GCGCCCTGTA

CGTGACCGCT

TCCCTTCCTT

CGGGGGCTCC

CAAAAAACTT

AGACGGTTTT

CTCTTGTTCC

TGATTTATAA

TGATTTAACA

ATTTCAGGTG

ATTTTTCTAA

TGGTGAGAAC

AAGGTCTAAG

TAGGGATCGC

GCTTGGGATC

ACAAACTACC

AGTGTATAAT

GCTTACTGAG

TAATTGTTTG

CTCAGTCCTC

AGAGGTTTTA

AACATAAAAT

AATGGTTACA

TTTTTCACTG

ATCATGTCTG

AGGCGGTTTG

GCCCTTCCCA

GCGGCGCATT

ACACTTGCCA

TCTCGCCACG

CTTTAGGGTT

GATTAGGGTG

TCGCCCTTTG

AAACTGGAAC

GGGATTTTGC

AAAATTTAAC

GCACTTTTCG

ATACATTCAA

GGCTTGCTCG

ATGTGCGATA

TGGTATCAAA

pPitx3_1.7Kb-GFP

TTTGTGAAGG

TACAGAGATT

GTGTTAAACT

TATGATTTAT

TGTATTTTAG

ACAGTCTGTT

CTTGCTTTAA

GAATGCAATT

AATAAAGCAA

CATTCTAGTT

GATCGATCCT

CGTATTGGCT

ACAGTTGCGC

AAGCGCGGCG

GCGCCCTAGC

TTCGCCGGCT

CCGATTTAGT

ATGGTTCACG

ACGTTGGAGT

AACACTCAAC

CGATTTCGGC

GCGAATTTTA

GGGAAATGTG

ATATGTATCC

GCAGCTTCGA

GAGGGAAGTC

TATGTGTGCC

AACCTTACTT

TAAAGCTCTA

NdeI
AGCTGCATAT

GAAAATATTA

ATTCACAGTC

CATGATCATA

AAAACCTCCC

GTTGTTGTTA

TAGCATCACA

GTGGTTTGTC

GCATTAATGA

GGCGTAATAG

AGCCTGAATG

GGTGTGGTGG

GCCCGCTCCT

TTCCCCGTCA

GCTTTACGGC

TAGTGGGCCA

CCACGTTCTT

CCTATCTCGG

CTATTGGTTA

ACAAAATATT

CGCGGAACCC

GCTCATGCCA

TGTGTGCTGG

GCATTGAATT

CACCCCTGGC

CTGTGGTGTG

AGGTAAATAT

GCTTGCTGCT

TACACAGGAG

CCAAGGCTCA

ATCAGCCATA

ACACCTCCCC

ACTTGTTTAT

AATTTCACAA

CAAACTCATC

ATCGGCCAAC

CGAAGAGGCC

GCGAATGGAC

TTACGCGCAG

TTCGCTTTCT

AGCTCTAAAT

ACCTCGACCC

TCGCCCTGAT

TAATAGTGGA

TCTATTCTTT

AAAAATGAGC

AACGTTTACA

CTATTTGTTT

GGTCTTGGAC

AGGGAGAATA

ATGTGCTGTG

ATGAGACAAT
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1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

AACCCTGATA

CAACATTTCC

TGTTTTTGCT

AGTTGGGTGC

ATCCTTGAGA

TAAAGTTCTG

AGCAACTCGG

TCACCAGTCA

ATGCAGTGCT

TGACAACGAT

GGGGATCATG

CATACCAAAC

CGTTGCGCAA

CAATTAATAG

CTCGGCCCTT

AGCGTGGGTC

TCCCGTATCG

ACGAAATAGA

AACTGTCAGA

CATTTTTAAT

GCCATAACTT

TCCCTTAACG

ATCAAAGGAT

GCAAACAAAA

AGCTACCAAC

CCAAATACTG

CTCTGTAGCA

CTGCTGCCAG

TAGTTACCGG

AATGCTTCAA

GTGTCGCCCT

CACCCAGAAA

ACGAGTGGGT

GTTTTCGCCC

CTATGTGGCG

TCGCCGCATA

CAGAAAAGCA

GCCATAACCA

CGGAGGACCG

TAACTCGCCT

GACGAGCGTG

ACTATTAACT

ACTGGATGGA

CCGGCTGGCT

TCGCGGTATC

TAGTTATCTA

CAGATCGCTG

CCAAGTTTAC

TTAAAAGGAT

CGTATAATGT

TGAGTTTTCG

CTTCTTGAGA

AAACCACCGC

TCTTTTTCCG

TCCTTCTAGT

CCGCCTACAT

TGGCGATAAG

ATAAGGCGCA

TAATATTGAA

TATTCCCTTT

CGCTGGTGAA

TACATCGAAC

CGAAGAACGT

CGGTATTATC

CACTATTCTC

TCTTACGGAT

TGAGTGATAA

AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

ACACCACGAT

GGCGAACTAC

GGCGGATAAA

GGTTTATTGC

ATTGCAGCAC

CACGACGGGG

AGATAGGTGC

TCATATATAC

CTAGGTGAAG

ATGCTATACG

TTCCACTGAG

TCCTTTTTTT

TACCAGCGGT

AAGGTAACTG

GTAGCCGTAG

ACCTCGCTCT

TCGTGTCTTA

GCGGTCGGGC

AAAGGAAGAG

TTTGCGGCAT

AGTAAAAGAT

TGGATCTCAA

TTTCCAATGA

CCGTATTGAC

AGAATGACTT

GGCATGACAG

CACTGCGGCC

CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

GCCTGTAGCA

TTACTCTAGC

GTTGCAGGAC

TGATAAATCT

TGGGGCCAGA

AGTCAGGCAA

CTCACTGATT

TTTAGATTGA

ATCCTTTTTG

AAGTTATGGC

CGTCAGACCC

CTGCGCGTAA

GGTTTGTTTG

GCTTCAGCAG

TTAGGCCACC

GCTAATCCTG

CCGGGTTGGA

TGAACGGGGG

TATGAGTATT

TTTGCCTTCC

GCTGAAGATC

CAGCGGTAAG

TGAGCACTTT

GCCGGGCAAG

GGTTGAGTAC

TAAGAGAATT

AACTTACTTC

GCACAACATG

TGAATGAAGC

ATGGCAACAA

TTCCCGGCAA

CACTTCTGCG

GGAGCCGGTG

TGGTAAGCCC

CTATGGATGA

AAGCATTGGT

TTTAAAACTT

ATAATCTCAT

ATGACCAAAA

CGTAGAAAAG

TCTGCTGCTT

CCGGATCAAG

AGCGCAGATA

ACTTCAAGAA

TTACCAGTGG

CTCAAGACGA

GTTCGTGCAC
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2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

ACAGCCCAGC

GTGAGCATTG

TATCCGGTAA

AGGGGGAAAC

GACTTGAGCG

AAAAACGCCA

TTTTGCTCAC

TCCACGCTGT

GGACTCTAGC

TTGGAGCGAA

AGAAAGCGCC

GCGGCAGGGT

GCCTGGTATC

TCGATTTTTG

GCAACGCGGC

ATGCTCGTTT

TTTGACCTCC

CTAGGCTTTT

Pstl

GGTACGCCTG

CAGCCGTCTC

StuIl

GAGCCCAAGG

CGGACCACCG

AGCGCAGTCC

CGCTTCTGAT

CCCCTCCCAC

CAAGGGCGGC

CGGCGGGCTG

GGGGGTGGCA

GAGCCCAGCG

AGGGTGCCTG

AGCCACCACC

CATGCAGGGA

GACTCCTAAA

GGTCAAAAGG

AGGGAAACTC

TCAGAGAGAA

CCTCAATTAG

TACTTTTGCT

GGGCCACGTG

TGGCCATAGG

TAAGGTGGGG

GCATCTGGAA

GGGGCGCCCT

CTGCACTGTG

NotI
GAGCGGCCGC

GCCCCTGGCC

CGGAGTCTGC

ATAGGGGCTC

AGGAAACCTG

GAAAAGGCGT

TGAGGAAGGA

GCCGAAGAAC

CGACCTACAC

ACGCTTCCCG

CGGAACAGGA

TTTATAGTCC

TGATGCTCGT

CTTTTTACGG

AGTGAACCGT

ATAGAAGACA

GCAAAAAGCT

CCCCGGCACT

CCACAGTTCG

AGCTTTGCCG

GGGAGGGGGC

GGCGGAGTTC

CCTAAAGGTT

AGGGGCGGGC

GGGTTGCCAT

AGACTCACTC

CCCAGAGCAG

CCTGCCTGCG

CTGCTGCGGG

AGGGGACCGA

GGGCGGTTGA

ATAGTAGCCC

CGTGGGGGAC

TGCACGAACC

CGAACTGAGA

AAGGGAGAAA

GAGCGCACGA

TGTCGGGTTT

CAGGGGGGCG

TTCCTGGCCT

CAGATCGCCT

CCGGGACCGA

ATTTAGGTGA

GCTTCTCGTG

GGCTGGACTC

AACCCGAGAG

GTTGCTCAGT

TTGGCTGCCG

CACAGCTGGA

CTGGGGCGCG

AAAGTGAATG

TCTCCTCCGC

GGGGGCGGCC

CTCCAGAACG

ACGCACTGTG

GGGACCAAGG

ACTCTGGTGT

CGGGGCTGGG

TGAGAAGAGA

ACAGAGTGGG

TACCTACAGC
GGCGGACAGG
GGGAGCTTCC
CGCCACCTCT
GAGCCTATGG
TTTGCTGGCC
GGAGACGCCA
TCCAGCCTCC

CACTATAGAA

ACTCCGGGGA

AGGGGCGACA
TCCCAGCTGG
GGATGGCAAA
GGTGGCAGGA
AAGGGAGGAG

SphI
CGGCATGCTG

GGCGCCGGCG

TAGCCTGGGA

CCCACCccCGC
CCGCCGCCAC
AGTACTTGAC
CTGGTCCTGG
TTGGGGAATC
ACATGGGAGA
TTTAGGGGAC

TAGTCTGGAA
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4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

ACCTTTACCA

AAGGTGATAA

AGGGCAACAG

CAGCGTCTGG

CTGCTCCGCA

AGATGGCCGC

GACTGGCAGG

GAGCCTCCTC

GGATAGAACG

GTGTCCAGCA

TATCCGGCAG

TGGGTCCCCT

CCTGCCCGTT

GCCTTGGGGC

GATCAGGGCA

CCTACAAAGG

CAAGCCTCCG

GCCTTCTTTC

CCTCAAATTC

CCGCCGCCAC

ATTCTCGTGG

CGGAGAGGGT

TCTGCACCAC

TTCACCTATG

GCATGACTTT

CCATCTTTTT

GAGAGCACCT

GGGTAGCCAA

GCGGCTCGCA

AAGTAGGGGT

GTTGGAATTG

TGCGAGCTAC

TCTGTCGTGG

GGAATCGGAC

CTTGGGGCGG

GTGGTGAACG

CGCCTGCCCA

GAAATCCCAG

TGGGCCTGAA

AGGGTTCCTC

TCAGTAGACT

GAAGACTAAG

AGGGGCTCAG

TTTCTTTCTA

CTAGTCTGGT

CATGAGCAAG

AACTGGATGG

GAAGGTGATG

TGGAAAGCTC

GCGTGCAGTG

TTCAAGAGCG

CAAAGATGAC

TGAAATCTAG

CTGAGGAGAG

GCGCCACTTG

GCGCGTAGTA

GAGCCCTGTT

AGGGCCCAAG

GCCGTTTGGA

AGAATGTCAG

CAAAGTGGGT

GAATGTCCCT

GCTGCGTTAT

CTCCCAGTTT

AGGAGCTGGG

TGCAAGACAA

TCCCCAATCC

CTACAGGGTG

TCCCCTCACA

ACCCTAATTC

TGTTAGCCCA

GGCGAGGAAC

CGATGTGAAT

CCACATACGG

Ncol

CCTGTGCCAT

CTTTTCCAGA

CCATGCCCGA

GGGAACTACA

GGGCAAGCGG

GGCAGCGGTC

GCCCAGGCTT

GCTCATGCTT

GCGAGAGTCG

CTGCCAGCAC

TCTGGAAGGG

CGGCACGTGG

CTCTCTGGGG

GGCCGACTGG

Ncol
GTGCCATGGG

TCAAACTTGA

AGAGTAAAGG

CCCCCGCTCC

AAACTGAGGA

CAGCAGCCGC

AACTCGAAGT

CAGTACAACT

CAAGGGCCAG

GCTCAGCCTA

AGACAGACTC

TCCTTCCCAG

CTACTGGGTC

AACGCGACAC

TCCAGATCTG

GGTTTGGAAC

AGCAGACGAT

CATGTCCACC

GTCGGCTCGG

TTTTGCCTCT

GTGCAGCACG

AGCTCAAAGA

AAGACTAAGC

AGGCCACTCA

StuIl

CAACTGTTAG

GACCGGATAC

Sacl Spel NotI

CTGAGCTCAC

TGTTCACTGG

GGGCACAAAT

AAAGCTCACC

GGCCAACACT

TAGTCGGCGG

CGTGGTCCCA

TTTCTGTCAG

CTGAAATTCA

GGTCACTACC

NdeI

TACCCAGACC

GGGCTATGTG

AGACCCGCGC

ATATGAAGCA

CAGGAGAGAA

TGAAGTCAAG
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5401

5451

5501

5551

5601

5651

5701

5751

TTCGAAGGTG

TAAGGAAGAT

CCCACAATGT

AACTTCAAGA

CCATTATCAA

ACAACCATTA

AAGAGAGACC

ACATGGCATG

ACACCCTGGT

GGAAACATTC

GTACATCATG

TCAGACACAA

CAGAACACTC

CCTGTCCACC

ACATGGTCCT

GACGAGCTGT

GAATAGAATC

TCGGCCACAA

GCCGACAAGC

CATTGAGGAT

CAATCGGCGA

CAGTCTGCCC

GCTGGAGTTT

GAGTTGAAGG

GCTGGAATAC

AAAAGAATGG

BamHI
GGATCCGTGC

CGGCCCTGTG

TGTCTAAAGA

GTGACCGCTG

NotI

ACAAGTGAGC

GCATTGACTT

AACTATAACT

CATCAAGGTC

AGCTGGCCGA

CTCCTCCCAG

TCCCAACGAA

CTGGGATCAC
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Anexo 5

Notl Ndel
BamHI -
Ndel
Ncol *
Notl \\ 6
Spel
Sacl &
Notl —
Sphl ;‘
£ pPitx3_0.6Kb-GFP
4616 bp
Stul —
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

GGCCGCTCTA

ACATAATTGG

AAAATTTTTA

TGAGAGTTTT

CTAGTGATTC

TTTCAGGCCC

CCACATTTGT

CTGAACCTGA

TGCAGCTTAT

ATAAAGCATT

AATGTATCTT

GCGCGGGGAG

CGCACCGATC

GCGCCCTGTA

CGTGACCGCT

TCCCTTCCTT

CGGGGGCTCC

CAAAAAACTT

AGACGGTTTT

CTCTTGTTCC

TGATTTATAA

TGATTTAACA

ATTTCAGGTG

ATTTTTCTAA

TGGTGAGAAC

AAGGTCTAAG

TAGGGATCGC

GCTTGGGATC

ACAAACTACC

AGTGTATAAT

GCTTACTGAG

TAATTGTTTG

CTCAGTCCTC

AGAGGTTTTA

AACATAAAAT

AATGGTTACA

TTTTTCACTG

ATCATGTCTG

AGGCGGTTTG

GCCCTTCCCA

GCGGCGCATT

ACACTTGCCA

TCTCGCCACG

CTTTAGGGTT

GATTAGGGTG

TCGCCCTTTG

AAACTGGAAC

GGGATTTTGC

AAAATTTAAC

GCACTTTTCG

ATACATTCAA

GGCTTGCTCG

ATGTGCGATA

TGGTATCAAA

pPitx3_0.6Kb-GFP

TTTGTGAAGG

TACAGAGATT

GTGTTAAACT

TATGATTTAT

TGTATTTTAG

ACAGTCTGTT

CTTGCTTTAA

GAATGCAATT

AATAAAGCAA

CATTCTAGTT

GATCGATCCT

CGTATTGGCT

ACAGTTGCGC

AAGCGCGGCG

GCGCCCTAGC

TTCGCCGGCT

CCGATTTAGT

ATGGTTCACG

ACGTTGGAGT

AACACTCAAC

CGATTTCGGC

GCGAATTTTA

GGGAAATGTG

ATATGTATCC

GCAGCTTCGA

GAGGGAAGTC

TATGTGTGCC

AACCTTACTT

TAAAGCTCTA

NdeI
AGCTGCATAT

GAAAATATTA

ATTCACAGTC

CATGATCATA

AAAACCTCCC

GTTGTTGTTA

TAGCATCACA

GTGGTTTGTC

GCATTAATGA

GGCGTAATAG

AGCCTGAATG

GGTGTGGTGG

GCCCGCTCCT

TTCCCCGTCA

GCTTTACGGC

TAGTGGGCCA

CCACGTTCTT

CCTATCTCGG

CTATTGGTTA

ACAAAATATT

CGCGGAACCC

GCTCATGCCA

TGTGTGCTGG

GCATTGAATT

CACCCCTGGC

CTGTGGTGTG

AGGTAAATAT

GCTTGCTGCT

TACACAGGAG

CCAAGGCTCA

ATCAGCCATA

ACACCTCCCC

ACTTGTTTAT

AATTTCACAA

CAAACTCATC

ATCGGCCAAC

CGAAGAGGCC

GCGAATGGAC

TTACGCGCAG

TTCGCTTTCT

AGCTCTAAAT

ACCTCGACCC

TCGCCCTGAT

TAATAGTGGA

TCTATTCTTT

AAAAATGAGC

AACGTTTACA

CTATTTGTTT

GGTCTTGGAC

AGGGAGAATA

ATGTGCTGTG

ATGAGACAAT

80



1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

AACCCTGATA

CAACATTTCC

TGTTTTTGCT

AGTTGGGTGC

ATCCTTGAGA

TAAAGTTCTG

AGCAACTCGG

TCACCAGTCA

ATGCAGTGCT

TGACAACGAT

GGGGATCATG

CATACCAAAC

CGTTGCGCAA

CAATTAATAG

CTCGGCCCTT

AGCGTGGGTC

TCCCGTATCG

ACGAAATAGA

AACTGTCAGA

CATTTTTAAT

GCCATAACTT

TCCCTTAACG

ATCAAAGGAT

GCAAACAAAA

AGCTACCAAC

CCAAATACTG

CTCTGTAGCA

CTGCTGCCAG

TAGTTACCGG

AATGCTTCAA

GTGTCGCCCT

CACCCAGAAA

ACGAGTGGGT

GTTTTCGCCC

CTATGTGGCG

TCGCCGCATA

CAGAAAAGCA

GCCATAACCA

CGGAGGACCG

TAACTCGCCT

GACGAGCGTG

ACTATTAACT

ACTGGATGGA

CCGGCTGGCT

TCGCGGTATC

TAGTTATCTA

CAGATCGCTG

CCAAGTTTAC

TTAAAAGGAT

CGTATAATGT

TGAGTTTTCG

CTTCTTGAGA

AAACCACCGC

TCTTTTTCCG

TCCTTCTAGT

CCGCCTACAT

TGGCGATAAG

ATAAGGCGCA

TAATATTGAA

TATTCCCTTT

CGCTGGTGAA

TACATCGAAC

CGAAGAACGT

CGGTATTATC

CACTATTCTC

TCTTACGGAT

TGAGTGATAA

AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

ACACCACGAT

GGCGAACTAC

GGCGGATAAA

GGTTTATTGC

ATTGCAGCAC

CACGACGGGG

AGATAGGTGC

TCATATATAC

CTAGGTGAAG

ATGCTATACG

TTCCACTGAG

TCCTTTTTTT

TACCAGCGGT

AAGGTAACTG

GTAGCCGTAG

ACCTCGCTCT

TCGTGTCTTA

GCGGTCGGGC

AAAGGAAGAG

TTTGCGGCAT

AGTAAAAGAT

TGGATCTCAA

TTTCCAATGA

CCGTATTGAC

AGAATGACTT

GGCATGACAG

CACTGCGGCC

CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

GCCTGTAGCA

TTACTCTAGC

GTTGCAGGAC

TGATAAATCT

TGGGGCCAGA

AGTCAGGCAA

CTCACTGATT

TTTAGATTGA

ATCCTTTTTG

AAGTTATGGC

CGTCAGACCC

CTGCGCGTAA

GGTTTGTTTG

GCTTCAGCAG

TTAGGCCACC

GCTAATCCTG

CCGGGTTGGA

TGAACGGGGG

TATGAGTATT

TTTGCCTTCC

GCTGAAGATC

CAGCGGTAAG

TGAGCACTTT

GCCGGGCAAG

GGTTGAGTAC

TAAGAGAATT

AACTTACTTC

GCACAACATG

TGAATGAAGC

ATGGCAACAA

TTCCCGGCAA

CACTTCTGCG

GGAGCCGGTG

TGGTAAGCCC

CTATGGATGA

AAGCATTGGT

TTTAAAACTT

ATAATCTCAT

ATGACCAAAA

CGTAGAAAAG

TCTGCTGCTT

CCGGATCAAG

AGCGCAGATA

ACTTCAAGAA

TTACCAGTGG

CTCAAGACGA

GTTCGTGCAC
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2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

ACAGCCCAGC

GTGAGCATTG

TATCCGGTAA

AGGGGGAAAC

GACTTGAGCG

AAAAACGCCA

TTTTGCTCAC

TCCACGCTGT

GGACTCTAGC

Pstl

GGTACGCCTG

StuIl

GAGCCCAAGG

CGGACCACCG

AGCGCAGTCC

CGCTTCTGAT

CCCCTCCCAC

CAAGGGCGGC

CGGCGGGCTG

GGGGGTGGCA

GAGCCCAGCG

AGGGTGCCTG

AGCCACCACC

CATGCAGGCC

AGCAAGGGCG

GGATGGCGAT

GTGATGCCAC

TTGGAGCGAA

AGAAAGCGCC

GCGGCAGGGT

GCCTGGTATC

TCGATTTTTG

GCAACGCGGC

ATGCTCGTTT

TTTGACCTCC

CTAGGCTTTT

CAGCCGTCTC

CCTCAATTAG

TACTTTTGCT

GGGCCACGTG

TGGCCATAGG

TAAGGTGGGG

GCATCTGGAA

GGGGCGCCCT

CTGCACTGTG

NotI
GAGCGGCCGC

GCCCCTGGCC

CGGAGTCTGC

CGACCTACAC

ACGCTTCCCG

CGGAACAGGA

TTTATAGTCC

TGATGCTCGT

CTTTTTACGG

AGTGAACCGT

ATAGAAGACA

GCAAAAAGCT

CCCCGGCACT

CCACAGTTCG

AGCTTTGCCG

GGGAGGGGGC

GGCGGAGTTC

CCTAAAGGTT

AGGGGCGGGC

GGGTTGCCAT

AGACTCACTC

CCCAGAGCAG

CCTGCCTGCG

CTGCTGCGGG

SacI Spel

CCCTCGACGA

AGGAACTGTT

GTGAATGGGC

ATACGGAAAG

GCTCACTAGT

CACTGGCGTG

ACAAATTTTC

CTCACCCTGA

CGAACTGAGA

AAGGGAGAAA

GAGCGCACGA

TGTCGGGTTT

CAGGGGGGCG

TTCCTGGCCT

CAGATCGCCT

CCGGGACCGA

ATTTAGGTGA

GCTTCTCGTG

GGCTGGACTC

AACCCGAGAG

GTTGCTCAGT

TTGGCTGCCG

CACAGCTGGA

CTGGGGCGCG

AAAGTGAATG

TCTCCTCCGC

GGGGGCGGCC

CTCCAGAACG

ACGCACTGTG

NotI
CGGCGGCCGC

GTCCCAATTC

TGTCAGCGGA

AATTCATCTG

TACCTACAGC
GGCGGACAGG
GGGAGCTTCC
CGCCACCTCT
GAGCCTATGG
TTTGCTGGCC
GGAGACGCCA
TCCAGCCTCC

CACTATAGAA

ACTCCGGGGA

AGGGGCGACA
TCCCAGCTGG
GGATGGCAAA
GGTGGCAGGA
AAGGGAGGAG

SphI
CGGCATGCTG

GGCGCCGGCG

TAGCCTGGGA

CCCACCccCGC
CCGCCGCCAC

AGTACTTGAC

CGCCACCATG
TCGTGGAACT
GAGGGTGAAG

CACCACTGGA
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4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

AAGCTCCCTG

GCAGTGCTTT

AGAGCGCCAT

GATGACGGGA

CCTGGTGAAT

ACATTCTCGG

ATCATGGCCG

ACACAACATT

ACACTCCAAT

TCCACCCAGT

GGTCCTGCTG

AGCTGTACAA

Ncol

TGCCATGGCC

TCCAGATACC

GCCCGAGGGC

ACTACAAGAC

AGAATCGAGT

CCACAAGCTG

ACAAGCAAAA

BamHI

GAGGATGGAT

CGGCGACGGC

CTGCCCTGTC

GAGTTTGTGA

NotI
GTGAGC

AACACTGGTC

NdeI
CAGACCATAT

TATGTGCAGG

CCGCGCTGAA

TGAAGGGCAT

GAATACAACT

GAATGGCATC

CCGTGCAGCT

CCTGTGCTCC

TAAAGATCCC

CCGCTGCTGG

ACTACCTTCA

GAAGCAGCAT

AGAGAACCAT

GTCAAGTTCG

TGACTTTAAG

ATAACTCCCA

AAGGTCAACT

GGCCGACCAT

TCCCAGACAA

AACGAAAAGA

GATCACACAT

CCTATGGCGT

GACTTTTTCA

CTTTTTCAAA

AAGGTGACAC

GAAGATGGAA

CAATGTGTAC

TCAAGATCAG

TATCAACAGA

CCATTACCTG

GAGACCACAT

GGCATGGACG
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