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ABSTRACT 

Humberto Rodríguez Rocha Date: August, 2006 

Universidad Autónoma de Nuevo León Medicine School 

Title: Generation of a homologus recombination 
vector for the conditional inactivation of 
the NURR1 gene 

Number of pages: 98 Candidate to degree of Doctor in Sciences 
with major in Morphology 

Study area: Morphology 

Purpose and Method of study: Nurrl transcription factor inactivation is lethal, because it 
causes a specific loss of mesencephalic dopaminegic neurons and mice die during their first day 
of life. These neurons degenerate in Parkinson disease. The present project represents a strategy 
to rescue the lethal fenotype that allows the spatial and temporal analysis of Nurrl function. 
Homologous recombination vector was designed carrying exon 3 of Nurrl gene flanked by loxP 
sites. Specific oligonucleotides were designed to amplify by PCR the regions of Nurrl gene: 
exon 2, exon 3, and finally a region from exon 4 to exon 8. Amplified exons were cloned and 
characterized by restriction maps. They were subcloned in a plasmid containing the loxP sites, 
generating a vector with loxP sites in introns 2 and 3, and the Neo cassette in intron 2. This 
vector was sequenced and four mutations were detected. The mutated fragment was replaced by 
one without mutations. LoxP sequences are recognized by Cre recombinase, which allows 
deletion of the DNA between two loxP sites. Functionality of the introduced loxP sites was 
determined in the vector of conditional homologous recombination. SH-SY5Y neuroblastoma 
cells were cotransfected with conditional homologous recombination vector and Cre 
recombinase expressing plasmid. Neo cassette elimination was detected by PCR demonstrating 
loxP sites functionality. 

Contributions and Conclusions: In the present work the generation of a functional 
homologous recombination vector for the conditional inactivation of the Nurrl gene. In 
addition, this work opens the possibility for the generation of a murine model for conditional 
inactivation of Nurrl gene to determine its function in CNS areas where it is expressed. 
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RESUMEN 

Humberto Rodríguez Rocha Fecha: Agosto de 2006 

Universidad Autónoma de Nuevo León Facultad de Medicina 

Titulo de Estudio: Generación de un vector de 
recombinación homologa para la 
inactivación condicional del gen NURR1 

Número de Páginas: 98 Candidato para el Grado de Doctor en 
Ciencias con Orientación Terminal en 
Morfología 

Área de Estudio: Morfología 

Propósito y Método del estudio: La inactivación del factor de transcripción Nurrl es letal, 
puesto que provoca una pérdida específica de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas y los 
ratones recién nacidos mueren durante su primer día de vida. Estas neuronas son las que 
degeneran en la enfermedad de Parkinson. Este trabajo presenta una estrategia de rescate del 
fenotipo letal para analizar la función en tiempo y espacio específico en las diferentes regiones 
donde se expresa Nuirl. Para ello se diseñó un vector de recombinación homologa que porta el 
exón 3 del gen Nurrl flanqueado por sitios loxP. Mediante oligonucleotides específicos se 
amplificaron por PCR las regiones de interés del gen Nurrl: el exón 2, el exón 3 y finalmente 
una región del exón 4 al exón 8. Los exones amplificados se clonaron y caracterizaron por 
mapas de restricción. Posteriormente se subclonaron en un plásmido que contenía los sitios 
loxP, obteniendo un vector con los sitios loxP ai los intrones 2 y 3; y el gen Neo en el intrón 2. 
Este vector fue secuenciado encontrándose cuatro mutaciones, que se eliminaron sustituyendo el 
fragmento mutado por uno sin mutaciones. Las secuencias loxP son reconocidas por la enzima 
Cre recombinasa, lo que permite la eliminación del DNA entre dos sitios loxP. Para determinar 
la funcionalidad de los sitios loxP, en un ensayo se cotransfectaron células de neuroblastoma 
(SH-S Y5 Y) con un plásmido de expresión de la Cre recombinasa y el vector de recombinación 
homologa condicional. Se detectó la eliminación del gen Neo mediante PCR, con lo cual se 
demostró la funcionalidad de los sitios loxP del vector. 

Contribuciones y Conclusiones: Mediante el desarrollo del presente trabajo fue posible la 
obtención de un vector de recombinación homologa para la inactivación condicional para el gen 
Nurrl con secuencias loxP funcionales. Además, este trabajo abre la posibilidad de generar un 
modelo murino de inactivación condicional del gen Nurrl para determinar su función en las 
diferentes áreas del SNC donde se expresa. 
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CAPÍTULO 1 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El sistema nervioso es uno de los más complejos en cuanto a función y composición 

tisular. Mientras que otros sistemas están constituidos por diferentes tipos celulares, el sistema 

nervioso está constituido por billones de neuronas conectadas entre sí, formando una compleja 

red, que es sustentada metabòlicamente por las células gliales. Gracias a la red de conexiones 

entre neurona y neurona, así como su relación con cada uno de los órganos que constituyen a un 

individuo, el sistema nervioso, tiene la capacidad de recibir, transmitir, elaborar y almacenar 

una gran cantidad de información. Cuando existe alguna alteración metabolica o física que 

interrumpa dicha comunicación, se pueden producir alteraciones muy severas. 

En la actualidad, existe un considerable número de enfermedades del sistema nervioso 

que afectan al ser humano y aún se desconoce la etiología de la mayoría de ellas. Entre ellas 

podemos encontrar desórdenes neurodegenerativos, por ejemplo la enfermedad de Parkinson, de 

Alzheimer y Huntington. Actualmente, en la enfermedad de Parkinson no se conoce el 

mecanismo molecular que induce la degeneración de las neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas. 

Sin embargo, debido al desarrollo de nuevas herramientas tecnológicas, ha sido posible 

desarrollar modelos animales que reproduzcan la sintomatologia de una determinada 

enfermedad neurològica, de modo que nos permitan entender los mecanismos moleculares de 

estos padecimientos, y encontrar una posible solución de estas enfermedades en un futuro. En 



los modelos animales se investigan una serie de proteínas relacionadas con el desarrollo y 

mantenimiento de las neuronas, por ejemplo: factores de crecimiento, de diferenciación, de 

migración, de transcripción, de proliferación, etc. 

En el presente trabajo nos enfocamos en el factor de transcripción Nurrl, cuya 

inactivación1"6 en un modelo animal murino, provocó la pérdida de las neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas, mismas que degeneran en la enfermedad de Parkinson. 



1.2. ANTECEDENTES 

1.2.1. Superfamilia de receptores nucleares 

Los receptores nucleares constituyen una gran familia de factores de transcripción 

inducidos por ligando, entre los que se incluyen: receptores para hormonas esteroideas 

(estrógenos, progesterona, glucocortocoides, mineralocorticoides y andrógenos), tiroideas y 

ciertas vitaminas liposolubles (vitamina D, ácido retinoico, 9-cis ácido retinoico y ecdisona). 

Además, están relacionados con procesos fisiológicos y del desarrollo, en respuesta a una gran 

variedad de señales químicas (Figura l)7"9. 

Estos receptores nucleares han sido agrupados en subfamilias de genes hermanos en base 

a su homología estructural por el alto grado de conservación dentro del dominio de unión al 

DNA (DBD) y el dominio de unión al ligando (LBD) localizado en la región carboxilo terminal 

Citoplasma 

HRL 

Figura 1. Activación de un receptor nuclear. El ligando que es una pequeña molécula 
lipofílica atraviesa la membrana plasmática y se une a su receptor en el citoplasma o en 
el núcleo activándolo. 



de los receptores nucleares. Los receptores nucleares también contienen dominios menos 

conservados, los cuales son regiones importantes para su activación transcripcional por sus 

siglas en inglés AFs ("Activation Functions") y se localizan en las regiones del LBD y amino 

Terminal (Figura 2). En la actualidad se han identificado más de 30 subfamilias10'11. 

3 3 D L8 D 
N-5 

I I 
AF-í A--2 

AF-2 
"e ix 
i—i 

{ ] C O O h 

Figura 2. Organización estructural de los receptores nucleares. 

1.2.2. Subfamilia Nur 

La subfamilia Nur está constituida por Nur7712 (NGFI-B y NAK-113-15 NOR1 

(MINOR y TECl6~m) y Nurrl(RNR-l19y NOT20). 

Si bien, a la mayoría de los receptores nucleares se les ha identificado un ligando, hay 

algunos otros cuyo ligando aún se desconoce. A estos receptores nucleares se les ha designado 

"receptores nucleares huérfanos"21. La familia Nur pertenece a esta clase de receptores 

nucleares. 

Actualmente no se conoce una señal química o ligando que module la actividad 

transcripcional de los miembros de la familia Nur (Figura 3), por lo cual se piensa que al igual 

que otros receptores nucleares, son activados por un ligando hidrofóbico que atraviesa la 



membrana celular hacia el interior de la célula. Estudios recientes indican que Nurrl pertenece a 

una clase de receptores nucleares independientes de ligando y que son incapaces de unirse a 

ligandos conocidos22. Estos factores pueden iniciar la transcripción en forma de monómeros21, 

22, o bien, como dímeros25"27. Nurrl y Nurr77 forman heterodímeros con un receptor del ácido 

retinóico, el 9-cis (RXR)28. 

Nurrl 

NH2 COOH 
AF1 AF2 

Figura 3. El receptor Nuclear huérfano Nurrl. Estructura del Receptor Nuclear con el dominio de unión 
al DNA centralmente localizado (DBD), flanqueado por una región amino terminal no conservada que 
contiene un sitio de activación independiente de ligando (AF1) y un dominio de unión a ligando (LBD), 
donde también se encuentra un AF2. 

1.2.3. Nurrl 

Nurrl es un gen que se expresa de manera específica en el Sistema Nervioso Central 

(cerebro, médula espinal y bulbo olfatorio), y en los labios durante el desarrollo embrionario 

Aparte de unas pocas células esparcidas en el desarrollo de las extremidades, Nurrl también se 

expresa en el adulto en los testículos, glándula adrenal y timo1'4,6'29• También se ha detectado 

expresión de Nurrl en hígado en regeneración19, y en la corteza suprarrenal, en respuesta a la 

estimulación por adrenocorticotropina20. Recientemente se ha demostrado la expresión de Nurrl 

en cultivos primarios de osteoblastos30, mediante la estimulación con la hormona paratifoidea; 

también se demostró en otro estudio, que el inhibidor de cinasas dependientes de Ciclina p57Kip2 



al ser inactivado en un modelo animal mostró un fenotipo muy similar al KO-Nurrl en las 

nueuronas dopaminérgicas, demostrando que p57Klp2 es requerido para el desarrollo normal de 

estas neuronas por lo tanto p57Kip2 actúa como cofactor de NURR1 en la diferenciación de las 

neuronas dopaminérgicas31. 

La expresión de Nurrl inicia a partir del día 10.5 del desarrollo embrionario en el 

cerebro del ratón. Se expresa en las principales áreas del cerebro, tanto en poblaciones de 

neuronas motoras, como sensoriales. Hay una intensa expresión en la región ventral 

mesencefálica, donde es requerido para la generación del fenotipo dopaminérgico de las 

neuronas de este sitio. Si bien, no es esencial para el fenotipo neuronal, sí lo es en etapas 

posteriores de diferenciación para tipos específicos de neuronas. Esto se demostró mediante una 

prueba inmunohistoquímica con los marcadores de proliferación celular BrdU y Nestina. La 

expresión de Nurrl se localizó en la zona intermedia del tubo neural, fuera de la región 

ventricular o de proliferación, lo cual indica que Nurrl se expresa en células postmitóticas 

(neuroblastos)32. Por lo tanto, se concluye que estas células adquirieron el linaje neuronal pero 

no han alcanzado la diferenciación. 

1.2.4. Inactivación del gen NURR1 en ratones 

Saucedo-Cardenas y colaboradores generaron ratones carentes de la función de Nurrl al 

introducir una mutación en este gen, específicamente en la línea germinal, mediante la 

tecnología de recombinación homóloga en células madre embrionarias. Los ratones 

homocigotos mutantes (-/-) recién nacidos, también llamados "knock-out", se caracterizan 

fisiológicamente por ser hipoactivos, además, carecen de la capacidad de succión, no se observa 



leche en su estómago, además presentan deficiencias respiratorias y una respuesta inadecuada a 

la hipoxia33 y mueren durante su primer día de vida. 

En estos ratones "knock-out" para Nurrl (KO-Nurrl), se detectó la presencia de cuerpos 

apoptóticos en la sustancia negra y en el área ventral tegmentaria del mesencèfalo (regiones 

ricas en neuronas dopaminérgicas), mientras que otras poblaciones de neuronas dopaminérgicas 

donde también se expresa Nurrl, no se vieron alteradas4'6. Al realizar análisis de apoptosis a 

nivel de desarrollo embrionario mediante el ensayo de TUNEL, se encontró muerte neuronal en 

la zona intermedia del tubo neural en el dia 18.S del desarrollo embrionario. Por lo tanto, se 

sugiere que las células neuronales no tuvieron la capacidad de migrar hacia la zona marginal del 

tubo neural, y por ello no pudieron recibir el soporte neurotrófico necesario para su 

supervivencia y mantenimiento32. 

En base al efecto de la inactivación del gen NURR1 en la parte ventral del mesencèfalo, 

se realizó un análisis de expresión de marcadores genéticos específicos de esta región. Para ello 

se utilizaron los marcadores TH (tirosina hidroxilasa) y PTX-3 (Pituitary homeobox 3). 

La TH es una enzima que interviene en el metabolismo del neurotransmisor dopamina, 

en donde la tirosina es convertida a DOPA por la TH, y la DOPA a dopamina por una 

descarboxilasa. La TH comienza a expresarse en el día 11.5 del desarrollo embrionario del 

ratón, es decir, después de la expresión del gen NURRL El marcador PTX-3, producto de un 

gen homeótico, es fuertemente expresado en células dopaminérgicas en diferenciación de la 

parte ventral del cerebro medio, lo que sugiere que puede estar relacionado con la determinación 



del linaje dopaminérgico me sen cefálico34, cuya expresión inicia el día 11.5 del desarrollo 

embrionario del ratón. 

En el embrión KO-Nurrl se observó expresión de PTX-3 a los 11.5 días del desarrollo 

embrionario. Esto significa que en la etapa de diferenciación temprana, estas neuronas no son 

afectadas por la inactivación de Nurrl. Sin embargo, no se encontró expresión de TH, lo que 

sugiere que las células de la región ventral del mesencèfalo no lograron adquirir el fenotipo 

dopaminérgico. 

En contraste, en el ratón KO-Nurrl recién nacido, no se detectó expresión de PTX-3 y 

TH en el mesencèfalo ventral, lo que indica que hay células neuronales pero carentes del 

fenotipo dopaminérgico. 

Las neuronas del mesencèfalo ventral son las principales productoras de dopamina. Estas 

neuronas intervienen en el control de movimientos voluntarios, participan en actividades 

cognitivas y emocionales, y su degeneración ha sido asociada con la enfermedad de Parkinson. 

En esta enfermedad degenera el mismo tipo de neuronas que en el ratón KO-Nurrl. 

Actualmente, el tratamiento de los pacientes con enfermedad de Parkinson, implica la 

administración de la droga L-Dopa. Este fármaco es transformado en el tejido cerebral en el 

neurotransmisor Dopamina. Sin embargo, este tratamiento sólo es efectivo por un tiempo 

limitado, ya que los pacientes con la enfermedad de Parkinson, requieren cada vez una dosis 

más alta y experimentan efectos motores adversos35. Otra estrategia terapéutica que se ha 

empleado, es el transplante de células progenitoras neurales multipotenciales. La desventaja de 
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este tratamiento radica en que las células no logran adquirir completamente el fenotipo 

dopaminérgico. 

En estudios recientes se demostró que células progenitoras neuronales multipotenciales, 

con sobre-expresión de Nurrl, no fueron capaces de inducir la expresión de TH aún y cuando 

fueron tratadas con diferentes factores de crecimiento y supervivencia. Sin embargo, cuando 

estas células se co-cultivaron con astrocitos de la región ventral mesencefálica, se logró que las 

células neuronales adquirieran el fenotipo dopaminérgico. Este efecto fue dependiente de la 

expresión de Nurrl, lo que sugiere que los astrocitos producen alguna proteína, que actúa sobre 

el receptor nuclear Nurrl para que realice la transcripción de TH36. Lo anterior demuestra la 

relevancia del factor de transcripción Nurrl, el cual ha adquirido una gran importancia como 

posible fuente de terapia para la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, aún falta comprender 

cómo es que la inactivación de este factor de transcripción conduce a la muerte neuronal del tipo 

dopaminérgico. Dentro de las diferentes estrategias para dilucidar este mecanismo, se encuentra 

la identificación de genes blancos que sean encendidos por el factor de transcripción Nurrl, y 

cuya función a nivel celular ayude a comprender esta vía. 

1.2.5. Recombinación Homologa en Células Madre Embrionarias (CME) 

En la actualidad, los animales transgénicos son una herramienta muy valiosa para el 

estudio de la función de genes, y para crear modelos animales para el estudio de enfermedades 

humanas (para evaluar nuevos tratamientos). Existen varios métodos para generar animales 

transgénicos y su uso depende de la especie animal con que se trabaje. Asimismo, existen 

numerosas técnicas para controlar la expresión génica. Una de ellas es el sistema Cre-Lox P37,38, 



que se utiliza para eliminar una secuencia determinada del genoma o para integrar un fragmento 

de DNA exógeno. Otros sistemas de inhibición gènica funcionan ya sea mediante la formación 

de una triple hélice39, RNA antisentido, RNA de interferencia o mediante la sobreexpresión de 

proteínas con un efecto negativo transdominante. 

1.2.6. La inactivación dirigida de genes 

La inactivación dirigida de genes consiste en la introducción de mutaciones 

específicamente en un gen, así como en la transmisión estable de las mismas, en la línea 

germinal de las generaciones subsecuentes. De esta manera la función del gen se correlaciona 

con el fenotipo observado in vivo, ya sea a nivel estructural o fisiológico40'4l. Los eventos 

trascendentales que dieron origen a esta tecnología de inactivación de genes en mamíferos 

comprende: (1) el desarrollo de líneas celulares pluripotenciales a partir de células madre 

embrionarias (CME)42,43, (2) el desarrollo de organismos quiméricos utilizando estas células de 

los cultivos celulares41,44 y (3) la recombinación homóloga del DNA en células de mamífero45' 

46 

Para inactivar un gen in vivo es necesario diseñar un vector que incluya la secuencia 

genómica del gen de interés y una alteración que inactive la función del mismo. El diseño 

consiste en tres partes46,47- Primero, se introduce mediante manipulación genética in vitro, una 

mutación que inactive al gen, ya sea la inserción de una secuencia en un exón, la adición de un 

codón de paro al inicio del gen, o la deleción de uno o más exones del gen. En segundo lugar, se 

incorpora un gen marcador para seleccionar las células, por ejemplo el cassette de resistencia a 



la neomicina (NeoR), el cual permite la identificación de las CME transfectadas en el cultivo 

celular. Por último, la secuencia del gen de interés, la cual debe proporcionar la homología 

adecuada en las regiones flanqueantes para permitir la recombinación homóloga. Las CME 

pueden ser transfectadas por varios métodos con el vector diseñado, el más común es la 

electroporación. La secuencia del vector se puede incorporar en el genoma aleatoriamente, o por 

el reemplazo de la secuencia homóloga endógena. Las CME con la integración deseada son 

seleccionadas por su capacidad de crecer en medios selectivos que contienen la droga 

neomicina. Posteriormente, la recombinación homóloga es identificada por la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR), así como mediante una sonda marcada en un ensayo de 

Southern blotting. Las clonas de las CME positivas son microinyectadas en el blastocisto de 3.S 

días y reimplantadas en una madre adoptiva pseudopreñada. Los blastocistos y las CME son 

extraídas de ratones de diferente cepa (diferente color) que permite la identificación de la 

progenie (quimera). Estos ratones quiméricos se cruzan con la cepa de la cual provienen las 

CME para mantener la pureza de la cepa. Los ratones heterocigotos son identificados por PCR o 

Southern blotting, después se entrecruzan para obtener ratones homocigotos mutantes (si estos 

últimos no nacen, significa que la falta del gen es letal durante el desarrollo embrionario) en 

donde se analiza el fenotipo para determinar la función del gen. 

1.2.7. Inactivación condicional de genes 

La recombinación homóloga es una excelente forma de suprimir la expresión de un gen 

en un animal. La recombinación homóloga condicional es la inactivación de un gen 

específicamente en uno de los tejidos del organismo. Esta estrategia se utiliza principalmente 

cuando la inactivación del gen es letal durante el desarrollo embrionario o al nacer (como el 



ratón KO-Nurrl). Para evitar el efecto letal y obtener ratones adultos para el análisis de un 

fenotipo en esta etapa, se induce la eliminación específica del gen en un tejido. 

Esta estrategia es una modificación de los KO clásicos y se basa en el uso de secuencias 

loxP que son reconocidas únicamente por la enzima Cre-Recombinasa, que es una proteína sitio 

específica de las secuencias loxP. El gen de interés o parte del mismo se flanquea con los sitios 
JA 

loxP para que sea eliminado por recombinación mediada por la enzima Cre . Esta estrategia la 

podemos resumir en tres etapas. Primero, la modificación irt vitro del gen de interés al cual se le 

introduce en dos intrones una secuencia reconocida por la enzima Cre-Recombinasa (secuencias 

loxP), y el gen marcador para resistencia a neomicina (también en un intrón) flanqueado por 

secuencias loxP. Segundo, se realiza la recombinación homóloga en CME de la misma manera 

para obtener un KO clásico. Posteriormente, mediante el uso de la enzima Cre-Recombinasa, ya 

sea en las CME o en el organismo adulto, se elimina el marcador de resistencia a neomicina, 

dejando el gen original funcional únicamente con los sitios loxP en los dos intrones. Tercero, se 

induce la expresión de la enzima Cre-Recombinasa en un tejido específico, para inducir la 

recombinación de los dos sitios loxP presentes en los intrones, con la consecuente deleción de 

los exones y pérdida de la función del gen. Generalmente, se desarrollan ratones transgénicos 

que expresan Cre-Recombinasa en un tejido específico, aquel en donde se desea eliminar la 

función del gen. En el caso del presente trabajo con el gen NURR1, la expresión de la Cre-

Recombinasa debe estar bajo la regulación de un promotor específico de la región ventral 

mesencefálica. 

Otras estrategias utilizan vectores adenovirales que portan el gen de la Cre-

Recombinasa, los cuales se inyectan en un tejido determinado para inducir la recombinación 



local de los sitios loxP. Por otro lado, se han generado transgénicos con la fusión de la enzima 

Cre-tamoxifen, así como con las secuencias del receptor RU 48649; en estos vectores la 

actividad de la enzima Cre-Recombinasa de estas proteínas fusionadas es inducida por la 

administración de tamoxifen o RU 486 respectivamente. Estos sistemas ofrecen un control 

adicional de la recombinación de los sitios loxP. Los sistemas para el control de la expresión del 

transgen basados en el uso de inductores como la tetraciclina se pueden usar también para 

regular la expresión del gen de la Cre-Recombinasa50. Además, se han desarrollado cierto 

número de líneas de ratón que expresan el gen de la Cre-Recombinasa en tejidos específicos. 
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1.3. Justificación 

Es importante desarrollar un vector de recombinación homóloga que porte un alelo 

condicional del gen NURR1 para generar un modelo animal murino, en el que se pueda 

inactivar el gen NURR1 de forma espacio-temporal para inactivarlo mediante el sistema 

Cre/loxP. Y de esta manera, determinar si la ausencia de la función de este gen en una o la 

combinación de las regiones del Sistema Nervioso Central (mesencèfalo, corteza cerebral, 

médula espinal, bulbo olfatorio e hipotálamo) donde se expresa, es la responsable del fenotipo 

letal postnatal observado en los ratones KO Nurrl. 
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1.4. OBJETIVO GENERAL 

Construir y analizar la funcionalidad de un vector de recombinación homóloga que porte 

un alelo condicional del gen NURR1 murino. 
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1.4.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Diseñar un vector de recombinación homóloga que porte un alelo condicional del gen 

NURR1 de ratón. 

2. Obtener las secuencias de homología del gen NURR1 de la cepa murina 129Sv. 

3. Obtener el vector de recombinación homóloga condicional del gen NURR1. 

4. Caracterizar el vector de recombinación homóloga condicional del gen NURR1. 

5. Analizar la funcionalidad del alelo condicional del gen NURR1. 
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CAPÍTULO 2 

2.1. MATERIAL Y EQUIPO 

Plásmidos: 

Plásmido Compañía 

pCR2.1 TOPO Invitrogen 

Cepas biológicas: 

Cepa Microorganismo 

DH5aF Escherichia coli 

Genotipo 

FiendAl hsdR17 (i^W) glnV44 

thi-1 recAl gyrA (Nal1) relAl 

A (/aclZYA -argF) U169 deoR 

(im0dlacA(iacZ)M15) 

Línea celular 

Línea celular Tipo celular 

SH-SY5Y Neuroblastoma 

Enzimas de restricción; 

Enzima Sitio de reconocimiento Compañía 

Nhe I AT*CG AT New England Biolabs 

TA GC*TA 

Sal I G*AATT C New England Biolabs 

CTTAA*G 



Xho I 

Xbal 

Kpn I 

Not I 

Bgl II 

Bam HI 

Pst I 

Hind III 

Cla I 

C*TCGAG 

GAGCT*C 

T*CTAGA 

GAGCT*C 

GGTAC*C 

C*CATGG 

GC*GGCCGC 

CGCCGG*GC 

A*GATCT 

TCTAG*A 

G*GATCC 

CCTAG*G 

CTGCA*G 

G*ACGTC 

A*AGCTT 

TTCGA*A 

AT*CGAT 

TAGC*TA 

A*CCGGT 

TGGCC*A 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

New England Biolabs 

Enzimas: 

RNasa 

Enzima 

Tag Platinum DNA Polimerasa 

Compañía 

Sigma-Aldrich 

Invitrogen 
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Reactivos: 

Reactivo 

Acetato de potasio 

Acido acético glacial 

Agar 

Agarosa 

Ampicilina 

Azul de bromofenol 

Bromuro de etidio (2 ng/^il) 

CaCl2 

Cloroformo 

dNTP 

EDTA 

Etanol 

Fenol 

Filme radiográfico Kodak T-Mat G/RA 

Fosfato de sodio 

Fosfato de potasio 

Glicerol 

Glucosa 

IPTG 

Isopropanol 

Medio LB Broth 

Compañía/Marca 

Research Organics 

Merck 

Research Organics 

Bioline 

USBiological 

Research Organics 

Amersham Bioscience 

Research Organics 

EM Science 

Amersham Bioscience 

Research Organics 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Kodak 

Research Organics 

Fermont Inc. 

Sigma-Aldrich 

Research Organics 

BIO 101, Inc. 

Sigma-Aldrich 

USBiological 
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Medio LB agar Miller 

Medio RPMI 1640 

NaCl 

NaOH 

SDS 

Tris Base 

TRIzol 

X-GAL 

Xilencianol 

Equipos: 

Cámara de electroforesis horizontal 

Centrífuga Hermle Z400 K 

Dual Action Shaker 

Fuente de poder EC 4000 P 

Epi-Chemi Darkroom 

Eppendorf Biophotometer 5140 

Fuente de poder EC500-90 

Horno de Hibridación 

Incubadora 

Incubadora Environ 

Microcentrífuga 5415 C 

Microcentrífuga refrigerada Mikro 22R 

USBiological 

Gibco 

USBiological 

J.T. Baker 

USBiological 

USBiological 

Sigma-Aldrich 

USBiological 

Research Organics 

Owl Separation System, Inc. 

Labnet 

Lab-Line 

E-C Apparatus Corp. 

UVP Laboratory Products 

Eppendorf 

Thermo EC 

Hybaid 

Binkmann Orbimix 1010 

Lab-Line 

Eppendorf 

Hettich Zentrifugen 
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Robocycler Gradient 40 

Termociclador PTC-100™ 

Thermomixer R 

Vórtex Maxi Mix II Type 376000 Mixer 

Stratagene 

MJ Research, Inc. 

Eppendorf 

Termolyne 
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2.2. METODOLOGÍA 

2.2.1. Diseño del vector de recombinación homóloga que porta un alelo condicional del 

gen NURR1 de ratón 

El exón 3 del gen NURR1 tiene un tamaño de 866 pb de largo, constituye 

aproximadamente el 50% de la secuencia codificante para la proteína Nurrl donde se incluyen 

las regiones del dominio AF1 y parte del dominio de unión al DNA. La deleción del exón 3 

ocasionaría que no se sintetizara la proteína Nurrl debido a la ausencia del codón de iniciación 

presente en este exón. Por lo anterior se decidió generar un alelo condicional NURR1 

flanqueando el exón 3 con los sitios loxP e introduciendo el marcador de selección positiva 

(NeoR) flanqueado por sitios loxP dentro del intrón 2 del gen NURR1. 

2.2.2. Obtención de las secuencias de homología del gen NURR1 de la cepa 129Sv de ratón 

Para obtener las secuencias de interés según el diseño del punto anterior, se amplificó 

por PCR utilizando oligonucleótidos específicos las regiones del exón 2, exón 3, y del exón 4 al 

8 del gen NURR1 de ratón, y fueron clonadas en el vector pCR2.1 (Invitrogen). 
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2.2.2.1. Diseño de oligonucleótidos específicos del gen NURR1 

Se realizó una búsqueda en la base de datos de la empresa Celera Discovery Systems™ 

(Celera Genomics, 45 W. Gudd Drive, Rockville, MD 20850, USA and 1850 Lincoln Centre 

Drive, Foster City, CA 94044, USA) para obtener la secuencia completa del factor de 

transcripción huérfano NURR1 (Nr4a2=Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2) de 

la cepa 129Sv de ratón (Anexo I). 

A partir de la secuencia obtenida se diseñaron tres oligonucleótidos del extremo 5': 

NF2B (5' AAGCGGCCGCACGGTTATGAAACTGTGACATAGC 3'), SF3A (5' 

CAACCCTGTGCCTTATAGTCACAGAGG 3') y BAF48A (5' 

CCAGATCTACATGTCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGG 3') y tres oligonucleótidos del 

extremo 3': KR2A (5' TTGGTACCGATGAGCTTCTTCTTTGAAGCTCAGG 3'), XR3A(5' 

CTCTTCCACAGCCTGTGAGTAGCTG 3') y BR48A (5" CCAGATCTATT 

CAGATGTCCTGTAAGTGACCTCC 3"), para amplificar diferentes regiones del gen NURR1. 

2.2.2.2. Amplificación de las secuencias de homología del gen NURR1 de la cepa 129Sv de 

ratón 

A partir de DNA genómico de la cepa 129Sv (color agoutí) reportada por la empresa 

Celera Discovery Systems, se amplificaron diferentes regiones del gen NURR1 mediante 

reacciones de PCR, para la construcción de un vector que porta las secuencias loxP dentro del 

gen NURR1. 



Se amplificó la región del exón 3 con los oligonucleótidos específicos previamente 

descritos XR3A y SF3A, el exón 2 con los oligonucleótidos KR2A y NF2A y del exón 4 al 

exón 8 del gen NURR1 con los oligonucleótidos específicos BAF48A y BR48A. 

2.2.2.3. Clonación de las secuencias homólogas del gen NURR1 amplificadas a partir del 

genoma de la cepa 129Sv de ratón 

Inicialmente las secuencias que se amplificaron del gen NURR1 fueron clonadas en el 

vector pCR2.1 TOPO para disponer de una cantidad apropiada de DNA para las subclonaciones 

requeridas en la construcción del vector de recombinación NURR1. Las siguientes técnicas se 

utilizaron durante el desarrollo de este proyecto. 

A. Ligación 

La ligación de fragmentos de DNA se llevó a cabo manteniendo una relación 1:3 

(vector:inserto) y empleando la enzima DNA ligasa del bacteriófago T4 (Invitrogen). Las 

reacciones se incubaron a 16°C durante 16 horas aproximadamente. 

Los productos de PCR del gen Nurrl se clonaron en el vector pCR2.1 TOPO. Cada 

reacción de ligación se realizó de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen). 
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B. Preparación de Células Ca** competentes de la cepa DH5a de E. coli 

Se reactivó la cepa DH5a de Escherichia coli (almacenada a -80°C) en medio LB agar 

Miller y se incubó a 37°C a 150 rpm durante 12 hrs. Posteriormente se tomó una colonia y se 

inoculó en 5 mi de medio LB Broth, incubándose toda la noche a una temperatura de 37°C a 

150 rpm. Se utilizó 1 mi de este cultivo para inocular 100 mi de medio LB Broth, y se incubó a 

37°C a 150 rpm hasta alcanzar una DOíoo de 0.6, después se colocó en hielo por 10 min para 

detener el crecimiento celular. Se utilizaron frascos para centrífuga pre-enfriados y estériles para 

centrifugar a 7,000 rpm por 5 min a 4°C. Se decantó el sobrenadante, la pastilla celular se 

resuspendió en 10 mi de una solución fría de CaCl2100 mM, y se incubó durante 10 min a 4°C. 

Posteriormente se centrifugó y se decantó el sobrenadante, se repitió el lavado con la solución 

de CaCb 100 mM. Finalmente la pastilla se resuspendió en 500 de CaCh 100 mM y 500 

de glicerol al 50%, ambas soluciones frías y estériles. Se hicieron alícuotas de 50 îl de bacterias 

e inmediatamente se almacenaron a -80°C. 

C. Transformación 

Posteriormente se agregaron 2 del producto de ligación a 50 de células Ca*4 

competentes de la cepa DH5a de Escherichia coli y se incubaron en hielo por 20 min. Se aplicó 

un choque térmico a 42°C durante 1 min. Después se agregaron 450 p.1 de medio LB Broth y se 

incubó a 37°C por 1 hr a 200 rpm. Posteriormente se centrifugó por 10 seg en una 

microcentrífuga spectrafuge 24D (Labnet) para concentrar las células en aproximadamente 100 

\i\. Después se sembraron 50 |il en placas LB-agar-amp (100 mg/ml) con 40 jil de IPTG (23 



mg/ml) y 40 de X-GAL (40 mg/ml) para la selección de colonias blancas/azules, y se 

incubaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias blancas resultantes, capaces de crecer en 

presencia del antibiótico, se inocularon en 3 mi de medio LB-amp (100 mg/ml) y se incubaron a 

37°C durante toda la noche. 

D. Extracción de DNA plasmídico 

La extracción de DNA plasmídico se realizó a partir de 1.5 mi de cultivo de cada una de 

las colonias blancas seleccionadas. El cultivo fue centrifugado por 1 min a 14000 rpm, el 

sobrenadante fue eliminado y las células resuspendidas en 150 fil de la solución I (50 mM 

Glucosa, 10 mM EDTA pH 8.0, 25 mM Tris-HCl pH 8.0). Se agregaron 300 jil de la solución 

II (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se mezcló por inversión. Después se añadieron 250 de la 

solución III (Acetato de Potasio 5 M, Ácido Acético Glacial) y se mezcló en un vórtex. Se 

centrifugó por 8 min a 14,000 rpm y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente se agregó un 

volumen de isopropano! y se mezcló en un vórtex. Se centrifugó por 7 min a 14,000 rpm 

decantándose el sobrenadante, se lavó la pastilla con 800 |¿l de etanol al 70%, y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Después de esto, la pastilla se resuspendió en 50 jaI de buffer TE1X 

(Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) con 1 ni de RNasa (10 mg/ml), y se incubó a 55°C por 

10 min. 
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E. Caracterización con enzimas de restricción 

A partir del DNA plasmídico de cada una de las colonias seleccionadas, se realizaron 

digestiones con enzimas de restricción para confirmar la clonación de los fragmentos de interés. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 ni, conteniendo 12 ni de agua estéril, 5 

Hl de DNA plasmídico, 2 jal del buffer 10X correspondiente a la enzima, y 5 U de la enzima. Se 

incubaron a 37°C toda la noche y se analizaron en un gel de agarosa al 0.8%. 

2.2.3. Obtención del vector de recombinación homóloga condicional del gen NURRI 

En base al mapa de restricción de la secuencia del gen NURR 1, se optó por colocar el 

gen Neo dentro del segundo intrón, el cual se encuentra flanqueado por sitios loxP (triángulos), 

y el tercer sitio loxP se encuentra en el tercer intrón. En la Figura 1 se encuentra el diseño que se 

siguió para la introducción de los sitios loxP. Esta construcción tiene las secuencias loxP para 

que se lleve a cabo la recombinación homóloga y así obtener el exón 3 del gen NURRI 

flanqueado con secuencias loxP (FM, Figura 4). De tal manera que para inactivar al gen 

NURRI en un tejido determinado, solo sea necesario activar el promotor especifico de tejido 

que controle al gen de la enzima Cre-recombinasa. 
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El cassette de la neomicma flanqueado por sitios loxP se introdujo en el intrón 2. El gen 

NURR1 condicional tiene un sitio loxP en los intrones 2 y 3, es decir, que los sitios loxP 

flanquean al exón 3 que es la secuencia que contiene el codón de inicio de la traducción. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

GEN SILVESTRE 
NURR1 

VECTOR 

GEN RECOMBINANTE 
NURR1 

ÄE3-NEO 

FM 

ÄE3 

i 

3 4 5 

C R E R E C O M B I N A S A 

I • • • 

6 7 8 

2 4 3 6 7 8 

K ^ H H - f 
3 4 5 6 7 6 

> N E O 
M I i l i 

Figura 4. Esquema de recombinación homóloga del gen NURR1. Las cajas de color 
negro, indica exones no codificantes; las cajas de color azul, indica las regiones codificantes,; 
las cajas rojas, el dominio de unión a DNA,; el número, indica el exón , (TK) Timidin Cinasa; 
(NEO) Neomicina; ( A E3), deleción del exón 3; ( A E3-NEO), deleción del exón 3 del gen 
de resistenca a neomicina 



2.2.4. Caracterización del vector de Recombinación Homóloga condicional del gen NURR1 

El vector de recombinación para el alelo condicional del gen Nurrl (Figura 1) se 

caracterizó con enzimas de restricción y por secuenciación. 

2.2.4.1. Caracterización del Vector Recombinante con enzimas de restricción 

Se digirió el vector recombinante con la enzima de restricción HindiII, según las 

condiciones de la casa comercial, utilizando 1 U de enzima por |ig de DNA, e incubando por un 

lapso de 1-12 horas. 

2.2.4.2. Caracterización del Vector Recombinante por Secuenciación 

Se purificó el vector recombinante a gran escala mediante columnas de QIAGEN para 

obtener la concentración y calidad adecuadas para secuenciación, asi como para la transfección 

de células madre embrionarias de ratón (siguiente etapa del proyecto del cual forma parte la 

presente tesis de doctorado). 

El vector recombinante de doble cadena se secuenció mediante el método de Sänger. La 

muestra de DNA plasmídica se desnaturalizó y apareó con oligonucleótidos específicos de 

diferentes regiones del gen NURR1, los cuales fueron diseñados y ordenados para su síntesis 



química. Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo empleando el kit BigDye v3.1 y 

analizando las reacciones en un equipo de secuenciación estándar 3100- Avant ™ Genetic 

Analyzers (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 

2.2.5. Ensayo de recombinación de sitios loxP in vitro 

En la secuencia del intrón 2 del gen NURR1 fue insertado en sitios Sal I un fragmento 

de 1.8 Kb correspondiente al gen NeoR flanqueado por las secuencias loxP, y otro sitio loxP fue 

insertado en la secuencia del intrón 3 flanqueando todo el exón 3 del gen NURR1 de ratón. Los 

oligonucleótidos E3N2 (5' GGCTTGACGTCGTAGCCTGTGC 3') y IF2 (5' 

CTTTCCCTCTGCAGTTGACCC 3') en el vector no recombinado amplificaron una banda de 

3.4 Kb, mientras que en el recombinado el tamaño del producto de PCR fue de 

aproximadamente 1.6 Kb debido a la deleción de 1.8 Kb del gen NeoR por recombinación de los 

sitios loxP. 

El vector de expresión CMV-Cre y el vector de recombinación homóloga del gen 

NURR1 fueron mezclados y transfectados en células de neuroblastoma SH-SY5Y con 

Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Después de 48 horas las células fueron lavadas dos veces con PBS y resuspendidas en 1.0 mM 

Tris, pH 7.5, 5 mM EDTA, 1% SDS, y 200 mg/ml de proteinasa K. Posteriormente se incubaron 

por 2 horas a 50°C, las proteínas fueron removidas por extracción fenol/cloroformo y el DNA 

fue precipitado con 0.5 volúmenes de un solución de NaCl 5M y 2 volúmenes de etanol 

absoluto, finalmente el DNA fue resuspendido en TE 1X para su análisis por PCR. 



CAPÍTULO 3 

3.1. RESULTADOS 

3.1.1. Diseño de un alelo condicional del gen NURR1 de ratón 

Antes de comenzar con la inserción de los sitios loxP en el gen NURR1, fue necesario 

realizar un análisis virtual del gen NURR1 para identificar sitios de restricción útiles para la 

manipulación de este gen in vitro, así como para la identificación de la recombinación en el 

locus genómico de NURR1, el cual está localizado en el cromosoma 2. 

Básicamente hay dos tipos de genes NeoR, los cuales rutinariamente son utilizados en 

construcciones de genes recombinantes. Estos son : 

a) Un gen NeoR que contiene un promotor y una señal de poliadenilación, y 

b) Un gen NeoR que carece ya sea del promotor y/o de la señal de poliadenilacion. 

Para los genes que no se expresan en CME de ratón, el primer tipo de gen NeoR se 

utiliza para generar un vector recombinante. En el caso de los genes que son activos 
p 

transcripcionalmente en CME, el uso del segundo tipo de gen Neo puede bajar 

fti o) 

significativamente el fondo proveniente de los eventos de recombinación ilegítima . En el 

caso de un gen NeoR sin promotor, la expresión de este gen, y por lo tanto el crecimiento de 

colonias G418R, puede solamente ocurrir si está localizado enseguida de un promotor de algún 

gen que sea transcripcionalmente activo en CME. Para un gen NeoR que carece de señal de 



poliadenilación, la expresión solamente ocurre si es insertado antes de la señal de 

poliadenilación de un gen. 

La actividad transcripcional del gen NURR1 en CME de ratón determina el tipo de gen 

NeoR para ser utilizado en la construcción del vector de recombinación homóloga condicional 

del gen NURR1, este gen no se expresa en CME, por lo que en este caso se utilizó un gen 

PGKNeoR que contiene un promotor y una señal de poliadenilación en la construcción del 

vector recombinante condicional del gen NURR1. Este cassette contiene el promotor del gen 

fosfoglicerato cinasa de ratón, el cual es un promotor constitutivo. La señal de poliadenilación 

es del gen de la hormona de crecimiento bovina y es una secuencia de terminación reconocida 

por la maquinaria de terminación de la transcripción del ratón. 

Una vez analizada la estructura del gen NURR1 se decidió introducir el gen de selección 

positiva (PGKNeoR) flanqueado por los sitios loxP en el intrón 2, y el tercer sitio loxP en el 

intrón 3, para asi eliminar el exón 3 del gen NURR1 cuando se active el sistema Cre/loxP 

(Figura 5). 
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Figura 5. Estrategia utilizada para el diseño del vector de recombinación homologa del gen NURR1. Las 
flechas rojas sin relleno indican el orden de los pasos de la estrategia, para generar el vector de recombinacion 
homologa del gen NURR1 y las enzimas de restricción que se atizaron en cada paso. 



La dirección de la transcripción del gen HSV-TK no es crítica . Sin embargo, la 

dirección de la transcripción del gen NEOR bajo el control del promotor fosfoglicerato cinasa 

murino es importante. El gen NEOR está orientado de modo que después de la recombinación 

homóloga se encuentre en la misma dirección que la transcripción del gen NURRI endógeno y 

su promotor. Por lo tanto, cualquier transcrito que se origine del promotor de NURRI, si no está 

truncado por un codón de terminación, será truncado por la fuerte señal de poliadenilación del 

gen N E O R . 

3.1.2. Obtención de las secuencias de homología del gen NURRI de la cepa 129Sv de ratón 

3.1.2.1 Aislamiento de DNA de la cepa 129Sv 

Las regiones de homología del factor de trascripción NURRI se obtuvieron por 

amplificación a partir de DNA de ratón de la cepa 129Sv. Primeramente se digirió una biopsia 

de la cola de un ratón con Proteína K y Buffer Jacks para extraer el DNA, y posteriormente 

amplificar las regiones del gen NURRI sin mutación, en base a la secuencia reportada por la 

empresa Celera Discovery Systems en el año 2002. Una vez purificado el DNA se analizó la 

integridad del mismo en un gel de agarosa. El resultado se muestra en la Figura 6 (DNA), 

donde se observa una banda característica de una muestra total de DNA que indica una buena 

integridad del mismo. 
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10 kb 

Figura 6. DNA genómico. El DNA genómico se aisló de una biopsia de ratón de la cepa 
129Sv para amplificar las diferentes regiones del gen NURRI. El carril M es el marcador de 
peso molecular, los carriles 1,2 y 3 muestran la banda de DNA genómico, teñida con bromuro 
de etidio en un gel de agarosa al 0.8%. 

3.1.2.2. Diseño de oligonucleótidos específicos del gen NURRI de ratón 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para la amplificación por PCR de las 

diferentes regiones del gen NURRI de ratón a partir del DNA de la cepa 129Sv. 

Los oligonucleótidos específicos del gen NURRI de ratón se diseñaron a partir de la 

secuencia del cromosoma 2 de la base 55,867,857 a la base 55,874,963 reportada por la empresa 

Celera Discovery Systems en el 2002 con el número de acceso mCG19702 (Anexo I). 

Para amplificar la región del exón 3 se diseñaron los oligonucleótidos específicos 

XR3A (5' CTCTTCCACAGCCTGTGAGTAGCTG 3') y SF3A (5' CAACCCTGTGCCT 

TATAGTCACAGAGG 3'), para el exón 2 los oligonucleótidos KR2A (5' TTGGTACCG 

ATGAGCTTCTTCTTTGAAGCTCAGG 3'), al cual se le adicionó el sitio de corte específico 

reconocido por la enzima de restricción Kpn /, y NF2A (5' AAGCGGCCGCTA 

GCGAAGTTGCCTGAAATGACTGG 3'), al cual se le adicionó el sitio de corte específico 



reconocido por la enzima de restricción Not /, ambos sitios de corte en el extremo 5' de cada 

oligonucleótido. 

Posteriormente se diseñaron los oligonucleótidos específicos BAF48A (5' 

CCAGATCTACATGTCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGG 3') y BR48A (5' 

CCAGATCTATTCAGATGTCCTGTAAGTGACCTCC 3') para amplificar la región del gen 

NURR1 del exón 4 al exón 8 y se les adicionó el sitio de corte reconocido por la enzima de 

restricción Bgl II en el extremo 5 

3.1.2.3. Secuencias NURR1 amplificadas a partir del genoma de ratón 

Para la amplificación de las regiones del gen NURR1 de ratón por PCR, primeramente 

se determinó la temperatura óptima de alineamiento de los oligonucleótidos específicos, 

utilizando diferentes temperaturas o estableciendo un gradiente de temperatura desde 50°C hasta 

60°C. Para la amplificación de la región del exón 3 la temperatura de alineamiento determinada 

fue de 59°C (Tabla 1), para la región del exón 2 la temperatura fue de 51°C (Tabla 3), y por 

último, para la región del exón 4 al exón 8 fue de 54°C (Tabla 2). Tomando como base estas 

temperaturas se diseñaron los diferentes programas de PCR para cada uno de los fragmentos del 

gen NURR1 con el fin de evitar inespecificidades en la amplificación. 

2006 



Tabla 1. Programa de amplificación del exón 3 de NURR1. 

No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento 
1 94° 4 min Desnaturalización 

94° 1 min Desnatural ización 
35 59° 1 min Alineamiento 

68° 4 min Extensión 
1 68° 7 min Extensión ñnal 

Tabla 2. Programa de amplificación de la región de los exones 4-8 de NURR1. 

No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento 
1 94° 4 min Desnaturalización 

94° 1 min Desnaturalización 
35 54° 1 min Alineamiento 

68° 4 min Extensión 
1 68° 7 min Extensión final 

Tabla 3. Programa de amplificación del exón 2 de NURR1. 

No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento 
1 94° 4 min Desnaturalización 

94° 1 min Desnaturalización 
35 51° 1 min Alineamiento 

68° 4 min Extensión 
1 68° 7 min Extensión Final 

Posteriormente con estos programas de PCR, se obtuvieron los siguientes resultados. La 

amplificación de exón 3 con los oligonucleótidos específicos XR3A y SF3A mostró el tamaño 

esperado de 1,328 pb (Figura 7B). En la amplificación del exón 2 con los oligonucleótidos 

KR2A y NF2A se obtuvo el tamaño esperado de 1,337 pb (Figura 7A). Y la amplificación de la 

región de los exones del 4 al 8 con los oligonucleótidos BAF48A y BR48A mostró el tamaño 

esperado de 4,801 pb aproximadamente (Figura 7C). 
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Figura 7. Amplificación del gen NURRL El marcador de peso molecular (M) es 200 pb; A) En los 
carriles 1, 2 y 3 se muestran los productos de PCR esperados (1,337 pb) para la región del exón 2; B) 
En el carril 1 se observa el producto amplificado (1,328 pb) para la región del exón 3, y en el carril 2 el 
control negativo; C) En los carriles 1 y 2 se observa una banda de 4,801 pb que corresponde a la región 
amplificada del exón 4 al 8 del gen Nurrl, y en el carril 3 el control negativo. 

3.1.2.4. Clonación de las secuencias homólogas del gen NURRl de ratón de la cepa 129Sv 

Una vez que se amplificaron por separado las regiones del exón 3, del exón 2 y del exón 

4 al exón 8 del gen NURRl se procedió a su clonación en el vector pCR2.1 TOPO (Anexo II). 

3.1.2.5. Clonación de las regiones del gen NURRl de ratón en el vector pCR2.1 TOPO 

Las regiones del gen NURRl previamente amplificadas se clonaron en el vector pCR2.1 

(Figura 8), para obtener una gran cantidad de DNA plasmídico, lo cual es requerido para la 

subclonación de los fragmentos del gen NURRl y la generación del vector de recombinación 

homóloga de dicho gen. 
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Figura 8. Vector de clonación pCR2.1 TOPO. 

Para ello, se llevó a cabo una reacción de ligación de los productos amplificados del gen 

NURR1 (exón 2 de 1,337 pb, exón 3 de 1,328 pb, y del exón 4 al exón 8 de 4,801 pb) con el 

vector de clonación pCR 2.1 (Invitrogen), y después se transformaron células Ca^ competentes 

de la cepa DH5a de Escherichia coli. Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en 

presencia del antibiótico ampicilina, con el tamizaje de colonias blancas y azules, y se 

inocularon en medio de cultivo LB. Posteriormente se aisló el DNA plasmídico y después se 

seleccionaron las cepas positivas para la clonación de los fragmentos del gen Nurrl de ratón por 

medio de análisis con diferentes enzimas de restricción (Eco RI, Xho I y Sal I) ver Figura 9, 10 

y 11. 
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En el análisis con las enzimas de restricción Xho I y Sal I, se seleccionaron las clonas 

obtenidas de la ligación del vector pCR 2.1 con el producto de la amplificación de la región del 

exón 3 del gen NURR1 de ratón, que presentaron tres fragmentos, correspondientes al vector de 

clonación (pCR 2.1) de 4,000 pb, y a la región del exón 3 dividida en dos fragmentos de 

aproximadamente 1,328 pb y 130 pb. También se observaron clonas que únicamente contenían 

el plásrnido de 4,000 pb; éstas fueron eliminadas (Figura 9). El vector plasmídico portando el 

exón 3 de NURR1 se denominó pCR/E3 (Anexo III). 

4,000 pb 

1,328 pb 

130 pb 

Figura 9. Identificación de las clonas del exón 3 del gen NURR1 de ratón en el vector 
pCR2.1 mediante enzimas de restricción. El producto de amplificación del exón 3 del gen 
NURR1 fue clonado en el vector pCR 2.1 con el que se transformó la cepa DH5a de 
Escherichia coli. Se aisló el DNA plasmidico y se caracterizó con las enzimas de restricción 
Xho / y Sal I. Carril M, marcador de peso molecular 200 pb. Los carriles 2,3 y 6 corresponden 
a clonas positivas para el exón 3 del gen NURR1 de ratón, y los carriles 1,4 y 5 corresponden 
a clonas negativas (sin inserto). Gel de agarosal al 0.8%. 

Las clonas obtenidas de la reacción de ligación del vector pCR 2.1 con el producto 

amplificado de la región del exón 2 del gen NURR1 se sometieron a un análisis de restricción, 

en el cual se empleó la enzima Eco RI, misma que flanquea el sitio de inserción en el vector de 

clonación pCR2.1, y por lo tanto genera un fragmento aproximado de 1,337 pb y la banda 

correspondiente al vector pCR2.1 de un tamaño de 4,000 pb. Las clonas que sólo mostraron la 
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banda de 4,000 pb fueron eliminadas (Figura 10). El vector obtenido de esta ligación se 

denominó pCR/E2 (Anexo IV). 

M 1 2 3 

4,000 pb 

1337 pb 

Figura 10. Identificación de las clonas del exón 2 del gen NURR1 de ratón en el vector 
pCR2.I mediante enzimas de restricción. El producto de amplificación del exón 2 del gen 
NURR1 fiie clonado en el vector pCR 2.1 con el que se transformó la cepa DH5ct de Escherichia 
coli. Se aisló el DNA plasmídico y se caracterizó con la enzima de restricción £coRI. El marcador 
de peso molecular (M) es 200 pb en un gel de agarosa al 0.8%. El carril 2 corresponde a una clona 
positiva para el exón 2 del gen NURR1 de ratón, y los carriles 1 y 3 corresponden a clonas 
negativas (sin inserto). 

Por último, se caracterizaron las clonas obtenidas de la ligación del vector de clonación 

pCR2.1 con el fragmento amplificado de la región del exón 4 al exón 8 del gen NURR1. Se 

digirió el plásmido de las diferentes clonas con la enzima de restricción EcoRl y se obtuvo una 

banda de 4,000 pb correspondiente al vector de clonación pCR2.1, y debido a que en el 

fragmento se tiene un sitio -ficoRI interno se puede ver en la Figura una banda de 2,879 y otra de 

1,922 pb correspondientes al fiagmento liberado del vector de clonación del exón 4 al exón 8 

del gen NURR1 (Figura 11). Se eliminaron las clonas que únicamente presentaron el plásmido 

linearizado de un tamaño de 4,000 pb. Al nuevo plásmido conteniendo estos exones se le 

denominó pCR/E48 (Anexo V). 



M 2 3 4 5 6 7 8 9 
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Figura 11. Identificación de las clonas del exón 4 al exón 8 del gen NURR1 de ratón en el vector 
pCR2.1 mediante enzimas de restricción. El producto de amplificación del exón 4 al exón 8 del gen 
NURR1 fue clonado en el vector pCR2.1 con el que se transformó la cepa DH5a de Escherichia coli. Se 
aisló el DNA plasmídico y se caracterizó con la enzima de restricción Eco RI. El marcador de peso 
molecular (M) es 200 pb. Los carriles 2, 5 y 7 corresponden a clonas positivas para el exón 3 del gen 
NURR1 de ratón, y los carriles 3, 4, 6, 8 y 9 corresponden a clonas negativas (sin inserto), en un gel de 
agarosa al 0.8% 

3.1.3. Obtención del vector de recombinación homologa condicional del gen NURR1 

Una vez que se generaron los plásmidos pCR/E2, pCR/E3 y pCR/E48 que portan las 

regiones del gen NURR1, dichas regiones fueron subclonadas en el vector pLG I. También 

fueron subclonados los sitios loxP y el gen de selección positiva NeoR, flanqueado por los sitio 

loxP, estos últimos fueron obtenidos del plásmido ploxA, de esta manera se generó el vector de 

recombinación homologa del gen NURR1. 
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3.1.3.1. Subclonación del sitio loxP en el plásmido pLG I 

Primeramente se digirió el vector pLG I con las enzimas de restricción Xba I y Sal I 

obteniéndose un fragmento de 1,700 pb correspondiente al gen de resistencia NeoR y otro 

fragmento de 5,000 pb correspondiente al esqueleto del plásmido pBS SK. II (+) y al gen 

Timidin Cinasa para la selección negativa en células de mamíferos (Figura 12A). El segundo 

plásmido ploxA fue digerido con las enzimas de restricción Nhe I y Sal I y se obtuvo un 

fragmento de 150 pb correspondiente a un sitio loxP y otro de aproximadamente 5,000 pb del 

esqueleto del plásmido (Figura 12B). 

A M 1 

5,000 pb 

1,700 pb 

Figura 12. Digestión con enzimas de restricción del plásmido pLG I y ploxA. El marcador 
de peso molecular (M) es 200 pb; A) En el carril 1 se muestran los fragmentos del plásmido 
pLG I digerido con las enzimas de restricción Xba l y Sal I, los tamaños esperados son de 
1,700 pb y 5,000 pb; B) En el carril l se observan un fragmentos de 150 pb y otro de 5,000 pb 
correspondientes a la digestión del plásmido ploxA digerido con las enzimas de restricción Sal 
I y Nhe I. Gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de etidio 

El fragmento de 5,000 pb del plásmido pLG I (Xba I y Sal I) y el fragmento de 150 pb 

del plásmido ploxA (Nhe I y Sal I) se purificaron y se ligaron. Cada una de las colonias 

obtenidas fue caracterizada con la enzima de restricción Pst I. Esta enzima generó un patrón que 



permitió distinguir las clonas positivas para la integración del sitio loxP en el plásmido pLG I 

(Figura 13). Se observó un fragmento de 3,500 pb (esqueleto del plásmido pBS SK II), un 

fragmento de 1,100 pb como parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa y el sitio loxP 

introducido, y un fragmento de 840 pb correspondiente a la secuencia del gen Timidin Cinasa 

(Figura 13). A este plásmido se le denominó pTKloxP. 
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Figura 13. Caracterización del plásmido pTKloxP con la enzima de restricción Pst I. A) 
Esquema del Dlásmido pTKloxP. (P) sitio para la en/.ima de restricción Pst I, (TK) Timidin 
Cinasa, y ( ) sitio loxP. B) En el carril 1 se observa el plásmido pLG I y en el carril 3 el 
plásmido pTKloxP después de ser digeridos con la enzima Pst I, en el carril 2 se observa el 
marcador de peso molecular de 200 pb, en un gel de agarosa al 0.8%. 

3.1.3.2. Subclonación del exón 3 del gen NURR1 en el plásmido pTKloxP 

A partir del vector pCR/E3 se subclonó el fragmento de la región del exón 3 del gen 

NURR1 en el vector pTKloxP. El vector pCR/E3 fue digerido con las enzimas de restricción 

Xho I y Sal I generando un fragmento de 1,328 pb, mientras que el vector pTKloxP fue digerido 

con la enzima de restricción Sal I, lo cual generó un fragmento de 5,500 pb. Ambos fragmentos 

fueron purificados (ver Figura 14) y se utilizaron en una reacción de ligación. Se llevó a cabo la 

transformación y el análisis de clonas como previamente se describe, y se generó la 

construcción denominada pTKloxPE3. 
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5,500 pb 

1,328 pb 

Figura 14. Purificación del plásmido pTKIoxP y del exón 3 del gen NURR1. El DNA 
plasmidico fue digerido con diferentes enzimas de restricción y los fragmentos fueron 
purificados. M corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb, (I) vector pTKIoxP 
linearzado con la enzima de restricción Sal I de un tamaño esperado de 5,500 pb, y (2) banda del 
exón 3 del gen NURR1 de 1,328 pb, que fue liberada de la digestión del vector pCR/E3 con las 
enzimas Xho I y Sal I, en un gel de agarosa al 0.8% .teñido con bromuro de etidio. 

Las colonias obtenidas de la ligación fueron caracterizadas con la enzima de restricción 

Pst I. La caracterización con Pst I (Figura 15) generó dos patrones de bandas, un patrón que 

permite distinguir las clonas que fueron negativas para la ligación, las cuales mostraron un 

fragmento de 3,500 pb (esqueleto del plásmido pBS SK II), un fragmento de 1,100 pb como 

parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa y el sitio loxP, y un fragmento de 840 pb 

correspondiente a parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa como se muestra en la Figura 

15A. El patrón que permite distinguir las clonas positivas para la integración de la región del 

exón 3 del gen NURR1 en el plásmido pTKIoxP, muestra un fragmento de 4,500 pb (esqueleto 

del plásmido pBS SK II) y parte de la región del exón 3 del gen NURR1, un fragmento de 1,100 

pb como parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa y el sitio loxP, un fragmento de 840 pb 

correspondiente a la secuencia del gen Timidin Cinasa, y un fragmento de 340 pb 

correspondiente al exón 3 de' gen NURR1 (Figura I5A). A este plásmido se le denominó 

pTKloxPE3 (Figura 15). 
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Figura 15. Identificación de las clonas positivas de la ligación del exón 3 en el vector 
pTKIoxP con la enzima de restricción Psñ. A) Esquema del plásmido pTKloxPE3 (P) sitios 
de corte de la enzima de restricción Pst l, (TK) Timidin Cinasa, ( ) sitio loxP y el número 
3 indica el exón de NURRI subclonado en el vector pTKloxP. B) En el carril 1 se observa el 
marcador de peso molecular de 200 pb, en el carril 2 se observa una clona sin la región del 
exón 3 del gen NURRI, y en los carriles 3 y 4 se observan las clonas que contienen el exón 3 
del gen NURRI después de ser digeridas con la enzima Pst I, en un gel de agarosa al 0.8%. 

3.1.3.3. Subclonación del gen de selección positiva NeoR en células de mamífero en el 

plásmido pTKloxPE3 

Del vector ploxP A se obtuvo el fragmento del gen NeoR flanqueado por los sitios loxP, 

éste fue subclonado en el vector pTKloxPE3. El vector ploxP A fue digerido con la enzima de 

restricción Xho I liberando un fragmento de 1,800 pb, mientras que el vector pTKloxPE3 fue 

linearizado con la enzima de restricción Sal I, la cual liberó un fragmento de 6,800 pb, ambos 

fragmentos fueron purificados ( Figura 16) y se utilizaron en una reacción de ligación. Se llevó 

a cabo la transformación y el análisis de clonas como previamente se describió, generándose la 

construcción denominada pTKNeo. 
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1,800 pb 

6,800 pb 

Figura 16. Purificación del plásmido pTKloxPE3 y del gen Neo*. El DNA plasmídico fue 
digerido con enzimas de restricción y los fragmentos fueron purificados. M corresponde al 
marcador de peso molecular de 200 pb, en el carril 1 se muestra el vector pTKloxPE3 linearzado 
con la enzima de restricción Sal I de un tamaño esperado de 6,800 pb, y en el carril 2 se muestra 
el fragmento del gen NeoR flanqueado por los sitios loxP de un tamaño esperado de 1,800 pb, 
obtenido de la digestión del vector ploxP A con la enzima de restricción Xho I, en un gel de 
agarosa al 0.8% teñido con bromuro de etidio. 

El DNA de las colonias obtenidas de la ligación fue digerido con la enzima de 

restricción Pst I y se observaron dos patrones de bandas. Un patrón correspondiente al esperado 

en las clonas con ligación positiva, y el correspondiente a clonas sin fragmento ligado. El patrón 

negativo a la ligación mostró un fragmento de 4,500 pb del esqueleto del plásmido pBS SK II y 

parte de la región del exón 3 del gen NURR1, un fragmento de 1,100 pb como parte de la 

secuencia del gen Timidin Cinasa y el sitio loxP, un fragmento de 840 pb correspondiente a 

parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa, y un fragmento de 340 pb correspondiente al exón 

3 del gen NURR1. Mientras que el patrón positivo para la ligación de gen NeoR flanqueado por 

los sitios loxP, mostró los fragmentos esperados de: 4,100 pb del esqueleto del plásmido pBS 

SK II y parte del gen NeoR, de 1,100 pb como parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa y el 

sitio loxP, de 840 pb correspondiente a parte de la secuencia del gen Timidin Cinasa, un 

fragmento de 340 pb correspondiente a una pequeña parte del exón 3 del gen NURR1, otro 

fragmento de 2,000 pb correspondiente a parte del exón 3 del gen NURR1 y parte del gen 
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NeoR, y otra banda de 200 pb proveniente del gen NeoR ( Figura 17). A este plásmido se le 

denominó pTKE3Neo. 

4,200 pb 

2,100 pb 

200 pb 

1,100 pb 

840 pb 

340 pb 

Figura 17. Identificación de las clonas positivas de la ligación del gen NeoR en el vector 
pTKloxPE3 con la enzima de restricción Psí I. A) Esquema del plásmido pTKloxPE3. (P) 
sitios de corte de la enzima de restricción Pst I, (TK) Timidin Cinasa, ) sitio loxP y el 
número 3 indica el exón de NURRl, (Neo) indica al gen NeoR subclónado en el vector 
pTKloxPE3. B) En el carril 1 se observa una clona positiva de la ligación del gen NeoR en el 
vector pTKloxPE3, el carril 2 muestra una clona negativa de la ligación. M corresponde al 
marcador de peso molecular de 200 p, Gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de etidio. 

3.1.3.4. Subclonación del exón 2 del gen NURR1 en el plásmido pTKE3Neo 

A partir del vector pCR/E2 se subclonó el fragmento de la región del exón 2 del gen 

NURR1 en el vector pTKE3Neo. El vector pCR/E2 fue digerido con las enzimas de restricción 

Not I y Kpn I liberando un fragmento de 1,338 pb, mientras que el vector pTKE3Neo fue 

digerido con las mismas enzimas de restricción Not I y Kpn I, lo cual generó un fragmento de 

8,700 pb. Ambos fragmentos fueron purificados ( Figura 18) y se utilizaron en una reacción de 

ligación. Se llevó a cabo la transformación y el análisis de clonas como previamente se 

describió, generándose la construcción denominada pTKE3NeoE2. 



M 1 2 

4-1,338 pb 

8,700 pb 

Figura 18. Purificación del plásmido pTKE3Neo y del exón 2 del gen NURR1. M 
corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb, en el carril 1 se muestra el vector 
pTKE3Neo linearzado con las enzimas de restricción Not I y Kpn I de un tamaño esperado de 
8,700 pb, y en el carril 2 se muestra la banda del exón 2 del gen NURR1 de 1,338 pb, liberada 
de la digestión del vector pCR/E2 con las enzimas Not I y Kpn 1, en un gel de agarosa al 0.8% 
teñido con bromuro de etidto. 

El DNA de las colonias obtenidas de la ligación se caracterizó con la enzima de 

restricción Hind III. La digestión con Hind III (Figura 19) generó 2 diferentes patrones de 

bandas, un negativo no deseado y otro para las clonas positivas. Las clonas negativas mostraron 

un fragmento de 5,400 pb correspondiente al esqueleto del plásmido pBS SK II unido al gen 

Timidin Cinasa, y otro de 3,300 pb que corresponde al gen NeoR unido a la región del exón 3 

del gen NURR1. Mientras que las clonas positivas generaron un fragmento de 3,300 pb que 

corresponde al gen NeoR unido a la región del exón 3 del gen NURR1, un fragmento de 6,130 

pb correspondiente a la secuencia del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del plásmido pBS 

SK II y una parte del exón 2 del gen NURR1, y por último un fragmento de 600 pb que 

corresponden a una parte del exón 2 del gen NURR1 (Figura 19). 
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pTKE3NeoE2 
6130 

B 6 ,130 p b . 
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Figura 19. Identificación de las clonas positivas de la ligación del exón 2 del gen NURRI 
en el vector pTKE3Neo con la enzima de restricción Hind III. A) Esquema del plásmido 
pTKE3NeoE2 (H) sitios de corte de la encima de restricción Hind III, (TK) Timidin Cinasa, el 
número indica el exón de NURRI y ( ) sitio loxP, (Neo) indica al gen NeoR. B) En el 
carril 1, 2, 3 y 4 se observan clonas positiva de la ligación del fragmento del exón 2 del gen 
NURRI y el vector pTKE3Neo, el carril 5 muestra una clona negativa de la ligación, y en el 
carril M se observa el marcador de peso molecular de 200 pb. Gel de agarosa al 0.8%, teñido 
con bromuro de etidio 

3.1.3.5. Subclonación del exón 4 al exón 8 del gen NURRI en el plásmido pTKE3NeoE2 

A partir del vector pCR/E48 se subclonó el fragmento de la región del exón 4 al exón 8 

del gen NURRI en el vector pTKE3NeoE2. El vector pCR/E48 fue digerido con la enzima de 

restricción Bgl II, liberando un fragmento de 4,800 pb, mientras que el vector pTKE3NeoE2, 

fue digerido con la enzima de restricción Bam HI, lo cual generó un fragmento de 10,000 pb. 

Ambos fragmentos fueron purificados (ver Figura 20A) y se utilizaron en una reacción de 

ligación. Se llevó a cabo la transformación de E. coli y el análisis de clonas como previamente 

se describió, generándose la construcción denominada pNurrlE3Loxí> (Figura 20). 
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Figura 20. Purificación del plásmido pTKE3NeoE2 y de la región del exón 4 al exón 8 del 
gen NURRl. El DNA plasmídico fue digerido con enzimas de restricción y los fragmentos 
fueron purificados. M corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb, en el carril 1 se 
muestra el vector pTKE3NeoE2 linearzado con la enzima de restricción Bam Hl con un tamaño 
esperado de 10,000 pb, y en el carril 2 se muestra la banda del exón 4 al exón 8 del gen NURRl 
de 4,800 pb, liberada de la digestión del vector pCR/E48 con la enzima Bgl II, en un gel de 
agarosa al 0.8% teñido con bromuro de etidio. 

Las colonias obtenidas de la ligación fueron caracterizadas con la enzima de restricción 

Hind III. La digestión con Hind III (Figura 21) generó en las clonas negativas un patrón 

esperado de bandas, mostrando un fragmento de 3,300 pb que corresponde al gen NeoR unido a 

la región del exón 3 del gen NURRl, un fragmento de 6,100 pb correspondiente a la secuencia 

del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del plásmido pBS SK II y una parte del exón 2 del 

gen NURRl, y por último un fragmento de 600 pb que corresponden a una parte del exón 2 del 

gen NURRl (Ver Figura 21). Mientras que las clonas positivas deseadas (Figura 21 A) 

generaron un fragmento de 8,900 pb correspondiente a la región del exón 6 al exón 8 del gen 

NURRl y la secuencia del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del plásmido pBS SK II y una 

parte del exón 2 del gen NURRl, un fragmento de 2,000 pb que corresponde a la región del 
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exón 4 al exón 5 del gen NURRI, y por último un fragmento de 600 pb que corresponde a una 

parte del exón 2 del gen NURRI (Figura 21). 

c - i k - H H H t 

H H 
2000 pb 3300 pb 

H H 
I 6001 

Pb 

pNurrl 
8900 pb 

+ N e o 
E3LoxP D 

M 1 2 3 4 5 6 

B 
4 8 .900 pb 
4 6 ,130 pb 

3 .300 pb 

* 2 .000 pb 

6 0 0 pb 

Figura 21. Identif icación de las clonas posit ivas de la l igación del exón 4 al exón 8 del gen 
N U R R I en el vec tor p T K E 3 N e o E 2 con la enz ima de restricción Hind III. A) Esquema del 
p l á s m i d o p N u r r l c 3 L o x P (H) sitios de corte de la enz ima de restricción Hind III. ( T K ) T imid in 
Cinasa , e l n ú m e r o indica el exón del gen N U R R I y ( ) sitio loxP. (Neo) indica al gen 
Neo R . B) M cor responde al marcador de peso molecular de 2 0 0 pb : el carril 1. 3, 4 y 5 se 
observan c lonas negat ivas de la l igación del fragmento del exón 4 al exón 8 del gen N U R R I y 
el vec to r p T K E 3 N e o E 2 , el carril 2, 6 y 7 muestra c lonas posi t ivas de la l igación. Gel de 
agarosa al 0 .8%, teñido con b romuro de et idio 

3.1.4. Caracterización del vector de recombinación homóloga condicional del gen NURRI 

Una vez generado el vector recombinante, se seleccionaron tres clonas positivas, las 

cuales se denominaron pNURRlE3LoxPI, II y III, y se les realizaron dos análisis por separado. En 
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el primero las clonas se digirieron con la enzima Hind III observando el patrón de bandas 

esperado (Figura 22), y en el segundo análisis las clonas fueron secuenciadas. 

8,900 pb 

3,300 pb 

2,000 pb 

600 pb 

Figura 22. Caracterización de 3 clonas pNURRlfc,l#*pcon la enzima de restricción Hind 
III. Se purificó DNA de los vectores pNURRlE3lo*p I, II y III a gran escala para su posterior 
uso para secuenciación y transfección. El carril M corresponde al marcador de peso molecular 
de 200 pb, el canril 1 es el pNURRl1*'0'* I; el carril 2 el pNURRlE3*>xPU, y el carril 3 el 
pNURRl2310x11 III. Gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de etidio. 

En el análisis de secuenciación, la secuencia obtenida se comparó con la secuencia 

proporcionada por la empresa Celera Discoveiy Systems™. Se detectaron cuatro cambios de 

nucleótido, de los cuales tres se localizaron en el exón 3 del vector recombinante pNURRlE3LoxP 

de las clonas denominadas I, II y III. Estos cambios fueron: en el codón 89 una C por una T, en 

el codón 250 una T por una C y en el codón 273 un cambio de G por A ( Figura 23). Se 

encontró una cuarta mutación en el codón 566 (un cambio de una G por una A) del exón 8 del 

gen NURR1 del vector recombinante pNURRlE3LoxPde las clonas I, II y III (Tabla 4). 
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Tabla 4. Mutaciones de las clonas de los vectores recombinantes pNURRlE3Lorf>I, II y n i . 

Posición Codón Aminoácido Símbolo Carga Exón 

89 T C C — • CCC Senna—• Prolina S — • P Polar—• Hidrofóbico 3 

250 TCG—• TTG Serina — • Leucina S — • L Polar—• Hidrofóbico 3 

273 CAG—•CGG Glutamina — • Arginina Q — * R P o l a r — B á s i c o 3 

566 TGC—• TAC Cisterna — • Tirosina C — • Y Polar—• Polar 8 

UJ^ÜJLMMU 

B 

510 520 
G G C C C G C A 7 C G C A G '1 7 6 

530 540 550 56C 570 
' G A C A C S C A G 5 7 G C C C Q s C C 3 C C G 7 C C C G G G G C 7 C 7 C C C 7 C C A A 

530 590 600 610 620 630 640 
C : G : G C 3 C 7 G ; 7 7 G C G 7- 7 G A C A A C G C G G C C 7 G : @ C A C 7 A C G G T G 7 ~ C G C A C 7 7 G 7 G A G C- G C 

Figura 23. Secuenciación de las clonas pNurrl631'"1* I, II y n i . El nucleótido en cuadro rojo 
indica el lugar de la mutación puntual en las clonas pNurrP3LoxPI, II y III, del exón 3 del gen 
NURRl. 
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Se procedió a reparar las mutaciones por sustitución del fragmento con mutaciones del 

exón 3, por uno previamente secuenciado sin mutaciones. Debido a la dificultad de encontrar 

sitios de restricción para liberar el fragmento del exón 3 con las mutaciones, a partir del vector 

pTKlox se subclonó un exón 3 sin las mutaciones antes mencionadas, y posteriormente se 

subclonó el gen NeoR para obtener un vector pTKE3Neo. Este vector se digirió con la enzima 

Cía I, generando un fragmento de aproximadamente 5,700 pb correspondiente al esqueleto del 

plásmido pBS SK (+) y el gen Timidin Cinasa, y otro de 3,000 pb correspondiente a la región 

del exón 3 del gen NURR1 unido al gen NeoR. El vector recombinante pNURRlE31oxp con las 

mutaciones se digirió con la misma enzima de restricción (Cía I), la cual generó dos fragmentos, 

uno de 11,800 pb que corresponde al esqueleto del plásmido pBS SK (+), al gen Timidin 

Cinasa, al exón 2, y al fragmento del exón 4 al exón 8 del gen NURR1; y otro de 3,000 pb que 

corresponde al exón 3 del gen NURR1 con las mutaciones antes mencionadas, unido al gen 

NeoR. El fragmento de 3,000 pb del vector pTKE3Neo y el fragmento de 11,800 pb del vector 

pNURRlE3loxP , fueron purificados ( Figura 24A) y utilizados en una reacción de ligación (ver 

Figura 24B). Se llevó a cabo la transformación de E. coli y el análisis de clonas como 

previamente se describió. Posteriormente se seleccionaron dos clonas pNURRlE3,oxP, se 

secuenciaron y se corroboró que se habían corregido las mutaciones del exón 3 (Figura 25). El 

exón 8 del gen NURR1 en el vector p N U R R l ^ ^ q u e contenía una mutación, se digirió con las 

enzimas de restricción Age I y Kpn I, liberándose un fragmento de 300 pb. Dicho fragmento fue 

sustituido por un fragmento sin mutaciones del mismo tamaño, obtenido de la digestión con las 

enzimas de restricción Age I y Kpn I del vector 05375pPCR-Scripp, generado por la empresa 

GENEART. 
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Figura 24. Digestión con enzimas de restricción de los vectores pNURRlt3k>xP I, 
pTKE3Neo, y 0S3575pPCR-Scipt A) M corresponde al marcador de peso molecular de 200 
pb, el carril 1 muestra el vector pNURRl5310x511 digerido con las enzimas de restricción Age I y 
Kpn I, el carril 2 muestra el vector pTKE3Neo digerido con las enzimas de restricción Age I y 
Kpn I; B) M es el marcador de peso molecular de 200 pb, el carril 1 y 2 las clonas 
seleccionadas pNURRlE3loxP digeridas con la enzima de restricción Hind III, en un gel de 
agarosa al 0.8%. 
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Figura 25. Secuenciación del vector mnbinante pNURRlE3l0lF. En A, C y E se muestran en un recuadro 
rojo las mutaciones puntuales del exón 3 del gen NURR1, en B, D y F se señalan en un recuadro verde las 
correcciones de las mutaciones del exón 3 del gen NURR1 ai el vector recombinante pNURRlE31CKp. 



3.1.5. Análisis de la funcionalidad del alelo condicional del gen NURR1 

Una vez corregidas las mutaciones en el vector recombinante pNURRlE3LoxP, fue 

necesario comprobar la funcionalidad de las secuencias loxP, la cual se realizó en un ensayo de 

co-transfección en la línea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano, con el vector CMV-Cre 

(Figura 26A) que expresa de forma constitutiva la enzima Cre recombinasa, junto con el vector 

pNURR 1E3LoxP (Figura 26B) el cual contiene las secuencias loxP que son reconocidas por la Cre 

recombinasa. Para determinar si se llevó a cabo la recombinación en este ensayo se extrajo el 

DNA después de 48 horas de realizada la co-transfección y se realizó un PCR, del cual se 

obtuvo un fragmento esperado de 3,500 pb del plásmido no recombinado (Figura 26C) y un 

fragmento de 1,500 pb del plásmido recombinado. 

El análisis funcional de las secuencias loxP introducidas en el vector de recombinación 

homóloga del gen NURR1 se llevó a cabo empleando este vector como sustrato (Figura 26B) en 

un ensayo in vitro, al co-transfectar la línea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano, junto 

con el vector CMV-Cre (Figura 26A) que expresa de manera constante la enzima Cre 

recombinasa. La recombinación, la cual eliminó la secuencia del gen NeoR flanqueada por los 

sitios loxP (Figura 26C) fue detectada por PCR. Se realizó la extracción de DNA de las células 

SH-SY5Y transfectadas, y se amplificó una banda de 600 pb correspondiente a la secuencia del 

gen de la Cre recombinasa (Figura 26D), lo cual indica que el vector de expresión CMV-Cre fue 

introducido en la línea celular y pudo llevar a cabo una expresión transitoria de la proteina Cre 

recombinasa y por lo tanto actuar sobre el sustrato, al que se le realizó un PCR y nos generó dos 

bandas de 3,500 pb que corresponde al vector pNURR iE3loxP sin recombinar, y una banda de 

1,500 pb del vector pNURRlE31oxP recombinado (Figura 26E), lo que mostró la actividad de la 

preoteína Cre recombinasa sobre el sustrato pNURR lE3,oxP. 
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Figura 26. Co-transfección de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano con el vector pNlíRRlE3k"5> y 
el vector de expresión CMV-Cre. En A) Esquema del vector de expresión CMV-Cre; B) Esquema del vector 
pNURRlE31°xPno recombinado (sustrato), la flecha de color negro indica el alineamiento y la dirección de ios 
oligonucleótidos E3N1 e IF2, las cajas de color verde indican los exones del gen NURR1, las flechas rojas 
indican los sitios loxP, y las cajas amarillas indican los genes de selección, (TK) Timidin Cinasa, y (NeoR ) 
indica el gen de resistencia a neomicina; C) Esquema del vector pNURRl6310*15 recombmado; D) PCR del gen 
Cre. M es el marcador de peso molecular; carril 1, células transfectadas solamente con el vector 
pNURRlE31o*p; carril 2, céluas transfectadas con el vector pNURRlE31orf> y el vector de expresión CMV-Cre; y 
carril 3, negativo; E) PCR para detectar la recombinación del vector pNURRIE31oxP; M es el marcador de peso 
molecular; carril 1, células transfectadas solamente con el vector pNURRlE3I°xp, carril 2, céluas transfectadas 
con el vector pNURRlE3loxP y el vector de expresión CMV-Cre; y carril 3, negativo; 



CAPITULO 4 

4.1. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 

Nurrl se expresa principalmente en áreas del sistema nervioso central, como la corteza 

cerebral, hipocampo, tálamo, cordón espinal, bulbo olfatorio, habénula e hipotálamo; además, 

puede encontrarse en cerebelo, en los núcleos del nervio motor dorsal y del nervio vago. 

Para entender la función in vivo del gen NURR1, se llevó a cabo su inactivación 

mediante la tecnología de recombinación homóloga. Este método está basado principalmente en 

el reemplazo de un gen normal por uno inactivado, generando un modelo animal llamado 

"Knock-out", el cual tiene inactivado el gen en todo el organismo. Este método fue utilizado en 

1997 por Zetterstròm et al3., para inactivar el gen NURR1 y determinar su función en un modelo 

in vivo. Los resultados en este modelo animal del gen NURR1, fueron la ausencia de los 

marcadores dopaminérgicos (TH, Ret, AHD2, y el receptor D2 de dopamina) en las neuronas 

dopaminérgicas de la región ventral del mesencèfalo. Se encontró que los ratones homocigotos 

mutantes del gen NURR1 morían en el transcurso de las primeras 24 horas posnatales. Estos 

datos fueron corroborados por otros dos estudios independientes 4> 5, empleando el mismo 

método de inactivación del gen NURR1 en diferente región. 

Debido a que este gen se expresa en diferentes regiones del sistema nervioso central, y a 

la muerte prematura de los ratones homocigotos mutantes, este modelo no permite resolver las 



siguientes interrogantes: ¿Por qué mueren los ratones Knock-out NURR1?, ¿Qué función 

desempeña el gen NURR1 en las diferentes regiones del sistema nervioso central donde se 

expresa? y, ¿Cuál es su papel en la etapa adulta? 

La finalidad de este trabajo fue obtener un vector de recombinación homóloga con un 

alelo condicional del gen NURR1, el cual no tuviera mutaciones y portara las secuencias de 

sitios loxP en las regiones intrónicas 2 y 3, para no afectar las regiones codificantes del gen 

NURR1. Posterior al aislamiento de las secuencias del gen, se dio inicio a la construcción para 

introducir los sitios loxP en el alelo condicional del gen NURR1. Al concluir con esta fase del 

trabajo se procedió a realizar dos análisis importantes en la generación del vector recombinante 

condicional del gen NURR1, que fueron la secuenciación y comparación de la secuencia 

obtenida con la base de datos de Celera Discovery Systems™, y finalmente un análisis para 

comprobar que los sitios loxP introducidos en el alelo del gen NURR1 fueran funcionales. 

La comparación de las secuencias del vector recombinante con la base de datos, mostró 

4 cambios de nucleótido, por lo que se realizó una búsqueda en la base de datos del GenBank, 

para identificar si estos nucleótidos representaban algún polimorfismo del gen NURR1 en base 

a algún reporte. En este caso particular, los cambios nucleotídicos encontrados generarían una 

proteína Nurrl con los cambios aminoacídicos S89P, S250L, Q273R y C566Y. En el caso de los 

aminoácidos S89P, S250L y Q273R, el tipo de carga es opuesta al aminoácido de la proteína 

normal. En los aminoácidos S89P y S250L la carga normalmente es polar; sin embargo, con las 

mutaciones la carga sería hidrofóbica, lo cual podría alterar la estructura tridimensional de la 

proteína Nurrl. Y afectaría principalmente la capacidad de activación del factor de transcripción 



independiente de ligando, ya que estos cambios se encuentran en la región AF1 que da origen a 

la vía de activación independiente del ligando. 

En relación al cambio en el aminoácido Q273R que se encontró en la región del dominio 

de unión al DNA del factor de transcripción Nurrl, este cambio podría alterar su afinidad a 

secuencias en promotores y alterar la expresión de genes blanco, ya que el aminoácido normal 

tiene carga polar, y el sustituto tiene una carga básica. 

El último cambio aminoacídico C566Y probablemente no afectaría la función de la 

proteína Nurrl, ya que se encuentra en la región del dominio de unión a ligando, el cual no es 

funcional en el factor de transcripción Nurrl. Además, el cambio de este aminoácido 

corresponde a uno de igual carga (polar / polar). 

Tomando como base este análisis de los posibles efectos de los cambios aminoacídicos 

antes mencionados, se llevó a cabo la reparación del vector de recombinación homóloga 

condicional del gen NURRl. La reparación se logró de forma exitosa, ya que la secuencia 

obtenida del vector de recombinación reparado, presentó un 100% de identidad a la secuencia 

TXif del gen Nurrl proporcionada por la empresa Celera Discovery Systems 

Una vez que confirmamos la correcta construcción de nuestro vector de recombinación 

condicional Nurrl, procedimos a determinar la funcionalidad de las secuencias loxP 

introducidas en las regiones intrónicas 2 y 3 del gen NTJRR1. Las secuencias loxP son 



reconocidas por la enzima Cre recombinasa, la cual elimina la secuencia que se encuentra entre 

los sitios loxP. 

En un ensayo de cultivo de células se utilizó un vector de expresión para la enzima Cre 

recombinasa y nuestro vector de recombinación homóloga condicional (pNURRl^10*11) para su 

transfección. El producto recombinado fue detectado mediante la técnica de PCR, la cual nos 

dio resultados positivos, al menos para los sitios loxP que se encuentran flanqueando el gen de 

selección positiva NeoR, ya que el oligonucleótido E3N1 corresponde al exón 3, y el 

oligonucleótido IF2 al intrón 2. En este experimento no se obtuvo amplificación del gen NURR1 

endógeno, debido principalmente a que la línea SH-SY5H corresponde a células de 

neuroblastoma humano, y los oligonucleótidos fueron diseñados a partir de la secuencia del gen 

murino, aunque el oligonucleótido E3N1 se alineaba al 100% con el gen NURR1 humano, no 

fue así para el oligonucleótido IF2, por lo que sólo se detectaron los productos provenientes del 

vector recombinante pNURRlE3loxP, tanto del vector recombinado como del no recombinado. 

Con los resultados obtenidos, podemos decir que se logró obtener un vector de 

recombinación homóloga condicional del gen NURR1, el cual no tiene mutaciones en su 

secuencia, y que los sitios loxP son funcionales. 

Finalmente cabe mencionar que este vector construido será pieza importante para la 

generación de una línea de ratones, que al cruzarlos con ratones que expresen la enzima Cre-

recombinasa bajo la regulación de un promotor específico de tejido, nos permita inactivar el 
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gen NURR1 en tiempo y espacio. De allí la importancia de contar con esta línea de ratones, ya 

que nos permitirá conocer más acerca de las funciones de este factor de transcripción Nurrl que 

presenta una expresión constitutiva en el sistema nervioso central y que en los últimos años a 

despertado un gran interés como gen iducible en procesos de regeneración e inflamación en 

diversos órganos periféricos. 
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ANEXO I 

Mouse nurrl genome in Chr 2 

>cmgd_gene|mCGl 9702.1 /gene_uid=100000115005921 /len=27106/ 
ga_name=GA_x6K02T2Q 125 /seq_alignment=(l 8780257-18753151) /g 
ene_alignmenK 18770257-18763151) /transcript_names=mCT21440 
.1 

AGTTACGAGCCACGGGACAACTGTCTCCACTTCTGCTAAAGGGTGTGAGGAGGGTATGTT 
GGGGAGCTGCAAGGCACACCTCTGCCCTCTCGGCCCAGGTGCTAGCTACCTGGCCCACGC 
GAGTGTTCTTTTCCGTTCAAGCTTTTGTTGCACCCTCCCCACGTGTGAGGACGCAAGGTC 
TGGGGCGGGGGAGGGGCAGGTGGAGCGTAGCATCACCACGGACTTCACGGACCTGGGTTG 
CAGAAGTCACACTTCTTTCGGAAAAAAAAAAATCCACCCAAGTGGGCTACCAAGGTGAAC 
CGTTCCCACCTTAAAATCAGCCCCAGTCGTGACGTCAGGTCGGAAATATACCAAAGCGAG 
CGCGGGCCAGGAGTCCGGGGAGCGCGGCGGCTCGGCGATTGGACCGCGGGCCGCTGACGC 
GGGCTGACGCGCGCAGACTTTAGGTGCATGTTGGCAGCAGCAGCTCGAGCCACATAAACA 
AAGGCACATTGGCGGCCAGGGCCAGTCCGCCCCGCGGCTCCGCACAGCTCCGCGTCCCTC 
TCTCCGGCCCCGCTGGCTGCCTCCCTCTCCTGCGGCCGGGCTGGCTGCGTGTGGCTCTCC 
GCGCCCCGCTTCCGCAGCGCTCCCGCGGACCCGGGCTCCTCTGCTCCCGGAGGGAACTGC 
ACTTCGGCGGAGTTGAATGAATGAAGAGAGCGGACAAGTGAGTAGCTGCGGCGGGGCCGC 
CCGCGGTCACGCGTCCTCCCGGTCTCCGCGTACCAGGGAACGGGTTCTCTGCAAGTGGTC 
GCCCGAGCCGCGGAGCGCGAAGGGGCTGGGGAAGGGGGATGGCGAGTGGGCGCGCGCAGC 
TCCGCCGAGCCTCTGCTGGAACTCCGGTGCTAGCGTAAAGGGGGGGGAGTTGGCTGCCGG 
CAGAGGTTT CCAGGCT TCTCAT TGGTGGATGTGGCAAGGGGACTCCCACAGTTTTAGGAG 
AAGCGGACTTGCCGGTGGAGATGTGCGCAAAGTTTGCTCTTGGTGTGAAATTGATTGTGG 
CTTGAGGAGGCTCCATCTCGCGAACATGTGGGAAACAGTCCGGGAGAGAAAGTTTACGTG 
TTGCTTGGGAACAGTGTCGCTCGGCTCGCCCGCTGGTGGAGGTTTCCCGGATATCGTCGA 
GTAAGGGTAGTGTCGGTAGAGGGTCCTGTAGCGAAGTTGCCTGAAATGACTGGTTTTGAT 
ATATGTTGTCCTTGGATAGTGTGTCAGTGTGTGCGTGAGGTAAAGAATACGGTTATGAAA 
CTGTGACATAGCCACGGGTTAATATCCAGAACAGACATATTTTCAAGGGCGGCGGCGGAT 
GGGGGTGGGGAGATAAAGCAAAAGTCCTCTGGTTTGTCTTGTTAACCTTCTCCGCTCCTT 
GAAGCAAAGCAAGATTGTGGAAGAAGTGGGGGGGGGGGGCGGAGAGGGGAGGGAGCAAAG 
GAGAGGGTGTTCAGGTTTCTTTACTTTATCAACAAGATCGTCTATGCTCTAGAATGCCTT 
GCAAGTGGGAACAT CT GAAAAAAAAAATAGCTAGGACACAAGAATGCCTTGTCCCAGCAA 
GTAGGCAGCCTGTGGAAAGCATTGTGGAGAAGGTGTCCAGTTTGCTGTGCTGAGAAGTGC 
TTCTAACTTTGGTGCCAATATCATATGCGTAATATTTCTTTCCCTCTGCAGTTGACCCAA 
GATACTCCTGGTAAAGTAGAGATCTCTCTCATCACCTCTGGGCCATTAAAGATGTTGAAA 
ATCCAGTTCTCTGGAGGAACACCAATTCGCTTGTCCCTTAAGATCCTGTGTTGAACCAAA 
AGCAATTACTAAAGCTACACACTTGCTCCCACATTGGCTGTTTGGTTGTCCAGGCCTTGC 
TAACGTTTCCTAAGGGTTGGATCTGTATTTTTTTTTTTCACGGTTTACTCTCGAGTTCTT 
TTAACTTTCTTTCTCCTTCTAAGAGAAAAGTCCACTGGACTCTAAGAGAGATATTAAGAG 
GAAGCTTTGATGCTGTGTTTTTCCTTTACCCAGACTTCTTAGGTTTGACATAAAGTAGAA 
T GACAAAGGCCCT TCCAT CT ACAGCAAAGGGGCCAATTCATTATATTGATCAGTATCT GG 
TAGACTCATGGGATAATTTCCCCACAGGATGCTTTCTCTGCAGGGATTTACACTGGGAGA 
T GAGCGGCATTAT CTGCT GTT TAGCCACCTTGTCTCTGCACATTTCATTTTAAGATGCTG 
TTGGGTAAAGTCTTCACACTCATTTCCAAGGAAGCACTTGAAGGGCCTGCTGAGTGAGTC 
TGCATCTGCCCAGCCCAAGTCTCGGTGGGAAGACATCCTGAAACTTCCTGTGTCTGTATT 
T CAGGGAGATCTGACGGGCTGGATTCCCAATAGCTCTTTTTTAAAATCTTGGAAACTTTG 
TCCTTCGCTGAATTACGACACTGTCCACCTTTAATTTCCTCGAAAACTCCAATAACTCTG 
CTGAAGGTCAGTGAGCTTTATCTTTCATTACCTTTCCTGAGTTCCCCCATACCCTCAGAA 
AAACAAAACAAAACAGGGCAACAGGATCTTTCCAGGCCAACCCTGTGCCTTATAGTCACA 
GAGGACAACTTTCTTATTGTGCAATTCAACTTCATTTCTAGAGCATGGCTTCTAGAAATC 
CTGTCGACCCTGAGCTTCAAAGAAGAAGCTCATCAGAGTGGGACTGTCTGCGGGAAGGGG 



GTGGAGCGCGGGGGGGGGGGGCGTTTGGAAATGAGTGTAGACCCTCAACAGCTTTCCAGC 
TCTGGGTCGTCCCGGGATCAGCCCTTTCCTTTCTTCATCGCTGTTCCACCTCTTTTGCCC 
TTCCCCCTGCATCCCTAAACCCCCATCCTCTCCCCGCCTCCCTCCACCCCCAACCCCGAC 
GCCGCGGGCTGCCGGTGTAGCCCCGGGTGTAGACCGAGCCCGGAAGAAAGTGTTCAGTTG 
ACCAGGCTGAGTGTATATCACCCTGTTTCGTTTCCAGCCATGCCTT6TGTTCAGGCGCAG 
TATGGGTCCTCGCCTCAAGGAGCCAGCCCCGCTTCTCAGAGCTACA6TTACCACTCTTCG 
GGAGAATACAGCTCCGATTTCTTAACTCCAGAGTTTGTCAAGTTTAGCATGGACCTCACC 
AACACTGAAATTACTGCCACCACTTCTCTCCCCAGCTTCAGTACCTTTATGGACAACTAC 
AGCACAGGCTACGACGTCAAGCCACCTTGCTTGTACCAAATGCCCCTGTCCGGACAGCAG 
TC C TC CAT TAAGGTAGAAGACATTCAGAT GCACAACTAC CAGCAACACAGCCACC TGCCC 
CCTCAGTCCGAGGAGATGATGCCACACAGCGGGTCGGTTTACTACAAGCCCTCTTCGCCC 
CCGACACCCAGCACCCCGAGCTTCCAGGTGCAGCATAGCCCGATGTGGGACGATCCGGGC 
TCCCTTCACAACTTCCACCAGAACTACGTGGCCACTACGCATATGATCGAGCAGAGGAAG 
ACACCTGTCTCCCGCCTGTCACTCTTCTCCTTTAAGCAGTCGCCCCCGGGCACTCCTGTG 
TCTAGCTGCCAGATGCGCTTCGACGGGCCTCTGCACGTCCCCATGAACCCGGAGCCCGCG 
GGCAGCCACCACGTAGTGGATGGGCAGACCTTCGCCGTGCCCAACCCCATTCGCAAGCCG 
GCATCCATGGGCTTCCCGGGCCTGCAGATCGGCCACGCATCGCAGTTGCTTGACACGCAG 
GTGCCCTCGCCGCCGTCCCGGGGCTCTCCCTCCAATGAGGGTCTGTGCGCTGTTTGCGGT 
GACAACGCGGCCTGTCAGCACTACGGTGTTCGCACTTGTGAGGGCTGCAAAGGTTTCTTT 
AAGGTGAGCAAGACAGGGCGGAGGTGGCAGGTAGCGGTCCTTATACCTGAGACCCAGCAG 
TGTACCCTCACCTTCCGGTCGGCAGCCCCGCTCGAGTTCCCTGCAGCTACTCACAGGCTG 
TGGAAGAGGCTTTGGGGGTGTCTAAGGAAAGAAATCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGGTT 
TCATCCCCCCGCCCCCCGCGCCCCACAGCAACCTGCGGCCCCGGCGGGCTCCAGCCCGAA 
ATTGCTGGAGCCAGAGTTGGAAGAGGGCTATTTGCATGTGTTAGGCGCTGTCTTCCTTGT 
TCAGATTGAAATTGGTTAGGACAGAGAACCGTGTCTGAGCTAACCAAGTGGAACAGAATT 
CCCTATGGTCAAATTAAGTGATCTCTTTATTTCGCCATCCTGATTGAATAATCTTATCAT 
TTTAAATAGAGAAGGTCTCCAAGGAATGTAAATAATATGAATGCCCACGGATTTGTATTT 
ACTGAGCGTCTCCTGCCCCTTCTCCTGGCATATAAAACACAGCAAGGAGCGGTAAGGTTA 
GCTCAAATGTTAACGCTATCAATTTTCTTCTGGTAAATGCCCTGGGGAGGAAAAGGAAAG 
GAAATAGGAAGAAAAGAAAAAGAAAAGGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAG 
AAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAATTGAAGGAGTAGTGTTTATGTTTGTAGGGAAGGAATG 
CAGATCCAAGCCATTTTTTAAAAAAATGTGTCCAGTTTGCTGGACTTTGAGTGAAAAAAA 
TAATCATTTTGGGGCCTACATTCTCTCCCTCTACAGCGCACGGTGCAAAAAAACGCGAAA 
TATGTGTGTTTAGCAAATAAAAACTGCCCAGTGGACAAGCGCCGCCGAAATCGTTGTCAG 
TACTGTCGGTTTCAGAAGTGCCTAGCTGTTGGGATGGTTAAAGAAGGTAGGTCGAGGCAA 
GTTGTTGACCTTCCATTTCACGCCCCTGAAAGTCCACCAGCTGCTTGTGGACTCCGGTCC 
CTGCCTTACTCCCCACGCCCTTGACTCCAGGATTCCACTGCTAAATGCCCTCCTCTAAAG 
AAAGCCACCCGGCCCTCCTTTTCTTTAAGTATAGGACCCAGTTGGAGGAAGGTATAAAAT 
AACCCGCCATTTATTAATGCTTCTCGTCAGTAAAGTCTTTAAAATCAGAGGAGCCCTGGA 
CCACCAGGTTGGGCTTCTTCCACTGTTCCCTCGGGGAGGAGGCCGTGAGGCAGCTGAGTC 
TGGGCTCAAGGGAACAGCGTTAACCCTTGAGTAATTCCTTTACAGTGGTTCGCACGGACA 
GTTTAAAAGGCCGGAGAGGTCGTTTACCCTCGAAGCCGAAGAGCCCACAGGATCCCTCTC 
CCCCCTCACCTCCGGTGAGTCTGATCAGTGCCCTCGTCAGAGCCCACGTCGATTCCAATC 

CGGCAATGACCAGCCTGGACTATTCCAGGGTAAGAAGCCGGTGGTGGGGGAATATCAATC 
ATGTGGACAAGCCAACAAATGGGCAGGACCCTCTCCCTATACCCAGCTTTAGCACCCCCA 
AACTCAAGGGTAAAGGAGGAACAGCAGAATACATACTTCACAACTTTGGGCAGGTTTTCA 
GGAGACAGGTGGTGCTGCTCAAAGTACAGACCGGAGAACACACCGGAGGGGTTGAATCTT 
TGTGAACCATTATTGTCCGACAGTCCCTCCAGCTGCGGTCTGGAAGGCAAAACCTAGACA 
GTCTAGCCTTCCTTCCCAAGTCTACTTTACGAAGTTACTAGAATACATTCCCCTCCCCCT 
TGACTTGTCTGGGGCCAGGGAGTGAAAAGAGGGGTGGAAGGGATGGCAATGGGGGGGGGG 
GTTGTCCCCGGGTCAGGGATCAAGTGGTGCAATTCTTCTTTTACTCCAGCTGTGAAAAAT 
GTGCAGGCTTTGGGCAGAGGGAGTGTGGCCAAACCTAGTAGCGACTGCAATATTATTAAG 
CTTTGCAAAAGGCGCCTCCGTGCAAGACCCACTCTGGGATTAGCATGAATACTACCGTGT 
CAATTGTTTTGTGGCGATAAGACTGAACGTTTCCCAGGGCTGGATGGCACTGTATTTAGT 
CTGTATGGAAATGGTAATTTACATATTTAAAGCAGCGACCTCATAGCACCGTCCCTAATT 
GAATTAATTGCCCCGGAACATCTAATTTCCTTACTGGTCAGAGAGAGGTTTAATTGTTAT 
AAAAACCTGGCTCCCCTACTAGAAACGGGGTTAGCAATTTCACGGGTTATATATTTTAGA 



GAACCTCAT TAAGT GCTTTTT AAAATGAAATTCCAGTTCCAGGCAAACCCTGACTATCAG 
ATGAGTGGAGATGATACCCAACATATCCAGCAGTTCTACGATCTCCTGACCGGCTCTATG 
GAGATCATCAGAGGGTGGGCAGAGAAGATCCCTGGCTTTGCTGACCTGCCCAAAGCCGAC 
CAGGACCTGCTTTTTGAATCAGCTTTCTTAGAATTATTTGTTCTGCGCTTAGCATACAGG 
TAATGAATGAGGCCTGGAGGAGGGATCAGAAGTAAAGGAAAGGAAGAGAAAAGGGTTGGG 
GTTGGAGGCAAGATAAAAACAAAGCAAAGGTGAAGAAGGGAAGGAGTGAGCCCAGAGCCT 
TGGGTGACCGGAGTGGTGGTGGGATAGGGGAGTTCTTGATTGTTATGAAATTAAACCCTT 
TCAAGGTCCACTGGTCTACATTTTATTAACTCTTCAGTAATTAGGTGCCTCTTAAATCCC 
TCATTTATTGCTCTTCAAGTAATTAGTTGTTTAGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTCTCCCCT 
CTCTCT T T GGT AT TAATTGCAGGTCCAACCCAGTGGAGGGTAAACTCATCTTTTGCAATG 
GGGTGGTCTTGCACAGGTTGCAATGCGTGCGTGGCTTTGGGGAATGGATTGATTCCATTG 
TTGAATTCTCCTCCAACTT6CAGAATATGAACATCGACATTTCTGCCTTCTCCTGCATTG 
CTGCCCTGGCTATGGTCACAGGTCAGTACTGCTGGTGCAGGACACTTCCCCTTCCGAACT 
TCCTCTGGTGGGACCGGTCATGGCTTTCCCTAATCGCAGATTCTTTCTGATTCTGCCATC 
TGACTAACTCCCCTCTGCATTCTTTTGTTTCTGGTTGCATTTTCTGCAGAGAGACAC6GG 
CTCAAGGAACCCAAGAGAGTGGAAGAGCTACAAAACAAAATTGTAAA.TTGTCTTAAAGAC 
CATGTGACTTTCAATAATGGGGGTTTGAACCGACCCAACTACCTGTCTAAACTGTTGGGG 
AAGCTGCCAGAACTCCGCACCCTTTGCACACAGGGCCTCCAGCGCATTTTCTACCTGAAA 
TTGGAAGACTTGGTACCACCACCAGCAATAATTGACAAACTTTTCCTGGACACCTTACCT 
TTCTAAGACCTTCT CCCAAGCACGTCAAAGAACT GGAAAGAAAAAAAAAATAACATCCAG 
AGGGGGCTGGTCACATGGGCAGAGAGCTGGTTGAAGTGTCCAGTTCACCTTATCTCCCTT 
CTGTAGACCCCTAGCCCTCACCCCTTAAGTAAACAAACAAACAAACAAACCACAAATAAA 
AACTGTCGCTATTTCCTAACCTGCAGGCAGAACCTGAAAGGGCATTTTGGCTCCGGGGCA 
TCCTGGATTTAGAAAACGGACAGCACACAGTACAGTGGTATAAACTTTTTATTATCAGTT 
CAAAATCAGTTTGTTGTTCAGAAGAAAGATTGCTAATGTATGATGGGAAATGTTTGGCCA 
TGCTTGCTTGTTGCAGTTAAGACAAATGTAACACACACACACACACACACACACACACAC 
ACACACACACACACOTTAATGGGACCCTCCTATTTTGCCCTTTAACAAGACTTCAAAGTT 
TTCTGCTGTAAAGAAAGCTGTAATATATAGTAAAACTAAATGTTGCGTGGGTGGCATGAA 
TTGAAGGCAGAGGCTTGT AAAT T TATCCAATGCAGTTT GGCTT TTT AAATTATT TTGTGC 
CTATTTATGAATAAATATTACAAATTCTAAAAAGTAAGTGTGTTTGCAAAAAAAAAAAAA 
GAAAATAACTACATAAAAAGGGGACAAGCATGTGATTCTAGGTTGAAGATGTTATAGGCA 
CTTGCTACTTCAGTAATGTCTATATTATATAAATAGTATTTCAGACACTATGTAGTCTGT 
TAGATTTTATAAAGATTGGTAGTTATCTGAGCTTAAACATTTTTCTCAATTGTATAATAG 
GTGGGCACAAGTATCAGTACATTGGAAAATCCTGACAAAAGGGACACATAGTGTTTGTAA 
CACCGCCCAACATTCCTTGTTTGTAAGTGTTGTATGTACCGTTGATGTTGATAAAAGAAA 
GTTTAT ATCT TGATT ATT TTGTTGTCTAAAGCTAAACAAAACTTGCATGCAGCAGCTT TT 
GACTGTTTCCAGAGTGCTTATAATATACATAACTCCCTGGAAATTACTGAGCACTTTGAA 
TTTTTTTGTTTTTGTTTTTTATGTCTAAAATTGTCAGTTAATATATTATTTTATGTTTGA 
GTAAGAATTTTAATATTGCCATATTCTGTAGTATTTTCTTTGTATATTTCTAGTACGGCA 
CATGAGATGAGTCACTGCCTTTTTTTCTATGGTGTACGACAGTTAGAGATGCTGATTTTT 
TTTTCCTGATAAATTCTTTCTTTAAGAAAGACAATTTTAATGTTTACAACAATAAACCAC 
GTAAATGAACAGAACTCT GTCT TAT T T CTGGGCCAGGAAAATGATTACTAAACAACAGGT 
ACAAGAAAGAGGCGAAAGTGGAGACTGATTTGGGGAGGTCACTTACAGGACATCTGAATT 
TCAGACTGACAGCCTAGATCCATTGTGGCAAAGGGAAGGGTGTCACTAAACTAATTATCC 
AGAGAATTCATGCAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTTTTTTTTTTTA 
CTTTGCCTGAATTTTCCAGTCTGCTGACCTACATTTATCAGAATCAACTTAGAATATCTT 
ACTCTTGTAAGTTTTGAGTTAAGTGCAGCTTAGGAGACCAACAATCTGAACTTTTCCAAG 
TTGGGAATCTTGTGAAGTTGGGGGGGGGGGAGGGGAACAGCATTCCGAAGTTTGTGCTTG 
GAGATTCAGAAAGGCAGATTTGAATTCTCTTTTACTTTATCTTTGCTCTTTTCAATTCCT 
GTGCATGCTTCTATGAGTGTGGGACCGAGCACTCCAGGCCTTCTGCTGGAGTTCTGAGTC 
AGCCTTCCCACTAGAGCTCTGGAGAGACATTTCTTTTTTCCCCTCCTCTGGTGGGGAGTG 
ATGAGGTGTGCTTTGAACTTTTAGAAACTTTCCACCTTCTAATTATTTCAGATTAAAAAA 
AAGATCCTTGTCCAGTCTTGGATCTAGTTTAAGCAAATTTTAACATGAGGCTCTCGTATT 
CCATTCAGAATCAACTTTCCGTGGAGGAAGGGGCCCGAGTTCTCAGCTGATCTGGCTTTC 
AACCAGGTATCCTTGGGCAGATGGTAGTCCAGTTCTGCCTGGGGCTGAATTTAAGGAGAG 
AT T TAAGAT GGGTTGATC CT GCTTCATGACCCTGGCTAATT ACAGATAGT TTGGGGGTCA 
CCGAAAT T TACAAACAAAGAAACAAACAAACAAAAAAGGTCTTCATTT AAAAAAATGGCT 



GTCAGAAGAGTATCCTGCCGCCAGTTTACCTGGTCTCACTCCTTACCCTGTCAAAACAAT 
TGTTTTATGGTTGGCAAAAAGAGACAAGGAAAGTCCCCTGTGGTAGTTTAAAGCTATTTT 
TACTGAATGGGTTTCTCTCTGAGGGGTAAAGGGAATCGGTCATATAGGGTATCAAACAGG 
ACATGTCCAATTTTCTAGTGTATGTGTGCATTTTTAAGATCAGACCAGCGACTGCATTTT 
ATTTTCACATCTTATTTTGAGTCAAAACCACAAACTCTTAAGTAGACAGAATGAGCTCTT 
CTCCCAGGTGTCTGCGCCCGGAGACAATTACATTTTACTGCAGAATCCCTTAGAGTTGAG 
CCCAGAAATGAACCCCCAAGGCTGATTCTCCCCAAAGGACTCCGCAGGCATCATCTGAGG 
CCAATGACGGCGTCAGGGGAAAAGTGAGTCTCTGGAGACTTTAAGAGATCCATGCTTTCC 
TTGTCTCCGTACTGCATCTACTGGGCTGGATTGTGATTCCTAGGTTGTCCCTGGTAAGGT 
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A N E X O n 

Secuencia del vector pCR 2.1 

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT 
TCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAG 
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA 
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGC 
TGGAATTCGCCCTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG 
AGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG 
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG 
AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGC 
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGC 
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG 
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGAT 
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA 
ATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGG 
GATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAAC 
AAAATTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTG 
ACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTA 
GCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGC 
CAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAG 
GATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAA 
GATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGA 
CAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGAC 
CGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGC 
GTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGC 
CGGGGCAGGATCTCCTGTCATCCCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCG 
GCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCA 
CGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG 
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGC 
CTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTG 
GCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG 
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGA 
CGAGTTCTTCTGAATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT 
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA 
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC 
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG 
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC 
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC 
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG 
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA 
CACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT 
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTC 
CGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT 
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA 
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT 
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA 
TAATCT C ATGACCAAAAT CCCT TAACGTGAGT TTTCGT TCCACTGAGCGT CAGACCCCGTAGAAAAG AT C 
AAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTAC 
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC 
GCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG 
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCG 
GGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACA 



GCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACG 
CTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG 
AGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG 
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC 
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA 
TTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA 
GGAAGCGGAA 
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ANEXOra 

LOCUS dna 
FEATURES 

Promoter 

misc_binding 

misc_binding 

mi ac_binding 

ni s c_binding 

mi s c_binding 

other_gene 

misc_binding 

misc_bincüng 

mi sc_binding 

misc_binding 

mi s c_binding 

mi s c_binding 

mi s c_binding 

Promoter 

Reporter 

Rep_0rigin 

Promoter 

mi sc_binding 

mi s c_binding 

Marker 

Marker 

Rep_Origin 

BASE COUNT 1162 a 
ORIGIN 

1 agcgcccaat 
61 acgacaggtt 

121 tcactcatta 

5225 bp 
Location/Qualifiers 
143..172 
/gene="lac prom" 
234..239 
/dbxref»"REBASE:HindIII" 
240..245 
/dbxref»"REBASE:KpnI" 
246..251 
/dbxref«"REBASE:SacI" 
252..257 
/dbxref="REHASE:BamHI" 
293..299 
/dbxref="REBASE:Sal I" 
293..1594 
/gene-"Exón 3 del gen NURRl" 
1112..1117 
/dbxref="REBASE:NdeI" 
1581..1587 
/dbxref="REBASE:Xho I" 
1605..1610 
/dbxref="REBASE:EcoRV" 
1621..1628 
/dbxref="REBASE:Notl" 
1626..1632 
/dbxref="REBASE:Xho I" 
1640..1645 
/dbxref="REBASE:Xbal" 
1646..1651 
/dbxref»"REBASE:ApaI" 
1659..1677 
/gene="T7 prom" 
1681..1640 
/gene="lacZ_a reporter" 
1858..2164 
/gene="fl origin" 
2475..2524 
/ gene=11NEOKAN prom" 
2577..2582 
/dbxref-"REBASE:BglII" 
2582..2587 
/dbxref="REBASE:BelI" 
2616..3404 
/gene="NTP_II marker" 
3425..4285 
/gene="amp marker" 
4440..5059 
/gene="pBR322 origin" 

1456 c 1398 g 1209 t 0 others 

acgcaaaccg cctctccccg cgcgttggcc gatteattaa tgcagctggc 
tcccgactgg aaagcgggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttagc 
ggcaccccag gctttacact ttatgcttcc ggctcgtatg ttgtgtggaa 
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181 ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagcttg 
241 gtaccgagct cggatccact agtaacggcc gccagtgtgc tggaattcgc ccttgtcgac 
301 cctgagcttc aaagaagaag ctcatcagag tgggactgtc tgcgggaagg gggtggagcg 
361 cggggggggg gggcgtttgg aaatgagtgt agaccctcaa cagctttcca gctctgggtc 
421 gtcccgggat cagccctttc ctttcttcat cgctgttcca cctcttttgc ccttccccct 
481 gcatcccbaa acccccatcc tctccccgcc tccctccacc cccaaccccg acgccgcggg 
541 ctgccggtgt agccccgggt gtagaccgag cccggaagaa agtgttcagt tgaccaggct 
601 gagtgtatat caccctgttt cgtttccagc catgccttgt gttcaggcgc agtatgggtc 
661 ctcgcctcaa ggagccagce ccgcttctca gagctacagt taccactctt cgggagaata 
721 cagctccgat ttcttaactc cagagtttgt caagtttagc atggacctca ccaacactga 
781 aattactgcc accacttctc tccccagctt cagtaccttt atggacaact acagcacagg 
841 ctacgacgtc aagccacctt gcttgtacca aatgcccctg tccggacagc agtcctccat 
901 taaggtagaa gacattcaga tgcacaacta ccagcaacac agccacctgc ccectcagtc 
961 cgaggagatg atgccacaca gcgggtcggt ttactacaag ccctcttcgc ccccgacacc 

1021 cagcaccccg agcttccagg tgcagcatag cccgatgtgg gacgatccgg gctcccttca 
1081 caacttccac cagaactacg tggccactac gcatatgatc gagcagagga agacacctgt 
1141 ctcccgcctg tcactcttct cctttaagca gtcgcccccg ggcactcctg tgtctagctg 
1201 ccagatgcgc ttcgacgggc ctctgcacgt ceccatgaac ccggagcccg cgggcagcca 
1261 ccacgtagtg gatgggcaga ccttcgccgt gcccaacccc attcgcaagc cggcatccat 
1321 gggcttcccg ggcctgcaga tcggccacgc atcgcagttg cttgacacgc aggtgccctc 
1381 gccgccgtcc cggggctctc cctccaatga gggtctgtgc gctgtttgcg gtgacaacgc 
1441 ggcctgtcag cactacggtg ttcgcacttg tgagggctgc aaaggtttct ttaaggtgag 
1501 caagacaggg cggaggtggc aggtagcggt ccttatacct gagacccagc agtgtaccct 
1561 caccttccgg tcggcagccc cgctcgagaa gggcgaattc tgcagatatc catcacactg 
1621 gcggccgctc gagcatgcat ctagagggcc caattcgccc tatagtgagt cgtattacaa 
1681 ttcactggcc gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta cccaacttaa 
1741 tcgccttgca gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga 
1801 tcgcccttcc caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg acgcgccctg tagcggcgca 
1861 ttaagcgcgg cgggtgtggt ggttacgcgc agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta 
1921 gcgcccgctc ctttcgcttt cttcccttcc tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt 
1981 caagctctaa atcgggggct ccctttaggg ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac 
2041 cccaaaaaac ttgattaggg tgatggttca cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt 
2101 tttcgccctt tgacgttgga gtccacgttc tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga 
2161 acaacactca accctatctc ggtctattct tttgatttat aagggatttt gccgatttcg 
2221 gcctattggt taaaaaatga gctgatttaa caaaaattta acgcgaattt taacaaaatt 
2281 cagggcgcaa gggctgctaa aggaagcgga acacgtagaa agccagtccg cagaaacggt 
2341 gctgaccccg gatgaatgtc agctactggg ctatctggac aagggaaaac gcaagcgcaa 
2401 agagaaagca ggtagcttgc agtgggctta catggcgata gctagactgg gcggttttat 
2461 ggacagcaag cgaaccggaa ttgccagctg gggcgccctc tggtaaggtt gggaagccct 
2521 gcaaagtaaa ctggatggct ttcttgccgc caaggatctg atggcgcagg ggatcaagat 
2581 ctgatcaaga gacaggatga ggatcgtttc gcatgattga acaagatgga ttgcacgcag 
2641 gttctccggc cgcttgggtg gagaggctat tcggctatga ctgggcacaa cagacaatcg 
2701 gctgctctga tgccgccgtg ttccggctgt cagcgcaggg gcgcccggtt ctttttgtca 
2761 agaccgacct gtccggtgcc ctgaatgaac tgcaggacga ggcagcgcgg ctatcgtggc 
2821 tggccacgac gggcgttcct tgcgcagctg tgctcgacgt tgtcactgaa gcgggaaggg 
2881 actggctgct attgggcgaa gtgccggggc aggatctcct gtcatcccac cttgctcctg 
2941 ccgagaaagt atccatcatg gctgatgcaa tgcggcggct gcatacgctt gatccggcta 
3001 cctgcccatt cgaccaccaa gcgaaacatc gcatcgagcg agcacgtact cggatggaag 
3061 ccggtcttgt cgatcaggat gatctggacg aagagcatca ggggctcgcg ccagccgaac 
3121 tgttcgccag gctcaaggcg cgcatgcccg acggcgagga tctcgtcgtg acccatggcg 
3181 atgcctgctt gccgaatatc atggtggaaa atggccgctt ttctggattc atcgactgtg 
3241 gccggctggg tgtggcggac cgctatcagg acatagcgtt ggctacccgt gatattgctg 
3301 aagagcttgg cggcgaatgg gctgaccgct tcctcgtgct ttacggtatc gccgctcccg 
3361 attcgcagcg catcgccttc tatcgccttc ttgacgagtt cttctgaatt gaaaaaggaa 
3421 gagtatgagt attcaacatt tccgtgtcgc ccttattccc ttttttgcgg cattttgcct 
3481 tcctgttttt gctcacccag aaacgctggt gaaagtaaaa gatgctgaag atcagttggg 
3541 tgcacgagtg ggttacatcg aactggatct caacagcggt aagatccttg agagttt'tcg 



3601 ccccgaagaa cgttttccaa tgatgagcac 
3661 atcccgtatt gacgccgggc aagagcaact 
3721 cttggfctgag tactcaccag tcacagaaaa 
3781 attatgcagt gctgccataa ccatgagtga 
3841 gatcggagga ccgaaggagc taaccgcttt 
3901 ccttgatcgt tgggaaccgg agctgaatga 
3961 gatgcctgta gcaatggcaa caacgttgcg 
4021 agcttcccgg caacaattaa tagactggat 
4081 gcgctcggcc cttccggctg gctggtttat 
4141 gtctcgcggt atcattgcag cactggggcc 
4201 ctacacgacg gggagtcagg caactatgga 
4261 tgcctcactg attaagcatt ggtaactgtc 
4321 tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag 
4381 catgaccaaa atcccttaac gtgagttttc 
4441 gatcaaagga tcttcttgag atcctttttt 
4501 aaaaccaccg ctaccagcgg tggtttgttt 
4561 gaaggtaact ggcttcagca gagcgcagat 
4621 gttaggccac cacttcaaga actctgtagc 
4681 gttaccagtg gctgctgcca gtggcgataa 
4741 atagttaccg gataaggcgc agcggtcggg 
4801 cttggagcga acgacctaca ccgaactgag 
4861 cacgcttccc gaagggagaa aggcggacag 
4921 agagcgcacg agggagcttc cagggggaaa 
4981 tcgccacctc tgacttgagc gtcgattttt 
5041 gaaaaacgcc agcaacgcgg cctttttacg 
5101 catgttcttt cctgcgttat cccctgattc 
5161 agctgatacc gctcgccgca gccgaacgac 
5221 ggaag 

ttttaaagtt ctgctatgtg gcgcggtatt 
cggtcgccgc atacactatt ctcagaatga 
gcatcttacg gatggcatga cagtaagaga 
taacactgcg gccaacttac ttctgacaac 
tttgcacaac atgggggatc atgtaactcg 
agccatacca aacgacgagc gtgacaccac 
caaactatta actggcgaac tacttactct 
ggaggcggat aaagttgcag gaccacttct 
tgctgataaa tctggagccg gtgagcgtgg 
agatggtaag ccctcccgta tcgtagttat 
tgaacgaaat agacagatcg ctgagatagg 
agaccaagtt tactcatata tactttagat 
gatctaggtg aagatccttt ttgataatct 
gttccactga gcgtcagacc ccgtagaaaa 
tctgcgcgta atctgctgct tgcaaacaaa 
gccggatcaa gagctaccaa ctctttttcc 
accaaatact gttcttctag tgtagccgta 
accgcctaca tacctcgctc tgctaatcct 
gtcgtgtctt accgggttgg actcaagacg 
ctgaacgggg ggttcgtgca cacagcccag 
atacctacag cgtgagctat gagaaagcgc 
gtatccggta agcggcaggg tcggaacagg 
cgcctggtat ctttatagtc ctgtcgggtt 
gtgatgctcg tcaggggggc ggagcctatg 
gttcctggcc ttttgctggc cttttgctca 
tgtggataac cgtattaccg cctttgagtg 
cgagcgcagc gagtcagtga gcgaggaagc 

// 
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lac prom H i n d V 3 5 Kpn. 245 

PBR322 origin 
Sad 251 

BamHI 253 
Sal I 294 

Origin of repl icat ion 

Other gene 

Promoter 

Reporter gene 

Restriction site 

Selectable marke r 

Unique restrict ion site 

Ex on 3 del gen tlURF.l 

Ndel 1114 

iho I 1582 
EcoPV 1608 

Noti 1623 
Xho I 1627 

Xbal 1641 
Apal 1651 

lacZ.a reporter 

f l origin 

HEOI «II prom 
Bdl 2583 Bgin 2578 

Figura 27. Vector pCR/E3 



ANEXO IV 

LOCUS dna 
FEATURES 

Promoter 

mi sc_binding 

mi sc_binding 

mi sc_binding 

other_gene 

mi sc_binding 

misc_binding 

misc_binding 

mi s c_binding 

misc_binding 

mise binding 

mi sc_binding 

Promoter 

Reporter 

Rep_Origin 

Promoter 

Marker 

mi sc_bi nding 

Marker 

Rep_Origin 

BASE COUNT 1261 a 
ORIGIN 

1 agcgcccaat 
61 acgacaggtt 

121 tcactcatta 
181 ttgtgagcgg 
241 gtaccgagct 
301 gcaoggttat 
361 gggeggegge 
421 cttctccgct 
481 gggagggagc 
541 ctctagaatg 
601 ccttgtccca 

5283 bp 
Location/Qualifiers 
143..172 
/gene="lac prom" 
246..251 
/dbxref»"REBASE: SacI" 
252..257 
/dbxref»"REBASE rBamHI" 
293..301 
/dbxref="REBASE:Not I" 
293..1594 
/gene»"Exón 2 del gen NURR1" 
415..420 
/dbxref»"REBASE:Hpal" 
696..701 
/dbxref»"REBASE:NdeI" 
906..911 
/dbxref»"REBASE:Stul" 
1154..1159 
/dbxref»"REBASE:Accl" 
1633..1640 
/dbxref»"REBASE:Kpn I" 
1663..1668 
/dbxref»"REBASE:EcoRV" 
1704..1709 
/ dbxref» " REBASE: Apal" 
1717..1735 
/gene="T7 prom" 
1739..1898 
/gene="lacZ_a repórter" 
1916..2222 
/gene="fl origin" 
2533..2582 
/gene» " NEOKAN prom" 
2674..3462 
/gene»"NTP_II marker" 
3231..3236 
/dbxref*"REBASE:NcoI" 
3483..4343 
/gene="ainp marker" 
4498..5117 
/gene="pBR322 origin" 

1313 c 1378 g 1331 t 0 others 

acgcaaaccg 
tccogactgg 
ggcaccccag 
ataacaattt 
oggatccact 
gaaactgtga 
ggatgggggt 
ccttgaagca 
aaaggagagg 
ccttgcaagt 
gcaagtaggc 

cctctccccg 
aaagcgggca 
gctttacact 
eacacaggaa 
agtaaoggcc 
catagccacg 
ggggagataa 
aagcaagatt 
gtgttcaggt 
gggaacatct 
agcctgtgga 

cgcgttggcc 
gtgagcgcaa 
ttatgcttcc 
acagctatga 
gccagtgtgc 
ggttaatatc 
agcaaaagtc 
gtggaagaag 
ttctttactt 
gaaaaaaaaa 
aagcattgtg 

gatteattaa 
cgcaattaat 
ggctcgtatg 
ccatgattac 
tggaattcgc 
cagaacagac 
ctetggtttg 
tggggggggg 
tatcaacaag 
atagctagga 
gagaaggtgt 

tgcagctggc 
gtgagttagc 
ttgtgtggaa 
gccaagcttg 
ccttgcggcc 
atattttcaa 
tcttgttaac 
gggcggagag 
atcgtctatg 
cacaagaatg 
ccagtttgct 
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661 gtgetgagaa gtgcttctaa ctttggtgcc aatatcatat gcgtaatatt tctttccctc 
721 tgcagttgac ccaagatact cctggtaaag tagagatcte tctcatcacc tctgggccat 
781 taaagatgtt gaaaatccag ttctctggag gaacaccaat tcgcttgtcc cttaagatee 
841 tgtgttgaac caaaagcaat tactaaagct acacacttgc tcccacattg gctgtttggt 
901 tgtccaggcc ttgctaacgt ttcctaaggg ttggatctgt attttttttt ttcaoggttt 
961 actctcgagt tcttttaact ttctttctcc ttetaagaga aaagtccact ggactctaag 

1021 agagatatta agaggaaget ttgatgctgt gtttttcctt tacccagact tcttaggttt 
1081 gacataaagt agaatgacaa aggcccttcc atctacagca aaggggccaa tteattatat 
1141 tgatcagtat ctggtagact catgggataa tttccccaca ggatgctttc tctgcaggga 
1201 tttacactgg gagatgagcg gcattatctg ctgtttagcc accttg-tctc tgcacatttc 
1261 attttaagat gctgttgggt aaagtettea cactcatttc caaggaagca ettgaaggge 
1321 ctgctgagtg agtctgcatc tgcccagccc aagtctcggt gggaagacat cctgaaactt 
1381 cctgtgtctg tatttcaggg agatctgacg ggctggattc ccaatagctc ttttttaaaa 
1441 tcttggaaac tttgtccttc getgaattac gacactgtcc acctttaatt tcctcgaaaa 
1501 ctccaataac tctgctgaag gtcagtgagc tttatctttc attacctttc ctgagttccc 
1561 ccataccctc agaaaaacaa aacaaaacag ggcaacagga tctttccagg ccaaccctgt 
1621 gccttatagt cacaggtacc gaggacaagg gogaattetg cagatatcca tcacactggc 
1681 ggccgctcga gcatgcatct agagggccca attcgcccta tagtgagtcg tattacaatt 
1741 eaetggcegt cgttttacaa cgtcgtgact gggaaaaccc tggcgttacc caacttaatc 
1801 gccttgcagc acatccccct ttcgccagct ggcgtaatag egaagaggee cgcaccgatc 
1861 gcccttccca acagttgcgc agcctgaatg gcgaatggac gcgccctgta geggegeatt 
1921 a ageg egg eg gg tgtggtgg ttacgcgcag cgtgaccgct acacttgcca gcgccctagc 
1981 gcccgctcct ttcgctttct tcccttcctt tctcgccacg ttcgccggct ttccccgtca 
2041 agctctaaat cgggggctcc ctttagggtt ccgatttagt getttaegge acctcgaccc 
2101 caaaaaactt gattagggtg atggttcacg tagtgggcca tcgccctgat agacggtttt 
2161 tcgccctttg acgttggagt ccacgttctt taatagtgga ctcttgttcc aaactggaac 
2221 aacactcaac cctatctcgg tetattettt tgatttataa gggattttgc egatttegge 
2281 ctattggtta aaaaatgagc tgatttaaca aaaatttaac gcgaatttta acaaaattca 
2341 gggcgcaagg gcfcgctaaag gaagcggaac aogtagaaag ccagtccgea gaaacggtgc 
2401 tgaccccgga tgaatgtcag ctactgggct atctggacaa gggaaaaogc aagcgc-aaag 
2461 agaaagcagg tagettgeag tgggcttaca tggcgatagc tagactgggc ggttttatgg 
2521 acagcaagcg aaccggaatt gccagctggg gcgccctctg gtaaggttgg gaagccctgc 
2581 aaagtaaact ggatggcttt cttgccgcca aggatetgat ggcgcagggg atcaagatct 
2641 gateaagaga caggatgagg atcgtttcgc atgattgaac aagatggatt gcacgcaggt 
2701 tctccggccg cttgggtgga gaggetatte ggctatgact gggcacaaca gacaatoggc 
2761 tgctctgatg ccgccgtgtt ccggctgtca gcgcaggggc gcccggttct ttttgtcaag 
2821 accgacctgt ecggtgccct gaatgaactg caggacgagg cagcgcggct atcgtggctg 
2881 gccacgacgg gcgttccttg cgcagctgtg ctcgacgttg tcactgaagc gggaagggac 
2941 tggctgctat tgggcgaagt gccggggcag gatctcctgt catcccacct tgctcctgcc 
3001 gagaaagtat ccatcatggc tgatgcaatg cggcggctgc ataegettga tccggctacc 
3061 tgcccattcg accaccaagc gaaacatcgc ategagegag cacgtactcg gatggaagee 
3121 ggtcttgtcg ateaggatga tctggacgaa gageateagg ggctcgcgcc agccgaactg 
3181 ttcgecaggc tcaaggcgcg catgcccgac ggegaggate tcgtcgtgac ccatggcgat 
3241 gectgcttgc egaatateat ggtggaaaat ggccgctttt ctggattcat cgactgtggc 
3301 cggctgggtg tggcggaccg ctatcaggac atagcgttgg ctacccgtga tattgctgaa 
3361 gagcttggog gcgaatgggc tgaccgcttc ctcgtgcttt acggtatcgc cgctcccgat 
3421 tcgcagcgca tcgccttcta tcgccttctt gacgagttct tctgaattga aaaaggaaga 
3481 gtatgagtat tcaacatttc cgtgtcgccc ttattccctt ttttgoggca ttttgccttc 
3541 ctgtttttgc tcacccagaa acgctggtga aagtaaaaga tgctgaagat cagttgggtg 
3601 cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca acagcggtaa gatccttgag agttttcgcc 
3661 ccgaagaacg ttttccaatg atgageaett ttaaagttct gctatgtggc gcggtattat 
3721 cccgtattga cgcogggcaa gagcaactcg gtcgccgcat acactattct cagaatgact 
3781 tggttgagta ctcaccagtc acagaaaagc atettaegga tggcatgaca gtaagagaat 
3841 tatgcagtgc tgccataacc atgagtgata acactgcggc caacttactt ctgacaacga 
3901 tcggaggacc gaaggageta accgcttttt tgcacaacat gggggatcat gtaactcgcc 
3961 ttgatcgttg ggaaccggag ctgaatgaag ccataccaaa egaegagegt gacaccacga 
4021 tgcetgtagc aatggcaaca acgttgcgca aactattaac tggcgaacta cttactctag 



4081 cttcccggea acaattaata gactggatgg aggcggataa agttgcagga ccacttctgc 
4141 gctcggccct tccggctggc tggfcttattg ctgataaatc tggagccggt gagcgtgggt 
4201 ctcgcggtat cattgcagca ctggggccag atggtaagcc ctcccgtatc gtagttatct 
4261 acacgacggg gagtcaggca actatggatg aacgaaatag acagatcgct gagataggtg 
4321 cctcactgat taagcattgg taactgtcag accaagttta etcatatata ctttagattg 
4381 atttaaaact tcatttttaa tttaaaagga tctaggtgaa gatccttttt gataatctca 
4441 "bgaccaaaat cccttaacgt gagttttcgt fcccactgagc gtcagacccc gtagaaaaga 
4501 tcaaaggatc ttcttgagat cctttttttc tgcgcgtaat ctgctgcttg caaacaaaaa 
4561 aaccaccgct accagcggtg gtttgtttgc cggatcaaga gctaccaact ctttttcoga 
4621 aggtaactgg cttcagcaga gcgcagatac caaatactgt tcttctagtg tagcegtagt 
4681 taggccacea cttcaagaac tctgtagcac cgcctacata cctcgctctg ctaatcctgt 
4741 taccagtggc tgctgccagt ggcgataagt cgtgtcttac cgggttggac tcaagacgat 
4801 agttaccgga taaggcgcag cggtcgggct gaacgggggg ttcgtgcaca cagcccagct 
4861 tggagcgaac gacetacacc gaactgagat acctacagcg tgagctatga gaaagcgcca 
4921 cgcttcccga agggagaaag gcggacaggt atccggtaag cggcagggtc ggaacaggag 
4981 agcgcacgag ggagcttcca gggggaaacg cctggtatct ttatagtcct gtcgggttfcc 
5041 gccacctctg acttgagcgt cgatttttgt gatgctcgtc aggggggcgg agcctatgga 
5101 aaaacgccag caacgcggcc tttttacggt tcctggcctt ttgctggcct tttgctcaca 
5161 tgttctttec tgcgttatcc cctgattctg tggataaccg tattaccgcc tttgagtgag 
5221 ctgataccgc t-cgccgcagc cgaacgaccg agcgcagcga gtcagtgagc gaggaagcgg 
5281 aag 

// 

prom Sac| 25 x 

• Origin of repl icat ion 

• Other gene 

H Promoter 

H Repor ter gene 

• Restrict ion site 

I Selectable m a r k e r 

• Unique restr ict ion site 

F i g u r a 28 . E s q u e m a del v e c t o r p C R / E 2 
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Anexo V 

LOCUS dna 
FEATURES 

Promoter 

misc_binding 

misc_bind±ng 

oth«r_gene 

misc_binding 

mi.sc_blndi.ng 

mi se_binding 

misc_binding 

mi s c_binding 

misc binding 

misc_bind±ng 

mi s c_b indlng 

mi s c_binding 

Promoter 

Reporter 

R®p_Orlgin 

Promoter 

Marker 

mise_binding 

Marker 

Rep_Origin 

BASE COUNT 2277 a 
ORIGIN 

1 agcgcccaat 
61 acgacaggtt 

121 tcactcatta 
181 ttgtgagcgg 
241 gtaccgagct 
301 tcagaaagac 
361 gcggccccgg 
421 catgtgttag 
481 ctgagctaac 
541 ccatcctgat 
€01 atatgaatgc 
661 aaacacagca 
721 aaatgccctg 
781 agaaagaaag 
841 gtgtttatgt 

8654 bp 
Location/Qualifiers 
143..172 
/genes"lac pram" 
246..251 
/dbxref»"REBASE:SacI" 
293..299 
/dbxref= nREBASE:Bgl II" 
293..5011 
/gene="Exón 4 al exón 8 del gen NURR1" 
2013..2018 
/dbxref»"REBASE: Smal" 
2013..2018 
/dbxref-" REBASE: Xmaln 
2676..2681 
/dbxref»1"REBASE:StuI" 
5004..5011 
/dbxref="REBASE:Bgl II" 
5034..5039 
/dbxrefs"REBASE:EcoRVn 
5050..5057 
/dbxref*"REBASE:Noti" 
5057..5062 
/dbxref»"REBASE:XhoI" 
5069..5074 
/dbxref»"REBASE:XbaI" 
5075..5080 
/dbxref»"REBASE:Apal" 
5088..5106 
/gene="T7 pram" 
5110..5269 
/gene=nlacZ_a reporter" 
5287..5593 
/gene-"fl origin" 
5904..5953 
/gene»"NEOKAH prom" 
6045..6833 
/gene»"HTP_H marker" 
6602..6607 
/dbxref»"REBASE:NcoI" 
6854..7714 
/gene»"asp marker" 
7869..8488 
/gene»"pBR322 origin" 
2006 c 2129 g 2242 t 0 others 

acgcaaaccg 
tcccgactgg 
ggcaccccag 
ataacaattt 
cggatccact 
tggtagagtc 
cgggctccag 
gcgctgtctt 
caagtggaac 
tgaataatct 
ccacggattt 
aggagcggta 
gggaggaaaa 
aaagaaagaa 
ttgtagggaa 

cctctccccg 
aaagcgggca 
gctttacact 
cacacaggaa 
agtaacggcc 
agggtttcat 
cccgaaattg 
ccttgttcag 
agaattecct 
tatcatttta 
gtatttactg 
aggttagctc 
ggaaaggaaa 
agaaagaaag 
ggaatgcaga 

cgcgttggcc 
gtgagcgcaa 
ttatgcttcc 
acagctatga 
gccagtgtgc 
ccccccgccc 
ctggagccag 
attgaaattg 
atggtcaaat 
aatagagaag 
agcgtctcct 
aaatgttaae 
taggaagaaa 
aaagaaagaa 
tccaagccat 

gattcattaa 
cgcaattaat 
ggctcgtatg 
ccatgattac 
tggaattcgc 
cccgcgccce 
agttggaaga 
gttaggacag 
taagtgatct 
gtctccaagg 
gccccttctc 
gctatcaatt 
•gaaaaagaa 
agaaagaaat 
tttttaaaaa 

tgcagctggc 
gtgagttagc 
ttgtgtggaa 
gccaagcttg 
ccttagatct 
acagcaacct 
gggctatttg 
agaaccgtgt 
ctttatttcg 
aatgtaaata 
etggcatata 
ttettetggt 
aaggaaagaa 
tgaaggagta 
aatgtgtcca 
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901 gtttgctgga ctttgagtga aaaaaataat cattttgggg cctacattct ctccctctac 
961 agcgcacggt gcaaaaaaac gcgaaatatg tgtgtttagc aaataaaaae tgeecagtgg 

1021 acaagcgecg eegaaategt tgteagtaet gtcggtttca gaagtgccta gctgttggga 
1081 tggttaaaga aggtaggtcg aggcaagttg ttgaccttcc atttcacgcc cctgaaagtc 
1141 caccagctgc ttgtggactc cggtcccfcgc cfctactcccc acgcccttga etccaggatt 
1201 ccactgctaa atgecctoct ctaaagaaag ccacccggce ctccttttct ttaagtatag 
1261 gacccagttg gaggaaggta taaaataacc cgccatttat taatgcttct cgtcagtaaa 
1321 gtetttaaaa tcagaggagc cctggaccac caggttgggc ttcttccact gttccctcgg 
1381 ggaggaggcc gtgaggcagc tgagtctggg ctcaagggaa cagcgttaac ccttgagtaa 
1441 ttectttaca gtggttcgca eggacagttt a&aaggccgg agaggtcgtt taccctcgaa 
1501 gccgaagagc ccacaggatc cctctceccc ctcacctccg gtgagtctga tcagtgccct 
1561 cgtcagagce cacgtcgatt ccaatccggc aatgaccage ctggactatt ccagggtaag 
1621 aagccggtgg tgggggaata tcaatcatgt ggacaagcca acaaatgggc aggaccctct 
1681 ccctatacco agctttagca cccccaaact caagggtaaa ggaggaacag cagaatacat 
1741 acttcacaac tttgggcagg ttttcaggag acaggtggtg ctgctcaaag tacagaecgg 
1801 agaacacacc ggaggggttg aatctttgtg aaccattatt gtccgacagt ccctccagct 
1861 gcggtctgga aggcaaaacc tagacagtct agccttectt cccaagtcta ctttacgaag 
1921 ttactagaat acattccoct cccccttgac ttgtctgggg ccagggagtg aaaagagggg 
1981 tggaagggat ggcaatgggg gggggggttg tccccgggtc agggatcaag tggtgcaatt 
2041 cttcttttac tccagctgtg aaaaatgtgc aggctttggg cagagggagt gtggccaaac 
2101 ctagtagcga ctgcaatatt attaagcttt gcaaaaggcg cctccgtgca agacccactc 
2161 tgggattagc atgaatacta ccgtgtcaat tgttttgtgg cgataagact gaacgtttcc 
2221 cagggctgga tggcactgta tttagtctgt atggaaatgg taatttacat atttaaagoa 
2281 gcgacctcat agcaccgtcc ctaattgaat taattgcccc ggaacatcta atttccttac 
2341 tggtcagaga gaggtttaat tgttataaaa acctggctcc cctactagaa aeggggttag 
2401 caattteacg ggttatatat tttagagaac ctcattaagt gctttttaaa atgaaattcc 
2461 agttccaggc aaaccctgac tatcagatga gtggagatga tacccaacat atccageagt 
2521 tctacgatct cctgaccggc tctatggaga tcatcagagg gtgggcagag aagatccctg 
2581 gctttgctga cctgcccaaa gccgaccagg acctgctttt tgaatcagct ttcttagaat 
2641 tatttgttct gcgcttagca tacaggtaat gaatgaggcc tggaggaggg atcagaagta 
2701 aaggaaagga agagaaaagg gttggggttg gaggcaagat aaaaacaaag caaaggtgaa 
2761 gaagggaagg agtgagccca gagccttggg tgaccggagt ggtggtggga taggggagtt 
2821 cttgattgtt atgaaattaa accctttcaa ggtccactgg tctacatttt attaactctt 
2881 cagtaattag gtgcetctta aatccctcat ttattgctct tcaagtaatt agttgtttag 
2941 cttctctctc tctctttttc tcccctctct ctttggtatt aattgcaggt ccaacccagt 
3001 ggagggtaaa ctcatctttt gcaatggggt ggtcttgcac aggttgcaat gcgtgcgtgg 
3061 ctttggggaa tggattgatt ccattgttga attctcctcc aacttgcaga atatgaacat 
3121 cgacatttct gccttctcct gcattgctgc cctggctatg gtcacaggtc agtactgctg 
3181 gtgcaggaca cttccccttc cgaacttcct ctggtgggac cggtcatggc tttccctaat 
3241 egcagattct ttctgattct gccatctgac taactcccct ctgcattctt ttgtttctgg 
3301 ttgcattttc tgcagagaga cacgggctca aggaacccaa gagagtggaa gagctacaaa 
3361 acaaaattgt aaattgtctt aaagaccatg tgactttcaa taatgggggt ttgaaccgac 
3421 craactacct gtctaaactg ttggggaagc tgccagaact ccgcacoctt tgcacacagg 
3481 gcctccagcg cattttctac ctgaaattgg aagacttggt accaccacca gcaataattg 
3541 acaaactttt cetggacacc ttacctttct aagaccttct cccaagcaog tcaaagaact 
3601 ggaaagaaaa aaaaaataac atccagaggg ggctggtcac atgggcagag agctggttga 
3661 agtgtccagt tcaccttatc tcccttctgt agacccctag ccctcaccce ttaagtaaac 
3721 aaacaaacaa acaaaccaca aataaaaact gtcgctattt cctaacctgc aggcagaacc 
3781 tgaaagggca ttttggctcc ggggcatcct ggatttagaa aacggacagc acacagtaca 
3841 gtggtataaa ctttttatta tcagttcaaa atcagtttgt tgttcagaag aaagattgct 
3901 aatgtatgat gggaaatgtt tggccatgct tgcttgttgc agttaagaca aatgtaacac 
3961 acaeacacac acacacacac acacacacac acacacacac cttaatggga ccctcctatt 
4021 ttgcccttta acaagacttc aaagttttct gctgtaaaga aagctgtaat atatagtaaa 
4081 actaaatgtt gcgtgggtgg catgaattga aggcagaggc ttgtaaattt atceaatgca 
4141 gtttggcttt ttaaattatt ttgtgcctat ttatgaataa atattacaaa ttctaaaaag 
4201 taagtgtgtt tgcaaaaaaa aaaaaagaaa ataactacat aaaaagggga caagcatgtg 
4261 attctaggtt gaagatgtta taggcacttg ctacttcagt aatgtctata ttatataaat 
4321 agtatttcag acactatgta gtctgttaga ttttataaag attggtagtt atctgagctt 
4381 aaacattttt ctcaattgta taataggtgg gcacaagtat cagtacattg gaaaatcctg 
4441 acaaaaggga cacatagtgt ttgtaacacc gcccaacatt ecttgtttgt aagtgttgta 
4501 tgtaccgttg atgttgataa aagaaagttt atatcttgat tattetgttg tctaaagcta 
4561 aaeaaaactt gcatgcagca gcttttgaet gtttccagag tgcttataat atacataact 
4621 ecctggaaat tactgagcac tttgaatttt tttgtttttg ttttttatgt ctaaaattgt 



4681 cagttaatat attattttat gtttgagtaa 
4741 tttctttgta tatttctagt acggcacatg 
4801 tacgacagtt agagatgctg attttttttt 
4861 ttttaatgtt tacaacaata aaccacgtaa 
4921 aggaaaatga ttactaaaca acaggtacaa 
4981 gaggtcactt acaggacatc tgaatagatc 
5041 atcacactgg cggccgctcg agcatgcatc 
5101 gtattacaat tcactggccg tcgttttaca 
5161 ccaacttaat cgccttgcag cacatccccc 
5221 ccgcaccgat cgcccttccc aacagttgcg 
5281 agcggcgcat taagcgcggc gggtgtggtg 
5341 agcgccctag cgcccgctcc tttcgctttc 
5401 tttccccgtc aagctctaaa tcgggggctc 
5461 cacctcgacc ccaaaaaact tgattagggt 
5521 tagacggttt ttcgcccttt gacgttggag 
5581 caaactggaa caacactcaa ceetatctcg 
5641 ccgatttcgg cctattggtt aaaaaatgag 
5701 aacaaaattc agggcgcaag ggctgctaaa 
5761 agaaacggtg ctgaccccgg atgaatgtca 
5821 caagcgcaaa gagaaagcag gtagcttgca 
5881 cggttttatg gacagcaagc gaaccggaat 
5941 ggaagccctg caaagtaaac tggatggctt 
6001 gatcaagatc tgatcaagag acaggatgag 
6061 tgcacgcagg ttcteeggcc gcttgggtgg 
6121 agacaatcgg ctgctctgat gccgccgtgt 
6181 tttttgtcaa gaecgacetg tceggtgeee 
6241 tatcgtggct ggccacgacg ggcgttectt 
6301 cgggaaggga ctggctgcta ttgggcgaag 
6361 ttgctcctgc cgagaaagta tccatcatgg 
6421 atccggctac ctgcccatte gaccaccaag 
6481 ggatggaagc cggtcttgtc gatcaggatg 
6541 cagcegaact gttcgccagg ctcaaggcgc 
6601 cccatggcga tgcctgcttg ccgaatatca 
6661 tcgactgtgg ccggctgggt gtggcggacc 
6721 atattgctga agagcttggc ggcgaatggg 
6781 ccgctcccga ttcgcagcgc atcgccttct 
6841 aaaaaggaag agtatgagta ttcaacattt 
6901 attttgcctt cctgtttttg ctcaoccaga 
6961 tcagttgggt gcacgagtgg gttacatcga 
7021 gagttttcgc ceegaagaae gttttccaat 
7081 cgcggtatta tcccgtattg acgccgggca 
7141 tcagaatgac ttggttgagt actcaccagt 
7201 agtaagagaa ttatgcagtg ctgceataac 
7261 tctgacaacg atcggaggac cgaaggagct 
7321 tgtaactcgc cttgatcgtt gggaaccgga 
7361 tgacaccacg atgcctgtag caatggcaae 
7441 acttactcta gcttcccggc aacaattaat 
7501 accacttctg cgctcggccc ttecggctgg 
7561 tgagcgfcggg tctcgcggta tcattgcagc 
7621 cgtagttate tacacgacgg ggagtcaggc 
7681 tgagataggt gcctcactga ttaagcattg 
7741 actttagatt gatttaaaac ttcattttta 
7801 tgataatctc atgaccaaaa tcccttaacg 
7861 cgtagaaaag afccaaaggat cttcttgaga 
7921 geaaaeaaaa aaaccaccge taccagcggt 
7981 tctttttecg aaggtaaetg gcttcagcag 
8041 gtagccgtag ttaggecace acttcaagaa 
8101 gctaatcctg ttaccagtgg ctgctgccag 
8161 ctcaagacga tagttaccgg ataaggcgca 
6221 acagcccagc ttggagcgaa egacctacac 
8281 agaaagcgcc acgcttcccg aagggagaaa 
8341 cggaacagga gagcgcacga gggagcttcc 
8401 tgtcgggttt cgccacctct gacttgagcg 

gaattttaat attgecatat tctgtagtat 
agatgagtca ctgccttttt ttctatggtg 
cctgataaat tctttcttta agaaagacaa 
atgaacagaa ctctgtctta tttctgggcc 
gaaagaggcg aaagtggaga ctgatttggg 
tgaggacaag ggcgaattct gcagatatcc 
tagagggccc aattcgcect atagtgagtc 
acgtcgtgac tgggaaaacc ctggcgttae 
tttcgccagc tggcgtaata gcgaagaggc 
cagcctgaat ggcgaatgga cgcgccctgt 
gttacgcgca gcgtgaccgc tacacttgee 
ttcccttcct ttctcgccac gttcgccggc 
cctttagggt tccgatttag tgctttaogg 
gatggttcac gtagtgggcc atcgecctga 
tccaegttct ttaatagtgg actettgttc 
gtctattctt ttgatttata agggattttg 
ctgatttaac aaaaatttaa cgcgaatttt 
ggaagcggaa eacgtagaaa gccagtccgc 
gctactgggc tatctggaca agggaaaacg 
gtgggcttac atggcgatag otagactggg 
tgceagctgg ggcgccctct ggtaaggttg 
tcttgccgee aaggatctga tggcgcaggg 
gatcgttteg catgattgaa caagatggat 
agaggctatt cggctatgac tgggcacaac 
tccggctgte agegeagggg cgcccyy Lte 
tgaatgaact gcaggacgag gcagegcgge 
gcgcagctgt gctcgacgtt gtcactgaag 
tgccggggca ggatctcctg tcatcccacc 
ctgatgcaat gcggcggctg catacgcttg 
cgaaacatcg catcgagcga gcacgtactc 
atctggacga agagcatcag gggctcgcgc 
gcatgcccga cggcgaggat ctcgtcgtga 
tggtggaaaa tggccgcttt tctggattca 
getatcagga catagogttg gctacccgtg 
ctgaccgctt cctcgtgctt tacggtatcg 
atcgccttct tgacgagttc ttctgaattg 
ccgtgtcgcc cttattccct tttttgcggc 
aacgctggtg aaagtaaaag atgctgaaga 
actggatctc aacagcggta agatcettga 
gatgagcact tttaaagttc tgctatgtgg 
agagcaactc ggtcgccgca tacactattc 
cacagaaaag catcttacgg atggcatgac 
catgagtgat aacactgcgg ccaacttact 
aaccgctttt ttgcacaaca tgggggatca 
gctgaatgaa gccataccaa acgacgagcg 
aacgttgcgc aaactattaa ctggcgaact 
agactggatg gaggcggata aagttgcagg 
ctggtttatt gctgataaat ctggagccgg 
actggggcca gatggtaagc cctcccgtat 
aactatggat gaacgaaata gacagatcgc 
gtaactgtca gaccaagttt actcatatat 
atttaaaagg atctaggtga agatcctttt 
tgagttttcg ttccactgag cgtcagaccc 
tccttttttt ctgcgcgtaa tctgctgctt 
ggtttgtttg ecggatcaag agctaccaac 
agegcagata ccaaatactg ttcttctagt 
ctctgtagca ccgcctacat acctcgctct 
tggcgataag tcgtgtctta ccgggttgga 
gcggtcgggc tgaacggggg gttcgtgcac 
cgaactgaga tacctacagc gtgagctatg 
ggcggacagg tatccggtaa gcggcagggt 
agggggaaae gcctggtatc tttatagtcc 
tcgatttttg tgatgctcgt caggggggcg 



II 

8461 gagcctatgg aaaaacgcca gcaacgcggc ctttttacgg ttcctggcct tttgctggco 
8521 ttttgctcac atgttetttc ctgcgttafcc ccctgat-tet. gtggat&acc gtattaccgc 
8581 ct'tt.gag'tga gctgataccg ctcgccgcag ccgaacgacc gagcgcagcg agtcagtgag 
8641 cgaggaagcg gaag 
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Anexo VI 

Preparación de soluciones 

Acetato de potasio 5 M pH 5.2 

Disolver 49 g de acetato de potasio en agua destilada, ajusfando el pH a 5.2 con ácido acético 

glacial. Aforar a 100 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Acetato de sodio 3 M pH 5.2 

Disolver 24.61 g de acetato de sodio en agua destilada, ajusfando el pH a 5.2 con ácido acético 

glacial. Aforar a 100 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer TAE 50X 

Mezclar 242 g de tris, 57.1 mi de ácido acético glacial, y 100 mi de EDTA 0.5 M pH 8.0. Aforar 

a 1,000 mi con agua destilada. Diluir 50 veces (TAE IX). 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer TE IX 

(Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, pH 8.0) 

Mezclar 500 \i\ de Tris-HCl 1 M pH 8.0 y 100 pl EDTA 0.5 M pH 8.0. 

Ajustar el pH a 8 y aforar a 50 mi con agua destilada. 

Esterilizar por autoclave. 

Almacenar a temperatura ambiente. 



Buffer Tris-HCl 1 M pH 6.8 

Disolver 7.2 g de tris en agua destilada, ajustando el pH a 6.8 con HC1 concentrado. Aforar a 60 

mi. 

Esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 

Disolver 10.89 g de Tris en agua destilada, ajustando el pH a 8.8 con HCI concentrado. Aforar a 

60 mi. 

Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente. 

EDTA0.5M pH 8.0 

Disolver 18.6 g de EDTA en agua destilada, y ajustar el pH a 8.0 con 2 g de perlas de NaOH. 

Aforar a 100 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Fosfato de potasio monobásico 1 M 

Disolver 135.5 g de fosfato de potasio monobásico en 1,000 mi de agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Fosfato de potasio dibàsico 1 M 

Disolver 173.5 g de fosfato de potasio dibàsico en 1,000 mi de agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 
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Glucosa 2 M 

Disolver 18.02 g de glucosa en 50 mi de agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

I P T G (23 mg/ml ) 

Disolver 238 mg de IPTG en 10 mi de agua destilada estéril. 

Esterilizar por filtración (0.22 (.im) y almacenar a -20°C. 

Jugo azul 6X 

(Azul de bromofenol 0.25%, Xilencianol 0.25%, Glicerol 30%) 

Mezclar 25 mg de azul de bromofenol y 25 mg de xilencianol con 3 mi de glicerol. Aforar con 

agua destilada a 10 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Medio LB Agar-Ampicilina 

Disolver 6.4 g de LB agar en 200 mi de agua destilada. 

Esterilizar en autoclave. 

Enfriar, agregar 200 fil de ampicilina (100 mg/ml), homogenizar y vaciar en cajas de Petri. 

Almacenar a 4°C. 

Su vida media es de varios meses. 

Ribonucleasa A (RNasa A) 

(Ribonucleasa A 10 mg/ml, Acetato de sodio 0.01 M pH 5.2) 
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Disolver 10 mg de ribonucleasa A en agua destilada estéril. Agregar 3.33 \ü de acetato de sodio 

3 M pH 5.2. Calentar a 99°C por 15 min. Enfriar a temperatura ambiente, ajustar pH añadiendo 

0.1 volúmenes (100 pl) de Tris-HCl 1 M pH 7.4, y aforar a 1 mi. Almacenar a -20°C. 

SDS 10% 

Disolver 10 g de SDS en 90 mi de agua destilada. Calentar a 68°C para facilitar su disolución. 

Ajustar pH a 7.2 con HC1 concentrado y aforar a 100 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Solución I para Minipreparaciones de Plásmido 

(50 mM Glucosa, 10 mM EDTA pH 8.0, 25 mM Tris-HCl pH 8.0) 

Mezclar 1.25 mi de glucosa 2 M, 1 mi de EDTA 0.5 M pH 8, y 1.25 mi de Tris-HCl 1 M pH 8. 

Aforar a 50 mi con agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Solución II para Minipreparaciones de Plásmido 

(NaOH 0.2 N, SDS 1%) 

Mezclar 300 pl de NaOH 10 M, y 1.5 mi de SDS al 10%. Aforara 15 mi con agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Solución III para Minipreparaciones de Plásmido 

Mezclar 30 mi de acetato de potasio 5 M con 5.75 mi de ácido acético glacial, y aforar con agua 

destilada a 50 mi. 

Almacenar a temperatura ambiente. 



Tris 1 M 

Disolver 121.1 g de tris base en 700 mi de agua destilada. 

Ajustar pH con HC1 concentrado como sigue: 

pH HCl 

7.4 70 mi 

7.6 60 mi 

8.0 42 mi 

Aforar a 1,000 mi con agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

X-GAL (40 mg/ml) 

Disolver 400 mg de X-GAL en 10 mi de N-N-dimetil-formamida. 

Almacenar a -20°C y proteger de la luz. 
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