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ABSTRACT
Humberto Rodriguez Rocha Date: August, 2006
Universidad Auténoma de Nuevo Leon Medicine School
Title: Generation of a hemologus recombination
vector for the conditional inactivation of
the NURRI1 gene
Number of pages: 98 Candidate to degree of Doctor in Sciences

with major in Morphology
Study area: Morphology

Purpose and Method of study: Nurr! 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 Rodriguez Rocha Fecha: Agasto de 2006
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Facultad de Medicina
Titulo de Estudio: Generacion de un vector de

recombinacion homdloga para la
inactivacién condicional del gen NURRI1

Nimero de Piginas: 98 Candidato para el Grado de Doctor en
Ciencias con Orientacion Terminal en
Morfologia

Area de Estudio: Marfologia

Propésito y Método del estudio: La inactivacion del factor de transcripcién Nurrl es letal,
puesto que provoca tma pérdida especifica de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y los
ratones recién nacidos mueren durante su primer dia de vida. Estas neuronas son las que
degeneran en la enfermedad de Parkinson. Este trabajo presenta una esfrategia de rescate del
fenotipo letal para analizar la funcion en tiempo y espacio especifico en las diferentes regiones
donde se expresa Nurrl. Para ello se disefié un vector de recombinacién homéloga que porta el
exon 3 del gen Nurrl flanqueado por sitios loxP. Mediante oligonucledtidos especificos se
amplificaron por PCR las regiones de interés del gen Nurrl: el exon 2, el exon 3 y finalmente
una region del exon 4 al exon 8. Los exones amplificados se clonaron y caracterizaron por
mapas de restriccion. Posteriormente se subclonaron en un plasmido que contenia los sitios
loxP, obteniendo un vector con los sitios loxP en los intrones 2 y 3; y el gen Neo en el intron 2.
Este vector fue secuenciado encontrandose 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 eliminacion del DNA entre dos sitios loxP. Para determinar
la funcionalidad de los sitios loxP, en un ensayo se cotransfectaron células de neurcblastoma
(SH-SYS5Y) con un plasmido de expresion de la Cre recombinasa y el vector de recombinacion
homologa condicional. Se¢ detecté la eliminacion del gen Neo mediante PCR, con lo cual se
demostro la funcionalidad de los sitios loxP del vector.

Contribuciones y Conclusiones: Mediante el desarrollo del presente trabajo fue posible la
obtencién de un vector de recombinacién homéloga para la inactivacion condicional para el gen
Nurrl con secuencias loxP funcionales. Ademas, este trabajo abre la posibilidad de generar un
modelo murino de inactivacién condicional del gen Nurrl para determinar su funcion en las
diferentes areas del SNC donde se expresa.

FIRMA DEL ASESOR

Dra. Odila Saucedo Cardenas
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCCION

El sistema nervioso es uno de los mas complejos en cuanto a fimcidn y composicién
tisular. Mientras que otros sistemas estdn constituidos por diferentes tipos celulares, el sistema
nervioso estd constituido por billones de neuronas conectadas entre si, formande una compleja
red, que es sustentada metabélicamente por las células gliales. Gracias a la red de conexiones
entre neurona y neurona, asi como su relacién con cada uno de los 6rganos que constituyen a un
individuo, el sistema nervioso, tiene la capacidad de recibir, transmitir, elaborar y almacenar
una gran cantidad de informacién. Cuando existe alguna alteraciéon metabélica o fisica que

interrumpa dicha comunicacién, se pueden producir alteraciones muy severas.

En la actualidad, existe un considerable niimero de enfermedades del sistema nervioso
que afectan al ser humano y aun se desconoce la etiologia de la mayoria de ellas. Entre ellas
podemos encontrar desérdenes neurodegenerativos, por gjemplo la enfermedad de Parkinson, de
Alzheimer y Huntington. Actualmente, en la enfermedad de Parkinson no se conoce el
mecanismo molecular que induce la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas.

Sin embargo, debido al desarrollo de nuevas herramientas tecnolégicas, ha sido posible
desarrollar modelos animales que reproduzcan la sintomatologia de una determinada
enfermedad neurologica, de modo que nos permitan entender los mecanismos moleculares de

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

FACULTAD DE MEDICINA, U.AN.L. 2006
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los modelos animales se investigan una serie de proteinas relacionadas con el desarrollo y
mantenimiento de las neuronas, por ejemplo: factores de crecimiento, de diferenciacién, de

migracién, de transcripcion, de proliferacion, etc.

En el presente trabajo nos enfocamos en el factor de transcripcién Nurrl, cuya
inactivacién'™ en un modelo animal murino, provocé la pérdida de las neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas, mismas que degeneran en la enfermedad de Parkinson.

FACULTAD DE MEDICINA, U.A.N.L, 2006
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1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Superfamilia de receptores nucleares

Los receptores nucleares constituyen una gran familia de factores de transcripcion
inducidos por ligando, entre los que se incluyen: receptores para hormonas esteroideas
(estrégenos, progesterona, glucocortocoides, mineralocorticoides y andrégenos), tiroideas y
ciertas vitaminas liposolubles (vitamina D, é4cido retinoico, 9-cis 4cido retinoico y ecdisona).
Ademas, estan relacionados con procesos fisiologicos y del desarrollo, en respuesta a una gran

variedad de sefiales quimicas (Figura 1)’

Citoplasma >

ng'flndo ) < o Y o
< > > | (< Nicleo
L ,. —_V’
L&
@Y G bianco

Figura 1. Activacién de un receptor nuclear. El ligando que es una pequefia molécula
lipofilica atraviesa la membrana plasméatica y se une a su receptor en el citoplasma o en
el nicleo activandolo.

Estos receptores nucleares han sido agrupados en subfamilias de genes hermanos en base
a su homologia estructural por el alto grado de conservacion dentro del dominio de unién al

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

FACULTAD DE MEDICINA, UANL. 2006




Generaci6n de un vector de recombinacién homdéloga para la inactivacion condicional del gen NURRI Humberto Rodriguez Rocha

de los receptores nucleares. Los receptores nucleares también contienen dominios menos
conservados, los cuales son regiones importantes para su activacion 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 mas de 30 subfamilias'®!",

D8D LBD RERK
NHs | : COQK

AF-1 AF-2

Figura 2, Organizacién estructural de los receptores nucleares,

1.2.2. Subfamilia Nur

La subfamilia Nur estd constituida por Nur77? (NGFI-B y NAK-]'3-15 ), NORI

(MINOR y TEC'®""®)y Nurr1(RNR-1""y NOT?) .

Si bien, a la mayoria de los receptores nucleares se les ha identificado un ligando, hay
algunos otros cuyo ligando ain se desconoce. A estos receptores nucleares se les ha designado

»21

“receptores nucleares huérfanos™. La familia Nur pertenece a esta clase de receptores

nucleares.

Actualmente no se conoce una seflal quimica 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 hidrofébico que atraviesa la

FACULTAD DE MEDICINA, UA.N.L. 2006
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membrana celular hacia el interior de la célula. Estudios recientes indican que Nurr] pertenece a
una clase de receptores nucleares independientes de ligando y que son incapaces de unirse a
ligandos conocidos®. Estos factores pueden iniciar la transcripcién en forma de monémeros”"

2, bien, como dimeros>2’. Nurrl y Nurr77 forman heterodimeros con un receptor del 4cido

retinGico, el 9-cis (RXR) .

Nurri

b ycmes s 7o oo

AF1 AF2

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

1.2.3. Nurrl

Nurr] es un gen que se expresa de manera especifica 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 testiculos, glandula adrenal y timo" * % ?°. También se ha detectado
expresion de Nurrl en higado en regeneracion'®, y en la corteza suprarrenal, en respuesta a la
estimulacion por adrenocorticotropina™. Recientemente se ha demostrado la expresién de Nurrl
en cultivos primarios de osteoblastos™, mediante la estimulacién con la hormona paratifoidea;

también se demostrd en otro estudio, que el inhibidor de cinasas dependientes de Ciclina pS7*

FACULTAD DE MEDICINA, UAN.L. 2006
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al ser inactivado en un modelo animal mostré un fenotipo muy similar al KO-Nurrl en las
nueuronas dopaminérgicas, demostrando que p575X"™ es requerido para el desarrollo normal de
estas neuronas por lo tanto p57<"* actua como cofactor de NURRI en la diferenciacion de las

neuronas dopaminérgicas >'.

La expresion de Nurrl inicia a partir del dia 10.5 del desarrollo embrionario en ¢l
cerebro del ratdn. Se expresa en las principales areas del cerebro, tanto en poblaciones de
neuronas motoras, como sensoriales. Hay una intensa expresion en la regién ventral
mesencefélica, donde es requerido para la generacion del fenotipo dopaminérgico de las
neuronas de este sitio. Si bien, no es esencial para el fenotipo neurcnal, si lo es en etapas
posteriores de diferenciacidn para tipos especificos de neuronas. Esto se demostré mediante una
prueba inmunohistoquimica con los marcadores de proliferacion celular BrdU y Nestina. La
expresion de Nurrl se localizé en la zona intermedia del tubo neural, fuera de la region
ventricular o de proliferacién, lo cual indica que Nurrl se expresa en células postmitéticas
(neuroblastos) *2, Por lo tanto, se concluye que estas células adquirieron el linaje neuronal pero

no han alcanzado la diferenciacion.

1.2.4. Inactivacion del gen NURRI en ratones

Saucedo-Cardenas y colaboradores generaron ratones carentes de la funcién de Nurrl al
introducir una mutacién en este gen, especificamente en la linea germinal, mediante la
tecnologia de recombinacion homodloga en células madre embrionarias. Los ratones
homocigotos mutantes (-/-) recién nacidos, también llamados "knock-out”, se caracterizan

fisiologicamente por ser hipoactivos, ademas, carecen de la capacidad de succién, no se observa
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leche en su estdmago, ademas presentan deficiencias respiratorias y una respuesta inadecuada a

la hipoxia:"3 y mueren durante su primer dia de vida.

En estos ratones “knock-out” para Nurrl (KO-Nurrl), se detect6 la presencia de cuerpos
apoptéticos en la sustancia negra y en el area ventral tegmentaria del mesencéfalo (regiones
ricas en neuronas dopaminérgicas), mientras que otras poblaciones de neuronas dopaminérgicas
donde también se expresa Nurrl, no se vieron alteradas®®, Al realizar analisis de apoptosis a
nivel de desarrollo embrionario mediante el ensayo de TUNEL, se encontrd muerte neuronal en
la zona intermedia del tubo neural en el dia 18.5 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 neurotréfico necesario para su

supervivencia y mantenimiento’~.

En base al efecto de la inactivacién del gen NURRI en la parte ventral del mesencéfalo,
se realizé un andlisis de expresion de marcadores genéticos especificos de esta regién. 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 dia 11.5 del desarrollo embrionario del
raton, es decir, después de la expresion del gen NURRI. El marcador PTX-3, producto de un
gen homedtico, es fuertemente expresado en células dopaminérgicas en diferenciacién de la

parte ventral del cerebro medio, lo que sugiere que puede estar relacionado con la determinacién
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del linaje dopaminérgico mesencefalico®, cuya expresion inicia el dia 11.5 del desarrollo

embrionario del ratén.

En el embrion KO-Nurrl se observé expresion de PTX-3 a los 11.5 dias del desarrollo
embrionario. Esto significa que en la etapa de diferenciacion temprana, estas neuronas no son
afectadas por la inactivacion de Nurrl. Sin embargo, no se encontré expresion de TH, lo que

sugiere que las células de la region ventral del mesencéfalo no lograron adquirir el fenotipo

dopaminérgico.

En contraste, en el raton KO-Nurrl recién nacido, no se detecté expresion de PTX-3 y
TH en el mesencéfalo ventral, lo que indica que hay células neuronales pero carentes del

fenotipo dopaminérgico.

Las neuronas del mesencéfalo ventral son las principales productoras de dopamina. Estas
neuronas intervienen en el control de movimientos voluntarios, participan en actividades
cognitivas y emocionales, y su degeneracién ha sido asociada con la enfermedad de Parkinson.
En esta enfermedad degenera el mismo tipo de neuronas que en el raton KO-Nurrl.
Actualmente, el tratamiento de los pacientes con enfermedad de Parkinson, implica la
administracién de la droga L-Dopa. Este farmaco es transformado en el tejido cerebral en el
neurotransmisor Dopamina, Sin embargo, este tratamiento sélo es efectivo por un tiempo
limitado, ya que los pacientes con la enfermedad de Parkinson, requieren cada vez una dosis
més alta y experimentan efectos motores adversos>. Otra estrategia terapéutica que se ha

empleado, es el transplante de cé€lulas 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 demostro que células progenitoras neuronales multipotenciales,
con sobre-expresion de Nurrl, no fueron capaces de inducir la expresion de TH aln y cuando
fueron tratadas con diferentes factores de crecimiento y supervivencia. Sin embargo, cuando
estas células se co-cultivaron con astrocitos de la region ventral mesencefalica, se logré que las
células neuronales adquirieran el fenotipo dopaminérgico. Este efecto fue dependiente de la
expresion de Nurrl, lo que sugiere que los astrocitos producen alguna proteina, que actia sobre
el receptor nuclear Nurrl para que realice la transcripcion de TH*. Lo anterior demuestra la
relevancia del factor de transcripcion Nurrl, el cual ha adquirido una gran importancia como
posible fuente de terapia para la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, ain falta comprender
como es que la inactivacion de este factor de transcripcion conduce a la muerte neuronal del tipo
dopaminérgico. Dentro de las diferentes estrategias para dilucidar este mecanismo, se encuentra
la identificacion de genes blancos que sean encendidos por el factor de transcripcién Nurrl, y

cuya funcidn a nivel celular ayude a comprender esta via.

1.2.5. Recombinacion Homologa en Células Madre Embrionarias (CME)

En la actualidad, los animales transgénicos son una herramienta muy valiosa para el
estudio de la funcion 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 expresion génica. Una de ellas es el sistema Cre-Lox P*”-38

2
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que se utiliza para eliminar una secuencia determinada del genoma o para integrar un fragmento
de DNA exégeno. Otros sistemas de inhibicién génica funcionan ya sea mediante la formacién
de una triple hélice®, RNA antisentido, RNA de interferencia o mediante la sobreexpresion de

proteinas con un efecto negativo transdominante.

1.2.6. La inactivacién dirigida de genes

La inactivacién dirigida de genes consiste en la introduccion de mutaciones
especificamente en un gen, asi como en la transmisién estable de las mismas, en la linea
germinal de las generaciones subsecuentes. De esta manera la funcidn del gen se correlaciona
con el fenotipo observado in vivo, ya sea a nivel estructural o fisiolégico'® *'. Los eventos
trascendentales que dieron origen a esta tecnologia de inactivacién de genes en mamiferos
comprende: (1) el desarrollo de lineas celulares pluripotenciales a partir de células madre
embrionarias (CME) *># (2) el desarrollo de organismos quiméricos utilizando estas células de

los cultivos celulares*™* y (3) la recombinacién homéloga del DNA en células de mamifero®

46

Para inactivar un gen in vivo es necesario diseflar un vector que incluya la secuencia
gendmica del gen de interés y una alteracién que inactive la funcién del mismo. El disefio
consiste en tres partes* ”. Primero, se introduce mediante manipulacién genética in vitro, una
mutacién que inactive al gen, ya sea la insercién de una secuencia en un exén, la adicién de un
codon de paro al inicio del gen, o la delecién de uno o més exones del gen. En segundo lugar, se

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

FACULTAD DE MEDICINA, UANL. 2006

12




Generacion de un vector de recombinacion homéloga para la inactivacién condicional del gen NURR Humberto Rodriguez Rocha

la neomicina (Neo®), el cual permite la identificacion de las CME transfectadas en el cultivo
celular. Por altimo, la secuencia del gen de interés, la cual debe proporcionar la homologia
adecuada en las regiones flanqueantes para permitir la recombinacién homéloga. Las CME
pueden ser transfectadas por varios métodos con el vector disefiado, el mas comin es la
electroporacion. La secuencia del vector se puede incorporar en el genoma aleatoriamente, o por
el reemplazo de la secuencia homdloga endégena. Las CME con la integracién deseada son
seleccionadas por su capacidad de crecer en medios selectivos que contienen la droga
neomicina. Posteriormente, la recombinacién homéloga es identificada por la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), asi como mediante una sonda marcada en un ensayo de
Southern blotting. Las clonas de las CME positivas son microinyectadas en el blastocisto de 3.5
dias y reimplantadas en una madre adoptiva pseudoprefiada. Los blastocistos y las CME son
extrafdas de ratones de diferente cepa (diferente color) que permite la identificacién 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
ultimos no nacen, significa que la falta del gen es letal durante el desarrollo embrionario) en

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

1.2.7. Inactivacién condicional de genes

La recombinacién homéloga es una excelente forma de suprimir la expresién de un gen
en un animal. La recombinacién homodloga condicional es la inactivacion de un gen
especificamente en uno de los tejidos del organismo. Esta estrategia se utiliza principalmente

cuando la inactivacion del gen es letal durante el desarrollo embrionario o al nacer (como el
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ratén KO-Nurrl). Para evitar el efecto letal y obtener ratones adultos para el anélisis de un

fenotipo en esta etapa, s¢ induce la eliminacién especifica del gen en un tejido.

Esta estrategia es una modificacion de los KO clasicos y se basa en el uso de secuencias
loxP que son reconocidas tinicamente por la enzima Cre-Recombinasa, que es una proteina sitio
especifica de las secuencias loxP. El gen de interés o parte del mismo se flanquea con los sitios
loxP para que sea eliminado por recombinacién mediada por la enzima Cre*®, Esta estrategia la
podemos resumir en tres etapas. Primero, la modificacion in vifro 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 intrén) flanqueado por
secuencias loxP. Segundo, se realiza la recombinacién homéloga en CME de la misma manera
para obtener un KO clésico. 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 funcioral unicamente con los sitios loxP en los dos intrones. Tercero, se
induce la expresién de la enzima Cre-Recombinasa en un tejido especifico, para inducir la
recombinacion de los dos sitios loxP presentes en los intrones, con la consecuente delecién de
los exones y pérdida de la funcién del gen. Generalmente, se desarrollan ratones transgénicos
que expresan Cre-Recombinasa en un tejido especifico, aquel en donde se desea eliminar la
funcién del gen. En el caso del presente trabajo con ¢l gen NURRI, la expresién de la Cre-
Recombinasa debe estar bajo la regulacién de un promotor especifico de la regién ventral

mesencefalica.

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

Recombinasa, los cuales se inyectan en un tejido determinado para inducir la recombinacién
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local de los sitios loxP. Por otro lado, se han generado transgénicos con la fusién de la enzima
Cre-tamoxifen, asi como con las secuencias del receptor RU 486%; en estos vectores la
actividad de la enzima Cre-Recombinasa de estas proteinas fusionadas es inducida por la
administracion de tamoxifen o RU 486 respectivamente. Estos sistemas ofrecen un control
adicional de la recombinacion de los sitios loxP. Los sistemas para el control de la expresién del
transgen basados en el uso de inductores como la tetraciclina se pueden usar también para
regular la expresion del gen de la Cre-Recombinasa™. Ademds, se han desarrollado cierto

nimero de lineas de ratén que expresan ¢l gen de la Cre-Recombinasa en tejidos especificos.
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1.3. Justificacién

Es importante desarrollar un vector de recombinacién homdloga que porte un alelo
condicional del gen NURRI 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 funcién de este gen en una o la
combinacién de las regiones del Sistema Nervioso Central (mesencéfalo, corteza cerebral,
médula espinal, bulbo olfatorio e hipotalamo) 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 recombinacién homéloga que porte

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

1. Disefiar un vector de recombinacién homéloga que porte un alelo condicional del gen

NURRI1 de ratén.,

2. Obtener las secuencias de homologia del gen NURRI de la cepa murina 129Sv.

3. Obtener €l vector de recombinacién homéloga condicional del gen NURR1.

4. Caracterizar el vector de recombinacién homéloga condicional del gen NURRI.

S. Analizar la funcionalidad del alelo condicional del gen NURR1.
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CAPITULO 2
2.1. MATERIAL Y EQUIPO
Plismidos:
Plasmido Compaiiia
pCR2.1 TOPO Invitrogen
Cepas biolégicas:
Cepa Microorganismo Genotipo
DH5aF’ Escherichiacoli  F'lendAl hsdR17 (n'my’) glnV44
thi-1 recAl gyrd (Nal") reldl
A(laciZYA-argF)U169
(@80dlac A(lacZ)M15)
Linea celular
Linea celular Tipo celular
SH-SYSY Neuroblastoma
Enzimas de restriccién:
Enzima Sitio de reconocimiento Compaiifa
Nhe l AT*CG AT New England Biolabs
TA GC*TA
Sal l G*AATTC New England Biolabs
C TTAA*G
FACULTAD DE MEDICINA, UANL. 2006

19



Generacidn de un vector de recombinacidn homdloga para la inactivacién condicional del gen NURR | Humberto Rodriguez Rocha

Xhol C*TCGAG New England Biolabs
GAGCT*C
Xbal T*CTAGA New England Biolabs
GAGCT*C
Kpn 1 GGTAC*C New England Biolabs
C*CATGG
Not 1 GC*GGCCGC New England Biolabs
CGCCGG*GC
Bglll A*GATCT New England Biolabs
TCTAG*A
Bam HI G*GATCC New England Biolabs
CCTAG*G
Pst] CTGCA*G New England Biolabs
G*ACGTC
Hind 111 A*AGCTT New England Biolabs
TTCGA*A
Clal AT*CGAT New England Biolabs
TAGC*TA
Agel A*CCGGT New England Biolabs
TGGCC*A
Enzimas:
Enzima Compaiiia
RNasa Sigma-Aldrich
Tag Platinum DNA Polimerasa Invitrogen
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Reactivos:
Reactivo Compaiiia/Marca
Acetato de potasio Research Organics
Acido acético glacial Merck
Agar Research Organics
Agarosa Bioline
Ampicilina USBiological
Azul de bromofenol Research Organics
Bromuro de etidio (2 pg/ul) Amersham Bioscience
CaCl, Research Organics
Cloroformo EM Science
dNTP Amersham Bioscience
EDTA Research Organics
Etanol Sigma-Aldrich
Fenol Sigma-Aldrich
Filme radiografico Kodak T-Mat G/RA Kodak
Fosfato de sodio Research Organics
Fosfato de potasio Fermont Inc.
Glicerol Sigma-Aldrich
Glucosa Research Organics
IPTG BIO 101, Inc.
Isopropanol Sigma-Aldrich
Medio LB Broth USBiological
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Medio LB agar Miller USBiological

Medio RPMI1 1640 Gibco

NaCl USBiological

NaOH J.T. Baker

SDS USBiological

Tris Base USBiological

TRIzol Sigma-Aldrich

X-GAL USBiological

Xilencianol Research Organics
Equipos:

Céamara de electroforesis horizontal Owl Separation System, Inc.
Centrifuga Hermle Z400 K Labnet

Dual Action Shaker Lab-Line

Fuente de poder EC 4000 P E-C Apparatus Corp.
Epi-Chemi Darkroom UVP Laboratory Products
Eppendorf Biophotometer 5140 Eppendorf

Fuente de poder EC500-90 Thermo EC

Horno de Hibridacién Hybaid

Incubadora Binkmann Orbimix 1010
Incubadora Environ Lab-Line

Microcentrifuga 5415 C Eppendorf

Microcentrifuga refrigerada Mikro 22R Hettich Zentrifugen
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Robocycler Gradient 40 Stratagene

Termociclador PTC-100™ M1 Research, Inc.

Thermomixer R Eppendorf

Vértex Maxi Mix Il Type 376000 Mixer Termolyne
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2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Diseifio del vector de recombinacién homdloga que porta un alelo condicional del

gen NURRI1 de ratén

El exén 3 del gen NURRI tiene un tamafio de 866 pb de largo, constituye
aproximadamente el 50% de la secuencia codificante para la proteina Nurrl donde se incluyen
las regiones del dominio AF1 y parte del dominio de unién al DNA. La delecién del ex6n 3
ocasionaria que no se sintetizara la proteina Nurrl debido a la ausencia del codén de iniciacién
presente en este exén. Por lo anterior se decidid generar un alelo condicional NURRI
flanqueando el exén 3 con los sitios loxP e introduciendo el marcador de seleccién positiva

(Neo®) flanqueado por sitios loxP dentro del intrén 2 del gen NURRI.

2.2.2. Obtenci6n de las secuencias de homologia del gen NURRI1 de la cepa 129Sv de ratén

Para obtener las secuencias de interés segin el disefio del punto anterior, se amplificd
por PCR utilizando oligonucle6tidos especificos las regiones del exén 2, exdn 3, y del ex6n 4 al

8 del gen NURRI de ratén, y fueron clonadas en el vector pCR2.1 (Invitrogen).
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2.2.2.1, Diseiio de oligonucledtidos especificos del gen NURR1

Se realizé una bisqueda 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
transcripcion huérfano NURR1 (Nr4a2=Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2) de

la cepa 129Sv de ratén (Anexo I).

A partir de la secuencia obtenida se disefiaron tres oligonucleétidos del extremo 5':
NF2B (5" AAGCGGCCGCACGGTTATGAAACTGTGACATAGC 37), SF3A (57
CAACCCTGTGCCTTATAGTCACAGAGG 39 y BAF48A &
CCAGATCTACATGTCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGG 37) y tres oligonucleétidos del
extremo 3': KR2A (5" TTGGTACCGATGAGCTTCTTCTTTGAAGCTCAGG 37), XR3A (57
CTCTTCCACAGCCTGTGAGTAGCTG 3) y BR48A (5 CCAGATCTATT

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

2.2.2.2, Amplificacion de las secuencias de homologia del gen NURR1 de la cepa 129Sv de

ratén

A partir de DNA genémico de la cepa 129Sv (color agouti) reportada por la empresa
Celera Discovery Systems, se amplificaron diferentes regiones del gen NURR1 mediante
reacciones de PCR, para la construccion de un vector que porta las secuencias loxP dentro del

gen NURRI.
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Se amplificé la region del exén 3 con los oligonuclettidos especificos previamente
descritos XR3A y SF3A, el ex6n 2 con los oligonucledtidos KR2A y NF2A y del ex6n 4 al

exon 8 del gen NURRI con los oligonucleétidos especificos BAF48A y BR48A.

2.2.2.3. Clonacion de las secuencias homélogas del gen NURR1 amplificadas a partir del

genoma de la cepa 129Sv de ratén

Inicialmente las secuencias que se amplificaron del gen NURRI1 fueron clonadas en el

vector pCR2.1 TOPO para disponer de una cantidad apropiada de DNA para las subclonaciones
requeridas en la construccion del vector de recombinacién NURRI. Las siguientes técnicas se

utilizaron durante el desarrollo de este proyecto.

A. Ligacion

La ligacion de fragmentos de DNA se llevé a cabo manteniendo una relacién 1:3
(vector:inserto) y empleando la enzima DNA ligasa del bacterifago 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

reaccion de ligacion se realizd de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen).
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B. Preparaci6n de Células Ca™ competentes de la cepa DH5« de E. coli

Se reactivé la cepa DHSa de Escherichia coli (almacenada a -80°C) en medio LB agar
Miller y se incubé a 37°C a 150 rpm durante 12 hrs. Posteriormente se tomé una colonia y se
inoculé en 5 ml de medio LB Broth, incubandose toda la noche a una temperatura de 37°C a
150 rpm. Se utiliz6 1 ml de este cultivo para inocular 100 mi de medio LB Broth, y se incubé a
37°C a 150 rpm hasta alcanzar una DOgg de 0.6, después se colocé en hielo por 10 min para
detener el crecimiento celular. Se utilizaron frascos para centrifuga pre-enfriados y estériles para
centrifugar a 7,000 rpm por 5 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante, la pastilla celular se
resuspendi6 en 10 ml de una solucién fria de CaCl; 100 mM, y se incub6 durante 10 min a 4°C.
Posteriormente se centrifugd y se decantd el sobrenadante, se repitié el lavado con la solucidn
de CaCl; 100 mM. Finalmente la pastilla se resuspendié en 500 pl de CaCl; 100 mM y 500 pl
de glicerol al 50%, ambas soluciones frias y estériles. Se hicieron alicuotas de 50 pl de bacterias

e inmediatamente se almacenaron a -80°C.

C. Transformacion

Posteriormente se agregaron 2 pl del producto de ligacion a 50 pul de células Ca™
competentes de la cepa DH5a de Escherichia coli y se incubaron en hielo por 20 min. Se aplicé
un choque térmico a 42°C durante 1 min. Después se agregaron 450 pl de medio LB Broth y se
incubé a 37°C por 1 hr a 200 rpm. Posteriormente se centrifugd por 10 seg en una
microcentrifuga spectrafuge 24D (Labnet) para concentrar las células en aproximadamente 100

ul. Después se sembraron 50 pl en placas LB-agar-amp (100 mg/ml) con 40 pl de IPTG (23
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mg/ml) y 40 pl de X-GAL (40 mg/ml) para la seleccién de colonias blancas/azules, y se
incubaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias blancas resultantes, capaces de crecer en
presencia del antibiético, se inocularon en 3 ml de medio LB-amp (100 mg/ml) y se incubaron a

37°C durante toda la noche.

D. Extraccién de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se realizd a partir de 1.5 ml 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 pl de la solucién I (50 mM
Glucosa, 10 mM EDTA pH 8.0, 25 mM Tris-HCI pH 8.0). Se agregaron 300 pl de la soluci6n
II (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se mezclé por inversion. Después se afiadieron 250 pl de la
solucién III (Acetato de Potasio 5§ M, Acido Acético Glacial) y se mezclé en un vortex. Se
centrifugd por 8 min a 14,000 rpm y se recuperé el sobrenadante. Posteriormente se agregd un
volumen de isopropanol y se mezclé en un vértex. Se centrifugé por 7 min a 14,000 rpm
decantdndose el sobrenadante, se lavé la pastilla con 800 pl de etanol al 70%, y se dejo secar a
temperatura ambiente. Después de esto, la pastilla se resuspendi6é en 50 pl de buffer TE1X
(Tris-HCI 10 mM, EDTA | mM, pH 8.0) con 1 pl de RNasa (10 mg/ml), y se incubé a 55°C por

10 min.
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E. Caracterizacién con enzimas de restriccion

A partir del DNA plasmidico de cada una de las colonias seleccionadas, se realizaron
digestiones con enzimas de restriccién para confirmar la clonacion de los fragmentos de interés.
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 pl, conteniendo 12 pl de agua estéril, 5

ul de DNA plasmidico, 2 pl del buffer 10X correspondiente a la enzima, y 5 U de la enzima. Se

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

2.2.3. Obtencion del vector de recombinacién homéloga condicional del gen NURRI1

En base al mapa de restriccién de la secuencia del gen NURR 1, se optd por colocar el
gen Neo dentro del segundo intrén, el cual se encuentra flanqueado por sitios loxP (tridngulos),
y el tercer sitio loxP se encuentra en el tercer intrén. En la Figura 1 se encuentra el disefio que se
siguio para la introduccidn de los sitios loxP. Esta construccion tiene las secuencias loxP para
que se lleve a cabo la recombinacion homdloga y asi obtener el exén 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 neomicina flanqueado por sitios loxP se introdujo en el intrén 2. El gen
NURRI condicional tiene un sitio loxP en los intrones 2 y 3, es decir, que los sitios loxP

flanquean al ex6n 3 que es la secuencia que contiene el codén de inicio de la traduccion.

GEN BILVESTRE
NURR1

S

I '//-."—‘______%b_—
\ VL G,
2 3 4 5 6 7 8

RECOMBINACION HOMOLOGA

GEN RECOMBINANTE L
2 3 4 5 6 7 B8

4

CRE RECOMBINASA

A -EHH——

1 2

3 B = o 8

Figura 4. Esquema de recombinacién homéloga del gen NURRL. Las cajas de color
negro, indica exones no codificantes; las cajas de color azul, indica las regiones codificantes,;
las cajas rojas, €l dominio de unién a DNA,; el nimero, indica el exon , (TK) Timidin Cinasa,
(NEO) Neomicina; (/A E3), delecién del exén 3; (A E3-NEQ), delecién del exén 3 del gen
de resistenca a neomicina.
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2.2.4. Caracterizacion del vector de Recombinacién Homologa condicional del gen NURR1

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

caracterizd con enzimas de restriccién y por secuenciacion.

2.2.4.1. Caracterizacion del Vector Recombinante con enzimas de restriccion

Se digiri6 el vector recombinante con la enzima de restriccion Hindlll, segiin las

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

lapso de 1-12 horas.

2.2.4.2. Caracterizacion del Vector Recombinante por Secuenciacién

Se purific el vector recombinante a gran escala mediante columnas de QIAGEN para
obtener la concentracién y calidad adecuadas para secuenciacién, asi como para la transfecci6n

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

presente tesis de doctorado).

El vector recombinante de doble cadena se secuencié mediante el método de Sanger. La
muestra de DNA plasmidica se desnaturalizé y apareé con oligonucleétidos especificos de

diferentes regiones del gen NURRI, los cuales fueron disefiados y ordenados para su sintesis
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quimica. Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo empleando el kit BigDye v3.1 y
analizando las reacciones en un equipo de secuenciacion estindar 3100- Avant ™ Genetic

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

2.2.5. Ensayo de recombinacion de sitios loxP in vitro

En la secuencia del intrén 2 del gen NURR1 fue insertado en sitios Sa/ I un fragmento
de 1.8 Kb correspondiente al gen Neo® flanqueado por las secuencias loxP, y otro sitio loxP fue
insertado en la secuencia del intrén 3 flanqueando todo el exén 3 del gen NURRI de ratén. Los
oligonucleétidos E3N2 (5° GGCTTGACGTCGTAGCCTGTGC 3% y IF2 (%8
CTTTCCCTCTGCAGTTGACCC 3") en el vector no recombinado amplificaron una banda de
3.4 Kb, mientras que en el recombinado el tamaflo del producto de PCR fue de

aproximadamente 1.6 Kb debido a la delecién de 1.8 Kb del gen Neo® por recombinacién de los

sitios loxP.

El vector de expresion CMV-Cre y el vector de recombinacién homébloga del gen
NURRI fueron mezclados y transfectados en células de neuroblastoma SH-SYSY 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 proteinas fueron removidas por extraccion fenol/cloroformo y el DNA
fue precipitado con 0.5 volimenes de un solucién de NaCl 5M y 2 volimenes de etanol

absoluto, finalmente el DNA fue resuspendido en TE 1X para su andlisis por PCR.
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CAPITULO 3

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Diseiio de un alelo condicional del gen NURRI1 de ratén

Antes de comenzar con la insercién de los sitios loxP en el gen NURRI, fue necesario
realizar un analisis virtual del gen NURRI para identificar sitios de restriccion tiles para la
manipulacidn de este gen in vitro, asi como para la identificacion de la recombinacién en el

locus gendmico de NURRYI, el cual esta localizado en el cromosoma 2.

Basicamente hay dos tipos de genes Neo®, los cuales rutinariamente son utilizados en

construcciones de genes recombinantes. Estos son :

a) Un gen Neo™ que contiene un promotor y una sefial de poliadenilacién, y

b) Un gen Neo® que carece ya sea del promotor y/o de la sefial de poliadenilacion.

Para los genes que no se expresan en CME de raton, el primer tipo de gen Neo® se
utiliza para generar un vector recombinante. En el caso de los genes que son activos
transcripcionalmente en CME, el uso del segundo tipo de gen Neo® puede bajar
significativamente el fondo proveniente de los eventos de recombinacién ilegitima 8185 En el
caso de un gen Neo® sin promotor, la expresion de este gen, y por lo tanto el crecimiento de
colonias G418, puede solamente ocurrir si esté localizado enseguida de un promotor de algin

gen que sea transcripcionalmente activo en CME. Para un gen Neo® que carece de sefial de
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poliadenilacion, la expresion solamente ocurre si es insertado antes de la sefial de

poliadenilacién de un gen.

La actividad transcripcional del gen NURR1 en CME de ratén determina el tipo de gen
Neo® para ser utilizado en la construccién del vector de recombinacién homéloga condicional
del gen NURRI, este gen no se expresa en CME, por lo que en este caso se utilizd un gen
PGKNeo" que contiene un promotor y una sefial de poliadenilacién en la construccién del
vector recombinante condicional del gen NURRI. Este cassette contiene el promotor del gen
fosfoglicerato cinasa de ratén, el cual es un promotor constitutivo. La sefial de poliadenilacién
es del gen de la hormona de crecimiento bovina y es una secuencia de terminacién reconocida

por la maquinaria de terminacién de la transcripcion del ratén.

Una vez analizada la estructura del gen NURR1 se decidié introducir el gen de seleccion
positiva (PGKNeo") flanqueado por los sitios loxP en el intrén 2, y el tercer sitio loxP en el

intrén 3, para asi eliminar el exo6n 3 del gen NURRI cuando se active el sistema Cre/loxP

(Figura 5).
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Figura 5. Estrategia utilizada para el disefio del vector de recombinacién homéloga del gen NURRI. Las
flechas rojas sin relleno indican el orden de los pasos de la estrategia, para generar el vector de recombinacion
homologa del gen NURRI1 y las enzimas de restriccion que se atizaron en cada paso.

FACULTAD DE MEDICINA, UA.N.L. 2006

35




Generacidn de un vector de recombinacién homéloge para la inactivacién condicional del gen NURR 1 Humberto Rodriguez Rocha

La direccion de la transcripcién del gen HSV-TK no es critica . Sin embargo, la
direccion de la transcripcion del gen NEO® bajo el control del promotor fosfoglicerato cinasa
murino es importante. El gen NEO® est4 orientado de modo que después de la recombinacién
homéloga se encuentre en la misma direccion que la transcripcion del gen NURR1 enddgeno y
su promotor. Por lo tanto, cualquier transcrito que se origine del promotor de NURR1, si no est4

truncado por un codén de terminacion, serd truncado por la fuerte seial de poliadenilacion del

gen NEO*.

3.1.2. Obtencién de las secuencias de homologia del gen NURR1 de la cepa 129Sv de ratén

3.1.2.1 Aislamiento de DNA de la cepa 129Sy

Las regiones de homologia del factor de trascripcion NURRI1 se obtuvieron por
amplificacién a partir de DNA de ratén de la cepa 129Sv. Primeramente se digirié una biopsia
de la cola de un ratén con Proteina K y Buffer Jacks para extraer el DNA, y posteriormente
amplificar las regiones del gen NURRI sin mutacién, en base a la secuencia reportada por la
empresa Celera Discovery Systems en el afio 2002. Una vez purificado el DNA se analizé la
integridad del mismo en un gel de agarosa. El resultado se muestra en la Figura 6 (DNA),
donde se observa una banda caracteristica de una muestra total d¢e DNA que indica una buena

integridad del mismo.
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M 1.2 3
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Figura 6. DNA gendémico. El DNA gendmico se aislé de una biopsia de ratén 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 genémico, tefiida con bromuro
de etidio en un gel de agarosa al 0.8%.

3.1.2.2. Diseiio de oligonucledtidos especificos del gen NURR1 de ratén

Se disefiaron oligonucle6tidos especificos para la amplificaciéon por PCR de las

diferentes regiones del gen NURRI1 de raton a partir del DNA de la cepa 129Sv.

Los oligonucledtidos especificos del gen NURRI de raton se disefiaron 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 nimero de acceso mCG19702 (Anexo I).

Para amplificar la regién del exén 3 se disefiaron los oligonucleétidos especificos
XR3A (5 CTCTTCCACAGCCTGTGAGTAGCTG 37) y SF3A (5" CAACCCTGTGCCT
TATAGTCACAGAGG 37), para el ex6n 2 los oligonucleétidos KR2A (5" TTGGTACCG
ATGAGCTTCTTCTTTGAAGCTCAGG 3°), al cual se le adicioné el sitio de corte especifico
reconocido por la enzima de restriccion Kpn I, y NF2A (5° AAGCGGCCGCTA

GCGAAGTTGCCTGAAATGACTGG 3°), al cual se le adiciond el sitio de corte especifico
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reconocido por la enzima de restriccién Nor I, ambos sitios de corte en el extremo 5° de cada

oligonucleétido.

Posteriormente se disefiaron los oligonucledtidos especificos BAF48A (5°
CCAGATCTACATGTCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGG 3) y BR48A (57
CCAGATCTATTCAGATGTCCTGTAAGTGACCTCC 3°) para amplificar la regién del gen
NURRI del exdn 4 al ex6n 8 y se les adicioné el sitio de corte reconocido por la enzima de

restriccion Bgl Il en el extremo 5.

3.1.2.3. Secuencias NURR1 amplificadas a partir del genoma de ratén

Para la amplificacién de las regiones del gen NURRI de ratén por PCR, primeramente
se determind la temperatura éptima de alineamiento de los oligonucledtidos especificos,
utilizando diferentes temperaturas o estableciendo un gradiente de temperatura desde 5S0°C hasta
60°C. Para la amplificacion de la regién del exdn 3 la temperatura de alineamiento determinada
fue de 59°C (Tabla 1), para la region del ex6n 2 la temperatura fue de 51°C (Tabla 3), y por
Gltimo, para la region del exén 4 al exén 8 fue de 54°C (Tabla 2). Tomando como base estas
temperaturas se disefiaron los diferentes programas de PCR para cada uno de los fragmentos del

gen NURRI1 con el fin de evitar inespecificidades en la amplificacion.
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Tabla 1, Programa de amplificacion del exén 3 de NURRI1.
No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento
1 94° 4 min Desnaturalizacion
94° 1 min Desnaturalizacion
35 59° 1 min Alineamiento
68° 4 min Extension
1 68° 7 min Extensién final

Tabla 2. Programa de amplificacién de la regién de los exones 4-8 de NURRI.

No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento
1 94° 4 min Desnaturalizacion
94° 1 min Desnaturalizacion
35 54° I min Alineamiento
68° 4 min Extension
1 68° 7 min Extension final
Tabla 3. Programa de amplificacion del exén 2 de NURRI1.
No. De ciclos Temperatura Tiempo Evento
1 94° 4 min Desnaturalizacién
94° 1 min Desnaturalizacién
35 51° 1 min Alineamiento
68° 4 min Extension
1 68° 7 min Extension Final

Posteriormente con estos programas de PCR, se obtuvieron los siguientes resultados. La
amplificacién de exén 3 con los oligonucleétidos especificos XR3A y SF3A mostré el tamafio
esperado de 1,328 pb (Figura 7B). En la amplificacién del exén 2 con los oligonuciedtidos
KR2A y NF2A se obtuvo ¢l tamafio esperado de 1,337 pb (Figura 7A). Y la amplificacién de la
region de los exones del 4 al 8 con los oligonucleétidos BAF48A y BR48A mostré el tamafio

esperado de 4,801 pb aproximadamente (Figura 7C).
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4,801 pb

Figura 7. Amplificacién del gen NURRI. 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 regi6n del exén 2; B)
En ¢l carril 1 se observa el producto amplificado (1,328 pb) para la region del exén 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 regién
amplificada del ex6n 4 al 8 del gen Nurrl, y en el carril 3 el control negativo.

3.1.2.4. Clonaci6n de las secuencias homélogas del gen NURR1 de ratén de la cepa 129Sv

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

4 al ex6n 8 del gen NURRI se procedié a su clonacién en el vector pCR2.1 TOPO (Anexo II).
3.1.2.5. Clonacién de las regiones del gen NURRI1 de raton en el vector pCR2.1 TOPO

Las regiones del gen NURRI1 previamente amplificadas se clonaron en el vector pCR2.1
(Figura 8), para obtener una gran cantidad de DNA plasmidico, lo cual es requerido para la
subclonacion de los fragmentos del gen NURRI y la generacién del vector de recombinacién

homéloga de dicho gen.
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Figura 8. Vector de clonacién pCR2.1 TOPO.

Para ello, se llevo a cabo una reaccion de ligacién de los productos amplificados del gen
NURRI (exén 2 de 1,337 pb, exon 3 de 1,328 pb, y del exon 4 al exén 8 de 4,801 pb) con el
vector de clonacion pCR 2.1 (Invitrogen), y después se transformaron células Ca”™ competentes
de la cepa DH5« de Escherichia coli. Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en
presencia del antibidtico ampicilina, con el tamizaje de colonias blancas y azules, y se
inocularon en medio de cultivo LB. Posteriormente se aislo el DNA plasmidico y después se
seleccionaron las cepas positivas para la clonacion de los fragmentos del gen Nurrl de ratén por

medio de analisis con diferentes enzimas de restriccion (Eco RI, Xho [y Sal T) ver Figura 9, 10

y 11
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En el analisis con las enzimas de restriccion Xho 1 y Sal 1, se seleccionaron las clonas
obtenidas de la ligacion del vector pCR 2.1 con el producto de la amplificacion de la regién del
ex6n 3 del gen NURRI de raton, que presentaron tres fragmentos, correspondientes al vector de
clonacién (pCR 2.1) de 4,000 pb, y a la region del exén 3 dividida en dos fragmentos de
aproximadamente 1,328 pb y 130 pb. También se observaron clonas que inicamente contenian
el plasmido de 4,000 pb; éstas fueron eliminadas (Figura 9). El vector plasmidico portando el

exon 3 de NURRI1 se denominé pCR/E3 (Anexo III).

<+— 4,000 pb

1,328 pb

130 pb

Figura 9. Identificacién de las clonas del exén 3 del gen NURRI1 de ratén en el vector
pCR2.1 mediante enzimas de restriccién. El producto de amplificacion del exén 3 del gen
NURRI fue clonado en el vector pCR 2.1 con el que se transformé la cepa DH5a de
Escherichia coli. Se aisl6 el DNA plasmidico y se caracterizé con las enzimas de restriccién
Xho I'y Sal I. Carril M, marcador de peso molecular 200 pb. Los carriles 2, 3 y 6 corresponden
a clonas positivas para el exén 3 del gen NURRI de ratén, y los carriles 1, 4 y 5 corresponden
a clonas negativas (sin inserto). Gel de agarosal al 0.8%.

Las clonas obtenidas de la reaccion de ligacion del vector pCR 2.1 con el producto
amplificado de la region del exén 2 del gen NURRI se sometieron a un analisis de restriccion,
en el cual se empled la enzima Eco RI, misma que flanquea el sitio de insercion en el vector de
clonacion pCR2.1, y por lo tanto genera un fragmento aproximado de 1,337 pb y la banda

correspondiente al vector pCR2.1 de un tamafio de 4,000 pb. Las clonas que s6lo mostraron la
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banda de 4,000 pb fueron eliminadas (Figura 10). El vector obtenido de esta ligacion se

denominé pCR/E2 (Anexo [V).

<«—1.337 pb

Figura 10. Identificacién de las clonas del exén 2 del gen NURRI1 de ratén en el vector
pCR2.1 mediante enzimas de restriccion. El producto de amplificacién del exén 2 del gen
NURRI fue clonado en €l vector pCR 2.1 con el que se transformé la cepa DHS5a de Escherichia
coli. Se aislé el DNA plasmidico y se caracterizé con la enzima de restriccion EcoRI. 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 exén 2 del gen NURRI de ratén, y los carriles 1 y 3 corresponden a clonas
negativas (sin inserto).

Por ultimo, se caracterizaron las clonas obtenidas de la ligacién del vector de clonacion
pCR2.1 con el fragmento amplificado de la region del exén 4 al exén 8 del gen NURRI. Se
digirié el plasmido de las diferentes clonas con la enzima de restriccion EcoRI y se obtuvo una
banda de 4,000 pb correspondiente al vector de clonacion pCR2.1, y debido a que en el
fragmento se tiene un sitio EcoRI 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 clonacion del exén 4 al exén 8
del gen NURRI (Figura 11). Se eliminaron las clonas que unicamente presentaron el plasmido

linearizado de un tamafio de 4,000 pb. Al nuevo plasmido conteniendo estos exones se le

denominé pCR/E48 (Anexo V).
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M 2 34 56 7 89

Fi

Figura 11. Identificacién de las clonas del exén 4 al exén 8 del gen NURRI de ratén en el vector
pCR2.1 mediante enzimas de restriccién. El producto de amplificacién del exén 4 al exén 8 del gen
NURRI fue clonado en el vector pCR2.1 con el que se transformé la cepa DHSa de Escherichia coli. Se
aisl6 el DNA plasmidico y se caracterizé con la enzima de restriccion Eco RI. El marcador de peso
molecular (M) es 200 pb. Los carriles 2, 5 y 7 corresponden a clonas positivas para ¢l exén 3 del gen
NURRI de ratén, y los carriles 3, 4, 6, 8 y 9 comresponden a clonas negativas (sin inserto). en un gel de
agarosa al 0.8%

3.1.3. Obtencitn del vector de recombinaciéon homoéloga condicional del gen NURR1

Una vez que se generaron los plasmidos pCR/E2, pCR/E3 y pCR/E48 que portan [as
regiones del gen NURRI, dichas regiones fueron subclonadas en el vector pLG I. También
fueron subclonados los sitios loxP y el gen de seleccién positiva Neo", flanqueado por los sitio
loxP, estos altimos fueron obtenidos del plasmido ploxA, de esta manera se genero el vector de

recombinacion homéloga del gen NURRI.
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3.1.3.1. Subclonacion del sitio loxP en el plasmido pLG I

Primeramente se digiri6 el vector pLG I con las enzimas de restriccién Xba I y Sal |
obteniéndose un fragmento de 1,700 pb correspondiente al gen de resistencia Neo" y otro
fragmento de 5,000 pb correspondiente al esqueleto del plasmido pBS SK Il (+) y al gen
Timidin Cinasa para la seleccién negativa en células de mamiferos (Figura 12A). El segundo
plasmido ploxA fue digerido con las enzimas de restriccion Nhe 1 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 plasmido (Figura 12B).

Figura 12. Digestién con enzimas de restriccidén del plismido pLG I y ploxA. El marcador
de peso molecular (M) es 200 pb; A) En el carril 1 se muestran los fragmentos del plasmido
pLG I digerido con las enzimas de restriccién Xba | y Sal 1, los tamaiios esperados son de
1,700 pb y 5,000 pb; B) En el carril 1 se observan un fragmentos de 150 pb y otro de 5,000 pb
correspondientes a la digestién del pldsmido ploxA digerido con las enzimas de restriccién Sa/
Ly Nhe 1. Gel de agarosa al 0.8%, tetido con bromuro de etidio

El fragmento de 5,000 pb del plasmido pLG I (Xba I y Sal 1) y el fragmento de 150 pb
del plasmido ploxA (Nhe 1 y Sal 1) se purificaron y se ligaron. Cada una de las colonias

obtenidas fue caracterizada con la enzima de restriccion Pst 1. Esta enzima generd un patron que
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permiti6 distinguir las clonas positivas para la integracion del sitio loxP en el plasmido pLG I
(Figura 13). Se observé un fragmento de 3,500 pb (esqueleto del plasmido 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 plasmido se le denominé pTKloxP.

A B
PP = 3,500 pb
‘ 8:2,0 I 1100 pb \
TK - 1,100 pb
840 pb

pTKloxP

3500 pb

Figura 13. Caracterizacién del plasmido pTKloxP con la enzima de restriccion Psz . A)
Esquema del plasmido pTKloxP. (P) sitio para la enzima de restriccion Pst I, (TK) Timidin
Cinasa, v ( ) sitio loxP. B) En el carril 1 se observa el plasmido pLG I y en el carril 3 el
plasmido pTKloxP después de ser digeridos con la enzima Pst I, en el carril 2 se observa ¢l
marcador de peso molecular de 200 pb, en un gel de agarosa al 0.8%.

3.1.3.2. Subclonacion del exén 3 del gen NURRI en el plasmido pTKloxP

A partir del vector pCR/E3 se subclond el fragmento de la regién del exén 3 del gen
NURRI en el vector pTKloxP. El vector pCR/E3 fue digerido con las enzimas de restriccion
Xho 1y Sal I generando un fragmento de 1,328 pb, mientras que el vector pTKloxP fue digerido
con la enzima de restriccion Sal 1, lo cual gener$ un fragmento de 5,500 pb. Ambos fragmentos
fueron purificados (ver Figura 14) y se utilizaron en una reaccion de ligacién. Se llevé a cabo la
transformacién y el analisis de clonas como previamente se describe, y se generd la

construccién denominada pTKloxPE3.
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5,500 pb

1,328 pb

Figura 14. Purificacion del plismido pTKloxP y del exén 3 del gen NURRL. El DNA
plasmidico fue digerido con diferentes enzimas de restriccién y los fragmentos fueron
purificados. M corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb, (1) vector pTKloxP
linearzado con la enzima de restriccion Sal I de un tamafio esperado de 5,500 pb, y (2) banda del
ex6n 3 del gen NURRI de 1,328 pb, que fue liberada de la digestién del vector pCR/E3 con las
enzimas Xho [ y Sal I, en un gel de agarosa al 0.8% .teilido con bromuro de etidio.

Las colonias obtenidas de la ligacién fueron caracterizadas con la enzima de restriccién
Pst 1. La caracterizacion con Pst [ (Figura 15) gener6 dos patrones de bandas, un patrén que
permite distinguir las clonas que fueron negativas para la ligacion, las cuales mostraron un
fragmento de 3,500 pb (esqueleto del plasmido 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 patrén que permite distinguir las clonas positivas para la integracion de la regién del
exon 3 del gen NURRI1 en el pldsmido pTKloxP, muestra un fragmento de 4,500 pb (esqueleto
del plésmido pBS SK II) y parte de la region del exén 3 del gen NURRI, 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 exén 3 del gen NURRI1 (Figura 15A). A este plasmido se le denomind

pTKloxPE3 (Figura 15).
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A B
1 2 3 4

P P P P 4,500 pb

340

‘ 8:bo| 1100pb\ pb‘
TK -ﬁl 1,100 pb
840 pb

pTKloxPE3
4500 pb «—— 340 pb

Figura 15, Identificacién de las clonas positivas de la ligacién del exén 3 en el vector
pTKloxP con la enzima de restriccién Psel. A) Esquema del plasmido pTK1oxPE3 (P) sitios
de corte de la enzima de restriccion Pst I, (TK) Timidin Cinasa, ( ) sitio loxP y el mimero
3 indica ¢l exon de NURR1 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 regién del
exon 3 del gen NURRI, y en los carriles 3 y 4 se observan las clonas que contienen el exon 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. Subclonacién del gen de seleccién positiva Neo® en células de mamifero en el

plasmido pTKloxPE3

Del vector ploxP A se obtuvo el fragmento del gen Neo® flanqueado por los sitios loxP,
éste fue subclonado en el vector pTKloxPE3. El vector ploxP A fue digerido con la enzima de
restriccion Xho 1 liberando un fragmento de 1,800 pb, mientras que el vector pTKloxPE3 fue
linearizado con la enzima de restriccion Sa/ 1, la cual liberé un fragmento de 6,800 pb, ambos
fragmentos fueron purificados ( Figura 16) y se utilizaron en una reaccién de ligacién. Se llevo
a cabo la transformacion y el analisis de clonas como previamente se describid, generandose la

construccién denominada pTKNeo.
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Figura 16. Purificacion del plismide pTKloxPE3 y del gen Neo®. El DNA plasmidico fue
digerido con enzimas de restriccion y los fragmentos fueron purificados. M cormresponde al
marcador de peso molecular de 200 pb, en el carril |1 se muestra el vector pTKloxPE3 lincarzado
con la enzima de restriccion Sal I de un tamario esperado de 6,800 pb, y en el carril 2 se muestra
el fragmento del gen Neo® flanqueado por los sitios loxP de un tamafio esperado de 1,800 pb,
obtenido de la digestién del vector ploxP A con la enzima de restriccién Xho 1, en un gel de
agarosa al 0.8% teitido con bromuro de etidio.

El DNA de las colonias obtenidas de la ligacion fue digerido con la enzima de
restriccion Pst I y se observaron dos patrones de bandas. Un patrén correspondiente al esperado
en las clonas con ligacién positiva, y el correspondiente a clonas sin fragmento ligado. El patrén
negativo a la ligacién mostr6 un fragmento de 4,500 pb del esqueleto del plasmido pBS SK 11 y
parte de la regién del exén 3 del gen NURRI, 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 exén
3 del gen NURR1. Mientras que el patrén positivo para la ligacion de gen Neo® flanqueado por
los sitios loxP, mostr6 los fragmentos esperados de: 4,100 pb del esqueleto del plasmido pBS
SK II y parte del gen Neo®, 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 pequefia parte del ex6n 3 del gen NURRI, otro

fragmento de 2,000 pb correspondiente a parte del exén 3 del gen NURRI y parte del gen
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Neo®, y otra banda de 200 pb proveniente del gen Neo® ( Figura 17). A este plasmido se le

denominé pTKE3Neo.

P P PP P P
34 2

840 0 00
' pb 1100 pb pb\ 2100pb | o

TR =Rl e
pTKE3Neo
4200 pb

Figura 17. Identificacion de las clonas positivas de la ligacién del gen Neo® en el vector
pTKloxPE3 con la enzima de restriccién Pst 1. A) Esquema del plasmido pTKIoxPE3. (P)
sitios de corte de la enzima de restriccion Pst I, (TK) Timidin Cinasa, ( ) sitio loxP vy el
nimero 3 indica el exén de NURRI, (Neo) indica al gen Neo® subclonado en el vector
pTKIoxPE3. B) En el carril | se observa una clona positiva de la ligacion del gen Neo® en el
vector pTKIoxPE3, el carril 2 muestra una clona negativa de la ligacion. M corresponde al
marcador de peso molecular de 200 p, Gel de agarosa al 0.8%, teiiido con bromuro de etidio.

3.1.3.4. Subclonacidn del exén 2 del gen NURR1 en el plismido pTKE3Neo

A partir del vector pCR/E2 se subcloné el fragmento de la regién del exén 2 del gen
NURRI en el vector pTKE3Neo. El vector pCR/E2 fue digerido con las enzimas de restriccion
Not 1 y Kpn 1 liberando un fragmento de 1,338 pb, mientras que el vector pTKE3Neo fue
digerido con las mismas enzimas de restriccion Not I y Kpn I, lo cual generd un fragmento de
8,700 pb. Ambos fragmentos fueron purificados ( Figura 18) y se utilizaron en una reaccion de
ligacién. Se llevd a cabo la transformacion y el analisis de clonas como previamente se

describio6, generandose la construccion denominada pTKE3NeoE2.
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8,700 pb

Figura 18. Purificacién del plismido pTKE3Neo y del exén 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 restriccion Not 1 y Kpn | de un tamario esperado de
8,700 pb, y en el carril 2 sec muestra la banda del exén 2 del gen NURR1 de 1,338 pb, liberada
de la digestién del vector pCR/E2 con las enzimas Not 1 y Kpn 1, en un gel de agarosa al 0.8%
tefiido con bromuro de etidio.

El DNA de las colonias obtenidas de la ligaciéon se caracterizé con la enzima de
restriccién Hind 111. La digestion con Hind Il (Figura 19) gener6 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 plasmido pBS SK II unido al gen
Timidin Cinasa, y otro de 3,300 pb que corresponde al gen Neo® unido a la region del exén 3
del gen NURRI1. Mientras que las clonas positivas generaron un fragmento de 3,300 pb que
corresponde al gen Neo® unido a la region del exdn 3 del gen NURR1, un fragmento de 6,130
pb correspondiente a la secuencia del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del pldsmido pBS
SK II y una parte del exén 2 del gen NURRI, y por titimo un fragmento de 600 pb que

corresponden a una parte del exon 2 del gen NURRI1 (Figura 19).
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Figura 19. Identificacién de las clonas positivas de la ligacion del ex6n 2 del gen NURRI1
en el vector pTKE3Neo con la enzima de restriccién Hind IIl. A) Esquema del plasmido
pTKE3NeoE2 (H) sitios de corte de la enzima de restriccion Hind III, (TK) Timidin Cinasa, el
numero indica ¢l exon de NURRI1 y ( ) sitio loxP, (Neo) indica al gen Neo®. B) En el
carril 1, 2, 3 y 4 se observan clonas positiva de la ligacion del fragmento del exén 2 del gen
NURRI y el vector pTKE3Neo, el carril 5 muestra una clona negativa de la ligacién, y en el
carril M se observa el marcador de peso molecular de 200 pb. Gel de agarosa al 0.8%, teiiido
con bromuro de etidio

3.1.3.5. Subclonacion del exon 4 al exon 8 del gen NURR1 en el plasmido pTKE3NeoE2

A partir del vector pCR/E48 se subclono el fragmento de la regién del exén 4 al exén 8

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

restriccion Bgl 11, liberando un fragmento de 4,800 pb, mientras que ¢l vector pTKE3NeoE2,

fue digerido con la enzima de restriccion Bam HI, lo cual gener6 un fragmento de 10,000 pb.

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

ligacion. Se llevo a cabo la transformacion de E. coli y el anélisis de clonas como previamente

se describid, generandose la construccién denominada pNurr1=™ (Figura 20).
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10,000 pb
4,300 pb

Figura 20. Purificacién del plésmido pTKE3NeoE?2 y de la region del exén 4 al exén 8 del
gen NURRL1. El DNA plasmidico fue digeride con enzimas de restriccion y los fragmentos
fueron purificados. M corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb, en el camil 1 se
muestra el vector pTKE3NeoE2 linearzado con la enzima de restriccién Bam HI con un tamaiio
esperado de 10,000 pb, y en el carril 2 se muestra la banda del ex6n 4 al ex6n 8 del gen NURRI
de 4,800 pb, liberada de la digestion del vector pCR/E48 con la enzima Bg!/ II, en un gel de
agarosa al 0.8% teflido con bromuro de etidio.

Las colonias obtenidas de la ligacién fueron caracterizadas con la enzima de restriccion
Hind 111. La digestion con Hind 11l (Figura 21) gener¢ en las clonas negativas un patrén
esperado de bandas, mostrando un fragmento de 3,300 pb que corresponde al gen Neo® unido a
la region del exon 3 del gen NURRI, un fragmento de 6,100 pb correspondiente a la secuencia
del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del plasmido pBS SK II y una parte del ex6n 2 del
gen NURRI, y por ultimo un fragmento de 600 pb que corresponden a una parte del exén 2 del
gen NURRI1 (Ver Figura 21). Mientras que las clonas positivas deseadas (Figura 21A)
generaron un fragmento de 8,900 pb correspondiente a la regién del exdn 6 al exén 8 del gen
NURRI y la secuencia del gen Timidin Cinasa unido al esqueleto del plasmido pBS SK Il y una

parte del ex6n 2 del gen NURRI, un fragmento de 2,000 pb que corresponde a la region del
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exon 4 al exoén 5 del gen NURRI, y por iltimo un fragmento de 600 pb que corresponde a una

parte del exdn 2 del gen NURRI1 (Figura 21).

A H H

2000 pb

pNurr
8900 pb

3 4 5 6 7

| Q“<—-8.900pb
! S “- . “ “ (.—6,]30 pb

H-@ . ~~'“W4_3.300pb
| ———2,000 pb

Figura 21. Identificacién de las clonas positivas de la ligacién del exdn 4 al exén 8 del gen
NURRI en el vector pTKE3NeoE2 con la enzima de restriccion Hind I11. A) Esquema del
plasmido pNurrl =% (H) sitios de corte de la enzima de restriccion Hind 1) (TK) Timidin
Cinasa, el numero indica el exon del gen NURRI y ( ) sitio loxP, (Neo) indica al gen
Neo®. B) M corresponde al marcador de peso molecular de 200 pb: el carril 1. 3, 4y 5 se
observan clonas negativas de la ligacion del fragmento del exon 4 al exon 8 del gen NURRI y
el vector pTKE3NeoE2, el carril 2, 6 y 7 muestra clonas positivas de la ligacion. Gel de
agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio

3.1.4. Caracterizacién del vector de recombinacién homdloga condicional del gen NURR1
Una vez generado el vector recombinante, se seleccionaron tres clonas positivas, las

cuales se denominaron pNURR 1ML 11 y I1, y se les realizaron dos analisis por separado. En
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el primero las clonas se digirieron con la enzima Hind Ill observando el patrén de bandas

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

M 1 2 3

<+——3,300 pb
<«——2,000 pb

<—— 600 pb

Figura 22, Caracterizaciéon de 3 clonas pNURR1®***¢op |a enzima de restriccién Hind

I11. Se purificé DNA de los vectores pNURRIZ'® [ [f y 111 a gran escala para su posterior

uso para secuenciacion y transfeccién. El cartil M corresponde al marcador de peso molecular

de 200 pb, el camil 1 es el pNURRI®® [; el canil 2 el pNURRI®®?I1, y el carril 3 el

pNURR 1®"** 111, Gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio.

En el analisis de secuenciacién, la secuencia obtenida se comparé con la secuencia
proporcionada por la empresa Celera Discovery Systems™. Se detectaron cuatro cambios de
nucleétido, de los cuales tres se localizaron en el exén 3 del vector recombinante pNURR 15-F
de las clonas denominadas I, I y III. Estos cambios fueron: en el codén 89 una C por una T, en
el codén 250 una T por una C y en el codén 273 un cambio de G por A ( Figura 23). Se

encontré una cuarta mutacién en el codén 566 (un cambio de una G por una A) del ex6n 8 del

gen NURR1 del vector recombinante pNURR1%*? de las clonas I, 11 y I1I (Tabla 4).
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Tabla 4. Mutaciones de las clonas de los vectores recombinantes pNURR1®=™*[, 11 y III.

Posicién Codén Amino4cido Simbolo Carga Ex6n
89 TCC—» CCC Serina— Prolina S—»P Polar —» Hidrofobico 3
250 TCG—» TTG Serina —» Leucina S—L Polar—» Hidrofobico 3
273 CAG—»CGG Glutamina — Arginina Q—» R Polar—p Bisico 3
566 TGC—» TAC Cisteina — Tirosina C—»Y Polar—p Polar 8
A
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Figura 23. Secuenciacién de las clonas pNurri =¥ |, 11 ¥ HI1. El nucledtido en cuadro rojo
indica el lugar de la mutacion puntual en las clonas pNurr 15-°% 1, [1 y 111, del exén 3 del gen
NURRI.
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Se procedi6 a reparar las mutaciones por sustitucion del fragmento con mutaciones del
exdn 3, por uno previamente secuenciado sin mutaciones. Debido a la dificultad de encontrar
sitios de restriccion para liberar el fragmento del exén 3 con las mutaciones, a partir del vector
pTKlox se subcloné un exdn 3 sin las mutaciones antes mencionadas, y posteriormente se
subcloné el gen Neo® para obtener un vector pTKE3Neo. Este vector se digiri6 con la enzima
Cla 1, generando un fragmento de aproximadamente 5,700 pb correspondiente al esqueleto del
plasmido pBS SK (+) y el gen Timidin Cinasa, y otro de 3,000 pb correspondiente a la region
del exén 3 del gen NURRI unido al gen Neo®. El vector recombinante pNURR1®!*® ¢con las
mutaciones se digirié con la misma enzima de restriccion (Cla I), 1a cual generd dos fragmentos,
uno de 11,800 pb que corresponde al esqueleto del plasmido pBS SK (+), al gen Timidin
Cinasa, al exon 2, y al fragmento del exén 4 al ex6n 8 del gen NURRI; y otro de 3,000 pb que
corresponde al ex6n 3 del gen NURRI con las mutaciones antes mencionadas, unido al gen
Neo". El fragmento de 3,000 pb del vector pTKE3Neo y el fragmento de 11,800 pb del vector
p‘NURRlE"""P, fueron purificados ( Figura 24A) y utilizados en una reaccion de ligacién (ver
Figura 24B). Se llevo a cabo la transformacién de E. coli y el andlisis de clonas como

previamente se describi6. Posteriormente se seleccionaron dos clonas pNURR1®!™®

se
secuenciaron y se corroboré que se habian corregido las mutaciones del exén 3 (Figura 25). El
exén 8 del gen NURRI en el vector pNURR1E* que contenia una mutacién, se digirié con las
enzimas de restriccion Age 1 y Kpn 1, liberandose un fragmento de 300 pb. Dicho fragmento fue
sustituido por un fragmento sin mutaciones del mismo tamaiio, obtenido de la digestion con las

enzimas de restriccion 4Age 1 y Kpn 1 del vector 05375pPCR-Scripp, generado por la empresa

GENEART.
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Figura 24. Digestion con enzimas de restriccién de los vectores pNURRI1I®®:F |
pTKE3Neo, y 053575pPCR-Scipt. A) M corresponde al marcador de peso molecular de 200
pb, el carril 1 muestra el vector pNURR1®'>" | digerido con las enzimas de restriccién Age 1 y
Kpn 1, el carril 2 muestra el vector pTKE3Neo digerido con las enzimas de restriccion Age 1 y
Kpn 1; B) M es el marcador de peso molecular de 200 pb, el carril 1 y 2 las clonas
seleccionadas  pNURRI1®"*® digeridas con la enzima de restriccién Hind II1, en un gel de
agarosa al 0.8%.
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Figura 25. Secuenciacién del vector rembinante pNURR1™"*, En A, C y E se muestran en un recuadro
rojo las mutaciones puntuales del exén 3 del gen NURRI, en B, D y F se sefialan en un recuadro verde las
correcciones de las mutaciones del exén 3 del gen NURRI en el vector recombinante pNURR 159,
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3.1.5. Analisis de la funcionalidad del alelo condicional del gen NURRI

Una vez corregidas las mutaciones en el vector recombinante pNURRI®M®, fue
necesario comprobar la funcionalidad de las secuencias loxP, la cual se realizé en un ensayo de
co-transfeccion en la linea celular SH-SYSY de neuroblastoma humano, con ¢l vector CMV-Cre
(Figura 26A) que expresa de forma constitutiva la enzima Cre recombinasa, junto con el vector
pNURRI1®® (Figura 26B) el cual contiene las secuencias loxP que son reconocidas por la Cre
recombinasa. Para determinar si se llevé a cabo la recombinacion en este ensayo se extrajo el
DNA despues de 48 horas de realizada la co-transfeccion y se realizé un PCR, del cual se
obtuvo un fragmento esperado de 3,500 pb del plasmido no recombinado (Figura 26C) y un
fragmento de 1,500 pb del plasmido recombinado.

El anilisis funcional de las secuencias loxP introducidas en el vector de recombinacién
homoéloga del gen NURRI se llevo a cabo empleando este vector como sustrato (Figura 26B) en
un ensayo in vitro, al co-transfectar la linea celular SH-SYS5Y de neuroblastoma humano, junto
con el vector CMV-Cre (Figura 26A) que cxpresa de manera constante la enzima Cre
recombinasa. La recombinacion, la cual eliminé la secuencia del gen Neo® flanqueada por los
sitios loxP (Figura 26C) fue detectada por PCR. Se realizé la extracciéon de DNA de las células
SH-SYSY transfectadas, y se amplificé una banda de 600 pb correspondiente a la secuencia del
gen de la Cre recombinasa (Figura 26D), lo cual indica que el vector de expresion CMV-Cre fue
introducido en la linea celular y pudo llevar a cabo una expresién transitoria de la proteina Cre
recombinasa y por lo tanto actuar sobre el sustrato, al que se le realizé un PCR y nos genero dos
bandas de 3,500 pb que corresponde al vector pNURRI®?® sin recombinar, y una banda de
1,500 pb del vector pNURR1¥'*® recombinado (Figura 26E), lo que mostré la actividad de la

preoteina Cre recombinasa sobre el sustrato pNURR 53X
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Figura 26. Co-transfeccién de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano con el vector pNURR1=*? y
el vector de expresién CMV-Cre. En A) Esquema del vector de expresién CMV-Cre; B) Esquema del vector
pNURRI12*® no recombinado (sustrato), la flecha de color negro indica el alineamiento y la direccién de los
oligonucledtidos E3N1 e IF2, las cajas de color verde indican los exones del gen NURRI, las flechas rojas
indican los sitios loxP, y las cajas amarillas indican los genes de seleccion, (TK) Timidin Cinasa, y (Neo® )
indica el gen de resistencia a neomicina; C) Esquema del vector pNURR15** recombimado; D) PCR del gen
Cre. M es el marcador de peso molecular; carril 1, células transfectadas solamente con el vector
pNURR 15 carril 2, céluas transfectadas con el vector p)NURRI®*¥ y el vector de expresién CMV-Cre; y
carril 3, negativo; E) PCR para detectar la recombinacién del vector p)NURR1%®: M es el marcador de peso
molecular; carril 1, células transfectadas solamente con el vector pNURRI®®™®: carril 2, céluas transfectadas
con el vector p)NURR1E"? y el vector de expresion CMV-Cre; y carril 3, negativo,
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CAPITULO 4

4.1. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

Nurrl se expresa principalmente en areas del sistema nervioso central, como la corteza
cerebral, hipocampo, tdlamo, cordon espinal, bulbo olfatorio, habénula e hipotalamo; ademas,

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

Para entender la funcién in vivo del gen NURRI, se llevé a cabo su inactivacién
mediante la tecnologia de recombinacion homéloga. Este método esta 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 Zetterstrdm et al’., para inactivar el gen NURR1 y determinar su funcién en un modelo
in vivo. Los resultados en este modelo animal del gen NURRI, fueron la ausencia de los
marcadores dopaminérgicos (TH, Ret, AHD2, y el receptor D2 de dopamina) en las neuronas
dopaminérgicas de la region ventral del mesencéfalo. Se encontré que los ratones homocigotos
mutantes del gen NURR1 morian en el transcurso de las primeras 24 horas posnatales. Estos
datos fueron corroborados por otros dos estudios independientes * °, empleando el mismo

método de inactivacidon del gen NURR1 en diferente region.

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
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siguientes interrogantes: ;Por qué mueren los ratones Knock-out NURR1?, ;Qué funcion
desempeiia el gen NURRI en las diferentes regiones del sistema nervioso central donde se

expresa? y, ;Cuél es su papel en la etapa adulta?

La finalidad de este trabajo fue obtener un vector de recombinacion homéloga con un
alelo condicional del gen NURRI, el cual no tuviera mutaciones y portara las secuencias de
sitios loxP en las regiones intronicas 2 y 3, para no afectar las regiones codificantes del gen
NURRYI. Posterior al aislamiento de las secuencias del gen, se dio inicio a la construccion para
introducir los sitios 1oxP en el alelo condicional del gen NURRI1. Al concluir con esta fase del
trabajo se procedid a realizar dos analisis importantes en la generacion del vector recombinante
condicional del gen NURRI, que fueron la secuenciacion y comparacion de la secuencia
obtenida con la base de datos de Celera Discovery Systems™, y finalmente un anilisis para

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

La comparacion de las secuencias del vector recombinante con la base de datos, mostrd
4 cambios de nucledtido, por lo que se realizé una biisqueda en la base de datos del GenBank,
para identificar si estos nucle6tidos representaban algiin polimorfismo del gen NURRI1 en base
a algun reporte. En este caso particular, los cambios nucleotidicos encontrados generarian una
proteina Nurrl con los cambios aminoacidicos S89P, S250L, Q273R y C566Y. En el caso de los
aminoicidos S89P, S250L y Q273R, el tipo de carga es opuesta al aminoacido de la proteina
normal. En los aminoacidos S89P y S250L la carga normalmente es polar; sin embargo, con las
mutaciones la carga seria hidrofébica, lo cual podria alterar la estructura tridimensional de la

proteina Nurrl. Y afectaria principalmente la capacidad de activacion del factor de transcripcién
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independiente de ligando, ya que estos cambios se encuentran en la region AF1 que da origen a

la via de activacion independiente del ligando.

En relacidn al cambio en el aminoacido Q273R que se encontrd en la region del dominio
de unién al DNA del factor de transcripcion Nurrl, este cambio podria alterar su afinidad a
secuencias en promotores y alterar la expresion de genes blanco, ya que el aminoacido normal

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

El altimo cambio aminoacidico C566Y probablemente no afectaria la funcién de la
proteina Nurrl, ya que se encuentra en la regién del dominio de unién a ligando, el cual no es
funcional en el factor de transcripcion Nurrl. Ademas, el cambio de este aminoicido

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

Tomando como base este andlisis de los posibles efectos de los cambios aminoacidicos
antes mencionados, se llevdo a cabo la reparacién del vector de recombinacién homoéloga
condicional del gen NURRI. La reparacién se logré de forma exitosa, ya que la secuencia
obtenida del vector de recombinacion reparado, presenté un 100% de identidad a la secuencia

del gen Nurrl proporcionada por la empresa Celera Discovery Systems™™.

Una vez que confirmamos la correcta construccion de nuestro vector de recombinacion
condicional Nurrl, procedimos a determinar la funcionalidad de las secuencias loxP

introducidas en las regiones intrénicas 2 y 3 del gen NURRI. Las secuencias loxP son
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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 utilizé un vector de expresién para la enzima Cre
recombinasa y nuestro vector de recombinacién homéloga condicional (PNURR1%**F) para su
transfeccion. 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
seleccion positiva Neo®, ya que el oligonucleétido E3N1 corresponde al exén 3, y el
oligonucledtido IF2 al intrén 2. En este experimento no se obtuvo amplificacién del gen NURR1
endogeno, debido principalmente a que la linea SH-SYSH corresponde a células de
neuroblastoma humano, y los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de la secuencia del gen
murino, aunque el oligonucledtido E3N1 se alineaba al 100% con el gen NURR1 humano, no
fue asi para el oligonucledtido IF2, por lo que sdlo se detectaron los productos provenientes del

vector recombinante pNURR1®"?, tanto del vector recombinado como del no recombinado.

Con los resultados obtenidos, podemos decir que se logr6 obtener un vector de
recombinacion homdloga condicional del gen NURRI, el cual no tiene mutaciones en su

secuencia, y que los sitios loxP son funcionales.

Finalmente cabe mencionar que este vector construido serd pieza importante para la
generacion de una linea de ratones, que al cruzarlos con ratones que expresen la enzima Cre-

recombinasa bajo la regulacior de un promotor especifico de tejido, nos permita inactivar el
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gen NURRI en tiempo y espacio. De alli la importancia de contar con esta linea de ratones, ya
que nos permitira conocer mas acerca de las funciones de este factor de transcripcion Nurrl que
presenta una expresion constitutiva en el sistema nervioso central y que en los iltimos aiios a

despertado un gran interés como gen iducible en procesos de regeneracién e inflamacién en

diversos organos periféricos.
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ANEXOI

Mouse nurrl genome in Chr 2

>emgd_genelmCG19702.1 /gene_uid=100000115005921 /len=27106 /
ga name=GA x6K02T2Q125 /seq alignment=(18780257-18753151) /g
ene alignment=(18770257-18763151) /transcript_names=mCT21440

a1

AGTTACGAGCCACGGGACAACTGTCTCCACTTCTGCTARAAGGGTGTGAGGAGGGTATGTT
GGGGAGCTGCAAGGCACACCTCTGCCCTCTCGGCCCAGGTGCTAGCTACCTGGCCCACGC
GAGTGTTCTTTTCCGTTCAAGCTTTTGTTGCACCCTCCCCACGTGTGAGGACGCAAGGTC
TGGGGCGGEGGAGGGGCAGGTGGAGCGTAGCATCACCACGEGACTTCACGGACCTGGGTTG
CAGAAGTCACACTTCTTTCGGARAAARRAAAATCCACCCAAGTGGGCTACCAAGGTGAAC
CGTTCCCACCTTAAAATCAGCCCCAGTCGTGACGTCAGGTCGGAAATATACCAAAGCGAG
CGCGGGCCAGGAGT CCGGGGAGCGCGGCGGCTCGGCGATTGGACCGCGGGCCGCTGACGC
GGGCTGACGCECGCAGACTTTAGGTGCATGTTGGCAGCAGCAGCTCGAGCCACATAAACA
AAGGCACATTGGCGGCCAGGGCCAGTCCGCCCCGCGGCTCCEGCACAGCTCCGCGTCCCTC
TCTCCGECCCCGCTGGCTGCCTCCCTCTCCTGCGGCCGGGCTGGCTGCGTGTGGCTCTCC
GCGCCCCGCTTCCGCAGCGCTCCCGCGGACCCGGGCTCCTCTGCTCCCGGAGGGAACTGC
ACTTCGGCGGAGTTGAATGAATGAAGAGAGCGGACAAGTGAGTAGCTGCGGCGGGGCCGC
CCGCGGTCACGCGTCCTCCCGGTCTCCGCGTACCAGGGAACGGGTTCTCTGCAAGTGGTC
GCCCGAGCCGCGGAGCGCGARGGCGCTGGGGARGGGGGATGGCGAGTGGGCGCGCGCAGT
TCCGCCGAGCCTCTGCTGGAACTCCGGTGCTAGCGTAAAGGGGGGGGAGTTGGCTGCCGG
CAGAGGTTTCCAGGCTTCTCATTGGTGGATGTGGCARGGGGACTCCCACAGTTTTAGGAG
AAGCGGACTTGCCGGTGGAGATGTGCGCAAAGTTTGCTCTTGGTGTGAAATTGATTGT GG
CTTGAGGAGGCTCCATCTCGCGAACATGT GGGAAACAGTCCGGGAGAGARAGTTTACGTG
TTGCTTGGGAACAGTGTCGCTCGGCTCGCCCGCTGGTGGAGGTTTCCCGGATATCGTCGA
GTAAGGGTAGTGTCGGTAGAGGGTCCTGTAGCGAAGTTGCCTGAAATGACTGGTTTTGAT
ATATGTTGTCCTTGGATAGTGTGTCAGTGTGTGCGTGAGGTAAAGAATACGGTTATGAAA
CTGTGACATAGCCACGGGTTAATATCCAGAACAGACATATTTTCAAGGGCGGCGGCGGAT
GGGGGTGGGGAGATAAAGCAARAGTCCTCTGGTTTGTCTTGTTAACCTTCTCCGCTCCTT
GAAGCAAAGCAAGATTGTGGAAGRAAGT GGGGCGGGGGGGECGGAGAGGGGAGGGAGCAAAG
GAGAGGGTGTTCAGGTTTCTTTACTTTATCAACAAGATCGTCTATGCTCTAGAATGCCTT
GCAAGTGGGAACATCTGAAAAARAAAATAGCTAGGACACAAGAATGCCTTGTCCCAGCAA
GTAGGCAGCCTGTGGAARAGCATTGTGGAGAAGGTGTCCAGTTTGCTGTGCTGAGAAGTGC
TTCTAACTTTGGTGCCAATATCATATGCGTAATATTTCTT TCCCTCTGCAGTTGACCCAR
GATACTCCTGGTAAARGTAGAGATCTCTCTCATCACCTCTGGGCCATTARAGATGTTGAAA
ATCCAGTTCTCTGGAGGAACACCAATTCGCTTGTCCCTTAAGATCCTGTGTTGAACCAAR
AGCAATTACTAAAGCTACACACTTGCTCCCACATTGGCTGTTTGGTTGTCCAGGCCTTGC
TAACGTTTCCTAAGGGTTGGATCTGTATTTTTTTTTTTCACGGTTTACTCTCGAGTTCTT
TTAACTTTCTTTCTCCTTCTAAGAGAAAAGTCCACTGGACTCTAAGAGAGATATTAAGAG
GAAGCTTTGATGCTGTGTTTTTCCTTTACCCAGACTTCTTAGGTTTGACATARAGTAGRA
TGACAAAGGCCCTTCCATCTACAGCARAGGGGCCAATTCATTATATTGATCAGTATCTGG
TAGACTCATGGGATAATTTCCCCACAGGATGCTTTCTCTGCAGGGATTTACACTGGGAGA
TGAGCGGCATTATCTGCTGTTTAGCCACCTTGTCTCTGCACATTTCATTTTARGATGCTG
TTGGGTAAAGTCTTCACACTCATTTCCAAGGAAGCACTTGAAGGGCCTGCTGAGTGAGTC
TGCATCTGCCCAGCCCAAGT CTCGGTGGGAAGACATCCTGARACTTCCTGTIGTCTGTATT
TCAGGGAGATCTGACGGGCTGGATTCCCAATAGCTCTTTTTTAAAATCTTGGAARCTTTG
TCCTTCGCTGAATTACGACACTGTCCACCTTTAATTTCCTCGAAAACTCCAATAACTCTG
CTGAAGGTCAGTGAGCTTTATCTTTCATTACCTTTCCTGAGTTCCCCCATACCCTCAGAA
AAACAAARACAAAACAGGGCAACAGGATCTTTCCAGGCCAACCCTGTGCCTTATAGTCACA
GAGGACAACTTTCTTATTGTGCAATTCAACTTCATTTCTAGAGCATGGCTTCTAGAAATC
CTGTCGACCCTGAGCTTCAAAGAAGAAGCTCATCAGAGTGGGACTGTCTGCGGGAAGGGG
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GTGGAGCGCGGGGGGGGGGGGCGTTTGGAAATGAGTGTAGACCCTCAACAGCTTTCCAGC
TCTGGGTCGTCCCGGGATCAGCCCTTTCCTTTCTTCATCGCTGTTCCACCTCTTTTGCCC
TTCCCCCTGCATCCCTAAACCCCCATCCTCTCCCCGCCTCCCTCCACCCCCAACCCCGAC
GCCGCGGGCTGCCGGTGTAGCCCCGGGTGTAGACCGAGCCCGGAAGARAGTGTTCAGTTG
ACCAGGCTGAGTGTATATCACCCTGTTTCGTTTCCAGCCATGCCTTGTGTTCAGGCGCAG
TATGGGTCCTCGCCTCAAGGAGCCAGCCCCGCTTCTCAGAGCTACAGTTACCACTCTTCG
GGAGAATACAGCTCCGATTTCTTAACTCCAGAGTTTGTCAAGTTTAGCATGGACCTCACC
AACACTGAAATTACTGCCACCACTTCTCTCCCCAGCTTCAGTACCTTTATGGACAACTAC
AGCACAGGCTACGACGTCAAGCCACCTTGCTTGTACCARATGCCCCTGTCCGGACAGCAG
TCCTCCATTAAGGTAGAAGACATTCAGATGCACAACTACCAGCAACACAGCCACCTGCCC
CCTCAGTCCGAGGAGATGATGCCACACAGCGGGTCGGTTTACTACAAGCCCTCTTCGCCC
CCGACACCCAGCACCCCGAGCTTCCAGGTGCAGCATAGCCCCGATGTCGGACGATCCGGGC
TCCCTTCACAACTTCCACCAGAACTACGTGGCCACTACGCATATGATCGAGCAGAGGAAG
ACACCTGTCTCCCGCCTGTCACTCTTCTCCTTTAAGCAGTCGCCCCCGGGCACTCCTGTG
TCTAGCTGCCAGATGCGCTTCGACGGGCCTCTGCACGTCCCCATGAACCCGGAGCCCGLG
GGCAGCCACCACGTAGTGGATGGGCAGACCTTCGCCGTGCCCAACCCCATTCGCAAGCCG
GCATCCATGGGCTTCCCGEGCCTCCAGATCGCCCACGCATCGCAGTTGCTTGACACGCAG
GTGCCCTCGCCGCCGTCCCGGGECTCTCCCTCCAATGAGGGTCTGTGCGCTGTTTGCGGT
GACAACGCGGCCTGTCAGCACTACGETGTTCGCACTTGTGAGGGCTGCAAAGGTTTCTTT
AAGGTGAGCAAGACAGGGCGGAGETGGCAGGTAGCGGTCCTTATACCTGAGACCCAGCAG
TGTACCCTCACCTTCCGGTCGGCAGCCCCGCTCGAGTTCCCTGCAGCTACTCACAGGCTG
TGGAAGAGGCTTTGGGGGTGTCTAAGGARAGAAATCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGGTT
TCATCCCCCCGCCCCCCGCGCCCCACAGCAACCTGCGGCCCCGGCGGGCTCCAGCCCGAR
ATTGCTGGAGCCAGAGTTGGAAGAGGGCTATTTGCATGTGTTAGGCGCTGTCTTCCTTGT
TCAGATTGAAATTGGTTAGGACAGAGAACCGTGTCTGAGCTAACCAAGTGGAACAGAATT
CCCTATGGTCAAATTAAGTGATCTCTITATTTCGCCATCCTGATTGAATAATCTTATCAT
TTTAAATAGAGAAGGTCTCCAAGGAATGTAAATAATATGAATGCCCACGGATTTGTATTT
ACTGAGCGTCTCCTGCCCCTTCTCCTGGCATATAARAACACAGCAAGGAGCGGTAAGGTTA
GCTCAAATGTTAACGCTATCAATTTTCTTCTGGTAAATGCCCTGGGGAGGARARGGARAG
GABATAGGAAGAARAGAAAARGAAAAGGARAGAAAGAAAGAARGAAAGAAAGAAAGAAAG
AAAGAAAGAAAGARAGAAAGAAATTGRAGGAGTAGTGTTTATGTTTGTAGGGAAGGAATG
CAGATCCAAGCCATTTTTTARAAAAAATGTGTCCAGT TTGCTGGACTTTGAGTGAARRAAA
TAATCATTTTGGGGCCTACATTCTCTCCCTCTACAGCGCACGETGCAARAARAACGCGAAA
TATGTGTGTTTAGCAAATAAAAACTGCCCAGTGGACAAGCGCCGCCGARATCGTTGTCAG
TACTGTCGGTTTCAGAAGTGCCTAGCTGTTGGGATGGT TARAGAAGGTAGGTCGAGGCAR
GTTGTTGACCTTCCATTTCACGCCCCTGAAAGTCCACCAGCTGCTTGTGCGACTCCGGTCC
CTGCCTTACTCCCCACGCCCTTGACTCCAGGATTCCACTGCTAAATGCCCTCCTCTAAAG
AAAGCCACCCGGCCCTCCTTTTCTTTAAGTATAGGACCCAGTTGGAGGAAGGTATAAAAT
AACCCGCCATTTATTAATGCTTCTCGTCAGTAAAGTCTTTAARATCAGAGGAGCCCTGGA
CCACCAGGTTGGGCTTCTTCCACTGTTCCCTCGGGGAGGAGGCCGTGAGGCAGCTGAGTC
TGGGCTCAAGGGAACAGCGTTAACCCTTGAGTAATTCCTTTACAGTCGTTCGCACGGACA
GTTTAAAAGGCCGGAGAGGTCGCTTTACCCTCGAAGCCGAAGAGCCCACAGGATCCCTCTC
CCCCCTCACCTCCGGTGAGTCTGATCAGTGCCCTCGTCAGAGCCCACGTCGATTCCAATC
CGGCAATGACCAGCCTGGACTATTCCAGGGTAAGAAGCCGGTGCTGGGGGAATATCAATC
ATGTGGACAAGCCAACAAATGGGCAGGACCCTCTCCCTATACCCAGCTTTAGCACCCCCA
AACTCAAGGGTAAAGGAGGARCAGCAGAATACATACTTCACAACTTTGGGCAGGTTTTCA
GGAGACAGGTGGTGCTGCTCARAGTACAGACCGGAGAACACACCGGAGGGGTTGAATCTT
TGTGAACCATTATTGTCCGACAGTCCCTCCAGCTGCGGTCTGGAAGGCAARRACCTAGACKE
GTCTAGCCTTCCTTCCCAAGTCTACTTTACGAAGTTACTAGAATACATTCCCCTCCCCCT
TGACTTGTCTGGGGCCAGGGAGTGAARAGAGGGGTGGAAGGGATGGCAATGGGGGGGGGE
GTTGTCCCCGGGTCAGGGATCAAGTGGTGCAATTCTTCTTTTACTCCAGCTGTGAAAAAT
GTGCAGGCTTTGGGCAGAGGGAGTGTGGCCAAACCTAGTAGCGACTGCAATATTATTAAG
CTTTGCAARAGGCGCCTCCGTGCAARGACCCACTCTGGGATTAGCATGAATACTACCGTGT
CAATTGTTTTGTGGCGATAAGACTGAACGTTTCCCAGGGCTGGATGGCACTGTATTTAGT
CTGTATGGAAATGGTAATTTACATATTTAAAGCAGCGACCTCATAGCACCGTCCCTAATT
GAATTAATTGCCCCGGAACATCTAATTTCCTTACTGGTCAGAGAGAGGTTTAATTGTTAT
AAAAACCTGGCTCCCCTACTAGAAACGGGGTTAGCAAT TTCACGGGTTATATATTTTAGA
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GAACCTCATTAAGTGCTTTTTAAAATGAAATTCCAGTTCCAGGCARACCCTGACTATCAG
ATGAGTGGAGATGATACCCAACATATCCAGCAGTTCTACGATCTCCTGACCGGCTCTATG
GAGATCATCAGAGGGTGGGCAGAGAAGATCCCTGGCTTTGCTGACCTGCCCAAAGCCGAC
CAGGACCTGCTTTTTGAATCAGCTTTCTTAGAATTATTTGTTCTGCGCTTAGCATACAGG
TAATGAATGAGGCCTGGAGGAGGGATCAGAAGTAAAGGAAAGGAAGAGAARAGGGTTGGG
GTTGGAGGCAAGATAAAAACAAAGCARAGGTGAAGAAGGGAAGGAGTGAGCCCAGAGCCT
TGGGTGACCGGAGTGGTGGTGGGATAGGGGAGTTCTTGATTGTTATGAARATTAAACCCTT
TCAAGGTCCACTGGTCTACATTTTATTAACTCTTCAGTAATTAGGTGCCTCTTAAATCCC
TCATTTATTGCTCTTCAAGTAATTAGTTGTTTAGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTCTCCCCT
CTCTCTTTGGTATTAATTGCAGGTCCAACCCAGTGGAGGGTAAACTCATCTTTTGCAATG
GGGTGGTCTTGCACAGGTTGCAATGCGTGCGTGGCTTTGGGGAATGGATTGATTCCATTG
TTGAATTCTCCTCCAACTTGCAGAATATGAACATCGACATTTCTGCCTTCTCCTGCATTG
CTGCCCTGGCTATGGTCACAGGTCAGTACTGCTGGTGCAGGACACTTCCCCTTCCGAACT
TCCTCTGGTGGGACCGGTCATGGCTTTCCCTAATCGCAGATTCTTTCTGATTCTGCCATC
TGACTAACTCCCCTCTGCATTCTTTTGTTTCTGGT TGCATTTT CTGCAGAGAGACACGGG
CTCAAGGAACCCAAGAGAGTGGARAGAGCTACAAAACAAAATTGTAAATTGTCTTAAAGAC
CATGTGACTTTCAATAATGGGGGTTTGAACCGACCCARCTACCTGTCTAAACTGTTGGGG
AAGCTGCCAGAACTCCGCACCCTTTGCACACAGGGCCTCCAGCGCATTTTCTACCTGAAA
TTGGAAGACTTGGTACCACCACCAGCAATAAT TGACAAACTTTTCCTGGACACCTTACCT
TTCTAAGACCTTCTCCCAAGCACGTCARAGAACTGGARAGAAAAAAAAAATAACATCCAG
AGGGGGCTGGTCACATGGGCAGAGAGCTGGTTGAAGTGTCCAGTITCACCTTATCTCCCTT
CTGTAGACCCCTAGCCCTCACCCCTTAAGTAAACAAACAAACAAACAAACCACAAATAAR
AACTGTCGCTATTTCCTAACCTGCAGGCAGAACCTGAAAGGGCATTTTGGCTCCGGGGCA
TCCTGGATTTAGAAAACGGACAGCACACAGTACAGTGGTATARACTTTTTATTATCAGTT
CAARATCAGTTTGTTGTTCAGAAGAAAGATTGCTAATGTATCATGGGAAATGTTTGGCCA
TGCTTGCTTGTTGCAGTTAAGACAAATGTAARCACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACCTTAATGGGACCCTCCTATTTTGCCCTTTAACAAGACTTCAAAGTT
TTCTGCTGTAAAGAAAGCTGTAATATATAGTAARACTAAATGTTGCGTGGGTGGCATGAR
TTGAAGGCAGAGGCTTGTAAATTTATCCAATGCAGTTTGGCTTTTTAAATTATT TTGTGC
CTATTTATGAATAAATATTACAAATTCTAAAAAGTAAGTGTGTTTGCAAAARAARAAAAA
GAAAATAACTACATAAAAAGGGGACAAGCATGTGATTCTAGGTTGAAGATGTTATAGGCA
CTTGCTACTTCAGTAATGTCTATATTATATARATAGTATTTCAGACACTATGTAGTCTGT
TAGATTTTATAAAGATTGGTAGTTATCTGAGCTTAAACATTTTTCTCAATTGTATAATAG
GTGGGCACAAGTATCAGTACATTGGAAAATCCTGACARAAGGGACACATAGTGTTTGTAA
CACCGCCCAACATTCCTTGTTTGTAAGTGTTGTATGTACCGTTGATGTTGATARAARGAARA
GTTTATATCTTGATTATTTTGTTGTCTAAAGCTAAACARAACTTGCATGCAGCAGCTTTT
GACTGTTTCCAGAGTGCTTATAATATACATAACTCCCTGGARATTACTGAGCACTTTGAA
TTTTTTTGTTTTTGTTTTTTATGTCTAAAATTGTCAGT TAATATATTATTTTATGTTTGA
GTAAGAATTTTAATATTGCCATATTCTGTAGTATTTTCTTTGTATATTTCTAGTACGGCA
CATGAGATGAGTCACTGCCTTTTTTTCTATGGTGTACGACAGT TAGAGATGCTGATTTTT
TTTTCCTGATAAATTCTTTCTTTAAGARAGACAATTTTAATGTTTACAACAATAARCCAC
GTAAATGAACAGAACTCTGTCTITATTTCTGGGCCAGGAAARATGATTACTAAACAACRAGGT
ACARGRAAGAGGCGARAGTGGAGACTGATTTGGGGAGGTCACTTACAGGACATCTGRATT
TCAGACTGACAGCCTAGATCCATTGTGGCAARGGGAAGGGTGTCACTARACTAATTATCC
AGAGAATTCATGCAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTTTTTITTTTTTA
CTTTGCCTGAATTTTCCAGTCTGCTGACCTACATTTATCAGAATCAACTTAGAATATCTT
ACTCTTGTAAGTTTTGAGTTAAGTGCAGCTTAGGAGACCAACAATCTGAACTTTTCCAAG
TTGGGAATCTTGTGAAGT TGGGGGGGEGCGGAGGGGAACAGCATTCCGAAGTTTGTGCTTG
GAGATTCAGAAAGGCAGATTTGAATTCTCTTTTACTTTATCTTTGCTCTTTTCAATTCCT
GTGCATGCTTICTATGAGTGTGGGACCGAGCACTCCAGGCCTTCTGCTGGARAGTTCTGAGTC
AGCCTTCCCACTAGAGCTCTGGAGAGACATTTCTTTTTTCCCCTCCTCTGGTGGGGAGTG
ATGAGGTGTGCTTTGRACTTTTAGAAACTTTCCACCTTCTAATTATTTCAGATTAAAAAA
ARGATCCTTGTCCAGTCTTGGATCTAGTTTAAGCAAATTTTAACATGAGGCTCTCGTATT
CCATTCAGAATCAACTTTCCGTGGAGGAAGGGGCCCGAGTTCTCAGCTGATCTGGCTTTC
AACCAGGTATCCTTGGGCAGATGGTAGT CCAGTTCTGCCTGGGGCTGAATTTAAGGAGAG
ATTTAAGATGGGTTGATCCTGCTTCATGACCCTGGCTAATTACAGATAGTTTGGGGGTCA
CCGAAATTTACAAACAAAGAAACAAACAAACAARAAAGGTCTTCATTTAAAAAAATGGCT
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GTCAGAAGAGTATCCTGCCGCCAGTTTACCTGGTCTCACTCCTTACCCTGTCARAACAAT
TGTTTTATGGTTGGCAAAAAGAGACAAGGAAAGTCCCCTGTGGTAGTTTARAGCTATTTT
TACTGAATGGGTTTCTCTCTGAGGGGTAAAGGGAATCGGTCATATAGGGTATCARACAGG
ACATGTCCAATTTTCTAGTGTATGTGTGCATTTTTAAGATCAGACCAGCGACTGCATTTT
ATTTTCACATCTTATTTTGAGTCAAAACCACAAACTCTTAAGTAGACAGAATGAGCTCTT
CTCCCAGGTGTCTGCGCCCGGAGACAATTACATTTTACTGCAGRATCCCTTAGAGTTGAG
CCCAGARATGAACCCCCAAGGCTGATTCTCCCCARAGGACTCCGCAGGCATCATCTGAGG
CCAATGACGGCGTCAGGGGAAAAGTGAGTCTCTGGAGACTTTARGAGATCCATGCTTTCC
TTGTCTCCGTACTGCATCTACTGGGCTGGATTGTGATTCCTAGGTTGTCCCTGGTAAGGT
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ANEXOII

Secuencia del vector pCR 2.1

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT
TCCCGACTGGRAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACRATTTCACACAGGAA
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGC
TGGAATTCGCCCTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG
AGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GRARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG
AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGCTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGC
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTCGCTTTACGGCACCTCGACCCCARRARACTTGATTAGGGTGAT
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA
ATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGG
GATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAARATGAGCTGATTTAACARARATTTAACGCGAATTTTAAC
AAAATTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAAGGARGCGGAACACGTAGARAGCCAGTCCGCAGARACGGTGCTG
ACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTA
GCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGC
CAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCARAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAG
GATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAA
GATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGA
CAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGAC
CGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGC
GTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGARGCGGGRAGGGACTGGCTGCTAT TGGGCGAAGTGC
CGGGGCAGGATCTICCTGT CATCCCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCARTGCG
GCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCT GCCCATTCGACCACCAAGCGARACATCGCATCGAGCGAGCA
CGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGARGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGC
CTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTG
GCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATT GCTGRAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGA
CGAGTTCTTCTGAATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGARRCGCTGGTGARAGTAARAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGA
CACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACRATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTC
CGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGRAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAARACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA
TAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC
ARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARRAAAACCACCGCTAC
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCG
GGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACA
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GCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAGCGCCACG
CTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG
AGCTTCCAGGGGGARAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARAAACGCCAGCARCGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA
TTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGARAGCGGAA
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LOCUS

dna

FEATURES

ANEXO I

5225 bp
Location/Qualifiers

Promoter
misc _binding
migc binding
misc _binding
misc _binding
misc_binding
other_gene
misc binding
misc_binding
misc binding
misc_binding
misc_binding
misc binding
misc binding
Promoter
Raporter
Rep_ Origin
Promoter
misc_binding
misc binding
Marker
Marker

Rep Origin

143..172

/gena="lac prom"
234..239
/dbxref="REBASE :HindIII"
240..245
/dbxref="REBASE :KpnI"
246..251
/dbxref="REBASE:SacI"
252, .257
/dbxraf="REBASE : BamHI"
293..299
/dbxref="RERASE:Sal I"
293, .1594

/gene="Exén 3 del gen NURR1"
1112..1117
/dbxref="RERASE :NdeI"
1581..1587
/dbxref="REBASE :Xho I"
1605..1610
/dbxref="REBASE : ECORV"
1621..1628
/dbxref="REBASE :NotI"
1626..1632
/dbxref="REBASE :Xho I"
1640..1645
/dbxref="REBASE :XbaI"
1646..1651
/dbxref="REBASE :Apal"
1659..1677

/gene="T7 prom"
1681..1840
/gene="lacZ_a reporter"
1858..2164

/gene="f1 origin"
2475..2524
/gene="NEOKAN prom"
2577. .2582
/dbxref="REBASE :BglII"
2582, .2587
/dbxref="REBASE :BclI"
2616.,3404
/gene="NTP_II marker"
3425..,4285

/gene="amp marker"
4440..5059
/gene="pBR322 origin"

BASE COUNT

ORIGIN

1162 a

1 agcgcccaat
61 acgacaggtt

121 tcactcatta

1456 ¢ 1398 g 1209 ¢t 0 others

acgcaaaccg cctectecceg cgegttggec gattcattaa tgcagetgge
tecccgactgg aaagcgggca gtgagcegcaa cgcaattaat gtgagttage
ggcaccccag gectttacact ttatgcttee ggctegtatg ttgtgtggaa
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181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15€1
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

ttgtgagcgg
gtaccgagct
cctgagcettc
©ggg9999999
gtcecgggat
gcatccctaa
ctgeceggtgt
gagtgtatat
ctcgectcaa
cagctcegat
aattactgce
ctacgacgte
taaggtagaa
cgaggagatg
cagcaccecg
caacttccac
ctcecegectg
ccagatgcge
ccacgtagtyg
gggctteccg
gccgecgtee
ggcctgtcag
caagacagqg
cacctteeqqg
gcggccgcetc
ttcactggce
tegcettgceca
tcgeceettece
ttaagcgegg
gcgcecgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgecett
acaacactca
gcctattggt
cagggegcaa
gotgaccecg
agagaaagca
ggacagcaag
gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gttctecgge
gcetgetcetga
agaccgacct
tggecacgac
actggctget
ccgagaaagt
cctgcccatt
ccggtettgt
tgttcgeecag
atgcctgectt
gecggetggg
aagagcttgg
attcgcagceg
gagtatgagt
teoctgttttt
tgcacgagtg

ataacaattt
cggatccact
aaagaagaag
gggcgtttgg
cagcccttte
acccccatee
agcceegggt
caccctgttt
ggagccagce
ttcttaacte
accacttetc
aagccacctt
gacattcaga
atgccacaca
agcttccagg
cagaactacyg
tcactcttet
ttegacggge
gatgggcaga
ggcectgcaga
cggggctcete
cactacggtg
cggaggtgge
teggeagece
gagcatgcat
gtegttttac
gcacatccee
caacagttgc
cgggtgtggt
ctttegettt
atcgggggcet
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
gggcetgctaa
gatgaatgtc
ggtagcttge
cgaaccggaa
ctggatggect
gacaggatga
cgettgggtg
tgecegeegtg
gtecggtgee
gggcgtteet
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gcegaatatc
tgtggcggac
cggcgaatgg
categectte
attcaacatt
gctecacceag
ggttacatcg

cacacaggaa
agtaacggcc
ctcatcagag
aaatgagtgt
ctttcttcat
tetcecegee
gtagaccgag
cgtttcecage
cegettetea
cagagtttgt
tcocccagett
gcttgtacca
tgcacaacta
gegggtcggt
tgcagcatag
tggccactac
cectttaageca
ctetgcacgt
ccttegeegt
tcggecacge
cctccaatga
ttegecacttg
aggtagcggt
cgctcgagaa
ctagagggce
aacgtcgtga
ctttegccag
gcagcctgaa
ggttacgcge
cttcecttee
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgttc
ggtctattct
gctgatttaa
aggaagcgga
agctactggg
agtgggctta
ttgccagetg
ttcttgeege
ggategttte
gagaggctat
ttccggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcegggge
gctgatgcaa
gcgaaacatce
gatctggacg
cgcatgcecg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tategectte
tecegtatcge
aaacgctggt
aactggatct

acagctatga
gccagtgtgce
tgggactgtc
agaccctcaa
cgctgttcca
tceetecace
cccggaagaa
catgcctigt
gagctacagt
caagtttage
cagtaccttt
aatgcccctg
ccagcaacac
ttactacaag
cccgatgtgg
gcatatgate
gtcgeceecg
ccccatgaac
gcccaaccee
atcgcagttyg
gggtctgtge
tgagggctge
ccttatacct
gggcgaattc
caattcgcee
ctgggaaaac
ctggcegtaat
tggcgaatgg
agcgtgaccg
tttetcgeca
ttecgattta
cgtagtgggc
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
acacgtagaa
ctatctggac
catggcgata
gggcgeccte
caaggatctg
gcatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgetegacgt
aggatctccet
tgeggegget
gcatcgagcg
aagagcatca
acqggcgagga
atggccgctt
acatagcgtt
tectegtget
ttgacgagtt
ccttattcee
gaaagtaaaa
caacagceggt

ccatgattac
tggaattcge

tgcgggaagg
cagctttcca

cetettttge
cccaacceeg
agtgttcagt
gttcaggcge
taccactctt
atggacctca
atggacaact
tccggacage
agccacctge
ccctettege
gacgatccgg
gagcagagga
ggcactcctg
ccggageceyg
attcgecaage
cttgacacgc
gctgtttgeg
aaaggtttct
gagacccagc
tgcagatatec
tatagtgagt
cctaggegtta
agcgaagagg
acgcgccctg
ctacacttge
cgttcgecgg
gtgctttacg
catcgcecetyg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
agccagtccy
aagggaaaac
gctagactgg
tggtaaggtt
atggegcagg
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeecggtt
ggcagcgcegg
tgtcactgaa
gtcatecccac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttctggattc
ggctaccegt
ttacggtatc
cttctgaatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg

gccaagcttg
ccttgtcgac
gggtggagcg
gctctgggte
cettcccect
acgccgeggyg
tgaccaggct
agtatgggte
cgggagaata
ccaacactga
acagcacagg
agtectccat
cceectcagte
ccecgacace
getccecttea
agacacctgt
tgtctagctg
cgggcagcca
cggcatccat
aggtgccecte
gtgacaacge
ttaaggtgag
agtgtaccct
catcacactg
cgtattacaa
cccaacttaa
cccgcaccga
tagcggcgcea
cagcgcccta
ctttccecgt
gcacctcgac
atagacqgtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaatt
cagaaacggt
gcaagcgcaa
gcggttttat
gggaagcect
ggatcaagat
ttgcacgecag
cagacaatcg
ctttttgtea
ctategtgge
gcgggaaggyg
cttgetectg
gatceggceta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggceyg
atcgactgtg
gatattgctg
geecgetcecg
gaaaaaggaa
cattttgcet
atcagttggg
agagtttteg
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3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

/7

ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttceegg
gcgctcggee
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcetcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttacecg
cttggagcga
cacgettcece
agagcgcacg
tegecaccte
gaaaaacgcc
catgttettt
agctgatace
ggaag

cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttcocggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcecttaac
tettettgag
ctaccagecgg
ggettcageca
cacttcaaga
gctgectgeca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagctte
tgacttgage
agcaacgcgg
cetgegttat
gctcegeegea

tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taacegettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggce
caactatgga
ggtaactgtce
aatttaaaag
gtgagtttte
atcctttett
tggtttgttt
gagcgecagat
actctgtage
gtggcgataa
ageggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cetttttacy
ccectgatte
gccgaacgac

ttttaaagtt
cggtcegeege
gcatcttacg
taacactgceg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggceggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacqaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtegtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcetggee
tgtggataac
cgagcgeage

ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatce
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagccg
cccteccgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagace
atctgctgcet
gagctaccaa
gttcttctag
tacctegete
acecgggttgg
ggttegtgea
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagte
tcagggggge
ttttgetgge
cgtattaccg
gagtcagtga

gegeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct

gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttce
tgtagccgta
tgctaatcet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgce
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcectatg
cttttgetea
cctttgagtg
gcgaggaagc
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Il Origin of replication
BB Other gene

B rromoter
3¢ prom Hindlll 235 Kpni 245 B Reportar gene
‘Aﬁﬁ‘ B Rastriction site
PBR222 origin " ) 8amHI 253 Selectable marker

\ 3" ————-%al | 294

'y BB Unique restriction site

D
-

' :_"; __-Ndel 1114
Al pCR/E3
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' " _¥ho | 1582
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Figura 27. Vector pCR/E3
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Generacién de un vector de recombinscién homéloga para la inactivacién condicionat del gen NURR1 Humberto Rodriguez Rocha
ANEXO 1V
Locus dna 5283 bp
FEATURES Location/Qualifiers
Promoter 143..172
/gene="lac prom"
misc binding 246..251
/dbxref="REBASE : SacI"
misc binding 252..257
/dbxref="REBASE : BamHI"
misc _binding 293..301
/dbxref="REBASE :Not I"
other_gene 293..1594
/gene="Exdn 2 del gen NURR1"
misc binding 415..420
- /dbxref="RERASE : HpaI®
misc binding 696..701
- /dbxref="RERASE :NdeI"
misc binding 806.,.911
% /dbxref="REBASE: Stul"
misc binding 1154..115%
il /dbxref="REBASE : AccI"
misc binding 1633..1640
Il /dbxref="REBASE:Kpn I"
misc binding 1663..1668
/dbxref="REBASE : ECORV"
misc binding 1704..1709
/dbxref="REBASE : Apal"”
Promoter 1717..1735
/gene="T7 prom"
Reportar 1739..1898
/gene="lacZ a reporter"
Rep Origin 1916, .2222
- /gene="f1 origin"
Promoter 2533..2582
/gene="NEORAN prom"
Marker 2674..3462
/gane="NTP_II marker"
misc_binding 3231..3236
/dbxref="RERASE :NcoI"
Marker 3483..4343
/gene="amp marker"
Rep_Origin 4498..5117
/gene="pBR322 origin"
BASE COUNT 1261 a 1313 ¢ 1378 g 1331 t 0 others
ORIGIN
1 agcgcccaat acgcaaaccg cctetceceg cgegttggee gattcattaa tgecagetgge
61 acgacaggtt tccocgactgg aaagegggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttage
121 tcactcatta ggcaccccag gcectttacact ttatgettec ggeoctcgtatg ttgtgtggaa
181 ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagcecttg
241 gtaccgagct cggatccact agtaacggcce gecagtgtge tggaattcge cettgeggee
301 gcacggttat gaaactgtga catagccacg ggttaatatc cagaacagac atattttcaa
361 gggcggcggce ggatgggggt ggggagataa agcaaaagtc ctetggtttg tettgttaac
421 cttctccget ccttgaagca aagcaagatt gtggaagaag tggggggggg gggcggagag
481 gggagggagc aaaggagagy gtgttcaggt ttctttactt tatcaacaag atcgtctatg
541 ctctagaatg ccttgcaagt gggaacatct gaaaaaaaaa atagctagga cacaagaatg
601 ccttgtccca gcaagtaggc agcctgtgga aagcattgtg gagaaggtgt ccagtttgcect
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661

721

781

841

801

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2541
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

gtgctgagaa
tgcagttgac
taaagatgtt
tgtgttgaac
tgtecaggce
actctegagt
agagatatta
gacataaagt
tgatcagtat
tttacactgy
attttaagat
ctgetgagtg
cctgtgtetg
tcttggaaac
ctccaataac
ccatacecctc
gccttatagt
ggccgcetega
cactggeegt
gecettgcage
gcecttececa
aagcgeggeg
gcccgeteet
agctctaaat
caaaaaactt
tegeecetttg
aacactcaac
ctattggtta
gggcgcaagg
tgacccegga
agaaagcagyg
acagcaageg
aaagtaaact
gatcaagaga
teteeggeoeg
tgctetgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggetgctat
gagaaagtat
tgccecatteg
ggtcttgteg
ttegacagge
gcctgettge
eggetgggty
gagcttggeg
tegcagegea
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtgag
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgce
teggaggace
ttgatcgttg
tgecetgtage

gtgcttctaa
ccaagatact
gaaaatccag
caaaagcaat
ttgctaacgt
tcttttaact
agaggaagct
agaatgacaa
ctggtagact
gagatgagcg
gectgttgggt
agtctgecate
tatttcaggg
tttgtcctte
tctgctgaag
agaaaaacaa
cacaggtacc
geatgecatet
cgttttacaa
acatccceccet
acagttgege
ggtgtagtgg
ttegetttet
cgggggctee
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagce
gctgetaaag
tgaatgtcag
tagcttgeag
aaccggaatt
ggatggettit
caggatgagg
cttgggtgga
ccgeegtgtt
ccggtgccct
gcgttocttg
tgggegaagt
ccatcatgge
accaccgaage
atcaggatga
tcaaggegeg
cgaatatcat
tggceggaceg
gcgaatgggce
tcgecttcta
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
tttteccaatg
cgcegggcaa
ctcaccagte
tgccataace
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca

ctttggtgcee
cctggtaaag
ttetetggag
tactaaagct
ttcctaaggag
ttctttctcee
ttgatgetgt
aggcecttec
catgggataa
gcattatetg
aaagtcttca
tgccecagece
agatctgacg
gctgaattac
gtcagtgage
aacaaaacag
gaggacaagg
agagggacea
cgtegtgact
ttegecaget
agecctgaatyg
ttacgcgeag
tecetteett
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattettt
tgatttaaca
gaageggaac
ctactgggct
tgggettaca
gecagetggg
cttgcegeeca
ategtttege
gaggctatte
ccggctgtca
gaatgaactg
cgecagetgtg
gccggggceag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgccegac
ggtggaaaat
ctatecaggac
tgaccgctte
tegecttett
cgtgtcegecc
acgctggtga
ctggatctea
atgagcactt
gagcaactceg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt
ctgaatgaag
acgttgcgca

aatatcatat
tagagatcte
gaacaccaat
acacacttgc
ttggatctgt
ttctaagaga
gtttttectt
atctacagca
tttceceaca
ctgtttagee
cactcattte
aagtctcggt
ggetggatte
gacactgtec
tttatattte
ggcaacagga
gegaattctg
attegececta
gggaaaacce
ggcgtaatag
gcgaatggac
cgtgacecget
tetegocacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatage
gegecetetg
aggatetgat
atgattgaac
gdctatgact
gegcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctectgt
eggeggetge
atcgagegag
gagcatcagg
ggcgaggate
ggecgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttct
ttattcecett
aagtaaaaga
acagceggtaa
ttaaagttct
gtegecgeat
atettacgga
acactgcegge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac

gegtaatatt
tctcatcace
tegettgtee
tcccacattg
attttttttt
aaagtecact
tacccagact
aaggggccaa
ggatgecttte
accttgtete
caaggaagca
gggaagacat
ccaatagete
acctttaatt
attaccttte
tetttccagg
cagatatcca
tagtgagteg
taggegttace
cgaagaggce
gcgecetgta
acacttgcca
ttegecgget
gctttacgge
tcgcectgat
ctettgttce
gggattttgce
gcgaatttta
ccagtecgea
gggaaaacgc
tagactggge
gtaaggttgyg
ggcgeagggg
aagatggatt
dggcacaaca
gcccggttct
cagegogget
tcactgaagce
catcceacct
atacgcttga
cacgtactceg
ggctegegoe
tegtogtgac
ctggattecat
ctacccgtga
acggtatcgc
tctgaattga
ttttgoggca
tgctgaagat
gatcettgag
gctatgtgge
acactattect
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagegt
tggcgaacta

tocttteccte
tctgggecat
cttaagatcc
gctgtttggt
ttcacggttt
ggactctaag
tcttaggttt
ttcattatat
tctgecaggga
tgcacattte
cttgaaggge
cctgaaactt
ttttttaaaa
tcctecgaaaa
ctgagttecc
ccaaccctgt
tcacactgge
tattacaatt
caacttaatc
cgcaccgate
gcggegcatt
gogeectage
tteccecegtea
acctcgaccee
agacggtttt
aaactggaac
cgattteggc
acaaaattca
gaaacggtge
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgectectgece
teccggeotace
gatggaagce
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctccegat
aaaaggaaga
ttttgectte
cagttgggtg
agttttegee
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgee
gacaccacga
cttactctag
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4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
/7

cttceccggea
gcteggecet
ctecgeggtat
acacgacggyg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttecega
agcgcacgag
gccacctetyg
aaaacgcecag
tgttetttece
ctgataccge
aag

acaattaata
teccggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat

gactggatgg
tggtttattg
ctggggcecag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcegt
ccttttttte

accagcggtg gtttgtttge

cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctteca
acttgagegt
caacgcggcc
tgcegttatee
tegecgeage

gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt

gggggaaacg
cgatttttgt

tttttacggt
cctgattcetg

cgaacgaceg

aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgegegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtettac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctegte
tectggectt
tggataacceg
agcgcagega

Figura 28. Esquema del vector pCR/E2

agttgcagga
tggagceggt
ctccegtate
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gteagaccce
ctgectgettg
gctaccaact
tcttctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttegtgecaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcet
aggggggcgyg
ttgotggect
tattaccgece
gtcagtgagc

ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatect
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttcega
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agectatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg

I Origin of replication
B Other gene
B Promoter

B Reporter gene

tul 903

B Restriction site
Selactable marker

B Unique restriction $its
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Anexo V
LOCUS dna 8654 bp
FEATURES Location/Qualifiers
Promoter 143..172
/gane="lac prom"
misc_binding 246..251
/dbxref="REBASE : SacI"
misc_binding 293..299
/dbxraf="REBASE:Bgl II"
other_gene 293..5011
/gene=ngxon 4 al exdn 8 del gen NURRL®
misc binding 2013..2018
/dbxref="REBASE: Smal"
mise binding 2013..2018
- /dbxref="REBASE :XmaI"
misc binding 2676. .2681
- /dbxraf="REBASE : Stul"
mise binding 5004. .5011
/dbrref="REBASE :Bgl II"
misc binding 5034..5039
Y, /dbxref="REBASE : EcoRV"
misc binding 5050..5057
N /dbxref="REBASE : NotI"
misc binding 5057. .5062
/dbxref="REBASE : XhoI"
misc_binding 5069..5074
/dbzxref="REBASE :XbaI"
misc binding 5075. .5080
/dbxref="REBASE :ApaI”
Promoter 5p88. .5106
/gene="T7 prom"
Reporter 5110..5269
/gene="lacZ_a reporter"
Rap Origin 5287. .5593
/gene="f1 origin"
Promoter 5904. .5953
/gena="NEOKAN prom"
Marker 6045. .6833
/gene="NTP_II marker™
misc_binding 6602. .6607
/dbxref="REBASE :Ncol”
Markear 6854..7714
/gana="amp marker"
Rep Origim 7869. .8488
/gene="pBR322 origia"
BASE COUNT 2277 a 2006 ¢ 2129 g 2242 t 0 othars
ORIGIN
1 agcgeccaat acgcaaaceg cotetccceg cgegttggec gattcattaa tgeagetgge
61 acgacaggtt tcccgactgg aaagcgggea gtgagegeaa cgoaattaat gtgagttage
121 tcactcatta ggcaccccag gotttacact ttatgcttcc ggctegtatg ttgtgtggaa
181 ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gocaagettg
241 gtaccgagct cggatccact agtaacggce goccagtgtge tggaattcge ccttagatct
301 tcagaaagac tggtagagtc agggtttcat cecceegoee ccegegocoec acageaacct
361 gcggeccegy cgggctccag cccgaaattg ctggagccag agttggaaga gggctatttg
421 catgtgttag gecgctgtctt cettgttcag attgaaattg gttaggacag agaaccgtgt
481 ctgagctaac caagtggaac agaattccct atggtcaaat taagtgatct ctttatttceg
541 ccatcctgat tgaataatet tatcatttta aatagagaag gtctccaagg aatgtaaata
601 atatgaatgc ccacggattt gtatttactg agcgtctcet gecccttcote ctggcatata
661 aaacacagca aggagcggta aggttagctc aaatgttaac gctatcaatt ticttctggt
721 aaatgccctg gggaggaaaa ggaaaggaaa taggaagaaa agaaaaagaad aaggaaagaa
781 agaaagaaag aaagaaagaa agaaagaaag aaagaaagaa agaaagaaat tgaaggagta
841 gtgtttatgt ttgtagggaa ggaatgcaga tccaagccat tttttaaaaa aatgtgtcca
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901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

gtttgctgga
agegeacggt
acaagegeeg
tggttaaaga
caccagetge
ccactgctaa
gacccagttg
gtctttaaaa
ggaggaggec
ttectttaca
gccgaagage
egtcagagce
aagccggtgg
ccctatacce
acttcacaac
agaacacacc
geggtetgga
ttactagaat
tggaagggat
cttettttac
ctagtagcga
tgggattagc
cagggctgga
gegaccteat
tggtcagaga
caatttecacy
agttccagge
tctacgatct
gotttgetqa
tatttgttct
aaggaaagga
qasgggaaqgg
cttgattgte
cagtaattag
cttetctete
ggagggtaaa
ctttggggaa
cgacatttct
gtgcaggaca
cgecagattct
ttgcatttte
acaaaattgt
ccaactacct
goctecageg
acaaactttt
ggaaagaaaa
agtgtccagt
aaacaaacaa
tgaaagggca
gtggtataaa
aatgtatgat
acacacacac
ttgecettta
actaaatgtt
gtttggcttt
taagtgtgtt
attetaggtt
agtatttcag

aaacattttt
acaaaaggga
tgtaccgtty
azcaaaactt
ccctggaaat

ctttgagtga aaaaastaat cattttgggg cctacattct

gCcaaaaaaac
ccgaaategt
aggtaggtcg
ttgtggacte
atgecectoct
gaggaaggta
tcagaggage
gtgaggcage
gtggttegea
ccacaggatc
cacgtcgatt
tgggggaata
agetttageca
tttgggcagy
ggaggggttg
aggcaaaace
acattccect
ggcaatgggg
tccagetgtg
ctgeaatatt
atgaatacta
tggcactgta
agcaccgtce
gaggtttaat
ggttatatat
aaaccctgac
cctgaccgge
cctgoccaaa
gegettagea
agagaaaagg
agtgagccca
atgaaattaa
gtgcetctta
tctettttte
cteatetttt
tggattgatt
gecttectect
ctteccette
ttctgattct
tgcagagaga
aaattgtctt
gtctaaactyg
cattttctac
cctggacace
aaaanataac
tecaccttatc
acaaaccaca
ttttggectec
ctttttatta
gggaaatgtt
acacacacac
acaagacite
gegtgggtgg
ttaaattatt
tgcaaaaaaa
gaagatgtta
acactatgta
ctcaattgta
cacatagtgt
atgttgataa
gcatgcagea
tactgagcac

gcgasatatg
tgtecagtact
aggcaagttg
cggteectge
ctaaagaaaqg
taaaataace
ectggaccac
tgagtctggg
eggacagttt
cctectcecce
ccaatcecgge
tcaatcatgt
cccccaaact
ttticaggag
aatctttgtg
tagacagtct
ccecettgac
gggggggttyg
aaaaatgtge
attaagcttt
cegtgtcaat
tttagtctgt
ctaattgaat
tgttataasa
tttagagaac
tatcagatga
tctatggaga
gccgaceagy
tacaggtaat
gttggggttg
gagecttagy
accctttcaa
aatcceteoat
tcecctetet

tgtgtttage
gteggtttea
ttgaccttcc
cttactcece
ccacccggcec
cgceatttat
caggttggge
ctcaagggaa
aaaaggcegg
ctcacctceg
aatgaccagc
ggacaagcca
caagggtaaa
acaggtggtg
aaccattatt
agcettectt
ttgtctggag
tccecgggte
aggetttggy
gcaaaaggcg
tgttttgtgg
atggaaatgg
taattgcece
acctggctce
ctcattaagt
gtggagatga
tcatcagagg
acctgetttt
gaatgaggcc
gaggcaagat

anataaaaac
gaagtgceta
atttcacgee
acgceccttga
ctccttttet
taatgettet
ttettceact
eagcgttaac
agaggtegtt
gtgagtctga
ctggactatt
acaaatgggc
ggaggaacag
ctgctcaaag
gtccgacagt
cccaagtota
ccagggagty
agggatcaag
cagagggagt
cctccgtgea
cgataagact
taatttacat
ggaacatcta
cctactagaa
getttttaaa
tacccaacat
gtgggcagag
tgaatcaget
tggaggaggg
aaaaacaaag

tgaccggagt ggtggtggga

ggtccactgyg
ttattgetet

ctttggtatt

tctacatttt
tcaagtaatt
aattgcaggt

gcaatggggt ggtcttgeac aggttgcaat
ccattgttga attctcctce aacttgecaga
gecattgctge cctggetatg gtcacaggte

cgaacttoct
gccatctgace
cacgggctea
aaagaccatg
ttggggaage
ctgaaattgg
ttacctttet
atceagaggg
tcecttcotgt
aataaaaact
ggggecatcct
tcagttcaaa
tggccatget
acacacacac
asagttttct
catgaattga
ttgtgcctat
azaaaagaan
taggcacttyg
gtctgttaga
taataggtgg
ttgtaacacc
aagaaagttt
gcttttgact
tttgaatttt

ctggtaggac
taactccect
aggaacccaa
tgactttcaa
tgccagaact
aagacttggt
aagaccttct
ggctggtcac
agaccectag
gtegetattt
ggatttagaa
atcagtttgt
tgcttgttge
acacacacac
gctgtazaga
aggcagaggc
ttatgaataa
ataactacat
ctacttecagt
ttttataaag
gcacaagtat
gecccaacatt
atatcttgat
gttteccagag
tttgtttttg

eggtcatgge
ctgcattctt
gagagtggaa
taatgggggt
ccgcacectt
accaccacca
cccaageacyg
atgggcagag
ccctcaecce
cctaacctge
aacggacagce
tgticagaag
agttaagaca
cttaatggga
aagctgtaat
ttgtaaattt
atattacaaa
aaaaagggga
aatgtctata
attggtagtt
cagtacattg
ccttgttegt
tattttgttg
tgcttataat
ttttttatgt

ctcocctctac
tgcccagtgy
getgttggga
cctgaaagtc
ctccaggatt
ttaagtatag
cgtcagtaaa
gttccetegy
ccttgagtaa
taccctegaa
tcagtgecct
ccagggtaag
aggaccctet
cagaatacat
tacagaccgg
ccctecaget
ctttacgaag
aaaagagggg
tggtgcaatt
gtggecaaac
agacccactc
gqaacgtttce
atttaaagca
atttecttac
acggggttag
atgaaattce
atccageagt
aagatccctg
ttcttagaat
atcagaagta
caaaggtgaa
taggggagtt
attaactctt
agttgtttag
ccaacccagt
gegtgegtay
atatgaacat
agtactgetg
tttcectaat
ttgtttctgg
gagctacaaa
ttgaaccgac
tgcacacagy
gcaataattg
tcaaagaact
agctggttga
ttaagtaaac
aggcagaacec
acacagtaca
aaagattget
aatgtaacac
cectecetatt
atatagtaaa
atccaatgca
ttctaasaag
caagcatgtg
ttatataaat
atctgagett
gaaaatcctg
aagtgttgta
tctaaagcta
atacataact
ctaaaattgt
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4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5181
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5541
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
€841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401

cagttaatat
tttetttgta
tacgacagtt
ttttaatgte
aggaaaatga
gaggtcactt
atcacactgg
gtattacaat
ccaacttaat
ccgcaccgat
agcggcgeat
agcgccctag
tttececgte
cacctcgace
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttcgyg
aacaaaattc
agaaacggtg
caagcgcaaa
cggttttatg
ggaagccotyg
gatcaagate
tgcacgeagg
agacaatcgg
tttttgtcaa
tatcgtgogct
cgggaaggga
ttgctcoctge
ateceggctac
ggatggaagc
cagocgaact
cccatggcga
tcgactgtgg
atattgctga
cegeteccga
aaaaaggaag
attttgectt
teagttgggt
gagttttege
cgeggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tetgacaacg
tgtaactege
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaasqg
gcaaacaaaa
tetttttecg
gtagecegtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgee
cggaacagga
tgtegggttt

attattttat
tatttctagt
agagatgctg
tacaacaata
ttactaaaca
acaggacate
cggecgeteg
tcactggceg
cgcettgeag
egcccttece
taagegegge
cgcecgetee
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttegeccttt
caacactcaa
cctattggtt
agggcegcaag
ctgacccegyg
gagaaagcag
gacagcaage
caaagtaaac
tgatcaagag
tteteeggee
ctgetetgat
gaccgacetg
ggccacgacg
ctggctgeta
cgagaaagta
ctgeccatte

gtttgagtaa
acggcacatg
atttttttet
aaccacgtaa
acaggtacaa
tgaatagatc
agcatgcatc
tegttttaca
cacatcccee
aacagttgeg
gggtgtagty
tttegettte
tegggggcte
tgattagggt
gacgttggag
cectateteg
aasaantgag
ggctgetaaa
atgaatgtca
gtagcttgea
geaccggaat
tggatggett
acaggatgag
gettgggtgg
gecgocgtgt
tceggtgeee
ggcgttectt
ttgggcgaag
tccatcatgg
gaccaccaag

gaattttaat
agatgagtca
cctgataaat
atgaacagaa
gaaagaggcey
tgaggacaag
tagagggcec
acgtegtgac
tttegecage
cagcctgaat
gttacgegea
ttcccttect
cctttagggt

gatggttcac
tccacgttct

gtctattctt
ctgatttaac
ggaagcggaa
gctactggge
gtgggcttac
tgccagetgg
tcttgcecgee
gatcgttteg
agaggctatt
teeggotgte
tgaatgaact
gegeagetgt
tgecggggea
ctgatgcaat
Cgaaacatcg

cggtettgte gatcaggatg atctggacga
gttegccagg ctcaaggege gcatgeccga

tgcetgottg
ccggetgggt
agagcttgge
ttegeoagege
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
ccegaagaac
tcecegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
ateggaggac
cttgategtt
atgcctgtag
gcttecegge
cgctoggece
tetegeggta
tacacgacgyg
gectcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
asaccaccge
aaggtaactg
ttaggccace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagegaa
acgcttcecy
gagcgcacga
cgccacetct

ccgaatatea
gtggcggace
ggcgaatggg
atcgeettcet
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccegggea
actcaccagt
ctgcecataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttccggetgg
tcattgcage
ggagtcagge
ttaagcattyg
ttcattttta
tcccttaacg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgotgecag
ataaggcgea
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttee
gacttgageg

tggtggaaaa
gctatcagga
ctgacegett
ategocttet
cegtgtegee
aacgctggtg
actggatcte
gatgageact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttte
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaanangg
tgagtttteg
tectttttet
ggttigtttg
agcgcagata
ctctgtagea
tggcgataag
geggteggge
cgaactgaga

attgccatat
ctgecttttt
tetttettta
ctctgtectta
aaagtggaga
ggcgaattct
aattcgcect
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgga
gegtgacege
ttetegecac
tccgatttag
gtagtgggee
ttaatagtgg
ttgatttata
anaaatttaa
cacgtagaaa
tatctggaca
atggcgatag
ggcgeectet
aaggatctga
catgattgaa
cggetatgac
agcgeagggyg
gcaggacgag
gctogacgtt
ggatctectyg
gcggeggetg
catcgagega
agagcatcag
cggcgaggat
tggcegottt
catagegttg
cctegtgett
tgacgagttc
cttattecet
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagtte
ggtcgecgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
tteccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
cegectacat
tcgtgtetta
tgaacggggy
tacctacage

tctgtagtat
ttctatggtg
agaaagacaa
tttetgggee
ctgatttggyg
gcagatatce
atagtgagte
ctggegttac
gcgaagaggc
cgcgeectgt
tacacttgee
gttcgeegge
tgetttacgg
atcgecctga
actettgtte
agggattttg
cgcgaatttt
gccagtoege
agggaaaacg
ctagactggyg
ggtaaggttg
tggcgcaggg
caagatggat
tgggcacaac
cgceceggtte
gcagogogge
gtcactgaag
tcateccace
catacgettg
gcacgtacte
gggctegege
ctegtegtga
tctggattca
gctaccegtg
tacggtatcg
ttctgaattg
tttttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgotatgtgy
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
cctcecgtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
cgtcagacce
tectgetgoett
agctaccaac
ttcttetagt
acctcgotet
ccgggttgga
gttegtgeac
gtgagctatg

ggcggacagg tatccggtaa goggeagggt
agggggaaac gcctggtatc tttatagtcc
tcgatttttg tgatgotegt caggggugeg
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8461 gagcctatgg aaaaacgcca gcaacgcgge ctttttacgg ttecctggect tttgetggee
8521 ttttgctcac atgttctttec ctgegttatc ccetgattet gtggataace gtattaccege
8581 ctttgagtga gctgataccg ctcgccgcag ccgaacgace gagcgcageg agtcagtgag
8641 cgaggaagcg gaag

/7
Il Origin of replication
B Other gene
@ rromoter
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Figura 29. Esquema del vector pCR/E48
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Anexo VI

Preparacion de soluciones

Acetato de potasio SM pH 5.2
Disolver 49 g de acetato de potasio en agua destilada, ajustando el pH a 5.2 con 4cido acético
glacial. Aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Acetato de sodio 3 M pH 5.2
Disolver 24.61 g de acetato de sodio en agua destilada, ajustando el pH a 5.2 con 4cido acético
glacial. Aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TAE 50X
Mezclar 242 g de tris, 57.1 ml de 4cido acético glacial, y 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0. Aforar
a 1,000 ml con agua destilada. Diluir 50 veces (TAE 1X).

Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TE 1X

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

Mezclar 500 pl de Tris-HCl 1 M pH 8.0y 100 ul EDTA 0.5 M pH 8.0.
Ajustar el pH a 8 y aforar a 50 ml con agua destilada.

Esterilizar por autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Buffer Tris-HCI 1 M pH 6.8
Disolver 7.2 g de tris en agua destilada, ajustando el pH a 6.8 con HC| concentrado. Aforar a 60
ml.

Esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente.

Buffer Tris-HCI 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 ml.

Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente.

EDTAO0.SM 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 ml.

Almacenar a temperatura ambiente,

Fosfato de potasio monobasico 1 M
Disolver 135.5 g de fosfato de potasio monobésico en 1,000 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

Fosfato de potasio dibasico 1 M
Disolver 173.5 g de fosfato de potasio dibasico en 1,000 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Glucosa2 M

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

Almacenar a temperatura ambiente.

IPTG (23 mg/ml)
Disolver 238 mg de IPTG en 10 ml de agua destilada estéril.

Esterilizar por filtracion (0.22 'm) 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 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Medio LB Agar-Ampicilina

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

Esterilizar en autoclave.

Enfriar, agregar 200 pl 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 pl de acetato de sodio
3 M pH 5.2. Calentar a 99°C por 15 min. Enfriar a temperatura ambiente, ajustar pH affadiendo

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

SDS 10%
Disolver 10 g de SDS en 90 ml de agua destilada. Calentar a 68°C para facilitar su disolucion.
Ajustar pH a 7.2 con HCI concentrado y aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién I para Minipreparaciones de Plismido

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

Mezclar 1.25 mi de glucosa 2 M, 1 ml de EDTA 0.5 M pH 8, y 1.25 ml de Tris-HCI 1 M pH 8.
Aforar a 50 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion II para Minipreparaciones de Pldsmido
(NaOH 0.2 N, SDS 1%)

Mezclar 300 pl de NaOH 10 M, y 1.5 ml de SDS al 10%. Aforar a 15 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente,

Solucion III para Minipreparaciones de Plasmido
Mezclar 30 ml de acetato de potasio 5 M con 5.75 ml de 4cido acético glacial, y aforar con agua
destilada a 50 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Trisl M

Disolver 121.1 g de tris base en 700 m| de agua destilada.

Ajustar pH con HCI concentrado como sigue:

pH HCl
7.4 70 ml
76 60 ml
8.0 42 ml

Aforar a 1,000 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

X-GAL (40 mg/ml)
Disolver 400 mg de X-GAL en 10 ml de N-N-dimetil-formamida.

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