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RESUMEN

Diana Laura Castillo Carranza Fecha de Graduacion: Agosto del 2006
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: CLONACION DE UN PROMOTOR ESPECiFle DE
NEURONAS DOPAMINERGICAS MESENCEFALICAS
Y SU ANALISIS FUNCIONAL in vitro

Namero de paginas: 60 Candidata para el grado de Doctor en
) Ciencias con Especialidad en Morfologia
Area de estudio: Morfologia

Objetivo y Método del estudio: El factor de transcripcion Nurrl es importante para la
diferenciacion y mantenimiento de neuronas dopaminérgicas mesencefélicas. Esto quedé
demostrado, al ser inactivado mediante recombinacién homéloga en un animal murino. Los
ratones kenockout recién nacidos mueren durante el primer dia de vida y aiin se desconoce cual
de las regiones donde se climiné la expresiéon del gen Nurrl es la responsable del fenotipo
obtenido. Para la obtencion de un Knockout condicional del gen Nurrl en neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, es necesario desarrollar dos lineas de ratones. Una de ellas que
contenga el gen Nurrl flanqueado por secuencias LoxP y otra que exprese la enzima Cre
recombinasa Gnicamente en el mesencétalo. En la progenie obtenida de la cruza de ambos
ratones, ocurrira la recombinacion de las secuencias LoxP y por lo tanto la eliminacion del gen
Nurrl situado entre ellas. Para dirigir la expresién de la enzima Cre recombinasa en el
mesencéfalo, se utilizé la region 5° del gen Pitx3. El factor de transcripcién Pitx3 se expresa
exclusivamente en las neuronas dopaminérgicas mesencefélicas y en ninguna otra regién del
Sistema Nervioso. La region promotora del gen Pitx3, atn no ha sido delimitada, ni se ha
utilizado para dingir la expresion de algin gen en ensayos in vitro. Los objetivos del presente
trabajo fueron: 1) Obtener un vector para la expresion de la Cre recombinasa bajo la regulacién
de la posible regién promotora del gen pirx3. 2) Demostrar la funcionalidad como promotor de
la regién 5° del gen pitx3. 3) Evaluar la actividad de la enzima Cre recombinasa del vector de
expresion construido.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvo un cassette de expresién para la enzima Cre
recombinasa bajo la regulacién de la region 5° del gen Pitx3 murino. Con la construccién
obtenida, pudimos comprobar que la secuencia de 4.1 kb de la regién 5° utilizada, tiene la
capacidad de actuar como promotor al permitir la transcripcién del gen de la enzima Cre
recombinasa. Asimismo, comprobamos que la enzima Cre recombinasa transcrita por el
promotor del gen Pitx3, es funcional al recombinar secuencias LoxP presentes en el plasmido
pLoxA mediante estudios in vitro. Estos resultado demuestran que la construccién obtenida
podra ser utilizada para desarrollar una linea de ratones transgénicos que expresen la enzima Cre
recombinasa especificamente en el mesencéfalo,

ek

Dra. Odila Saucedo Cardenas
Asesor
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El cuerpo humano es uno de los organismos mas complejos en cuanto a
organizacién y funcion. Estructuralmente esta formado por mas de 200 diferentes tipos
de células, cada una de ellas con un tiempo de vida promedio. Una vez que estas c€lulas
mueren, son renovadas manteniendo asi la homeostasis del tejido al que pertenecen. Sin
embargo existe un tipo celular que una vez que han sido diferenciadas en su totalidad, se
mantienen presentes durante toda la etapa de vida del individuo sin sufrir recambio, Este
tipo de células se conocen como neuronas y pertenecen al tejido nervioso. Normalmente
hay una pérdida constante de neuronas durante la vida de un individuo, sin embargo una
exposicién prolongada de estas células a los efectos téxicos de diferentes tipos de
compuestos quimicos y drogas de uso comun, pueden provocar disfuncién mitocondrial
y dafio citotoxico, sin excluir factores genéticos que conducen a la pérdida acelerada de
este tipo celular.

Por otra parte, el aumento del promedio de vida del hombre ha conducido a un
incremento en el nimero de individuos con enfermedades de tipo degenerativas, siendo
el tejido nervioso uno de los mas susceptibles a dafiarse conforme avanza la edad del
individuo. El sistema nervioso tiene como funcién regular todas las actividades motoras,

cognitivas y de conducta de un individuo. La regién del sistema nervioso mads
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susceptible a sufrir muerte neuronal de manera considerable, es la region ventral del
mesencéfalo o cerebro medio. En esta regién, las neuronas dopaminérgicas estin
agrupadas en dos nicleos principalmente, el drea ventral tegmentaria y la sustancia
negra. Esta ultima recibe su nombre debido a que las neuronas tienen en su citoplasma el
pigmento melanina, que les confiere un color parduzco. La funcién de la melanina se
desconoce, pero se piensa que es un producto residual de la sintesis del neurotransmisor
dopamina. En el humano la principal enfermedad que se caracteriza por la muerte

progresiva de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, es la enfermedad de Parkinson.

1.1 Neuronas dopaminérgicas mesencefalicas

La principal funcién de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, se
relaciona con €l control de movimientos voluntarios, al producir el neurotransmisor
dopamina y liberarlo al cuerpo estriado, de tal forma que al morir las neuronas
dopaminérgicas se rompe esa comunicacion y se presentan los sintomas de la
enfermedad de Parkinson. Los sintomas principales son el temblor en reposo, lentitud de
movimientos, afasia y alteraciones posturales entre otras, llegando a la incapacidad total

del individuo.
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1.1.1 Genes involucrados en la diferenciacion de Neuronas dopaminérgicas

mesencéfalicas

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso, las células progenitoras
de células nerviosas se diferencian a fenotipos celulares especificos. Actualmente se
conocen varios genes que estan involucrados en la diferenciacion de neuronas
dopaminérgicas'>. Entre ellos se encuentra ¢l gen TH o tirosina hidroxilasa. Su
expresion inicia a los 11.5 dias del desarrollo embrionario en el ratén y su funcién esta
implicada en la sintesis del neurotransmisor dopamina®. El gen Pitx3 es un factor de
transcripcion que se une a la region promotora del gen TH y lo transcribe™ . Pitx3
comienza a expresarse en precursores dopaminérgicos mesencefalicos y en el cristalino
de embriones de ratén. Su expresion inicia a los 11 dias del desarrollo embrionario del

ratén y se mantiene hasta la etapa adulta’.

Otro gen involucrado en la diferenciacién de neuronas dopaminérgicas es el gen
Nurrl, un factor de transcripcion que se expresa a los 10.5 dias del desarrollo
embrionario de ratén® ° y cuya funcién ain no es completamente entendida. Se
considera que la expresién del gen Nurrl es basica para que las células adquieran un
fenotipo dopaminérgico ya que su inactivacion en ratones, provocd la falta de expresién
de marcadores dopaminérgicos y muerte celular por apoptosis en la region ventral del
mesencéfalo'™'2. A pesar de que el gen Nurr] se expresa en varias regiones del sistema
nervioso central, unicamente la region ventral del mesencéfalo fue afectada. Las

neuronas que mueren en el knockout Nurrl, son las mismas que se pierden en los
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pacientes con enfermedad de Parkinson, por ello el KO Nurrl se considerd como un
posible modelo animal de dicha enfermedad. A partir de ese momento €l KO Nurrl ha
sido ampliamente utilizado en investigacién para determinar la base molecular que
conduce a la muerte neuronal, con la finalidad de poder relacionarlo de forma directa
con la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, para poder determinar el impacto del gen
Nurrl especificamente en el mesencéfalo es importante eliminar de forma especifica la

expresion del gen Nurrl en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo.

1.2 Knockout condicional

Este tipo de estrategias han sido utilizadas desde principios de los 90’s cuando
se desarrollé una nueva tecnologia de transgénicos en ratones, que permite controlar la
expresion génica en tiempo y eSpacio”' 4. Donde el encendido o apagado de un gen es
condicionado por un estimulo especifico y por lo tanto hace posible determinar la
funcién de un gen letal en la etapa embrionaria, en animales adultos. Para realizar esta
técnica se requiere de dos sitios de recombinacion especificos flanqueando el gen que se
desea eliminar y la expresidén de una recombinasa en el tejido 6 en las células donde se

desea ocurra la delecion, a este sistema se le conoce como Cre/LoxP.

1.3 Sistema Cre/LoxP

El sistema Cre/LoxP fue descubierto en 1984'*"", pero a finales de los 80's y

principios de los 90°s se determiné que podia funcionar en células eucariotas en
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cultivo'®, El sistema tiene la ventaja de no requerir cofactores o secuencias adicionales
para que ocurra la recombinacion. Los tnicos elementos requeridos son: la enzima de

recombinacién, Cre recombinasa y dos sitios de reconocimiento llamados LoxP"’.

1.3.1 Cre recombinasa

La enzima Cre recombinasa fue aislada del bacteri6fago P1. Es una
topoisomerasa tipo 1 que pertenece a la familia de integrasas de recombinacion sitio
especifico. La enzima de 38 kDa, esta formada por dos dominios unidos por una
secuencia corta aminoacidica. El dominio del amino terminal contiene 5 hélices alfa. El
dominio del carboxi terminal es principalmente helicoidal y contiene el sitio activo, Este

dltimo contiene tres residuos cataliticos conservados, la arginina, histidina, arginina®®2'.

1.3.2 Funcién de Cre recombinasa en el bacteriéfago P1

Los bacteriéfagos para su reproduccion requieren de células hospederas. Cuando
el bacteriofago P1, infecta una célula, integra su material genético en ¢l ADN del
hospedero y utiliza la maquinaria transcripcional de la célula infectada para su
replicacién. El genoma del fago contiene un sitio LoxP, de tal forma que cuando se
produce una duplicacion del genoma del fago, la enzima reconoce dos sitios LoxP y los
recombina eliminando una de las copias del genoma del fago (regidn situada entre los
dos secuencias LoxP), de esa manera mantiene una copia del fago durante la etapa

lisogénica asegurando con esto la supervivencia del bacteriéfago.
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1.3.3 LoxP

Un sitio LoxP es una secuencia de 34 pb. La region central del sitio LoxP es

asimétrica, mide 8 pb, y esta flanqueada por dos secuencias palindrémicas (repeticiones

invertidas) de 13 pb. El centro asimétrico define la orientacién de la secuencia LoxP?% 2,

Figura 1. Secuencia nucleotidica de un sitio loxP

LoxP

34 pb

8 pb
§-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3
3-TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA-5

1.3.4 Mecanismo de recombinacién

Para que ocurra la recombinacién deben existir al menos dos sitios LoxP
flanqueando la secuencia de interés. Una sola molécula de la enzima Cre recombinasa se
une a cada una de las mitades palindrémicas de un sitio LoxP. Por lo que en cada sitio
LoxP se unen 2 moléculas de la enzima Cre recombinasa. En consecuencia, en el
momento de la recombinacién de los dos sitios LoxP, se forma un tetramero con las

cuatro moléculas de la Cre recombinasa. En cada uno de los sitios LoxP, una enzima
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corta el enlace fosfato entre la guanina y citosina (bases adyacentes) del centro
asimétrico del LoxP en direccién 5" a 3" en una de las cadenas complementarias de
ADN. En la otra cadena complementaria y opuesta, la ruptura ocurre entre la primera

adenina y timina (adyacentes) del centro asimétrico del sitio LoxP.

Figura 2. Reconocimiento de secuencias LoxP por la enzima Cre recombinasa

5'-TATAACTTCGTATAG ATATGCTATACGAAGTTAT-3'
3 -TATTGAAGC‘ATA’ICGTATA(*;ATATGC'ITCAATA'I'- S5’

El mecanismo por el cual la enzima rompe el ADN entre las bases nucleotidicas,
es el siguiente: el aminodcido tirosina del sitio activo de la Cre recombinasa, se une al
oxigeno 3" del enlace fosfato entre las bases GC y AT respectivamente. Entonces los
grupos hidroxilo 5° liberados en el rompimiento del enlace, forman un nuevo enlace
fosfodiester con el fosfato de la tirosina del otro sitio LoxP, recombinando de esta forma
ambos sitios. Como el rompimiento ocurre en cadenas opuestas en una doble hélice de
ADN, el sito LoxP queda dividido a la mitad pero con extremos cohesivos. En el
momento de la recombinacion la cadena de ADN entre los dos sitios LoxP, se dobla
formando un asa, permitiendo que cada mitad de un sitio LoxP reacciona con una mitad

del otro sitio LoxP%,



Introduccién

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefélicas y su anélisis funcional in vitro

Figura 3. Mecanismo de recombinacion de secuencias LoxP

De esta manera se elimina cualquier secuencia de ADN situada entre ambos
sitios. Cuando las secuencias LoxP estan en la misma direccién, ocurre una delecion
mediada por la enzima Cre recombinasa. Cuando los sitios LoxP estan en direcciones

opuestas la enzima invierte la secuencia situada entre ellos.

1.3.5 Aplicaciones del sistema Cre/LoxP

Este sistema ha sido ampliamente utilizado tanto en ensayos in vitro como en

sistemas in vivo. En transgénicos se utiliza para eliminar de forma especifica un gen en
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una sola regién sin alterar la expresion del gen blanco en el resto del animal y se le
conoce como “knockout” condicional. Para producir un knockout condicional pueden
utilizarse varias alternativas, por ¢jemplo, el alelo condicional puede ser expresado por
un promotor especifico de células o tejido, mientras que la expresion de la enzima Cre
recombinasa puede ser regulada por otro promotor del mismo tejido o célula. También
se puede expresar ¢l transgén condicional en todo ¢l organismo del animal y la Cre
recombinasa bajo un promotor especifico del sitio donde quiere alterarse la expresion
del gen blanco. Lo importante es que el gen de interés sea flanqueado por los sitios
LoxP. Generalmente los sitios LoxP son insertados en intrones, donde no producen
ninguna alteracién en el animal, pero también se pueden insertar en los extremos del gen
e inducir la eliminacion completa del mismo. Cuando los animales que portan el
transgén condicional son apareados con los animales transgénicos que expresan la
enzima Cre recombinasa en un tejido particular, en la progenie de esa cruza ocurre la
delecidn, inversion 6 translocacion de material genético en el sitio donde la enzima Cre

recombinasa sea producida.

El rango de corte de la Cre recombinasa es sorprendentemente grande, logrando
eliminar regiones de hasta 400 kb, lo que hace que el sistema Cre/LoxP sea una
herramienta importante en el campo de la investigacion biomédica® . Lo més
interesante del sistema Cre/LoxP es que se puede eliminar un gen en un tejido especifico
aunque ese¢ gen se exprese en muchas regiones de forma normal. Para lograr esto es
importante utilizar la regién promotora de un gen especifico del sitio donde se desea

eliminar el gen blanco para dirigir la expresion de la enzima Cre recombinasa. Por
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ejemplo, actualmente no existe un modelo animal de la enfermedad de Parkinson, donde
pueda desarrollarse la muerte de neuronas dopaminérgicas de manera progresiva. Sin

embargo este tipo de estrategia representa una alternativa interesante,

1.3.6 Expresiéon de la enzima Cre recombinasa en neuronas dopaminérgicas

mesencéfalicas

Para poder dirigir la expresién de la enzima Cre recombinasa especificamente en
neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, es necesario utilizar la regién promotora de un
gen que se exprese Unicamente en este tipo celular. En el mesencéfalo se expresan varios
genes, entre ellos, el gen Nurrl, TH, Sonic hedgehog, AADH, forskolin, y Limx1b entre
otros® 2%, Sin embargo cada uno de ellos se expresa en otras regiones del sistema
nervioso central. Pitx3 es el unico gen que se expresa en la region ventral mesencefalica
a nivel del sistema nervioso central. Por lo que, la region promotora del gen Pitx3 puede

utilizarse para dirigir la expresion de la enzima Cre recombinasa de manera especifica en

las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo del raton.

1.4 Pitx3

El gen Pitx3 pertenece a la familia de factores de transcripcién y genes
homeoéticos Pitx. Otros miembros de esta familia son los genes Pitx1 y Pitx2. Ambos
genes se expresan en la hipofisis, de alli deriva su nombre “pit-x”(pituitary

homeobox)™. El homeodominio de estos genes es altamente conservado y difiere en uno

10
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o dos aminodcidos. Inicialmente se pensé que al igual que los miembros de su familia se
expresaba en la hipofisis, sin embargo no fue asi. La expresion de Pitx3 se localizo en el
sistema dopaminérgico, especificamente en la region ventral del mesencéfalo y

posteriormente se descubrid que también se expresa en ¢l cristalino.

1.4.1 Organizacion estructural del gen Pitx3

El gen Pitx3 mide 12.6 kb y esta organizado en 4 exones y 3 intrones. Los
exones miden 125, 129, 210 y 927 pb respectivamente. Los intrones son de 10729, 196 y
379 pb respectivamente. El homeodominio es interrumpido por un intrén en la posicién
46. E] codén de inicio de la traduccion esta situado en el exén 2°'. En la regién 5° del
gen, situada antes del punto de inicio de transcripcion se localizaron las cajas TATA y
la caja CAAT en la posicion -86 a -80 y -205 a -200, asi como algunos dominios de
unién para factores de transcripcion relacionados con el desarrollo del cristalino y la
formacién de la region craneo-facial, entre ellos el de las proteinas AP-2 y Maf. Aunque
en la region 5 del gen Pitx3 ya se han identificado secuencias propias de un promotor,
la regién promotora del mismo atin no ha sido delimitada. El gen Pitx3 es flanqueado
por dos genes. En su regiéon 5° UTR se localiza la regién promotora del gen Gbfl,
situado a 4.2 kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen Pitx3. Ambos genes
posiblemente tienen en comtn parte de sus secuencias promotoras. En la region 3° del
gen Pitx3 se localiza el gen Cig30 de quien al menos 10 nucledtidos de la regién 3" UTR

se traslapan con la secuencia del gen Pitx3%,

11



Introduccién

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefslicas y su andlisis funcional in vitro

1.4.2 Delecion en la region 5° del gen Pitx3

El locus del gen Pitx3 se encontrd en el cromosoma 19 del raton, cerca de una
region previamente identificada, cuya mutacion provoca alteraciones morfolégicas en
ratones. El fenotipo de esos ratones conocidos como “aphakia” se caracteriza por
alteraciones oculares durante el desarrollo embrionario. Posterior al nacimiento los
ratones presentan 0jos pequeiios con ausencia del cristalino y parpados unidos®'. En ese
momento aun no se habia determinado que gen o genes producian tales alteraciones, por
lo que al identificar ¢l locus del gen Pitx3 cercano a esa region se pensé que el gen
podria estar involucrado en el fenotipo de los ratones aphakia. Cuando se analizé la
secuencia codificante del gen Pitx3 en el genoma de los ratones aphakia no se encontré
ninguna alteracién. Sin embargo al analizar la regién 5 UTR se encontr6 una delecién
de 652 pb situada a -2.5 kb del punto de inicio de la transcripcion® >, Posteriormente se
encontré que los ratones aphakia también presentaban la pérdida del exén 1%, En los
ratones pudieron observar que las alteraciones no estaban restringidas al ojo sino que
también habia una disminucién considerable del nimero de neuronas dopaminérgicas en
la sustancia negra del mesencéfalo™®, Mostrando con ello que el gen Pitx3 y su region

5" UTR son esenciales en el desarrollo de neuronas dopaminérgicas a nivel

mesencefilico.

Por lo tanto la regién 5° del gen Pitx3, es un candidato ideal para dirigir la
expresion de la enzima Cre recombinasa en neuronas dopaminérgicas mesencefélicas.

De tal forma que mediante técnicas de ingenieria genética, hemos obtenido un cassette

12
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de expresion de la enzima Cre recombinasa bajo la regulacion de la regiéon promotora
del gen Pitx3. Con la construccién obtenida, se realizaron ensayos in vifro para
determinar la actividad promotora de la regién 5° del gen Pitx3 y la actividad de la
enzima Cre recombinasa. Posteriormente la construccion sera utilizada para desarrollar
un ratén transgénico que exprese la enzima Cre recombinasa en las neuronas
dopaminérgicas mesencefélicas. La expresién iniciard a los 11 dias del desarrollo
embrionario y su expresion se mantendrd en el raton adulto. Con el transgénico que se
obtenga podran inactivarse en las células donde se exprese la enzima Cre recombinasa,
cualquier gen o secuencia flanqueada por sitios LoxP del genoma de cualquier ratén

transgénico.

Es importante mencionar que este trabajo forma parte de un proyecto mayor que
tiene como meta determinar el efecto de la inactivacién condicional del gen Nurrl
especificamente en la regién ventral del mesencéfalo, sin alterar la expresion del gen
Nurrl en otras regiones del sistema nervioso central. Con ello podremos relacionar, si la
muerte de los ratones KO Nurrl es provocada por la falta de expresiéon del gen Nurrl

unicamente en las neuronas dopaminérgicas mesencefilicas.
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1.4 Justificacion

El gen Nurrl se expresa en diversas regiones del SNC. Su inactivacién en
ratones provocd la muerte de los knockout Nurrl durante el primer dia de vida. En ellos,
se encontraron alteraciones morfologicas en la region ventral mesencefalica,
caracterizadas por la falta de neuronas dopaminérgicas y muerte neuronal, sin alterar los

demas sitios donde también se expresa el gen Nurrl.

Debido a que solo la region ventral mesencefalica fue afectada, es de gran interés
obtener un modelo animal condicional donde Gnicamente se elimine la expresion del gen
Nurrl en la region afectada. Sin embargo para obtenerlo, es indispensable desarrollar
dos ratones transgénicos: uno de ellos, que porten la secuencia del gen Nurrl flanqueada

por sitios LoxP y otro ratén que exprese la enzima Cre recombinasa especificamente en

las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.

Por ello este trabajo consintié en construir un vector de expresion que contiene la
secuencia codificante de la enzima Cre recombinasa bajo la regulacion de un promotor

especifico del mesencéfalo y demostrar su actividad in vitro.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y su

analisis funcional in vitro.

1.5.2 Objetivo especificos
1. Obtener un vector para la expresién de la Cre recombinasa bajo la regulacion de
la posible regién promotora del gen pitx3.
2. Demostrar la funcionalidad como promotor de la region 5° del gen pifx3.

Evaluar la actividad de la enzima Cre recombinasa del vector de expresion

construido.
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1.6 Estrategia experimental

ADN
genémico

Amplificacion
de la region 5°
del gen Pitx3

Clonacién
de la region 5°
del gen Pitx3

Transfeccion

RT-PCR Western blot Recombinaciéon
Cre recombinasa Cre recombinasa in vitro

Figura 4. Estrategia experimental. Se muestran las etapas involucradas en el desarrollo de la
investigacion, las cuales consistieron en: a) Amplificacién y clonacién de la region 5" del gen Pitx3 a
partir de ADN genémico de ratén. b) Transfeccion de la linea celular SH-SYSY con la construccién
obtenida. ¢) Deteccién de la enzima Cre recombinasa a nivel de ARNm y proteina, por RT-PCR y western
blot respectivamente. d) Determinacién de la funcionalidad de la enzima Cre recombinasa mediante
recombinacién in vitro por PCR.
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CAPITULO 11

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Origen de los reactivos

Las enzimas de restriccién utilizadas, fueron adquiridas de las casas comerciales
Roche Molecular Biochemicals, Gibco y Promega. El kit utilizado para la transcripcién
inversa-PCR fue comprado a la casa comercial Roche Molecular Biochemicals. El

reactivo utilizado para proteger el ARN, RNAsa zap se compré a la casa comercial

Ambion.

La transfeccion se realizo con el reactivo lipofectamina-2000 de la casa
comercial Invitrogen. Los reactivos y medios para el cultivo de células, fueron: DMEM,
Opti-MEM, Tripsina-EDTA, Ampicilina/Estreptomicina 1X, suero fetal bovino y buffer

de fosfatos 1X, adquiridos de la casa comercial Gibco.

El anticuerpo anti-Cre recombinasa de raton fue adquirido de Chemicon. El

anticuerpo anti-B-actina fue adquirido de la casa comercial MP Biomedicals. Para

realizar el western blot se utilizé el kit de Promega.

17



Material y Métodos

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su andlisis funcional in vitro

Los reactivos empleados para la preparacion de geles como: agarosa, bromuro
de etidio, azul de bromofenol se adquirieron de las casas comerciales DIFCO

Laboratories, Sigma Chemical y Merk, respectivamente.

Los reactivos utilizados en la obtencién de ADN gendmico y plasmidico, como
el acetato de sodio, cloruro de sodio, hidréxido de sodio, trizma, fenol, cloroformo todos
ellos de Sigma-Aldrich. Asi como cloruro de magnesio, B-mercaptoetanol, alcohol

etilico absoluto, metanol y cloroformo fueron adquiridos de CTR distribuidores.

2.1.2 Material biolégico

Las células SH-SYSY utilizadas en este trabajo, fueron proporcionados por ¢l Dr.
Weidong Lee del Departamento de Neurologia del Baylor College of Medicine de
Houston, Texas, E.U.A. Las células MCF-7, fueron proporcionadas por el Dr. Arturo

Chavez Reyes del departamento de Histologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

Los ratones de la cepa 129Sv fueron adquiridos del laboratorio Jackson por la

Dra. Odila Saucedo Cardenas.

Los plasmidos utilizados asi como la cepa de bacterias de Escherichia coli DH5a

pertenecen al departamento de Genética molecular del Centro de Investigaciones

Biomédicas del Noreste IMSS.
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2.2 Equipo

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron: placa de calentamiento con
agitador magnético TROEMNER, homo de temperatura con rango de 30 a 100°C,
potenciometro Thermo Orion 410A, balanza analitica AND GRI120, transiluminador
UV/luz Bio-vision Spectroline, espectrofotometro, centrifugas refrigeradas Sorvall y
Damon, termociclador (Minicycler Beckman), vortex marca Lab-line, incubadora Caisa,
Microcentrifuga Hermle, fuente de poder EC 105, mini cdmara para electroforesis
horizontal, juego de pipetas calibradas Gilson de 20, 200 y 1000 pL, balanza analitica
OHAUS, baiios de agua con control de temperatura, incubadora con agitacién mecanica

marca New Brunsweck Scientific.

El equipo utilizado para el analisis de datos esta formado por computadoras
Compaq Presario M2000 y Toshiba. Los procesadores de texto utilizados fueron:
Microsoft word 2000, procesadores graficos Microsoft Power Point, Microsoft Photo

Editor y Scanner Visioner.
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2.3 Métodos

2.3.1 Construccion de un vector de expresién de la enzima Cre recombinasa

2.3.1.1 Subclonacion del gen de la enzima Cre recombinasa.

2.3.1.1.1 Digestion con enzimas de restriccion.

Las digestiones se realizaron bajo condiciones Optimas sugeridas por las casas
comerciales. Se utilizaron 10 pg del vector pBS185 (CMV-cre) conteniendo la
secuencia codificante de la enzima Cre recombinasa, asi como 10 pug del vector pBSKS,
ambos fueron digeridos con las enzimas HindlIll 'y Xhol utilizando una unidad de enzima
por cada pg de ADN plasmidico y SuL de buffer multicorte en un volumen total de 50

uL. Los tiempos de incubacion fueron de 2 a 12 horas a 37°C.

2,3.1.1.2 Purificacién de fragmentos

Los fragmentos obtenido a partir del ADN digerido, se resolvieron por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. La migracion se efectud a 40 volts, durante 3
horas. Las bandas de ADN de interés se cortaron del gel y se recuperaron mediante el kit
de purificacion de ADN por columna de la marca Qiagen, de la siguiente manera: el

fragmento de gel es transferido a un tubo eppendorff de 2 mL e incubado a 50°C por 10

20



mvialctlal y IvittOuVs

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su analisis funcional in vitre

minutos con tres volimenes de la solucion QG. Posteriormente se adiciond un volumen

de isopropanol para precipitar el ADN y la muestra fue eluida a través de una columna
de intercambio aniénico del mismo kit. La columna se centrifugé a 12,000 rpm durante
1 minuto. Se elimind el eluido y se afiadieron a la columna 750 pL de buffer de lavado.
Nuevamente se centrifugé la columna por 1 minuto a 12,000 rpm La columna fue
colocada en un tubo nuevo y se aiiadieron a la columna 50 pL de buffer de elusién PE.

Se centrifugé 1 minuto a 12 000 rpm y los fragmentos purificados fueron visualizados

en un gel de agarosa al 0.8%.

2.3.1.1.3 Ligacién

Una vez purificado el fragmento de 2.7 kb que corresponde al gen de la enzima
Cre recombinasa y el vector pBSKS, se ligaron empleando para ello 100 ng de DNA
totales en una relacion 1:3, una unidad de la enzima ADN ligasa y 4 pL de Buffer de

ligacién 5X en un volumen total de 20 pL. La ligacion se incubd a 15°C durante toda la

noche.

2.3.1.1.4 Transformacion

La transformacion se realizé afiadiendo 2 pL de ligacion a 100 pL de células
calcio competentes de la cepa DHSa. Las células se incubaron en hielo durante 1 hora.

Inmediatamente después se sometieron a choque térmico al incubarlas un minuto a

42°C, seguido de una incubacién en hielo de 2 minutos. Posteriormente se afiadieron
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400 ul. de medio de cultivo LB sin antibidtico y se incubaron a 37°C en agitacion
mecanica a 250 rpm durante 1 hora. Se inocularon 100 pL del cultivo en placas de agar
LB con ampicilina. Las placas se incubaron invertidas durante toda la noche a 37°C.

Las colonias obtenidas fueron procesadas para la obtenciéon del ADN plasmidico.

2.3.1.1.5 Extraccién de DNA plasmidico (Mini-preparacién de plasmidos).

Las clonas recombinantes obtenidas de las ligaciones fueron procesadas para la

obtencién de ADN plasmidico utilizando el método de lisis alcalina.

Se inoculé una colonia bacteriana en 3 mL de caldo LB (bactotriptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L., cloruro de sodio 10 g/L, pH 6.5-7.0) con 3 pL de ampicilina
y se incubd a 37°C toda la noche a 150 rpm El cultivo se centrifugd 3 minutos a 14,000
rpm, se desechd el sobrenadante y la pastilla se incubé a —20°C por S minutos. Se
afiadieron 100 pL de solucion de lisis I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8, EDTA
10 mM, pH 8), se resuspendio la pastilla por inversion y se incubd en hielo durante 5
minutos. Posteriormente se adicionaron 200 pL de solucién de lisis 1I (0.2 mL de NaOH
10N, 1.0 mL de SDS 10% y 8.8 mL de agua), nuevamente se incubé en hielo 5 minutos
y se afiadieron 150 pL de solucién de lisis III (acetato de sodio 3M) incubando 10
minutos en hiclo. Enseguida se centrifugé a 14,000 r.p.m. durante 15 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorff de 2 mL, se afiadieron 450 pL de
isopropanol, se mezcld e incubé a —20°C durante 15 minutos. Posteriormente se

centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos, se deseché el sobrenadante, se agregaron 500

22



Material y Métodos

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefélicas y su analisis funcional in vitro

pL de etanol al 70% y se centrifugd a 14,000 r.p.m. por 10 minutos. Se decantd ¢l
sobrenadante, se dejd secar la pastilla y se resuspendio en 50 pL. de TE IX.

Con el ADN obtenido se realizd la caracterizacion de las clonas con enzimas de

restriccion y su patron de corte fue analizado en geles de agarosa.

2.3.1.1.6 Linearizacion del vector pBS-Cre con enzimas de restricciéon.

La construccién obtenida se linearizé con la enzima de restriccion Apal. Para ello
se utilizaron 10 pg del vector pBS-Cre conteniendo la secuencia codificante de la
enzima Cre recombinasa y una unidad de enzima A4pal por cada pg de ADN plasmidico.

Las condiciones de reaccidén y tiempos de incubacién son los mismos que anteriormente

S€ mencionaron.

2.3.1.1.7 Conversion de los extremos cohesivos en extremos romos.

La enzima Apal produce extremos cohesivos, por lo que fue necesario
convertirlos en extremos romos. Para ello se utilizaron 5 pg del plasmido pBS-Cre
linearizado y 1 unidad del fragmento Klenow, 2.5 uL de dNTP’s, 2 uL de Buffer de
reaccion 10X y agua en un volumen final de 20 pL. La reaccion se llevé acabo a 37°C

por 30 minutos. Posteriormente se detuvo la reaccién calentando a 75°C durante 10

minutos.
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2.3.1.2 Amplificacién y clonacion de la region 5™ del gen Pitx3

2.3.1.2.1 Extraccién de ADN genémico

Para la amplificacion de la region 5° del gen Pitx3 fue necesario obtener ADN
gendmico de la cepa de ratones 129Sv. La extraccion de ADN genémico se realizd a
partir de un fragmento de tejido, proveniente de la cola de los ratones 129Sv como se
describe: la muestra de tejido se colocé en un tubo eppendorff de 1.5 mL y se le
agregaron 750 pl de buffer de lisis conteniendo proteinasa K a 200 ng/mL. Se incubd
durante toda la noche a 55°C en baiio maria. Al dia siguiente se afiadieron 350 pl de
fenol y 350 pl de sevage y se agitd en vortex. Posteriormente se centrifugd a 12000
r.p.m. en una microcentrifuga durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se transfirié
a un tubo eppendorf, se le adicioné 1/10 de acetato de sodio y 2.5 volumenes de etanol
absoluto y se agité suavemente por inversién, E1 ADN flotante se recogié con una pipeta
Pasteur previamente sellada y curveada de la punta. Se lavé dos veces con etanol al 70%
frio, sumergiendo y sacando la pipeta con el ADN, se dejo secar el ADN a temperatura
ambiente en la varilla, antes de resuspenderlo en TE 1X. El ADN genémico integro se
almacend a 4°C, La calidad de las preparaciones del ADN se determind mediante la

medicion de la densidad éptica (O.D.) a 260 nm y 280 nm.
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23.1.2.2PCR

Para la amplificacién de la region 5° del gen Pitx3, se utilizé el ADN genémico

previamente extraido. La amplificacion se realiz6 bajo las siguientes condiciones de

reaccion:

Tabla 1. Amplificacién de la regién 5" del gen Pitx3: condiciones de reaccion.

Componentes del PCR Concentracion final
Buffer 10 X IX
Mg(AcO)2 25 mM 1.5 mM
dNTPs 25mM 2.5nM
Iniciador Pitf 5" (GGCACTCCTGTGTCTAGCTGCC) 4 ng/uL
Iniciador Pitr 3'(CAGCCCTCACAAGTGCGAACAC) 4 ng/uLL
ADN polimerasa rTth 0.05 U/pL
ADN 1 pg/uL 10 ng/pL
H,0 mQ estéril 8.5 uL
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Tabla2. Programa utilizado en la amplificacion de la regiéon 5° del gen Pitx3.

El programa de amplificacién que se utilizé, consiste en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion previa 80°C por 5 minutos (Hot start)

2. Desnaturalizacién inicial 92°C por 2 minutos

3.35 ciclos:
Desnaturalizacion 92°C por 30 segundos
Alineamiento 60°C por 30 segundos
Elongacién 68°C por 4 minutos

4. Extension prolongada 72°C por 10 minutos

Los productos de PCR obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 1.0%.

2.3.1.2.3 Clonacién de la regién 5" del gen Pitx3.

El producto de PCR previamente obtenido se cloné en ¢l vector pBS-Cre en el
sitio Apal. Para ello se utilizaron 50 ng de ADN del vector linearizado y 150 ng del
producto de PCR amplificado, 1 unidad de la enzima ADN ligasa y 3 pL de Buffer de
ligacién 5X en un volumen total de 15 pL. La ligacion se incubé a 15°C durante toda la
noche. Posteriormente la ligacién fue transformada en la cepa de bacterias DH5a, se

purificé el ADN plasmidico y se caracterizaron las clonas recombinantes de la forma

anteriormente descrita.
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2.3.1.2.4 Extraccion de ADN plasmidico a gran escala (Maxi-preparacion)

La clona recombinante obtenida fue procesada para la obtencién de ADN
plasmidico a gran escala utilizando el método de lisis alcalina descrito por Sambrook y
cols. Se inoculé una colonia bacteriana en 5 ml de caldo de cultivo LB con 5 pL de
ampicilina (400 pg), se incubd a 37°C y a 150 rpm durante toda la noche. El cultivo se
inoculd en 25 ml de caldo LB con 25 pL de ampicilina y se incub6 a 150 rpm y a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente los 30 mL de cultivo se inocularon en 500 mL de
caldo LB con 500 pL de ampicilina (50pg/mL) en las condiciones ya descritas. El

cultivo se centrifugé a 3000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Se deseché el sobrenadante

y el botén de bacterias se resuspendié en 10 mL de solucién de lisis L.

Posteriormente se afiadieron 10 mL de solucién de lisis II (0.2 mL de NaOH
10M, 1.0 mL de SDS 10% y 8.8. mL de agua), se mezcl6 por inversion y se incub6 a TA
durante 5 minutos. Posteriormente se agregaron 10 mL de solucién de lisis III (acetato
de Sodio 3M) y se incubd en hielo por 20 minutos. Nuevamente se centrifugd a 4°C por
30 minutos. El sobrenadante se transfirtd a un tubo Falcon de 50 mL y se centnfug6 a
13,000 rpm a 4°C durante 15 minufos. Al mismo tiempo, se equilibré una columna de
intercambi6 iénico con 10 mL de buffer QBT. Enseguida se filtré el sobrenadante y se
lavé dos veces la columna con 30 mL de buffer QC. El ADN se extrajo de la columna
con 15 mL de buffer de elusion QF. El ADN en suspension se precipité con 10.5 mL de

Isopropanol y centrifugacién a 13,000 rpm a 4°C por 30 minutos. El sobrenadante se
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desechd y la pastilla de ADN se lavé con 15 mL de etanol al 70%. Nuevamente se
centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos, se decantd el sobrenadante, se dej6 secar la

pastilla de ADN y posteriormente se resuspendi6 en 500 pl de TE 1X.

2.3.2 Analisis de la actividad promotora del gen Pitx3 in vitro

2.3.2.1 Cultivo celular

Se cultivo la linea celular de neuroblastoma SH-SYSY y la linea celular MCF-7
en placas de 25cm respectivamente. El medio de cultivo utilizado fue DMEM
adicionado con SFB al 10% y ampicilina-estreptomicina al 1X. Los cultivos fueron
mantenidos a 37°C de temperatura, 5% de CO, y en 95% de humedad hasta el momento

de realizar los ensayos.

2.3.2.2 Transfeccion de las lineas celulares.

Los ensayos de transfeccién se realizaron dentro de una campana de flujo
laminar. En cada ensayo se utilizaron cajas de cultivo con un 80% de confluencia de
lineas celulares, SH-SY5 y MCF-7, de la siguiente manera: se utilizaron 8 pg totales de
ADN plasmidico en 250 pL de medio Opti-MEM, en tubos eppendorff de 1.5 mL. En
otro tubo eppendorff de 1.5 ml, se mezclaron 20 pL de lipofectamina 2000 con 230 uL
de medio de cultivo Opti-MEM. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 5

minutos. Posteriormente se afiadieron a los tubos que contienen el ADN plasmidico, 250
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pL de la lipofectamina incubada. La mezcla se incubé a temperatura ambiente por 20
minutos. Por otro lado, a las lineas celulares cultivadas en cajas de 25cm, se les retird
todo el medio de cultivo DMEM (SFB 10% y ampicilina-estreptomicina). Se hizo un
lavado con PBS IX, se deseché el buffer de fosfatos y se afiadié al cultivo 4.5 mL de

medio DMEM enriquecido con SFB al 10% pero sin antibiéticos ni antimicéticos.

Posteriormente, se afiadié a los cultivos 500 pL. del ADN plasmidico incubado
con lipofectamina. Los cultivos se incubaron por 3 horas a 37°C en 5% de CO2 y en un
ambiente humedo. A las 3 horas se retir6 el medio de cultivo y se afiadi6 medio DMEM
enriquecido con SFB 10% y ampicilina-estreptomicina al 1X. Los cultivos

permanecieron en incubacioén por 48 horas bajo las mismas condiciones de temperatura

y CO2.

2.3.2.2.1 Obtencion de las células transfectadas con tripsina-EDTA

Para los ensayos posteriores de obtencion de ARN, proteinas y ADN plasmidico
de las células transfectadas, fue necesario separar las células de las cajas de cultivo y
transferirlas a tubos de 1.5 ml. El proceso fue el siguiente: se removié el medio de
cultivo de las células transfectadas y se lavaron con 2.5 mL de PBS 1X. Posteriormente
se afiadié 1 mL de tripsina-EDTA 1X a cada caja de cultivo y se incubé a temperatura
ambiente por 2 minutos. La tripsina se inactivé afiadiendo 3 mL de medio de cultivo
DMEM con SFB al 10%. Las células desprendidas se transfirieron a un tubo falcon de

15 mL. El cuitivo se centrifugé a 3000 rpm a 4°C durante 3 minutos. Se desechd el
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sobrenadante y el botdén celular se resuspendié en 1 ml de PBS 1X. Posteriormente se
transfiri6 a un tubo eppendorff de 1.5 mL. Se hizo una segunda centrifugacion

desechando nuevamente el sobrenadante.

2.3.2.3 Obtencion del ARN total de las lineas celulares transfectadas.

El botoén celular se resuspendi6 en 600 uL. de buffer de lisis adicionando 6 pL de
B-mercaptoetanol, agitdndose en vortex a maxima velocidad durante 2 minutos.
Posteriormente al lisado celular se le adiciond 1 ml de etanol al 70% y se mezclé
suavemente con pipeta. El lisado se pasé a través de una columna QIAmp y se
centrifugé 1 minuto a 10,000 rpm Se recuperé el eluido y se filtré a través de una
segunda columna, esta vez se elimind el eluido. La columna se lavé con 700 pL de
buffer de lisis y el ARN se recuperd afiadiendo 50 pL de agua libre de RNAsas. E1 ARN

se visualiz6 en un gel de agarosa al 0.8 %.

30



Matenal y Mctodos

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su andlisis funcional in vitro

2.3.2.3.1 RT-PCR

El ARN obtenido se utilizd para sintetizar ADN complementario de los

mensajeros, utilizando oligo de T, la reaccién fue la siguiente:

Tabla 3. RT-PCR: condiciones de reaccion.

Componentes del RT-PCR Concentracion final
dNTPs 25mM 2.5nM
DTT 5 mM
RNase Inhibitor SuU
Oligode T 4 ng/uL
ARN Ipg
Buffer RT-PCR 5x 1X
AMV transcriptasa reversa 1U
Agua libre de RNAsas 12.5 pL.

La reaccidén se incubd 30 minutos a 37°C y se almacené a -20°C. El ADNc se

utilizé posteriormente para amplificar algunos genes.
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2.3.2.3.2 Amplificaciéon por PCR de diversos genes a partir del ADNec de las

células transfectadas

Los genes que se amplificaron de]l ADNc obtenido anteriormente fueron: el gen
de la enzima Cre recombinasa, Pitx3 y B-actina. El PCR se realizé6 de la forma
previamente descrita, pero utilizando ADNc en lugar de ADN gendémico. Los iniciadores

utilizados se describen a continuacion.

Iniciador Cre recombinasa 5" gcgttcgaacgceactgattte
Iniciador Cre recombinasa 3": ccatcttccagcaggegeac
Iniciador Pitx3 5°: cacagccaccacccggagte
Iniciador Pitx3 3”: ctcatgtcagggtagcgattc

El programa de amplificacion que se utiliz6, consiste en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial 92°C por 2 minutos

2. 35 ciclos:
Desnaturalizacion 92°C por 30 segundos
Alineamiento 55°C por 30 segundos
Elongacion 68°C por 1 minutos

3. Extensién prolongada 68°C por 10 minutos

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 0.8%.
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2.3.2.4 Obtencién de proteinas de las lineas celulares transfectadas.

Las células previamente transfectadas y cosechadas, se lisaron con 200 puL de

buffer de lisis (Triton X-100 1%, NaCl 150 mM, Tris pH 7.6 y 6.7 pL de inhibidor de

proteasas) y agitacién en vortex por 30 minutos. Posteriormente las células se

centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante se transfirié a otro

tubo eppendorff de 1.5 mL. Las proteinas obtenidas se cuantificaron por el método de

Bradford.

2.3.2.4.1 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes.

Las proteinas obtenidas se visualizaron en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes. Para ello se utiliz6 un gel concentrador al 5% y un separador al 12.5

%, utilizando las siguientes concentraciones finales:

Gel separador al 12.5 %:
Arcrilamida/ bis-acrilamida al 40%
Tris-HCI 15 mM pH 8.8

SDS 10%

Agua destilada

Persulfato de amonio 10%

TEMED
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Gel concentrador al 5%:
Arcrilamida/ bis-acrilamida al 40%,
Tris-HCl1 0.5 mM pH 6.8
SDS 10%

Agua destilada
Persulfato de amonio 10%

TEMED
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La electroforesis se realizo en buffer de corrimiento 1X a 60 volts en el gel

concentrador y a 100 volts en ¢l gel separador.

2.3.2.4.2 Western blot,

Con las proteinas obtenidas a partir de las células transfectadas, se realizé un
western blot para la deteccion de las proteinas Cre recombinasa y B-actina, utilizando
anticuerpos monoclonales de ratén. Las proteinas se corrieron en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes. Las condiciones de corrimiento se describieron en la
seccion 2.3.2.4.1. En cada pocillo se cargaron 60 pg de proteinas totales. Una vez
terminada la electroforesis, se transfirio €l gel a una cémara en buffer de transferencia
1X durante 15 minutos. Simultaneamente se humedecieron en buffer de transferencia la
membrana de nitrocelulosa y el papel filtro. La transferencia de las proteinas a la
membrana de nitrocelulosa se realizé en el equipo Trans-blot SD a 100 mA durante 1
hora. Posteriormente la membrana se bloqueo con TBS-tween 20 y leche al 5%, durante
1 hora en agitacion suave. Después se realizaron 3 lavados en TBS-tween 20 por 10
minutos. El primer anticuerpo anti-Cre recombinasa diluido 1:2000, se afiadié a la
membrana en Buffer TBS-tween 20 y leche al 2.5%. La reaccion se incubé toda la noche
en agitacion a 4°C de temperatura. Al siguiente dia se hicieron tres lavados de 10
minutos a la membrana en TBS-tween 20. El anticuerpo primario anti -actina se diluyé
1:10000 en buffer TBS-tween 20 y leche al 2.5% y se incub6 con la membrana durante 1
hora. Nuevamente se lavd la membrana tres veces en buffer TBS-tween 20. EL

anticuerpo secundario anti-Fc de raton se afiadi6 a la membrana a una concentracién de
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1:3000 en TBS-tween 20 y leche al 2.5%. Se incub6 por dos horas en agitacion suave, a
4°C. Nuevamente se lavé la membrana 3 veces en TBS-tween 20. Finalmente se revelo
la membrana con el reactivo ECL durante 1 minuto. La membrana se expuso a un film

autorradiogréfico por aposicién durante 1 minuto a temperatura ambiente.

2.3.2.4.3 Revelado y fijacién de la pelicula aurtorradiografica

Después del periodo de exposicion en la emulsion, la pelicula fue revelada,
sumergiéndola en ¢l revelador Kodak, posteriormente, se enjuagaron con agua destilada
a temperatura ambiente y sumergida en fijador de Kodak. El tiempo utilizado en cada

proceso fue de 1 minuto.

2.3.3 Analisis de la actividad recombinante de la Cre recombinasa in vifro

2.3.3.1 Obtencion de ADN plasmidico de las lineas celulares transfectadas.

Para la obtencion del ADN plasmidico, las células transfectadas fueron
desprendidas de las cajas de cultivo con tripsina-EDTA de la forma antes mencionada.
El botdn celular obtenido se resuspendid en 300 pL de buffer de lisis (Tris 10 mM pH
7.5, EDTA 5 mM, SDS 1% y 200ug/mL de proteinasa K) y se incubd a 50°C durante 3
horas, agitando en vortex cada 15 minutos. Posteriormente se afiadié un volumen de
fenol y un volumen cloroformo y se agit6 en vortex por 1 minuto. Se recuperd el

sobrenadante conteniendo el ADN y se adicioné 0.5 volimenes de NaCl 5M y dos
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volimenes de etanol absoluto. Se agité suavemente por inversion. El ADN gendmico se
transfirié a otro tubo y el resto de sobrenadante se centrifugd a 14 000 rpm durante 15
minutos. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla obtenida se lavd con etanol al 70%, se

dejo secar y se resuspendid en 20 pl de agua MQ estéril.

2.3.3.2 Determinacion del evento de recombinacién por PCR.

A partir del ADN plasmidico recuperado, se realizé un PCR para amplificar una
secuencia flanqueada por los sitios loxP. El PCR se realiz6 utilizando los iniciadores
M13 5" y 3" con las condiciones de reacciéon antes mencionadas. El programa utilizado

fue el siguiente:

1. Desnaturalizacién inicial 92°C por 2 minutos

2. 35 ciclos:
Desnaturalizacion 92°C por 30 segundos
Alineamiento 60°C por 1 minuto
Elongacion 72°C por 2 minutos

3. Extension prolongada 72°C por 10 minutos

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 0.8%.
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CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1 Subclonacién del gen de la enzima Cre recombinasa.

El gen de la enzima Cre recombinasa se obtuvo a partir del vector pBS185, el
cual contiene el gen de la enzima Cre recombinasa, bajo la regulacién del promotor del
citomegalovirus humano (hCMV). El vector pBS185 (pCMV-Cre) fue digerido con las
enzimas de restriccion X%ol y Hindlll. El fragmento obtenido de 2.7 kb, se subcloné en
el vector pBSKS previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. La figura

5 muestra los productos de la digestion de los plasmidos respectivamente.

Figura 5. Digestion enzimatica de los vectores pPCMV-Cre y pBSKS. En A, se muestra el producto de
la digestién del plasmido pCMV-Cre. La flecha indica el fragmento de 2.7 kb que corresponde al gen de la
enzima Cre recombinasa. En B, la flecha sefiala, un fragmento de 3.0 kb que corresponde al vector pBSKS
linearizado. El marcador (M) de peso molecular utilizado fue de 1 kb. Los productos fueron resueltos en
geles de agarosa al 1%.

37



Resultados

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su andlisis funcional in vitro

El nuevo plasmido recombinante obtenido (pBS-Cre) se caracteriz6 con
diferentes enzimas de restriccion para determinar si el gen de la enzima Cre recombinasa
habia sido subclonado en la direccion correcta. El patrén de restriccion se observa en la

figura 6 y nos muestra que el patrén de restriccion es el esperado para esta construccion.

6kb —» I8

4 kb —p
3 kb =—»

2kb —
1.5 kb —»

].kb—’ it

Figura 6. Caracterizacién enzimética del plismido recombinante pBS-Cre. El carril 2 corresponde al
ADN plasmidico sin digerir. En el carril 1, se muestra la digestion con las enzimas Xhol y Hindlll que
liberan un fragmento de 2.7 kb correspondiente al gen de la Cre recombinasa y un fragmento de 3 kb que
corresponde al vector. En el carril 3, los fragmentos de 0.9 y 4.8 kb son producto de la digestiéon con la
enzima Xbal. En el carril 4, el plasmido fue digerido con BamHI, liberando un fragmento de 2.2 y 3.5 kb.
El marcador (M) de peso molecular utilizado fue de 1 kb. Los productos fueron resueltos en un gel de
agarosa al 1%.

Posteriormente el ADN del plasmido pBS-Cre fue digerido rio arriba del gen de
la enzima Cre recombinasa, con la enzima Apal. El vector linearizado seria utilizado
para la clonacion del promotor que dirija la expresion de la enzima Cre recombinasa. Por
lo que fue necesario convertir los extremos cohesivos producidos por la enzima Apal en
extremos romos. El resultado de la digestion y conversion de los extremos se muestra en

la figura 7.
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3.2 Amplificacién y clonacién de la region 5° del gen Pitx3

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y utilizando iniciadores
especificos, se amplificaron 4.3 kb del gen Pitx3 (Figura 7). El producto amplificado
corresponde a 4154 pb de la region 5° y 146 pb corresponde al primer intrén. Los 4.3 kb

se clonaron en el plasmido pBS-Cre, en el sitio Apal.

< 5.7 kb

Figura 7. Amplificacién de la regién 5" del gen Pitx3 y linearizacién del vector pBS-Cre. En A, se
muestra en el carril nimero 1, el producto amplificado del gen Pitx3 indicado por la flecha. A la izquierda,
el marcador de peso molecular de 1 kb. Las flechas sefialan bandas del marcador de peso molecular, entre
las que se situa el producto de PCR. En B se muestra la digestién del plasmido pBS-Cre con la enzima
Apal (carril 1) en donde se observa una banda de 5.7 kb que es del tamafio esperado para el vector pBS-
Cre linearizado. En el carril de la izquierda se muestra el marcador de peso molecular de 1 kb. Las flechas
sefialan las bandas de 6 y 5 kb del marcador.

Una vez obtenido el nuevo plasmido recombinante que porta el gen de la enzima
Cre recombinasa regulada por la region 5° del gen Pitx3, se caracterizd con diferentes
enzimas de restriccion (figura 8). El patrén de restriccién, evidencié la direcciéon del

promotor dentro de la construccion. Este nuevo vector lo 1lamamos pPit-Cre, su tamafio
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es de aproximadamente 10 kb, de los que 2.7 kb corresponden al gen de la enzima Cre
recombinasa, 4.3 kb de la regién 5" del gen Pitx3 y 3 kb corresponden al esqueleto del

vector inicial.

Figura 8. Caracterizacién enzimética del pldsmido recombinante pPit-Cre. En el carril 1, se muestran
los productos de 4 y 5.8 kb de la digestion del vector pPit-Cre con la enzima HindlIl. El carril nimero 2
muestra la digestion que se realiz6 con la enzima EcoRV produciendo fragmentos de 2.1,2.3 y 5.4 kb. En
el carril 3 se observan dos fragmentos de 4.5 y 5.4 kb, del vector digerido con EcoRlI, sin embargo por la
escasa diferencia en tamafio no se resolvieron completamente. El carril 4 corresponde a la digestion con la
enzima BamH]I, los fragmentos obtenidos son de 0.5, 2.3, 3.5 y 3.8 respectivamente. El marcador (M) de
peso molecular utilizado fue de 1 kb. Los fragmentos se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%.

3.3 Expresion especifica del gen pitx3 en la linea celular SH-SY5Y

Para poder determinar la actividad promotora de la regién 5 del gen Pitx3, se
realizaron ensayos in vitro en la linea celular SH-SYSY (SH). Mediante RT-PCR se
comprobd que la linea celular SH tiene la capacidad de reconocer la region promotora

del gen Pitx3 enddgeno, al amplificar 300 pb del ARN mensajero del gen Pitx3. Los
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iniciadores utilizados se sintetizaron a partir del exén 1 y 2 del gen Pitx3. De la misma
forma, como un control negativo, se realizé un RT-PCR utilizando ARN aislado de la

linea celular de cancer de mama MCF-7. El resultado de la amplificacion del gen Pitx3

se muestra en la figura 9.

A B
SH MCF-7
28s
18s 400 pb p-actina
500 gb Pitx3

Figura 9. Expresién del gen Pitx3 en la linea celular SH. En A, se muestra el ARN obtenido de las
lineas celulares SH (1) y MCF-7 (2). Las flechas indican las bandas de ARN 28s y 18s. B, Amplificacién
por RT-PCR del gen Pitx3 en la linea celular SH, En el carril inferior izquierdo se¢ muestra la
amplificacion de Pitx3. En el carril inferior derecho la ausencia del mensajero en la linea celular MCF-7.
Los carriles superiores corresponden a la amplificacion por RT-PCR del gen f3-actina.

3.4 Analisis funcional del promotor Pitx3 clonado en el vector pPit-Cre.

Una vez comprobada que la linea celular tiene la capacidad de reconocer la
region promotora del gen Pitx3 end6geno. Se realizaron ensayos in vitro para determinar
la actividad promotora de la region 5 del gen Pitx3, contenido en el vector pPit-Cre. Las
lineas celulares SH-SYSY y MCF-7 fueron transfectadas con los vectores pPit-Cre y

pCMV-Cre. Con el ARN obtenido de las lineas celulares transfectadas, se realizo un RT-
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PCR para el gen de la enzima Cre recombinasa. Los resultados obtenidos demostraron
que la region 5 del gen Pitx3 en la construccién pPit-Cre, es funcional y tiene actividad
promotora, al transcribir el gen de la enzima Cre recombinasa situado rio abajo de la
secuencia promotora. La actividad del promotor fue restringida a la linea celular SH-
SYS5Y mientras que en la linea celular MCF-7 resulté negativo. Demostrando con ello
que el promotor es especifico de células con caracteristicas de neuronas dopaminérgicas
mesencefélicas. En el caso de las transfecciones realizadas con el vector pCMV-Cre,
ambas lineas mostraron expresion del gen de la enzima Cre recombinasa como resultado
de la actividad constitutiva del promotor de citomegalovirus. Los resultados se muestran

en la figura 10.

Cre recombinasa

p-actina

1 2 3 4 S 6 7

Figura 10. Expresién del gen de la Cre recombinasa. En los carriles superiores del 2 al 6 se muestra el
resultado de la amplificacion de un fragmento de 600 pb del gen de la Cre recombinasa mediante anélisis
de RT-PCR. En los carriles 2, 3, 6, y 7 se utilizd 1a linea celular SH. En los carriles 4 y 5 se utiliz6 la linea
MCF-7. En el carril 2, 4 y 6 se transfect6 con el plasmido pPit-Cre. Los carriles 3 y 5 son el resultado de la
transfeccién con el plasmido pCMV-Cre. El carril 7, corresponde a células sin transfectar. En el carril 1, el
marcador de peso molecular. Los carriles inferiores corresponden a la amplificacién de un fragmento de
400 pb del gen B-actina mediante RT-PCR.
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3.5 Identificacion de la enzima Cre recombinasa por Western blot.

Para confirmar los resultados obtenidos de la actividad promotora del gen Pitx3
clonada en el plasmido pPit-Cre, se utilizé la técnica de Western Blot para detectar la
enzima Cre recombinasa en las lineas celulares SH-SY5Y y MCF-7 transfectadas con
los vectores pPit-Cre y pCMV-Cre. Los resultados obtenidos, confirmaron la presencia
de la proteina Cre recombinasa en las células SH-SY5Y transfectadas con el vector pPit-
Cre, mientras que en las células MCF-7 no se detecté la proteina. Estos datos
coincidieron con los obtenidos mediante la técnica de RT-PCR. En el caso de las
transfecciones realizadas con el plasmido pCMV-Cre, se detecté la proteina en ambas

lineas celulares como se esperaba. Los resultados se muestran en la figura 11.

41.7 KD
2 p-actina

1 2 3 4 S

Figura 11. Identificacién de Ia proteina Cre recombinasa mediante andlisis de Western Blot. En los
carriles superiores se muestra como control de carga, la deteccién de la proteina p-actina de 41.7 KDa.
Los carriles inferiores corresponden a la deteccién por la técnica de Western Blot de la proteina Cre
recombinasa de 38 KDa. Los carriles 1, 2 y 5 son resultados de la linea celular SH-SY5Y. En los carriles
3 y 4 son resultados de la linea MCF-7. En los carriles 1 y 3 se transfect6 con el plasmido pPit-Cre. Los
carriles 2 y 4 son el resultado de la transfeccién con el plasmido pCMV-Cre.
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3.6 Determinacion de la actividad de Ia enzima Cre recombinasa in vifro

Una vez comprobada la actividad promotora de la secuencia 5 del gen
Pitx3 previamente clonada en el vector pPit-Cre. Se determiné si la proteina Cre
recombinasa expresada por la secuencia promotora del gen Pitx3 era funcional, es decir,
si era capaz de reconocer las secuencias LoxP y llevar a cabo el proceso de
recombinacion. Para ello, se realizaron transfecciones y cotransfecciones en la linea
celular SH-SYS5Y con los vectores que portan el gen de la enzima Cre-recombinasa:

pPit-Cre, pPCMV-Cre y un vector que porta secuencias LoxP (pLoxA).

3.6.1. Confirmacion de la presencia de los vectores que portan ¢l gen de la

Cre-recombinasa (pPit-Cre y pCMV-Cre) en la linea celular SH-SY5Y.

Para confirmar la presencia de los vectores que portan el gen de la enzima Cre
recombinasa se¢ aislé el ADN plasmidico de las células SH-SYSY transfectadas.
Mediante la técnica de PCR se comprobé la presencia de los vectores pPit-Cre y pCMV-
Cre, al amplificar un fragmento de 600 pb del gen de la enzima Cre recombinasa. Los

resultados se muestran en la figura 12,
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600 pb Cre recombinasa

Figura 12. Amplificacién del gen de la Cre recombinasa por PCR, a partir del ADN plasmidico
recuperado de la transfeccién de la linea celular SH-SYSY. En el carril 1, se transfecté con el plasmido
pPit-Cre. En el carril 2 se hizo una co-transfeccién con los plasmidos pPit-Cre/pLoxA. En el carril 3 se
transfect6 con el plasmido pLoxA. En ¢l carril 4 se co-transfecté con los vectores pCMV-Cre y pLoxA.
En el carril 5 se transfecté con el vector pPCMV-Cre. El carril 6 es un control negativo sin transfectar. En
los carriles 1, 2, 4 y 5 se muestra la amplificacién de un fragmento de 600 pb correspondiente al gen de la
Cre recombinasa. En ¢l carril 3 el plasmido transfectado no porta el gen de la enzima Cre recombinasa por
lo que el resultado fue negativo. El primer carril (M), corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb.
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3.6.2 Recombinacion in vitro de los sitios LoxP del plismido pLoxA por la enzima

Cre recombinasa dirigida por la regiéon promotora del gen Pitx3.

Para determinar la actividad de la enzima Cre recombinasa in vitro, se
utilizé el ADN plasmidico recuperado de las células transfectadas con los plasmidos
pPit-Cre, pCMV-Cre y pLoxA del experimento anterior. El evento de recombinacién se
comprobé mediante la amplificacion por PCR del plasmido pLoxA. Este ultimo,
contiene el gen de resistencia a neomicina (Neo), flanqueado por secuencias loxP que
reconoce la enzima Cre-recombinasa. Los iniciadores que se utilizaron para la
amplificacion del pLoxA, reconocen secuencias de ADN situados por fuera de los sitios
loxP. Los productos obtenidos mediante la técnica de PCR fueron un fragmento de
aproximadamente 1.9 kb, que provenia del pldésmido no recombinado y uno de 300 pb
que provenia del pldsmido recombinado (Figura 13 A). Los resultados mostraron que la
enzima Cre recombinasa dirigida por la secuencia promotora del gen Pitx3 es funcional,
al recombinar los sitios loxP del plasmido pLoxA. Sin embargo, la cantidad de plasmido
recombinado fue menor que el obtenido con la enzima Cre recombinasa dirigida por el

promotor del citomegalovirus. Los resultados se muestran en la figura 13 B.
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A MI3 Fw

Neo H Sin recombinar
M13 Rv

e

1.9 kb
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+ Recombinado
4~ M13 Rv
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<+—300 pb
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Figura 13 B. Actividad de la enzima Cre-recombinasa in vifro. En el carril 1 y 4 se transfectaron
células de la linea SH-SYS5Y con los pldsmidos que expresan la enzima Cre recombinasa pPit-Cre y
pCMV-Cre respectivamente. En los carriles 2 y 4 se co-transfecté con los plasmidos pPit-Cre/ pLoxA y
pCMV-Cre/ pLoxA respectivamente. En el carril 3 se transfect6 el plasmido pLoxA. En los carriles 2, 3 y
4 la flecha indica la amplificacién de 1.9 kb del plasmido pLoxA sin recombinar. En el carril 2 y 4 la
flecha inferior sefiala la banda de 300 pb que corresponde al plasmido pLoxA recombinado. El carril 6 es
un control negativo sin transfectar.

47



Discusién de resultados

Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas y su analisis funcional in vitra

CAPITULO 1V

DISCUSION

En la regidn ventral mesencefalica s¢ expresan diversos genes involucrados en la
diferenciacion y mantenimiento de neuronas dopaminérgicas. Uno de ellos, el gen
Nurrl, es un factor de transcripcién importante en la supervivencia de neuronas
dopaminérgicas. La inactivacion del gen Nurrl en ratones, provocd muerte neuronal y
falta de expresion de genes necesarios para que las células adquieran un fenotipo
dopaminérgico. En los ratones knockout Nurrl, solo la regidn ventral del mesencéfalo
resulté afectada, mientras que otras regiones donde también se elimind la expresién del
gen Nurrl, no se observaron alteraciones. La especificiddad mostrada sugiere que la
expresion del gen Nurrl es importante inicamente en la regién afectada, sin embargo no
s¢ puede descartar que la inactivacion del gen en otras regiones, pudiera inducir de

forma indirecta la muerte neuronal en el mesencéfalo.

Para poder determinar el efecto de la inactivacion del gen Nurrl especificamente
en el mesencéfalo, es necesario desarrollar un modelo animal donde solamente se
elimine la expresion del gen Nurrl en neuronas dopaminérgicas de la region ventral
mesencefalica. El tipo de modelo animal donde se puede eliminar la expresion de un gen

en una regidn especifica y en un momento determinado, se le conoce como condicional.
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En ellos, el gen blanco es flanqueado por secuencias de ADN llamadas LoxP. La enzima
que se encarga de reconocer y recombinar esas secuencias eliminando el gen blanco

situado entre los LoxP, se conoce como Cre recombinasa.

Para obtener un modelo animal de inactivacion condicional del gen Nurrl en el
mesencéfalo, es necesario desarrollar dos ratones transgénicos, uno de ellos que porte la
secuencia del gen Nurrl flanqueada por los sitios LoxP y otro raton transgénico que
exprese la enzima Cre recombinasa especificamente en el mesencéfalo., Una vez
obtenidos los ratones transgénicos, en la progenie producto de la cruza de los
transgénicos, ocurrird la eliminacién del gen Nurrl en el sitio donde se exprese la
enzima Cre recombinasa. Por ¢llo, es importante utilizar la regién promotora de un gen
que se exprese en el sitio donde se desea ocurra la recombinacién de las secuencias
LoxP y por lo tanto la eliminacién del gen Nurrl. Actualmente el 1finico gen que se
expresa de forma especifica en las neuronas dopaminérgicas mesencefélicas y en

ninguna otra regién del sistema nervioso central, es el gen Pitx3.

Pix3 es un factor de transcripcibn que se expresa en las neuronas
dopaminérgicas de la region ventral del mesencéfalo y en el cristalino del raton. El gen
mide 12.6 kb, esta formado por 4 exones, 3 intrones y la region promotora ain no ha
sido totalmente delimitada. Una delecion de 654 pb a -2.5 kb del punto de inicio de la
transcripcién y la pérdida del primer exén del gen Pitx3 en ratones provoca alteraciones

caracterizadas por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la region ventral del
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mesencéfalo, 1a ausencia del cristalino y parpados cerrados. El fenotipo de esos ratones

recibi¢ ¢l nombre de “aphakia™.

Aunque las alteraciones mostradas tanto en los ratones aphakia como en el
knockout Nurrl son similares en cuanto a la pérdida de neuronas dopaminérgicas, no se
sabe si ambos genes estin involucrados en una misma cascada regulatoria. Se sabe que
se expresan en ¢l mesencéfalo de embriones de raton a diferentes tiempos. Nurrl
comienza a expresarse a los 10.5 dias, mientras que la expresion del gen Pitx3 inicia a
los 11 dias en la misma regién cerebral. En hibridaciones in situ realizadas en cortes de
cerebro de ratones knockout Nurrl, se detectd la expresion del gen Pitx3, sugiriendo que
en knockout Nurrl, la expresion del gen Pitx3 es independiente del gen Nurrl. Por otro

lado, las neuronas en el cerebro de los knockout Nurrl, estan presentes pero no se

diferencian a] fenotipo dopaminérgico.

Publicaciones recientes han demostrado que ambos genes tienen la capacidad de
transcribir al gen de la tirosina hidroxilasa (TH) . La enzima TH interviene en la
sintesis del neurotransmisor dopamina, al hidroxilar el aminoacido tirosina

convirtiéndolo en el precursor de la dopamina, la L-Dopa.

Recientemente, se ha propuesto que en la sustancia negra de la regién ventral
mesencefalica, existen dos poblaciones de neuronas dopaminérgicas donde los genes
Pitx3 y Nurrl regulan al gen TH de forma independiente en cada poblacién celular *,

Aunque algunos resultados aparentemente demostraban lo anterior, poco después se
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comprobé que se trataba de una sola linea celular. Sin embargo aun no se ha
determinado de que forma interactian ambos genes. Sugiriendo con ello, que si se
elimina de forma especifica la expresion del gen Nurrl en el mesencéfalo, los ratones
condicionales que se obtengan podrian sobrevivir ya que probablemente el gen Pitx3
pueda suplir la funcién del gen Nurrl al transcribir al gen de la TH continuando con ello

la diferenciacién de las neuronas al fenotipo dopaminérgico.

Aunque la region promotora del gen Pitx3 aun no ha sido totalmente delimitada,
se conoce el punto de inicio de la transcripcién y algunas secuencias que identifican la
region 5 del gen Pitx3 como region promotora. También, se ha establecido que a 4.2 kb
del sitio de inicio de la transcripcién inicia la region promotora del gen Gbfl cuya

orientacion es contraria a la del gen Pitx3.

En el 2002, se desarrollé un ratén knockout, en el que la secuencia codificante
del gen Pitx3 fue sustituida por el gen de la proteina verde fluorescente, mediante
recombinacién homéloga®®. En ese ratén no se modificé la regién promotora del gen
Pitx3 endogeno. Por lo que hasta el momento no se ha establecido a que distancia del
punto de inicio de la transcripcion se localiza la region promotora del gen Pitx3, ni se ha

utilizado para dirigir la expresion de alglin gen blanco en ensayos in vitro.

En este trabajo, se amplificaron 4.3 kb de la regién 5" del gen Pitx3, 4.1 kb
corresponden a la posible regién promotora del gen Pitx3 y 145 pb corresponden al

primer exon del gen. La region 5" amplificada del gen Pitx3 se utilizd para dirigir la
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expresion del gen de la enzima Cre recombinasa in vitro. Nuestros resultados mostraron
que los 4.1 kb amplificados son suficientes para actuar como promotor y transcribir el

gen de la enzima Cre recombinasa.

Mediante RT-PCR encontramos que la regiéon promotora del gen Pitx3 es
funcional en la linea celular SH-SY5Y. Esta linea celular derivada de neuroblastoma,
posee caracteristicas propias de neuronas dopaminérgicas derivadas de la regi6n ventral
del mesencéfalo, entre ellas, producir dopamina, expresar el gen de la TH y al gen

Nurrl. Aunque la regiéon promotora del gen Pitx3 proviene del genoma del ratén, fue

funcional en la linea celular SH-SYSY de origen humano.

En transfecciones realizadas con el plasmido pPit-Cre, €l cual porta el gen de la
enzima Cre recombinasa bajo la regulacion de la regién promotora del gen Pitx3,
pudimos detectar los transcritos del gen de la enzima Cre recombinasa en la linea celular
SH-SYS5Y no asi en la linea celular MCF-7 cuyo origen proviene de células de cancer de
mama. Demostrando con ello que la actividad promotora de los 4.1 kb amplificados del

gen Pitx3 muestra especificidad en células con caracteristicas neuronales.

Cuando se realizo la deteccion de la proteina Cre recombinasa mediante la
técnica de Western blot, pudimos observar que la cantidad de proteina Cre recombinasa,
fue mucho menor en células transfectadas con el plasmido pPit-Cre, a diferencia del
plasmido pCMV-Cre el cual posee el promotor de citomegalovirus. Esto era esperado ya

que el promotor de citomegalovirus es constitutivo, mientras que el promotor del gen
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Pitx3 es reconocido por la maquinaria transcripcional, en respuesta a la necesidad de las
células SH-SYS5Y para transcribir el gen Pitx3 enddgeno. Sin olvidar que la linea celular
utilizada era de origen humano, mientras que el promotor se amplificé a partir del
genoma del ratén, por lo que la diferencia entre especies pudo afectar los niveles de

expresion de la enzima Cre recombinasa.

Como el objetivo de este trabajo, era obtener un cassette de expresion de la
enzima Cre recombinasa bajo la regulacién de la region promotora del gen Pitx3 y
probar su eficiencia in vifro, se determiné si la enzima Cre recombinasa regulada por la
region promotora del gen Pitx3 era funcional. Para ello, se realizaron varias co-
transfecciones con los vectores pPit-Cre, pCMV-Cre y el plasmido pLoxA. Este ultimo
contiene el gen de resistencia a neomicina (Neo), flanqueado por secuencias LoxP. Los
resultados demostraron la eficiencia de la enzima Cre recombinasa para recombinar las
secuencias LoxP. En este ensayo, pudimos observar nuevamente que la actividad de
recombinacion fue menor en las transfecciones realizadas con el plasmido pPit-Cre a
diferencia del plasmido pCMV-Cre. Sin embargo este resultado es favorable, ya que
existen algunos reportes donde se ha visto que cuando la enzima Cre recombinasa es
regulada por un promotor fuerte, aparecen alteraciones en las células donde se expresa la
enzima Cre recombinasa, tales como re-arreglos cromosémicos y recombinacién al azar

del genoma k60,

Probablemente esto se deba a que bajo la regulacién de un promotor fuerte la

cantidad de enzima producida sea mayor que la cantidad de enzima que se degrada.
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Hasta la fecha no existe ningin reporte donde se indique el tiempo de vida de la enzima

ni la via de degradacién.

Por otro lado, la enzima Cre recombinasa es una topoisomerasa tipo III, estas
enzimas realizan cortes en cadenas sencillas de ADN, permitiendo que la hélice de la
doble hebra de ADN se mantenga relajada, por lo que tal vez la acumulacion de la Cre
recombinasa pueda provocar que la enzima corte sin sentido el DNA genémico algo

semejante a la actividad estrella que muestran las enzimas de restriccion.,

Por ultimo, es importante mencionar el potencial que tiene el vector
recombinante obtenido en el presente trabajo. Este vector permitird desarrollar una linea
de ratones transgénicos que exprese la enzima Cre recombinasa exclusivamente en las

neuronas dopaminérgicas mesencefélicas.

La linea de transgénicos que se obtenga, podré ser cruzada con una linea de
ratones que porte en su genoma el gen Nurrl flanqueado por secuencias LoxP. En la
progenie, la enzima Cre-recombinasa reconocerd los sitios LoxP y los recombinaré,
eliminando el gen Nurrl flanqueado por los sitios LoxP especificamente en el
mesencéfalo. Obteniendo con ello un modelo de inactivacion condicional para ¢l factor
de transcripcion Nurrl, gen esencial para la diferenciacion y mantenimiento de las

neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y CONTRIBUCIONES

5.1 CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue, clonar un promotor especifico de neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas y determinar su analisis funcional in vifro. De acuerdo

con los resultados obtenidos podemos decir que:

(1) Se cloné 4.3 kb de la regién 5” del gen Pitx3 y se demostré su funcionalidad
COmMOo promotor.

(2) Este promotor mostrd especificidad de expresion en células neuronales.

(3) Se obtuvo un cassette de expresion de la enzima Cre recombinasa bajo la
regulacién del promotor del gen Pitx3.

(4) La enzima Cre recombinasa regulada por la region 5° del gen Pitx3 fue

funcional.
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5.2 CONTRIBUCIONES

Obtencidn por primera vez de una secuencia que puede ser utilizada como promotor para
dirigir la expresion de genes en las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas. La
construccion obtenida en este trabajo, podrd utilizarse para desarrollar un raton
transgénico que exprese la enzima Cre recombinasa en las neuronas dopaminérgicas
mesencefélicas desde los 11 dias del desarrollo embrionario hasta etapa adulta. Este

ratén transgénico se podrd utilizar en modelos knockout de inactivacion condicional en

la region dopaminérgica mesencefalica.
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