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RESUMEN

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

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

Nimero 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 transcripcién Nurrl es importante para la
diferenciacion y mantenimiento de neurcnas dopaminérgicas mesencefdlicas. Esto quedd
demostrado, al ser inactivado mediante recombinacién homéloga en un animal murino. Los
ratones kcnockout recién nacidos mueren durante el primer dia de vida y ain se desconoce cual
de las regiones donde se eliminé la expresion del gen Nurrl es la responsable del fenotipo
obtenido. Para la obtencion de un Knockout condicional del gen Nurrl en neurcnas
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 e¢n el mesencéfalo. En la progenie obtenida de la cruza de ambos
ratones, ocurrira ia recombinacion de las secuencias LoxP y por lo tanto la eliminacion del gen
Nurrl situado entre ellas. Para dirigir la expresion 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 mesencefalicas y en ninguna otra regién del
Sistema Nervioso. La regién promotora del gen Pitx3, atn no ha sido delimitada, ni se ha
utilizado para dirigir la expresion de algin gen en ensayos in vitro. Los objetivos del presente
trabajo fueron: 1) Obtener un vector para la expresién de la Cre recombinasa bajo la regulacién
de la posible region promotora del gen pitx3. 2) Demostrar la funcionalidad como promotor de
la region 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 expresion para la enzima Cre
recombinasa bajo la regulacién de la region 5° del gen Pitx3 murino. Con {a construccién
obtenida, pudimos comprobar que la secuencia de 4.1 kb de la region 5° utilizada, ticne 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 pldsmido
pLoxA mediante estudios in vifro. Estos resultado demuestran que la construccién obtenida
podré ser utilizada para desarrollar una linea de ratones transgénicos que expresen la enzima Cre
recombinasa especificamente en el mesencéfalo.

Ak

Dra. Odila Saucedo Cardenas
Asesor
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Clonacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su anslisis funcional in vitre

CAPITULO1I

INTRODUCCION

El cuerpo humano es uno de los organismos mas complejos en cuanto a
organizacion 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 células
mueren, son renovadas manteniendo asi la homeostasis del tejido al que pertenecen. Sin
embargo €xiste 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 comtin, 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 numero de individuos con enfermedades de tipo degenerativas, siendo
el tejido nervioso uno de los méas susceptibles a daflarse conforme avanza la edad del
individuo. El sistema nervioso tiene como funcion 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 region, las neuronas dopaminérgicas estin
agrupadas en dos nucleos 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 funcion de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, se
relaciona con el 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 mmdividueo.
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L.1.1 Genes involuerados en la diferenciacién 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 estdn involucrados en la diferenciacién de neuronas
dopaminérgicas'>. Entre cllos se encuentra el 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 regién 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

rat6n y se mantiene hasta la etapa adulta’.

Otro gen involucrado en la diferenciacién de neuronas dopaminérgicas es €l gen
Nurrl, un factor de transcripcion que se expresa a los 10.5 dias del desarrollo
embrionario de ratén® ° y cuya funcién aun no es completamente entendida. Se
considera que la expresion 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 Nurrl se expresa en varias regiones del sistema
nervioso central, unicamente la regiéon 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 consideré 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 ¢n 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'> '*. 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 deleciodn, 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 90s se determiné que podia funcionar en células eucariotas en
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+ 1 . . . . . .

cultivo'®, El sistema tiene la ventaja de no requerir cofactores o secuencias adicionales

para que ocurra la recombinacion. Los tinicos 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 bacteriéfago 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

ultimo contiene tres residuos cataliticos conservados, la arginina, histidina, argininazo' 2

1.3.2 Funcién de Cre recombinasa en el bacteriéfago P1

Los bacteri6éfagos para su reproduccion requieren de células hospederas. Cuando
el bacteriofago P1, infecta una célula, integra su material genético en el 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 (region situada entre los
dos secuencias LoxP), de esa manera mantiene una copia del fago durante la etapa

lisogénica asegurando con esto Ja 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 palindromicas (repeticiones

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

Figura 1. Secuencia nucleotidica de un sitio loxP

LoxP

34 pb

8 pb
5-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 palindromicas 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 recombinacion 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 ¢l 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 complementana 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" -TATTGE GC‘ATATCGTATAC?GATATC—?C'TI‘CAA TAT-5'

El mecanismo por ¢l cual la enzima rompe el ADN entre las bases nucleotidicas,
es el siguiente: el aminoacido 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 recombinacién 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%,
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Figura 3. Mecanismo de recombinacién de secuencias LoxP

De esta manera se elimina cualquier secuencia de ADN situada entre ambos
sitios. Cuando las secuencias LoxP estan en la misma direccion, 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 vifro como en

sistemas i 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 ejemplo, ¢l 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 el transgén condicional en todo el 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 alteracion en el animal, pero también se pueden insertar en los extremos del gen
e inducir la eliminacién 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
delecion, inversién 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
¢liminar 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 region 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 Expresién de la enzima Cre recombinasa en neuronas dopaminérgicas

mesencéfalicas

Para poder dirigir la expresidén de la enzima Cre recombinasa especificamente en
neuronas dopaminérgicas mesencefélicas, 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” 7%, 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 regién ventral mesencefélica
a nivel del sistema nervioso central. Por lo que, la region promotora del gen Pitx3 puede
utilizarse para dirigir la expresién de la enzima Cre recombinasa de manera especifica en

las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo del ratén.

1.4 Pitx3

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

homeobox)*. 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 localizd en el
sistema dopaminérgico, especificamente en la regién ventral del mesencéfalo y

posteriormente se descubrid que también se expresa en el cristalino.

1.4.1 Organizacion estructural del gen Pitx3

El gen Pitx3 mide 12.6 kb y estd 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 homecodominio es interrumpido por un intrén en la posicién
46. E] codén de inicio de la traduccién 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 posicién -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
formacion de la regidn 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 region promotora del gen Gbfl,
situado a 4.2 kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen Pitx3. Ambos genes
posiblemente tienen en comun parte de sus secuencias promotoras. En la regién 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*2.

11
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1.4.2 Delecion en la region 5° del gen Pitx3

El locus del gen Pitx3 se encontrd en el cromosoma 19 del ratén, cerca de una
region previamente identificada, cuya mutacion provoca alteraciones morfoldgicas en
ratones. El fenotipo de esos ratones conocidos como “aphakia” se caracteriza por
alteraciones oculares durante el desarrollo embrionario. Posterior al nacimiento los
ratones presentan ojos pequefios con ausencia del cristalino y parpados unidos®!. En ese
momento aun no se habia determinado que gen o genes producian tales alteraciones, por
lo que al identificar el 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 alteracidén. 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°2. En los
ratones pudieron observar que las alteraciones no estaban restringidas al ojo sino que
también habia una disminucion considerable del nimero de neuronas dopaminérgicas en
la sustancia negra del mesencéfalo®®, Mostrando con ello que el gen Pitx3 y su regién
5" UTR son esenciales en el desarrollo de neuronas dopaminérgicas a nivel

mesencefalico.

Por lo tanto la regidon 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



Introduccidén

Clenacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefilicas y su analisis funcional in vitro
de expresion de la enzima Cre recombinasa bajo la regulacion de la regién promotora
del gen Pitx3. Con la construccién obtenida, se realizaron ensayos in vitro para
determinar la actividad promotora de la region 5° del gen Pitx3 y la actividad de la
enzima Cre recombinasa. Posteriormente la construccién sera utilizada para desarrollar
un ratén transgénico que exprese la enzima Cre recombinasa en las neuronas
dopaminérgicas mesencefilicas. 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 region ventral del mesencéfalo, sin alterar la expresién 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 expresion 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 inactivacion 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 mesencefélica,

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 mesencefélica fue afectada, es de gran interés
obtener un modelo animal condicional donde unicamente se elimine la expresion del gen
Nurrl en la region afectada. Sin embargo para obtenerlo, es indispensable desarrollar
dos ratones transgenicos: 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 mesencefélicas,

Por ¢llo este trabajo consintio 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

Clonacion de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y su

analisis funcional in vifro.

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

3. 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 §°
del gen Pitx3

Clonacién
de Ia regién 5’
del gen Pitx3
53 Transfeccion
§ v ] ' 1
SH-SY5Y
RT-PCR Western blot Recombinacion
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 regidén 5™ del gen Pitx3 a
partir de ADN genémico de ratéon. b) Transfeccion de la linea celular SH-SY5Y con la construccién
obtenida. ¢) Deteccidn de 1a 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 comprd a la casa comercial

Ambion.

La transfeccion se realizd 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 ratéon 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.
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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 obtencion de ADN genémico 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-SYS5Y utilizadas en este trabajo, fueron proporcionados por el 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 realizacion de este trabajo se utilizaron: placa de calentamiento con
agitador magnético TROEMNER, homo de temperatura con rango de 30 a 100°C,
potenciémetro Thermo Orion 410A, balanza analitica AND GR120, 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 cimara para electroforesis
horizontal, juego de pipetas calibradas Gilson de 20, 200 y 1000 pL, balanza analitica
OHAUS, barios de agua con control de temperatura, incubadora con agitacién mecanica

marca New Brunsweck Scientific.

El equipo utilizado para el anilisis 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 Construecion de un vector de expresién de la enzima Cre recombinasa

2.3.1.1 Subclonacidn del gen de la enzima Cre recombinasa.

2.3.1.1.1 Digestion con enzimas de restriccion.

Las digestiones se realizaron bajo condiciones dptimas 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 pg del vector pBSKS,
ambos fueron digeridos con las enzimas HindIIl 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 incubacién 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 purificacién 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
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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 centrifugd 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 afiadieron a la columna 50 pL de buffer de elusién PE.

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

en un gel de agarosa al .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 incubé a 15°C durante toda la

noche,

2.3.1.1.4 Transformacion

La transformacion se realizd 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 pl. de medio de cultivo LB sin antibidtico y se incubaron a 37°C en agitacion
mecénica 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 obtencion del ADN plasmidico.

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

Las clonas recombinantes obtenidas de las ligaciones fueron procesadas para la

obtencion de ADN plasmidico utilizando el método de lisis alcalina.

Se inocul6 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 deseché el sobrenadante y la pastilla se incub6 a —20°C por 5 minutos. Se
afiadieron 100 pL de solucidn de lisis I (glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM, pH 8, EDTA
10 mM, pH 8), se resuspendid la pastilla por inversion y se incub6 en hielo durante 5
minutos. Posteriormente se adicionaron 200 pL de solucién de lisis II (0.2 mL de NaOH
10N, 1.0 mL de SDS 10% y 8.8 mL de agua), nuevamente se incubd 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 transfirid a un tubo eppendorff de 2 mL, se afiadieron 450 pL de
isopropanol, se mezclo ¢ incubé a —20°C durante 15 minutos. Posteriormente se

centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos, se desechd el sobrenadante, se agregaron 500
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pL de etanol al 70% y se centrifugd a 14,000 r.p.m. por 10 minutos. Se decantd ¢l
sobrenadante, se dejé secar la pastilla y se resuspendié en 50 pl. de TE I[X.

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 construccidn 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 Apal por cada pg de ADN plasmidico.

Las condiciones de reaccién y tiempos de incubacion 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
lincarizado y 1 unidad del fragmento Klenow, 2.5 uL de dNTP’s, 2 puL de Buffer de
reaccién 10X y agua en un volumen final de 20 pL. La reaccidn se llevé acabo a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente se detuvo la reaccidén 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
genomico de la cepa de ratones 129Sv. La extraccion de ADN gendmico 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 pul de buffer de lisis conteniendo proteinasa K a 200 ng/mL. Se¢ incubd
durante toda la noche a 55°C en bafio maria. Al dia siguiente se afiadieron 350 pl de
fenol y 350 pl de sevage y se agité 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 adiciond 1/10 de acetato de sodio y 2.5 volumenes de etanol
absoluto y se agité suavemente por inversioén. 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 determiné mediante la

medicién de la densidad 6ptica (O.D.) a 260 nm y 280 nm.
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23.1.2.2PCR

Para la amplificacion de la regién 5° del gen Pitx3, se utiliz6 el ADN genémico

previamente extraido. La amplificacién se realizé 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/pL
Iniciador Pitr 3’ (CAGCCCTCACAAGTGCGAACAC) 4 ng/ul
ADN polimerasa rTth 0.05 U/uL
ADN 1 pg/pL 10 ng/pL
H>0 mQ estéril 8.5 uL
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Tabla2. Programa utilizado en la amplificacién de la regién 5 del gen Pitx3.

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

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

2. Desnaturalizacion inicial 92°C por 2 minutos

3. 35 ciclos:
Desnaturalizacion 92°C por 30 segundos
Alineamiento 60°C por 30 segundos
Elongacion 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 Clonacion de la region 5° del gen Pitx3.

El producto de PCR previamente obtenido se clond 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 ligacién se incubéd a 15°C durante toda la
noche. Posteriormente la ligacion 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-preparacién)

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
inocul6 en 25 ml de caldo LB con 25 pL. de ampicilina y se incubé 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 (S0ug/mL) en las condiciones ya descritas. El

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

y ¢l botén de bacterias se resuspendi6 en 10 mL de solucién de lisis 1.

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 mezclo por inversién y se incubd a TA
durante 5 minutos. Posteriormente se agregaron 10 mL de solucidn de lisis III (acetato
de Sodio 3M) y se incubd en hielo por 20 minutos. Nuevamente se centrifugé a 4°C por
30 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo Falcon de 50 mL y se cenirifug6 a
13,000 rpm a 4°C durante 15 minutos. Al mismo tiempo, se equilibré una columna de
intercambid i6nico con 10 mL de buffer QBT. Enseguida se filtré el sobrenadante y se
lavd 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 centrifugacion a 13,000 rpm a 4°C por 30 minutos. El sobrenadante se
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