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deseché y la pastilla de ADN se lavo con 15 mL de etanol al 70%. Nuevamente se
centrifugé a 13,000 rpm por 15 minutos, se decantd el sobrenadante, se dejo secar la

pastilla de ADN y posteriormente se resuspendié en 500 ul. de TE 1X.

2.3.2 Anilisis 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 flyjo
laminar. En cada ensayo se utilizaron cajas de cultivo con un 80% de confluencia de
lineas celulares, SH-SYS 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 uL de lipofectamina 2000 con 230 pL
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 incubd a temperatura ambiente por 20
minutos. Por otro lado, a las lineas celulares cultivadas en cajas de 25cm, s¢ 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 antibidticos 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 himedo. A las 3 horas se retird el medio de cultivo y se afiadié medio DMEM
entiquecido con SFB 10% y ampicilina-estreptomicina al 1X. Los cultivos

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

y CO2.

2.3.2.2.1 Obtencién 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 incubd 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 falcén de

15 mL. El cuitivo se centrifugé a 3000 rpm a 4°C durante 3 minutos. Se deseché el
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sobrenadante y el botén 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 boton celular se resuspendié en 600 uL de buffer de lisis adicionando 6 pL de
B-mercaptoetanol, agitandose en vortex a maxima velocidad durante 2 minutos.
Posteriormente al lisado celular se le adicioné 1 ml de etanol al 70% y se mezcl6
suavemente con pipeta. El lisado se pasé a través de una columna QIAmp y se
centrifugdé 1 minuto a 10,000 rpm Se recuperd el eluido y se filtré a través de una
segunda columna, esta vez se eliminé el eluido. La columna se lavé con 700 pL de
buffer de lisis y el ARN se recuper6 afiadiendo 50 pL de agua libre de RNAsas. El ARN

se visualizé en un gel de agarosa al 0.8 %.
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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 2.5noM
DTT 5 mM
RNase Inhibitor 5U
Oligode T 4 ng/pL
ARN lpg
Buffer RT-PCR 5x 1X
AMV transcriptasa reversa 1U
Agua libre de RNAsas 12.5 uL

La reaccion se incubd 30 minutos a 37°C y se almaceno 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 ADNc de las

células transfectadas

Los genes que se amplificaron del ADNc obtenido anteriormente fueron: el gen
de la enzima Cre recombinasa, Pitx3 y B-actina. E1 PCR se realiz6 de la forma
previamente descrita, pero utilizando ADNc en lugar de ADN genémico. Los iniciadores

utilizados se describen a continuacion.

Iniciador Cre recombinasa 5°: gcgttcgaacgcactgattte
Iniciador Cre recombinasa 3": ccatcttccagcaggcgeac
Iniciador Pitx3 5°: cacagecaccacccggagtc
Iniciador Pitx3 3°: ctcatgtcagggtagcgattc

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

1. Desnaturalizacion inicial 92°C por 2 minutos
2. 35 ciclos:
Desnaturalizacién 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 Obtencion de proteinas de las lineas celulares transfectadas.

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

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

proteasas) y agitacion 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 utilizé 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-HCl 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-HCI 0.5 mM pH 6.8
SDS 10%

Agua destilada
Persulfato de amonio 10%

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

concentrador y a 100 volts en el gel separador.

2.3.2.4.2 Western blot,

Con las proteinas obtenidas a partir de las células transfectadas, se realizd un
western blot para la deteccidon 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 el gel a una camara 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 realiz6 en el equipo Trans-blot SD a 100 mA durante 1
hora. Posteriormente la membrana se bloqueé con TBS-tween 20 y leche al 5%, durante
1 hora en agitaciéon 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 incub6 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 B-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 lavé la membrana tres veces en buffer TBS-tween 20. EL

anticuerpo secundario anti-Fc de raton se afiadié a la membrana a una concentracién de
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1:3000 en TBS-tween 20 y leche al 2.5%. Se incubd por dos horas en agitacion suave, a
4°C. Nuevamente se lavd la membrana 3 veces en TBS-tween 20. Finalmente se revel6
la membrana con ¢l 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 fijacion 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 vitro

2.3.3.1 Obtenciéon de ADN plasmidico de las lineas celulares transfectadas.

Para la obtenciéon del ADN plasmidico, las células transfectadas fueron
desprendidas de las cajas de cultivo con tripsina-EDTA de la forma antes mencionada.
El botén celular obtenido se resuspendié 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 incubé 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 agitd en vortex por 1 minuto. Se recuperé el

sobrenadante conteniendo el ADN y se adicioné 0.5 volimenes de NaCl 5M y dos
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voliimenes de etanol absoluto. Se agitdé suavemente por inversion. E1 ADN gendémico se
transfirié a otro tubo y el resto de sobrenadante se centrifugé a 14 000 rpm durante 15
minutos. Se elimind 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 reaccién antes mencionadas. El programa utilizado

fue el siguiente:

1. Desnaturalizacién inicial 92°C por 2 minutos

2. 35 ciclos:
Desnaturalizacién 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 Subclonacion 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 (hCMYV). El vector pBS185 (pCMV-Cre) fue digerido con las
enzimas de restriccion X#ol y Hindlll. El fragmento obtenido de 2.7 kb, se subclon6 en
el vector pBSKS previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. La figura

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

2.7 kb

Figura 5. Digestién enzimdtica de los vectores pCMV-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 comresponde 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%.
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El nuevo plasmido recombinante obtenido (pBS-Cre) se caracterizé con
diferentes enzimas de restriccién 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.

6 kb —»

4 kb —p
3kb—»

2kb —
1.5 kb —p

1kb — 0

Figura 6. Caracterizacién enzimdtica del pldsmido 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 HindlIl que
liberan un fragmento de 2.7 kb correspendiente 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 digestién 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 pldsmido 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 Amplificacion y clonacion 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 laregion 5° y 146 pb corresponde al primer intrén. Los 4.3 kb

se clonaron en el pldsmido 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 namero 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 sitda el producto de PCR. En B se muestra la digestion 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 caracterizé con diferentes
enzimas de restriccion (figura 8). El patrén de restriccioén, evidencié la direccién del

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

vector inicial.

Figura 8. Caracterizacién enzimidtica del pldsmido recombinante pPit-Cre. En el carril 1, s¢ 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 realizé 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 EcoRl, sin embargo por la
escasa diferencia en tamafio no se resolvieron completamente. El carril 4 corresponde a la digestion con la
enzima BamH], 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 Expresién especifica del gen pitx3 en la linea celular SH-SYSY

Para poder determinar la actividad promotora de la regién 5° del gen Pitx3, se
realizaron ensayos in vitro en la linea celular SH-SYS5Y (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 ex6n 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 céancer de mama MCF-7. El resultado de la amplificacién del gen Pitx3

se muestra en la figura 9.

A B
SH MCF-7
28s
300 pb 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 amplificacién por RT-PCR del gen -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
regién promotora del gen Pitx3 enddgeno. Se realizaron ensayos in vifro 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 realizé 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 construccion 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-
SY5Y mientras que en la linea celular MCF-7 resultd negativo. Demostrando con ello
que el promotor es especifico de c€lulas con caracteristicas de neuronas dopaminérgicas
mesencefilicas. 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 5 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 andlisis
de RT-PCR. En los carriles 2, 3, 6, y 7 se utilizd la linea celular SH. En los carriles 4 y 5 se utilizé la linea
MCF-7. En el carril 2, 4 y 6 se transfectd con el plasmido pPit-Cre. Los carriles 3 y 5 son el resultado de la
transfeccion con el plasmido pCMV-Cre. El carril 7, corresponde a células sin transfectar. En el carril |, 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 utilizd 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-SYSY transfectadas con el vector pPit-
Cre, mientras que en las células MCF-7 no se detecté la proteina. Estos datos
coincidteron con los obtenidos mediante la técnica de RT-PCR. En el caso de las
transfecciones realizadas con el pldsmido pCMV-Cre, se detect6 la proteina en ambas

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

41.7 KD
2 p-actina

38 KDa Cre recombinasa

Figura 11, Identificacién de la proteina Cre recombinasa mediante analisis de Western Blot. En los
carriles superiores se muestra como control de carga, la deteccion de la proteina B-actina de 41.7 KDa.
Los carriles infertores corresponden a la deteccién por la técnica de Western Blot de la proteina Cre
recombinasa de 38 KDa. Los carriles 1, 2 y § 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 transfectd con el plasmido pPit-Cre. Los
carriles 2 y 4 son el resultado de la transfeccion con el plasmido pCMV-Cre.
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3.6 Determinacion de la actividad de la enzima Cre recombinasa in vitro

Una vez comprobada la actividad promotora de la secuencia 5 del gen
Pitx3 previamente clonada en el vector pPit-Cre. Se determindé 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-SY5Y con los vectores que portan el gen de la enzima Cre-recombinasa:

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

3.6.1. Confirmacién de la presencia de los vectores que portan el gen de la

Cre-recombinasa (pPit-Cre y pCMV-Cre) en la linea celular SH-SY5SY.

Para confirmar la presencia de los vectores que portan el gen de la enzima Cre
recombinasa se aisld el ADN plasmidico de las células SH-SY5Y 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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Cre recombinasa

600 pb

Figura 12. Amplificacion 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 transfect6 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
transfectd con el plasmido pLoxA. En ¢l carril 4 se co-transfecté con los vectores pPCMV-Cre y pLoxA.
En el carril 5 se transfecto con el vector pPCMV-Cre. El carril 6 es un control negativo sin transfectar. En
los carriles 1, 2, 4 v 5 se muestra la amplificacion 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 negative. 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 pldsmido pLoxA por la enzima

Cre recombinasa dirigida por la region 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 iltimo,
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
amplificacién 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 pldsmido no recombinado y uno de 300 pb
que provenia del plismido 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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Figura 13 B. Actividad de la enzima Cre-recombinasa in vifro. En el carril 1 y 4 se transfectaron
células de la linea SH-SY5Y 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 ]a flecha indica la amplificacién de 1.9 kb del plismido 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.
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CAPITULO 1V

DISCUSION

En la region ventral mesencefalica se 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. LLa inactivacidon del gen Nurrl en ratones, provocé muerte neuronal y
falta de expresion de genes necesarios para que las células adquieran un fenotipo
dopaminérgico. En los ratones knockout Nurrl, solo la region ventral del mesencéfalo
resultd afectada, mientras que otras regiones donde también se elimind la expresién del
gen Nurrl, no se observaron alteraciones. La especificidad mostrada sugiere que la
expresion del gen Nurrl es importante inicamente en la region afectada, sin embargo no

se puede descartar que la inactivacidon 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 region 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 €l
mesencéfalo, es necesario desarrollar dos ratones transgénicos, uno de ellos que porte la
secuencia del gen Nurrl flanqueada por los sitios LoxP y otro ratdén 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 eliminacidén 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 eliminacion del gen Nwrrl. Actualmente el 1inico gen que se
expresa de forma especifica en las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y en

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

Pitx3 es un factor de transcripcidon que se expresa en las neuronas
dopaminérgicas de la region ventral del mesencéfalo y en el cristalino del ratén. El gen
mide 12.6 kb, esta formado por 4 exones, 3 intrones y la regién promotora ain no ha
sido totalmente delimitada. Una delecion de 654 pb a -2.5 kb del punto de inicio de la
transcripcion 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

49



Discusidén de resultados

Clenacién de un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y su anilisis funcional in vitre
mesencéfalo, la ausencia del cristalino y parpados cerrados. El fenotipo de esos ratones

recibié el 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 estan involucrados en una misma cascada regulatoria. Se sabe que
se expresan en el 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 detect6 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, estdn 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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comprobd que se trataba de una sola linea celular. Sin embargo aiun 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 diferenciacion de las neuronas al fenotipo dopaminérgico.

Aunque la region promotora del gen Pitx3 atin 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 regién promotora. También, se ha establecido que a 4.2 kb
del sitio de inicio de la transcripcion inicia la regién promotora del gen Gbfl cuya

orientacion es contraria a la del gen Pitx3.

En el 2002, se desarrolld un ratéon knockout, en el que la secuencia codificante
del gen Pitx3 fue sustituida por el gen de la proteina verde fluorescente, mediante
recombinaciéon homologa*. En ese ratén no se modifico la regiéon 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 algiin 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 region promotora del gen Pitx3 y 145 pb corresponden al

primer ex6n 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 ir 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 regién 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 regién ventral
del mesencéfalo, entre ellas, producir dopamina, expresar ¢l gen de la TH y al gen

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

funcional en la linea celular SH-SY5Y de origen humano.

En transfecciones realizadas con el plasmido pPit-Cre, €l cual porta ¢l 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 linca 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 realizd 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 determino 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 plidsmido pLoxA. Este tltimo
contiene ¢l 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
recombinacién 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 recombinacion al azar

del genoma 58-60.

Probablemente esto se deba a que bajo la regulaciéon 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 degradacion.

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 €l DNA gendmico algo

semejante a la actividad estrella que muestran las enzimas de restriccidn.

Por iltimo, es importante mencionar el potencial que tiene el vector
recombinante obtenido en el presente trabajo. Este vector permitira 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, podrd 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 recombinara,
eliminando el gen Nurrl flanqueado por los sitios LoxP especificamente en el
mesencéfalo. Obteniendo con ello un modelo de inactivacion condicional para el 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 vitro. De acuerdo

con los resultados obtenidos podemos decir que:

(1) Se cloné 4.3 kb de la regién 5° del gen Pitx3 y se demostrd su funcionalidad
COmo promotor.

(2) Este promotor mostro especificidad de expresién en células neuronales.

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

(4) La enzima Cre recombinasa regulada por la regién 5" del gen Pitx3 fue

funcional.
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5.2 CONTRIBUCIONES

Obtencidén por primera vez de una secuencia que puede ser utilizada como promotor para
dirigir la expresiéon de genes en las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas. La
construccion obtenida en este trabajo, podra utilizarse para desarrollar un rat6n
transgénico que exprese la enzima Cre recombinasa en las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas desde los 11 dias del desarrollo embrionario hasta etapa adulta. Este

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

la region dopaminérgica mesencefalica.
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