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La dopamina es un neurotrans-
misor de gran importancia clini-
ca. Es importante en el control
motor, en la funcidn cognoscitiva
y en el comportamiento emocio-
nal.! La mayoria de las neuronas
dopaminérgicas se localizan en
las regiones de la sustancia ne-
gra (A9) y region ventral tegmen-
taria (A10) dentro del cerebro
medio.2 Las neuronas de la sustancia negra se pro-
yectan al cuerpo estriado dorsal para formar la ruta
negro-estriada que regula el control motor. La de-
generacion o pérdida de la funcién de estas neuronas
produce los sintomas caracteristicos de la enferme-
dad de Parkinson.1*# Las neuronas del &rea ventral
tegmentaria envian sus proyecciones al sistema
limbico y corteza cerebral para regular el compor-
tamiento emocional,® y las alteraciones de esta via
de dopamina se relacionan con problemas emocio-
nales y esquizofrenia.5®

Aungue se cuenta con gran informacion acerca
de la importancia fisioldgica y clinica de las neuronas
dopaminérgicas es escaso el conocimiento acerca
de los mecanismos basicos de su desarrollo. El en-
tendimiento de estos sistemas dopaminérgicos y los
deso6rdenes asociados a ellos requiere de una gran
comprension de las caracteristicas moleculares y de
los mecanismos del desarrollo de las neuronas do-
paminérgicas mesenceféalicas, especialmente en
aquellas terapias donde se utilicen principalmente
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Neuronas humanas.

células y genes para el tratamiento futuro de desor-
denes neurolégicos.® A la fecha se han identificado
diferentes genes necesarios para el funcionamiento
y el desarrollo de dichas neuronas dopaminérgicas,
y en el presente trabajo se demuestra la importan-
cia del gen nurrl en su sobrevivencia.

Nurrl es un factor de transcripcion que pertene-
ce ala superfamilia de receptores nucleares. El DNAc
(DNA complementario al RNA mensajero) que co-
difica para este receptor huérfano Nurrl fue aisla-
do de una biblioteca de DNAc de cerebro de ra-
ton.1° Los homélogos de Nurrl se conocen como
RNR-1 en la rata'*y NOT en el humano.? La expre-
sidén constitutiva de este gen esta restringida al teji-
do cerebral en el adulto, pero su expresion puede
ser inducida en otros tejidos en respuesta a estimu-
los extracelulares. Por ejemplo, se ha encontrado
expresion de Nurrl en la corteza suprarrenal en res-
puesta a la estimulacién por adrenocorticotropina y
en células de higado en regeneracion.!!

En este trabajo se analiz6 la expresion del gen
nurrl en el cerebro durante el desarrollo embriona-
rio y durante la etapa adulta en la regién ventral
mesencefalica. Ademas, mediante la tecnologia de
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inactivacion de genes por recombinacion homologa
en células madre embrionarias, generamos un mo-
delo animal murino carente de Nurrl, que nos ayu-
do a esclarecer una funcion mas especifica de este
gen (figura 1). La inactivacién de nurrl es letal, ya
que los ratones homocigotos para esta mutacion se
murieron en el primer dia de vida. Ademas se de-
mostré que las neuronas dopaminérgicas no sobre-
viven y mueren por apoptosis, conforme avanza el
desarrollo. Hasta la fecha el empleo de la tecnolo-
gia de inactivacion de genes por recombinacion
homologa ha proporcionado la mayor cantidad de
informacién acerca de la funcién de genes de gran
importancia clinica. El contar con este tipo de mo-
delos acelera la obtencion del conocimiento del me-
canismo molecular causante de la manifestacion de
la enfermedad en el humano. En el presente traba-
jo, el modelo animal murino generado representa
una herramienta valiosa para el estudio de la enfer-
medad de Parkinson.

Metodologia
Clonacidn y caracterizacion del gen nurrl

El gen nurrl se clon6 de bibliotecas gendmicas
murinas de la cepa 129/SvEv, preparadas en el
vector Dash Il (Stratagene) y P1 (Genome Systems
Inc), usando como sonda el DNAc de nurrl de acuer-
do a la metodologia previamente reportada®®. La
estructura del gen nurrl se determind a partir de las
clonas genémicas mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) usando oligonucle6tidos es-
pecificos del DNAc de nurrl. Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis y secuenciados
directamente.4-1¢

Andlisis del patron de expresion
del gen nurrl

El andlisis del patron de expresién en el adulto se
realiz6 en cerebros de ratones de la cepa 129SvEv
de 6 semanas de edad, y el analisis de la expresion
durante el desarrollo embrionario se realizé en em-
briones de 7 a 18 dias de gestacion, mediante hi-
bridacion in situ. Tanto los cerebros como los em-
briones fueron procesados para obtener cortes
histol6gicos de 20mm. La hibridacion se realiz6 usan-
do dos sondas de RNA, antisentido y sentido, espe-
cificas para Nurrl, preparadas con un estuche de

transcripcion in vitro (Promega). Los cortes fueron
permeabilizados con proteinasa K (20mg/ml), fija-
dos en paraformaldehido al 4%, tratados con acido
acético anhidro preparado en trietanolamina 0.1M
pH8.0 y deshidratados con etanol.

La hibridacién fue llevada a cabo en una camara
himeda con 6x10°cpm de sonda de RNA en un volu-
men de 70 ml de buffer de hibridacién (DTT 0.1M,
formamida 50%, sulfato de dextran 10%, SSC 4X, so-
lucién de Denhardt 1X, y 250 mg/ml de RNAt de leva-
dura), durante 18 horas a 58°C. Posteriormente, las
preparaciones fueron lavadas en condiciones de fuer-
za ionica alta con DTT 0.1M, SSC 2X y formamida al
50% a 60°C, digeridas con RNAsa A (20mg/ml) a
37°C, durante 30 minutos, y entonces lavadas a una
fuerza i6nica baja de 0.1X SSC a temperatura am-
biente por 15 minutos. Las preparaciones fueron
deshidratadas y secadas a temperatura ambiente."8
La localizacion autoradiografica de la sonda unida
fue llevada a cabo por aposicion de las preparacio-
nes a una pelicula de rayos X, durante 3 dias.

Inactivacion del gen nurrl

Para la construccion del vector recombinante por-
tando el gen nurrl mutado se utilizé un fragmento
gendmico, de aproximadamente 7.6 kb, obtenido
de la biblioteca gendmica antes mencionada. El
vector de clonacion utilizado fue el plasmido PSP72.
El fragmento gendmico nurrl contenia los exones
del 2 al 8. El gen neo' PGKNEODbpA?® se insertd en
el sitio Unico de restriccion Ncol localizado entre el
codon de iniciacion ATG, dentro del exon 3, vy el
dominio de union al DNA.** La insercion del gen
neo' dentro del exon 3 divide el fragmento genémico
nurrl de 7.6 kb en dos fragmentos 57y 3” de
homologia nurrl que tienen un tamafio de 1.9y 5.7
kb respectivamente (figura 1A). El gen de la timidin
cinasa del virus herpes simple? se cloné en el extre-
mo 5~ del ex6n 3 con una orientacion transcripcio-
nal opuesta a los genes nurrl y neo. EIl DNA del
vector recombinante nurrl mutado se linearizé en el
sitio de corte para la enzima de restricciéon Notl lo-
calizado en un linker sintético en el extremo 3" del
brazo largo de homologia.

Obtencion de Células Madre Embrionarias
(CME) con la mutacion nurrl

Se utilizaron procedimientos previamente reporta-
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dos?' para cultivar y manipular las CME, antes y des-
pués de la electroporacion. EI DNA del vector re-
combinante fue linearizado con la enzima de res-
triccion Notl, y se electroporé en células CME, cre-
ciendo activamente(AB-1). Las CME fueron resus-
pendidas en PBS a una densidad celular de 1.1x107
células/ml. Se mezclaron 25 mg del vector recom-
binante Nurrl linearizado con 0.9 ml de la suspen-
sion de CME (107células), dentro de una cubeta es-
pecial para electroporacion. Se electroporaron las
CME en un aparato Biorad gene Pulsar a 230 mV y
500 mFD. Las CME electroporadas se cultivaron en
medios selectivos conteniendo las drogas G418 (180
mg/ml) y 1-(2-deoxy-2-fluoro-b-D-arabinofurnaosyl)-
5-iodouracil (FIAU) a una concentracién de 0.2mM
durante 11 dias. Las colonias de CME (G418Ry FIAUR)
fueron recogidas y expandidas en placas de 96 po-
zos. Cada una de estas clonas se analizaron por
minisouthern?2 para identificar aquellas con la recom-
binacion homéloga y por lo tanto con la introduccién
de la mutacion en el gen nurrl.

Obtencidn de ratones con el gen nurrl
inactivado

Las CME con el gen nurrl mutado se microinyecta-
ron dentro de la cavidad de embriones de raton en
estado de blastocisto de 3.5 dias de desarrollo. Los
embriones se transfirieron adentro de las trompas
uterinas (de 6-8 embriones por trompa) de ratonas
nodrizas falsamente prefiadas. Se obtuvieron rato-
nes quiméricos, los cuales transmitieron el alelo mu-
tado obteniéndose ratones heterocigotos, y poste-
riormente éstos se cruzaron para obtener los rato-
nes homocigotos para la mutacion del gen. Nueva-
mente se utilizo el procedimiento de Southern y PCR
para demostrar la presencia de la mutacion en el
gen nurrl en los ratones.

Inmunohistoquimica y deteccién
de apoptosis

Para los estudios inmunohistoquimicos y de apopto-
sis se prepararon cortes histolégicos de embriones y
cerebros de ratones recién nacidos, de tipo silvestre
y mutantes. Para la deteccién de TH y AADC se uti-
lizaron anticuerpos especificos, en combinacién con
un estuche de avidina-biotina (Vector Laboratories).
Para la deteccion de apoptosis se utilizd un estuche
especifico de la misma (Trevigen).

Resultados
Organizacion estructural del gen nurrl

Encontramos que el gen nurrl esta compuesto de 8
exonesy 7 intrones distribuidos en aproximadamente
7.8 kb. El rango de los exones va desde 130 a 866
pby en el tercer exdn se encuentra el codén de ini-
ciacion (ATG). Todas las uniones exdn/intron pre-
sentaron la secuencia consenso GT-AG, de acuer-
do con la regla de splicing donador-aceptor.®

Patron de expresion del gen nurrl

La expresién del gen nurrl durante el desarrollo
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Figura 1. Inactivacion del gen nurrl en CME y deteccion del
genotipo. En A se representan el disefio del vector recombi-
nante nurrl, el gen silvestre nurrl y el gen nurrl mutado, res-
pectivamente. Ademas se muestra el tamarfio de los fragmen-
tos Bam H1 y Bgl Il que se obtienen al analizar el DNA gendémico
de las clonas de CME con las enzimas de restriccion Bam H1y
Bgl Il, respectivamente. Las flechas horizontales indican la di-
reccion de la transcripcion. En B se muestra un andlisis tipo
Southern blot del DNA de CME resistentes a neomicina. El
DNA se digirié6 con BamH1 y se hibridé con una sonda
gendmica de nurrl de 900 pb localizada corriente arriba de la
region 5’ involucrada en la recombinacion homdloga. Esta
sonda detect6 un fragmento de 5.5 kb y otro de 3.5 kb de los
alelos silvestre y mutante, respectivamente. En C se muestra un
analisis mediante PCR de los ratones obtenidos entre cruzas
de heterocigotos para nurrl. Se observan dos productos de
PCR, uno de 300 pb y otro de 200 pb, que corresponden al
alelo silvestre y mutante, respectivamente.
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embrionario comienza a partir del dia 10.5. Esta
expresion esta restringida al sistema nervioso cen-
tral durante toda la gestacién del ratén, a excep-
cién de los labios que mostraron sefial positiva a
partir del dia 12.5 del desarrollo embrionario. Du-
rante el desarrollo del cerebro en la etapa embrio-
naria, la expresion del gen nurrl se encontré en la
capa intermedia del neuroepitelio de las vesiculas
telencefélicas, diencefélicas, mesencefalicas y rom-
boencefalicas, incluyendo médula espinal. La expre-
sion de nurrl en estas vesiculas se mantuvo hasta la
etapa adulta. Los sistemas olfatorio, limbico, algu-
nas areas de la corteza cerebral, capa granular del
cerebelo y cerebro medio, incluyendo las neuronas
dopaminérgicas, mostraron una fuerte expresion del
gen nurrl.

Inactivacion del gen nurr 1

Se identificaron, mediante analisis tipo Southern, un
total de 12 clonas con la mutacién en el gen nurrl.
Con estas clonas se obtuvieron los ratones mutan-
tes cuyo genotipo se demostr6 mediante Southern
blot (figura 1B) y PCR (figura 1C). De acuerdo con
este resultado, se demostré que el evento de recom-
binacion homologa habia ocurrido en el locus co-
rrecto. De los genotipos, obtenidos mediante estos
analisis, se observd que los ratones homocigotos
mutantes nurrl (nurrl-/-) nacieron con la frecuen-
cia esperada de acuerdo a la primera ley de Mendel.

Datos generales del fenotipo

Los ratones homocigotos para la mutacion del gen
nurrl eran hipoactivos y morian durante el transcur-
so de las primeras 12 horas de vida. Es decir que la
carencia de Nurrl es letal para el organismo.

Analisis del tejido de cerebro
de ratones mutantes

Los resultados de hibridacion in situ en el cerebro
mostraron que Nurrl se expresa intensamente en la
regién ventral mesencefalica. Esta regién es rica en
neuronas dopaminérgicas, cuya funcién en el cere-
bro es sumamente importante. Para examinar el
papel de Nurrl en el desarrollo del sistema
dopaminérgico se analizé6 mediante inmunohistoqui-
mica la expresion de dos marcadores celulares do-
paminérgicos (las enzimas TH y AADC, responsa-

-I-

Figura 2. Analisis Inmunohistoquimico de TH y AADC en ra-
tones silvestres y mutantes para nurrl. A-D son cortes fronta-
les del cerebro medio de ratdn recién nacido. Ay C mues-
tran tincion positiva contra los anticuerpos TH y AADC res-
pectivamente, en la sustancia negra y area ventral tegmentaria
de un cerebro de ratdn silvestre. B y D muestran la pérdida
de ambos marcadores en las mismas regiones de un cerebro
de ratéon mutante nurrl. La barra representa 100mm.

bles de la sintesis de dopamina). Se obtuvieron cor-
tes frontales de la region mesencefélica de ratones
recién nacidos de tipo silvestre y mutante y se incu-
baron con anticuerpos especificos para estas
enzimas. Los resultados en la figura 2 muestran que
ambas enzimas estdn ausentes en los ratones
homocigotos para nurrl, es decir que la carencia
de Nurrl ocasiona la pérdida de ambas enzimas.

Muerte celular por apoptosis de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas

Para determinar si la pérdida de las enzimas TH y
AADC se debia a una degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas, se analizaron y cuantificaron las
células en apoptosis en la substancia negra y en el
area ventral tegmentaria del cerebro medio. Los re-
sultados de apoptosis mostrados en la figura 3 indi-
can que en los ratones mutantes nurrl existe un
incremento en el nimero de células apoptdticas, de
un 0.5% encontrado en el tipo silvestre a un 7% ob-
servado en los ratones mutantes nurrl. Estos datos
indican que Nurrl se requiere para la supervivencia
de las células dopaminérgicas mesencefalicas.

Conclusiones y discusiones

El gen nurrl es esencial para la supervivencia de

CIENCIA UANL / VOL. IV, No. 1, ENERO-MARZO 2001

45 @



PERDIDA DE LAS NEURONAS DOPAMINERGICAS MESENCEFALICAS POR LA INACTIVACION DEL GEN NURRL

EL'..I_- : +I|I'+ .-_. . F £ 5 -Ir-L . IL*
¥ ] - ; " . 14
& 1 ¥ g L
i ¥
- J : b ¥
u ] =y ¥ ; I"\ Al ]
E47 1 iy -

Figura 3. Deteccion de apoptosis en la Region Ventral
Mesencefalica. E y F, cortes frontales del cerebro de ratén
recién nacido tipo silvestre y mutante Nurrl, respectivamente.
Las flechas indican los cuerpos apoptéticos, y los triangulos
células muertas. La barra representa 20mm.

células precursoras dopaminérgicas mesencefélicas,
asi como también para su diferenciacion en células
productoras de dopamina. Es un gen vital que esta
compuesto de 8 exones y 7 intrones que se expan-
den en una region de 7.6 kb, y que se expresa en
regiones especificas del SNC involucradas en fun-
ciones motoras, sensitivas, de memoria, de apren-
dizaje y relacionadas con el comportamiento de tipo
emocional. Los ratones carentes de Nurrl presen-
tan un problema de succién y mueren por falta de
alimento.

La carencia de las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas, en nuestro modelo animal, repre-
senta un excelente modelo para el estudio de la
enfermedad de Parkinson en su etapa tardia. En la
actualidad para estudiar la enfermedad de Parkin-
son se inyectan drogas directamente en la regién
ventral mesencefalica con el fin de destruir las
neuronas dopaminérgicas, pero esta técnica presen-
ta un problema de selectividad, en tanto que el
modelo murino generado nos garantiza que care-
cemos especificamente de este tipo neuronal, y que
los estudios posteriores que se lleven a cabo con
este modelo nos podran ayudar para la obtencion
de mejores tratamientos para la enfermedad de Par-
kinson.

Un papel asignado a Nurrl en la regulacién de
la supervivencia de células dopaminérgicas, tanto
precursoras como diferenciadas, al menos en parte
a través de la regulacién de estos factores y/o sus
receptores, es apoyado por la observacion de que
la ausencia de Nurrl resulta en una pérdida de la
expresion del receptor para el factor neurotréfico
GDNF y c-ret,2* y ademas por la identificacion de
sitios de union para Nurrl en la regiéon promotora
del gene BDNF.?® De esta manera, es posible que

Nurrl pueda ser un regulador transcripcional de
varios de estos genes. Los estudios futuros, que se
lleven a cabo para dilucidar el papel de Nurrl en la
regulacion de factores neurotroficos y sus recepto-
res, aportaran hallazgos importantes acerca del pa-
pel de este gen durante el desarrollo de las células
dopaminérgicas y su supervivencia.

Aln no se conoce la funcion exacta de Nurrl
gue explique el fenotipo obtenido, y son varias las
preguntas que aun estan por resolverse, tales como:
¢Fueron las estructuras implicadas en el proceso de
mamar afectadas o es Nurrl un factor de transcrip-
cion importante en la regulacion de la ingestion de
alimento? ¢Qué genes activan Nurrl directamen-
te? ¢Participa Nurrl en procesos neuroendécrinos?
¢ Qué induce la muerte de las neuronas dopaminér-
gicas?. Son sin duda, nuevos objetivos que ayuda-
ran a conocer mas acerca de las rutas fisiologicas
en las que participa Nurrl.

Resumen

Nurr 1 es un factor de transcripcion que se expresa
predominantemente en el cerebro. En el presente
trabajo se clond y caracterizé el gen murino nurrly
se determind mediante hibridacion in situ su patrén
de expresion durante el desarrollo embrionario y en
el cerebro del raton adulto. Ademas, utilizando la
tecnologia de inactivacion de genes mediante re-
combinacién homéloga, se generd un modelo ani-
mal murino carente de nurrl. La inactivacion de este
gen es letal y resulta en la degeneracion de las neu-
ronas dopaminérgicas en la region ventral mesen-
cefalica, y como consecuencia se pierde la sintesis
del neurotransmisor dopamina.

Palabras claves: nurrl, neuronas dopaminérgicas,
enfermedad de Parkinson, recombinacion
homéloga, dopamina.

Abstract

Nurrl is a neuronal transcription factor. In this work
the nurrl gene was cloned and characterized, its
expression was determined by in situ hybridization
during mouse embryonic development and adult.
brain. In adition, this gene was inactivated by ho-
mologous recombination in embryonic stem cells.
The deficiency of Nurrl is lethal, and causes cell
death of ventral mesencephalic dopaminergic neu-
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rons which results in lack of dopamine in this region.

Keywords: nurrl, dopaminergic neurons, Parkinson
disease, homologous recombination, dopamine.
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