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2
 Introducción
 El aumento del promedio de vida del hombre ha conducido a un incremento en el
 númerodeindividuosconenfermedadesdegenerativas,siendoelsistemanerviosounodelos
 más susceptibles a dañarse conforme avanza la edad del individuo. La región del sistema
 nervioso más susceptible a sufrir muerte neuronal, es la región ventral del mesencéfalo o
 cerebromedio.Lasneuronasdopaminérgicasmesencefálicas(NDM)seencuentranagrupadas
 endosnúcleosprincipalmente,elÁreaVentralTegmental(VTA)ylaSustanciaNegra(SN).Las
 NDM controlan el movimientomotor voluntario, las actividades cognitivas y de conducta al
 producir el neurotransmisor dopamina y liberarlo al cuerpo estriado. Almorir lasNDM, ésta
 comunicación se pierde y se presentan los síntomas característicos de la Enfermedad de
 Parkinson(EP).
 1.1NeuronasDopaminérgicasMesencefálicas
 Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso, las células progenitoras de
 células nerviosas se diferencian a fenotipos celulares específicos. Actualmente se conocen
 variosgenesqueestáninvolucradosenladiferenciacióndeneuronasdopaminérgicas1‐3.Entre
 ellosseencuentraelgendelaTirosinahidroxilasa(TH).Suexpresióniniciaalos11.5díasdel
 desarrollo embrionario en el ratón y su función está implicada en la síntesis del
 neurotransmisor dopamina4. El factor de transcripción Nurr1 se expresa a los 10.5 días del
 desarrolloembrionarioderatón5,6yesimportanteparaquelascélulasadquieranunfenotipo
 dopaminérgicoyaquesuinactivaciónenratones,provocólafaltadeexpresióndemarcadores
 dopaminérgicos ymuerte celular por apoptosis en la región ventral delmesencéfalo7‐9.Otro
 gen involucradoen ladiferenciacióndeneuronasdopaminérgicaseselgenpitx3.Pitx3esun
 factordetranscripciónqueseunea laregiónpromotoradelgende laTHy lotranscribe10,11.
 Pitx3comienzaaexpresarseenprecursoresdopaminérgicosmesencefálicosyenel cristalino
 deembrionesderatón.Suexpresióniniciaalos11díasdeldesarrolloembrionariodelratóny
 semantienehastalaetapaadulta12.
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3
 1.2Pitx3
 Elgenpitx3pertenecealafamiliadefactoresdetranscripciónygeneshomeóticosPitx.
 Otrosmiembros de esta familia son los genespitx1 ypitx2. Ambos genes se expresan en la
 hipófisis, de allí deriva su nombre “pit‐x”(pituitary homeobox)13. El homeodominio de estos
 genesesaltamenteconservadoydifiereenunoodosaminoácidos.Inicialmentesepensóque
 aligualquelosmiembrosdesufamiliaseexpresabaenlahipófisis,sinembargonofueasí.La
 expresióndePitx3selocalizóenelsistemadopaminérgico,específicamenteenlaregiónventral
 del mesencéfalo y posteriormente se descubrió que también se expresa en el cristalino y
 músculo14.
 Elgenpitx3mide12.6kbyestáorganizadoen4exonesy3intrones.Losexonesmiden
 125, 129, 210 y 927 bp respectivamente. Los intrones son de 10729, 196 y 379 bp
 respectivamente.Elhomeodominioes interrumpidoporun intrónen laposición46.Elcodón
 deiniciodelatraducciónestásituadoenelexón215.Enlaregión5´delgen,situadaantesdel
 puntodeiniciodetranscripciónselocalizaronlascajasTATAylacajaCAATenlaposición‐86a
 ‐80 y ‐205 a ‐200, así como algunos dominios de unión para factores de transcripción
 relacionadosconeldesarrollodelcristalinoylaformacióndelaregióncráneo‐facial,entreellos
 eldelasproteínasAP‐2yMaf.
 El gen pitx3 es flanqueado por dos genes. En su región 5´ UTR se localiza la región
 promotoradel gengbf1, situadoa4.2kbdel sitiode iniciode la transcripcióndel genpitx3.
 Ambosgenesposiblementetienenencomúnpartedesussecuenciaspromotoras.Enlaregión
 3´delgenpitx3selocalizaelgencig30dequienalmenos10nucleótidosdelaregión3´UTRse
 traslapanconlasecuenciadelgenpitx316.
 El locusdelgenpitx3 seencontróenelcromosoma19del ratón,cercadeunaregión
 previamente identificada, cuya mutación provoca alteraciones morfológicas en ratones. El
 fenotipo de esos ratones conocidos como “aphakia” se caracteriza por alteraciones oculares
 duranteeldesarrolloembrionario.Posterioralnacimientolosratonespresentanojospequeños
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 conausenciadelcristalinoypárpadosunidos15.Enesemomentoaúnnosehabíadeterminado
 qué geno genesproducían tales alteraciones, por lo que al identificar el locus del genpitx3
 cercanoaesaregiónsepensóqueelgenpodríaestarinvolucradoenelfenotipodelosratones
 aphakia.Cuandoseanalizólasecuenciacodificantedelgenpitx3enelgenomadelosratones
 aphakianoseencontróningunaalteración.Sinembargoalanalizarlaregión5´UTRseencontró
 una deleción de 652 bp situada a ‐2.5 kb del punto de inicio de la transcripción17,18.
 Posteriormenteseencontróquelosratonesaphakiatambiénpresentabanlapérdidadelexón
 1,sitiodondeiniciaelhomeoboxdelgenpitx317.Lasalteracionesobservadasenlosratonesno
 soloserestringieronalojosinoquetambiénhubounadisminuciónconsiderabledelnúmerode
 neuronasdopaminérgicasenlasustancianegradelmesencéfalo19‐22.Mostrandoconelloqueel
 genpitx3ysuregión5´UTRsonesencialeseneldesarrollodeneuronasdopaminérgicasanivel
 mesencefálico.
 Nuestrogrupohadelimitadolaregiónpromotoradelgenpitx3yconfirmadosufunción
 enuna líneacelulardeneuronasconfenotipodopaminérgico23.Por lotanto,elpromotordel
 genpitx3debidoasualtaespecificidadenelSistemaNerviosoCentral(SNC),esuncandidato
 idealparadirigirlaexpresióndetransgenesenNDMconfinesterapéuticos.
 1.3Expresióngénicaenneuronasdopaminérgicasmesencefálicas
 Para poder dirigir la expresión del transgén específicamente en NDM, es necesario
 utilizar la regiónpromotoradeungenqueseexpreseúnicamenteeneste tipocelular.Enel
 mesencéfalo se expresan varios genes, entre ellos, el genNurr1, Th, Sonic hedgehog (Shh),
 AADH, DAT y Limx1 entre otros2, 24‐26. Sin embargo cada uno de ellos se expresa en otras
 regionesdelSNC.Elgenqueúnicamenteseexpresaenlaregiónventralmesencefálicaanivel
 del sistema nervioso central, es Pitx3. Por lo que, la región promotora del gen pitx3 puede
 utilizarseparadirigirlaexpresióndegenesterapéuticosparalaEP.
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 1.4Sistemasdetransferenciadegenes
 Lossistemasdetransferenciagénicasehanclasificadoendoscategorías: losvectores
 viralesrecombinantesylosvectoressintéticos.
 Enlaactualidad,lamayoríadelosestudiosdetransferenciadegenesreportadosenla
 literaturahanempleadoa los vectores virales, yun69%de losensayos clínicosenhumanos
 utilizan este sistema para transferir el gen terapéutico27. A pesar de su alta eficiencia de
 transducciónyserlosmásutilizados,destacanlaaltainmunogenicidaddelosadenovirus28,lo
 queasuvezdificultalaadministracióndedosisrepetidasdelvector,ylaoncogenicidaddelos
 retro y lentivirus29‐31. Además tienen poca especificidad para reconocer la célula blanco e
 incapacidadparaempaquetarDNAdegrantamaño32.
 Con respecto a vectores sintéticos, se dispone de varios tipos, uno de ellos son los
 conjugadosmolecularesdenominadospoliplexquesongeneradospor lacondensaciónde los
 ácidosnucléicos conunpolímerocatiónico,quepuede serquímicamenteunidoaun ligando
 paradirigir la liberación a una célula blanco específica. El diseñode los polímeros catiónicos
 para liberar genes comprende gran diversidad química. Debido a su flexibilidad en la
 constituciónquímicaesposibleincorporarlemúltiplesfuncionesparaincrementarlaliberación
 eficientedegenes,conservandosubio‐compatibilidad,sufácilmanufacturaciónyestabilidad.
 La capacidad de transportar DNA de gran tamaño, su baja toxicidad e inmunogenicidad y la
 protección del material genético transportado de la degradación enzimática, bloqueando el
 acceso de las enzimas nucleolíticas33, hace que los polímeros catiónicos tengan un gran
 potencialparalaterapiagénicaenhumanos.
 La Poli‐L‐lisina (PLL) facilita la solubilidad de algunas moléculas y se utiliza de forma
 rutinaria como vehículo para la liberación de medicamentos por periodos largos. Los
 policationes unen y condensan al DNA en estructuras pequeñas y compactas, debido a las
 interacciones electrostáticas entre los grupos fosfatos negativos situados a lo largo del
 esqueletodelDNAy las cargaspositivasde laPLLdel vector. El procesode condensaciónes

Page 17
						

6
 dirigidoporfuerzasdeentropíaylospoliplexseformandemaneraespontáneaallograrseuna
 relación molar precisa entre el polímero catiónico y el DNA. Las partículas resultantes son
 estructurasdeformatoroideodebastóncuyostamañososcilaenelrangode50a100nmde
 diámetro.Porlotanto,sepuedenlograrnanopartículasdelpoliplexdediferentetamañoque
 refleja diferente grado de condensación. Cada partícula de poliplex compromete varias
 moléculasdeDNAconmuchascadenaspoliméricasasualrededor.
 Un polímero debe balancear suficiente fuerza de unión para proteger inicialmente al
 DNAdeladegradación,peroasuvezpermitir ladescondensacióndelpoliplexparalaexitosa
 transcripcióndeltransgén34,35.LaconcentracióndelDNAtambiénesunfactorqueinfluyeenla
 solubilidad del poliplex; se ha observado que concentracionesmenores de 20µg/mL forman
 complejossolubles.
 1.5NT‐poliplex
 Losvectoressintéticosnotienenlacapacidaddedirigirseaunacéluladeterminada.Sin
 embargo,poseenunagran flexibilidadquímicaque lespermite laadicióndemotivosparael
 direccionamientocelularespecífico.Generalmentesehaacopladoalospoliplex,ligandospara
 receptores de membrana específicos que dirigen su entrada por endocitosis mediada por
 receptor.ElNT‐poliplexesunode losconjugadosmásrecientequesehasintetizadoysobre
 todoquehademostradoaltaeficiencia,especificidadyprolongadaexpresióndelostransgenes
 in vivo. Las características de la Neurotensina (NT) para internalizarse a las neuronas
 dopaminérgicashanfacilitadosuutilizaciónexitosacomomoléculaligandodelpoliplex.
 Posteriorasuinternalización,lospoliplexenfrentanbarrerasintracelularesqueafectan
 la eficiencia de transfección. Por lo tanto, el poliplex debe ser provisto de estrategias
 funcionalespara superar cadaunade losobstáculos intracelularesquevaenfrentandoensu
 trayectohaciaelnúcleocelular. Aunquemásdel95%de lascélulasencultivo internalizanel
 vector(>100.000copiasporcélula),sólounafracciónmenoral50%expresaneltransgén36.
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7
 Laeficienciaenlaendocitosismediadaporreceptordependedesuafinidad, laavidez
 por su ligando y la concentración del complejo ligando‐receptor. La acidez es una de las
 condiciones que degrada a los poliplex. Durante la evolución, algunos virus desarrollaron
 estrategias para escapar de la acidez oportunamente.Una de estas estrategias, es el uso de
 péptidosfusogénicosquelespermiteevitarsudegradaciónenelendosomatardío.Utilizando
 la estrategia viral para escapar del endosoma, se le incorporó al NT‐poliplex el péptido
 fusogénicodelahemaglutininaHA2delvirusdelainfluenza37.
 1.6DireccionamientonucleardelDNA
 Diferentes experimentos establecen que la envoltura nuclear representa el último
 obstáculoparalatransferenciadegenespormétodosnovirales.Estudiosutilizandolipoplexy
 microscopíaelectrónicadetransmisióndemuestranque1de100moléculasdeDNApresentes
 enelcitoplasmaalcanzanelnúcleocelular38,resultadosqueapoyanlafuerterestriccióndela
 barrera nuclear para el importe de los lipoplex. Es bien conocido que una gran variedad de
 macromoléculas y proteínas de procedencia exógena como los virus o endógena como las
 histonas son dirigidas al núcleo por poseer una señal de localización nuclear (SLN). Hasta la
 fechasehanreportadodiferentesSLN,laintegracióndelaproteínaVP1delSV40enelDNAdel
 NT‐poliplexincrementósignificativamentelaeficienciadetransfección37.
 Finalmente, para favorecer el desensamblaje del conjugado NT‐poliplex, es necesario
 reducir lafuerzadeuniónentreelpolímeroyelDNA.Estose lograreduciendoelnúmerode
 cargaspositivasmediantelaconjugaciónconcadenaspolietilenglicol(PEG)odisminuyendola
 masamoleculardelpolímero.
 1.7Neurotensina
 La Neurotensina es la molécula ligando encargada de dar el primer punto de
 especificidada la transferenciadegenesporelNT‐poliplex37,39‐43. LaNTesun tridecapéptido
 (Glu‐Leu‐Tyr‐Glu‐Asn‐Lys‐Pro‐Arg‐Arg‐Pro‐Tyr‐Ile‐Leu), cuya actividad biológica radica en los 6
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8
 aminoácidosdelextremocarboxilo40.LafuncionalidaddelNT‐poliplexconfirmaqueelmétodo
 deconjugaciónutilizadopermitelaconservacióndeldominiodeuniónalreceptor37,39‐42,44.
 La NT es un neuromodulador que tiene una amplia distribución en el cerebro45 y en
 tejidos periféricos, en los que ejerce diferentes efectos fisiológicos43,46‐49. Sin embargo, los
 niveles de la NT endógena no impiden la internalización del NT‐poliplex por las neuronas
 dopaminérgicasdelcerebro.
 Tempranamente se conoció que laNTmediaba sus efectos fisiológicos a través de la
 interacción con receptores específicos, localizados en la membrana plasmática de la célula
 blanco50. Estudios de auto‐radiografía con NT radioactiva realizados en cortes cerebrales de
 diferentesmamíferos han determinado diferente densidad de los receptores a NT (NTR) en
 diversasregionesdelSNC.LosnúcleosquetienenmoderadadensidaddeNTRsonelestriado,
 elhipocampoventral,lamateriagrisperiacueductal,elcolículosuperioryelnúcleodorsaldel
 rafé51.LadensidadmásaltadereceptoresestáenlasneuronasdelaSNcyenelVTA.Laalta
 densidadde losNTRenestosdosnúcleosmesencefálicos fueelantecedenteprimordialpara
 transferir genes a neuronas dopaminérgicas a través delNT‐vector en unmodelomurino de
 ratashemiparkinsonianas37,39‐42,44.
 Se han identificado tres subtipos de NTR, denominados NTS1, NTS2, NTS3. Estos
 receptoreshansidoclonadosyseconocelasecuenciapeptídica52.Losdosprimerosreceptores
 estánacopladosa laproteínaG(GPCR).Al igualquetodos losreceptoresde la familiade los
 GPCR,NTS1yNTS2 tienen7dominios trans‐membranales53. LahomologíaentreelNTS1yel
 NTS2 es de un 64%, pero las diferencias estructurales entre ellos son marcadas54. Se tomó
 ventajadeestapropiedaddeinternalizacióndelNTS1paraconsideraralaNTcomomolécula
 ligandodelvectorgénicodeNT.
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 1.8RelacióndelaNTconelsistemadopaminérgico
 ElconocimientodeladistribucióndelNTS1asociadoadiferentesformasdetransporte
 intracelular ha sido fundamental paradesarrollar diferentesmodelos de transferencia génica
 medianteelNT‐poliplex.UnadelasaportacionesdeArangoRodríguezycolaboradores,fuela
 factibilidad de enviar genes a las neuronas dopaminérgicas nigrales utilizando el transporte
 retrógradoparalaNTdesdeelnúcleoestriado.
 Ensayosconradioisótoposenelestriadodelarata,hanmostradoquelamayoríadelos
 receptoresdeNTestánlocalizadosenlasterminalesaxónicasdelasneuronasdopaminérgicas
 nigroestriatales, por ello la vía nigroestriatal dopaminérgica es un modelo de elección para
 estudiareltransporteaxonalretrógradodelaNTdesdeelestriadohastalaSN.
 Estudiosdeinyecciónintraestriatalcon[I125]‐NTindicanquelaacumulacióndelamarca
 radioactivaenlaSNseiniciadespuésdedoshorasdelainyección,detectándoseelnivelmás
 altoa las4horas, yausenciadelmarcajedespuésde24horas. Estosdatosmuestranqueel
 transporte retrógrado de la NT esmás rápido que el descrito para otrasmoléculas en otras
 terminalesaxónicas55.
 DiversashipótesishansurgidorespectoalalocalizacióndelaNTenelnúcleocelularde
 las neuronas dopaminérgicas. Una de ellas es que la NT puede alcanzar el cuerpo celular y
 posteriormente se disocia de su receptor y se une a receptores específicos localizados en la
 membrananuclear.SehareportadolaevidenciadesitiosdeunióndealtaafinidaddelaNTen
 elnúcleodeneuronasdelcerebromedio56.Por lo tanto,el complejo ligando‐receptorpuede
 entraralnúcleoysepuedeuniraproteínasdeuniónnuclearparaparticiparenlaexpresiónde
 diferentesgenes.Además,laasociacióndelaNTconelnúcleosepuedeexplicarporlaescasa
 degradacióndelaNT.Unhallazgoquesustentalaacciónfisiológicadelainternalizaciónnuclear
 de laNTesel incrementoen la expresióndelARNmde la TH (+39%)4horaspost‐inyección
 intraestriataldeNT,enlascélulasdelaSNipsilateraldelestriadoinyectado,comparadoconlos
 controles estriados inyectados con solución salina. A su vez se correlacionó el tiempo de la

Page 21
						

10
 expresión del ARNmde TH con la presencia nuclear deNT en la SN57‐58. Sin embargo, no se
 puedeexcluir laposibilidaddequeelefectodelaNTenlaexpresióndelARNmdeTHnosea
 directo,sinoatravésdeotrasmoléculasmensajerasproducidasporlaactivacióndelreceptora
 NTenlasuperficiedelamembranacelular.
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 OBJETIVOGENERAL
 Obteneruna región con actividadpromotoradel genpitx3 quedirija la expresióndeun gen
 reporteroenneuronasdopaminérgicasmesencefálicasinvivo.
 OBJETIVOSESPECÍFICOS
 1. Construir diferentes versiones de la región promotora del gen pitx3 fusionadas al gen
 reporterodelaGFP.
 2. Evaluar la actividad promotora de las diferentes versiones en una línea celular de
 neuroblastoma.
 3. Evaluar la capacidadde lasdiferentes versionespromotorasparadirigir la expresiónde la
 GFPenneuronasdopaminérgicasmesencefálicasinvivo.
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 CAPITULOII
 2.1EstrategiaExperimental
 2.2MaterialyEquipo
 2.3Metodología
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 2.1EstrategiaExperimental
 Estrategiaexperimental.SeclonaronlosdiferentesfragmentosríoarribadelgendelaGFP.LascélulasN1E‐115fuerontransfectadasconlosvectoresrecombinantesyseanalizaronparalaexpresióndeGFP.ConelplásmidoqueexpresólaGFP,seensamblóenNT‐poliplexparatransfectarlasneuronasDAdelaSN.Serealizaroncortesde laregiónmesencefálicayseanalizaroncon inmunohistoquimicaparaTHyGFP.
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 2.2MaterialyEquipo
 Reactivos
 Losreactivosquímicosempleadospara laobtencióndeDNAplasmídicocomoglucosa,
 EDTA,trisbase,hidróxidodesodio,SDS,acetatodepotasio,ácidoacético,isopropanol,etanol,
 glicerol,fenolycloroformofuerondelasmarcasSigma‐AldrichyJ.T.Baker.Losreactivospara
 preparar buffer salino como cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio dibásico,
 fosfato de potasio monobásico; así como los reactivos para procesar tejidos como
 paraformaldehídoysacarosafuerondeSigma‐Aldrich.
 Las enzimas de restricción utilizadas fueron de las marcas Promega, New England
 BiolabsyFermentas.LaenzimaT4DNApolimerasapararellenarlosextremoscohesivosfuede
 Promega.LaT4DNALigasautilizadafuedelamarcaFermentas.
 El kit EndoFree PlasmidMaxiR para extracción amediana escala de plásmido libre de
 endotoxinasfuedeQiagen.ElkitGoScriptReverseTranscriptaseRpararealizarelRT‐PCRfuede
 lamarcaPromega.
 LosreactivosparalatransfeccióndelaslíneascelularescomoLipofectaminaTM2000,los
 mediosdecultivoDMEMyDMEM:F12;asícomotripsina‐EDTA,SFB,L‐GlutaminayAntibiótico‐
 AntimicóticofuerondelacasacomercialInvitrogen.ElAPTESparatratamientodecubreobjetos
 fuedelamarcaSigma‐Aldrich.ElVECTASHIELDRconysinDAPIfuedelamarcaVectorLabs.El
 HoechstfuedeSigma‐Aldrich.
 Los reactivos para la transfección in vivo como el péptido fusogénico, el péptido
 cariofílico, LC‐SPDP, Neurotensina y poli‐L‐lisina (Sigma‐Aldrich), así como los anestésicos
 utilizados fueronproveídosporelDr.DanielMartínezFongdelCinvestav,UnidadZacatenco,
 México,D.F.
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 Losanticuerposprimariosutilizadosfueron:Anti‐THproducidoenratón;dilución1:200
 (Sigma), Anti‐TH producido en conejo; dilución 1:1000 (Chemicon), Anti‐Pitx3 producido en
 conejo;dilución1:50(Invitrogen),Anti‐Nurr1producidoenconejo;dilución1:100(SantaCruz),
 Anti‐DATproducidoencabra;dilución1:50(SantaCruz)yAnti‐GFPproducidoenratón;dilución
 1:200 (Chemicon). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: FITC anti‐ratón hecho en
 cabra;dilución1:.60 (Invitrogen), FITCanti‐conejohechoencabra;dilución1:60 (Jackson IR),
 FITCanti‐cabrahechoenburro;dilución1:50(JacksonIR)yTRITCanti‐conejohechoencabra;
 dilución1:60(Invitrogen).
 Plásmidos
 El plásmido pGreenLantern‐1 fue proporcionado por el Dr. Daniel Martínez Fong. El
 plásmido pPitx3‐Cre fue generado por la Dra. Diana L. Castillo Carranza y es propiedad del
 LaboratoriodeGenéticaMoleculardel Centrode InvestigacionesBiomédicasdelNorestedel
 IMSS.
 MaterialBiológico
 LacepadeEscherichiacoliDH5αquesemanipulópara lareplicaciónde losplásmidos
 utilizadosfueobtenidadelcepariodelDepartamentodeHistologíadelaFacultaddeMedicina
 delaUANL.
 LascélulasdeneuroblastomadeorigenmurinoN1E‐115fueronobtenidasdelATCCcon
 laclaveCRL‐2263.
 Las ratas de la cepaWistar que se utilizaron tenían un peso entre 220 y 230 gr. Los
 animales fueron mantenidos bajo temperatura constante (23°C) y ciclo de luz‐oscuridad de
 12:12horas,conalimentoyaguaadlibitum,enelbioteriodelCinvestav,UnidadZacatenco.
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 Equipopara:
 Construccióndevectores
 Se utilizaron incubadoras a 37°C con agitación (Orbital), balanza analítica (A&D
 Company), transiluminador de luz UV (BioRad), espectrofotómetro (Eppendorf), centrífuga
 refrigerada (Sigma), termociclador (MJ Research), vortex (Labnet), microcentrífuga (Labnet),
 fuente de poder (Labnet), cámara de electroforesis (Owl Separation Systems, Inc.), juego de
 pipetascalibradasde10,20,200y1000µL(Gilson),bañodeaguaconcontroldetemperatura
 (PolyScience), autoclave (Felisa), potenciómetro (Denver Instrument), cámara digital (Sony),
 ultracongelador(So‐Low).
 Cultivodecélulas
 Lascélulasfueronmanipuladasenunacampanadeflujo laminar(Telstar),mantenidas
 en una incubadora de CO2 (Thermo Electron Corporation), observadas en un microscopio
 invertido (Southern Precision Instruments) se utilizó centrífuga clínica (Hamilton Bell),
 centrifugaconrefrigeración (Sigma),bañodeaguaconcontrolde temperatura (PolyScience),
 placasde24pozos(Corning),cajasde25cm(Corning),cubreobjetos(Fisher),tuboscriogénicos
 (Corning).Lascélulasconfluorescenciafueronobservadasycapturadasenunmicroscopiode
 fluorescenciainvertidomarcaLeica.
 Cirugíaestereotáxica
 Paralacirugíaseutilizóunequipoestereotáxicoconbarrasparalosoídosde18°yun
 adaptador para ratón de la marca Stoelting. El material de cirugía como tijeras, pinzas,
 escalpelono.3,navajasno.15,microtaladroypinzagubiaparahueso,asícomoequipopara
 rasurar, bomba de infusión y mangueras fueron de la marca Stoelting. Para la inyección se
 utilizóunajeringade10µLdelamarcaHamiltonSerie900.
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 2.3Metodología
 2.3.1Construcciónde losvectoresrecombinantesconteniendoelgenreporteroGFPbajo la
 regulacióndelasdiferentesversionesdelpromotordelgenpitx3.
 DigestionesparalacaracterizacióndepGreenLantern‐1ypPitx3‐Cre
 Las digestiones de 1 µg de plásmido fueron realizadas con 1 U de la enzima
 correspondienteparacadavector,bajolascondicionesrecomendadasporelproveedorenun
 volumen final de 20 µL. La reacción se incubó a 37°C por 2 horas. Se analizó el patrón de
 restricciónengeldeagarosaal0.8%.
 DigestióndelosvectorespPitx3‐CreypGreenLantern‐1paraclonación
 Ladigestiónde4µgdecadavectorserealizócon4Udecadaunade lasenzimasde
 restriccióncorrespondientesbajo las condiciones recomendadaspor las casascomercialesen
 un volumen final de50µL. Las reacciones fueron incubadas a37°Cpor2horas.Despuésde
 pasadoeltiempodeincubación,setomóunaalícuotade1.5µLyseanalizóengeldeagarosa
 0.8%paradeterminarladigestióntotaldelosvectores.
 Purificacióndefragmentos
 Losplásmidosdigeridosfueronseparadosporelectroforesisengeldeagarosaal0.8%.
 LasbandasenelgelcorrespondientesalfragmentoKpnI‐XhoIdelpromotorPitx3liberadodel
 plásmidopPitx3‐Creyal vectorpGreenLantern‐1digerido conKpnI‐SalI fueron cortadas y los
 fragmentos se recuperaron siguiendo el protocolo del Kit Wizard SV GelR y PCR Clean‐Up
 SystemR(Promega).
 Ligación
 Los fragmentos fueron ligados en una relación vector:inserto de 1:3 utilizando 50 ng
 totales,1UdeenzimaT4DNALigasa,elbufferdereacciónyaguaestérilhastaunvolumenfinal
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 de 15µL. La reacción fue incubada a 4°C toda la noche. Pasado el tiempo de incubación la
 enzimafueinactivadaa65°Cpor15minutos.
 Transformación
 Célulascalcio‐competentesdeE.coliDH5α fuerontransformadasporchoquetérmico
 conlasreaccionesdeligación.Seagregaron3µLdeligaciónaunaalícuotade100µLdecélulas
 calcio‐competentes. Para dar el choque térmico se siguió el protocolo 24 del Manual de
 Laboratorio(Referencia).Despuésdelatransformación,setomaron100µLdelascélulasyse
 sembraronencajasdeagarLB‐ampicilina100µg/mL.Lascélulasrestantesfueronconcentradas
 enunvolumende50µLytambiénfueronsembradaseincubadasa37°Ctodalanoche.
 ExtraccióndeDNAplasmídicoporelmétododelisisalcalina
 Las clonas obtenidas de la transformación fueron inoculadas en 3 mL de medio
 LB‐ampicilina100µg/mL.Se incubarona37°Cdurantetoda lanocheenagitaciónconstantea
 150 rpm. Para realizar la extracción de plásmido se siguió el protocolo 1 del Manual de
 Laboratorio(Referencia).
 Caracterizaciónporrestricción
 Se digirieron 500 ng de los plásmidos recombinantes con 1 U de la enzima
 correspondiente siguiendo las recomendacionesde la casa comercial enun volumen final de
 50µL.Lareacciónse incubóa37°Cpor2horas.Seanalizóelpatrónderestricciónengelde
 agarosaal0.8%.
 ReparacióndeextremocohesivoconT4DNApolimerasa
 Semezclóelbufferdereacción5x,dNTP2.5mM,1.5µgdeplásmidoylaenzimaT4DNA
 polimerasaenunvolumen finalde20µL. Se incubóa temperaturaambientepor5minutos.
 Despuésdeltiempodeincubaciónseinactivóa70°Cpor10minutos.
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 DigestiónparcialconEcl136II
 Delareacciónanteriorsetomaron15µLysemezclaroncon1UdeenzimaEcl136II,el
 bufferdereacción10xysellevaronaunvolumenfinalde30µLconaguaestéril.Lareacciónse
 incubóa37°Cpor10minutosysepasóinmediatamenteahielo.Setomóunaalícuotade2µLy
 seanalizóenungeldeagarosa0.8%.Seinactivólaenzimaa65°Cpor20minutos.Lareacción
 secargóenungeldeagarosa1%yseaplicóuncampoeléctricode50voltsdurante3horas.El
 geldeagarosafueteñidoenunasolucióndeBromurodeetidiodurante5minutos.Lasbandas
 fueronobservadasenuntransiluminadordeluzUV;dondelabandacorrespondientealvector
 conextremosPciIyEcl136IIseidentificó,cortóypurificódelamaneraantesdescrita.
 2.3.2EvaluacióndelaactividadpromotoradelasdiferentesversionesdelpromotorPitx3en
 unalíneacelulardeneuroblastoma.
 Cultivocelular
 Las células N1E‐115 fueron crecidas en medio DMEM adicionado con SFB 10%,
 L‐Glutamina2mMyAntibiótico‐Antimicótico1x (Invitrogen) y cosechadas con solución salina
 Puck´s. Los cultivos fueronmantenidos a una temperatura de 37°C, 5%deCO2 y en 95%de
 humedad.
 TratamientodecubreobjetosconAPTES
 Los cubreobjetos se sumergen en una solución de H2SO4 al 20% durante 1 hora. Se
 enjuagan 4 veces en agua MilliQR. Se sumergen en una solución de NaOH 1N durante 5
 minutos.Seenjuagan4vecesenaguaMilliQR.Sedejansecardurante30minutos.Secolocan
 en una caja petri de vidrio y se adiciona 1mL deAPTES durante 4minutos. Se enjuagan 10
 vecesenaguaMilliQR.Sesecanbienyseesterilizana20lbspor15minutos.
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 Inmunofluorescencia
 Secultivaron80,000célulasporpozoenplacasde24pozossobrecubreobjetostratados
 conAPTES.Seremovióelmediodecultivoylascélulasfueronfijadascon300µLdePFA3.5%
 durante20minutos.Se realizaron3 lavadosde5minutoscadaunoconPBS1x.Se realizó la
 permeabilizacióndelascélulasdando3lavadosde10minutoscadaunoconPBS‐Tritón0.1%.
 Sebloquearon lossitios inespecíficosdurante1horaconSuerodecaballo10%preparadoen
 PBS‐Tritón0.1%.Serealizaron3lavadosde5minutoscadaunoconPBS‐Tritón0.1%.Seincubó
 conel anticuerpoprimariodiluidoenPBS‐Tritón0.1%‐Suerode caballo1.5%durante toda la
 nochea4°C.Serealizaron3lavadosde5minutoscadaunoconPBS‐Tritón0.1%.Seincubócon
 elanticuerposecundariodiluidoenPBS‐Tritón0.1%‐Suerodecaballo1.5%durante2horasa
 temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1x. Se
 contratiñeron los núcleos celulares con 200 µL de una solución Hoechst 1µM durante 5
 minutos.Serealizaron3lavadosde5minutoscadaunoconPBS1x.Sedejaronsecarunpoco
 lascélulasadheridasaloscubreobjetosysemontaronconVECTASHIELDR.
 ObtencióndelRNAtotal
 Se cosecharon las células cultivadas en cajas de 25 cm a una confluencia de 90%. Se
 centrifugarona4,000rpmdurante5minutosatemperaturaambienteparaobtenerlapastilla
 celularquefueresuspendidaen1mLdeTRIzolR.Seincubóelhomogenizadodurante5minutos
 a temperatura ambiente. Se agregaron 200µL de Cloroformo y semezcló por inversión. Se
 incubópor2minutosatemperaturaambiente.Secentrifugaronlostubosa14,000rpmpor15
 minutos a 4°C. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo, se agregaron 500 µL de
 isopropanolysemezclóporinversión.Secentrifugaronlostubosa14,000rpmpor15minutos
 atemperaturaambiente.Sedecantóelsobrenadanteylapastillafuelavadacon1mLdeetanol
 75%. La pastilla de RNA obtenida fue resuspendida en 15 µL de H2O MilliQR estéril. La
 integridaddelRNAfueanalizadaenungeldeagarosa0.8%.
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 RT‐PCR
 LareaccióndetranscriptasareversaserealizósiguiendolasindicacionesdelKitGoScript
 ReverseTranscriptaseR(Promega).ElDNAcomplementario(cDNA)sintetizadoapartirdelRNA
 obtenidodelascélulasN1E‐115seutilizóparaamplificarlosgenesth,dat,nurr1ypitx3conlos
 oligonucleótidosespecíficosdetalladosenlatabla1.
 Tabla1.Oligonucleótidosespecíficosdesecuenciaparalosgenesth,dat,nurr1ypitx3.Gen Secuencia
 th THFN25´‐ggaaatgctgttctcaacctgc‐3´
 THRN25´‐gatggtccaggtccaggtcagg‐3´
 dat DAT‐Fw5´‐ccagagaggtggagctcatc‐3´
 DAT‐Rv5´‐ggcagatcttccagacacc‐3´
 nurr1 E3N35´‐cccagcttcagtacctttatgg‐3´
 E3N45´‐cgtagtggccacgtagttctgg‐3´
 pitx3 Pitx3‐FN2195´‐cttccagaacatggctgcaagg‐3´
 Pitx3‐RN7005´‐aatacaggctgtgaagccagagg‐3´
 Lareacciónserealizóenunvolumenfinalde25µLcomoseindicaenlatabla2.
 Tabla2.ReactivosutilizadosenelPCRusandocDNAcomotemplado.Reactivo Concentración Cantidad
 Buffer 10x 2.5µL
 Oligonucleótidosentido 100ng/µL 1µL
 Oligonucleótidoantisentido 100ng/µL 1µL
 dNTP 2.5mM 2.5µL
 MgCl2 2.5µL
 Taqpolimerasa 1U 0.5µL
 cDNA ‐‐ 2µL
 H2O ‐‐ 13µL
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 El programa utilizado siguió los pasos especificados en la tabla 3. La temperatura de
 alineamientoparalosgenesdatynurr1fuede55°Cyparaelrestodelosgenesfuelaquese
 mencionaenlatabla3.
 Tabla3.Programacióndeltermocicladorparaamplificarlosgenesdeseados.Temperatura Tiempo
 1. 94°C 2minutos
 2. 94°C 1minuto
 3. 58°C 1minuto
 4. 72°C 1minuto
 5. 30ciclosalpaso2 ‐‐‐
 6. 72°C 5minutos
 TransfeccióndecélulasN1E‐115
 Lascélulasfueroncrecidasencajasde24pozoshastaalcanzarunaconfluenciadel80%.
 Loscomplejosparalatransfecciónfueronpreparadoscon800ngdeplásmidodiluidoenmedio
 DMEMenunvolumenfinalde50µL.EnotrotuboEppendorfde1.5mL,sediluyeron2µLde
 LipofectaminaTM2000en48µLdemedioDMEMyseincubópor5minutos.Despuésdeltiempo
 deincubación,elcontenidodelostubosconlaLipofectaminaTM2000diluidafuepasadoacada
 unodelostubosconelplásmidodiluidoeincubadospor20minutosatemperaturaambiente.
 Mientras tanto,a lascélulas se les removióelmediodecultivoyse lesagregaron400µLde
 DMEM suplementado con 10% de SFB. Después de cumplido el tiempo de incubación de la
 LipofectaminaTM 2000 y el plásmido se agregaron los 100µL de la mezcla a las células con
 mediofresco.Loscultivosseincubaronpor6horasa37°Cen5%deCO2yen95%dehumedad.
 Después de transcurridas las 6 horas se removió elmedio de cultivo y se les agregómedio
 DMEMsuplementadoconSFB10%,L‐Glutamina2mMyAntibiótico‐Antimicótico1x.Lascélulas
 semantuvieronenincubaciónpor48horasbajolasmismascondicionesdetemperatura,CO2y
 humedad.
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 2.3.3 Evaluación de la capacidad de las diferentes versiones promotoras para dirigir la
 expresióndelaGFPenneuronasdopaminérgicasmesencefálicas.
 PreparacióndelNT‐poliplex
 El acarreador se sintetizó en el laboratorio del Dr. Daniel Martínez Fong bajo su
 supervisión y siguiendo el protocolo publicado (Referencia). Para ensamblar el sistema de
 transfeccióninvivo,semezclaroncadaunodelosplásmidosaunaconcentraciónde6nMcon
 el PK a una concentración de 6µM para pGreenLantern‐1 y 8µM para pPitx3_4.2Kb.GFP y
 pPitx3_0.6Kb‐GFP.LasdilucionestantodelosplásmidoscomodelPKfueronhechasenmedio
 DMEM.Lostubosfueronmantenidosenagitaciónconstantea950rpmdurante30minutosa
 temperatura ambiente.Mientras tanto, se preparó una solución de trabajo del acarreador a
 una concentración de 1080nM. Con esta solución de trabajo se prepararon diferentes
 relacionesmolaresquefueronmezcladasporseparadoconlostubosconteniendoelDNAyel
 PK. Los tubos fueron mantenidos en agitación constante a 950 rpm durante 30 minutos a
 temperaturaambiente.
 GelesdeRetardo
 Se prepararon soluciones de trabajo, tanto de los plásmidos a 12nM, como del PK a
 96µM. A partir de la solución de trabajo del PK, se prepararon diluciones a diferentes
 concentraciones(2µM,3µM,4µM,5µM,6µM,7µM,8µM,9µMy10µM).Setomaron7.5 µLde
 cadaunadelasconcentracionesysedistribuyeronen9tubosde0.2mLdejando1tubovacío.
 Seagregaron2.5µLdelasolucióndetrabajodelplásmidoacadaunodelostubosquecontenía
 lasolucióndePKasícomoaltubovacío,elcualsellevoaunvolumenfinalde10 µLconmedio
 DMEM. Todas las diluciones fueron hechas en estemedio. Los tubos fueronmantenidos en
 agitación constante a 950 rpm durante 30minutos a temperatura ambiente. Cumplido este
 tiempo,los10 µLfueroncargadosenungeldeagarosa0.8%yseaplicóuncampoeléctricode
 70voltspor2horas.ElgelfueteñidoconunasolucióndeBromurodeetidioyvisualizadoenun
 transiluminadordeluzUV.
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 GelesdeRetención
 Se preparó el complejo de plásmido y PK a una concentración de 12nM y 8µM
 respectivamente y se mantuvo en agitación durante 30 minutos bajo las condiciones antes
 descritas. Mientras tanto, se preparó una solución de trabajo del acarreador a una
 concentración de 1080nM. A partir de esta solución de trabajo, se prepararon 5 µL de
 diferentes diluciones del acarreador, los cuales fueron agregados a los tubos conteniendo el
 plásmido y el PK. Estas diluciones fueron realizadas de tal manera que al mezclarlas con el
 plásmido y el PK resultaran endiferentes relacionesmolares (1:3, 1:6, 1:9, 1:12, 1:15, 1:18,
 1:21,1:24,1:27,1:30,1:33,1:36y1:39).Lostubosfueronmantenidosenagitaciónconstantea
 950rpmdurante30minutosatemperaturaambiente.Cumplidoestetiempo,los15 µLfueron
 cargadosenungeldeagarosa0.8%.El geldeagarosa fue teñidoyvisualizadode lamanera
 antesdescrita.
 Cirugíaestereotáxica
 SeanestesiaronratasWistarde220‐230grdepesoconhidratodecloral(350mg/kgde
 peso)porvíaintraperitoneal.Secolocaronenelaparatoestereotáxicoconlabarradeincisivos
 a6mmpordebajodelalíneainteraural.SeajustaronlascoordenadasAP+2.5desdelalínea
 interaural, ML +1.5 desde la línea media y DV ‐6.8 desde la corteza cerebral. Con estas
 coordenadasnosposicionamosenelbordedorsalde lasustancianegradondedespuésde la
 trepanacióncranealsemicroinyectaron5µLdelpoliplexaunavelocidadde0.1µL/minuto.
 Obtencióndecortesparainmunofluorescencia
 Las ratas fueronanestesiadas conhidratode cloral yperfundidas a travésde la aorta
 ascendentecon100mLdePBS1x seguidode100mLdePFA4%.El cerebro fue removidoy
 fijadoenPFA4%durantetodalanochea4°C.Despuésdelafijación,elcerebrosepasóauna
 solucióndesacarosa30%durante24horasa4°C.Elcerebrosecongelóyseobtuvieroncortes
 coronales de 35 µm de grosor. Los cortes fueron colectados en una placa de 24 pozos
 conteniendo PBS 1x y almacenados a 4°C hasta su análisis por inmunofluorescencia. Al
 momentoderealizarlainmunofluorescencia,loscortesfueronnuevamentefijadosconPFA4%
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 durante20minutos.Serealizaron3 lavadosde5minutoscadaunoconPBS1x.Latécnicase
 siguiódelamaneraantesdescrita.ElanticuerpoprimarioutilizadofueAnti‐GFPproducidoen
 ratón;dilución1:200(Chemicon).ElanticuerposecundariofueFITCanti‐ratónhechoencabra;
 dilución1:.60(Invitrogen).
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 CAPITULOIII
 Resultados
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 Resultados
 3.1 Obtención de los vectores recombinantes conteniendo el gen reportero GFP bajo la
 regulacióndelasdiferentesregionespromotorasdelgenpitx3.
 Los vectores conteniendo el gen que codifica para la GFP bajo la regulación de las
 diferentesversionesdelpromotordelgenpitx3(anexo1)seconstruyeronapartirdelplásmido
 pGreenLantern‐1.Paracomprobarlaidentidaddedichoplásmido,serealizólacaracterización
 por restricción con la enzima HincII. La digestión con esta enzima generó los fragmentos
 esperados de 3890 bp, 619 bp y 521 bp (figura 1). De igual manera, para comprobar la
 identidaddelplásmidopPitx3‐Cre,el cual contieneel fragmentopromotorde4.2Kbdelgen
 pitx3,fuedigeridoconlaenzimaEcoRV,generandofragmentosde5406bp,2330bpy1973bp
 queconcuerdanconelpatrónesperado(figura1).
 Figura1.CaracterizacióndeplásmidospPitx3‐CreypGreenLantern‐1.Carril1plásmidopPitx3‐Cresindigerir.Carril2plásmidopPitx3‐CredigeridoconEcoRV.Carril3plásmidopGreenLantern‐1sindigerir.Carril4plásmidopGreenLantern‐1digeridoconHincII.Mmarcadordepesomolecular.Seseñalan lostamañosdelosfragmentosconflechasdelíneasólidaparapPitx3‐CredigeridoconEcoRVyconflechasdelíneapunteadaparapGreenLantern‐1digeridoconHincII.
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 ConstruccióndelvectorpPitx3_4.2Kb‐GFP
 ElvectorpPitx3‐CrefuedigeridoconlasenzimasderestricciónKpnIyXhoIliberandoun
 fragmentode4207bpquecorrespondealpromotordelgenpitx3 y subclonadoenel vector
 pGreenLantern‐1que fuedigeridocon lasenzimasde restricciónKpnI ySalI y cuyossitiosde
 reconocimiento se encuentran dentro del sitio de clonación múltiple separados por 18 bp
 liberadasalmomentodeladigestión(figura2).ElfragmentodelpromotorPitx3conextremos
 KpnI y XhoI fue purificado y ligado al vector pGreenLantern‐1 digerido con KpnI y SalI (los
 extremosXhoI ySalI sonextremoscompatibles). La reacciónde ligación fue transformadaen
 célulascalcio‐competentesdeE.coliDH5α.
 Figura2.Clonacióndelfragmentode4.2Kb.Mmarcadordepesomolecular.Carril1plásmidopPitx3‐CredigeridoconKpnIyXhoI.Carril2plásmidopGreenLantern‐1digeridoconKpnIySalI.Seseñalanlostamañosde los fragmentosgeneradoscon ladigestiónKpnI/XhoIdelplásmidopPitx3‐Cre.ElplásmidopGreenLantern‐1digeridoconKpnIySalImigraa5012bp.Nopuedenserobservadaslas18bpliberadasporestadigestiónenelgeldeagarosa0.8%.
 Elplásmidorecombinanterecuperadodelasclonasresultantesdelatransformaciónfue
 digeridoconlaenzimaderestricciónBamHIgenerandolosfragmentosde5102bp,3597bpy
 520bpqueconcuerdanconelpatrónesperado.Perodebidoaqueelfragmentode4.2Kbse
 clonórioabajodelpromotorCMV,serealizóunaestrategiaparaeliminarestepromotor.
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 EliminacióndelpromotorCMV
 SerealizóunadigestióndelvectorpPitx3_4.2Kb‐GFPconlaenzimaderestricciónPciI.El
 extremoPciIsereparóconlaenzimaT4DNApolimerasa.EstevectorconextremoPciIenromo,
 fuedigeridoparcialmenteconlaenzimaderestricciónEcl136IIliberandounfragmentode992
 bp que corresponde al promotor CMV. Se purificó la banda de 8227 bp que corresponde al
 vectorsinelpromotorCMV.Elvectorfueligado,transformadoenE.coliDH5α,recuperadoy
 caracterizadoconlaenzimaderestricciónBamHI.Losfragmentosgeneradosenestadigestión
 fueronde4110bp,3597bpy520bpqueconcuerdanconelpatrónesperado(figura3,a).
 Para comprobar la eliminación de este promotor, se realizó la caracterización por
 restricciónconlaenzimaEcl136II.EnelvectorqueaunconteníaelpromotorCMVsegeneraron
 fragmentosde4850bpy4369bpdebidoa lapresenciade2sitiosEcl136IIenestevector.El
 vector del cual se eliminó el promotor CMV perdió uno de los sitios Ecl136II por lo que al
 digerirloconestaenzimaderestricciónsóloselinearizóa8227bp(figura3,b).
 Figura3.CaracterizacióndelvectorpPitx3_4.2Kb‐GFPdespuésde laeliminacióndelpromotorCMV.a) Carril 1plásmido pPitx3_4.2Kb‐GFP sin digerir.Mmarcador de pesomolecular.Carril 2 ‐ 6 clonasdigeridasconBamHI.b)Mmarcadordepesomolecular.Carril1pPitx3_4.2‐GFPconelpromotorCMV.Carril2pPitx3_4.2Kb‐GFPsinelpromotorCMV.SeseñalanlostamañosdelosfragmentosconflechasdelíneassólidasparapPitx3_4.2Kb‐GFPconCMVyconflechadelíneapunteadaparapPitx3_4.2Kb‐GFPsinCMV.
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 ConstruccióndelvectorpPitx3_5.2Kb‐GFP
 ElvectorpPitx3_4.2‐GFPfuedigeridoconlasenzimasderestricciónSphIySacIliberando
 unfragmentode276bpquecorrespondealextremo3´delpromotorde4.2Kbdelgenpitx3.A
 partirde la secuencia reportadaparael genpitx3 se sintetizóun fragmentode1446bpque
 contienelas276bpdelaregión3´delpromotor4.2Kby1170bpdelextremo5´delintrón1del
 gen. Este fragmento fue ligado al vector pPitx3_4.2Kb‐GFP digerido con SphI y SacI y
 transformadoencélulasE.coliDH5α.Delasclonasobtenidasserecuperóelplásmidoquefue
 caracterizadoporrestricciónconlasenzimasEcoRI,NotIyStuI(figura4).LadigestiónconEcoRI
 linearizóelplásmidoa9391bp.LadigestiónconNotIgenerófragmentosde7325bp,1334bpy
 732bp.LadigestiónconStuIliberófragmentosde7750bpy1641bp.Elpatrónderestricción
 concadaunadelasenzimasfueelesperado.
 Figura 4. Caracterización del vector pPitx3_5.2Kb‐GFP. M marcador de peso molecular. Carril 1plásmido digerido con EcoRI (flechas cortas). Carril 2 plásmido digerido con NotI (flechas con líneasólida).Carril3plásmidodigeridoconStuI(flechasconlíneapunteada).Carril4plásmidosindigerir.
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 ConstruccióndelosvectorespPitx3_1.7Kb‐GFPypPitx3_0.6Kb‐GFP
 El vector pPitx3_5.2Kb‐GFP y pPitx3_4.2Kb‐GFP fueron digeridos con la enzima de
 restricción PstI. Los plásmidos fueron religados, transformados en células E. coli DH5α,
 recuperadosycaracterizados.ElvectorpPitx3_1.7Kb‐GFPfuecaracterizadoconlasenzimasde
 restricción ScaI generando fragmentos de 3635 bp y 2145 bp (figura 5, a). El vector
 pPitx3_0.6Kb‐GFPsecaracterizócon lasenzimasde restricciónNotI,NheI yScaI (figura5,b).
 Los fragmentos generados con la enzimaNotI fueron de 3714 bp, 732 bp y 170 bp. Con la
 enzimaNheI se generaron fragmentosde4295bp y 321bp. La digestión con la enzimaScaI
 generó fragmentos de 2471 bp y 2145 bp. Los patrones de restricción con cada una de las
 enzimasfueronlosesperados.
 Figura 5. Caracterización de los vectores pPitx3_1.7‐GFP y pPitx3_0.6Kb‐GFP. a) Carril 1 plásmidopPitx3_1.7Kb‐GFP digerido con ScaI. b) Carriles 1‐2 plásmido pPitx3_0.6Kb‐GFP digerido con NotI(flechas cortas). Carriles 3‐4 plásmido pPitx3_0.6Kb‐GFP digerido conNheI (flechas con línea sólida).Carriles5‐6plásmidopPitx3_0.6Kb‐GFPdigeridoconScaI(flechasconlíneapunteada).Mmarcadordepesomolecular.
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 3.2ExpresióndelaGFPdirigidaporelpromotorde0.6Kbdelgenpitx3enunalíneacelular
 deneuroblastoma.
 ParaevidenciarlafuncionalidadpromotoradealgunadelasregionesdelpromotorPitx3,
 setransfectólalíneacelularN1E‐115conlosvectoresrecombinantesconstruidos.Losvectores
 quecontienenlosfragmentosde4.2Kb,5.2Kby1.7KbnoexpresaronlaGFP.Mientrasqueel
 vectorquecontieneelfragmentode0.6Kbdirigiólaexpresióndelgenreportero,aunquesólo
 enun10%de las células transfectadas.Comocontrolpositivode la transfección seutilizóel
 pGreenLantern‐1,el cual contieneelpromotorCMV.Estepromotordirigió laexpresiónde la
 GFPenaproximadamenteel35%delascélulastransfectadas(figura6).
 DebidoalaexpresióndelaGFPdirigidaporelpromotorde0.6KbenlascélulasN1E‐115,
 nosinteresódeterminarelfenotipodeestalíneacelular.Paraesto,serealizóladetecciónde
 marcadores como TH, DAT, Nurr1 y Pitx3 por inmunofluorescencia (figura 7). Se observó la
 expresióndeTHyNurr1conelpatróndelocalizacióncelularesperado;peroelpatróndeDAT
 no concuerda con el patrón de una proteína de membrana y el patrón de Pitx3 fue
 citoplasmáticoynonuclearcomosereportaparaestaproteína.Por loqueserealizóRT‐PCR
 para la detección cualitativa de estos marcadores (figura 8). Se amplificó el mRNA de TH y
 Nurr1peronosedetectóamplificacióndelmRNAdeDATnidePitx3;por loqueseconfirma
 que las célulasN1E‐115 son TH+ yNurr1+ peroDAT‐ y Pitx3‐. Para el RT‐PCR, se utilizó como
 controlpositivomRNAextraídodelVTAylasustancianegraderatón.Comocontrolinterno,se
 amplificóelgenactina.
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 Figura6.ExpresióndelaGFPencélulasN1E‐115.LaexpresióndelaGFPfueobservadaenlascélulastransfectadasconelvectorpPitx3_0.6Kb‐GFPyconelpGreenLantern‐1.EnlascélulastransfectadasconlosvectorespPitx3_4.2Kb‐GFP,pPitx3_5.2Kb‐GFPypPitx3_1.7Kb‐GFPnoseobservó laexpresiónde laGFP.LosnúcleosfueroncontrateñidosconHoechst.Lasimágenesfuerontomadasenunmicroscopiodefluorescenciaconelobjetivo20x.
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 Figura7.ExpresióndeTHyNurr1encélulasN1E‐115.Se realizó ladetecciónde losmarcadoresTH,DAT, Nurr1 y Pitx3 en las células N1E‐115. Se muestran imágenes a campo claro para evidenciar elcontornocelular.Ladeteccióndelosmarcadoresserealizóutilizandoanticuerposprimariosespecíficosy anticuerpos secundariosmarcados con FITC. Losnúcleos fueron teñidos conHoechst. Las imágenesfuerontomadasenunmicroscopiodefluorescenciaconelobjetivo40x.
 Figura8. ExpresióndemRNAdeTHyNurr1en célulasN1E‐115.Se realizó ladeteccióndeTH,DAT,Nurr1 y Pitx3 por RT‐PCR. En la primera columna semuestran los fragmentos amplificados del cDNAsintetizado a partir del RNA extraído del VTA y SNde ratón. En la segunda columna semuestran losfragmentosamplificadosdelcDNAsintetizadoapartirdelRNAextraídodecélulasN1E‐115.Seseñalanlostamañosdecadaunodelosfragmentosamplificados.
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 3.3TransfeccióninvivomedianteelNT‐poliplexparaevaluarlaactividadpromotoradelas
 diferentesversionesdelpromotorPitx3.
 Para evaluar in vivo la capacidad promotora de las regiones clonadas, se utilizó el
 sistema NT‐poliplex. Para ensamblar el NT‐poliplex, fue necesario como primer paso,
 determinar laconcentraciónóptimadePéptidoCariofílico(PK)queseuniríaacadaplásmido.
 Dichadeterminaciónse realizómediante laelectroforesisengeldeagarosade losplásmidos
 unidosadiferentesconcentracionesdelPK.Launióndelpéptidoalplásmidogeneraunretardo
 enelcorrimientodelDNAenelgeldeagarosadebidoalaneutralizacióndelascargasnegativas
 enlamoléculaácida.CuandoelretardoseposicionaenelpuntomediodelabandadeDNAsin
 PKseconsideralaconcentraciónóptimadelpéptido.Siguiendoestecriterio,sedeterminóque
 la concentración óptima de PK para cada plásmido transfectado fue de 6µM para
 pGreenLantern‐1y8µMparapPitx3_4.2Kb‐GFPypPitx3_0.6Kb‐GFP(figura9).
 Figura 9. Determinación de la concentración óptima de PK. Los números superiores indican laconcentración de PK unida al plásmido en cadaunode los carriles. La concentración de plásmido entodosloscarrilesesde6nM.
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 Una vez determinada la concentración del PK unido a cada plásmido, fue necesario
 determinar larelaciónmolaróptimadelacarreador.Estoserealizómediantelaelectroforesis
 engeldeagarosadelcomplejoDNA:PKunidoadiferentesrelacionesmolaresdelacarreador.Al
 unirseelacarreadoralcomplejoDNA:PKyaplicaruncampoeléctrico,segeneralaretenciónde
 lananopartículaenelpozodelgeldeagarosadebidoalaneutralizacióndelascargasnegativas
 delDNA.Larelaciónmolaróptimaesaquelladondeseobservamayorretenciónenelpozodel
 geldeagarosa.Siguiendoestecriterio,sedeterminólarelaciónmolaróptimaparacadaunode
 losplásmidostransfectados.ParaelplásmidopGreenLantern‐1fuede1:24yparalosplásmidos
 pPitx3_4.2Kb‐GFP(figura10)ypPitx3_0.6Kb‐GFPfuede1:27.
 Figura10.DeterminacióndelarelaciónmolaróptimadelacarreadorparapPitx3_4.2Kb‐GFP.ElprimercarrilcorrespondealplásmidopPitx3_4.2Kb‐GFP.Elsegundocarrilcorrespondealplásmidocon8µMdePK.Elrestodeloscarrilescorrespondenalplásmidocon8µMdePKyconelacarreadorenlasrelacionesmolaresmencionadasenlapartesuperiordelafigura.LasbandasqueseobservanenloscarrilesdondefueroncargadaslasmuestrascorrespondenalaretencióndelplásmidogeneradaporlaneutralizacióndecargasnegativasdelDNAalformarelcomplejoconelacarreador.EnlosúltimostrescarrilesnoseobservanbandasdeDNAyaquemigraronalpolonegativodebidoalincrementoenlascargaspositivasproporcionadasporelacarreador.
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 Después de determinar la concentración de PK y la relación molar óptima del
 acarreador, se ensambló cada plásmido con el NT‐poliplex. Para la transfección in vivo, se
 realizólainyeccióndecadaunodelosplásmidosensambladosconelNT‐poliplex,enlaregión
 mesencefálica de ratas mediante cirugía estereotáxica. Las ratas fueron sacrificadas 8 días
 despuésde latransfecciónparaanalizar laexpresiónde laGFP.Sedetectó laexpresiónde la
 GFPenlaSNderatastransfectadasconelpGreenLantern‐1utilizadocomocontrolpositivo.En
 las ratas transfectadas conelpPitx3_4.2Kb‐GFPno sedetectó laexpresióndel gen reportero
 (figura11).
 Figura 11. Ausencia de actividad promotora de la secuencia de 4.2 Kb del gen pitx3 en neuronasdopaminérgicasdelaSN.Loscortesdecerebrofueronteñidosporinmunofluorescencia.Lasimágenesfuerontomadasenunmicroscopiodefluorescenciaenobjetivo20x.
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 Discusión
 Pitx3esunfactordetrascripciónquecomienzaaserexpresadoenelcristalino,músculo
 esqueléticoyNDMenlaetapaembrionariaycontinúaconsuexpresiónhastalaetapaadulta
 exclusivamente en lasNDM12. Se ha demostradoquePitx3 es importante para el desarrollo,
 supervivenciaymantenimientodeéstegruponeuronal60,21,19.Elpatróndeexpresiónaltamente
 específicodel genpitx3 lo haceunexcelente candidatoparael envíodirigidode genes a las
 NDMutilizandosuregiónpromotoracuyadelimitaciónaúnsedesconoce.
 Como primer abordaje para seguir esta estrategia de terapia génica, nuestro grupo
 clonó la región de 4.2 Kb del gen pitx3 murino. En los ensayos in vitro, so observó que el
 promotorde4.2Kbdirigió laexpresiónde laenzimaCre recombinasaen la líneacelularSH‐
 SY5Y23.Aunque,losnivelesdeexpresióndelaenzimaCrerecombinasanofueronaltosdebidoa
 quelalíneacelularSH‐SY5Yesdeorigenhumano.Porloquesedecidiósubclonarelpromotor
 de4.2KbparadirigirlaexpresióndelgenreporteroGFPenlalíneacelularN1E‐115deorigen
 murinoydemostrarunamejoractividadpromotora.
 A diferencia de los resultados obtenidos con la línea SH‐SY5Y, no se logró detectar
 expresión del gen reportero GFP en las células N1E‐115 transfectadas con el plásmido
 pPitx3_4.2Kb‐GFP.Pensamosqueéstos resultadospuedendeberseaque las líneascelulares,
 aunquesoncélulasdeneuroblastoma,sondediferenteorigenypudieranexpresardiferentes
 factoresdetranscripciónyquenoesténreconociendolasecuenciade4.2Kbdelgenpitx3.Esta
 hipótesis se origina debido a que se sabe de la existencia de genes que son regulados por
 diferentesfactoresdetranscripcióndependiendodeltipocelular.Unejemploimportante,esel
 gen th que contiene elementos de respuesta para Nurr1 y para Pitx3. Cada uno de éstos
 factores de transcripción, regula la determinación dopaminérgica dependiendo de la
 subpoblaciónneuronalenlaqueseexpresen10,61,62.
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 Encuantoa losvectoresrecombinantesqueportan los fragmentosde5.2Kby1.7Kb
 del promotor Pitx3; estos contienen una secuencia altamente conservada del intrón 1. Y
 consideramos que pudieran existir elementos que regulen de manera negativa la función
 promotoraestosfragmentos,yaquenotuvieronactividadenlascélulasN1E‐115.
 Considerandolaposibilidaddequelosfragmentosde4.2Kb,5.2Kby1.7Kbcontengan
 secuenciasqueregulendemaneranegativalafunciónpromotoraenla líneacelularN1E‐115,
 construimoselfragmentode0.6Kb(anexo1).Estefragmentocontienesecuenciasquesehan
 reportado como potenciales cajas CAAT y TATA en la posición ‐205 a ‐200 y ‐86 a ‐80
 respectivamente.Enlosresultadosobservamosqueelfragmentode0.6Kbfuecapazdedirigir
 laexpresióndelaGFPenlascélulasN1E‐115peroconbajosnivelesdeexpresióncomparado
 conelpromotorfuerteCMV.Apesardequeelfragmentode0.6KbcontienelascajasCAATy
 TATA que se consideran parte del promotor mínimo y son necesarias para iniciar la
 transcripcióndemuchosgenes,éstassecuenciasnodeterminanlaespecificidadolafuerzadel
 promotor,yaqueestaúltimacaracterísticaestádeterminadaporloselementospotenciadores.
 Debidoaqueelpromotorde0.6Kbesunasecuenciacortaquecontieneregionesreguladoras
 importantesasícomoelsitiodereconocimientopara iniciar la transcripción,podrían faltarle,
 tanto las secuencias reguladoras que permitan la especificidad dopaminérgica, así como
 elementospotenciadoresquedeterminenaltosnivelesdeexpresión.
 Debido a los resultados observados en las transfecciones con los vectores
 recombinantesconstruidos,enespecialporlaausenciadeexpresióndeGFPconelfragmento
 de4.2Kb,decidimosdeterminarcuálesson losmarcadoresdopaminérgicosexpresadosen la
 líneacelularN1E‐115,paraentenderlafaltadeactividaddeestepromotorderatónenlalínea
 deorigenmurino.NuestrointeréssecentróendeterminarsihayexpresióndePitx3endógeno,
 yaquesupresenciaseriaindicativodequeenlascélulasN1E‐115existentodoslosfactoresde
 transcripciónnecesariosparareconocerelpromotorrecombinante.
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 Enlosresultadosobtenidosporinmunofluorescenciaseobservóseñalpositivaparalos
 marcadoresDATyPitx3,aunqueconunpatrónquenoeracaracterísticoparaunaproteínade
 membranaynuclear respectivamente. La técnicadeRT‐PCRnospermitiódeterminarque las
 células N1E‐115 no expresan DAT ni Pitx3, ya que es una técnicamás sensible al amplificar
 directamentelosmRNAexpresadosenestascélulas.
 Los resultados obtenidos de la caracterización de la línea celular N1E‐115 nos hace
 pensarquenocuentaconlosfactoresdetranscripciónnecesariosparareconocerlasecuencia
 promotoradelgenpitx3endógeno,porlotanto,tampocopodríareconocerlassecuenciasde
 losfragmentosde4.2Kb,5.2Kby1.7Kbdenuestrosvectoresrecombinantes.Conrespectoa
 los resultadosde la transfeccióndel fragmentode0.6Kb, laexpresióndeGFPpodríano ser
 específicayaqueéste fragmentocuentacon las secuencias consideradaspartedelpromotor
 mínimoperoéstas,nodeterminanlaespecificidaddopaminérgica.
 Si bien es cierto que las líneas celulares son valiosas herramientas en el campode la
 biologíamolecular,losresultadosqueseobtienensonlimitadosporelpatróndeexpresiónde
 genesdel tipo celularutilizado. Parael análisis depromotores, quenecesitande factoresde
 transcripciónespecíficos,esnecesariorealizarlosensayosensistemasbiológicosquecuenten
 conelmicroambientey lascombinacionesespecíficasdeproteínasreguladorasquepermitan
 unresultadoconfiable.
 La complejidad y diversidad neuronal depende de la expresión de factores de
 transcripciónqueorquestanlaregulacióndegenesubicuosyespecíficos.Deallílanecesidadde
 probar in vivo, los vectores recombinantes con los que obtuvimos resultados prometedores.
 Por lo que decidimos transfectar las NDM de rata con los vectores recombinantes que
 contienenlosfragmentosde4.2Kb,debidoasuactividadpromotoraenlascélulasSH‐SY5Y23y
 elfragmentode0.6KbdebidoasuactividadpromotoraenlascélulasN1E‐115.
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 Con las transfecciones in vivo, se descartó la funcionalidad del fragmento de 4.2 Kb,
 reiterando nuestra hipótesis de que éste fragmento podría contener secuencias que regulan
 negativamente la expresión del gen reportero, ya que no fue funcional aún en el
 microambienteenelcualsemantienenlasNDMinvivo.
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 Conclusiones
 ∂ Elfragmentode4.2Kbnotieneactividadpromotorainvivo.
 ∂ Elfragmentode0.6Kbtieneactividadpromotorainvitro,perocarecedeespecificidad.
 ∂ La línea celular N1E‐115 no presenta el fenotipo de una subpoblación de neuronas
 dopaminérgicasmesencefálicasqueexpresanpitx3.
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 Perspectivas
 Con el desarrollo del presente trabajo surgen nuevas preguntas que nos interesa
 responderynuevosobjetivosqueplantearnos,como:
 ∂ Identificar las secuencias presentes en los fragmentosde4.2 Kb, 5.2 Kb y 1.7 Kbque
 regulannegativamentelaexpresióndelgenreportero.
 ∂ Probarinvivolafuncionalidadpromotoradelfragmentocortode0.6kb.
 ∂ Identificar las secuencias reguladoras que determinan la especificidad dopaminérgica
 delfragmentode0.6Kb.
 ∂ Identificarelementospotenciadoresqueaumentenlaexpresióndeungenreporterosin
 afectarlaespecificidaddopaminérgica.
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 Anexo1
 Vectores construidos que contienen los diferentes fragmentos promotores del gen pitx3. Losdiagramas de las diferentes regiones promotoras muestran la región clonada en cada uno de losvectoresysulocalizaciónconrespectoallocusdelgenpitx3.
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 pPitx3_4.2Kb‐GFP 1 GGCCGCTCTA GCTTGGGATC TTTGTGAAGG AACCTTACTT CTGTGGTGTG 51 ACATAATTGG ACAAACTACC TACAGAGATT TAAAGCTCTA AGGTAAATAT NdeI 101 AAAATTTTTA AGTGTATAAT GTGTTAAACT AGCTGCATAT GCTTGCTGCT 151 TGAGAGTTTT GCTTACTGAG TATGATTTAT GAAAATATTA TACACAGGAG 201 CTAGTGATTC TAATTGTTTG TGTATTTTAG ATTCACAGTC CCAAGGCTCA 251 TTTCAGGCCC CTCAGTCCTC ACAGTCTGTT CATGATCATA ATCAGCCATA 301 CCACATTTGT AGAGGTTTTA CTTGCTTTAA AAAACCTCCC ACACCTCCCC 351 CTGAACCTGA AACATAAAAT GAATGCAATT GTTGTTGTTA ACTTGTTTAT 401 TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACA AATTTCACAA 451 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC 501 AATGTATCTT ATCATGTCTG GATCGATCCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC 551 GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG CGTATTGGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC 601 CGCACCGATC GCCCTTCCCA ACAGTTGCGC AGCCTGAATG GCGAATGGAC 651 GCGCCCTGTA GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG 701 CGTGACCGCT ACACTTGCCA GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT 751 TCCCTTCCTT TCTCGCCACG TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT 801 CGGGGGCTCC CTTTAGGGTT CCGATTTAGT GCTTTACGGC ACCTCGACCC 851 CAAAAAACTT GATTAGGGTG ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT 901 AGACGGTTTT TCGCCCTTTG ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA 951 CTCTTGTTCC AAACTGGAAC AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT 1001 TGATTTATAA GGGATTTTGC CGATTTCGGC CTATTGGTTA AAAAATGAGC 1051 TGATTTAACA AAAATTTAAC GCGAATTTTA ACAAAATATT AACGTTTACA 1101 ATTTCAGGTG GCACTTTTCG GGGAAATGTG CGCGGAACCC CTATTTGTTT 1151 ATTTTTCTAA ATACATTCAA ATATGTATCC GCTCATGCCA GGTCTTGGAC 1201 TGGTGAGAAC GGCTTGCTCG GCAGCTTCGA TGTGTGCTGG AGGGAGAATA 1251 AAGGTCTAAG ATGTGCGATA GAGGGAAGTC GCATTGAATT ATGTGCTGTG 1301 TAGGGATCGC TGGTATCAAA TATGTGTGCC CACCCCTGGC ATGAGACAAT
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 1351 AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG TATGAGTATT 1401 CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCC 1451 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT GCTGAAGATC 1501 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA CAGCGGTAAG 1551 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA TGAGCACTTT 1601 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTATTGAC GCCGGGCAAG 1651 AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT GGTTGAGTAC 1701 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG TAAGAGAATT 1751 ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC AACTTACTTC 1801 TGACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT GCACAACATG 1851 GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC TGAATGAAGC 1901 CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCTGTAGCA ATGGCAACAA 1951 CGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC TTCCCGGCAA 2001 CAATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAAA GTTGCAGGAC CACTTCTGCG 2051 CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT GGAGCCGGTG 2101 AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC 2151 TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAA CTATGGATGA 2201 ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT AAGCATTGGT 2251 AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA TTTAAAACTT 2301 CATTTTTAAT TTAAAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT 2351 GCCATAACTT CGTATAATGT ATGCTATACG AAGTTATGGC ATGACCAAAA 2401 TCCCTTAACG TGAGTTTTCG TTCCACTGAG CGTCAGACCC CGTAGAAAAG 2451 ATCAAAGGAT CTTCTTGAGA TCCTTTTTTT CTGCGCGTAA TCTGCTGCTT 2501 GCAAACAAAA AAACCACCGC TACCAGCGGT GGTTTGTTTG CCGGATCAAG 2551 AGCTACCAAC TCTTTTTCCG AAGGTAACTG GCTTCAGCAG AGCGCAGATA 2601 CCAAATACTG TCCTTCTAGT GTAGCCGTAG TTAGGCCACC ACTTCAAGAA 2651 CTCTGTAGCA CCGCCTACAT ACCTCGCTCT GCTAATCCTG TTACCAGTGG 2701 CTGCTGCCAG TGGCGATAAG TCGTGTCTTA CCGGGTTGGA CTCAAGACGA 2751 TAGTTACCGG ATAAGGCGCA GCGGTCGGGC TGAACGGGGG GTTCGTGCAC
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 2801 ACAGCCCAGC TTGGAGCGAA CGACCTACAC CGAACTGAGA TACCTACAGC 2851 GTGAGCATTG AGAAAGCGCC ACGCTTCCCG AAGGGAGAAA GGCGGACAGG 2901 TATCCGGTAA GCGGCAGGGT CGGAACAGGA GAGCGCACGA GGGAGCTTCC 2951 AGGGGGAAAC GCCTGGTATC TTTATAGTCC TGTCGGGTTT CGCCACCTCT 3001 GACTTGAGCG TCGATTTTTG TGATGCTCGT CAGGGGGGCG GAGCCTATGG 3051 AAAAACGCCA GCAACGCGGC CTTTTTACGG TTCCTGGCCT TTTGCTGGCC 3101 TTTTGCTCAC ATGCTCGTTT AGTGAACCGT CAGATCGCCT GGAGACGCCA 3151 TCCACGCTGT TTTGACCTCC ATAGAAGACA CCGGGACCGA TCCAGCCTCC 3201 GGACTCTAGC CTAGGCTTTT GCAAAAAGCT ATTTAGGTGA CACTATAGAA PstI KpnI 3251 GGTACGCCTG CAGGTACCGC TCAGCCAATC AGAGCGTGGC ACTCTGAAAA 3301 GTGGCATTCC GACTATCCAA TCGAAGAAAG AAATTAGCTC TGGGAGGCGT 3351 GCAATGCCCA AAGAGACCAG ATTACAAGGG AAAGAAGAGT AGGTAGGGGA 3401 CAGCCAACGG ATACGAGGAT TCTCTGACTG ACAGTTACAG AAGCCAATAA 3451 ACAATGAAAA ATTGTGCTGG GCGGTTGAAG AGGTGGGGTC AGATAGGGTT 3501 CGGTTGCAGT GCGCTGTTTA GCAGTGGCTG CTGGGCATCC TGGGCAGGAA 3551 GGCTATGATT TGCTGGAAAG GGGGCGGGGT CCGTTTTGAG AGCTTGAGCG 3601 GGCGACCCTA CTCCCCAACT TCATCCTACC AAAGTCACCT GGGCTTTACT 3651 ACTTTAGGGA TCGCTCTCTT TCCAGGCAGG TCTGGGGTTG AAACGCGTTC 3701 CTAAATTCGG CCCGTGCAAT CTTGCCTACG CCCTCCTGTC TTCTGTGCCC 3751 CACTTGGGTA TATGTGCCTG TCTCATCCTA ACTCTGATTT TTGCATTTTC 3801 TACTCCATTC CTACCATCCA GAAATAGAGA AAATGGTAGC AGAAATCTTG 3851 GATACCTAAT TAGAGTATCC TCATTTTCCA GACGTGGAAA GAGTTCTACC BamHI NsiI 3901 GAGGAAAGCT GGATCCATGC ATAGCAGAGA AAAACATACA CCTACCCCAG 3951 CCAATTCGGT GCGGAGAGTA AGGGGCATGG GGGTACTTAA TACTTCTTTT 4001 TAAAAAGAAA GAATTTGTCT ATTTTAAGAT AATGCTCTTA GCCACTAAAC 4051 CATCTCTCCA GCCTCCCTCA ATACTTGGTA TACCTTACTC CATAGGGCTA 4101 TATGACTCTC AGTTCAGCCC TTCCTATTAA GCCTTGGACA AATCTTAATG
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 4151 AACGATTGGT GGAGGTGTAT GAGGATCAAG TCTGAGGGCC TAATCTCACA 4201 CCATTAGTCC ACATCGTTAA CAAAAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA 4251 GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGATGAT GATGATGATT TCCCATTTTC 4301 CTTCGAAATG CGGACAGGTG AGACTGGAAA GGAAGCTTAG CAGTTAAGTG 4351 TGCTTGCTGC TCTTCCAGAA GACCTGAGTT CAGTTCCCAG GATGTACATA BamHI 4401 GCACTATCTA CTGTAACTCC AGCTCCAGAG GGATCCAACA CTTTGGGCAC 4451 ATACTCACAC AGAGACACGC GCGCTCTCGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT 4501 GTGTGTGTGT GAGAGAGAGA GAGAGGGGGG GGGAGAGAGA GAGAGAGAGA 4551 GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGATCTT TCTGTAACCC 4601 TGGCTACTGA CTGTCCTTGA AGCACAGGCT GGCTTCAACC TCACAGAGAT 4651 CTACCTGCCA CTGCCTCCCA AATGCTGCAC CACTATGCCA GGCACAGACA 4701 CATACATTTC AAATAATAAA AAATAAATCT TTTGTTTGTT TGTTTTTCAA EcoRI 4751 AACAGAGTTT CTCTGGGTAA CAGCCCTGGC TGCCCCTGGC TGCCCTGGAA 4801 TTCACTTTGT AGACCAGGCT GGCCTCGAAC TCAGGTCTGT CTGCCTGCCT NdeI 4851 CTGCCTCTCA AGTGCTGGGA TTAAAGTCAT ATGCTACCAT GTCCAGCAAA 4901 GCAAACCTTT TCTAAGGCCA TTGGAATGTG GCCTTGAAAC AGGCACCCAA 4951 GGCATCCATA GGTTATGATC CTCTAATTTA AAAAACCATC AGAGCCAAAT NsiI 5001 CCAATATGAA GAATCCCCCA ACAACTCCCT GTGTCTATGC ATTGGTCTTG 5051 GTCTCTAGGT CCAGCTAGGA ACCTAAAGGA AGTCAGATGA AGATGATACG 5101 ATCACCAAGG TATTTCATTC TATGATACCT CTGAGCCATT TTTCTCTTCG 5151 TTTGGTCTTT AGGGCTTCTC TCAGGTTGGA GAGCAAATAG GAAAACCCTG 5201 TAAGTAAACT AAAACTCCCT ACTCTCCCCT CCCTATCTAG GTATGCCTCC 5251 AGACATTAGA CATCTTAGAA GTATGTGATT ATCAATTAAA GATGGAGAGA 5301 GAGACAGAGA GAAAGCAATC CCCAGCCCCT CACAGGTGCT ACACATCATT 5351 TAACAGATAA AACAGGTTTT TTTTTTATTT ATTTCAGTGC AACATTTATT 5401 GAGTTCCTTT TTCCTTCTCT CTCCAGCCCC TTTCGCTCCA GCCCAGAGAT 5451 TTATTTATTT ATTATATGTA AGTACACTGT AGCTGTCTTC AGACACACCA
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 5501 GAATCAGAGG GCATCAGATC CCATTACAGA TGGTTGTGAC CCACCATGTG 5551 GTTGCTGGGA TTTGAACTCA GGACCTCTGG AAGAGCAGTC AGTGCGCTTA 5601 ACCGCTGAGC CATCTCTCCA GCCCCCCATT TATTGAGTTT CTATATGCCT 5651 GTGAATAGAA AAAGAGGAAA GAAATGCTTC TTGTTCTCCT AAATTTTATT EcoRV 5701 TTATACAAGT CAACACATCA GTTGATTCCT TCAATATGGA GGATGGAGTG 5751 ATATCAAATC TATACATAAG GGGTCATGAG AGCAAGAAGC TACACCTTTG 5801 GCCAGCCTGG AAGTTCAGGC AAGGCTTCTC AGATAAAACA GAACCTAAGT 5851 GGAACTCAGA AATTAGGATC AGCAATATAA CGACTGTTTT TGTTGTTGTT 5901 GTTGTTGTTT TTTGTTGTTG TTGTTGTTTT TTTTGTTTTT TGTTTTTGGT 5951 CAGGAAAAAT TAGAGGTCGT TCAGGATGAA CAAAACTGAA GATGAAGACA 6001 AATCAGGGCA CTCAGTACAA TGCACAGAGG TAGGATAATA GTTGAACGTT 6051 TAGGGCCAGC CAAAACCAGA GAGCTACAGA GCAAGACTCT ATTGAAGGGG 6101 GGATTGGAAG TTCAGGTCCT GAAGATCAAA TATGCCACAT TAGGAAACTT 6151 TGACTTTCTC CTGAAGGCAG TAAAGAGAAC TATCGTGCTT TAAAAATTGA 6201 TACGTATGCT TAGATTCATC TTTGGAGCAT ACTGCACGGG GCTTAAGGAC 6251 TCTCAGGGGC ACTAAGTAAC CCGCCTGTCA TACTCCTTGG ACACCTGTCC 6301 TGTCCCTTGC AAACACTTAA TCCAAAAACG CCAACGCTAC CCTTACCCAC 6351 AGGACCAAAT CTGTTGTCGT GGGAAACACG ACACGGCTGA GGCCAGGAAA PstI 6401 GCACAGCCCA GGCAAATTGA TAACTGCAGC GTGAGAGGCC GAGTGCTCAC 6451 ACCTTTGAAG CACACAAGGC CAGACAGCCA CTGGAAGCCA GGGAGGCATC 6501 GTTGTTACTT GTCCAAGGTC AGTGAGTGAG GGAAGATGCT GCTGTATACC 6551 ACTTTGATTT CTCTCGTTCC AAATCCTGCT TTCTCCAAGT TATCTTCTTT 6601 AGGGGAGAAA AAAAAAAATA GAGATAGCTA AGGAGAGAAA GATAGGATGG 6651 AAAGGAGGGG TGGTCTTTAA AAAAGAAAGC CTTTCGAAGT GATAGAGTAG 6701 GGAGCAAAGC GGTGGTCAGA AGAAAAAAGG AAGGCGCACG AGGACTGGAA 6751 TAGAGACAAA AGAGTGGAAA GACAGACAGC GACAAGTGGA GAAAATCGGC 6801 GAAACGAGCG GCAGCAAAGT GTGGGAGCTG AGACCCGACA GCCGGGTTCT
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 PstI 6851 CTGTCCCGCC TGACGGTCCT GCAGCCGTCT CCCCCGGCAC TGCTTCTCGT StuI 6901 GACTCCGGGG AGAGCCCAAG GCCTCAATTA GCCACAGTTC GGGCTGGACT 6951 CAGGGGCGAC ACGGACCACC GTACTTTTGC TAGCTTTGCC GAACCCGAGA 7001 GTCCCAGCTG GAGCGCAGTC CGGGCCACGT GGGGAGGGGG CGTTGCTCAG 7051 TGGATGGCAA ACGCTTCTGA TTGGCCATAG GGGCGGAGTT CTTGGCTGCC 7101 GGGTGGCAGG ACCCCTCCCA CTAAGGTGGG GCCTAAAGGT TCACAGCTGG 7151 AAAGGGAGGA GCAAGGGCGG CGCATCTGGA AAGGGGCGGG CCTGGGGCGC SphI 7201 GCGGCATGCT GCGGCGGGCT GGGGGCGCCC TGGGTTGCCA TAAAGTGAAT 7251 GGGCGCCGGC GGGGGGTGGC ACTGCACTGT GAGACTCACT CTCTCCTCCG NotI 7301 CTAGCCTGGG AGAGCCCAGC GGAGCGGCCG CCCCAGAGCA GGGGGGCGGC 7351 CCCCACCCCG CAGGGTGCCT GGCCCCTGGC CCCTGCCTGC GCTCCAGAAC 7401 GCCGCCGCCA CAGCCACCAC CCGGAGTCTG CCTGCTGCGG GACGCACTGT SacI SpeI NotI 7451 GAGTACTTGA CCATGCAGGC CCCCTCGACG AGCTCACTAG TCGGCGGCCG 7501 CCGCCACCAT GAGCAAGGGC GAGGAACTGT TCACTGGCGT GGTCCCAATT 7551 CTCGTGGAAC TGGATGGCGA TGTGAATGGG CACAAATTTT CTGTCAGCGG 7601 AGAGGGTGAA GGTGATGCCA CATACGGAAA GCTCACCCTG AAATTCATCT NcoI 7651 GCACCACTGG AAAGCTCCCT GTGCCATGGC CAACACTGGT CACTACCTTC NdeI 7701 ACCTATGGCG TGCAGTGCTT TTCCAGATAC CCAGACCATA TGAAGCAGCA 7751 TGACTTTTTC AAGAGCGCCA TGCCCGAGGG CTATGTGCAG GAGAGAACCA 7801 TCTTTTTCAA AGATGACGGG AACTACAAGA CCCGCGCTGA AGTCAAGTTC 7851 GAAGGTGACA CCCTGGTGAA TAGAATCGAG TTGAAGGGCA TTGACTTTAA 7901 GGAAGATGGA AACATTCTCG GCCACAAGCT GGAATACAAC TATAACTCCC 7951 ACAATGTGTA CATCATGGCC GACAAGCAAA AGAATGGCAT CAAGGTCAAC BamHI 8001 TTCAAGATCA GACACAACAT TGAGGATGGA TCCGTGCAGC TGGCCGACCA 8051 TTATCAACAG AACACTCCAA TCGGCGACGG CCCTGTGCTC CTCCCAGACA
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64
 8101 ACCATTACCT GTCCACCCAG TCTGCCCTGT CTAAAGATCC CAACGAAAAG 8151 AGAGACCACA TGGTCCTGCT GGAGTTTGTG ACCGCTGCTG GGATCACACA NotI 8201 TGGCATGGAC GAGCTGTACA AGTGAGC
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66
 pPitx3_5.2Kb‐GFP 1 GGCCGCTCTA GCTTGGGATC TTTGTGAAGG AACCTTACTT CTGTGGTGTG 51 ACATAATTGG ACAAACTACC TACAGAGATT TAAAGCTCTA AGGTAAATAT NdeI 101 AAAATTTTTA AGTGTATAAT GTGTTAAACT AGCTGCATAT GCTTGCTGCT 151 TGAGAGTTTT GCTTACTGAG TATGATTTAT GAAAATATTA TACACAGGAG 201 CTAGTGATTC TAATTGTTTG TGTATTTTAG ATTCACAGTC CCAAGGCTCA 251 TTTCAGGCCC CTCAGTCCTC ACAGTCTGTT CATGATCATA ATCAGCCATA 301 CCACATTTGT AGAGGTTTTA CTTGCTTTAA AAAACCTCCC ACACCTCCCC 351 CTGAACCTGA AACATAAAAT GAATGCAATT GTTGTTGTTA ACTTGTTTAT 401 TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACA AATTTCACAA 451 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC 501 AATGTATCTT ATCATGTCTG GATCGATCCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC 551 GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG CGTATTGGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC 601 CGCACCGATC GCCCTTCCCA ACAGTTGCGC AGCCTGAATG GCGAATGGAC 651 GCGCCCTGTA GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG 701 CGTGACCGCT ACACTTGCCA GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT 751 TCCCTTCCTT TCTCGCCACG TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT 801 CGGGGGCTCC CTTTAGGGTT CCGATTTAGT GCTTTACGGC ACCTCGACCC 851 CAAAAAACTT GATTAGGGTG ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT 901 AGACGGTTTT TCGCCCTTTG ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA 951 CTCTTGTTCC AAACTGGAAC AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT 1001 TGATTTATAA GGGATTTTGC CGATTTCGGC CTATTGGTTA AAAAATGAGC 1051 TGATTTAACA AAAATTTAAC GCGAATTTTA ACAAAATATT AACGTTTACA 1101 ATTTCAGGTG GCACTTTTCG GGGAAATGTG CGCGGAACCC CTATTTGTTT 1151 ATTTTTCTAA ATACATTCAA ATATGTATCC GCTCATGCCA GGTCTTGGAC 1201 TGGTGAGAAC GGCTTGCTCG GCAGCTTCGA TGTGTGCTGG AGGGAGAATA 1251 AAGGTCTAAG ATGTGCGATA GAGGGAAGTC GCATTGAATT ATGTGCTGTG 1301 TAGGGATCGC TGGTATCAAA TATGTGTGCC CACCCCTGGC ATGAGACAAT
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67
 1351 AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG TATGAGTATT 1401 CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCC 1451 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT GCTGAAGATC 1501 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA CAGCGGTAAG 1551 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA TGAGCACTTT 1601 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTATTGAC GCCGGGCAAG 1651 AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT GGTTGAGTAC 1701 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG TAAGAGAATT 1751 ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC AACTTACTTC 1801 TGACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT GCACAACATG 1851 GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC TGAATGAAGC 1901 CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCTGTAGCA ATGGCAACAA 1951 CGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC TTCCCGGCAA 2001 CAATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAAA GTTGCAGGAC CACTTCTGCG 2051 CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT GGAGCCGGTG 2101 AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC 2151 TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAA CTATGGATGA 2201 ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT AAGCATTGGT 2251 AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA TTTAAAACTT 2301 CATTTTTAAT TTAAAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT 2351 GCCATAACTT CGTATAATGT ATGCTATACG AAGTTATGGC ATGACCAAAA 2401 TCCCTTAACG TGAGTTTTCG TTCCACTGAG CGTCAGACCC CGTAGAAAAG 2451 ATCAAAGGAT CTTCTTGAGA TCCTTTTTTT CTGCGCGTAA TCTGCTGCTT 2501 GCAAACAAAA AAACCACCGC TACCAGCGGT GGTTTGTTTG CCGGATCAAG 2551 AGCTACCAAC TCTTTTTCCG AAGGTAACTG GCTTCAGCAG AGCGCAGATA 2601 CCAAATACTG TCCTTCTAGT GTAGCCGTAG TTAGGCCACC ACTTCAAGAA 2651 CTCTGTAGCA CCGCCTACAT ACCTCGCTCT GCTAATCCTG TTACCAGTGG 2701 CTGCTGCCAG TGGCGATAAG TCGTGTCTTA CCGGGTTGGA CTCAAGACGA 2751 TAGTTACCGG ATAAGGCGCA GCGGTCGGGC TGAACGGGGG GTTCGTGCAC

Page 79
						

68
 2801 ACAGCCCAGC TTGGAGCGAA CGACCTACAC CGAACTGAGA TACCTACAGC 2851 GTGAGCATTG AGAAAGCGCC ACGCTTCCCG AAGGGAGAAA GGCGGACAGG 2901 TATCCGGTAA GCGGCAGGGT CGGAACAGGA GAGCGCACGA GGGAGCTTCC 2951 AGGGGGAAAC GCCTGGTATC TTTATAGTCC TGTCGGGTTT CGCCACCTCT 3001 GACTTGAGCG TCGATTTTTG TGATGCTCGT CAGGGGGGCG GAGCCTATGG 3051 AAAAACGCCA GCAACGCGGC CTTTTTACGG TTCCTGGCCT TTTGCTGGCC 3101 TTTTGCTCAC ATGCTCGTTT AGTGAACCGT CAGATCGCCT GGAGACGCCA 3151 TCCACGCTGT TTTGACCTCC ATAGAAGACA CCGGGACCGA TCCAGCCTCC 3201 GGACTCTAGC CTAGGCTTTT GCAAAAAGCT ATTTAGGTGA CACTATAGAA PstI KpnI 3251 GGTACGCCTG CAGGTACCGC TCAGCCAATC AGAGCGTGGC ACTCTGAAAA 3301 GTGGCATTCC GACTATCCAA TCGAAGAAAG AAATTAGCTC TGGGAGGCGT 3351 GCAATGCCCA AAGAGACCAG ATTACAAGGG AAAGAAGAGT AGGTAGGGGA 3401 CAGCCAACGG ATACGAGGAT TCTCTGACTG ACAGTTACAG AAGCCAATAA 3451 ACAATGAAAA ATTGTGCTGG GCGGTTGAAG AGGTGGGGTC AGATAGGGTT 3501 CGGTTGCAGT GCGCTGTTTA GCAGTGGCTG CTGGGCATCC TGGGCAGGAA 3551 GGCTATGATT TGCTGGAAAG GGGGCGGGGT CCGTTTTGAG AGCTTGAGCG 3601 GGCGACCCTA CTCCCCAACT TCATCCTACC AAAGTCACCT GGGCTTTACT 3651 ACTTTAGGGA TCGCTCTCTT TCCAGGCAGG TCTGGGGTTG AAACGCGTTC 3701 CTAAATTCGG CCCGTGCAAT CTTGCCTACG CCCTCCTGTC TTCTGTGCCC 3751 CACTTGGGTA TATGTGCCTG TCTCATCCTA ACTCTGATTT TTGCATTTTC 3801 TACTCCATTC CTACCATCCA GAAATAGAGA AAATGGTAGC AGAAATCTTG 3851 GATACCTAAT TAGAGTATCC TCATTTTCCA GACGTGGAAA GAGTTCTACC BamHI NsiI 3901 GAGGAAAGCT GGATCCATGC ATAGCAGAGA AAAACATACA CCTACCCCAG 3951 CCAATTCGGT GCGGAGAGTA AGGGGCATGG GGGTACTTAA TACTTCTTTT 4001 TAAAAAGAAA GAATTTGTCT ATTTTAAGAT AATGCTCTTA GCCACTAAAC 4051 CATCTCTCCA GCCTCCCTCA ATACTTGGTA TACCTTACTC CATAGGGCTA 4101 TATGACTCTC AGTTCAGCCC TTCCTATTAA GCCTTGGACA AATCTTAATG
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69
 4151 AACGATTGGT GGAGGTGTAT GAGGATCAAG TCTGAGGGCC TAATCTCACA 4201 CCATTAGTCC ACATCGTTAA CAAAAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA 4251 GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGATGAT GATGATGATT TCCCATTTTC 4301 CTTCGAAATG CGGACAGGTG AGACTGGAAA GGAAGCTTAG CAGTTAAGTG 4351 TGCTTGCTGC TCTTCCAGAA GACCTGAGTT CAGTTCCCAG GATGTACATA BamHI 4401 GCACTATCTA CTGTAACTCC AGCTCCAGAG GGATCCAACA CTTTGGGCAC 4451 ATACTCACAC AGAGACACGC GCGCTCTCGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT 4501 GTGTGTGTGT GAGAGAGAGA GAGAGGGGGG GGGAGAGAGA GAGAGAGAGA 4551 GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGATCTT TCTGTAACCC 4601 TGGCTACTGA CTGTCCTTGA AGCACAGGCT GGCTTCAACC TCACAGAGAT 4651 CTACCTGCCA CTGCCTCCCA AATGCTGCAC CACTATGCCA GGCACAGACA 4701 CATACATTTC AAATAATAAA AAATAAATCT TTTGTTTGTT TGTTTTTCAA EcoRI 4751 AACAGAGTTT CTCTGGGTAA CAGCCCTGGC TGCCCCTGGC TGCCCTGGAA 4801 TTCACTTTGT AGACCAGGCT GGCCTCGAAC TCAGGTCTGT CTGCCTGCCT NdeI 4851 CTGCCTCTCA AGTGCTGGGA TTAAAGTCAT ATGCTACCAT GTCCAGCAAA 4901 GCAAACCTTT TCTAAGGCCA TTGGAATGTG GCCTTGAAAC AGGCACCCAA 4951 GGCATCCATA GGTTATGATC CTCTAATTTA AAAAACCATC AGAGCCAAAT NsiI 5001 CCAATATGAA GAATCCCCCA ACAACTCCCT GTGTCTATGC ATTGGTCTTG 5051 GTCTCTAGGT CCAGCTAGGA ACCTAAAGGA AGTCAGATGA AGATGATACG 5101 ATCACCAAGG TATTTCATTC TATGATACCT CTGAGCCATT TTTCTCTTCG 5151 TTTGGTCTTT AGGGCTTCTC TCAGGTTGGA GAGCAAATAG GAAAACCCTG 5201 TAAGTAAACT AAAACTCCCT ACTCTCCCCT CCCTATCTAG GTATGCCTCC 5251 AGACATTAGA CATCTTAGAA GTATGTGATT ATCAATTAAA GATGGAGAGA 5301 GAGACAGAGA GAAAGCAATC CCCAGCCCCT CACAGGTGCT ACACATCATT 5351 TAACAGATAA AACAGGTTTT TTTTTTATTT ATTTCAGTGC AACATTTATT 5401 GAGTTCCTTT TTCCTTCTCT CTCCAGCCCC TTTCGCTCCA GCCCAGAGAT 5451 TTATTTATTT ATTATATGTA AGTACACTGT AGCTGTCTTC AGACACACCA
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70
 5501 GAATCAGAGG GCATCAGATC CCATTACAGA TGGTTGTGAC CCACCATGTG 5551 GTTGCTGGGA TTTGAACTCA GGACCTCTGG AAGAGCAGTC AGTGCGCTTA 5601 ACCGCTGAGC CATCTCTCCA GCCCCCCATT TATTGAGTTT CTATATGCCT 5651 GTGAATAGAA AAAGAGGAAA GAAATGCTTC TTGTTCTCCT AAATTTTATT EcoRV 5701 TTATACAAGT CAACACATCA GTTGATTCCT TCAATATGGA GGATGGAGTG 5751 ATATCAAATC TATACATAAG GGGTCATGAG AGCAAGAAGC TACACCTTTG 5801 GCCAGCCTGG AAGTTCAGGC AAGGCTTCTC AGATAAAACA GAACCTAAGT 5851 GGAACTCAGA AATTAGGATC AGCAATATAA CGACTGTTTT TGTTGTTGTT 5901 GTTGTTGTTT TTTGTTGTTG TTGTTGTTTT TTTTGTTTTT TGTTTTTGGT 5951 CAGGAAAAAT TAGAGGTCGT TCAGGATGAA CAAAACTGAA GATGAAGACA 6001 AATCAGGGCA CTCAGTACAA TGCACAGAGG TAGGATAATA GTTGAACGTT 6051 TAGGGCCAGC CAAAACCAGA GAGCTACAGA GCAAGACTCT ATTGAAGGGG 6101 GGATTGGAAG TTCAGGTCCT GAAGATCAAA TATGCCACAT TAGGAAACTT 6151 TGACTTTCTC CTGAAGGCAG TAAAGAGAAC TATCGTGCTT TAAAAATTGA 6201 TACGTATGCT TAGATTCATC TTTGGAGCAT ACTGCACGGG GCTTAAGGAC 6251 TCTCAGGGGC ACTAAGTAAC CCGCCTGTCA TACTCCTTGG ACACCTGTCC 6301 TGTCCCTTGC AAACACTTAA TCCAAAAACG CCAACGCTAC CCTTACCCAC 6351 AGGACCAAAT CTGTTGTCGT GGGAAACACG ACACGGCTGA GGCCAGGAAA PstI 6401 GCACAGCCCA GGCAAATTGA TAACTGCAGC GTGAGAGGCC GAGTGCTCAC 6451 ACCTTTGAAG CACACAAGGC CAGACAGCCA CTGGAAGCCA GGGAGGCATC 6501 GTTGTTACTT GTCCAAGGTC AGTGAGTGAG GGAAGATGCT GCTGTATACC 6551 ACTTTGATTT CTCTCGTTCC AAATCCTGCT TTCTCCAAGT TATCTTCTTT 6601 AGGGGAGAAA AAAAAAAATA GAGATAGCTA AGGAGAGAAA GATAGGATGG 6651 AAAGGAGGGG TGGTCTTTAA AAAAGAAAGC CTTTCGAAGT GATAGAGTAG 6701 GGAGCAAAGC GGTGGTCAGA AGAAAAAAGG AAGGCGCACG AGGACTGGAA 6751 TAGAGACAAA AGAGTGGAAA GACAGACAGC GACAAGTGGA GAAAATCGGC 6801 GAAACGAGCG GCAGCAAAGT GTGGGAGCTG AGACCCGACA GCCGGGTTCT
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 PstI 6851 CTGTCCCGCC TGACGGTCCT GCAGCCGTCT CCCCCGGCAC TGCTTCTCGT StuI 6901 GACTCCGGGG AGAGCCCAAG GCCTCAATTA GCCACAGTTC GGGCTGGACT 6951 CAGGGGCGAC ACGGACCACC GTACTTTTGC TAGCTTTGCC GAACCCGAGA 7001 GTCCCAGCTG GAGCGCAGTC CGGGCCACGT GGGGAGGGGG CGTTGCTCAG 7051 TGGATGGCAA ACGCTTCTGA TTGGCCATAG GGGCGGAGTT CTTGGCTGCC 7101 GGGTGGCAGG ACCCCTCCCA CTAAGGTGGG GCCTAAAGGT TCACAGCTGG 7151 AAAGGGAGGA GCAAGGGCGG CGCATCTGGA AAGGGGCGGG CCTGGGGCGC SphI 7201 GCGGCATGCT GCGGCGGGCT GGGGGCGCCC TGGGTTGCCA TAAAGTGAAT 7251 GGGCGCCGGC GGGGGGTGGC ACTGCACTGT GAGACTCACT CTCTCCTCCG NotI 7301 CTAGCCTGGG AGAGCCCAGC GGAGCGGCCG CCCCAGAGCA GGGGGGCGGC 7351 CCCCACCCCG CAGGGTGCCT GGCCCCTGGC CCCTGCCTGC GCTCCAGAAC 7401 GCCGCCGCCA CAGCCACCAC CCGGAGTCTG CCTGCTGCGG GACGCACTGT 7451 GAGTACTTGA CCATGCAGGG AATAGGGGCT CAGGGGACCG AGGGACCAAG 7501 GCTGGTCCTG GGACTCCTAA AAGGAAACCT GGGGCGGTTG AACTCTGGTG 7551 TTTGGGGAAT CGGTCAAAAG GGAAAAGGCG TATAGTAGCC CCGGGGCTGG 7601 GACATGGGAG AAGGGAAACT CTGAGGAAGG ACGTGGGGGA CTGAGAAGAG 7651 ATTTAGGGGA CTCAGAGAGA AGCCGAAGAA CTGCACGAAC CACAGAGTGG 7701 GTAGTCTGGA AACCTTTACC AGAGAGCACC TTGAAATCTA GGGGCAAGCG 7751 GCAAGGGCCA GAAGGTGATA AGGGTAGCCA ACTGAGGAGA GGGCAGCGGT 7801 CGCTCAGCCT AAGGGCAACA GGCGGCTCGC AGCGCCACTT GGCCCAGGCT 7851 TAGACAGACT CCAGCGTCTG GAAGTAGGGG TGCGCGTAGT AGCTCATGCT 7901 TTCCTTCCCA GCTGCTCCGC AGTTGGAATT GGAGCCCTGT TGCGAGAGTC 7951 GCTACTGGGT CAGATGGCCG CTGCGAGCTA CAGGGCCCAA GCTGCCAGCA 8001 CAACGCGACA CGACTGGCAG GTCTGTCGTG GGCCGTTTGG ATCTGGAAGG 8051 GTCCAGATCT GGAGCCTCCT CGGAATCGGA CAGAATGTCA GCGGCACGTG 8101 GGGTTTGGAA CGGATAGAAC GCTTGGGGCG GCAAAGTGGG TCTCTCTGGG 8151 GAGCAGACGA TGTGTCCAGC AGTGGTGAAC GGAATGTCCC TGGCCGACTG
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 NcoI 8201 GCATGTCCAC CTATCCGGCA GCGCCTGCCC AGCTGCGTTA TGTGCCATGG 8251 GGTCGGCTCG GTGGGTCCCC TGAAATCCCA GCTCCCAGTT TTCAAACTTG 8301 ATTTTGCCTC TCCTGCCCGT TTGGGCCTGA AAGGAGCTGG GAGAGTAAAG 8351 GGTGCAGCAC GGCCTTGGGG CAGGGTTCCT CTGCAAGACA ACCCCCGCTC 8401 CAGCTCAAAG AGATCAGGGC ATCAGTAGAC TTCCCCAATC CAAACTGAGG 8451 AAAGACTAAG CCCTACAAAG GGAAGACTAA GCTACAGGGT GCAGCAGCCG 8501 CAGGCCACTC ACAAGCCTCC GAGGGGCTCA GTCCCCTCAC AAACTCGAAG StuI 8551 TCAACTGTTA GGCCTTCTTT CTTTCTTTCT AACCCTAATT CCAGTACAAC SacI SpeI 8601 TGACCGGATA CCCTCAAATT CCTAGTCTGG TTGTTAGCCC ACTGAGCTCA NotI 8651 CTAGTCGGCG GCCGCCGCCA CCATGAGCAA GGGCGAGGAA CTGTTCACTG 8701 GCGTGGTCCC AATTCTCGTG GAACTGGATG GCGATGTGAA TGGGCACAAA 8751 TTTTCTGTCA GCGGAGAGGG TGAAGGTGAT GCCACATACG GAAAGCTCAC NcoI 8801 CCTGAAATTC ATCTGCACCA CTGGAAAGCT CCCTGTGCCA TGGCCAACAC 8851 TGGTCACTAC CTTCACCTAT GGCGTGCAGT GCTTTTCCAG ATACCCAGAC NdeI 8901 CATATGAAGC AGCATGACTT TTTCAAGAGC GCCATGCCCG AGGGCTATGT 8951 GCAGGAGAGA ACCATCTTTT TCAAAGATGA CGGGAACTAC AAGACCCGCG 9001 CTGAAGTCAA GTTCGAAGGT GACACCCTGG TGAATAGAAT CGAGTTGAAG 9051 GGCATTGACT TTAAGGAAGA TGGAAACATT CTCGGCCACA AGCTGGAATA 9101 CAACTATAAC TCCCACAATG TGTACATCAT GGCCGACAAG CAAAAGAATG BamHI 9151 GCATCAAGGT CAACTTCAAG ATCAGACACA ACATTGAGGA TGGATCCGTG 9201 CAGCTGGCCG ACCATTATCA ACAGAACACT CCAATCGGCG ACGGCCCTGT 9251 GCTCCTCCCA GACAACCATT ACCTGTCCAC CCAGTCTGCC CTGTCTAAAG 9301 ATCCCAACGA AAAGAGAGAC CACATGGTCC TGCTGGAGTT TGTGACCGCT NotI 9351 GCTGGGATCA CACATGGCAT GGACGAGCTG TACAAGTGAG C
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 pPitx3_1.7Kb‐GFP 1 GGCCGCTCTA GCTTGGGATC TTTGTGAAGG AACCTTACTT CTGTGGTGTG 51 ACATAATTGG ACAAACTACC TACAGAGATT TAAAGCTCTA AGGTAAATAT NdeI 101 AAAATTTTTA AGTGTATAAT GTGTTAAACT AGCTGCATAT GCTTGCTGCT 151 TGAGAGTTTT GCTTACTGAG TATGATTTAT GAAAATATTA TACACAGGAG 201 CTAGTGATTC TAATTGTTTG TGTATTTTAG ATTCACAGTC CCAAGGCTCA 251 TTTCAGGCCC CTCAGTCCTC ACAGTCTGTT CATGATCATA ATCAGCCATA 301 CCACATTTGT AGAGGTTTTA CTTGCTTTAA AAAACCTCCC ACACCTCCCC 351 CTGAACCTGA AACATAAAAT GAATGCAATT GTTGTTGTTA ACTTGTTTAT 401 TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACA AATTTCACAA 451 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC 501 AATGTATCTT ATCATGTCTG GATCGATCCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC 551 GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG CGTATTGGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC 601 CGCACCGATC GCCCTTCCCA ACAGTTGCGC AGCCTGAATG GCGAATGGAC 651 GCGCCCTGTA GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG 701 CGTGACCGCT ACACTTGCCA GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT 751 TCCCTTCCTT TCTCGCCACG TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT 801 CGGGGGCTCC CTTTAGGGTT CCGATTTAGT GCTTTACGGC ACCTCGACCC 851 CAAAAAACTT GATTAGGGTG ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT 901 AGACGGTTTT TCGCCCTTTG ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA 951 CTCTTGTTCC AAACTGGAAC AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT 1001 TGATTTATAA GGGATTTTGC CGATTTCGGC CTATTGGTTA AAAAATGAGC 1051 TGATTTAACA AAAATTTAAC GCGAATTTTA ACAAAATATT AACGTTTACA 1101 ATTTCAGGTG GCACTTTTCG GGGAAATGTG CGCGGAACCC CTATTTGTTT 1151 ATTTTTCTAA ATACATTCAA ATATGTATCC GCTCATGCCA GGTCTTGGAC 1201 TGGTGAGAAC GGCTTGCTCG GCAGCTTCGA TGTGTGCTGG AGGGAGAATA 1251 AAGGTCTAAG ATGTGCGATA GAGGGAAGTC GCATTGAATT ATGTGCTGTG 1301 TAGGGATCGC TGGTATCAAA TATGTGTGCC CACCCCTGGC ATGAGACAAT
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 1351 AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG TATGAGTATT 1401 CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCC 1451 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT GCTGAAGATC 1501 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA CAGCGGTAAG 1551 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA TGAGCACTTT 1601 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTATTGAC GCCGGGCAAG 1651 AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT GGTTGAGTAC 1701 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG TAAGAGAATT 1751 ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC AACTTACTTC 1801 TGACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT GCACAACATG 1851 GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC TGAATGAAGC 1901 CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCTGTAGCA ATGGCAACAA 1951 CGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC TTCCCGGCAA 2001 CAATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAAA GTTGCAGGAC CACTTCTGCG 2051 CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT GGAGCCGGTG 2101 AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC 2151 TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAA CTATGGATGA 2201 ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT AAGCATTGGT 2251 AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA TTTAAAACTT 2301 CATTTTTAAT TTAAAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT 2351 GCCATAACTT CGTATAATGT ATGCTATACG AAGTTATGGC ATGACCAAAA 2401 TCCCTTAACG TGAGTTTTCG TTCCACTGAG CGTCAGACCC CGTAGAAAAG 2451 ATCAAAGGAT CTTCTTGAGA TCCTTTTTTT CTGCGCGTAA TCTGCTGCTT 2501 GCAAACAAAA AAACCACCGC TACCAGCGGT GGTTTGTTTG CCGGATCAAG 2551 AGCTACCAAC TCTTTTTCCG AAGGTAACTG GCTTCAGCAG AGCGCAGATA 2601 CCAAATACTG TCCTTCTAGT GTAGCCGTAG TTAGGCCACC ACTTCAAGAA 2651 CTCTGTAGCA CCGCCTACAT ACCTCGCTCT GCTAATCCTG TTACCAGTGG 2701 CTGCTGCCAG TGGCGATAAG TCGTGTCTTA CCGGGTTGGA CTCAAGACGA 2751 TAGTTACCGG ATAAGGCGCA GCGGTCGGGC TGAACGGGGG GTTCGTGCAC
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76
 2801 ACAGCCCAGC TTGGAGCGAA CGACCTACAC CGAACTGAGA TACCTACAGC 2851 GTGAGCATTG AGAAAGCGCC ACGCTTCCCG AAGGGAGAAA GGCGGACAGG 2901 TATCCGGTAA GCGGCAGGGT CGGAACAGGA GAGCGCACGA GGGAGCTTCC 2951 AGGGGGAAAC GCCTGGTATC TTTATAGTCC TGTCGGGTTT CGCCACCTCT 3001 GACTTGAGCG TCGATTTTTG TGATGCTCGT CAGGGGGGCG GAGCCTATGG 3051 AAAAACGCCA GCAACGCGGC CTTTTTACGG TTCCTGGCCT TTTGCTGGCC 3101 TTTTGCTCAC ATGCTCGTTT AGTGAACCGT CAGATCGCCT GGAGACGCCA 3151 TCCACGCTGT TTTGACCTCC ATAGAAGACA CCGGGACCGA TCCAGCCTCC 3201 GGACTCTAGC CTAGGCTTTT GCAAAAAGCT ATTTAGGTGA CACTATAGAA PstI 3251 GGTACGCCTG CAGCCGTCTC CCCCGGCACT GCTTCTCGTG ACTCCGGGGA StuI 3301 GAGCCCAAGG CCTCAATTAG CCACAGTTCG GGCTGGACTC AGGGGCGACA 3351 CGGACCACCG TACTTTTGCT AGCTTTGCCG AACCCGAGAG TCCCAGCTGG 3401 AGCGCAGTCC GGGCCACGTG GGGAGGGGGC GTTGCTCAGT GGATGGCAAA 3451 CGCTTCTGAT TGGCCATAGG GGCGGAGTTC TTGGCTGCCG GGTGGCAGGA 3501 CCCCTCCCAC TAAGGTGGGG CCTAAAGGTT CACAGCTGGA AAGGGAGGAG SphI 3551 CAAGGGCGGC GCATCTGGAA AGGGGCGGGC CTGGGGCGCG CGGCATGCTG 3601 CGGCGGGCTG GGGGCGCCCT GGGTTGCCAT AAAGTGAATG GGCGCCGGCG 3651 GGGGGTGGCA CTGCACTGTG AGACTCACTC TCTCCTCCGC TAGCCTGGGA NotI 3701 GAGCCCAGCG GAGCGGCCGC CCCAGAGCAG GGGGGCGGCC CCCACCCCGC 3751 AGGGTGCCTG GCCCCTGGCC CCTGCCTGCG CTCCAGAACG CCGCCGCCAC 3801 AGCCACCACC CGGAGTCTGC CTGCTGCGGG ACGCACTGTG AGTACTTGAC 3851 CATGCAGGGA ATAGGGGCTC AGGGGACCGA GGGACCAAGG CTGGTCCTGG 3901 GACTCCTAAA AGGAAACCTG GGGCGGTTGA ACTCTGGTGT TTGGGGAATC 3951 GGTCAAAAGG GAAAAGGCGT ATAGTAGCCC CGGGGCTGGG ACATGGGAGA 4001 AGGGAAACTC TGAGGAAGGA CGTGGGGGAC TGAGAAGAGA TTTAGGGGAC 4051 TCAGAGAGAA GCCGAAGAAC TGCACGAACC ACAGAGTGGG TAGTCTGGAA
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 4101 ACCTTTACCA GAGAGCACCT TGAAATCTAG GGGCAAGCGG CAAGGGCCAG 4151 AAGGTGATAA GGGTAGCCAA CTGAGGAGAG GGCAGCGGTC GCTCAGCCTA 4201 AGGGCAACAG GCGGCTCGCA GCGCCACTTG GCCCAGGCTT AGACAGACTC 4251 CAGCGTCTGG AAGTAGGGGT GCGCGTAGTA GCTCATGCTT TCCTTCCCAG 4301 CTGCTCCGCA GTTGGAATTG GAGCCCTGTT GCGAGAGTCG CTACTGGGTC 4351 AGATGGCCGC TGCGAGCTAC AGGGCCCAAG CTGCCAGCAC AACGCGACAC 4401 GACTGGCAGG TCTGTCGTGG GCCGTTTGGA TCTGGAAGGG TCCAGATCTG 4451 GAGCCTCCTC GGAATCGGAC AGAATGTCAG CGGCACGTGG GGTTTGGAAC 4501 GGATAGAACG CTTGGGGCGG CAAAGTGGGT CTCTCTGGGG AGCAGACGAT 4551 GTGTCCAGCA GTGGTGAACG GAATGTCCCT GGCCGACTGG CATGTCCACC NcoI 4601 TATCCGGCAG CGCCTGCCCA GCTGCGTTAT GTGCCATGGG GTCGGCTCGG 4651 TGGGTCCCCT GAAATCCCAG CTCCCAGTTT TCAAACTTGA TTTTGCCTCT 4701 CCTGCCCGTT TGGGCCTGAA AGGAGCTGGG AGAGTAAAGG GTGCAGCACG 4751 GCCTTGGGGC AGGGTTCCTC TGCAAGACAA CCCCCGCTCC AGCTCAAAGA 4801 GATCAGGGCA TCAGTAGACT TCCCCAATCC AAACTGAGGA AAGACTAAGC 4851 CCTACAAAGG GAAGACTAAG CTACAGGGTG CAGCAGCCGC AGGCCACTCA StuI 4901 CAAGCCTCCG AGGGGCTCAG TCCCCTCACA AACTCGAAGT CAACTGTTAG 4951 GCCTTCTTTC TTTCTTTCTA ACCCTAATTC CAGTACAACT GACCGGATAC SacI SpeI NotI 5001 CCTCAAATTC CTAGTCTGGT TGTTAGCCCA CTGAGCTCAC TAGTCGGCGG 5051 CCGCCGCCAC CATGAGCAAG GGCGAGGAAC TGTTCACTGG CGTGGTCCCA 5101 ATTCTCGTGG AACTGGATGG CGATGTGAAT GGGCACAAAT TTTCTGTCAG 5151 CGGAGAGGGT GAAGGTGATG CCACATACGG AAAGCTCACC CTGAAATTCA NcoI 5201 TCTGCACCAC TGGAAAGCTC CCTGTGCCAT GGCCAACACT GGTCACTACC NdeI 5251 TTCACCTATG GCGTGCAGTG CTTTTCCAGA TACCCAGACC ATATGAAGCA 5301 GCATGACTTT TTCAAGAGCG CCATGCCCGA GGGCTATGTG CAGGAGAGAA 5351 CCATCTTTTT CAAAGATGAC GGGAACTACA AGACCCGCGC TGAAGTCAAG
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 5401 TTCGAAGGTG ACACCCTGGT GAATAGAATC GAGTTGAAGG GCATTGACTT 5451 TAAGGAAGAT GGAAACATTC TCGGCCACAA GCTGGAATAC AACTATAACT 5501 CCCACAATGT GTACATCATG GCCGACAAGC AAAAGAATGG CATCAAGGTC BamHI 5551 AACTTCAAGA TCAGACACAA CATTGAGGAT GGATCCGTGC AGCTGGCCGA 5601 CCATTATCAA CAGAACACTC CAATCGGCGA CGGCCCTGTG CTCCTCCCAG 5651 ACAACCATTA CCTGTCCACC CAGTCTGCCC TGTCTAAAGA TCCCAACGAA 5701 AAGAGAGACC ACATGGTCCT GCTGGAGTTT GTGACCGCTG CTGGGATCAC NotI 5751 ACATGGCATG GACGAGCTGT ACAAGTGAGC
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 Anexo5
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 pPitx3_0.6Kb‐GFP 1 GGCCGCTCTA GCTTGGGATC TTTGTGAAGG AACCTTACTT CTGTGGTGTG 51 ACATAATTGG ACAAACTACC TACAGAGATT TAAAGCTCTA AGGTAAATAT NdeI 101 AAAATTTTTA AGTGTATAAT GTGTTAAACT AGCTGCATAT GCTTGCTGCT 151 TGAGAGTTTT GCTTACTGAG TATGATTTAT GAAAATATTA TACACAGGAG 201 CTAGTGATTC TAATTGTTTG TGTATTTTAG ATTCACAGTC CCAAGGCTCA 251 TTTCAGGCCC CTCAGTCCTC ACAGTCTGTT CATGATCATA ATCAGCCATA 301 CCACATTTGT AGAGGTTTTA CTTGCTTTAA AAAACCTCCC ACACCTCCCC 351 CTGAACCTGA AACATAAAAT GAATGCAATT GTTGTTGTTA ACTTGTTTAT 401 TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACA AATTTCACAA 451 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC 501 AATGTATCTT ATCATGTCTG GATCGATCCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC 551 GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG CGTATTGGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC 601 CGCACCGATC GCCCTTCCCA ACAGTTGCGC AGCCTGAATG GCGAATGGAC 651 GCGCCCTGTA GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG 701 CGTGACCGCT ACACTTGCCA GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT 751 TCCCTTCCTT TCTCGCCACG TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT 801 CGGGGGCTCC CTTTAGGGTT CCGATTTAGT GCTTTACGGC ACCTCGACCC 851 CAAAAAACTT GATTAGGGTG ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT 901 AGACGGTTTT TCGCCCTTTG ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA 951 CTCTTGTTCC AAACTGGAAC AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT 1001 TGATTTATAA GGGATTTTGC CGATTTCGGC CTATTGGTTA AAAAATGAGC 1051 TGATTTAACA AAAATTTAAC GCGAATTTTA ACAAAATATT AACGTTTACA 1101 ATTTCAGGTG GCACTTTTCG GGGAAATGTG CGCGGAACCC CTATTTGTTT 1151 ATTTTTCTAA ATACATTCAA ATATGTATCC GCTCATGCCA GGTCTTGGAC 1201 TGGTGAGAAC GGCTTGCTCG GCAGCTTCGA TGTGTGCTGG AGGGAGAATA 1251 AAGGTCTAAG ATGTGCGATA GAGGGAAGTC GCATTGAATT ATGTGCTGTG 1301 TAGGGATCGC TGGTATCAAA TATGTGTGCC CACCCCTGGC ATGAGACAAT
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 1351 AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG TATGAGTATT 1401 CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCC 1451 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT GCTGAAGATC 1501 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA CAGCGGTAAG 1551 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA TGAGCACTTT 1601 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTATTGAC GCCGGGCAAG 1651 AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT GGTTGAGTAC 1701 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG TAAGAGAATT 1751 ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC AACTTACTTC 1801 TGACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT GCACAACATG 1851 GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC TGAATGAAGC 1901 CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCTGTAGCA ATGGCAACAA 1951 CGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC TTCCCGGCAA 2001 CAATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAAA GTTGCAGGAC CACTTCTGCG 2051 CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT GGAGCCGGTG 2101 AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC 2151 TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAA CTATGGATGA 2201 ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT AAGCATTGGT 2251 AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA TTTAAAACTT 2301 CATTTTTAAT TTAAAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT 2351 GCCATAACTT CGTATAATGT ATGCTATACG AAGTTATGGC ATGACCAAAA 2401 TCCCTTAACG TGAGTTTTCG TTCCACTGAG CGTCAGACCC CGTAGAAAAG 2451 ATCAAAGGAT CTTCTTGAGA TCCTTTTTTT CTGCGCGTAA TCTGCTGCTT 2501 GCAAACAAAA AAACCACCGC TACCAGCGGT GGTTTGTTTG CCGGATCAAG 2551 AGCTACCAAC TCTTTTTCCG AAGGTAACTG GCTTCAGCAG AGCGCAGATA 2601 CCAAATACTG TCCTTCTAGT GTAGCCGTAG TTAGGCCACC ACTTCAAGAA 2651 CTCTGTAGCA CCGCCTACAT ACCTCGCTCT GCTAATCCTG TTACCAGTGG 2701 CTGCTGCCAG TGGCGATAAG TCGTGTCTTA CCGGGTTGGA CTCAAGACGA 2751 TAGTTACCGG ATAAGGCGCA GCGGTCGGGC TGAACGGGGG GTTCGTGCAC
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 2801 ACAGCCCAGC TTGGAGCGAA CGACCTACAC CGAACTGAGA TACCTACAGC 2851 GTGAGCATTG AGAAAGCGCC ACGCTTCCCG AAGGGAGAAA GGCGGACAGG 2901 TATCCGGTAA GCGGCAGGGT CGGAACAGGA GAGCGCACGA GGGAGCTTCC 2951 AGGGGGAAAC GCCTGGTATC TTTATAGTCC TGTCGGGTTT CGCCACCTCT 3001 GACTTGAGCG TCGATTTTTG TGATGCTCGT CAGGGGGGCG GAGCCTATGG 3051 AAAAACGCCA GCAACGCGGC CTTTTTACGG TTCCTGGCCT TTTGCTGGCC 3101 TTTTGCTCAC ATGCTCGTTT AGTGAACCGT CAGATCGCCT GGAGACGCCA 3151 TCCACGCTGT TTTGACCTCC ATAGAAGACA CCGGGACCGA TCCAGCCTCC 3201 GGACTCTAGC CTAGGCTTTT GCAAAAAGCT ATTTAGGTGA CACTATAGAA PstI 3251 GGTACGCCTG CAGCCGTCTC CCCCGGCACT GCTTCTCGTG ACTCCGGGGA StuI 3301 GAGCCCAAGG CCTCAATTAG CCACAGTTCG GGCTGGACTC AGGGGCGACA 3351 CGGACCACCG TACTTTTGCT AGCTTTGCCG AACCCGAGAG TCCCAGCTGG 3401 AGCGCAGTCC GGGCCACGTG GGGAGGGGGC GTTGCTCAGT GGATGGCAAA 3451 CGCTTCTGAT TGGCCATAGG GGCGGAGTTC TTGGCTGCCG GGTGGCAGGA 3501 CCCCTCCCAC TAAGGTGGGG CCTAAAGGTT CACAGCTGGA AAGGGAGGAG SphI 3551 CAAGGGCGGC GCATCTGGAA AGGGGCGGGC CTGGGGCGCG CGGCATGCTG 3601 CGGCGGGCTG GGGGCGCCCT GGGTTGCCAT AAAGTGAATG GGCGCCGGCG 3651 GGGGGTGGCA CTGCACTGTG AGACTCACTC TCTCCTCCGC TAGCCTGGGA NotI 3701 GAGCCCAGCG GAGCGGCCGC CCCAGAGCAG GGGGGCGGCC CCCACCCCGC 3751 AGGGTGCCTG GCCCCTGGCC CCTGCCTGCG CTCCAGAACG CCGCCGCCAC 3801 AGCCACCACC CGGAGTCTGC CTGCTGCGGG ACGCACTGTG AGTACTTGAC SacI SpeI NotI 3851 CATGCAGGCC CCCTCGACGA GCTCACTAGT CGGCGGCCGC CGCCACCATG 3901 AGCAAGGGCG AGGAACTGTT CACTGGCGTG GTCCCAATTC TCGTGGAACT 3951 GGATGGCGAT GTGAATGGGC ACAAATTTTC TGTCAGCGGA GAGGGTGAAG 4001 GTGATGCCAC ATACGGAAAG CTCACCCTGA AATTCATCTG CACCACTGGA
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 NcoI 4051 AAGCTCCCTG TGCCATGGCC AACACTGGTC ACTACCTTCA CCTATGGCGT NdeI 4101 GCAGTGCTTT TCCAGATACC CAGACCATAT GAAGCAGCAT GACTTTTTCA 4151 AGAGCGCCAT GCCCGAGGGC TATGTGCAGG AGAGAACCAT CTTTTTCAAA 4201 GATGACGGGA ACTACAAGAC CCGCGCTGAA GTCAAGTTCG AAGGTGACAC 4251 CCTGGTGAAT AGAATCGAGT TGAAGGGCAT TGACTTTAAG GAAGATGGAA 4301 ACATTCTCGG CCACAAGCTG GAATACAACT ATAACTCCCA CAATGTGTAC 4351 ATCATGGCCG ACAAGCAAAA GAATGGCATC AAGGTCAACT TCAAGATCAG BamHI 4401 ACACAACATT GAGGATGGAT CCGTGCAGCT GGCCGACCAT TATCAACAGA 4451 ACACTCCAAT CGGCGACGGC CCTGTGCTCC TCCCAGACAA CCATTACCTG 4501 TCCACCCAGT CTGCCCTGTC TAAAGATCCC AACGAAAAGA GAGACCACAT 4551 GGTCCTGCTG GAGTTTGTGA CCGCTGCTGG GATCACACAT GGCATGGACG NotI 4601 AGCTGTACAA GTGAGC
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