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RESUMEN

En el Sistema Nervioso Central (SNC), el canal de potasio de alta conductancia regulado por
calcio y voltaje (BK) se expresa en diversos tipos celulares y contribuye a diversas funciones
neuronales. La importancia fisiopatologica de este canal se ha hecho patente especialmente en
los ultimos afos, en los que se han identificado mutaciones en el gen Kcnmal (que codifica
BK) asociadas a diferentes sindromes epilépticos. Dado que la epilepsia es una de las
enfermedades neuroldgicas con mayor prevalencia en el mundo, la generacion de herramientas
que contribuyan al estudio de su patogénesis es muy relevante. En este proyecto, se generd una
linea de raton transgénico donde la expresion del canal BK se encuentra significativamente
reducida en determinadas regiones cerebrales de interés, incluyendo la corteza de barriles en el
cortex somatosensorial, asi como en el hipocampo. La reduccion de los niveles de expresion
génica de dicho canal se comprobd mediante diferentes técnicas experimentales, incluyendo
biologia molecular, electrofisiologia y microscopia de fluorescencia. Los resultados obtenidos
permiten concluir que la linea de raton transgénico obtenida es viable y la expresion del canal
BK se encuentra reducida significativamente en las regiones indicadas. Este modelo animal
supone una aportacion importante para el estudio de mecanismos de funcion y regulacion de

procesos neuronales relacionados con BK, incluyendo neurosecrecion y transmision sinaptica.

In the Central Nervous System, large conductance voltage- and calcium-gated potassium
channels (BK) are widely expressed and contribute to various neuronal functions. The
pathophysiological relevance of BK is evidenced by the identification in recent years of several
genetic mutations of the gene Kcmmal (expressing BK) related to different epileptic
syndromes. Since epilepsy is one of the most prevalent neurological disorders in the world, the
generation of tools that allow to decipher its pathogenesis is of special relevance. In this project,
a transgenic mouse line was generated where the expression of the BK channel is significantly
reduced in the somatosensory barrel cortex and hippocampus. The loss of expression of this
channel was confirmed using different experimental techniques, including molecular biology,
electrophysiology and fluorescence microscopy. Our results lead to the conclusion that the
obtained transgenic mouse line is viable and that BK is significantly absent in neurons from
the above mentioned regions. This animal model constitutes a relevant contribution to study
mechanisms of function and regulation of BK related to neuronal function, including

neurosecretion and synaptic transmission.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epilepsia y canales ionicos

La epilepsia es la enfermedad neuroldgica mas prevalente en el mundo segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Su prevalencia oscila entre 4-12 personas por cada 1.000
habitantes y posee una incidencia aproximada de 50 por cada 100.000 habitantes al afio en todo
el mundo. Esta enfermedad se caracteriza por crisis de convulsiones recurrentes no provocadas
e impredecibles, producidas por una descarga paroxistica anormal, excesiva y sincronizada de
una determinada poblacion neuronal. Conforme a la distribucion de las descargas, esta
actividad anormal del sistema nervioso central (SNC) se manifiesta de diferentes formas, desde

convulsiones hasta fendmenos de desconexion del medio (1,2).

La patogénesis de esta enfermedad es diversa dada la cantidad de factores implicados en el
control de la excitabilidad neuronal. Sin embargo, la identificacion de las mutaciones genéticas
asociadas a diferentes sindromes epilépticos primarios ha aportado importantes avances en la
investigacion sobre esta. Gracias al desarrollo de las tecnologias para el estudio del genoma en
los ultimos afos, se ha acelerado el conocimiento de la arquitectura de esta enfermedad y se ha
observado que la disfuncién de canales de calcio, sodio y potasio constituye uno de los
multiples mecanismos fisiopatoldgicos que originan diversos sindromes epilépticos primarios

2.,3).

El laboratorio de la Dra. Teresa Giraldez, lugar donde se ha llevado a cabo el presente TFG,
centra su investigacion en el estudio de los canales i6nicos. Estos canales son proteinas situadas
en la membrana de la célula que permiten el paso de iones a través de la membrana celular.
Entre las diversas funciones desempefiadas por los canales i6nicos se encuentra el control del
potencial eléctrico de la membrana plasmatica, y, por tanto, de la excitabilidad celular. Una de
las lineas de trabajo que se desarrollan en su laboratorio es el estudio de canales iones de potasio

(K*) relacionados con el desarrollo de epilepsia (4-7).
1.1.1.Canal BK

Los canales de K* de gran conductancia activados por voltaje y Ca** (BK) se expresan en varios
tejidos y contribuyen a una gran cantidad de funciones fisioldgicas, como la excitabilidad
neuronal. Se encuentran ampliamente expresados en el SNC y se activan por la despolarizacion
de membrana y por aumentos relativamente altos en los niveles intracelulares de Ca** (en el

rango micromolar), por lo que estan a menudo restringidos a la proximidad inmediata de una



fuente de Ca?* (8). Por lo tanto, un mal funcionamiento de los canales BK puede conducir al
desarrollo de diferentes patologias dependiendo del tejido afectado, destacando la epilepsia

entre ellas (9).

El canal BK se expresa en la membrana plasmatica y actia como un homotetramero de
subunidades alfa (a), subunidad formadora de poro que conforma la unidad funcional y esta
codificada por el gen Kcnmal, ubicado en el cromosoma 10q22.3. Los canales BK pueden estar
compuestos por 4 subunidades a solas o presentarse con subunidades auxiliares o moduladoras,

de las que se conocen varias familias como:  (f 1-4) y vy (y 1-4) (10) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion del canal BK. Esquema de un cerebro de raton, resaltando en rojo el hipocampo, y el
canal BK formado por la subunidad o formadora de poro, junto con dos subunidades auxiliares 3. Cuando el canal
BK se activa por la despolarizacién y la unién de Ca" intracelular los iones de K se desplazan hacia el exterior
celular.

Las investigaciones en modelos animales, mas accesibles para el estudio celular y de tejidos,
han proporcionado una informacién mas completa sobre la amplia fisiologia y fisiopatologia
asociada al papel de los canales BK. Los mecanismos por los que las mutaciones de Kcnmal
alteran la actividad del canal BK causando sintomas en el paciente siguen siendo una incognita.
Se conoce que, en el SNC, los canales BK juegan un papel importante en la excitabilidad
neuronal, facilitando el flujo de K* hacia el exterior celular tras la despolarizacion de la
membrana durante el potencial de accion, regulando la excitabilidad y la liberacion del

neurotransmisor (10).

En la mayoria de los contextos neuronales donde se expresan estos canales, la activacion de la
corriente BK reduce las tasas de activacion neuronal o la liberaciébn de transmisores
presinapticos. Esto sugiere que un malfuncionamiento de la actividad de los canales BK

produciria hiperexcitabilidad como la asociada al desarrollo de convulsiones (11).



1.2. Acoplamiento entre canal BK y receptor NMDA

La activacion de los canales BK se produce mediante una despolarizacion de la membrana
celular en sinergia con la union de Ca?" a la region intracelular del canal. Una de las fuentes de
Ca®" propuestas para dicha activacion son los receptores N-methyl-D-aspartate (NMDAR).
Estos receptores son canales idnicos heterotetraméricos regulados por ligando que se activan
mediante la union simultdnea de un agonista (glutamato) y un co-agonista (glicina o D-serina)

(12).

El acoplamiento NMDAR-BK es funcional en las células granulares del bulbo olfativo de rata
(13), en el giro dentado (14) y en las neuronas piramidales de la capa 5 de la corteza del barril
(BC-L5PNs) (15), pero solo en el lado postsinéptico, donde BK se asocia fundamentalmente a
NMDAR. En estas neuronas, el flujo de Ca?* a través de NMDAR produce la apertura de
canales BK en areas somaticas y perisomaticas que dan como resultado la repolarizacion de la
membrana plasmatica circundante y la terminacion de la entrada de Ca?* a través del NMDAR.
Por lo tanto, la activaciéon de los canales BK da como resultado un mecanismo de
retroalimentacion negativa para modular la excitabilidad neuronal al terminar el estimulo
excitatorio mediado por NMDAR (13-16). Sin embargo, la base molecular subyacente para el
acoplamiento BK-NMDAR vy la presencia y funcion del acoplamiento NMDAR-BK en otras
regiones del cerebro, neuronas y ubicaciones subcelulares siguen siendo desconocidas. Es
importante comprender la naturaleza molecular de los complejos NMDAR-BK y su papel
fisiologico en el cerebro para comprender su relevancia en la fisiopatologia de la epilepsia
(Figura 2). A este respecto, la generacion de modelos animales que presenten variaciones en
dicho sistema de acoplamiento, como por ejemplo una expresion reducida de BK como el que
nos planteamos en este trabajo, permitiria evaluar el papel de dichos complejos en los procesos

fisiopatologicos en los que se encuentran implicados.
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Figura 2. Acoplamiento entre NMDAR-BK en la BC-LSPNs. (1) Activacion y apertura de los NMDARs por
la despolarizacion de la membrana celular, mas la union de glutamato y glicina. Esto produce una entrada masiva
de Ca*" al interior celular. (2) Activacion de los canales BK por unién de Ca?* que entra por NMDAR y por la
despolarizacion celular. (3) Flujo de salida de K" por BK que genera una hiperpolarizacion de la membrana y la
reinstauracion del bloqueo por Mg?" de los NMDARs, produciendo asi €l cierre de los NMDARS y la parada de
la entrada de Ca?*. (Modificada de Goémez et al, 2021).

1.3. Sistema Cre-loxP

RECEPTOR
NMDA

El sistema Cre-loxP es una poderosa tecnologia derivada del bacteriofago P1 ampliamente
utilizada para la edicion de genes de mamiferos, ya que es muy simple y no requiere factores
adicionales para una recombinacion eficiente. El sistema se compone de dos elementos: el
primero es la enzima Cre-Recombinasa, la cual reconoce el segundo elemento, las secuencias
especificas denominadas sitios loxP, que consisten en secuencias de 34 pb. La enzima Cre-
Recombinasa genera rupturas de ADN de doble cadena en secuencias especificas y liga las
cadenas nuevamente (17). La orientacion y ubicacion de los sitios loxP determina como se
reorganizard el material genético tras el proceso. Por ejemplo, en algunos casos la enzima
puede mediar la eliminacion del fragmento de ADN que se encuentra entre los dos sitios o, si
los sitios loxP se encuentran invertidos, esto resulta en un giro del fragmento de ADN (18,19).
El siguiente esquema que se muestra en la Figura 3 representa los tres tipos de reordenamientos

que pueden producirse: inversion, eliminacion y translocacion (20).

- Inversidn, como la que se da en este trabajo: si los sitios loxP estan en la misma hebra
de ADN y tienen orientaciones opuestas, la recombinacion da como resultado una

inversion y la region de ADN entre los sitios loxP se invierte.
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- Delecion: si los sitios estan orientados en la misma direccidn, la secuencia entre los
sitios loxP se escinde como una pieza circular de ADN (y no se mantiene).

- Translocacion: si los sitios estdn en moléculas de ADN separadas, se genera un evento

de translocacion en los sitios loxP (21).

Figura 3. Resultados de la recombinacién mediante el sistema Cre-loxP. (1) Inversion: los sitios loxP se
encuentran en orientaciones opuestas y la region de ADN entre ellos se invierte. (2) Delecion: los sitios loxP estan
orientados en la misma direccidn por lo que el ADN se escinde en una pieza circular. (3) Translocacion: ocurre
cuando los sitios loxP se encuentran en dos moléculas diferentes. (Modificado de Addgene).

La tecnologia Cre-loxP se usa como una poderosa herramienta de biologia molecular que
permite la seleccion de genes (gene targeting) en células madre embrionarias, por lo que los
ratones obtenidos poseen una delecion en el gen de interés predefinido. Esto se conoce como
gene knockout technology o tecnologia de eliminacién de genes. No obstante, las técnicas
convencionales de gene knockout generan animales que heredan la delecion genética deseada
en todos los tipos de células lo que puede conducir a graves defectos de desarrollo o muerte
prematura, impidiendo el analisis de las funciones géneticas posteriores al desarrollo, llevando
en algunos casos a una interpretacion incorrecta de los resultados. Para incrementar la utilidad
del gene knockout technology, es importante desarrollar técnicas que impongan restricciones
regionales (tipos celulares, 6rganos o tejidos) y/o temporales (diferentes fases del desarrollo o

crecimiento) a la delecion genética (22).

En este contexto, y en linea con los objetivos de investigacion del laboratorio de la Profesora
Giraldez, el objetivo fundamental del presente trabajo consiste en la generacion de un raton

knockout (KO) condicional para el gen del canal BK, y para ello, se emplea el sistema Cre-
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loxP. Con esta finalidad se usa una cepa de raton donde la Cre-Recombinasa se encuentre bajo
el control del promotor especifico deseado, que se cruzaré con otra cepa de raton conteniendo
la secuencia de DNA (relacionada con BK o su funcion) flanqueada por los sitios loxP. El

sistema descrito anteriormente permitird generar el ratdbn BK-KO condicional (Figura 4) (20).

CEPA 1: RATON CRE CEPA 2: RATON TOMATO

—{ Promotor especifico de tejido-{g/}— KCNMA1

loxP loxP

_ mmmnl. ABLACION DEL GEN

= Promotor especifico de tejido :—' Cre =

—<-| TVIANDM )—»—

—{ Promotor especifico de tejido-@}—

Figura 4. Generacion de un raton knockout (BK) condicional. Cruce entre la cepa I que posee la Cre-
Recombinasa bajo un promotor especifico de tejido y una cepa 2 que posee el gen BK franqueado por los sitios
loxP. Al final del proceso se obtiene un raton que expresa la enzima Cre-Recombinasa en los tejidos de interés y
cuya accion produce la ablacion del gen flanqueado por los sitios loxP.

Es importante destacar que entre las consecuencias no deseadas se encuentra la recombinacion
no intencional de la linea germinal. Cuando la expresion y la actividad de la Cre-Recombinasa
ocurren en las células de la linea germinal, la escision, inversion o translocacion del alelo
“floxeado” por accion de la Cre-Recombinasa ocurrird en todas las células del organismo, en
lugar de la region y el tipo de célula deseados. Por tanto, evitar esta recombinacion indeseable
es esencial en este trabajo para que la Cre-Recombinasa se exprese exclusivamente en una zona
determinada del Sistema Nervioso (SN). Esto es posible siguiendo el esquema de cruzamiento
de lineas de ratdon que se muestra en la Figura 5, donde las hembras con las caracteristicas
deseadas son seleccionadas en las primeras generaciones (F1 y F2) para el establecimiento de
los cruces siguientes. En la linea de raton empleada en el presente trabajo, la recombinacion

germinal producida por el alelo Cre procedente de la madre es del 0%. (18,20).
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Cre-Recombinasa bajo
promotor especifico de tejido Gen KCNMA1 floxeado

| |

FO: " Driver-Cre+; Target ¥/* X Target'/f

.y |
O ! | I
Target/f X Cre+; Target 7+ Cre-; Target /* Cre+; Target */2

F1:

|
Y Cre-; Target /f

Cre-; Target 7/* Cre+; Target /8
F2: Ta;gét‘/f X | Cre+; Target 7/f Cre+; Target /* Cre-; Target /8 Cre+; Target */2

|
| ' | I

F3:  Cre-; Target "/ Cre+; Target /f Cre-; Target /8 Cre+; Target /2

Figura 5. Estrategia de cruce para la obtencion de un ratén knockout condicional evitando la
recombinacién germinal. Partiendo de un cruce Cre";Tomato™ x Tomato™? se selecciona la hembra
Cre*:Tomato" de la descendencia y se cruza con un macho Tomato™? hasta obtener un macho Cre*;Tomato™
para evitar que la Cre-Recombinasa se exprese en la linea germinal. (Modificada de Luo et al., 2020).

>
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestro trabajo estd basado en la hipdtesis general de que la generacion de modelos animales
constituye una herramienta esencial para el estudio de mecanismos de enfermedad. En este
contexto, la generacion de un modelo de raton en el que el gen Kcnmal sea inactivado mediante
el uso del sistema Cre-loxP aportard una herramienta de gran valor para estudiar el efecto que
provocan las mutaciones BK en la integracion sinaptica. A largo plazo, esta herramienta
permitird testar la hipotesis del trabajo actual en el laboratorio receptor, que propone un papel

fundamental de los complejos NMDAR-BK en la funciéon neuronal.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este TFG es la generacion de un ratdn knockout mediante el uso del
sistema Cre-loxP para estudiar el efecto de la ausencia de canal BK en la integracion sinaptica

en diversas partes del cerebro de raton.
Este objetivo fundamental se divide en los siguientes objetivos especificos:

- Objetivo 1: generacion de una linea de raton donde la expresion del canal BK se
encuentre significativamente reducida en la corteza de barriles y el hipocampo.
o Objetivo 1.1: cria y cruce de las diversas lineas de raton.
o Objetivo 1.2: caracterizacion y seleccion mediante genotipado.

1l mediante

- Objetivo 2: caracterizacion del modelo animal generado Cre':Tomato
electrofisiologia y microscopia de fluorescencia.

o Objetivo 2.1: registros electrofisiologicos para la cuantificacion de corrientes

ionicas mediadas por BK, mediante el uso de la técnica de patch-clamp en rodajas

de cerebro del raton obtenido Cre™:Tomato™!

canal BK.

para el estudio de la corrientes del

o Objetivo 2.2: cuantificacion de los niveles de fluorescencia producida por la

proteina exdgena tdTomato en rodajas de cerebro del raton Cre*:Tomato™™.

14



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Animales de experimentacion

Todos los procedimientos de experimentacion y manipulacion de animales, llevados a cabo en
el presente TFG, han sido aprobados por el Comité Etico de la Universidad de La Laguna y se
ajustan a las directrices espafiolas y europeas para la proteccion de animales de
experimentacion (RD1201/2005; 2010/63/UE). Todos los ratones utilizados para el desarrollo
de este trabajo se crian y se mantienen en el Estabulario de la Universidad de La Laguna bajo

unas condiciones idoneas e ideales para su bienestar fisico, mental y social.

El empleo de roedores como herramienta de investigacidbn posee numerosas ventajas,
destacando las siguientes: el tamafio (son econémicos de mantener), robustez (prosperan y se
reproducen en una amplia gama de condiciones ambientales) y fecundidad (tienen una
gestacion corta, producen camadas grandes y se desarrollan rdpidamente, lo que permite una
rapida expansion de una colonia). Debido a sus estrechas similitudes metabdlicas y anatomicas
con los humanos, con los que ademés comparten una homologia de codificacion de ADN
cercana en general al 95% (23), se pueden estudiar en ellos muchas de las enfermedades
hereditarias humanas, ya que presentan sindromes similares. Como resultado podemos
comparar los genes entre cromosomas humanos y de raton, por lo que es muy util para genética
comparativa. La caracteristica mas valiosa del raton como herramienta de investigacion es la
capacidad de algunos linajes de sobrevivir a la inbreeding depression o depresion por
endogamia/consanguinidad que conlleva una reduccion en la variabilidad genética dentro de
una poblacion aumentando su susceptibilidad a enfermedades. Algunas de las caracteristicas
de los ratones que limitan los efectos negativos de la endogamia son: una tasa de reproduccion
alta y cortos intervalos entre camadas, lo que permite una mayor variabilidad genética en cada
generacion. Sin embargo, aunque los ratones pueden ser menos susceptibles a la depresion por
endogamia sigue siendo un factor importante a tener cuenta y es necesario tomar medidas para

mantener la variabilidad genética de las poblaciones, como la de no emparentar hermanos (23).

En el caso del presente proyecto, el uso de roedores como base para la generacion del modelo
animal planteado estd plenamente justificado, debido a que existen altos niveles de expresion
del canal BK en la neocorteza, los ganglios basales, el hipocampo, el talamo, la habénula y su
trayecto hacia el nticleo interpeduncular en el meséncefalo, el cerebelo, los nticleos vestibulares
en el romboéncefalo y el sistema olfativo. Ademas, se ha estudiado que animales con

deficiencia de los canales BK muestran comportamientos que pueden parecerse a algunos
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sintomas observados en pacientes que poseen con un mal funcionamiento del gen Kcnmal. La
eliminacion de Kcnmal en roedores produjo varios tipos de deficiencias motoras como ataxia,
temblor, alteracion de la coordinaciéon motora, reduccioén de la fuerza muscular y reflejo de
parpadeo anormal en ratones siendo todo relacionado con una disfuncion cerebelosa. Las
neuronas de Purkinje de estos ratones sin Kcnmal mostraron una actividad de disparo basal
significativamente reducida y una mayor depresion de la transmision a corto plazo en las
sinapsis en los nucleos cerebelosos profundos y una retroalimentacion olivo-cerebelosa
interrumpida. Por lo tanto, los resultados de los estudios anteriores, donde se emplearon
animales de experimentacion, demuestran que el malfuncionamiento de los canales BK estan

asociados con fenotipos con trastornos del movimiento también observados en humanos (11).

El desarrollo de lineas especificas de tratamiento para las patologias (conocidas generalmente
como canalopatias) asociadas a Kcmmal estad actualmente limitado por varios factores
importantes que incluyen, entre otros, la falta de moduladores farmacologicos selectivos del
canal BK aprobados por la FDA, la ausencia de presentaciones clinicas estereotipadas, asi
como una insuficiente causalidad entre las alteraciones en la actividad del canal y los sintomas

del paciente (11).
4.1.1.Cepas de raton utilizadas

Las cepas de ratdon usadas en el presente trabajo son: Wild Type C57BL/6], proporcionada por
el Estabulario de la Universidad de La Laguna; Cre-Driver B6.Cg-Tg(Camk2a-cre)T29-1Srl/J,
proporcionada por la Dra. Teresa Iglesias (IIB, Madrid); B6.Cg-Kcnmalt™!-1Alme/y
proporcionada por la Dra. Andrea Meredith (Universidad de Maryland, EE.UU.).

- C57BL/6J (#000664)

Creada por el Dr. Little, fue la primera en tener secuenciado su genoma. Estos ratones tienen
un pelaje negro. Es una cepa de raton de laboratorio comtiinmente utilizada en la investigacion
cientifica debido a su buena capacidad de aprendizaje y memoria, resistencia a la obesidad y la
diabetes, susceptibilidad a ciertas enfermedades, facilidad de cria y estandarizacion en

experimentos (17).
- Cre: B6.Cg-Tg(Camk2a-cre)T29-1Srl/J (#005359)

Se trata de una cepa de ratdn transgénica que posee una modificacion genética que facilita que
la Cre-Recombinasa se exprese bajo el promotor especifico de la proteina dependiente de

calcio/calmodulina (Camk2a) (Figura 6). Esto da lugar a que la enzima Cre-Recombinasa se
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exprese, de manera selectiva, en células neuronales del cerebro anterior, incluida la capa de
células piramidales CA1 del hipocampo. Ademas, esta cepa es 1til para estudiar la plasticidad
sinaptica y la potenciacion a largo plazo (LTP) en las redes del hipocampo. Su fondo genético

es C57BL/6J (17).

Los ratones homocigotos de esta cepa de ratdon son viables, fértiles, de tamafio normal y no
muestran anomalias fisicas o de comportamiento. Cuando este raton se cruza con una cepa que
contiene una secuencia de interés flanqueada por el sitio loxP, se produce una recombinacion
(explicada en la Figura 3) mediada por la enzima Cre-Recombinasa en las células piramidales

del cerebro anterior y de la capa CA1 de hipocampo.

—1 Promotor Camk2a Cre-Recombinasa = ===

1032 pb

Figura 6. Esquema de la disposicion de la Cre-Recombinasa en la cepa de raton B6.Cg-Tg(Camk2a-
Cre)T29-1Srl/J. La Cre-Recombinasa se encuentra bajo el promotor de la proteina quinasa Camk2a.

Cabe destacar que estos ratones transgénicos pueden expresar la Cre-Recombinasa en varias
estructuras de la linea germinal masculina, incluidos los espermatocitos. Ademas, en el estudio
de Luo et al. 2020, se informé que en esta cepa, cuando se cruzaban machos mutantes fI*/f1*
cruzados con hembras fI'/fl, se obtenian algunos descendientes con el gen de interés
“floxeado”, eliminado en la linea germinal. Por ello, para los experimentos Cre-lox y para
evitar y minimizar la eliminacion de la linea germinal del alelo flanqueado por los sitios loxP,
los investigadores pueden considerar cruzar hembras T29-1 de la linea CamKIla-Cre con

machos “floxeados” (Figura 5) (17).
- Tomato: B6.Cg-Kcnmalt™!1Ame/y o Kenmal®-tdTomato (#035901).

Esta cepa de raton tiene una modificacion genética que le permite expresar una proteina
fluorescente (tdTomato) en las células que expresan el gen Kcnmal, gen que codifica el canal
BK. La proteina tdTomato es una proteina fluorescente fotoestable que emite una luz roja
brillante, siendo muy util su uso como marcador fluorescente en células vivas. Ademads, no
requiere que se fije el tejido en el que se encuentra la proteina, por lo que se puede observar la

fluorescencia de la proteina en su estado natural (24).

17



Estos ratones suponen un buen candidato para generar el modelo animal propuesto en este
trabajo, ya que poseen dos sitios loxP que flanquean el exén 2 del gen Kcnmal (que codifica
el canal BK) y un “knockin” del indicador tdTomato en orientacidn inversa en el intrén 2 del
mismo gen. Es importante resaltar que el gen reportero Tomato se encuentra en orientacion
inversa a la transcripcion, por lo que solamente dara lugar a la produccion efectiva de proteina
fluorescente tras la accion de la Cre-Recombinasa. El fondo genético de esta linea de raton es
C57BL/6J y se mantienen en el laboratorio mediante cria selectiva. Cuando se cruza este raton
con un raton que expresa la Cre-Recombinasa bajo el promotor especifico de tejido, la
descendencia resultante tendra el exon 2 invertido, pero el gen reportero 2A-tdTomato se
encontrard en la fase de lectura y se expresara en los tejidos especificos que tenga la Cre-
Recombinasa activa (17,25). En otras palabras, las células que exhiban fluorescencia roja seran

aquellas en las que la expresion del gen Kcnmal esté ausente o significativamente reducida.

Lox66 Lox71

1431 pb l

33 pb Exén 2

Figura 7. Esquema de la disposicion del gen reportero 2A-tdTomato-pA en la cepa B6.Cg-
Kcnmaltm1.1Alme/J. El exon 2 esta en fase de lectura y el gen 2A-tdTomato-pA se encuentra invertido y no
expresa en las células.

4.2. Generacion de un raton KO por el sistema Cre-loxP

Utilizando las lineas descritas anteriormente, la recombinacién mediada por sistema Cre/loxP
se produce en el exon 2 del gen Kcnmal, usando una estrategia de inversion (Figura 4). Al
ocurrir la inversion (Figura 4), se impide la transcripcion del exdén 2, mientras que
simultaneamente cambia la orientacion del casete 2A-tdTomato-pA, situdndolo bajo el control
del promotor endégeno del gen Kcnmal y los elementos reguladores correspondientes. La
fluorescencia de tdTomato sirve para identificar las células que han sufrido la inactivacion de
Kcnmal mediada por la Cre-Recombinasa. El producto resultante debe ser una linea de raton
knockout condicional donde el gen Kcnmal se encuentra inactivo en en la corteza y en el
hipocampo de ratén, ya que el cruzamiento se ha producido con ratones B6.Cg-Tg(Camk2a-

cre)T29-1Stl/J, que presentan niveles elevados de Cre-Recombinasa en esas zonas del cerebro.
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Los pasos siguientes en el procedimiento se centran en la caracterizacion de los animales, para

asegurar que su genotipo corresponde a los resultados esperados.

lox66 lox71
Alelo objetivo ~ —————===—=10xP yd-o1lewo] p1-yz loxP
1431pb
33pb Exén 2
y/lnversién por\
Cre-
‘\Recombinasa/

Alelo KCNMA1"

2A-tdTomato-pA

s

F1: KCNMA1"-tdTomato B6.Cg-Tg(Camk2a-cre)T29-1Srl/J F2: Camk2a-Cre; Tomato™"
Expresa Cre-Recombinasa Expresa Cre-Recombinasa en la
especifica del cerebro anterior capa CA1 del hipocampo y en la

corteza de barril

Figura 8. Generacion de raton KO condicional de Kcnmal cortical e hipocampal. En la parte superior
observamos el alelo en su conformacion inicial y tras la recombinacion Cre, el alelo invertido, muestra la inversion
de la proteina 2a-tdTomato-pA junto con la inversion de los sitios loxP. En la parte inferior, observamos un cruce
entre un raton Tomato™ y un ratén Cre*, que da lugar a un cKO de Kcnmal cortical e hipocampal (Modificada
de Zemen et al., 2015).

4.3. Genotipado de los ratones obtenidos

El genotipo es la composicion genética de un locus (posicion fija en un cromosoma que
determina la posicion de un gen o de un marcador), una regiéon gendmica o un organismo
completo. El proceso de genotipado, que se puede realizar a través de diversas aproximaciones
técnicas, tiene multiples propositos, como seleccionar sujetos apropiados para un experimento,
identificar portadores y seleccionar los progenitores apropiados. En este trabajo se ha realizado
a través de la reaccion en cadena de la polimersa (Polymerase Chain Reaction o PCR), que es
un método para la amplificacion enzimatica del ADN, permitiendo la amplificacion de
pequeias cantidades de material genético. La técnica fue desarrollada por primera vez en 1983

por Kary Mullis (26,27).

La PCR funciona mediante el uso de polimerasa de ADN junto con oligonucleo6tidos primers

o cebadores especificos que se unen a una secuencia de ADN diana del ADN genémico. El
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proceso implica varios ciclos de calentamiento y enfriamiento (Tabla 1), lo que permite la
desnaturalizacion del ADN de doble cadena, la union de cebadores al ADN de cadena simple
y la extension de los cebadores por la polimerasa de ADN para crear una copia complementaria
de la secuencia de ADN diana. Cada ciclo de PCR duplica la cantidad de la secuencia de ADN

objetivo en la mezcla de reaccion (Figura 9).

LLLLLL LUl

l Desnaturalizacion (94°C)

LLLL Ll

l Templar primers (65°C)

TITTTTTT T T T T T T T rrrrTT
LLLLLLLL

Se repite el
nimero de ciclos
establecidos

JLLLLL LUl

l Extender primers (72°C)

I TN I T
“ETTTITIITITTITITT T

LLLLLLULLUDLUL LU UL LU

l

FEEEErrrrereererrrrrrrrrereereny
Resultado después de un ciclo LU UL UL UL

Anmenis el nfimero de TITTTTTTTTTT T T T T T
moléculas de ADN duplicado

Figura 9. Etapas de la PCR. La PCR consta de las siguientes etapas: (1) Desnaturalizacion del ADN producida
a altas temperaturas (94-95°C) que separa las dos hebras de la molécula de ADN (2) Union y apareamiento de los
primers a las hebras de ADN separadas. (3) Sintesis de la nueva hebra de ADN por la enzima polimerasa. Este

proceso se repite varias veces (numero de ciclos establecidos), lo que resulta en una amplificaciéon exponencial de
la cantidad de ADN.

Para llevar a cabo el genotipado que permite la caracterizacion de los ratones de interés, se

requieren varios elementos clave:

- ADN gendmico: en este trabajo se utiliza el ADN extraido de oreja o cola de cada raton.
Para conseguirlo, se cortan unos milimetros de oreja o cola del ratéon a estudiar.
Debemos tener en cuenta que se prioriza el estudio del genoma con orejas ya que este
tejido es menos doloroso para el raton, siendo la cola ademas muy importante en la
termorregulacion del animal. Estas muestras se conservan a 4°C y, si no se utilizan

inmediatamente, son viables durante 2-4 dias.
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Cebadores o primers: secuencias cortas de ADN sintético que se disefian para unirse
especificamente a la region del ADN que se desea amplificar, marcando el inicio y el
final de esta secuencia. Los cebadores suelen tener una longitud de 18 a 25 nucledtidos.
Taq polimerasa: es una enzima termoestable, que resiste las altas temperaturas
requeridas en la reaccion de PCR. Esta sintetiza una nueva cadena de ADN
complementaria a la plantilla de ADN gendmico que deseamos amplificar, usando
como molde de partida los cebadores especificos que afiadimos a la reaccion. Esta se
encuentra diluida en un buffer especifico de PCR que es una solucién que contiene una
combinacion Optima de iones y pH para permitir la actividad optima de la Taq
polimerasa y la estabilidad del ADN gendmico.

Termociclador: es el aparato que controla con precision la temperatura y el tiempo de
cada ciclo de PCR, que incluye la desnaturalizacion, el apareamiento y la extension.
Consta de un bloque termal, que es una pieza de metal con varios orificios donde se
colocan los tubos que contienen la muestra de reaccion de PCR. El bloque termal se

calienta y se enfria para controlar la temperatura en cada ciclo de la reaccion de PCR.

Proceso de obtencion de muestras de tejido v extraccion de ADN genomico.

NOTA: este proceso se realiza en una campana extractora y utilizando guantes, para evitar

posibles contaminaciones en la muestra, sobre todo trazas de ARN.

1.

A las muestras de tejido, orejas o colas, se le afiaden 60 pL de NaOH para realizar la
hidrolisis de la muestra, asegurando que el material esta sumergido completamente. Las
muestras deben calentarse a 95°C durante 30 minutos.

Acabada la incubacion a 95°C, se realiza la neutralizacion de las muestras afiadiendo
60 pL de Tris-HCI 40mM/EDTA 0,2mM (con un pH de 6-7). Se pipetea la solucion
para su mezcla y se centrifuga a 11000 rpm durante 5 minutos. Las muestras que no se
usan inmediatamente se conservan a 4°C.

A continuacioén, con el ADN extraido, se procede a la preparacion de la PCR. Se prepara
el llamado “mix de PCR” que para cada muestra incluye 10 pL. de Red Taq Polimerasa,
0,25 pL de cada primer que usamos (siempre una pareja), 7 pL de H»O. Siempre
debemos incluir en este volumen los controles negativos que en nuestro caso utilizamos
H>0, cepa WT, cepa Cre y cepa Tomato.

Los diversos tubos conteniendo “mix de PCR” se introducen en el termociclador y se

lleva a cabo el programa detallado en la Tabla 1.
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PASO | TEMPERATURA | NOTA

1 94°C

2 94°C

3 65°C Disminuir 0,5°C por ciclo

4 68°C

5 Repetir los pasos 2-4 durante 10 ciclos (touchdown)
5 Repetir los pasos 2-4 durante 10 ciclos
6 94°C

7 60°C

8 72°C

9 Repetir los pasos 6-8 durante 28 ciclos
10 72°C

11 10°C ©

Tabla 1. Etapas del protocolo de PCR. En este protocolo, primero se realiza una etapa de desnaturalizacion del
ADN a 94°C. Luego baja la temperatura para permitir que los primers se unan a la secuencia de interés
formandos los apareamientos. Seguidamente, se aumenta de nuevo la temperatura para que la enzima Taq
polimerasa sintetice una nueva hebra de ADN complementaria. Por tltimo, una vez completados los ciclos de
PCR, se lleva a cabo una extension final a 72°C para completar la sintesis de las hebras de ADN. La muestra se
mantiene a 10°C hasta que se retire del termociclador.

Para interpretar los resultados de la PCR, se visualiza el producto de PCR, una vez terminado

el programa deseado, utilizando un gel de agarosa al 2%.

Preparacion de gel de agarosa al 2% (volumen 100ml).

1. Pesar 2g de agarosa.
Mezclar la agarosa pesada con 100ml de TAE 1x.

Calentar la mezcla anterior en el microondas hasta conseguir su disolucién completa.

Eal

Esperar a que se enfrie un poco la muestra y cuando esté a temperatura ambiente, afiadir
10 pL de GelRed. El GelRed es un colorante fluorescente ultrasensible,
extremadamente estable y ambientalmente seguro para &acidos nucleicos, que se
intercala en el ADN amplificado y produce fluorescencia roja bajo luz ultravioleta.

5. Verter la disolucion en la cubeta, previamente preparada con los peines necesarios que
creardn los pocillos donde se pipeteard el producto de PCR una vez haya solidificado

el gel.
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10.

Una vez ha solidificado el gel preparado, se retiran los peines y se coloca el gel en la
camara de electroforesis, agregando el tampon de corrida (TAE 1x) hasta que el gel
quede totalmente sumergido en el mismo.

En el primer pocillo, se carga un marcador de tamafios de fragmentos de ADN. En este
caso, se emplea el PeqGOLD 100 pb, debido a que los fragmentos que queremos
visualizar no poseen un tamafio mayor a 600 pb. El marcador es necesario para estimar
el tamafio de los fragmentos de ADN generados en la PCR.

En los pocillos consecutivos, se cargan las muestras o productos de ADN amplificado
en el gel.

Cargadas todas las muestras, se procede a realizar la electroforesis. Para ello, se deben
conectar los electrodos (polo positivo y polo negativo), seleccionando el voltaje que
nos permita separar las bandas de ADN a la velocidad adecuada. El tiempo de la
electroforesis depende del nimero y tamafio de bandas que queramos visualizar.

Por ultimo, una vez finalizada la electroforesis y se visualiza el gel en una camara de

luz ultravioleta.

Figura 10. Esquema representativo del genotipado de un ratén. (A) Se lleva a cabo en el Estabulario, donde
seleccionamos los ratones que deseamos genotipar y obtenemos el tejido a estudiar cortando trozos de oreja o
colas. (B) y (C) Procesamiento de la muestra en el laboratorio, realizamos la PCR y obtenemos los resultados
del genotipado siguiendo el protocolo explicado anteriormente.

4.4. Secuenciacion

La secuenciacion de ADN es el método que determina el orden de las cuatro bases de

nucledtidos (adenina, timina, citosina y guanina) que forman una molécula especifica de ADN
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y transmiten su informacion genética. En la doble hélice del ADN, las cuatro bases se unen
especificamente dos a dos, para formar unidades llamadas pares de bases (pb). Asi, la adenina
(A) se empareja con la timina (T) y la citosina (C) se empareja con la guanina (G). En concreto,
en este TFG, se realizo la secuenciacion de ADN gendémico procedente de diversos tejidos de
ratones de interés. El proceso de secuenciacion se realiza en una compaiiia situada fuera del
laboratorio, dedicada a este fin (MACROGEN SPAIN). En este trabajo, se enviaron a
secuenciar muestras procedentes de hipocampo, corteza, cola y oreja de ratones WT, ratones
Cre, ratones Tomato y ratones obtenidos de los cruces creados para estudiar el orden y la

posicion del gen Kecnmal y proteina tdTomato.

Preparacion de muestras para secuenciacion (28):

A. Obtencion de tejidos de ratones macho (3 meses). Se anestesiaron con isoflurano, se
decapitaron y se extrajo el cerebro rapidamente.

B. Se extrajo ADN genomico de las muestras, tal y como se detalla en el apartado
“Genotipado de los ratones obtenidos” usando NaOH, TrisHCl y EDTA.

C. Se realiz6 una PCR Clean Up del ADN gendmico extraido de los tejidos.

D. Terminada la PCR Clean Up, se realiza una PCR del ADN purificado siguiendo los
pasos marcados en el apartado Genotipado de los ratones obtenidos usando los primers
de interés.

E. Alterminar la electroforesis, se procede a la extraccion de ADN de los geles de agarosa

para cuantificar la concentracion de ADN purificado.
4.5. Electrofisiologia

Con objeto de cuantificar los niveles de expresion de BK en los ratones resultantes del proceso
detallado en este trabajo, se seleccionaron ratones macho de 28-36 dias de vida, obtenidos y

ilil

genotipados como Cre";Tomato™, y se cuantificé la corriente eléctrica producida por bK

mediante la técnica de electrofisiologia.

Realizacion de registros electrofisiologicos

1. Los ratones seleccionados se anestesian con isoflurano, se decapitan y se extrae el
cerebro rapidamente. Este se sumerge en una solucion alta en sacarosa (solucion de
corte: 189 mM sacarosa, 10 mM glucosa, 26mM NaHCO3, 3mM KCI, 5 mM MgSOs,
0,1 mM CaCl, y 1,25 mM NaH;POs) que burbujea con carbdgeno continiamente (95%
02 - 5% CO»).
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2. Usando un vibratomo (Microm HM650V) se obtienen rodajas de cerebro coronales de
unas 350 um de espesor. Estas rodajas deben mantenerse durante >1,5h a temperatura
ambiente (22°C) en medio cerebroespinal artificial, ACSF (124 mM NaCl 2,69 mM
KCl, 1,25 mM KH3PO4, 2 mM MgSQOy4, 26 mM NaHCOs3, 10 mM glucosa, 2mM CaCl,
y 0,4 mM 4cido ascorbico, pH 7,35), que se burbujea también constantemente con
carbogeno.

3. Una vez recuperadas las rodajas, se transfieren a la cdmara de registro montada en un
microscopio (Olympus BX51WI) equipado con objetivos de inmersion 10x/40x, donde

las rodajas estan siendo continuamente perfundidas con ACSF carbogenado.

‘o ¢~ Cdamara de
v recuperacion

Carbégeno
1 )Anestesia con @ Decapitacion. Extraccién @ Obtencién “5") Recuperacion de
isoflurano. del cerebro. de rodajas las rodajas en
de cerebro ACSF 21'5h.
coronales.

Figura 11. Obtencion de rodajas de cerebro. Se siguen 1,2,3,4 y 5 para conseguir las rodajas coronales de
cerebro de raton. En la imagen final (5) (obtenida de Hoeymisse et al., 2020), se observa la cAmara de recuperacion
donde se encuentran continuamente perfundidas con ACSF carbogenado.

4. Los registros electrofisioldgicos se realizan en la configuracioén de célula entera de la
técnica de patch-clamp (26). Usando una microforia de micropipetas horizontal
(Sutter), se “estiran” micropipetas de cristal borosilicato (GC150F-10; Harvard
Apparatus) hasta obtener un valor de resistencia eléctrica de 5-8 MQ. Estas “pipetas de
patch” son las utilizadas para realizar registros electrofisiologicos en las rodajas de
cerebro preparadas previamente (pasos 1-3).

5. Las corrientes de BK se registraron en las neuronas piramidales de capa 5 de la corteza

de barriles de ratones WT y ratones Cre*;Tomato™

, utilizando el procedimiento de
“fijacion de voltaje” (VC) de la configuracion de células entera de la técnica de patch-
clamp (Figura 12). Las rodajas se colocan en la camara de registro bajo el microscopio,
bafiadas en ACSF normal (descrito anteriormente) suplementado con TTX (1 uM,
bloqueando la produccion de potenciales de accion). Las pipetas de patch se rellenaron

con la solucién interna de registro (123 mM KMeSO3, 9 mM NaCl, 9 mM HEPES, 0,9
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mM EGTA, 14 mM Tris-phosphocreatine, 2 mM ATP-Mg, 2 mM ATP-Na, 0,3
mMGTP-Tris, pH 7,3). El proceso de registro se describe en la Figura 12. La recogida
de datos se realiza mediante equipamiento electronico y software especializados,
consistentes en: digitalizador Digidata 1440A, un amplificador Multiclamp 700B y el
software Clampex 10.4 (Axon Instruments). El andlisis de los datos se realiza utilizando
Clampfit 10.4 y GraphPad Software.

Para evaluar los niveles de corriente BK en las células estudiadas, se obtuvieron
sistematicamente relaciones I-V. El protocolo de registro se detalla en la Figura 15.
Brevemente, el potencial de reposo de las células fue fijado a un valor de -60 mV. Se
aplicaron protocolos en los que se aplican cambios de voltaje durante 300 ms desde -
100 a 100 mV durante 300 ms en incrementos de 20 mV (Figura 15). Las corrientes
BK se aislaron mediante la sustraccion de los valores de corriente después de la
aplicacion en el bafio de un farmaco bloqueante de BK, paxilina (1 uM). Los valores
obtenidos se normalizaron de acuerdo a los valores de capacidad celular, para evitar

errores de cuantificacion sesgados por el tamafio de la célula (30).

1¥ 1. Aproximaci6n
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2. Formacion del sello 3. Configuracion Whole-Cell
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fuerte (succi6n) )

Presion negativa
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Figura 12. Configuracion de célula entera (whole-cell) de la técnica patch-clamp. Esquema de los pasos a
seguir para obtener un gigasello y establecer la configuracion de célula-entera. Cuando la micropipeta esta lo
suficientemente cerca de la célula para crear una depresion en la membrana plasmatica (1. Aproximacion), se
aplica una succion breve y suave para crear un contacto firme entre la micropipeta y la membrana plasmatica. Si
se realiza correctamente, el contacto se fortalece y la resistencia aumenta y alcanza 1GQ o mas (2. Formacion del
sello). Una vez que el sello es estable y esta por encima de 1 G2, se aplica una succion breve y fuerte para romper
la membrana plasmatica (3. Configuracion de célula entera). Al lograr esto, se permitira la continuidad entre el
citoplasma y la micropipeta interior (Modificada de Segev et al., 2015).
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4.6. Microscopia de Fluorescencia

La fluorescencia producida por la proteina fluorescente tdTomato, descrita en el aparatado
“Cepas de raton utilizadas”, se cuantifico en muestras de tejido obtenidas de ratones macho de
28 a 36 dias de vida Cre";Tomato™". Los datos se registraron en un microscopio NIKON
Eclipse TI-U, equipado con un equipo de iluminacion (Lumencor Spectra X), usando la linea
LED verde (550 nm), un objetivo seco de 20x NA 0.40, el filtro para mCherry (Chroma) y una
camara iXon Ultra 888 EM-CCD (Andor). Brevemente, los ratones seleccionados se anestesian
con isoflurano, se decapitan y se extrae el cerebro rapidamente. Este se sumerge en una
solucion alta en sacarosa (solucion de corte: 189 mM sacarosa, 10 mM glucosa, 26mM
NaHCOj3, 3mM KCI, 5 mM MgS04, O,1 mM CaCl, y 1,25 mM NaH>PO4) que burbujea con
carbogeno continuamente (95% Oz — 5% CO»). Usando un vibratomo (Microm HM650V) se
obtienen rodajas de cerebro coronales de unas 100 um de espesor y se mantuvieron a
temperatura ambiente (22°C) en medio ACSF (124 mM NaCl 2,69 mM KCI, 1,25 mM
KH;POs4, 2 mM MgSO4, 26 mM NaHCOs;, 10 mM glucosa, 2mM CaCl> y 0,4 mM 4cido
ascorbico, pH 7,35), que se burbujea también constantemente con carbdgeno. Por ultimo, las
rodajas se transfirieron a la camara del equipo para observar y cuantificar la fluorescencia de

tdTomato.

5. RESULTADOS

5.1. Establecimiento de los cruzamientos de lineas de raton

Una gran parte del trabajo realizado en este TFG consistid en el establecimiento de los
cruzamientos de las lineas de raton, segin se detalla en el apartado de Métodos de esta
memoria. Esta parte del trabajo fue realizado por Andrea Reyes Carrion en el Estabulario de la
ULL, quien tiene los permisos y formacion necesarias para la manipulacion y cuidado de
animales de experimentacion, yo participé en el disefio experimental y asisti en los procesos de
cruces y supervision de todo el proceso, asi como la seleccion de animales para su posterior

caracterizacion y estudio.

5.2. tdTomato esta presente en los ratones Cre";Tomato™'! obtenidos en la

F3

Una vez obtenidas las lineas seleccionadas para el objetivo principal de este trabajo, un
volumen considerable del mismo consistié en su caracterizacion mediante genotipado, segun

se detalla en el apartado de Métodos de esta memoria.
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Se realizaron genotipados de cada grupo experimental Cre";Tomato™? x Tomato™. Como
controles, se usaron ratones WT y ratones Tomato™. Brevemente, la identificacion de
individuos en los que la recombinacion se habia producido con éxito, se realiz6 mediante el
desarrollo de PCR con primers especificos que amplifican una secuencia especifica del gen
tdTomato. Como la orientacion de esta secuencia es diferente el raton WT con respecto al
“floxeado” en el que se ha producido la inversion, el resultado de esta PCR dard lugar a un
producto de 196 pb para el alelo WT, mientras que este producto serd de 235 pb en el caso del
alelo “floxeado”. La combinacién de ambas bandas se obtendra en el caso de individuos

heterocigotos para ambos alelos (Figura 13).

Marcador
PeqGOLD
1: H;0
' 1 2 3 4 ’
" 2: Wild Type
—
S00pb W 3: Tomato"" (Homocigoto)
-—— 4: Tomato™ (Heterocigoto)
300 pb C—
B e —— 235 pb
200 pb e C— - = 196 pb

100 pb g

Figura 13. Estudio de la presencia de tdTomato en los ratones Cre*; Tomato™" . Genotipado en gel de agarasa
al 2% que muestra un ejemplo de los productos de PCR obtenidos de diferentes ratones. tdTomato™" (una banda:
235 pb) y tdTomato" (dos bandas: 235 y 196 pb). Utilizamos dos primers: 59916 Fwd: 5'-
CAGAGACCAGTTGGGTGTCA-3"y 59917 Rev: 5-ACAAGCTGGGCATGGTAGAG-3". (1) H20: marcador, no
muestra productos. (2) WT: marcador, no muestra productos. (3)Tomato™": una banda de 325 pb. (4) Tomato"":
dos bandas de 235 y 196 pb.

Adicionalmente, se evaliia la presencia de la Cre-Recombinasa en las muestras de los diferentes
ratones. Como controles, de nuevo, usamos ratones WT y ratones Tomato™ y afiadimos un
raton Cre® homocigoto. En este caso, se utilizan primers especificos que amplifican un

producto de PCR de 521 pb en los ratones Cre* (Figura 14).
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200 pb 4: Tomato™: Cre*

Figura 14. Estudio de la presencia del gen de la Cre-Recombinasa en los ratones Cre';Tomato™™,

Genotipado en gel de agarosa al 2% que muestra un ejemplo de productos de PCR para las muestras obtenidas de
los diferentes ratones (una banda: 521 pb). Utilizamos dos primers: 10884: 5’-GTT CTC CGT TTG CAC TCA
GG-3’y 0oIMR8990: 5"CAG GTT CTT GCG AAC CTC AT-3". (1) H20: marcador, no muestra productos. (2)
WT: marcador, no muestra productos. (3) Cre*: una banda de 521 pb. (4) Tomato™; Cre*: una banda de 521 pb.

Tras un gran numero de genotipados, el trabajo realizado permitié seleccionar individuos

fI/fl fI/fl fI/fl

resultantes del cruce Cre*;Tomato™ x Tomato™, genotipados como Cre";Tomato™, que
fueron identificados al poseer simultaneamente la banda Cre* (521 pb) y la banda del alelo

“floxeado” (196 pb).
5.3. La inversion del exén 2 ocurre en los ratones Cre*;Tomato!'!

El paso descrito anteriormente no permite determinar con seguridad la direccion del exén 2,
confirmando que se ha producido su correcta inversion. El paso siguiente en este trabajo
consistio en confirmar mediante secuenciacion en qué direccidon se encontraba el exén 2 y la
proteina tdTomato tras el proceso de recombinacion en los ratones genotipados como
Cre*;Tomato™. Ademas, pudimos estudiar como se mutaban los sitios loxP tras la accién de
la Cre-Recombinasa. En concreto, se secuenciaron muestras procedentes de diferentes tejidos

fI/fl

(corteza, hipocampo, cola y orejas) de los ratones Cre*;Tomato™ para corroborar si la

recombinacion ocurria solo en los tejidos de interés o en todas las células del animal. Para ello,

tras la obtencion de las muestras de los ratones Cre*;Tomato'"!

y su posterior secuenciacion
con los primers disefiados a tal efecto, se reconstruy6 la secuencia del fragmento de ADN de

interés (Figura 15).

29



Middle Arma 352 pb
Start (0) (17.094) Sall

MIul (18.350)
BstBI (17.459) (1ox71/66) | End (27.039)

15.000 16.000 18.000

- - - v - 4 S
‘ 2A-tdTomato-BGHPA > I} A= viiddie arm 800 I
LA - Long homology arm
lox71/66 FRT (minimal) SA - Short homology arm
==
Exon 2 Mus Musculus | bGH poly(A) signal Exon 2 BK Mus musculus
F2A
(0) Start (lox66) (MA - Middle arm 352 pb (lox71) End (27.039)
L =‘ L
15.000 16.000 17.000 18.000
FE
|‘ MA - Middle arm 800 pb 'I |< 2A-tdTomato-BGHpA 'I:
1
\
LA - Long homology arm FRT (minimal) SA - Short homology arm
—1
Exon 2 BK Mus musculus bGH poly(A) signal | Exon 2 BK Mus musculus 33 pb

F2A

Figura 15. Posicion del fragmento de ADN de interés en los ratones Cre*; Tomato™", Comparacion de posicion
de los diferentes elementos en el fragmento contenido entre los sitios loxP en los diferentes tejidos estudios (A:
cola y orejas, B: corteza e hipocampo).

La recombinacion es un proceso selectivo que se dirige a los tejidos de interés usando
promotores especificos de tejido bajo los que controlamos a la Cre-Recombinasa. En nuestro
caso, el promotor especifico usado es el de la proteina quinasa Camk2a, quinasa abundante en
las neuronas piramidales del SN. Con el resultado anterior (Figura 15), observamos que la
recombinacion (accion de la Cre-Recombinasa) s6lo ocurre en aquellos tejidos especificos
deseados. Por tanto, podemos concluir que el sistema loxP, es efectivo y es una buena

herramienta para crear ratones KO condicionales.

5.4. El canal BK no esta presente en las neuronas piramidales de los ratones

Cre*;Tomato™!

Para determinar si el canal BK esta presente o no en las neuronas piramidales de la corteza de
barriles y de la CA1 de hipocampo, se realizaron registros de célula entera mediante la técnica
patch-clamp en las rodajas coronales de cerebro de ratdn, seglin se detalla en el apartado de
Métodos de esta memoria. Se registraron celulares piramidales de la BC-LS5 y de la capa CA1
de hipocampo para estudiar las corrientes del canal BK, tanto en ratones WT como en ratones

Cre";Tomato™"

, previamente genotipados segun se ha detallado ampliamente en este trabajo.
Los registros fueron obtenidos en fijacion de voltaje en ACSF normal suplementado con TTX
(1 uM) en presencia o ausencia de paxilina (1 uM, bloqueador del canal BK), como se decribe
en Métodos. Si bien la limitacion temporal de este TFG no ha permitido una caracterizacion
exhaustiva, si hemos obtenido resultados preliminares muy prometedores. Estos resultados

fI/fl

demuestran que en los ratones Cre";Tomato™" el canal BK no esta presente en las células, ya
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que las corrientes obtenidas en fijacion de voltaje no varian tras la administracion de paxilina,

en comparacion con el WT (Figura 16).

En conclusion, nuestros resultados muestran que el canal BK, en la mayoria de las células

piramidales registradas de los ratones Cre*;Tomato

I/l

, o se encuentra en la membrana. Es

necesario considerar que la recombinacion no ocurre en todas las células, por lo que existiran

neuronas piramidales de la corteza de barriles y de CA1 de hipocampo que expresen BK en sus

membranas celulares.
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Figura 16. Corrientes obtenidas en fijacion de voltaje en neuronas de la BC-LS5 y de la CA1 de hipocampo
para estudiar la presencia de canales BK. (A) Trazos de las corrientes en neuronas de las BC-L5 y neuronas de
la CA1 de hipocampo, usando el protocolo de la imagen, comparando corrientes de ratones WT y ratones
Cre*;Tomato™ (WT, n=1; Cre*;Tomato™, n=1). (B) Representacién de la densidad de corriente de BK para las
neuronas de la BC-L5 y de la CAl de hipocampo a diferentes potenciales de membrana (WT, n=I;

Cre*;Tomato™, n=1).
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5.5. La proteina tdTomato se expresa en las neuronas piramidales de los

ratones Cre*;Tomato™'!

Como se ha explicado previamente, la falta de expresion de los canales BK deberia estar
asociada a un aumento de la fluorescencia de tdTomato en las mismas células. El estudio de la
expresion de la proteina tdTomato se llevd a cabo en rodajas de cerebro de ratones WT y los

ratones seleccionados por genotipado, Cre*;Tomato™ (Figura 17).

A Campo Claro mCherry Fluorescencia mCherry Fluorescencia
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) .
n
=
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B. Campo Claro mCherry Fluorescencia mCherry Fluorescencia
Laser Verde al 20% Laser Verde al 100%
° CA1 CA1
<%
£
]
o
o
2
=
-
g CA1 CcA1
Cre*; Tomatof/f!

Figura 17. Presencia de la proteina tdTomato en la BC-L5 y en la CA-1 de hipocampo en rodajas de cerebro
de los ratones Cre*;Tomato™. (A) y (B) Imagenes representativas capturadas de la BC-L5 y de la CA1 de
hipocampo. Las iméagenes se capturaron usando el objetivo 20x y el filtro para mCherry.

Nuestros resultados muestran unos niveles significativamente mayores de fluorescencia de
tdTomato en los ratones Cre";Tomato™ en comparacion a los ratones WT, en los que no se
aprecia apenas fluorescencia correspondiente a dicha proteina. Este resultado es consistente

con la observacion de que, en estos mismo ratones en los que estd presente la proteina
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tdTomato, el ex6én 2 (donde se encuentra el gen que da lugar al canal BK) se encuentra
invertido, por lo que el canal BK no se expresa en las neuronas piramidales “rojas” de los

ratones Cre"; Tomato!fl.
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6. DISCUSION

Los ratones transgénicos se han utilizado ampliamente en la investigacion biomédica para
estudiar la funcion de los genes y su papel en enfermedades humanas, asi como para evaluar la
eficacia de nuevas terapias y medicamentos. En este caso, hemos utilizado el sistema Cre-
LoxP, una herramienta de ingenieria genética que se utiliza para manipular de manera precisa
y especifica el ADN en células vivas utilizando la enzima Cre-Recombinasa y los sitios de

recombinacion loxP.

El uso del sistema Cre-LoxP nos ha permitido generar un raton KO condicional,

Cre";Tomato™"

, mediante los cruces especificos (15) y su posterior comprobacion mediante el
uso de diversas técnicas experimentales (descritas en Materiales y Métodos). El genotipado y
la secuenciacion de los ratones obtenidos nos han permitido seleccionar los ratones deseados,
confirmando que el raton KO condicional es viable y con las caracteristicas deseadas.
Unicamente en aquellos tejidos de interés, corteza y CA1 de hipocampo, se produce el proceso

de recombinacién y la eliminacion de la expresion del canal BK.

Los registros electrofisiologicos de las corrientes ionicas en la rodajas de cerebro obtenidas de

los ratones Cre";Tomato™"

usando la técnica de patch-clamp, permitié6 comprobar la usencia
del canal BK en estos ratones (Figura 16). Aunque sean resultados preliminares, el uso de un
bloqueador especifico del canal BK, la paxilina aplicada a una concentracion adecuada para el

1 el canal BK no se expresaba.

bloqueo de canales BK, desveld que en los ratone Cre*; Tomato
Las corrientes i6nicas medidas en fijacion de voltaje no variaban tras el paso de la paxilina,

comparado con el WT, ratén que expresa BK y contribuye en las corrientes ionicas registradas.

La presencia de la proteina tdTomato se corrobord mediante microscopia de fluorescencia. Este
estudio nos desveld que tdTomato se expresa en los ratones Cre";Tomato™. Un aspecto
importante a tener en cuenta para futuros estudios, dada la poca eficiencia de la fluoresencia
de tdTomato, es la posible inclusion de estudios de inmunohistoquimica con anticuerpos

especificos contra tdTomato, para incrementar la sefal de fluorescencia (11).

Los resultados obtenidos pueden ser de gran relevancia para futuros estudios sobre el efecto de
las mutaciones BK en la epilepsia. El uso de ratones KO condicionales podria contribuir al
estudio patogénico de la enfermedad y a la creacion de nuevos fairmacos mas efectivos contra
la misma. Para ello, los resultados preliminares obtenidos seran corroborados con un mayor

numero de experimentos en el laboratorio receptor, que continuara la linea de trabajo.
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7. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

El sistema Cre-loxP es una herramienta biologica potente, simple y efectiva para la
manipulacion genética de sistemas de experimentacion animal. Esta estrategia nos permite la
generacion y seleccion de ratones KO condicionales de interés. En nuestro caso, la obtencion
del raton KO condicional para el gen canal BK en las neuronas piramidales de corteza e
hipocampo nos permitird estudiar el efecto que puede generar la ausencia de BK en la

integracion sinéptica.

El objetivo final del proyecto de investigacion en el que se enmarca este Trabajo de Fin de
Grado persigue esclarecer los roles fisiologicos y patologicos de los complejos NMDAR-BK
en el cerebro de raton, especialmente en areas epileptogénicas. Por lo tanto, en este TFG se ha
llevado acabado una primera parte, donde se ha creado una linea de ratén Cre*;Tomato™ x

ilil

Tomato™", corroborado mediante genotipado para luego estudiar las rodajas del raton obtenido

mediante electrofisiologia y fluorescencia.

El futuro de la investigacion con el sistema Cre-loxP es muy prometedor, ya que se espera,
como en este trabajo, experimentos que combinen el sistema Cre-loxP con enfoques mas
avanzados de microscopia para visualizar y rastrear la actividad de células y tejidos especificos
en tiempo real, incluyendo el uso de marcadores fluorescentes en el contexto de un organismo
vivo. Estas mejoras permitiran una compresion mas profunda de la funcidén genética y el

desarrollo de la biomedicina.
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8. QUE HE APRENDIDO CON ESTE TFG

Durante la realizacion de este TFG, he aprendido la importancia que tiene la investigacion en
el campo de la Medicina. Més alla de la formacién académica que recibimos en la Facultad,
centrada en signos, sintomas y sindromes clinicos, la investigacion es fundamental para
avanzar en el conocimiento y para desarrollar nuevas terapias y tratamientos que nos permitan

prevenir, diagnosticar y tratar enfermedades.

En mi caso, he tenido la oportunidad de profundizar en el funcionamiento de los canales idnicos
y el gen Kcnmal. He aprendido lo que significa trabajar en un laboratorio, las horas que lleva
conseguir resultados, y también las horas que lleva no conseguirlos. He visto de cerca la
minuciosidad del trabajo, la importancia de seguir una misma estructura de trabajo, la paciencia
y la dedicacion que se requieren para alcanzar los resultados deseados. También he superado

mi miedo a los ratones y he comprendido la importancia de los animales en la investigacion.

El trabajo de investigacion es un camino largo y dificil, pero es necesario para seguir avanzando

y debemos darle el reconocimiento que merece.
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