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4 El estudio se ha realizado usando el pez cebra, Danio rerio (Figura 1), como modelo animal. Es un ciprinido originario
de las aguas dulces de la India, Pakistan y Bangladesh. Las ventajas que ofrece frente a otros hacen que se haya convertido
en los ultimos anos en uno de los organismos modelo mas utilizados en experimentacion biomédica (1-4). Tales ventajas
son: el pequeno tamano y facil manejo, la sencilla manipulacion genética (como la inactivacion de genes mediante el
sistema CRISPR-Cas9), la transparencia, el desarrollo embrionario rapido y extrauterino, y la disponibilidad del genoma
completamente secuenciado con gran homologia al de humano.

1 Se sabe que los estrogenos modulan la respuesta inmunitaria, pero su actuacion a traves del receptor de estrogenos Figura 1. Danio rerio
asociado a proteina G (GPER1) es bastante desconocida (5). Por tanto, nos propusimos los siguientes objetivos: provocar (p.ez cebra): hembrg
la disrupcion génica de gperi1 en pez cebra mediante el sistema CRISPR/Cas9 y su validacion in vivo; analizar la expresion (arriba) y macho (abajo)

proteica de Gperi; y evaluar el papel de Gperi1 en un modelo de inflamacion aguda.

METODOLOGIA

(1)Para provocar la disrupcion génica de gperi, y comprobar in vivo que se habia producido, se microinyectaron dos grupos de huevos recién fecundados:
el primero con la proteina Cas9 y sgRNA-gperi, que se une al exén 2 de gperi, y el segundo con Cas9 y una guia estandar que no se une a ninguna parte del
genoma. Después se hizo una PCR para amplificar una region del exén 2 de gperi, y el producto se sometio a electroforesis en un gel de agarosa para comprobar
que habia funcionado. Finalmente se realiz6 el ensayo de la T7 endonucleasa, para saber si la Casg habia cortado in vivo por donde habiamos predicho.

(2)Para analizar la expresion proteica de Gperi1 en larvas de pez cebra, se llevo a cabo un Western Blot. En primer lugar, se microinyectaron huevos de 0
dpf (dias post fecundacion), un grupo con vector vacio, y otro grupo con Gper1 unido a epitopo Flag. Se dejaron crecer, y a los 3 dpf se lisaron, se obtuvieron las
proteinas y se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, seguida de transferencia semiseca. Se incub6 la membrana con anticuerpo anti-
Flag toda la noche a 4 °C; al dia siguiente se lavo el anticuerpo 4 veces y por ultimo se revelo.

(3)Para evaluar el papel de Gper1 en un modelo de inflamacion aguda, se cruzaron peces de la linea lyz:DsRED que tienen marcados los neutroéfilos en rojo

(6). Larvas de 3 dpf fueron divididas en dos grupos; el primero se trat6 durante tres horas con Gi, un agonista especifico de GPER1 (7); las del segundo grupo

fueron tratadas con DMSO (grupo control). A continuacion, se les cort6 la parte final de la aleta caudal y se tomaron imagenes en una lupa de fluorescencia a 1 hph

(1 hora después de la herida) y a 3 hph. Por altimo, se realizo un recuento de neutro6filos que se habian reclutado a la herida.

RESULTADOS Y DISCUSION

JEn cuanto a la pregunta de si la guia disenada para gperi corta in vivo, la respuesta es afirmativa.
Como se puede observar en la Figura 2, los resultados de los peces mutantes tienen dos bandas, lo que quiere
decir que Cas9 ha cortado y, en los resultados de los wild type se puede ver s6lo una.

d El resultado del western blot (Figura 3) indica una buena expresion de Gperi en larvas de pez cebra frente al
control negativo donde no obtenemos banda. La proteina se expresa segiin el peso molecular esperado.

Tl

..
d Después de hacer el recuento de neutroéfilos (Figuras 4, 5y 6) que habian acudido a la herida después de 1y 3 | G
horas nos dimos cuenta de que habian acudido mas neutroéfilos a las heridas de los peces previamente tratados en V
G1. Este resultado no era el esperado, pues en experimentos anteriores eran los peces sin tratar los que marcadorde | sinTZE, | conT7E, | snTZE, | conT7E

tamano sgRNA std | sgRNA_std sgRNA gperl sgRNA gperl

presentaban mas neutrofilos, esto probablemente se deba a la poca cantidad de individuos en la muestra.
Figura 2. Resultados del ensayodela T7.
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Figura 3. Resultados del Western Blot Figura 4. Detalle de cola Figura 5. Detalle de cola:
de las larvas control, 1 hph larvas tratadas con G1, 1

(dcha) y 3 hph (izda) hph (dcha) y 3 hph (izda) Figura 6. NiUmero de neutréfilos en la herida:
larvas control y larvas tratadas con G1
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