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Resumen

Trabajar con modelos animales, editando su genoma para descubrir 
aspectos moleculares  de enfermedades ha sido un gran avance en la 
investigación. El Pez Cebra ha ganado  popularidad en este aspecto debido 
a sus múltiples beneficios como: corto período entre  generaciones, bajo 
costo de mantenimiento, desarrollo externo luego de la fertilización entre  
otros. Las semejanzas entre humanos y el pez cebra sobre morfología, 
fisiología de la retina  hace  de  este  modelo  animal  un  gran  candidato  
para  estudiar  retinopatías.  Retinitis  Pigmentosa es una enfermedad 
hereditaria; siendo la causa principal de la pérdida gradual  de la función 
de los fotorreceptores culminando en ceguera. Esta enfermedad presenta 
una  gran heterogeneidad en cuanto a su comportamiento genético 
y clínico. Este estudio fue  enfocado en el gen PRPF31 que codifica un 
factor de empalme en el ARN que puede  desencadenar mutaciones 
generando retinitis pigmentosa. PRPF 31 fue noqueado vía  CRISPR/Cas9, 
embriones de 1 o 2 células fueron inyectadas con ARN, doce embriones 
de  cada objetivo fueron probados 50 horas post fertilización mediante 
secuenciación, múltiples  picos fueron obtenidos en el cromatograma 
cerca de la secuencia objetivo. El ADN fue  amplificado y clonado en el 
Vector T y probado de nuevo mediante secuenciación.  Cada  clon presentó 
diferentes bases insertadas o eliminadas. Estos resultados indicaron que 
el  gen PRPF31 fue noqueado en el pez cebra por primera ocasión, estudios 
futuros serán  observados en el fenotipo de este modelo que yace como 
una fuerte base para elucidar los  mecanismos moleculares patológicos de 
la degeneración retiniana causada por mutaciones  en este gen.    

Palabras clave: CRISPR/Cas9, mutante, factor de empalme, 
degeneración retiniana,  retinitis pigmentosa.  
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Abstract  
Working with model animals for editing the genome and uncover the molecular aspects 
of  diseases is being a breakthrough in research field. Zebrafish gained popularity in this 
aspect  due to its multiple benefits like short period between generations, low maintenance 
cost,  external develoment after fertilization and many others. The similarities between 
human and  zebrafish about morphology, physiology of retina makes this fish a good model 
to study  retinal diseases.  Retinitis Pigmentosa is an inherited retinal disease; it is the 
main cause of  gradual loss of photoreceptor cell function, finally leading to blindness. 
This disease is well  characterized by its great heterogeneity in genetics and clinical 
aspects. This study was  focused on PRPF31, which encodes a splicing factor in the RNA 
that can trigger mutations  in autosomal dominant Retinitis Pigmentosa. PRPF31 was 
knocked out via CRISPR/Cas 9  system, embryos of 1 or 2 cells stage were injected with 
RNA, twelve embryos from each  target were tested 50 hours post fertilization by Sanger 
sequencing being obtained multiple  peaks in the chromatogram close to the target region. 
Then amplified DNA was cloned into  T Vector and tested again by Sanger sequencing. 
Different varieties of bases inserted and  deleted were found in each one. PRPF31 gene 
may knocked out in zebrafish for the first  time, further studies will be observed in the 
phenotype of this model, which lays a good  foundation for elucidating the pathologic, 
molecular mechanism of retinal degeneration  caused by mutations in this gene. 
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Introducción 
Retinitis Pigmentosa es considerada como la primera causa de ceguera en el adulto de  
origen genético. Se encuentra caracterizada por presentar una genética compleja. Los  
primeros síntomas pueden ser observados en la adolescencia o  adultez temprana e  incluyen  
ceguera  nocturna  y  pérdida  progresiva  de  la  visión  periférica.  Depósitos  pigmentarías 
pueden ser observados en la retina y son el signo principal de esta patología.  La disminución 
funcional de los fotorreceptores puede ser evaluada por un retinograma.  Esta enfermedad 
tiene una prevalencia de 1 en 4000 personas alrededor del mundo y  puede ser heredada 
como autosómica dominante, autosómica recesiva y ligada al X. (26).   

Alrededor  de veinte  y  siete  genes  se encuentran  asociados con  retinitis  pigmentosa  
autosómica dominante; sus productos proteicos han sido implicados en aspectos diferentes  
y  de  gran  importancia  en  la  estructura  de  los  fotorreceptores,  metabolismo,  
fototransducción, expresión génica y transcripción.  (1).  

El gen PRPF31 forma parte de las cuatro mutaciones relacionadas con Retinitis Pigmentosa  
que afectan al empalme del ARNm en su proceso de maduración. PRPF31 codifica para 
el  factor de empalme hPRPF31, se encuentra localizado en el cromosoma 19, brazo largo  
posición 13.42 (19q13.42). Codifica 499 aminoácidos y 14 exones. (2)  

Esta enfermedad presenta un patrón genético complejo y hasta el momento no existe una  
terapéutica con buenos resultados; esto debido al desconocimiento de los mecanismos  
moleculares que se encuentran implicados en su fisiopatología. (3)  

A partir de lo planteado el objetivo del presente trabajo es generar a un noqueo del gen  
PRPF31 en el pez cebra utilizando la tecnología CRISPR/Cas9.   

Métodos  
Pez cebra  Los peces cebra adultos y embriones fueron mantenidos en el laboratorio de 
Biología  Molecular y Genética de Hust University of Science and Technology en Wuhan, 
República  Popular de China; sobre las condiciones y en concordancia con protocolos 
internacionales.  Peces adultos sin modificaciones genéticas y saludables fueron cruzados 
para obtener los  embriones y proceder a la microinyección del CRISPR/Cas9. (4)  Síntesis 
de sgARN/ Cas9 ARNm e inyección  Cas9 ARNm fue obtenido mediante la transcripción 
in vitro con el plásmido linearizado  pXT7-Cas9.  Los  guías  de  ARN  fueron  diseñados  en  
el  sitio  web   http://zifit.partners.org/ZiFiT/,  Compañía Tsingke  proveyó  los  primers,  tres  
individuales  hacia delante y un reverso universal. (5)  
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GGAGAGAGTGATGGAGAGCC	 OBJETIVO 1        

GGAGGACATCCCGGAGGAGA	 OBJETIVO 2  

GGAGGTGGATTACAGCAGCA	  OBJETIVO 3  

Primers de la compañía Tsingke  PRIMER-F1

5’TAATACGACTCACTATAGGAGAGAGTGATGGAGAGCCGTTTTAGAGCTAGAAA  TAGC 3’  

PRIMER –F2  5’TAATACGACTCACTATAGGAGGACATCCCGGAGGAGAGTTTTAGAGCTAGAAA  
TAGC 3’  

PRIMER-F3  5’TAATACGACTCACTATAGGAGGTGGATTACAGCAGCAGTTTTAGAGCTAGAAAT  
AGC3’  

PRIMER-R  AGCACCGACTCGGTGCCAC

 

Figura 1. Primers y secuencias objetivo sobrepuestas en la aplicación gene tool.  

-  primer hacia delante  

-  objetivo 1  

-  objetivo 2  

-  objetivo 3  

-  primer reversa   

Huevos en estadío de una o dos células provenientes de progenitores saludables y sin  
mutaciones genéticas fueron utilizados para la microinyección. (6,7)  

•	 1.8nl de cas9 ARNm (300 ng/μl) y ARN (100 ng/μl) fueron co-inyectados en los  huevos del 
pez cebra.
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•  	Alrededor de 120 embriones fueron inyectados de cada secuencia objetivo.  

•	 Embriones inyectados fueron colocados en cajas petri con medio de crecimiento y  
observados las siguientes horas.

•  	Embriones muertos fueron descartados y el medio de crecimiento fue cambiado dos  veces 
en el día. (7) 

Extracción de ADN de embriones  
•  	De 10 a 12 embriones fueron analizados 50 horas post-fertilización, teniendo 3  muestras, 

1 por cada objetivo.  

•  	El ADN fue extraído según el protocolo   

-  100 ul de NaOH 50mm añadido en cada muestra   

-  Muestras colocadas a 95 Ccalentador durante 15 minutos  

-  Vortex y centrífuga a 12.000rmp durante 30 segundos.   

-  5 ul de Tris HCL fue adicionado a cada muestra  

-  Muestras en reposo para ser procesadas mediante PCR como se indica:  

10x Buffer	 2ul  
dNTP		  1.6ul  
Pr/Pf 		  0.4ul/0.4ul  
Taq		  0.2ul  
DNA		  1ul  
H2O		  14.4ul  

Primers utilizados fueron adquiridos de la compañía Tsingke   

Adelante: GGCGGGTTGAATTGTAAGTTTGG  

Reversa: CTGCATTGTTTATCACGCTACTTTGG   

Secuenciación  

•  	Muestras  fueron  enviadas  a  la  Compañía  Tsingke  para  su  secuenciación  encontrándose 
los siguientes resultados. (8)  

Objetivo 1:   

GGCTCTCCATCACTCTCTCC    objetivo             

Figura 2. Secuencia Sanger de objetivo #1,se observan múltiples picos a lo largo de la 
secuencia objetivo.  Recurso: Compañía Tsingke. Departamento de Ciencias de la Vida, 
HUST, lab #816.
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Objetivo2: TCTCCTCCGGGATGTCCTCC     

Figura 3. Secuencia Sanger de objetivo #2,se observan múltiples picos a lo largo de la 
secuencia objetivo.  Recurso: Compañía Tsingke. Departamento de Ciencias de la Vida, 
HUST, lab #816.

Target 3: TGCTGCTGTAATCCACCTCC    

   

Figura 4. Secuencia Sanger de objetivo #3,se observan múltiples picos a lo largo de la 
secuencia objetivo.  Recurso: Compañía Tsingke. Departamento de Ciencias de la Vida, 
HUST, lab #816.   

Resultados  
•  	El ARNg #2 presentó mejores resultaos en la secuenciación de Sanger debido a las  curvas 

obtenidas en el cromatograma.   

• 	 El ADN clonado en el Vector T mostró diferentes variedades de mutaciones en las  regiones 
objetivo.  

Discusión  
• 	 Este estudio puede encasillarse como el primero en haber generado un noqueo del  gen 

PRPF31 en el pez cebra, otros modelos de animales han sido utilizados para el  estudio de 
este gen como los roedores mostrando letalidad en etapa embrionaria en  el homocigoto.  
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• 	 Diversas mutaciones en factores de empalme en la maduración del ARNm han sido  
determinadas mediante estudios genéticos completos en familias alrededor del  mundo; 
recalcando la importancia del estudio de factores de empalme y desarrollar  modelos 
animales para el estudio a nivel molecular de la fisiopatología.   

Conclusiones  
CRISPR/Cas9 fue utilizado para el Noqueo del gen PRPF31, que se encuentra asociado  
con Retinitis Pigmentosa autosómica Dominante.  

Tres ARNg con secuencias diferentes fueron diseñados para el sistema CRISPR/Cas9   

La secuenciación sanger se realizó tomando en cuenta las secuencias objetivo de cada  
ARNg   

ADN  fue  clonado  en  el  vector  T7  para  analizar  las  mutaciones  en  forma  indivicual.  
Determinar las mutaciones en clones individuales dependiendo del ARN guía utilizado y  
comparar los resultados.   
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