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Resumen

Introduccién y objetivos. La miocardiopatia arritmogeénica (ACM) es una enfermedad cardiaca hereditaria
caracterizada por la sustitucién fibrovascular del miocardio. M utaciones en genes desmosomicos aparecen en
un 60% de los casos. La ACM es causa de muerte subita en jovenes de todo €l mundo. L os genes
desmosomicos Plakophilin-2 (PKP2) y Desmoplakin (DSP) estan asociados a las formas derecha e izquierda
de ACM, respectivamente. En este trabajo, se seleccionaron 2 variantes humanas sin sentido identificadas en
pacientes de nuestra region (sudeste de Espafia) para obtener el modelo animal en pez cebra (PKP2 p.R79* y
DSP p.Q447*). DSP p.Q447* es una mutacion fundadora, asociada alaformaizquierdade ACM con ata
penetrancia.

M étodos: El modelo animal se obtuvo en €l |aboratorio de pez cebra del Instituto Murciano de Investigacion
Biosanitaria. Los model os se han basado en la técnica CRISPR/Cas9. Se identificaron regiones homdlogas en
el exon 3 de PKP2y en & exon 10 de DSP. Las guias para CI SPR/Cas9 fueron disefiadas mediante
aplicaciones web (http://chopchop.cbu.uib.no/). Se procedié ala microinyeccion de las guias de ARN
individuales en huevos de una célula, junto ala proteina Cas9. Para seleccionar 1os portadores, se disefiaron
primers especificos para las regiones adyacentes ala diana de corte de Cas9. Se genotipd un conjunto de 5
larvas FO (generacién sometida a microinyeccion) para verificar si se producia el corte. Los FO portadores (>
60%) se cruzaron con peces de WT. En edad adulta, |os peces portadores (F1 > 10%) se cruzaron para
obtener la generacion F2. Finalmente, se obtuvo la generacién F2 que porta las mutaciones PKP2 p.S133fs*
y DSP p.T449fs*, que crean un codédn de stop prematuro para cada modelo.

Resultados: Hemos analizado diferentes secciones del corazon, y hemos podido observar diferencias
histol6gicas del tgjido cardiaco entre portadores y no portadores. El tejido cardiaco menos compactado de los
corazones afectados corresponde a lainterrupcion de las uniones celulares que parece conducir ala
separacion de los cardiomiocitos. La ateracion de las uniones celulares se ve més claramente en individuos
afectados por €l gen DSP.

Conclusiones: Obtencion de modelo animal para AMC, homologos a 2 variantes humanas sin sentido
(identificadas en el sudeste de Espafia), PKP2 p.R79* y DSP p.Q447*. Observacion de diferencias en tgjido
cardiaco entre portadores y no portadores.



