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DESCRIPCIÓN

Pez transgénico y usos del mismo

Campo de la invención

La presente divulgación se refiere en general a un pez transgénico y a su uso en, entre otros, la detección de 
compuestos estrogénicos y antiestrogénicos, la monitorización de actividad similar a estrógenos en el entorno, y la 5
elucidación de la regeneración hepática.

Antecedentes de la invención

Se encuentra que muchas sustancias químicas que se han considerado seguras tienen la actividad de alterar el 
sistema endocrino y producir efectos adversos en organismos. La amplia presencia de estos tipos de compuestos 
químicos en el entorno ha suscitado la atención y la preocupación mundiales. Debido a los crecientes informes de 10
los efectos estrogénicos de estas sustancias sobre organismos masculinos, la mayoría de los esfuerzos de 
investigación se han dirigido a agentes de alteración endocrinos similares a estrógenos.

Es importante tener un método rápido, sensible, económico y cuantificable para identificar sustancias químicas que 
pueden imitar estrógenos o interferir con el sistema endocrino estrogénico, y que pueden ayudar a evaluar los 
efectos biológicos de estas sustancias químicas sobre organismos. De los métodos disponibles actuales, se han 15
investigado los ensayos con líneas celulares in vitro y los ensayos con peces transgénicos in vivo. Los ensayos con 
líneas celulares pueden ser rápidos y sensibles, pero no pueden proporcionar información sobre efectos 
toxicodinámicos y toxicocinéticos en sustancias de prueba sobre organismos. Actualmente, los ensayos con peces
transgénicos pueden superar algunas de las deficiencias de los ensayos con líneas celulares. Sin embargo, los 
ensayos con peces transgénicos actuales son limitados porque no pueden usarse para monitorizar agentes de 20
alteración endocrinos en especies de agua dulce, y no pueden usarse en un entorno marino.

Sumario de la invención

Un aspecto de la presente invención se refiere a un casete de expresión que incluye: (i) una secuencia de 
nucleótidos indicadora que codifica para una proteína indicadora; (ii) una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ 
que responde a estrógenos aislada de un pez medaka de agua salobre de la especie Oryzias melastigma, en la que 25
la secuencia de nucleótidos reguladora está unida operativamente en 5’ a la secuencia de nucleótidos indicadora
para inducir la expresión de la proteína indicadora en presencia de estrógenos o un compuesto similar a estrógenos; 
y (iii) una región reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleótidos indicadora, en el que la 
secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos se selecciona del grupo que consiste en SEQ 
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4; y la región reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleótidos de30
SEQ ID NO: 5. Ventajosamente, la secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos se 
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y la región reguladora en 3’ comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5. Según una realización preferida, la proteína indicadora es una proteína 
autofluorescente, seleccionada ventajosamente del grupo que consiste en una proteína fluorescente verde 
potenciada (EGFP), una proteína fluorescente verde (GFP), una proteína fluorescente azul (BFP), una proteína 35
fluorescente amarilla (YFP) y una proteína fluorescente roja (RFP).

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un vector de transformación que incluye un casete de expresión
de la presente invención.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a una célula huésped transducida con un casete de expresión de la 
presente invención.40

Otro aspecto de la presente invención se refiere a una célula transgénica de un animal acuático, donde la célula
transgénica incluye al menos un casete de expresión de la presente invención. Ventajosamente, el animal acuático
se selecciona del grupo que consiste en una especie Oryzias y una especie Danio, seleccionada más 
ventajosamente del grupo que consiste en Oryzias melastigma y Oryzias latipes.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un pez medaka de agua salobre transgénico de la especie45
Oryzias melastigma que incluye al menos un casete de expresión de la presente invención. El pez transgénico
presenta una marca observable cuando se expone a un medio líquido que contiene un estrógeno o un compuesto 
similar a estrógeno. La marca observable incluye la proteína indicadora expresada por el al menos un casete de 
expresión. Ventajosamente, la marca observable es visible in vivo. Según un aspecto, el pez está en una fase de 
desarrollo seleccionada del grupo que consiste en una fase embrionaria, una fase larvaria y una fase adulta. Según50
otro aspecto, el pez es un adulto macho.

Otro aspecto de la presente divulgación se refiere a un método de preparación de un pez medaka de agua salobre
transgénico de la especie Oryzias melastigma para su uso en la detección de la presencia de un estrógeno o
compuesto similar a estrógeno en un medio líquido. Este método implica transformar un pez no transgénico con el 
casete de expresión de la presente invención, produciendo de ese modo un pez transgénico que incluye al menos55
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uno de los casetes de expresión.

También se da a conocer un método de examen de un medio líquido para una sustancia estrogénica.

También se da a conocer un método de examen de un medio líquido para una sustancia estrogénica. Este método
implica exponer un pez transgénico de la presente invención a un medio líquido que va a someterse a prueba (es 
decir, que va a someterse a prueba para determinar la presencia de una sustancia estrogénica). Tras esta etapa de 5
exposición, el método implica entonces determinar si el pez transgénico presenta o no una marca observable 
producida por la expresión inducida del gen indicador (contenido en el pez transgénico). La presencia de la marca 
observable indica que el medio líquido contiene una sustancia estrogénica.

También se da a conocer un método de examen para un compuesto que tiene actividad antiestrogénica. Este 
método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez transgénico de la 10
presente invención, donde los peces transgénicos primero y segundo son de la misma especie y están 
sustancialmente en la misma fase de desarrollo; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio líquido, 
donde el primer medio líquido incluye un estrógeno o compuesto similar a estrógeno; (c) exponer el segundo pez
transgénico a un segundo medio líquido, donde el segundo medio líquido incluye el primer medio líquido y un 
compuesto de prueba; y (d) comparar la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el 15
primer pez transgénico con la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el segundo pez
transgénico, donde una disminución en la intensidad cuantificada de la marca observable en el segundo pez
transgénico en comparación con la del primer pez transgénico indica que el compuesto de prueba tiene actividad 
antiestrogénica.

También se da a conocer un método para investigar el efecto de un compuesto estrogénico sobre la regeneración 20
hepática. En general, este método implica realizar una hepatectomía parcial en un pez transgénico adulto de la 
presente invención, donde la hepatectomía parcial es eficaz para retirar una parte del hígado del pez transgénico; 
exponer el pez transgénico a un medio líquido de prueba que contiene un compuesto estrogénico de prueba; y
analizar el hígado del pez transgénico para detectar cualquier regeneración de tejido hepático.

También se da a conocer un método para investigar el efecto de diferentes compuestos estrogénicos sobre la 25
regeneración hepática, en contraposición a investigar un solo compuesto estrogénico. En general, este método
implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez transgénico de la 
presente invención, donde los peces transgénicos primero y segundo son adultos de la misma especie; (b) exponer 
el primer pez transgénico a un primer medio líquido que incluye una primera disolución de compuesto estrogénico de 
prueba; (c) exponer el segundo pez transgénico a un segundo medio líquido que comprende una segunda disolución30
de compuesto estrogénico de prueba; (d) cuantificar la intensidad de cualquier marca observable presentada por el 
primer pez transgénico y el segundo pez transgénico; (e) realizar una hepatectomía parcial en los peces 
transgénicos primero y segundo, donde la hepatectomía parcial es eficaz para retirar una parte del hígado de los 
peces transgénicos primero y segundo; (f) repetir las etapas (b) a (d) de este método; y (g) analizar el hígado de los 
peces transgénicos primero y segundo para comparar los efectos de los compuestos estrogénicos contenidos en el 35
primer medio líquido y el segundo medio líquido sobre cualquier regeneración de tejido hepático.

Breve descripción de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene los dibujos siguientes:

La figura 1 representa la actividad promotora relativa de diferentes longitudes de la región en el sentido de 5’ de 
omChgH representada por la frecuencia de una larva positiva para GFP derivada de embriones a los que se 40
inyectan secuencias de ácido nucleico que incluyen el promotor de omChgH-EGFP (proteína de fluorescencia verde 
potenciada) en respuesta a 17-estradiol.

La figura 2 representa los efectos de la señal de poliadenilación de ARNm de diferentes genes sobre la actividad 
promotora relativa del promotor de omChgH-EGFP de ácido nucleico representada por la frecuencia de larva 
positiva para GFP derivada de embriones a los que se inyecta ácido nucleico que comprende el promotor de 45
omChgH-EGFP (proteína de fluorescencia verde potenciada) flanqueado por región flanqueante en 3’ de olChgH, 
SV40 o omChgH en respuesta a 17-estradiol.

Las figuras 3A-3G representan la expresión natural e inducida del transgén GFP en pez transgénico producida por la 
introducción de una secuencia de ácido nucleico que incluye el promotor del transgén de omChgH-EGFP. La 
expresión de GFP está restringida exclusivamente al hígado del pez hembra adulto (figura 3C), pero no al embrión 50
(figura 3A), la larva (figura 3B) ni el pez macho (figura 3D). Las figuras 3E-3G muestran que la expresión del
transgén GFP también puede inducirse en el hígado del embrión, la larva y el pez macho por 17-estradiol.

La figura 4 representa un diagrama de flujo de una realización del uso de larvas de pez transgénico de la presente 
invención para analizar la actividad similar a estrógenos de una disolución de prueba.

La figura 5 representa la sensibilidad a estrógenos de larvas de pez transgénico de diversos días tras la 55
fecundación.
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La figura 6 es un gráfico que muestra que el pH oscila entre 5 y 9 no afecta a la respuesta de larvas de pez 
transgénico a 17- estradiol.

La figura 7 es un gráfico que muestra que la salinidad que oscila entre 0 y 35 ppt no afecta a la respuesta de larvas 
de pez transgénico a 17-estradiol.

La figura 8 representa un aumento de periodo de tiempo de la intensidad de señal de GFP en larvas transgénicas en5
respuesta a estrógenos.

La figura 9 representa una respuesta a la dosis de larvas de pez transgénico a 17-estradiol.

La figura 10 representa la respuesta a la dosis de larvas de pez transgénico a la hormona sintética 17-
etinilestradiol.

La figura 11 representa la señal de GFP en hígado inducida por los fitoestrógenos genisteína, genistina, daidzeína y10
daidzina por separado y su combinación extraídos de leche de soja.

La figura 12 representa la señal de GFP en hígado inducida por los filtros UV BP-3 y 4-MBC por separado y en
combinación. Larvas de pez transgénico de una realización de la presente invención se exponen a 4-MBC (5 M), 
HMS (5 M) y la combinación de estos dos compuestos mezclados a la mitad de sus concentraciones (2,5 M). La 
señal de GFP inducida por su mezcla es significativamente mayor que la de estos dos compuestos. 15

La figura 13 representa la señal de GFP en hígado inducida por 17-estradiol solo o en combinación con filtros UV
B-MDM, OMC u OD-PABA. 

La figura 14 muestra que la señal de GFP en hígado inducida por 17-estradiol puede aumentarse por HMS de 
manera dependiente de la dosis.

La figura 15 muestra que la señal de GFP en hígado inducida por 17-estradiol puede disminuirse por el almizcle 20
policíclico AHTN.

Descripción detallada de la invención

En un aspecto, la presente invención se refiere a un pez medaka de agua salobre transgénico de la especie Oryzias 
melastigma que contiene un casete de expresión que incluye una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que 
responde a estrógenos aislada de un pez medaka, donde la secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que 25
responde a estrógenos está unida operativamente en 5’ a una secuencia de nucleótidos indicadora, y una región 
reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleótidos indicadora, en el que la secuencia de 
nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4; y la región reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 
5. Cuando el pez transgénico se expone a un medio líquido que contiene estrógenos o un compuesto similar a 30
estrógenos, la secuencia de nucleótidos indicadora expresa una proteína indicadora correspondiente que puede 
detectarse in vivo o in vitro. El pez transgénico de la presente invención es útil para una variedad de aplicaciones,
incluyendo, sin limitación, para su uso en la detección de compuestos estrogénicos y compuestos antiestrogénicos, 
la monitorización de actividad similar a estrógenos en el entorno, y la elucidación de la regeneración hepática.

El pez transgénico de la presente invención es de la especie Oryzias melastigma (nombre alternativo Oryzias 35
dancena) (medaka marina o de agua salobre).

Con respecto al pez medaka de agua salobre (Oryzias melastigma), esta especie es una de muchas especies de 
medaka identificadas como pertenecientes al género Oryzias (exponiéndose algunas especies anteriormente en el 
presente documento). El pez medaka de agua salobre es natural de aguas costeras y aguas dulces en Pakistán, 
India, Birmania y Tailandia (K. Naruse, Fish Biol. L. Medaka 8:1-9 (1996)), y se desarrolla en aguas de salinidad40
variable que oscila entre 0 partes por mil (ppt) y hasta 35 ppt. Adicionalmente, este pez medaka de agua salobre
tiene varias ventajas para el desarrollo transgénico, incluyendo: (1) tamaño pequeño (2-3 cm para el pez adulto); (2) 
tiempo de generación relativamente corto (2-3 meses); (3) sexo dimórfico (por ejemplo, las hembras tienen una 
superficie distal plana de la aleta anal, mientras que la de los machos es convexa debido a radios de la aleta más 
largos separados); (4) alta capacidad prolífica para reproducirse; (5) huevos y larvas translúcidos (hasta 15 días tras 45
la fecundación), lo que facilita la colocación de las agujas de microinyección de ADN y la observación de los órganos 
internos; y (6) puede adaptarse a diversas técnicas transgénicas usadas para producir peces transgénicos de otra 
especie Oryzias (por ejemplo, Oryzias latipes).

En cuanto a la capacidad altamente prolífica del pez medaka de agua salobre para reproducirse, el desove de este 
pez puede inducirse a lo largo de todo el año, y cada par de peces hembra y macho puede producir 20-30 huevos 50
diariamente durante hasta varios meses en condiciones mantenidas de interior (por ejemplo, 28 ± 1ºC con un ciclo 
de luz constante de 14 h de luz/8 h de oscuridad y alimentado con alimento en copos libre de hormonas comercial y
artemias (Artemia salina)). Los huevos eclosionan habitualmente en de 11 a 15 días a 28 ± 1ºC.
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Oryzias latipes se ha usado para producir peces transgénicos que portan una variedad de transgenes (por ejemplo, 
K. Ozato et al., Cel Differ. 19:237-244 (1986); K. Inoue et al., Cel Difer. Dev. 27(1):57-68 (1989); E. Tamiya et al., 
Nucleic Acids res 18:1072 (1990); K. Inoue et al., Cel Differ. Dev. 29(2):123-128 (1990); J. Lu et al., Mol. Marine Biol.
and Biotechnol. 1(4/5):366-375 (1992); H. J. Tsai et al., Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 4(1):1-9 (1995); R. N. Winn et al., 
Marine Env. Res. 40(3):247-265 (1995)). Los estudios han mostrado que las dos especies de medaka de Oryzias 5
melastigma y Oryzias latipes comparten alta similitud morfológica, fisiológica y genómica, y que es fácil adaptar la 
técnica transgénica de Oryzias latipes a la medaka de agua salobre Oryzias melastigma (X. Chen et al., Ectoxicol. 
Environ. Saf. 71:200-208 (2008); X. Chen et al., Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol. 149:647-655 
(2009)).

En una realización, el pez transgénico de la presente invención se modifica mediante ingeniería genética para 10
contener una o más copias de una secuencia de ácido nucleico linealizada que contiene la región promotora de un 
gen diana de estrógenos, que está ligada operativamente a la región codificante de un gen indicador (por ejemplo,
un gen de proteína de fluorescencia), y luego flanqueada por una secuencia de terminación (por ejemplo, una 
secuencia de señal de poliadenilación de ARNm). La secuencia de la región promotora y la secuencia de 
terminación pueden originarse a partir del mismo gen diana de estrógenos, aunque la presente invención no requiere 15
que tengan el mismo origen.

Una región promotora adecuada se deriva de un gen dependiente de estrógenos. En una realización, un gen 
dependiente de estrógenos particular dado a conocer puede incluir, sin limitación, los genes de coriogenina H de
Oryzias melastigma (abreviándose el gen de “omChgH”) y Oryzias latipes (abreviándose el gen de “olChgH”).

El gen de omChgH de Oryzias melastigma se ha caracterizado como altamente sensible a estrógenos y sustancias 20
similares a estrógenos. La secuencia codificante completa del gen de omChgH de Oryzias melastigma se ha 
determinado y se ha depositado como el n.º de registro de GenBank. EF392365. Tal como se usa en el presente 
documento, la secuencia codificante del gen de omChgH corresponde a SEQ ID NO: 1, tal como sigue:
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La secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos dada a conocer en ella puede incluir, sin
limitación, cualquier secuencia de la región promotora del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

En una realización, una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos adecuada de la 
presente invención comprende una secuencia de nucleótidos que corresponde a SEQ ID NO: 2, tal como sigue:
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La secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos de SEQ ID NO: 2 corresponde a una 
región de 4827 pares de bases en el sentido de 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 4828-
4838 de SEQ ID NO: 2 corresponden a una región no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

En una realización, una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos adecuada de la 5
presente invención comprende una secuencia de nucleótidos que corresponde a SEQ ID NO: 3, tal como sigue:

La secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos de SEQ ID NO: 3 corresponde a una 
región de 750 pares de bases en el sentido de 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 751-
761 de SEQ ID NO: 3 corresponden a una región no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.10

En una realización, una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos adecuada de la 
presente invención comprende una secuencia de nucleótidos que corresponde a SEQ ID NO: 4, tal como sigue:
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La secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos de SEQ ID NO: 4 corresponde a una 
región de 350 pares de bases en el sentido de 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 351-
361 de SEQ ID NO: 4 corresponden a una región no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

La región reguladora en 3’ dada a conocer en ella puede incluir, sin limitación, una región flanqueante en 3’ de 5
coriogenina H que incluye la región no traducida en 3’ de coriogenina H (representada como UTR). Según la 
invención, una región reguladora en 3’ adecuada puede incluir la UTR en 3’ de omChgH depositada como el n.º de 
registro de GenBank DQ778335, que corresponde a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5, tal como sigue:

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de 10
química, biología molecular, microbiología, ADN recombinante e inmunología, que están dentro de las capacidades 
de una persona experta habitual en la técnica. Tales técnicas se explican en la bibliografía. Véase, por ejemplo, J. 
Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edición, Libros 1-3, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periódicos) Current Protocols in
Molecular Biology, capítulos 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, 15
DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons J. M. Polak y James O’D. McGee, 1990, In 
Situ Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide
Synthesis: A Practical Approach , Irl Press; D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA 
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press; Using 
Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO. I by Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow (1999, Cold 20
Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-544-7); Antibodies: A Laboratory Manual by Ed Harlow (Editor), 
David Lane (Editor) (1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-3,4-2), 1855. Handbook of Drug 
Screening, editado por Ramakrishna Seetala, Prabhavathi B. Fernandes (2001, Nueva York, N.Y., Marcel Dekker, 
ISBN 0-8247-0562-9); y Lab Ref: A Handbook or Recipes, Reagents, and Other Reference Tools for use at the 
Bench, Edited Jane Roskams y Linda Rodgers, 2002, Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3.25

El término “transformación” se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico al genoma de una célula
huésped, dando como resultado herencia genéticamente estable. Una “célula huésped” es una célula que se ha 
transformado o en la que puede realizarse transformación, por una molécula de ácido nucleico exógena. Las células
huésped que contienen los fragmentos de ácido nucleico transformados se denominan células “transgénicas”, y los 
organismos que comprenden células transgénicas se denominan “organismos transgénicos”.30

“Transformado”, “transducido”, “transgénico” y “recombinante” se refieren a una célula u organismo huésped en el 
que se ha introducido una molécula de ácido nucleico heteróloga. La molécula de ácido nucleico puede integrarse de 
manera estable en el genoma de manera conocida generalmente en la técnica y se da a conocer en Sambrook y
Russell, citado a continuación. Véase también Innis et al. (1995); y Gelfand (1995); e Innis y Gelfand (1999). Por 
ejemplo, se han obtenido células “transformadas”, “transformantes” y “transgénicas” a través del proceso de 35
transformación y contienen un gen extraño integrado en su cromosoma. El término “no transformadas” se refiere a
células normales que no se han obtenido a través del proceso de transformación.

Un organismo “transgénico” es un organismo que tiene una o más células que contienen un vector de expresión.
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“Células alteradas genéticamente” indica células que se han modificado mediante la introducción de ácidos 
nucleicos recombinantes o heterólogos (por ejemplo, uno o más constructos de ADN u homólogos de ARN) e incluye
además la progenie de tales células que conservan parte o la totalidad de tal modificación genética.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos “polinucleótido”, “nucleótido” y “ácido 
nucleico” sean sinónimos entre sí. “Polinucleótido” se refiere en general a cualquier polirribonucleótido o5
polidesoxirribonucleótido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los “polinucleótidos”
incluyen, sin limitación, ADN mono y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, ARN 
mono y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas híbridas que 
comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias o, más normalmente, bicatenarias o una mezcla de
regiones mono y bicatenarias. Además, “polinucleótido” se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o 10
ADN o tanto ARN como ADN. El término polinucleótido también incluye ADN o ARN que contienen una o más bases 
modificadas y ADN o ARN con estructuras principales modificadas por motivos de estabilidad o por otros motivos. 
Las bases “modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales como inosina. Puede obtenerse 
una variedad de modificaciones para ADN y ARN; por tanto, “polinucleótido” engloba formas modificadas química, 
enzimática o metabólicamente de polinucleótidos tal como se encuentran normalmente en la naturaleza, así como15
las formas químicas de ADN y ARN característicos de virus y células. “Polinucleótido” también engloba
polinucleótidos relativamente cortos, denominados a menudo oligonucleótidos.

Un experto entenderá que numerosos polinucleótidos y ácidos nucleicos diferentes pueden codificar para el mismo 
polipéptido como resultado de la degeneración del código genético. Además, ha de entenderse que los expertos 
pueden realizar, usando técnicas de rutina, sustituciones de nucleótidos que no afectan a la secuencia de 20
polipéptido codificada por los polinucleótidos descritos aquí para reflejar el uso de codón de cualquier organismo 
huésped particular en el que van a expresarse los polipéptidos.

Los polinucleótidos descritos en el presente documento pueden comprender ADN o ARN. Pueden ser 
monocatenarios o bicatenarios. También pueden ser polinucleótidos que incluyen dentro de ellos nucleótidos 
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica varios tipos diferentes de modificación en oligonucleótidos. Estos 25
incluyen estructuras principales de metilfosfonato y fosforotioato, adición de cadenas de acridina o polilisina en los 
extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los fines de la presente invención, ha de entenderse que los polinucleótidos 
descritos en el presente documento pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la técnica. Tales 
modificaciones pueden llevarse a cabo con el fin de potenciar la actividad o la duración in vivo de los polinucleótidos.

Cuando el polinucleótido es bicatenario, ambas cadenas del dúplex, o bien individualmente o bien en combinación,30
quedan englobadas por los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. Cuando el 
polinucleótido es monocatenario, ha de entenderse que la secuencia complementaria de ese polinucleótido también 
está incluida.

Los términos “variante”, “homólogo” o “derivado” en relación con una secuencia de nucleótidos incluyen cualquier 
substitución de, variación de, modificación de, reemplazo de, deleción de o adición de uno (o más) nucleótidos de o 35
a la secuencia.

Tal como se indicó anteriormente, con respecto a la identidad de secuencia, un “homólogo” tiene una identidad de al 
menos el 5%, una identidad de al menos el 10%, una identidad de al menos el 15%, una identidad de al menos el 
20%, una identidad de al menos el 25%, una identidad de al menos el 30%, una identidad de al menos el 35%, una 
identidad de al menos el 40%, una identidad de al menos el 45%, una identidad de al menos el 50%, una identidad 40
de al menos el 55%, una identidad de al menos el 60%, una identidad de al menos el 65%, una identidad de al 
menos el 70%, una identidad de al menos el 75%, una identidad de al menos el 80%, una identidad de al menos el 
85%, una identidad de al menos el 90% o una identidad de al menos el 95% con la secuencia relevante mostrada en 
las listas de secuencias.

En particular, hay una identidad de al menos el 95%, más particularmente una identidad de al menos el 96%, más 45
particularmente una identidad de al menos el 97%, más particularmente una identidad de al menos el 98%, más 
particularmente una identidad de al menos el 99%. Pueden realizarse comparaciones de homología de nucleótidos 
usando técnicas bien conocidas en la técnica. Un programa de comparación de secuencias adecuado es el 
programa GCG Wisconsin Bestfit, que se conoce en la técnica. La matriz de puntuación por defecto tiene un valor de 
coincidencia de 10 para cada nucleótido idéntico y de -9 para cada falta de coincidencia. La penalización por 50
creación de hueco por defecto es de -50 y la penalización por extensión de hueco por defecto es de -3 para cada 
nucleótido. Se conocen en la técnica otros métodos diversos sobre cómo calcular la identidad de secuencia.

También se da a conocer el nucleótido regulador en 5’ que responde a estrógenos que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 98,1% o más con una secuencia que corresponde a SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 o SEQ 
ID NO: 4. En particular, el nucleótido regulador en 5’ que responde a estrógenos tiene una identidad de secuencia 55
del 98,2% o más, el 98,3% o más, el 98,4% o más, el 98,5% o más, el 98,6% o más, el 98,7% o más, el 98,8% o 
más, el 98,9% o más, el 99,0% o más o el 99,1% o más, el 99,2% o más, el 99,3% o más, el 99,4% o más, el 99,5%
o más, el 99,6% o más, el 99,7% o más, el 99,8% o más, el 99,9% o más con una secuencia que corresponde a
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.
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Puede emplearse la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) durante los procedimientos implicados en producir y
detectar el pez transgénico de la presente invención. Los métodos conocidos de PCR incluyen, pero no se limitan a, 
métodos que usan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores específicos individuales, cebadores 
degenerados, cebadores específicos de genes, cebadores específicos de vectores, cebadores con apareamiento 
erróneo parcial, y similares.5

En un aspecto, la presente invención también se refiere a un casete de expresión para su uso en producir el pez
transgénico de la presente invención tal como se definió anteriormente.

En una realización, el casete de expresión de la presente invención incluye una secuencia de nucleótidos reguladora 
en 5’ aislada de un pez medaka de agua salobre de la especie Oryzias melastigma. Por ejemplo, la secuencia de
nucleótidos reguladora en 5’ puede derivarse de la región promotora de un gen de coriogenina H de Oryzias 10
melastigma, donde el gen de coriogenina H tiene una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1.

El casete de expresión de la presente invención incluye una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que se deriva 
de la región promotora del gen de coriogenina H de Oryzias melastigma, donde la secuencia de nucleótidos
corresponde a (i) SEQ ID NO: 2 (que corresponde a la región en el sentido de 5’ de omChgH de -4827 pb); (ii) SEQ 
ID NO: 3 (que corresponde a la región en el sentido de 5’ de omChgH de -750 pb); y (iii) SEQ ID NO: 4 (que 15
corresponde a la región en el sentido de 5’ de omChgH de -350 pb).

En otra realización, la secuencia de nucleótidos indicadora del casete de expresión de la presente invención codifica 
para una proteína indicadora que es una proteína autofluorescente. Los ejemplos adecuados de proteínas
autofluorescentes pueden incluir, sin limitación, una proteína fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteína 
fluorescente verde (GFP), una proteína fluorescente azul (BFP), una proteína fluorescente amarilla (YFP), una 20
proteína fluorescente roja (RFP), y similares.

El casete de expresión de la presente invención incluye una región reguladora en 3’ que comprende la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 5.

La presente invención también se refiere a un vector de transformación que contiene el casete de expresión de la 
presente invención.25

La presente invención también se refiere a una célula huésped transducida con el casete de expresión de la 
presente invención.

La presente invención también se refiere a una célula transgénica de un animal acuático, donde la célula transgénica
incluye al menos un casete de expresión de la presente invención. Tal como se expone en el presente documento, la 
célula transgénica puede proceder de un animal acuático que es un pez de agua dulce, de agua salada y de agua 30
salobre. Los ejemplos adecuados de un pez de este tipo se dan a conocer en el presente documento e incluyen, por 
ejemplo, la especie Oryzias y la especie Danio.

La presente invención también se refiere a un pez transgénico que contiene al menos un casete de expresión de la 
presente invención. El pez transgénico de la presente invención presenta una marca observable cuando se expone a 
un medio líquido que contiene un estrógeno o un compuesto similar a estrógeno. La marca observable incluye la 35
proteína indicadora expresada por el al menos un casete de expresión. La marca observable es visible in vivo o in 
vitro. El pez transgénico es de la especie Oryzias melastigma. En una realización particular, el pez transgénico está 
en una fase de desarrollo que incluye, sin limitación, una fase embrionaria, una fase larvaria y/o una fase adulta. 
Más particularmente, el pez transgénico puede ser un adulto macho.

El “casete de expresión” de la presente invención también puede denominarse un “constructo recombinante.” Se 40
conoce en general en la técnica que los constructos recombinantes contienen una secuencia de control de la
expresión (por ejemplo, la secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos), que está unida 
operativamente a una secuencia indicadora. Esto significa que un polinucleótido que comprende una secuencia de 
control de la expresión de interés se clona en un constructo recombinante, de manera que la secuencia de control de 
la expresión está unida operativamente a una secuencia indicadora. En particular, el indicador es una secuencia45
heteróloga.

Los métodos para obtener los constructos recombinantes son convencionales. Tales métodos, así como muchos de 
otros métodos de biología molecular usados conjuntamente con la presente invención, se comentan, por ejemplo, en
Sambrook, et al. (1989), Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, N.Y.; Ausubel et al. (1995). Current Protocols in Molecular Biology, N.Y., John Wiley & Sons Davis et al. 50
(1986), Basic Methods in Molecular Biology, Elseveir Sciences Publishing,, Inc., Nueva York; Hames et al. (1985), 
Nucleic Acid Hybridization, IL Press; Dracopoli et al. Current Protocols in Human Genetics, John Wiley & Sons, Inc.; 
y Coligan et al. Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Inc.

Las secuencias indicadoras adecuadas serán evidentes para los expertos en la técnica. Por ejemplo, una proteína 
indicadora adecuada puede incluir proteínas autofluorescentes y enzimas detectables mediante un método55
histoquímico.

E11305315
01-02-2018ES 2 658 267 T3

 



13

Tal como se indica en otra parte en el presente documento, la proteína fluorescente puede incluir, sin limitación, una 
proteína fluorescente verde (GFP), una proteína fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteína fluorescente 
roja (CFP y FP roja, RFP), una proteína fluorescente azul (BFP), una proteína fluorescente amarilla (YFP) y
variantes fluorescentes de estas proteínas. El gen fluorescente heterólogo puede ser, por ejemplo, un gen que 
codifica para DsRed2, ZsGreen1 y ZsYellow1. El gen fluorescente heterólogo también puede ser cualquier variación 5
o mutación de estos genes, que codifican para proteínas fluorescentes incluyendo proteína fluorescente verde
(GFP), proteína fluorescente verde potenciada (eGFP), proteína fluorescente amarilla (YFP), proteína fluorescente 
amarilla potenciada (eYFP), proteína fluorescente azul (BFP), proteína fluorescente azul potenciada (eBFP), 
proteína fluorescente cian (CFP) y proteína fluorescente cian potenciada (eCFP).

Según otra realización, la enzima que puede detectarse mediante un método histoquímico se elige del grupo10
compuesto por luciferasa, -galactosidasa, -glucuronidasa, fosfatasa alcalina, cloramfenicol acetiltransferasa y
alcohol deshidrogenasa. Según una realización particular, es luciferasa. Se pretende que el término “luciferasa”
indique todas las proteínas que catalizan o inician una reacción bioluminiscente en presencia de un sustrato 
denominado luciferina. La luciferasa según la invención puede proceder de muchos organismos o sistemas que 
generan bioluminiscencia (véase la patente estadounidense n.º 6.152.358). Por ejemplo, la luciferasa según la 15
invención puede proceder de Renilla (patente estadounidense n.º 5.418.155 y patente estadounidense n.º
5.292.658) o de Photinus pyralis o de Luciola cruciata (patente estadounidense n.º 4.968.613).

Las técnicas para detectar indicadores de proteína, o bien directamente (por ejemplo, midiendo la cantidad de
ARNm de indicador) o bien indirectamente (por ejemplo midiendo la cantidad y/o la actividad de la proteína
indicadora) son convencionales. Muchas de estas metodologías y técnica analíticas pueden encontrarse en 20
referencias tales como Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., (una empresa en 
participación entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.), Enzyme Immunoassay, Maggio, 
ed. (CRC Press, Boca Raton, 1980); Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, T. S. Work y E. 
Work, eds. (Elsevier Science Publishers B. V., Ámsterdam, 1985); Principles and Practice of Immunoassays, Price 
and Newman, eds. (Stockton Press, NY, 1991).25

Por ejemplo, pueden determinarse cambios en la expresión de ácidos nucleicos mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR), reacción en cadena de la ligasa (LCR), amplificación mediante Q-replicasa, amplificación 
basada en la secuencia de ácido nucleico (NASBA) y otras técnicas de amplificación mediadas por transcripción; 
protocolos de presentación diferencial; análisis de transferencias de tipo Northern, ensayos ligados a enzimas, 
microalineamientos. Pueden encontrarse ejemplos de estas técnicas en, por ejemplo, PCR Protocols A Guide to 30
Methods and Applications (Innis et al., eds, Academic Press Inc. San Diego, Calif. (1990)).

En una realización particular, se mide la cantidad y/o la actividad de un producto de expresión indicador (por 
ejemplo, una proteína). Puede detectarse un marcador fluorescente, tal como EGFP, detectando su fluorescencia en
la célula (por ejemplo, en un embrión de pez medaka de agua salobre). Por ejemplo, la fluorescencia puede 
observarse bajo un microscopio de fluorescencia. Se prefieren indicadores tales como EGFP, que pueden 35
detectarse directamente sin requerir la adición de factores exógenos, para detectar o evaluar la expresión génica
durante el desarrollo embrionario del pez. Un embrión de pez transgénico que porta un constructo recombinante de
la invención que codifica para un indicador de EGFP puede proporcionar un sistema in vivo en tiempo real rápido 
para analizar patrones de expresión espacial y temporal de genes de hígado regulados en el desarrollo, y para 
determinar la presencia de un compuesto estrogénico.40

El constructo recombinante de la presente invención puede clonarse en un vector adecuado. Entonces puede usarse 
el vector, por ejemplo, para propagar el constructo recombinante. En general, antes de introducir un constructo 
recombinante de la invención en un embrión de pez, es deseable retirar las secuencias del vector. Preferiblemente, 
el vector/constructo se diseña de modo que el constructo recombinante pueda extraerse con uno o dos enzimas de 
restricción apropiadas.45

Los expertos en la técnica conocen grandes números de vectores adecuados y muchos están disponibles 
comercialmente. Los siguientes vectores se facilitan a modo de ejemplo: (i) vectores bacterianos, incluyendo pQE70, 
pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS, pD10, phagescript, psiX174, pBluescript SK, pBSKS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, 
pNH46A (Stratagene), pTRC99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia); y (ii) vectores eucariotas, 
incluyendo pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). Sin 50
embargo, puede usarse cualquier otro plásmido o vector siempre que pueda replicarse y ser viable en el huésped.

En un aspecto, la presente invención proporciona un método para detectar la actividad promotora en una célula de
una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos de la presente invención. Esto puede 
realizarse en una célula eucariota introduciendo el constructo recombinante en la célula eucariota, y detectando la 
presencia y/o la actividad de la secuencia indicadora en la célula. Puede usarse una variedad de células eucariotas; 55
las células adecuadas serán evidentes para el experto. En realizaciones particulares, la secuencia indicadora
codifica para EGFP, y la célula eucariota está en o procede de un pez, tal como un pez medaka de agua salobre, o
está en o procede de un embrión de pez medaka de agua salobre.

Se dispone de muchos métodos reconocidos en la técnica para introducir polinucleótidos, tales como los constructos
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de la presente invención, en células. Los métodos convencionales que pueden emplearse, incluyen, por ejemplo, 
transfección (por ejemplo, mediada por DEAE-dextrano o precipitación con fosfato de calcio), infección a través de 
un vector viral (por ejemplo, vectores de retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, lentivirus, retrovirus 
seudotipado o poxvirus), inyección, tal como microinyección, electroporación, sonoporación, una pistola génica, 
presentación en liposomas (por ejemplo, Lipofectin®, Lipofectamine® (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, Md.), 5
Superfect® (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y Transfectam® (Promega Biotec, Inc., Madison, Wis.), u otros 
liposomas desarrollados según procedimientos convencionales en la técnica), o captación mediada por receptor y
otros mecanismos de endocitosis.

Los métodos para introducir el constructo recombinante en un embrión de pez se comentan en más detalle en otra 
parte en el presente documento.10

Tal como se usa en el presente documento, “pez transgénico” se refiere a un pez, o a la progenie de un pez, en el 
que se ha introducido un constructo recombinante exógeno. Un pez en el que se ha introducido un constructo
incluye un pez que se ha desarrollado a partir de células embrionarias en las que se ha introducido el constructo. Tal 
como se usa en el presente documento, un constructo exógeno es un ácido nucleico que se introduce de manera 
artificial, o que se introdujo originalmente de manera artificial, en un animal. Se pretende que el término introducción 15
artificial excluya la introducción de un constructo a través de la reproducción o cruces genéticos normales. Es decir, 
se pretende excluir la introducción original de un gen o rasgo en una línea o variedad de animal mediante 
fecundación cruzada.

Sin embargo, se considera que los peces producidos mediante transferencia, a través de fecundación normal, de un 
constructo exógeno (es decir, un constructo que se introdujo originalmente de manera artificial) de un pez que 20
contiene el constructo, contiene un constructo exógeno. Tales peces son progenie del pez en el que se ha 
introducido el constructo exógeno. Tal como se usa en el presente documento, progenie de un pez es cualquier pez 
que sea descendiente del pez mediante reproducción sexual o clonación, y del que se haya heredado material 
genético. En este contexto, la clonación se refiere a la producción de un pez genéticamente idéntico a partir de ADN,
una célula, o células del pez. El pez del que desciende otro pez se denomina pez progenitor. Tal como se usa en el 25
presente documento, el desarrollo de un pez a partir de una célula o células (células embrionarias, por ejemplo), o el 
desarrollo de una célula o células en un pez, se denomina proceso de desarrollo mediante el cual células de huevo 
fecundado o células embrionarias (y su progenie) crecen, se dividen y se diferencian para formar un pez adulto.

En una realización, un pez transgénico de la presente invención es uno cuyas células somáticas y germinales 
contienen al menos una copia integrada genómicamente de un constructo recombinante de la invención. La 30
invención proporciona además un gameto de pez transgénico, que incluye un óvulo o espermatozoide de pez
transgénico, un embrión de pez transgénico, y cualquier otro tipo de célula o agrupación de células de pez 
transgénico, ya sea haploide, diploide, triploide o de otra cigosidad que tiene al menos una copia integrada 
genómicamente de un constructo recombinante de la presente invención.

Tal como se usa en el presente documento, el término “embrión” incluye una sola fase de huevo fecundado (es 35
decir, un cigoto) del organismo. En particular, el constructo recombinante se integra en las células somáticas y 
germinales del pez de manera que es estable y heredable (se transmite de manera estable a través de la línea 
germinal). El pez o célula de pez transgénico contiene preferiblemente una multiplicidad de copias integradas 
genómicamente del constructo; más específicamente, las múltiples copias del constructo se integran en el genoma 
del organismo huésped en una orientación continua de cabeza con cola.40

La progenie del pez transgénico que contiene al menos una copia integrada genómicamente del constructo, y el pez 
transgénico derivado de un huevo, esperma, embrión u otra célula de pez de un pez transgénico de la presente 
invención, también se incluye en la presente invención. Un pez se “deriva de” un huevo, espermatozoide, embrión u 
otra célula de pez transgénico si el huevo, espermatozoide, embrión u otra célula de pez transgénico contribuye en 
ADN al ADN genómico del pez. Por ejemplo, un embrión transgénico de la presente invención puede desarrollarse 45
para dar un pez transgénico de la presente invención; un huevo transgénico de la presente invención puede 
fecundarse para crear un embrión transgénico de la presente invención que se desarrolla para dar un pez
transgénico de la presente invención; un espermatozoide transgénico de la presente invención puede usarse para 
fecundar un huevo para crear un embrión transgénico de la presente invención que se desarrolla para dar un pez
transgénico de la presente invención; y una célula transgénica de la presente invención puede usarse para clonar un 50
pez transgénico de la presente invención. En algunas realizaciones de la presente invención, el pez transgénico es 
estéril. La presente invención incluye además una línea celular derivada de un embrión de pez transgénico u otra 
célula de pez transgénico de la presente invención, que contiene al menos una copia de un constructo recombinante
de la presente invención. Los métodos de aislamiento de tales células y su propagación son convencionales.

En una realización, el pez transgénico dado a conocer de la presente invención se produce introduciendo un 55
constructo recombinante de la presente invención en células de un pez, particularmente en células embrionarias, y
más particularmente en un embrión de una sola célula. Cuando se introduce el constructo de transgén en células 
embrionarias, se obtiene el pez transgénico permitiendo que el embrión se desarrolle para dar un pez. La 
introducción de constructos en células embrionarias de un pez, y el posterior desarrollo del pez, se simplifican por el 
hecho de que los embriones se desarrollan fuera del pez parental.60
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Los constructos recombinantes dados a conocer pueden introducirse en células de peces embrionarias usando 
cualquier técnica adecuada. Se han demostrado muchas técnicas para tal introducción de material genético exógeno 
en peces y otros animales. Estas incluyen microinyección (descrita por, por ejemplo, Culp et al. (1991) Proc Natl 
Acad Sci USA 88, 7953-7957), electroporación (descrita por, por ejemplo, Inoue et al.(1990), Cell. Differ. Develop. 
29, 123-128; Muller et al. (1993), FEBS Lett. 324, 27-32; Murakami et al. (1994), J. Biotechnol. 34, 35-42; Muller et 5
al. (1992), Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 1, 276-281; y Symonds et al.(1994), Aquaculture 119, 313-327), bombardeo 
con pistola de partículas (Zelenin et al. (1991), FEBS Lett. 287, 118-120), vectores retrovirales (Lu et al (1997). Mol 
Mar Biol Biotechnol 6, 289-95), y el uso de liposomas (Szelei et al. (1994), Transgenic Res. 3,116-119).

Los embriones o células embrionarias pueden obtenerse generalmente recogiendo huevos inmediatamente tras su 
puesta. Generalmente se prefiere que los huevos se fecunden antes o en el momento de la recogida. Esto se logra 10
particularmente colocando juntos peces pez macho y hembra en un tanque que permite la recogida de huevos en 
condiciones que estimulan el apareamiento. Tras la recogida de los huevos, una técnica es exponer el embrión para 
la introducción de material genético retirando el corion. Esto puede realizarse manualmente o, en particular, usando 
una proteasa tal como pronasa. Una célula de huevo fecundando antes de la primera división celular se considera 
un embrión de una célula, y la célula de huevo fecundado se considera por tanto una célula embrionaria.15

Tras la introducción del constructo de transgén, se permite que el embrión se desarrolle para dar un pez. Esto 
generalmente sólo consistirá en incubar los embriones en las mismas condiciones usadas para la incubación de los 
huevos. Sin embargo, las células embrionarias también pueden incubarse brevemente en un tampón isotónico. Si 
resulta apropiado, puede observarse la expresión de un constructo de transgén introducido durante el desarrollo del 
embrión.20

El pez que alberga un transgén puede identificarse mediante cualquier medio adecuado. Por ejemplo, puede 
sondarse el genoma del posible pez transgénico para determinar la presencia de secuencias de constructo. Para 
identificar el pez transgénico que expresa realmente el transgén, puede someterse a ensayo la presencia de un 
producto de expresión. Se conocen y se usan varias técnicas para tal identificación para animales transgénicos y la 
mayoría pueden aplicarse a peces transgénicos. El sondaje de un pez transgénico posible o real para determinar las 25
secuencias de ácido nucleico presentes en o características de un constructo de transgén puede llevarse a cabo 
mediante transferencia de tipo Southern o Northern. Además, la detección puede lograrse usando reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) u otras técnicas de amplificación de ácido nucleico específicas de secuencia.

Una vez identificados los peces transgénicos “fundadores”, puede hacerse que se apareen con peces de tipo 
silvestre para identificar aquellos peces que comprenden el transgén en sus células germinales. Los peces 30
transgénicos de la presente invención pueden ser o bien machos o bien hembras. Un pez transgénico de la presente 
invención puede ser homocigoto para el transgén, que es un estado particular para el mantenimiento de líneas de 
peces transgénicos. Alternativamente, peces homocigotos pueden cruzarse entre sí para producir peces o líneas de 
peces homocigotos. También pueden producirse diploides homocigotos mediante otros métodos, por ejemplo, 
interrupción de las segundas divisiones meióticas con presión hidrostática usando una prensa francesa. 35

Los constructos recombinantes dados a conocer pueden integrarse en el genoma del pez. Sin embargo, el 
constructo de transgén dado a conocer también puede construirse como un cromosoma artificial. Cromosomas 
artificiales de este tipo que contienen más de 200 kb se han usado en varios organismos. Los cromosomas 
artificiales pueden usarse para introducir constructos de transgén muy grandes en peces. Esta tecnología es útil 
puesto que puede permitir la recapitulación fiel del patrón de expresión de genes que tienen elementos reguladores 40
que se encuentran a muchas kilobases de las secuencias codificantes.

En otra realización, la presente invención incluye una población idéntica genómicamente de peces transgénicos, 
cada una de cuyas células somáticas y germinales contiene al menos una copia integrada genómicamente de un 
constructo recombinante de la presente invención. La población idéntica genómicamente es una población unisex y
puede ser macho o hembra. Las realizaciones particulares de la población de peces transgénicos idéntica 45
genómicamente son esencialmente tal como se describe para el pez transgénico de la presente invención. En una 
realización alternativa, la presente invención incluye una población de peces transgénicos, es decir, una línea 
consanguínea, cuyos miembros no son necesariamente idénticos genómicamente pero son homocigotos con
respecto a constructos integrados genómicamente.

La presente invención también se refiere a diversos métodos de uso del pez transgénico de la presente invención. 50
En realizaciones particulares, estos métodos implican la detección de la presencia o ausencia de un compuesto 
estrogénico en un medio, particularmente en un medio líquido. Más particularmente, tales métodos se basan en la 
expresión inducida del gen indicador (también denominado en el presente documento la secuencia de nucleótidos 
indicadora) que está unido operativamente to una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a 
estrógenos de la presente invención (tal como se describe en otra parte en el presente documento). En general,55
cuando un pez transgénico de la presente invención se expone a un compuesto estrogénico, la secuencia de 
nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos inducirá la expresión del gen indicador. La expresión del 
gen indicador da como resultado una marca observable en el pez transgénico, lo que indica la presencia de un 
compuesto estrogénico. Tal como se usa en el presente documento, una “sustancia o compuesto estrogénico” se 
refiere a un estrógeno o cualquier sustancia o compuesto similar a estrógeno.60
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Tal como se usa en el presente documento, un “medio líquido” puede referirse a varios líquidos diferentes. Por 
ejemplo, puede incluir una muestra de líquido o agua en la que se ha añadido una sustancia de prueba de interés. 
También puede incluir una muestra de líquido o agua en la que no se ha añadido una sustancia de prueba de 
interés. Los ejemplos particulares de un medio líquido adecuado para su uso en los métodos de la presente 
invención pueden incluir agua dulce, agua salobre y agua salada procedente de cualquier fuente de líquido o agua5
(por ejemplo, ríos, lagos, bahías, estanques, corrientes, océanos, etc.), ya sean estas fuentes naturales o artificiales.

Algunos de los diversos métodos de uso del pez transgénico de la presente invención se proporcionan en general a 
continuación y más específicamente se proporcionan en la sección de ejemplos del presente documento.

Un método de la presente invención se refiere a un método de examen de un medio líquido para una sustancia 
estrogénica. Este método implica exponer un pez transgénico de la presente invención a un medio líquido que va a 10
someterse a prueba (es decir, que va a someterse a prueba para determinar la presencia de una sustancia 
estrogénica). Tras esta etapa de exposición, el método implica entonces determinar si el pez transgénico presenta o 
no una marca observable producida por la expresión inducida del gen indicador (contenido en el pez transgénico). 
La presencia de la marca observable indica que el medio líquido contiene una sustancia estrogénica.

En una realización de este método, la etapa de determinación puede incluir microscopía de autofluorescencia in 15
vivo, donde el gen indicador codifica para una proteína autofluorescente indicadora.

En otra realización de este método, el método puede incluir además cuantificar la actividad similar a estrógenos de
una sustancia de prueba que se ha identificado que es una sustancia estrogénica según la etapa de determinación, 
donde se identifica que la sustancia de prueba es una sustancia estrogénica si el pez transgénico presenta una 
marca observable.20

En otra realización de este método, la etapa de cuantificación incluye (i) generar al menos una imagen de la marca 
observable; y (ii) someter la al menos una imagen de la marca observable a software de análisis de imágenes para 
cuantificar la intensidad de señal de la marca observable.

Otro método de la presente invención se refiere a un método de examen para un compuesto que tiene actividad 
antiestrogénica. Este método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo 25
pez transgénico de la presente invención, donde los peces transgénicos primero y segundo son de la misma especie
y están sustancialmente en la misma fase de desarrollo; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio
líquido, donde el primer medio líquido incluye un estrógeno o compuesto similar a estrógeno; (c) exponer el segundo 
pez transgénico a un segundo medio líquido, donde el segundo medio líquido incluye el primer medio líquido y un 
compuesto de prueba; y (d) comparar la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el 30
primer pez transgénico con la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el segundo pez
transgénico, donde una disminución en la intensidad cuantificada de la marca observable en el segundo pez
transgénico en comparación con la del primer pez transgénico indica que el compuesto de prueba tiene actividad 
antiestrogénica.

Otro método de la presente invención se refiere a un método para investigar el efecto de un compuesto estrogénico35
sobre la regeneración hepática. En general, este método implica realizar una hepatectomía parcial en un pez 
transgénico adulto de la presente invención, donde la hepatectomía parcial es eficaz para retirar una parte del 
hígado del pez transgénico; exponer el pez transgénico a un medio líquido de prueba que contiene un compuesto 
estrogénico de prueba; y analizar el hígado del pez transgénico para detectar cualquier regeneración de tejido 
hepático.40

En una realización de este método, la etapa de análisis puede incluir comparar parámetros de regeneración hepática 
del pez transgénico tomados en las fases siguientes: (i) antes de la hepatectomía parcial; (ii) tras la hepatectomía
parcial pero antes de la etapa de exposición; y (iii) tras la hepatectomía parcial y tras la etapa de exposición. Los 
parámetros de regeneración hepática adecuados pueden incluir, sin limitación, volumen del hígado, forma del 
hígado, peso del hígado y/o razón en peso del hígado con respecto al cuerpo. En un aspecto, la determinación de la 45
presencia y/o la intensidad de la marca observable presentada por el pez transgénico es eficaz para ayudar en la 
medición de los parámetros de regeneración hepática. En una realización particular, los parámetros de forma del 
hígado y volumen del hígado se miden generando imágenes tridimensionales del hígado usando microscopía 
confocal combinada con software de análisis de imágenes.

Otro método de la presente invención se refiere a un método para investigar el efecto de diferentes compuestos50
estrogénicos sobre la regeneración hepática, en contraposición a investigar un solo compuesto estrogénico. En 
general, este método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez
transgénico de la presente invención, donde los peces transgénicos primero y segundo son adultos de la misma 
especie; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio líquido que incluye una primera disolución de 
compuesto estrogénico de prueba; (c) exponer el segundo pez transgénico a un segundo medio líquido que 55
comprende una segunda disolución de compuesto estrogénico de prueba; (d) cuantificar la intensidad de cualquier 
marca observable presentada por el primer pez transgénico y el segundo pez transgénico; (e) realizar una 
hepatectomía parcial en los peces transgénicos primero y segundo, donde la hepatectomía parcial es eficaz para 
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retirar una parte del hígado de los peces transgénicos primero y segundo; (f) repetir las etapas (b) a (d) de este 
método; y (g) analizar el hígado de los peces transgénicos primero y segundo para comparar los efectos de los 
compuestos estrogénicos contenidos en el primer medio líquido y el segundo medio líquido sobre cualquier 
regeneración de tejido hepático.

En una realización de este método, la etapa de análisis puede incluir comparar parámetros de regeneración hepática 5
del pez transgénico tomados en las fases siguientes: (i) antes de la hepatectomía parcial; (ii) tras la hepatectomía
parcial pero antes de la etapa de exposición; y (iii) tras la hepatectomía parcial y tras la etapa de exposición. Los 
parámetros de regeneración hepática adecuados pueden incluir, sin limitación, volumen del hígado, forma del 
hígado, peso del hígado, y/o razón en peso del hígado con respecto al cuerpo. En un aspecto, la determinación de la 
presencia y/o la intensidad de la marca observable presentada por el pez transgénico es eficaz para ayudar en la 10
medición de los parámetros de regeneración hepática. En una realización particular, los parámetros de forma del 
hígado y volumen del hígado se miden generando imágenes tridimensionales del hígado usando microscopía 
confocal combinada con software de análisis de imágenes.

En otra realización de este método, el método puede incluir además separar hepatocitos que presentan marcas 
observables de otras células hepáticas que no presentan marcas observables, donde la separación se realiza 15
usando citometría de flujo.

En otra realización de este método, el método puede incluir además realizar análisis metabolómicos y proteómicos 
de hepatocitos del hígado de los peces transgénicos primero y segundo.

A continuación se facilitan realizaciones particulares de diversos aspectos de la presente invención, algunos de los 
cuales se han descrito anteriormente en general.20

Clonación de gen de coriogenina H derivado de medaka de agua salobre

En una realización particular de la presente invención, el pez medaka de agua salobre que va a usarse en la 
clonación de un gen de coriogenina H (omChgH) y el pez medaka que va a usarse en la introducción del gen 
transgénico construido, no están limitados particularmente, siempre que pertenezcan a una especie Oryzias 
melastigma (nombre alternativo Oryzias dancena). Los peces medaka usados en esta realización de la presente 25
invención se obtuvieron de un criadero comercial en Taiwán. Los peces medaka obtenidos pueden mantenerse en
agua dulce, agua salobre, así como en agua de mar. En esta realización de la presente invención, los peces se 
mantuvieron en 30 ppt de agua de mar artificial a 28 ± 1ºC con un ciclo de luz constante de 14 h de luz/8 h de 
oscuridad y alimentados con alimento en copos libre de hormonas comercial y artemias (Artemia salina).

La región promotora del gen de coriogenina H que responde a estrógenos derivado de Oryzias melastigma usada en30
esta realización de la presente invención se captura tras paseos genómicos secuenciales en bibliotecas de ADN 
genómico con Dra I y EcoR V según las instrucciones del fabricante en el kit de paseo genómico (BD Biosciences).

En esta realización de la presente invención, la región flanqueante en 3’ de coriogenina H incluye la región no 
traducida en 3’ de coriogenina H (representada como UTR) y se aísla la secuencia de ADN genómico parcial en el 
sentido de 3’. Para clonar la secuencia genómica en el sentido de 3’ de 3’-UTR, se identifica la estructura de exones-35
intrones de coriogenina H. El nucleótido genómico en el sentido de 3’ de coriogenina H se aísla usando PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa) inversa. Se aísla una secuencia de la región flanqueante en 3’ de coriogenina 
H de aproximadamente 800 pb de la región terminal de transcripción y se deposita en GenBank con el n.º de registro
DQ778335.

Construcción del plásmido de transgén40

En una realización de la presente invención, la región promotora de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma
clonada mediante el método mencionado anteriormente, la secuencia de ADNc de EGFP (es decir, la secuencia de 
nucleótidos indicadora) y la región flanqueante en 3’ de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma clonada 
mediante el método mencionado anteriormente, o señal de poli(A) de otros genes, se introducen en un vector. La 
introducción de estas secuencias de nucleótidos en un vector puede realizarse según un procedimiento de 45
modificación mediante ingeniería genética conocido. De este modo, es posible construir un vector recombinante en 
el que se insertan la región promotora de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma unida con la región 
codificante de EGFP.

En esta y otras realizaciones de la presente invención, el vector que va a usarse no está limitado particularmente, 
siempre que la secuencia promotora, la secuencia codificante y la secuencia de señal de poli(A) se inserten 50
operativamente.

Producción de peces transgénicos medaka de agua salobre

En un ejemplo, el plásmido de transgén recombinante construido tal como se mencionó anteriormente se linealiza y 
se transfiere al plasma de huevos fecundados de medaka de agua salobre, obteniendo así peces medaka de agua 
salobre transgénicos que pueden expresar la EGFP regulada por el promotor insertado de omChgH de manera 55
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dependiente de estrógenos, igual que lo hace su omChgH interno. Como huevos fecundados de medaka de agua 
salobre que van a transferirse en esta y otras realizaciones de la presente invención, se usan embriones en fase de 
una célula en el plazo de media hora tras la fecundación. La secuencia de transgén recombinante puede transferirse 
a la única célula de los huevos fecundados por medio de microinyección.

Para obtener huevos de medaka de agua salobre en fase de una célula, puede usarse un sistema de tanque de 5
apareamiento para separar los peces macho y hembra el día antes de la microinyección. Los peces macho y hembra 
se liberan retirando el separador del tanque de apareamiento antes de proceder a la microinyección. En una 
realización de la presente invención, los huevos fecundados que se han sometido a microinyección se crían a 28 ± 
1ºC durante 2-3 meses hasta que se convierten en peces adultos.

Los peces adultos que tienen el gen introducido integrado en su genoma pueden examinarse mediante los métodos 10
siguientes. Primero, los peces adultos se aparean con peces silvestres y se extrae el ADN de sus huevos. Entonces 
se amplifica el ADN extraído mediante PCR usando cebadores específicos de EGFP, y el producto amplificado se 
somete a electroforesis. Segundo, los peces adultos se aparean con peces silvestres. Se crían sus huevos hasta la 
eclosión y entonces se exponen a estrógenos o sustancias químicas similares a estrógenos durante la noche o más 
tiempo. Estas larvas se comprueban entonces bajo el microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de GFP 15
fijado para comprobar si hay expresión de GFP en el hígado. Mediante estos dos métodos, pueden identificarse 
satisfactoriamente peces medaka de agua salobre que tienen la secuencia de nucleótidos introducida integrada en el 
genoma de una célula germinal (espermatozoide u óvulo).

Posteriormente, los peces medaka de agua salobre que contienen la secuencia de nucleótidos introducida en el 
genoma de una célula germinal se aparean con peces de tipo silvestre. Su progenie hereda la secuencia de 20
nucleótidos introducida y puede examinarse para determinar la secuencia de nucleótidos introducida mediante los 
dos métodos mencionados anteriormente. Estos peces pueden pasar el transgén de generación en generación. Los 
peces de este tipo incluyen un pez medaka de agua salobre transgénico deseado.

Sin ningún tratamiento, la expresión de la EGFP introducida en el medaka de agua salobre transgénico se restringe 
al hígado de las hembras reproductoras que sintetizan alta concentración de estrógenos, y no se observa expresión 25
de EGFP en el hígado de embriones, larvas ni peces macho. Sin embargo, cuando el pez medaka de agua salobre
transgénico se expone a estrógenos o sustancias químicas similares a estrógenos, también puede inducirse la 
expresión del transgén de EGFP en el hígado de embriones, larvas y peces macho. El perfil de expresión de la 
EGFP introducida concuerda con el perfil de expresión interna de omChgH en esta medaka de agua salobre (X. 
Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), excepto porque la proteína omChgH es una proteína 30
secretora que se transportará al ovario a través de la circulación sanguínea tras su síntesis en el hígado, mientras 
que EGFP no es una proteína secretora y permanecerá en el hígado tras su síntesis. Como los peces hembra 
medaka de agua salobre transgénicos expresan EGFP sin ninguna inducción externa, preferiblemente se usan 
embriones, larvas y peces medaka de agua salobre transgénicos macho que no expresan EGFP para someter a 
prueba la actividad similar a estrógenos.35

Debido a la alta translucencia del pez medaka de agua salobre durante la fase embrionaria y larvaria temprana, la 
respuesta del pez medaka de agua salobre transgénico a estrógenos o sustancias similares a estrógenos en estas 
fases puede observarse fácilmente in vivo usando un microscopio de fluorescencia. Las larvas en fase temprana 
(antes de 15 días tras la fecundación), que son las más translúcidas, constituyen una fase particularmente buena 
para someter a prueba la actividad similar a estrógenos in vivo. Además, si los peces medaka de agua salobre 40
transgénicos tratados con estrógenos o compuestos químicos similares a estrógenos se transfieren a agua limpia, la 
señal de EGFP inducida desaparecerá gradualmente aproximadamente en una semana, y la EGFP puede volver a 
inducirse si el pez se coloca de nuevo en disolución que contiene estrógenos o sustancias químicas similares a 
estrógenos.

Método de detección de la actividad similar a estrógenos45

En un ejemplo, puede detectarse fácilmente si están o no presentes estrógenos o sustancias similares a estrógenos
en una muestra de agua de prueba exponiendo el pez medaka de agua salobre transgénico de la presente invención
al agua de prueba durante un periodo de tiempo y luego observando el pez transgénicos expuesto bajo el 
microscopio de fluorescencia para comprobar si se induce expresión de EGFP en el hígado o no.

Tal como se usa en el presente documento, “agua de prueba” puede ser, pero no se restringe a, agua recogida del 50
entorno (por ejemplo, un río, estuario, agua salobre, etc.), que puede contener una o más de una sustancia similar a 
estrógenos, o agua a la que se añade una sustancia (por ejemplo, productos farmacéuticos, productos cosméticos, 
productos alimenticios, etc.), que puede contener estrógenos o sustancias similares a estrógenos, o agua a la que 
se añade uno o más de un compuesto químico que va a someterse a prueba, que puede actuar por separado, o en
combinación, como los estrógenos.55

Cuando se somete a prueba un posible compuesto químico estrogénico o sustancia de mezcla, en una realización
de la presente invención, las pruebas pueden realizarse en una serie de concentraciones, puesto que cada 
sustancia química tiene toxicidad variable así como una posible actividad similar a estrógenos; adicionalmente, 
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también es adecuado y útil incluir una exposición a estrógenos (E2) de concentración conocida como referencia para 
medir la actividad similar a estrógenos y calcular la equivalencia estrogénica de la sustancia química de prueba. La 
exposición del pez medaka de agua salobre transgénico al agua de prueba durante 1-2 días será lo suficientemente 
larga para la mayoría de las muestras. Las condiciones de exposición pueden ser iguales que las de criar el pez 
medaka de agua salobre.5

Una ventaja de este método es que la actividad similar a estrógenos del agua de prueba puede cuantificarse 
midiendo la intensidad de señal de EGFP inducida en el hígado. Tras un tiempo de exposición apropiado, el pez 
expuesto al agua de prueba de actividad similar a estrógenos diferente expresará diversas cantidades de EGFP en
el hígado, que pueden diferenciarse fácilmente mediante la observación bajo el microscopio de fluorescencia. En
una realización, para cuantificar la señal de EGFP inducida, se registrará la imagen de fluorescencia del hígado que 10
expresa EGFP usando una cámara conectada al microscopio de fluorescencia, y la intensidad de señal de EGFP en
la zona del hígado puede analizarse mediante software de análisis de imágenes. Cuando también se incluye la 
exposición a estrógenos de concentración conocida como referencia, la actividad similar a estrógenos del agua de 
prueba puede convertirse en equivalente de la potencia estrogénica.

Como ejemplos del pez medaka de agua salobre transgénico que pueden usarse para monitorizar fácilmente la 15
actividad similar a estrógenos de agua de prueba, este método puede usarse para examinar rápidamente posibles 
sustancias químicas estrogénicas, así como para evaluar la actividad similar a estrógenos combinada de mezclas 
químicas. Cuando se someten a prueba sustancias químicas por separado así como en combinación, puede 
predecirse el modo de acción de las sustancias químicas. Por ejemplo, algunas sustancias químicas pueden actuar 
de manera estrogénica y algunas pueden actuar de manera antiestrogénica. Cuando se someten a prueba juntas 20
sustancias químicas del mismo modo de acción, por ejemplo, modo estrogénico, su actividad similar a estrógenos
total será mayor que la de cualquiera de ellas sola. Sin embargo, cuando se mezclan entre sí sustancias químicas 
estrogénicas y anti-estrogénicas, la actividad similar a estrógenos final de la mezcla será menor que la de la 
sustancia química estrogénica.

Ventajas del sistema de detección del pez medaka de agua salobre transgénico25

Los diversos aspectos de la presente invención proporcionan varias ventajas. Algunas de estas ventajas se 
describen a continuación y tales descripciones no pretenden incluir todas las ventajas.

En primer lugar, hay muchas ventajas en el uso del pez transgénico de la presente invención para detectar agentes 
o acontecimientos estrogénicos. El entorno acuoso es destino final para compuestos químicos naturales y 
antropogénicos (J.P. Sumpter, Toxicol. Lett. 102-103:337-342 (1998)). Los peces que habitan en el agua son 30
modelos medioambientalmente relevantes para la evaluación de riesgos para la salud de los entornos acuáticos. 
Pese a la distancia evolutiva entre peces y seres humanos, los peces comparten la mayoría de las rutas de 
desarrollo, mecanismos fisiológicos y sistemas de órganos con los seres humanos (A.R. Cossins y D.L. Crawford, 
Nature Rev. Genet. 6:324-333 (2005)); y, por tanto, ocupan una posición prominente en el campo de la toxicología, 
el desarrollo así como los estudios biomédicos. Los peces son fáciles de manejar, manipular y observar, y están 35
usándose cada vez más como un modelo animal no mamífero alternativo para reducir o reemplazar los modelos de 
mamíferos tradicionales en investigación y pruebas. Los peces, particularmente los peces pequeños tales como la 
medaka japonesa (Oryzias latipes) y el pez cebra (Danio rerio), se han usado ampliamente como especies modelo 
de laboratorio en diferentes campos de investigación. Los avances realizados con estos dos modelos de peces de 
acuario han conducido a la secuenciación completa de sus genomas (E. Ekker et al., Zebrafish 4, 239-251 (2003); 40
M. Kasahara et al., Nature, 447:714-719 (2007)), y se han establecido numerosas variedades de peces transgénicos 
para estos dos modelos de investigación, varios de los cuales se han destinado a detectar actividad similar a 
estrógenos como lo hace la presente invención (T. Kawamura, Zoolog. Sci. 19(2): 1355-1361 (2002); T. Ueno et al., 
Mech. Dev. 121(7-8):803-15 (2004); K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); Z. Zeng et al., 
Environ. Sci. Technol. 39(22):9001-8 (2005); T. Hano et al., Environ. Sci. Technol. 41(4):1473-9 (2007); M.A. Salam 45
et al., J Environ Sci Health A Tox Hazard Subst Environ Eng. 43(3):272-7(2008); J. Legler et al., Environ. Sci. 
Technol. 34:4439-4444 (2000); S.K. Tong et al., Genesis, 47(2):67-73 (2009)).

En segundo lugar, resulta ventajoso usar un gen de proteína de fluorescencia como gen indicador, a través del cual 
puede monitorizarse la actividad similar a estrógenos mediante la medición in vivo de la expresión del gen indicador
sin sacrificar el pez. De estas variedades transgénicas desarrolladas para detectar la actividad similar a estrógenos, 50
3 variedades usaron un gen indicador de proteína de fluorescencia (T. Ueno et al., Mech. Dev. 121(7-8):803-15 
(2004); K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); Z. Zeng et al., Environ. Sci. Technol. 
39(22):9001-8 (2005)), y han demostrado su ventaja incomparable para la monitorización in vivo. Sin embargo, 
ninguna de estas variedades es lo suficientemente sensible para monitorizar la actividad similar a estrógenos de
muestras de agua del entorno sin ningún procesamiento de la concentración.55

En tercer lugar, el organismo huésped puede seleccionarse para proporcionar diversas ventajas. Por ejemplo, 
medaka de agua salobre (Oryzias melastigma) comparte la mayoría de las ventajas que tienen los modelos de 
laboratorio pez cebra (Danio rerio) y medaka japonesa (Oryzias latipes), mientras que posee la ventaja de 
desarrollarse en un entorno de salinidad variable que oscila entre agua dulce y agua de mar. La adaptabilidad a un 
amplio intervalo de salinidad hace de este pez un modelo universal para estudios tanto en agua dulce como en agua 60
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de mar. Y estudios anteriores mostraron que las técnicas de investigación y los recursos de este nuevo modelo 
pueden adaptarse fácilmente a partir de modelos bien establecidos tales como el pez cebra y medaka japonesa (X. 
Chen et al., Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol. 149:647-655 (2009)).

En cuarto lugar, un gen específico de hígado dependiente de estrógenos, omChgH, se identifica y se usa en
diversas realizaciones de la presente invención. omChgH es una proteína de la envuelta del huevo. El término5
“dependiente de estrógenos” usado en el presente documento significa que este gen sólo se expresa en presencia
de estrógenos o de sustancias químicas similares a estrógenos. El término “específico de hígado” usado en el 
presente documento significa que la expresión de este gen se restringe exclusivamente al hígado, y no se da en 
ningún otro órgano. En circunstancias normales (en agua limpia sin ningún tratamiento), este gen sólo se expresa en
hembras reproductoras cuando la concentración de estrógenos internos es alta, pero no en embriones, larvas ni 10
peces macho (X. Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), en los que el nivel de estrógenos internos
es casi indetectable. Sin embargo, en presencia de estrógenos o sustancias químicas similares a estrógenos 
externos, también puede inducirse que este gen se exprese en embriones, larvas y peces macho que no lo 
expresan. Por tanto, usando un gen de proteína de fluorescencia como marcador indicador regulado por el promotor 
de omChgH, la expresión inducida de gen de omChgH se representará como la proteína de fluorescencia en el 15
hígado, lo que puede detectarse fácilmente bajo el microscopio de fluorescencia.

Tal como se indicó anteriormente, en un aspecto, la presente invención se refiere al desarrollo de un pez transgénico
que contiene una secuencia de nucleótidos integrada genómicamente que comprende un gen de proteína de 
fluorescencia como marcador indicador regulado por un promotor que responde a estrógenos.

Ejemplos20

Los siguientes ejemplos, aunque son a modo de ejemplo de la presente invención, no deben interpretarse como 
limitativos específicamente de la invención.

EJEMPLO 1 

DESARROLLO DE UN PEZ TRANSGÉNICO

Preparación de ADN genómico de medaka de agua salobre25

Se extrajo ADN genómico (representado como ADNg) de una hembra adulta con intestino disecado. Se trituró la 
muestra con la mano de un mortero en nitrógeno líquido para dar partículas pequeñas y se incubó con 10 ml de 
disolución de extracción de ADN (NaCl 150 mM, dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5%, ácido 
etilendiaminatetraacético (EDTA) 25 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0) y proteinasa K al 1% a 45ºC durante más de 4 h. 
Se añadió el mismo volumen de fenol a la disolución y se mezcló mediante rotación lenta durante 0,5 h. Tras 30
centrifugación a 2.000 rpm durante 10 min, se transfirió la fase acuosa que contenía ADNg a un tubo Politron nuevo 
(50 ml) y se mezcló con el mismo volumen de fenol/cloroformo en un rotor durante 10 min. Entonces se centrifugó la 
disolución a 2.000 rpm durante 10 min, y se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo. Se purificó adicionalmente la 
disolución de ADNg mediante el mismo volumen de cloroformo seguido por centrifugación durante 5 min a 
2.000 rpm. Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se precipitó ADNg con mediante etanol absoluto. Se toma 35
cuidadosamente ADNg usando puntas de transferencia, se disuelve en agua libre de nucleasa y se mantiene a 
-20ºC.

Clonación de la región promotora del gen de omChgH derivado de medaka

Se capturó la región flanqueante en 5’ del gen de coriogenina H tras dos rondas de paseo genómico según las 
instrucciones del fabricante (BD Biosciences). Se realizaron amplificaciones mediante PCR anidada usando dos 40
cebadores específicos de adaptador (GW-AP1: 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ (SEQ ID NO: 6), externo y
GW-AP2: 5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’ (SEQ ID NO: 7), interno; proporcionados en el kit) en combinación con
dos cebadores específicos de gen antisentido (representados como GSP). Los GSP usados en el primer paseo 
genómico en la biblioteca de ADNg con Dra I fueron externo: 5’-AACGTGTTGAGGGTCCTGCGGCTTC-3’ (SEQ ID 
NO: 8) e interno: 5’-CTGTGGATAGTATGGAGGGTATGGAACC-3’ (SEQ ID NO: 9); y los GSP para el segundo45
paseo genómico en la biblioteca de ADNg con EcoRV se diseñaron basándose en el resultado del primer paseo 
genómico, y fueron externo: 5’-GTGTAATGGATGTGGACTTTTTCTATAAGACAACC-3’ (SEQ ID NO: 10) e interno: 
5’-CCCAAAATGCATGTGCAGCTGATGGC-3’ (SEQ ID NO: 11). Una reacción de PCR de 50 l contenía 5 l de 10x 
tampón PCR, 1 l de dNTP (10 mM), 1 l de GSP (10 M), 1 l de cebador adaptador (10 M), 5 l de biblioteca 
genómica ligada con adaptador diluida 1/50 (para PCR primaria) o producto de PCR primaria diluido 1/500 (para 50
PCR secundaria) y 1 l de 50x mezcla de polimerasa BD Advantage 2 (BD Biosciences). El perfil de amplificación 
para las PCR tanto primaria como secundaria consistió en 5 ciclos de 94ºC durante 15 s y 72ºC durante 3 min, 5 
ciclos de 94ºC durante 15 s y 70ºC durante 3 min, y 25 ciclos de 94ºC durante 15 s y 68ºC durante 3 min. Se 
separaron los productos de la segunda PCR mediante electroforesis y se aisló la banda más nítida, se purificó 
usando gel Wizard® SV y el sistema PCR Clean-up (Promega), se clonó en el vector pGEM-T Easy (Promega) y se 55
identificó mediante un servicio de secuenciación comercial (Tech Dragon).

Clonación de la región flanqueante en 3’ del gen de omChgH derivado de medaka de agua salobre
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Se realizó PCR inversa para clonar la región flanqueante en 3’ de omChgH. Tras el análisis mediante endonucleasa 
de restricción de la secuencia de ADN genómico de la región codificante clonada (n.º de registro de GenBank
EF392365) del gen de omChgH, se construyó una biblioteca de ADNg con Nde I mediante digestión con Nde I 
(Takara) seguido por ligación con ADN ligasa de T4 (Takara). Se diseñaron los cebadores directo (5’-
GAAAATCTGTTTCATCATGGTTCAG-3’) (SEQ ID NO: 12) e inverso (5’-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3’) 5
(SEQ ID NO: 13) cerca del extremo 3’ de la región codificante de omChgH y en el sentido de 5’ del sitio de corte de 
Nde I en 5’, respectivamente. Se realizaron las reacciones en un volumen de 50 l que contenía 5 l 10x tampón de 
PCR, 1 l de dNTP (10 M), 1 l de cada cebador (10 M) y 1 l de enzima Taq (5 U/l; Takara). El perfil térmico de 
PCR consistió en una desnaturalización inicial a 95ºC durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 95ºC durante 30 s, 
60ºC durante 30 s y 72ºC durante 1 min. Se identificó el amplicón usando el mismo método que para la región 10
flanqueante en 5’ de omChgH.

Preparación de plásmidos transgénicos 

Construcción de plásmidos omChgH5’-EGFP-olChgH3’: En total se capturaron 6595 pb de la región en el sentido de 
5’ de coriogenina H (n.º de registro de GenBank EF392365) del sitio de inicio de la transcripción tras paseos 
genómicos secuenciales en bibliotecas de ADNg con Dra I y EcoR V. En esta realización, se usó el plásmido ChgH-15
GFP (K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005)) como vector. En este vector, se integraron la 
región flanqueante en 3’ (representada como olChgH3’) y la región promotora (representada como olChgH5’) de 
coriogenina H derivada de medaka japonesa (Oryzias latipes), entre las que se ligó la región codificante de EGFP. 
Para un seguimiento más fácil, este vector se representa como olChgH5’-EGFP-olChgH3’. Tras el análisis de los 
sitios de restricción tanto del vector como de la región en el sentido de 5’ de omChgH, se amplificó la región en el 20
sentido de 5’ de omChgH desde - 4827 hasta + 15 del sitio de inicio de la transcripción usando cebadores con sitios 
de restricción incorporados: Directo (5’-TGCATG GCATGC TTAATTAA CTGCAG CCCGGG GTCGAC 
TCGTACCTCCAAAACCCAAC-3’) (SEQ ID NO: 14), los sitios de restricción con Sph I, Pac I, Pst I, Sma 1 y Sal I 
está subrayado secuencialmente) e inverso (5’-CTCCAGTGCCTTG CCATGGT-3’) (SEQ ID NO: 15); el sitio con Nco 
I está subrayado y el codón de inicio de la traducción está en negrita). Se subclonó el fragmento de PCR fragmento25
en sitios de corte con enzimas de restricción Sph I y Nco I del vector olChgH5’-EGFP-olChgH3’ para construir el 
plásmido omChgH5’-EGFP-olChgH3’.

Adicionalmente, también se construyeron dos mutantes de deleción que contenían la región en el sentido de 5’ de 
omChgH desde - 750 hasta + 15 y desde - 350 hasta +15 mediante amplificación por PCR y digestión enzimática,
respectivamente, usando el plásmido omChgH5’-EGFP-olChgH3’ como molde. Los cebadores usados para la 30
amplificación con PCR fueron 5’-TCGACTGCAGTGCTCTCACTCTATGGGGTTC-3’ (SEQ ID NO: 16) (el sitio de Pst 
I está subrayado, directo) y 5’-CTCCAGTGCCTTGCCATGGT-3’ (SEQ ID NO: 17) (el sitio de Nco I está subrayado, 
inverso). El amplicón reemplazó entonces la región de - 4827 de omChgH5’ de omChgH5’-EGFP-olChgH3’ en los 
sitios de Pst I y Nco I de omChgH5’-EGFP-olChgH3’. Se obtuvo el fragmento de - 350 de omChgH5’-EGFP-
olChgH3’ mediante digestión con Xho I y EcoR I de -4827 del plásmido omChgH 5’-EGFP-olChgH3’.35

Construcción del plásmido omChgH5’-EGFP-SV40: Se amplificó la señal de poliadenilación de SV40 (representada
como poliA de SV40) a partir del vector DsRed2-1 (Clontech) mediante los cebadores 5’-
AGCTACTAGTCCATCTACATGGCCAAGAAG-3’ (SEQ ID NO: 18) (directo) y 5’-
ATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGT-3’ (SEQ ID NO: 19) (inverso), y se ligó al vector pGEM®-T Easy para la 
amplificación. Tras la digestión mediante Not I y EcoR I, poliA de SV40 reemplazó a la región olChgH3’ en el 40
plásmido omChgH5’-EGFP-olChgH3’ para construir el plásmido omChgH5’-EGFP-SV40.

Construcción de los plásmidos omChgH5’-EGFP-omChgH3’: Se clonó una secuencia de aproximadamente 800 pb
de la región flanqueante en 3’ de omChgH del extremo terminal de la transcripción (n.º de registro de GenBank
DQ778335) mediante PCR inversa descrita anteriormente. Para la construcción de omChgH5’-GFP-omchgH3’, se 
amplificó 3’-UTR de omChgH usando los cebadores directo (5’-TGCAGCGGCCGCCTGTGAACCGACAGAAG-3’) 45
(SEQ ID NO: 20) con inverso (5’-CACGGATGTGTGTGTTTACC-3’) (SEQ ID NO: 21), y se clonó la región 
flanqueante en 3’ mediante los cebadores directo (5’-GAAAATCTGTTTCATCATGGTTCAG-3’) (SEQ ID NO: 22) con
inverso (5’-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3’) (SEQ ID NO: 23). Entonces se ligaron 3’-UTR y la región 
flanqueante en 3’ usando los kits de clonación BD In-Fusion™ Dry-Down PCR (Clontech) según las instrucciones.
Entonces se amplificó por PCR la región en el sentido de 3’ del codón de terminación de la traducción de omChgH 50
mediante los cebadores directo (5’-TGCAGCGGCCGCCTGTGAACCGACAGAAG-3) (SEQ ID NO: 24) en
combinación con inverso (5’-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3’) (SEQ ID NO: 25). Entonces se ligó el amplicón 
en el vector pGEM®-T Easy para la amplificación. Entonces se subclonó esta secuencia en los sitios de Not I y EcoR 
I de los plásmidos omChgH5’-GFP-omChgH3’ u omChgH5’-GFP-SV40 para formar los plásmidos omChgH5’-
GFPomChgH3’.55

Microinyección de embriones de peces 

Se realizaron microinyecciones en embriones de peces de manera general según Kinoshita et al. (Aquaculture, 
143(3-4): 267-276 (1996)) con modificaciones. Con el fin de maximizar la frecuencia de incorporación del transgén y 
reducir el grado de mosaicismo en los fundadores, se microinyectó disolución de transgén en el plasma de huevos 
fecundados en la fase de una célula. Para la recogida fácil de los huevos recién fecundados, se separaron un pez 60
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macho y uno hembra en cada tanque de apareamiento mediante un separador el día antes de la microinyección.
Antes de la microinyección, se retira el separador y pueden recogerse los huevos recién fecundados directamente 
del abdomen del pez hembra usando un cuentagotas de plástico. Se separaron los huevos entre sí usando dos 
pinzas finas agarrando filamentos de embriones y haciéndolos girar uno contra el otro. Se realizó la microinyección 
lo más rápido posible y se controló el tiempo rigurosamente en el plazo de 30 min tras la fecundación.5

Se realizaron las inyecciones con la ayuda de un estereomicroscopio o microscopio compuesto, micromanipulador y
un aparato de inyección presurizado con gas o aceite. Se mantuvieron los embriones en el intersticio de un soporte 
de cemento vítreo de fabricación propia sobre un portaobjetos de vidrio. Se linealizaron los constructos de ADN 
transgénico, se disolvieron en tampón fosfato 10 mM (pH 7,5) que contenía EDTA 1 mM, NaCl 137 nM, KCl 3 mM. 
Se inyectaron los fragmentos de ADN transgénico linealizados a una concentración que osciló entre 10 y 50 ng/l.10

Actividad promotora de la región en el sentido de 5’ de omChgH 

Para analizar una región responsable de la regulación del gen de omChgH, se inyectaron fragmentos que contenían 
tres tamaños diferentes que oscilaban entre 4827 pb y 350 pb de la región en el sentido de 5’ de omChgH fusionada 
con el indicador del gen de EGFP en embriones de O. melastigma de una célula. Se observó la expresión transitoria 
de GFP en la mayoría de los embriones iniciada a los 3 días tras la inyección. Las eclosiones que sobrevivieron de 15
los embriones con microinyección se expusieron a E2 5,1 nM durante 24 h, y se observó la expresión de GFP 
usando un estereomicroscopio de fluorescencia. Se calculó la incidencia de eclosiones que expresaban GFP para 
cada constructo (figura 1). Aunque el porcentaje de peces positivos para fluorescencia de GFP varió ligeramente, se 
sugirió que los constructos omChgH5’-EGFP-olChgH3’ que contenían 4827 pb (-4827) y 758 pb (-758) de la región 
en el sentido de 5’ del gen de omChgH, respectivamente, tenían la misma actividad en promover la expresión 20
específica de hígado dependiente de estrógenos del gen de EGFP en el sentido de 3’. Sin embargo, se observó una 
disminución obvia de la actividad promotora desde -758 hasta -350 de constructos omChgH5’-EGFP-olChgH3’, lo 
que sugiere la existencia de determinado(s) elemento(s) regulador(es) en cis ubicados desde -758 hasta -350 de la 
región en el sentido de 5’ de omChgH. Mientras que la presencia de eclosiones positivas para GFP demostró que 
350 pb de la región en el sentido de 5’ de omChgH tenían la capacidad de regular la expresión específica de hígado 25
dependiente de estrógenos de su gen en el sentido de 3’.

El análisis informático identificó posibles elementos en cis incluyendo la mitad de un sitio 5’-ERE (en la posición de 
nucleótido -18), un sitio de unión de C/EBP (en la posición de nucleótido -158) y un sitio de elemento de respuesta a 
estrógenos (ERE; en la posición de nucleótido -253) ubicados dentro de la región en el sentido de 5’ de las primeras 
350 pb, y otro sitio de unión de C/EBP (en la posición de nucleótido -494) entre la región de -758 y -350 del gen de 30
omChgH, respectivamente. La actividad promotora demostrada mediante -350 del constructo omChgH5’-GFP-
olChgH3’ sugiere que algunos o los tres posibles elementos en cis identificados dentro de las primeras 350 pb de la 
región en el sentido de 5’ son importantes para la regulación de la expresión específica de hígado dependiente de 
estrógenos del gen en el sentido de 3’. Mientras que la disminución obvia de la incidencia de eclosiones positivas 
para GFP desde -758 hasta -350 del constructo omChgH5’-GFP-olChgH3’ indica que el sitio de unión de C/EBP en 35
la posición de nucleótido -494 de omChgH es importante para la alta regulación en cis de la expresión específica de 
hígado dependiente de estrógenos del gen en el sentido de 3’.

Efectos de regulación de la región flanqueante en 3’ de omChgH

Respecto a algunos genes (por ejemplo vasa, nano), la región flanqueante en 3’ es indispensable para la estabilidad 
y la ubicación de sus ARNm (M. Tanaka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 98(5): 2544-2549 (2001); M. Koprunner 40
et al., Genes Dev. 15(21):2877-2885 (2001); H. Kurokawa et al., Dev. Growth Differ. 48(3):209-221 (2006)). En esta 
realización, se analizó la importancia de la región flanqueante en 3’ homogénea en estudios transgénicos de 
omChgH. Se reemplazó olChgH3’ del fragmento omChgH5’-GFPolChgH3’ por poliA de SV40 y la región flanqueante 
en 3’ de omChgH, respectivamente. Entonces se inyectaron estos fragmentos en embriones de O. melastigma de 
una célula y se llevó a cabo la observación de la expresión de GTP dependiente de estrógenos durante la fase de 45
eclosión tal como se describió anteriormente y los resultados se resumen en la figura 2. Flanqueado por poliA de
SV40, el fragmento de ADN de -4728 de omChgH5’-GFP demostró la capacidad para regular la expresión específica 
de hígado dependiente de estrógenos de fluorescencia de GFP, y la incidencia de eclosiones positivas para GFP fue 
incluso un poco mayor que cuando estaba flanqueada por olChgH3’ pero menor que cuando estaba flanqueada por
omChgH3’. Adicionalmente, también se observaron incidencias mayores de eclosiones positivas para GFP en -750 y50
- 350 de constructos omChgH5’-GFP-omChgH3’ que las de sus constructos omChgH5’-GFP-olChgH3’ 
correspondientemente (figura 1). Esto indica fuertemente que la región flanqueante en 3’ homogénea es importante 
para la alta actividad promotora de constructos transgénicos ontChgH5’-GFP, y los posibles elementos identificados 
dentro de la región flanqueante en 3’ pueden explicar la diferencia.

Además, los resultados mostraron que se observaba una actividad promotora similar entre -4728 y-758 de los 55
constructos omChgH5’-GFPomChgH3’, mientras que se observó una disminución obvia de la actividad promotora en
-350 del constructo omChgH5’-GFP-omChgH3’ (figura 1). Esto confirmó adicionalmente los resultados anteriores 
(figura 1) de que 350 pb de la región en el sentido de 5’ de omChgH eran suficientes para regular la expresión 
específica de hígado dependiente de estrógenos de su gen en el sentido de 3’, mientras que el sitio de unión de 
C/EBP en la posición de nucleótido -494 de omChgH potencia la actividad promotora.60
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Identificación de peces transgénicos

Se criaron embriones inyectados durante aproximadamente 2-3 meses hasta peces adultos. Entonces se aparearon 
estos fundadores (F0) con peces de tipo silvestre de manera individual. Se recogieron sus embriones para la 
extracción del ADN genómico usando el kit de extracción de ADN genómico Accuprep (Bionner, Corea), y se 
sometió a prueba la presencia del transgén de EGFP mediante PCR usando cebadores específicos de EGFP 5
(directo: 5’-TGCTGCCCGACAACCACTACC-3’ (SEQ ID NO: 26) e inverso: 5’-TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’ 
(SEQ ID NO: 27)). Se recogieron más embriones de fundadores (F0) positivos para EGFP y se examinaron las 
progenies (F1) que portaban el transgén de EGFP mediante la marca de fluorescencia verde tras la exposición a 
estrógenos (17-estradiol, 5,1 nM) durante la fase de eclosión. Los peces de F1 que expresaban EGFP en
respuesta a estrógenos eran peces transgénicos de línea germinal estables que pueden transferir el transgén a sus 10
progenies. En total se identificaron 11 peces transgénicos de línea germinal. Al exponerse a la misma concentración 
de estrógenos, se seleccionó la variedad de pez transgénico que mostró ser más sensible a estrógenos para el 
análisis en detalle.

Expresión de EGFP transgénica

Sin ningún tratamiento, la expresión de la EGFP introducida en el medaka de agua salobre transgénico se restringe15
a las hembras reproductoras que sintetizan alta concentración de estrógenos, y no se observa expresión de EGFP 
en el hígado de embriones, larvas ni peces macho (figura 3). Sin embargo, cuando el pez medaka de agua salobre
transgénico se expone a estrógenos o sustancias químicas similares a estrógenos, también puede inducirse la 
expresión de EGFP en el hígado de embriones, larvas y peces macho (figura 3). El perfil de expresión de la EGFP 
introducida concuerda con el perfil de expresión interna de omChgH en esta medaka de agua salobre (X. Chen et al. 20
Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), excepto porque la proteína omChgH es una proteína secretora que se 
transportará al ovario a través de la circulación sanguínea tras su síntesis en el hígado, mientras que EGFP no es 
una proteína secretora y permanecerá en el hígado tras su síntesis. Como los peces hembra medaka de agua 
salobre transgénicos expresan EGFP sin ninguna inducción externa, no es fácil diferenciar la expresión de EGFP 
interna e inducir EGFP mediante sustancias químicas similares a estrógenos. Sin embargo, los embriones, larvas y 25
peces macho medaka de agua salobre transgénicos que no expresan EGFP, sirven como grandes candidatos para 
monitorizar la actividad similar a estrógenos, que se presenta como fluorescencia verde, especialmente de larvas 
recién eclosionadas, que nadan, no se alimentan y son en su mayor parte translúcidas, por lo que es la mejor fase 
para monitorizar la actividad similar a estrógenos.

EJEMPLO 2 30

EXPERIMENTOS DE EXPOSICIÓN A ESTRÓGENOS

En la técnica actual se establece un régimen de exposición generalizada. La figura 4 presenta un ejemplo de uso de 
larvas de pez transgénico para analizar la actividad similar a estrógenos de una disolución de prueba. La exposición 
de peces medaka de agua salobre transgénicos (preferiblemente peces lavara de saco vitelino) a disolución de 
prueba (que contiene estrógenos o sustancia estrogénicas) se realiza a 28ºC. La exposición dura habitualmente 24-35
48 horas. Tras la exposición, los peces se depositarán en el lado interno de una cubierta de placa Petri en la que se 
deja una pequeña gota de disolución de prueba. La expresión inducida de EGFP en el hígado de los peces se 
observará bajo el microscopio de fluorescencia. Las larvas de saco vitelino son pequeñas, la exposición puede 
llevarse a cabo en utensilios como una placa de 96 pocillos, una placa de 24 pocillos, una placa Petri, etc. para 
ahorrar reactivos de prueba. Adicionalmente, las larvas recién eclosionadas constituyen la fase transparente, y la 40
transparencia puede mantenerse hasta 15 días tras la eclosión. Tras 15 días, las larvas son cada vez menos 
transparentes debido al desarrollo de músculos. Las larvas de pez transgénico de 1 a 15 días tras la eclosión tienen 
sensibilidad a estrógenos similar (figura 5).

En respuesta a diferentes concentraciones de estrógenos o sustancias químicas similares a estrógenos, los peces 
transgénicos expresan una cantidad variable de proteína EGFP que se presenta como intensidad de señal de GFP 45
variable bajo el microscopio de fluorescencia. La intensidad de señal de GFP aumenta con los estrógenos o
sustancias químicas similares a estrógenos siempre que estas sustancias no alcancen la concentración para 
producir toxicidad letal. Para cuantificar la actividad similar a estrógenos de la disolución de prueba, se registra la 
imagen fluorescente del hígado de los peces usando una cámara conectada con el microscopio de fluorescencia. La 
intensidad de señal de GFP en el hígado puede medirse entonces usando algún software de análisis de imágenes50
tal como Metamorph (Universal Imaging). Para reducir la interferencia de la autofluorescencia de los peces, sólo se 
seleccionó la zona del hígado de los peces para el análisis. La intensidad de señal promedio de la zona marcada 
manualmente calculada usando el mismo software se consideró como la intensidad de señal de GFP. Pueden 
compararse fotos de hígado de peces registradas usando el mismo ajuste de parámetros de imagen usando 
directamente la intensidad de señal de GFP, pudiendo también comprarse las fotos registradas usando diversos 55
ajustes de parámetros de imagen siempre que cada grupo contenga un control de referencia común.

Teniendo en cuenta que las muestras de agua del entorno y otros reactivos de prueba pueden tener valores de 
salinidad y pH variables, se investigaron los efectos de salinidad y pH diferentes sobre la sensibilidad de peces
medaka de agua salobre transgénicos a estrógenos. Se usó agua de diferentes valores de pH (por ejemplo, 6,0, 7,0, 
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8,0 y 9,0) o diferentes salinidades (por ejemplo, < 5 ppt, agua dulce; 15 ppt, agua salobre; 30 ppt, agua marina 
común; y 35 ppt, agua marina de alta salinidad) como disolución de prueba, en la que se añadió la misma 
concentración de estrógenos (por ejemplo, 5,1 nM). Se expusieron peces medaka de agua salobre transgénicos 
recién eclosionados a estas disoluciones durante un periodo de tiempo (por ejemplo, 24 horas). Se registraron los 
hígados de los peces y se midió su intensidad de señal de GFP tal como se describió anteriormente. El análisis 5
estadístico de la intensidad de señal de GFP en hígado inducida por estrógenos demostró que ni el pH diferente 
(que osciló entre 6,0 y 9,0; figura 6) ni la salinidad diferente (que osciló entre 0 y 35 ppt; figura 7) afectaron a la 
sensibilidad de este pez medaka de agua salobre transgénico para monitorizar la actividad similar a estrógenos.

EJEMPLO 3 

ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD SIMILAR A ESTRÓGENOS10

Estrógenos naturales

La estrona (E1), el 17-estradiol (E2) y el estriol (E3) son estrógenos esteroideos naturales. Estos tres estrógenos 
pueden inducir la expresión de GFP en hígado en larvas de medaka de agua salobre transgénico de la presente
invención a nivel de nM. De ellos, E2 se ha estudiado de manera intensiva, y se usa frecuentemente como 
estrógeno convencional para evaluar la actividad similar a estrógenos de reactivos de prueba. Usando larvas 15
transgénicas de la presente invención, la señal de GFP inducida por E2 puede observarse habitualmente en el plazo 
de 24 horas, y la señal de GFP aumenta con la concentración creciente de E2. A concentraciones de E2 mayores 
(por ejemplo, 102 ó 1020 nM), la intensidad de señal de GFP inducida puede observarse incluso en el plazo de 4 
horas tras el comienzo de la exposición, y la señal aumenta con el tiempo de exposición (figura 8), y alcanza la 
saturación en el plazo de 24 horas. A concentraciones de E2 bajas, sin embargo, se tardará más tiempo para que la 20
señal de GFP inducida se acumule y llegue a ser detectable. Por tanto, exponiendo las larvas de pez medaka de 
agua salobre transgénico a diferentes concentraciones de E2 durante un periodo de tiempo (tal como 24 horas), 
obteniendo imágenes del hígado que expresa GFP, y midiendo luego la intensidad de señal de GFP en hígado 
inducida usando un software de análisis de imágenes, puede establecerse una curva patrón que correlaciona la 
intensidad de señal de GFP y la concentración de E2 (curva patrón de GFP-E2; figura 9). Usando el mismo régimen, 25
y también incluyendo una exposición a concentración de E2 conocida como referencia, puede evaluarse entonces la 
actividad similar a estrógenos de reactivos de prueba como la potencia estrogénica equivalente refiriendo la señal de 
GFP en hígado inducida a la de la curva patrón de GFP-E2.

Estrógenos sintéticos 

El 17-etinilestradiol (EE2) y el éter 3-metílico de etinilestradiol, los compuestos activos de píldoras anticonceptivas, 30
son estrógenos sintéticos. EE2 se ha estudiado ampliamente y su actividad estrogénica es incluso más fuerte que la 
de E2 (K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); J. Legler et al., Environ. Technol. 36: 4410-
4415 (2002); véanse la figura 9 y la figura 10). Exponiendo las larvas de pez transgénico a la misma concentración 
(por ejemplo en nM) de EE2 y éter 3-metílico de etinilestradiol durante el mismo periodo de tiempo (por ejemplo 24 
horas), la señal de GFP en hígado inducida también es la misma entre EE2 y éter 3-metílico de etinilestradiol, que es 35
más fuerte que la inducida por E2. La figura 10 representa la respuesta dependiente de la dosis de la señal de GFP 
en hígado de la presente invención a EE2.

Fitoestrógenos de leche de soja

La leche de soja contiene una alta concentración de fitoestrógenos tal como genisteína, genistina, daidzeína y
daidzina. Se afirma que el consumo diario de leche de soja es bueno para la salud de los seres humanos, 40
especialmente de mujeres peri- y posmenopáusicas, en muchos aspectos (E Lydeking-Olsen et al. Eur J Nutr. 43(4): 
246-257 (2004); MS Kurzer. J Nutr. 133: 1983S-1986S (2003)). Puesto que los fitoestrógenos como la genisteína, 
genistina, daidzeína y daidzina son estrógenos débiles, los estudios anteriores con peces transgénicos intentaron 
detectar, pero no lo consiguieron, la actividad estrogénica de la genisteína (S Scholz et al. Environ Toxicol Chem. 
24(10): 2553-2561 (2005)). Un estudio reciente encontró que la actividad similar a estrógenos de la genisteína pura 45
o la genisteína en combinación con daidzeína no era tan fuerte como la de la leche de soja (G Rando et al. Toxicol 
Appl Pharmacol. 237(3): 288-297 (2009)). Puesto que los efectos farmacéuticos de la leche de soja dependen de su 
actividad similar a estrógenos, es importante medir la actividad similar a estrógenos de la leche de soja. Usando 
larvas de pez medaka transgénico de la presente invención, puede observarse una señal de GFP débil en el hígado
tras exponer las larvas a estos cuatro fitoestrógenos por separado a altas concentraciones durante un periodo de 50
tiempo (por ejemplo 48 horas). Para someter a prueba la actividad similar a estrógenos de la leche de soja, en 
primer lugar se extraerán los fitoestrógenos en la leche de soja según procedimientos establecidos. Brevemente, se
liofiliza la leche de soja y se extraen sus fitoestrógenos usando metanol. Se evapora entonces el agua de la 
disolución de extracción hasta la sequedad y los fitoestrógenos vuelven a disolverse en metanol. Entonces pueden 
cuantificarse la concentración de cada fitoestrógeno mediante HPLC (cromatografía de alta resolución), y puede 55
evaluarse fácilmente la actividad similar a estrógenos de los fitoestrógenos extraídos midiendo la intensidad de señal 
de GFP inducida en larvas de pez transgénico tras su exposición a su dilución en agua. Se encontró que diferentes 
marcas de leche de soja tienen actividad similar a estrógenos variable, y las actividades similares al estrógeno de la 
mayoría de las leches de soja son mayores que las de cualquiera de los cuatro fitoestrógenos solos (por ejemplo, 
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figura 11).

Agentes de alteración endocrinos estrogénicos industriales

El 4-nonifenol (NP) y el bisfenol A (BPA) son agentes de alteración endocrinos bien conocidos originados durante 
actividades industriales. Pueden imitar a los estrógenos para inducir la expresión de genes que responden a 
estrógenos tales como los genes del receptor de estrógenos, la vitelogenina y la coriogenina (C. Lee et al., J Health 5
Sci, 48(5): 441-445 (2002)). El estudio anterior también mostró que estos dos compuestos químicos pueden inducir 
la expresión de genes de coriogenina en el organismo huésped de la presente invención (Oryzias melastigma) (X. 
Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)). Se ha notificado la detección de NP (K. Kurauchi et al., 
Environ Sci Technol, 39: 2762-2768 (2005)) y BPA (pero no de NP, Z. Zeng et al., Environ Sci Technol, 39: 9001-
9008 (2005)) usando peces transgénicos. Estos dos compuestos químicos también pueden inducir la expresión de 10
GFP en el pez transgénico de la presente invención.

Compuestos químicos estrogénicos cosméticos 

La benzofenona-3 (BP3), 3-(4’-metilbenciliden-alcanfor) (4-MBC), homosalato (HMS), octil-dimetil-PABA (OD-PABA), 
4-terc-butil-4’-metoxidibenzoilmetano (BMDM) y octil-metoxicinamato (OMC) son los bloqueantes de UV usados más 
frecuentemente en cremas solares y cosméticos incluyendo barras de labios, lociones cutáneas, tintes capilares, 15
champús y otros numerosos productos como moldeadores, tinta en chorro, neumáticos y material textil. En general,
se añaden altos porcentajes de filtros UV (por ejemplo hasta el 10% para BP-3 y el 6% para 4-MBC, NR Janjua et 
al., J Eur Acad Dermatol Venereol. 22(4):456-61 (2008)) en los productos y hay un uso creciente de combinaciones 
de diferentes filtros UV para absorber luz UVA, UVB y UVC. Los filtros UV entran en la sangre humana poco 
después de su aplicación (NR Janjua et al., J Eur Acad Dermatol Venereol. 22(4):456-61 (2008)), y están presentes 20
en la leche materna de mujeres que usaron productos que contienen filtros UV cosméticos (M Schlumpf et al., Int J 
Androl, 31(2): 144-151 (2008)). Estudios recientes mostraron que muchos filtros UV presentan actividad estrogénica 
induciendo receptores de estrógenos (PY Kunz & K Fent. Toxicol Appl Pharmacol. 217(1): 86-99 (2006); PY Kunz & 
K Fent. Toxicol Appl Pharmacol. 234(1): 77-88 (2009). Sin embargo, un estudio usando pez cebra transgénico no 
detectó la actividad similar a estrógenos de filtros UV (R Schreurs et al. Arch Toxicol. 76: 257-261 (2002)). Usando 25
larvas de O. melastigma transgénicas de la presente invención, se encontró que BP-3 y 4-MBC pueden inducir 
expresión de GFP en el hígado tras algún periodo de exposición (por ejemplo 24 horas) a una concentración mayor 
de 0,65 M, y la actividad estrogénica de la mezcla de BP-3 y 4-MBC es significativamente mayor que la de estos 
dos compuestos por separado (figura 12). Aunque los compuestos BMDM, OMC, OD-PABA y HMS, no pueden 
inducir la expresión de GFP en el hígado de larvas de O. melastigma transgénicas, el agonismo estrogénico de30
BMDM, OMC y OD-PABA puede identificarse fácilmente mediante la exposición binaria con E2 (figura 13), y HMS 
puede potenciar la actividad estrogénica de 17-estradiol de manera dependiente de la dosis (figura 14).

EJEMPLO 4 

ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIESTROGÉNICA

Almizcle policíclico35

La 6-acetil-1,1,2,4,4,7-hexametiltetralina (AHTN) es uno de los almizcles policíclicos usados más ampliamente. Este 
compuesto se usa como componente de fragancia en cosméticos y productos de limpieza domésticos. Según los 
informes de evaluación de riesgos de HERA en 2004, AHTN se produce en un volumen anual de 1000 a 5000 
toneladas en una planta de los Países Bajos y RU, respectivamente. Según las evaluaciones de riesgos de HERA, 
AHTN no es tóxico para los seres humanos basándose en el consumo diario actual. Sin embargo, la distribución40
ubicua, la alta acumulación en el entorno (A Peck et al. Environ Sci Technol. 40: 5629-5635 (2006)), y la 
bioacumulación en organismos incluyendo los seres humanos (H Nakata et al. Environ Sci Technol. 41: 2216-2222 
(2007); S Lignel et al. Environ Sci Technol. 42: 6743-6748 (2008)) aumentan la preocupación de los científicos. 
AHTN ha resultado ser un antagonista de estrógenos (RHMM Schreurs et al. Environ Sci Technol. 38: 997-1002 
(2004); RHMM Schreurs et al. Toxicol Sci. 83: 264-272 (2005)). La actividad antagonista de estrógenos de AHTN 45
también puede evaluarse muy fácilmente usando el pez medaka transgénico de la presente invención. Simplemente 
con la exposición de larvas de pez medaka transgénico a E2 (por ejemplo 0,04 M) o E2 en combinación con AHTN 
(por ejemplo 5 M) durante un periodo de tiempo (por ejemplo 24 horas), y luego la medición de la intensidad de 
señal de GFP inducida por E2 con/sin la presencia de AHTN. La señal de GFP más débil inducida por E2 en 
presencia de AHTN indica que este compuesto químico es un antagonista de estrógenos (figura 15).50

EJEMPLO 5

APLICACIÓN DEL PEZ ORYZIAS MELASTIGMA TRANSGÉNICO PARA ESTUDIAR LA REGENERACIÓN 
HEPÁTICA

El hígado desempeña un papel fundamental en la homeostasis metabólica mediante el metabolismo, síntesis, 
almacenamiento y redistribución de nutrientes, hidratos de carbono, grasas y vitaminas. Al mismo tiempo, el hígado 55
también es el principal órgano detoxificante del organismo a través de la eliminación de productos de desecho y
xenobióticos mediante la conversión metabólica la excreción biliar. El hígado de los vertebrados superiores, 
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incluyendo los seres humanos, puede regular de manera precisa su crecimiento y su masa y posee alta capacidad 
para regenerarse tras una lesión. Un estudio reciente reveló que el hígado de los peces también se regenera tras 
hepatectomía parcial de una manera muy similar a la descrita para mamíferos (NG Kan et al. FASEB J. fj.09-
131730v1 (2009)). Puesto que los peces comparten la mayoría de las rutas de desarrollo, mecanismos fisiológicos y 
sistemas de órganos con los seres humanos (AR Cossins y DL Crawford. Nature Rev Genet. 6: 324-333 (2005)), 5
usar un pez como organismo modelo para la estudios de regeneración hepática puede ayudar a comprender los 
mecanismo moleculares y celulares que subyacen a la regeneración hepática. El uso del pez O. melastigma 
transgénico de la presente invención, que contiene el marcador de GFP para hepatocitos en respuesta a agentes de 
alteración endocrinos estrogénicos, será muy útil para revelar los efectos de diferentes agentes de alteración 
endocrinos estrogénicos sobre la regeneración hepática.10

Las lesiones producidas por hepatectomía parcial de un lóbulo completo, un lóbulo parcial y pequeñas cirugías por 
raspado se realizan usando protocolos empleados en el estudio de regeneración hepática previo en el pez cebra 
(NG Kan et al. FASEB J. fj.09-131730v1 (2009)). Para estudiar la regeneración hepática, se usará un pez adulto 
transgénico de la presente invención. Brevemente, se priva de comida a un pez medaka adulto durante un día y se 
le anestesia con disolución de tricaína al 0,015% antes de la cirugía. Entonces se abre el cuerpo ventral del pez 15
mediante una incisión de 3-4 mm y se extrae cuidadosamente el lóbulo ventral del hígado de la cavidad peritoneal y
se extirpa por la base del lóbulo con especial cuidado. Para la resección de lóbulo parcial y las cirugías por raspado 
de superficie, se expone el lóbulo ventral y se introduce un pequeño trozo de tejido del extremo del hígado o se 
introduce un pequeño raspado usando pinzas afiladas. Entonces se coloca de nuevo el hígado restante 
cuidadosamente en la cavidad peritoneal y se cierra la pared corporal con GLUture (Abbott Laboratories). Entonces 20
se coloca el pez en agua dulce para su recuperación. También se someten peces tratados de manera simulada a 
mismo procedimiento excluyendo la resección del hígado.

Para analizar los efectos de los agentes de alteración endocrinos sobre el proceso de regeneración hepática, se 
tratará al pez con/sin E2 u otro(s) algente(s) de alteración endocrino(s). Se registran parámetros tales como el peso 
del pez completo y del hígado, y también se registra la forma del hígado dependiendo de su señal de GFP usando 25
un microscopio confocal, y puede medirse su volumen usando software de análisis de imágenes (por ejemplo
Metamorph, Universal Imaging).

También se investigan los cambios en la morfología del hígado durante la regeneración hepática. Se deseca el 
hígado de los peces en diferentes fases de la regeneración y se fija en paraformaldehído (PFA) al 4%/solución salina 
tamponada con fosfato (PBS) a 4ºC durante la noche, se lava con PBS que contiene Tween 20 al 0,1%, se sumerge 30
previamente en medio O.C.T. (Tissue Tek) durante dos horas y luego se embebe en O.C.T. y se congela a -80ºC 
durante más de 3 h antes de cortarse a un grosor de 10 M usando un criostato Leica. Se realiza la tinción 
inmunohistoquímica de los cortes según protocolos convencionales. Se incluyen anticuerpos tales como anticuerpo 
anti-antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA), anticuerpo anti-proxl, anticuerpo anti--catenina y
anticuerpo anti-tubulina.35

También se investigan la alteración metabolómica y proteómica de los hepatocitos del hígado para comprender la 
regeneración hepática y los efectos de agentes de alteración endocrinos sobre los mecanismos de regeneración 
hepática. Se anestesia profundamente a peces que se recuperan de una hepatectomía parcial con disolución de 
tricaína y se desecan los hígados y se incuban en disolución al 0,25% de tripsina/PBS durante 5 min. Se tritura el 
hígado hasta obtener una suspensión de células individuales pipeteando suavemente y se recoge mediante 40
centrifugación (1000 g, 7 min). Se procesa la suspensión celular para citometría de flujo y se recogen los hepatocitos 
marcados con GFP y se realiza extracción de proteínas según un protocolo de extracción de proteínas convencional. 
Entonces se separan las proteínas extraídas usando geles NuPAGE Novex Bis-Tris (Invitrogen) a 200V durante 
15 min, y se tiñen con kit Colloidal Blue (Invitrogen). Se cortan las bandas de proteínas y se elimina la tinción con
disolución de eliminación de tinción (el 60% de agua, el 30% de metanol y el 10% de ácido acético). Tras secarse en45
un dispositivo Speed Vac (Savant), se digiere el gel con el kit Trypsin Profile IGD (Sigma). Los digestos de proteína
sometidos a tripsinización se secan mediante el dispositivo Speed Vac y se resuspenden en ácido fórmico al 0,1% 
en agua. Se analizan los péptidos mediante HPLC-EM/EM (HPLC: cromatografía de líquidos de alta resolución, 
sistema DIONEX Ultimate 300; EM/ES: espectrometría de masas en tándem, BRUKER MicrOTOF-QII). 
Adicionalmente, se emplea la técnica iTRAQ (marcaje isobárico para cuantificación relativa y absoluta) para el 50
análisis cuantitativo de las proteínas. El análisis iTRAQ se lleva a cabo según el protocolo de Nature Protocol
publicado (RY Tweedie-Cullen y M Livingstone-Zatchej. Nat Proc. DIO: 10.1038/nprot.2008.89 (2008)). Como técnica 
de apoyo, también se usa electroforesis en gel por diferencia de fluorescencia bidimensional (2-D DIGE) para 
analizar los cambios proteómicos de los hepatocitos durante la regeneración hepática. Este análisis se realiza según
un protocolo de Nature Protocol (NS Tannu y SE Hemby. Nat Protoc. 1(4): 1732-1742 (2006)).55

A partir de lo anterior, aunque se han representado y descrito realizaciones específicas en detalle en el presente 
documento, resulta evidente para los expertos en la técnica relevante que pueden realizarse diversas 
modificaciones, adiciones, substituciones, y similares sin apartarse del espíritu de la invención y por tanto se 
considera que están dentro del alcance de la invención tal como se define en las reivindicaciones que siguen.
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REIVINDICACIONES

1. Casete de expresión que comprende:

una secuencia de nucleótidos indicadora que codifica para una proteína indicadora;

una secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos aislada de un pez medaka de 
agua salobre de la especie Oryzias melastigma, en la que la secuencia de nucleótidos reguladora está 5
unida operativamente en 5’ a la secuencia de nucleótidos indicadora para inducir la expresión de la proteína
indicadora en presencia de estrógenos o un compuesto similar a estrógenos; y

una región reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleótidos indicadora

en el que

la secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos se selecciona del grupo que 10
consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 4; y

la región reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5.

2. Casete de expresión según la reivindicación 1, en el que

la secuencia de nucleótidos reguladora en 5’ que responde a estrógenos se selecciona del grupo que 
consiste en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y15

la región reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5.

3. Casete de expresión según la reivindicación 1 ó 2, en el que la proteína indicadora es una proteína 
autofluorescente.

4. Casete de expresión según la reivindicación 1 ó 2, en el que la proteína indicadora se selecciona del grupo
que consiste en una proteína fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteína fluorescente verde20
(GFP), una proteína fluorescente azul (BFP), una proteína fluorescente amarilla (YFP) y una proteína 
fluorescente roja (RFP).

5. Vector de transformación que comprende el casete de expresión según las reivindicaciones 1 a 4.

6. Célula huésped transducida con el casete de expresión según las reivindicaciones 1 a 4.

7. Célula transgénica de un animal acuático, comprendiendo dicha célula transgénica al menos un casete de 25
expresión según las reivindicaciones 1 a 4.

8. Célula transgénica según la reivindicación 7, en la que el animal acuático se selecciona del grupo que 
consiste en una especie Oryzias y una especie Danio.

9. Célula transgénica según la reivindicación 8, en la que la especie Oryzias se selecciona del grupo que 
consiste en Oryzias melastigma y Oryzias latipes.30

10. Pez transgénico de una especie Oryzias que comprende:

al menos un casete de expresión según las reivindicaciones 1 a 4,

en el que el pez transgénico presenta una marca observable cuando se expone a un medio líquido que 
contiene un estrógeno o un compuesto similar a estrógeno, y

en el que la marca observable comprende la proteína indicadora expresada por el al menos un casete de 35
expresión.

11. Pez transgénico según la reivindicación 10, en el que la marca observable es visible in vivo.

12. Pez transgénico según la reivindicación 10 u 11, en el que el pez está en una fase de desarrollo 
seleccionada del grupo que consiste en una fase embrionaria, una fase larvaria y una fase adulta.

13. Pez transgénico según las reivindicaciones 10 a 12, en el que el pez es un adulto macho.40

14. Método de preparación de un pez transgénico de una especie Oryzias para su uso en la detección de la 
presencia de un estrógeno o compuesto similar a estrógeno en un medio líquido, comprendiendo dicho 
método:

transformar un pez no transgénico con el casete de expresión según las reivindicaciones 1 a 4, produciendo 
de ese modo un pez transgénico que comprende al menos uno de dichos casetes de expresión.45
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