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Resumen

El remodelado dindmico de los contactos adhesivos intercelulares o uniones adherentes (UAs) media-
do por la proteina cadherina epitelial E (cadh-E) es clave para coordinar los movimientos migratorios
celulares durante la embriogénesis animal. Debido a la simplicidad estructural y a la accesibilidad ex-
perimental, el embrion de pez cebra (Danio rerio) se ha establecido como un modelo para estudiar
migracion celular y para entender la dinamica del trafico vesicular y distribucion de cadh-E en UAs.

En el presente proyecto se propuso generar una linea transgénica estable de pez cebra (cadh-E-Ki-
kGR) para la expresion de cadh-E fusionada a la proteina fotoconvertible KikGR para visualizar in vivo
la remodelacion de UAs. En una primera etapa se analiz6 la expresion enddgena nativa de cadh-E y se
compard con la expresion transgénica de cadh-E fusionada a la proteina reportera fluorescente GFP
(Green Fluorescent Protein) como una primera estrategia de monitoreo. Se observé que cadh-E no se
localiza en membranas como la cadh-E endégena por lo que la fusidn no seria funcional una vez expre-
sada en el embridn. El clonado de KikGR, de menor tamafio, en reemplazo de GFP en el vector final de
expresion permitira la obtencién del embrién transgénico de interés.

Palabras clave: linea transgénica; pez cebra; cadherina-E; KikGR fotoconvertible; microscopia de decon-
volucion digital
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Introduccion

La transgénesis implica la alteracién genémica de un organismo a través de la insercion, modificacién
o eliminacién de un gen con el objetivo de alterar una caracteristica de interés [1]. En las ultimas dos
décadas esta tecnologia se aplicé con éxito en peces teledsteos [2, 3]. También se han desarrollado pe-
ces modificados genéticamente como modelos experimentales de enfermedades humanas [4-7], para
investigacion biomédica, y estudios de organogénesis y embriogénesis [8-10]. El uso de genes reporteros
de proteinas fluorescentes para visualizar in vivo el grado de mosaicismo en la expresidn de un trans-
gen facilita la identificacion de los probables peces fundadores con la insercién del transgen en la linea
germinal.

Las fusiones a la proteina fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein) son las mas utilizadas
para seguir la dinamica de proteinas en células vivas en cultivo y en modelos animales [11,12]. Mas
recientemente, el desarrollo de proteinas fotoactivables y fotoconvertibles como Kaede, Dendra, Eos,
y KikGR [12-14] permite monitorear el destino de poblaciones discretas de proteinas en localizaciones
subcelulares [15]. Por su parte, KikGR, una proteina coralina, se fotoconvierte rapida y completamente
de verde (A emision: 517 nm) a rojo (A emision: 593 nm) y su variante monomérica, ha resultado muy util
para microscopia de super-resolucion [16, 17]. En los ultimos afios se han generado modelos de anima-
les transgénicos para la expresidn de estas proteinas fotoconvertibles los cuales se desarrollan normal-
mente indicando que estas proteinas no poseen efectos téxicos [18, 19]. En la oscuridad estas proteinas
emiten fluorescencia mientras que la irradiacién con luz UV resulta en su transicién irreversible a un es-
tado altamente fotoestable emitiendo una brillante fluorescencia roja (Figura 1) que puede visualizarse
por dias sin fotoblanqueo significativo en un microscopio de epifluorescencia [20].

Ficura 1. Estructura quimica del croméforo y modificaciones inducidas por excitacion con luz UV en
proteinas fotoconvertibles de verde a rojo. Adaptado de [21].

Los primeros reportes de fotoconversién para monitorear células en embriones animales fueron de-
sarrollados por Hatta y colaboradores inyectando en estadio unicelular en el pez cebra ARNm o ADN
codificando para la proteina Kaede para la expresién ubicua o tejido especifica visualizando procesos
morfogenéticos como la neurulacién y la formacién de placodas [22].

Los numerosos trabajos citados reflejan el uso extendido en la actualidad de los ensayos de fotocon-
versién, para estudiar procesos celulares y moleculares durante la morfogénesis de distintos modelos
animales. Asi, se estudian la migracién celular colectiva, el comportamiento de células individuales y
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la localizacidn celular de proteinas, con precision nanométrica [16, 23]. En comparacién con otros mo-
delos animales el pez cebra es muy apropiado para microscopia in vivo y para la generacion de lineas
transgénicas debido a su transparencia 6ptica y facilidad de reproduccién. En la actualidad existen nu-
merosas lineas transgénicas de pez cebra que expresan proteinas fotoconvertibles de manera temporal
y tejido-especifica o en diferentes localizaciones subcelulares. En la base de datos ZFIN (www.zfin.org)
se encuentran publicadas 463 lineas que expresan Kaede, 13 lineas que expresan Dendra, 13 lineas para
EOs y 14 lineas para la expresion transgénica de KikGR.

Una de las estructuras principales de los contactos adhesivos célula-célula son las uniones adheren-
tes (UAs) mediadas por las cadherinas (cadh) como receptores transmembrana [24, 25]. Las cadherinas
son glicoproteinas pertenecientes a una siperfamilia de moléculas de adhesion dependientes de Ca2+,
que constituyen la base de las uniones adherentes y los desmosomas [24, 26]. Estas moléculas poseen
un nimero variable de dominios extracelulares (EC) que consisten en secuencias repetidas con moti-
vos negativamente cargados que actuarian ligando Ca2+. Este catién cumple un rol importante en el
mantenimiento de la rigidez de los dominios EC, esencial para el establecimiento de las interacciones
homotipicas [27, 28].

Las cadherinas clasicas poseen 5 dominios EC (EC1-EC5) y funcionan como complejos macromolecu-
lares transmembrana, donde su ectodomino N-terminal (EC1) media la unidn adhesiva entre cadherinas
presentes en las superficies de células vecinas, mientras que el dominio citoplasmatico (DC) C-termi-
nal interacttia con una amplia gama de proteinas citosélicas (Figura 2). Los cambios conformacionales
en los ectodominios de cadherinas se transducen a través de la membrana plasmatica para estimular
eventos de sefializacion en el citoplasma y en el nticleo [31]. El rol fundamental del DC es establecer el
anclaje entre las UAs, el citoesqueleto y la maquinaria endocitica [33-35].

Ficura 2. (A) Representacion esquematica de cadherina E de vertebrados y de sus posibles homélogos en C.
elegans y Drosophila melanogaster, (B) Esquema del complejo dimérico cadherina-catenina en vertebrados, (C)
Modelo del complejo cadherina-cateninas basado en las estructuras cristalinas. Adaptado de [41].

La fuerza de las UAs estd modulada ademas por la organizacion lateral de cadherinas en la membra-
na. Estos receptores pueden formar dimeros mediante interacciones en “cis” entre dominios extracelu-
lares y agruparse como oligédmeros. Estas agrupaciones laterales se observan en sitios donde existe pre-
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viamente una union homofilica trans entre cadherinas [31, 36]. Esta acumulacién de uniones mediadas
por cadherinas aparece como un mecanismo adicional para reforzar las UAs [37].

La remodelacion de UAs y la reorganizacion del citoesqueleto, entre otros factores relacionados con
la matriz extracelular, son responsables del mantenimiento de la integridad de un tejido asi como de
la forma de las células dentro del mismo. Estos procesos también permiten la migracién coordinada de
algunos tejidos embrionarios hacia su destino final y asimismo, su interaccién con los tejidos circundan-
tes [38]. Durante la remodelacion de las UAs, los filamentos de actina cortical ejercerian fuerzas sobre
los complejos de cadh-E [26, 34, 38, 39], y estos actuarian como mecano-transductores de esas fuerzas
controlando la forma y tamafio del contacto adhesivo [40]. Esta naturaleza dindmica de las UAs parece
estar sustentada no solo por la comunicacién bidireccional con el citoesqueleto, sino también por la
regulacién del trafico vesicular endocitico, especialmente del reciclaje de cadherinas. Este mecanismo
dirige el trafico de las cadherinas internalizadas y de las recién sintetizadas a sitios especificos de la
membrana, generando una distribucion polarizada de estos receptores [26].

Una caracteristica esencial de la morfogénesis animal es la capacidad de un grupo celular para res-
ponder a informacion espacial, remodelando contactos adhesivos intercelulares, y adaptando la arqui-
tectura del citoesqueleto a medida que se desplaza hacia su localizacién final en el organismo [42-44].

En la ultima década se ha demostrado que la distribucion asimétrica de las cadherinas resulta crucial
para la migracion colectiva de varios tipos celulares durante el desarrollo animal, incluyendo células
limitantes ovaricas (border cells) de Drosophila melanogaster [50], células mesenquimaticas progeni-
toras de Xenopus laevis [53] y en Danio rerio, las células del primordio de la linea lateral [54, 55] y las
células del mesodermo durante la gastrulacion [46].

El establecimiento de lineas transgénicas estables para la expresidn de proteinas de interés fusionadas
a proteinas fotoconvertibles es una estrategia fundamental para visualizar procesos dinamicos in vivo.
Debido a las caracteristicas fisicas del pez cebra y dada la resolucién espacio temporal de la técnicas
microscopicas de fluorescencia que se disponen en el laboratorio, se propuso generar una linea trans-
génica para la expresién estable de cadh-E, fusionada a la proteina fotoconvertible KikGR como herra-
mienta para estudiar la dinamica de las moléculas de adhesion celular epitelial.

Se cumplié hasta el momento con la obtencién de embriones transgénicos transitorios para la expresién
de cadh-E como fusion a la proteina reportera GFP (Green Fluorescent Protein), para evaluar la localiza-
cion de cadh-E transgénica previo al reemplazo de GFP por KikGR en el vector de expresion final para la
obtencion del transgénico estable de interés.

Metodologia

Mantenimiento de planteles de pez cebra y obtencién de embriones

Actualmente el acuario de la Facultad de Ingenieria de la UNER cuenta con 4 planteles de pez cebra
(Danio rerio) de cepas nativas, con aproximadamente 20 especimenes cada uno, incluyendo a los paren-
tales y generaciones criadas en el mismo acuario.

Los planteles se encuentran agrupados por edad y se usan alternadamente cada 15 dias. En las pece-
ras se controla diariamente la temperatura (entre 26-28°C) y el pH (entre 7-8,5) del agua. Los peces son
alimentados diariamente con escamas secas (TetraMin®) y artemia (A. salina).

Para la obtenciéon de los embriones se realizan cruzas semanales, seleccionando y separando machos
y hembras reproductores, de acuerdo a procedimientos ya establecidos. Los huevos fecundados se sepa-
rany se lavan para microinyectar las soluciones de los vectores plasmidicos dentro de los 30-45 minutos
luego de la fertilizacion.
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Deteccion de cadh-E mediante inmunofluorescencia y microscopia de deconvolucion

Se estudid el patron de expresion de cadh-E en células epidérmicas de embriones salvajes de 16, 24,
31, 48 y 72 hpf (horas post fertilizacién) fijados en Carnoy e inmunomarcados in toto con anti-E-cadh—I-
gG-FITC (n=5 por estadio).

Las imagenes se adquirieron en un microscopio invertido IX83 Olympus de seccionamiento auto-
matico con una lente objetiva 40 X (AN 1,3 inmersién en aceite), con muestreo en x,y= 0.182 pm/pixel
con un paso en z de 0,33 pm y se adquirieron al menos 50 secciones dpticas. Sobre los apilamientos
(stacks) 3D se implementd el algoritmo de deconvolucién Richardson-Lucy con 10 iteraciones (Plug in
Deconvolution Lab2 en FIJI.3.0), empleando una PSF (del inglés, point spread function) teérica generada
mediante Plug-In (PSF Generator, en FlJI 3.0). Sobre volimenes seleccionados en regiones del tronco de
los embriones y empleando el clasificador Weka Trainable Segmentation en FIJI 3.0), se segmentaron las
UAs. Sobre las mascaras generadas se cuantificé la expresion de cadh-E como la suma de intensidades
de fluorescencia en volimenes de epidermis de 50x50x6 um? (20 secciones dpticas) y se evalué la mor-
fologia celular de la misma.

Clonado de cadh-E en vector pT2AL

La primera estrategia de clonado probada consistid en insertar el gen de cadherina E (cdhl) en el plas-
mido pT2AL. EL ADNc codificante para cadh-E canina se obtuvo del plasmido cadh-E-pEGFP-N1. La se-
cuencia de cadh-E (inserto) se amplifico por PCR con oligos especificos disefiados con los sitios de corte
de las enzimas Hindlll y Ncol (Tabla 1).

TaBal
Forward cadh-E (con sitio Hindlll) 5'CGGATGAAGCTTATGGGCCCTCGGTACGG 3’
Reverse cadh-E (con sitio Ncol) 5'GGCCATCCATGGAGTCGTCCTCGCCACCTCC 3°

El vector destino pT2AL y el inserto fueron digeridos con ambas enzimas de restriccion. Luego se se-
pararon y purificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X.

Se realizaron las mezclas de ligacidn (extremos cohesivos) con relaciones molares inserto a vector:
1:1,3:1, 51y 731, siguiendo los protocolos establecidos de la enzima Ligasa T4. Se realizaron los corres-
pondientes controles negativos (vector digerido sin inserto + ligasa; vector digerido sin inserto y sin
ligasa) y el control positivo de transformacion con 70 ng de ADN de vector sin digerir.

Las incubaciones se realizaron ON a 16°C, se transformaron bacterias competentes (DH5a) en placas
LB-agar con ampicilina y se seleccionaron clones potencialmente recombinantes, dejandolos crecer
para purificar los posibles plasmidos recombinantes. La presencia del inserto se verificé inicialmente
por digestién con Hindlll y Ncol y electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE1X. Los plasmidos que debi-
do a su tamafio se consideraron recombinantes fueron enviados a secuenciar a la Universidad de Maine
(USA) para verificar la exactitud de la construccion.

Microinyeccion y visualizacién por microscopia de fluorescencia

Los primeros estudios de microscopia de fluorescencia se realizaron con embriones transgénicos tran-
sitorios. Se inyectaron 50 nl de solucién (200 pg/pl) de pT2AL-GFP (control) y pT2AL-cadhE-GFP (recom-
binante), en el vitelo de embriones en estadio unicelular. La inyeccién de las soluciones de ADN o ARN
se hace con microagujas que se preparan previamente utilizando un puller. Las microinyecciones se
realizan con pulsos de N, a una presion de salida de 20 Bar y 2 ms de duracion.
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Los grupos experimentales se dividieron en: i) Embriones microinyectados con plasmidos pT2AL-GFP.
if) Embriones microinyectados con plasmidos pT2AL-cadh-E-GFP, iii) Embriones sin microinyectar.

La insercién por transposicién del constructo de la fusién cadh-E-GFP, en el genoma del pez cebra
requiere de la inyeccion simultanea del ARNm de la Transposasa de Tol2. Para obtener este ARNm se
realizo la transcripcidn in vitro desde el plasmido pCS+Tol2. Préximamente se realizaran los ensayos de
microinyeccién con plasmidos recombinantes, junto con este ARNm.

Los embriones microinyectados y no microinyectados (controles) se mantuvieron a 28°C en estufa en
agua del sistema. A las 24 y 48 h post inyeccidn se anestesiaron y montaron para su observaron bajo un
microscopio de seccionamiento éptico automatizado Olympus 1X83, objetivo 20X, 0.75 AN, con set filtros
de exc/em para FITC, para observar expresidn de fluorescencia verde de GFP (A em 520 nm).

Clonado de mKikGR en pCS+

Previo a los estudios de microscopia de fluorescencia de time-lapse in vivo y a la generacién del cons-
tructo de fusion cadh-E-mKiKGR, se generd un vector de expresion pCS+KikGR para obtener embriones
transgénicos transitorios que expresen la proteina fluorescente fotoconvertible mKiKGR en citoplasma
con el objetivo de poner a punto las condiciones de fotoconversion.

Para lograr esto, se subcloné esta proteina en un vector de expresion pCS+ utilizando las enzimas de
restriccién BamHI y Xbal. Luego de purificar el DNA plasmidico de colonias potencialmente recombi-
nantes (pCS+mKikGR), se linealizé con Hindlll y los productos de corte se sembraron en un gel de agaro-
sa 1%/TAE1X, para seleccionar por tamafio aquellos que podian contener el inserto.

Resultados

Expresion de cadh-E en epidermis embrionaria

Durante el desarrollo embrionario del pez cebra y hacia las 16 hpf, la epidermis es una monocapa
denominada EVL (enveloping layer). Hacia las 24 hpf se desarrolla una segunda capa, la capa epitelial
basal (EBL, epidermal basal layer), proveniente del ectodermo ventral. Durante los primeros tres dias de
desarrollo la expresion de cadh-E es indispensable para mantener la integridad de esta bicapa. Por esto,
previo a la generacién de los embriones con expresion transgénica de cadh-E se analizo la expresiény
distribucion de cadh-E endégena en UAs mediante inmunofluorescencia en montaje completo, seguida
de microscopia de deconvolucion digital (MDD) y segmentacion de las UAs (Figura 3).

Cadh-E se inmunolocalizé predominantemente en las membranas basolaterales de las células de la
EVL en un patréon segmentado a las 16 hpf (Fig. 3A), incrementandose hacia las 31 hpf (Fig. 3B-C), donde
se distinguen ademas las denominadas puncta adherens en los vértices entre 3 células. Hacia las 48 hpf
(Fig. 3D), la inmunomarcacion de cadh-E muestra un patrén continuo en la EVL y se empieza a detectar
en las células de la EBL.
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Ficura 3. Proyecciones de maxima intensidad en el eje Z de 20 secciones 6pticas en el volumen de embriones de 16
hpf (A), 24 hpf (B), 31 hpf (C) y 48 hpf (D) que muestra el patrén de expresién de cadh-E obtenido por IF de montaje
completo. En A, imagen obtenida con objetivo 20X, B-D con objetivo 40X.

Elandlisis cuantitativo de la expresién de cadh-E en volimenes fijos de epidermis mostré un aumento
global de los niveles de esta proteina en los estadios analizados (Figura 4). El incremento mas significa-
tivo fue observado entre las 31 a 48 hpf, consistente con el aumento de células positivas para cadh-E en
la capa basal EBL (Fig. 4 A, C). Paralelamente, se observaron cambios extensivos en la morfologia celular
y una disminucién significativa del area media de células penta y hexagonales en las células de la EVL
desde las 24 hpf y hasta las 72 hpf (Fig. 4B).

Ciencia, DocenciayTecnologia-Suplemento | N°9 | AfolX | 2019 | (434-447) | 440



M.F.Sampedro,etal. | GeneraciondeunaLineaTransgénicadePez Cebra...

Clonado de cadh-E en pT2AL

Se realizé una estrategia de clonado que consistié en insertar el ADNc de cadh-E en el vector de ex-
presion en pez cebra pT2AL y generar la fusiéon cadh-E-GFP, manteniendo el marco de lectura para la
expresion de GFP como fusion C-terminal a cadh-E (Figura 5A). Luego de la transformacién de DH5KX
competentes con mezclas de ligacién del inserto obtenido por PCR (2,7 pb) y el plasmido pT2AL (4,8 Kb),
se seleccionaron los clones positivos y se purificaron los plasmidos potencialmente recombinantes. Se
realizé la digestion secuencial y los productos de corte se sembraron en un gel de agarosa 1%/TAE. La
linealizacion de los plasmidos con Hindlll reveld tres plasmidos con el tamafio esperado para el recom-
binante (7,5 kb) (Fig. 5B), luego la digestidn con Ncol permitio identificar la presencia del inserto (2,6 kb)
(Fig. 5 C, D).
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Ficura 5. A) Vector de expresion final con la fusion ADNc cadh-E-GFP; B) Plasmidos digeridos sélo con Hindlll. La
banda de 7,5 kb en calles 2,6 y 11 (flechas blancas) corresponderia a posibles plasmidos recombinantes; C-D) Doble
digestién con Hindlll y Ncol evidencié la presencia del inserto (2,6 kb) en los tres plasmidos seleccionados (banda
inferior en recuadros).

Los plasmidos denominados Col 1 (1/12), Col 1 (7/12) y Col 5 (7/12) se enviaron a secuenciar para
verificar la exactitud de la construccion. Las secuencias analizadas presentaron >97% de homologia con
la secuencia de cadh-E.

Ensayo de la expresion transitoria de cadh-EGFP en embriones de pez cebra

Luego, se evalud si los vectores recombinantes obtenidos expresaban la proteina de fusién cdh-E-GFP
y si esta se localizaba correctamente, es decir si se observaba la fluorescencia de GFP en las UAs, ana-
logamente a la proteina enddgena detectada previamente por inmunofluorescencia. Esta estrategia se
eligié como un paso previo antes de reemplazar a GFP por la proteina reportera fotoconvertible KikGR
en pT2AL. Para evaluarla, los plasmidos recombinantes Col 1 (1/12), Col 1 (7/12) y Col 5 (7/12), se inyec-
taron en estadio de no mas de 4 blastémeros cuando aun los citoplasmas se mantienen conectados al
vitelo y el ADN inyectado puede difundir a todas las células. La expresién de la fusiéon de cadh-E-GFP
se observé en embriones vivos decorionados a las 30 hpf. La expresion transitoria fue de tipo mosaico
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o “puntiforme” y con localizacién citoplasmatica en distintos tipos celulares siendo las intensidades de
fluorescencia variables entre células de tronco y cola. No se observo localizacién especifica en mem-
branas de células de la epidermis analogamente a la expresion de cadh-E endégena revelada por in-
munofluorescencia, en el tiempo observado con ninguno de los pldsmidos recombinantes inyectados
(Figura 6).

FiGura 6. Expresion de GFP en embriones de pez cebra control e inyectados con los pldsmidos recombinantes pT2AL-
cadh-E-GFP y observados a las 30 hpf. A) Plasmido pT2AL-GFP como control de la expresién ubicua de GFP. Em-
briones PT2AL.-cadhE-GFP (B-F) B) magnificacion de region de la cabeza de embridn inyectado con plasmido re-
combinante C) vista ventral; D-F) magnificacidn de regién tronco y cola de distintos embriones. Filtros exc/em FITC,
Objetivo 20X, AN 0,75.

La localizacién de GFP en citoplasma sugiere que la proteina de fusién cadh-E-GFP, aun siendo co-
rrecta la construccion recombinante, no seria transportada a las membranas celulares, in vivo.

Una explicacién factible seria que pueden haberse introducido mutaciones durante la amplificacién
del gen por PCR que afecten la traduccion o el reconocimiento y procesamiento del péptido sefial que
dirige a la proteina al sistema de endomembranas. Esto no se descarta a pesar de la alta homologia (>
97%) reportada en los informes de secuenciacidon en la regién amino terminal. Aln, si el péptido sefal
se tradujera correctamente, la proteina de fusién al ser de mayor tamafio que cadh-E puede que no sea
correctamente dirigida al reticulo endoplasmico o correctamente modificada pos-traduccionalmente
en pez cebra.
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Subclonado de mKikGR en pCS+

Debido a que la proteina fotoconvertible monomérica mKikGR (~233 AA) es de menor tamafio que GFP
(~900 AA) se espera que la fusion a cadh-E sea funcional, por lo que las estrategias apuntaran a reempla-
zar GFP por mKikGR como fusién C-Terminal en pT2AL. Por ello, en una segunda etapa y paralelamente
a la generacion del vector para la expresion de la fusién cadh-E-GFP en pez cebra; se subcloné la pro-
teina fotoconvertible mKikGR (Figura 7A) en un vector de expresion pCS+ (Fig. 7B). Luego de purificar el
DNA plasmidico de colonias potencialmente recombinantes, y linealizar con Hindlll, los productos de
corte se sembraron en un gel de agarosa 1%/TAE (Fig. 7C).

Ficura 7. A) Mapa de sitios de corte con enzimas de restriccion en vector donor (mKikGR); B) mapa destino del
vector de expresidn eucariota para expresion transitoria en pez cebra. Ambos fueron digeridos con BamHl y
Xbal para llevar a cabo el subclonado; C) plasmidos digeridos con Hindlll para chequear posibles recombinantes
de acuerdo al tamafio (Kb) esperado; Calle 1: marcador 1kpb plus; calle 2: PCS+ +Hindlll 4 kb CONTROL Vector
destino vacio; calles 3-4: muestras pCS+KiKGR potenciales recombinantes (4,8 kb).

Esta estrategia posibilitara la puesta a punto de las condiciones de fotoconversién en el microscopio
Olympus 1X83, mediante la generacién de embriones transgénicos transitorios que expresen KikGR cito-
plasmatica y en particular con la obtencién de los clones funcionales pCS+KikGR se espera hacer luego
el subclonado de KikGR como fusién C terminal a cadh-E en pT2AL en reemplazo de GFP.
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Conclusiones

Debido a que los resultados de expresidn revelaron que la fusién de cadh-E a GFP genera una proteina
de fusion que no se localiza en las membranas como la endégena, es necesario enfocar las actividades
en el disefio de oligos con sitios de corte Ncol y Clal para reemplazar GFP por la proteina fotoconver-
tible KikGR directamente en pT2AL. Debido a que KIKGR es una proteina de menor tamafio que GFP se
espera que la fusion produzca una proteina funcional.

Por otro lado, la implementacién de un método de segmentacion de UAs en volimenes de epidermis
permitié cuantificar a partir la intensidad de fluorescencia los niveles de cadh-El durante el desarrollo
de la epidermis embrionaria. Este método podra extenderse luego a embriones con doble marca y es-
timar relacién fluorescencia verde/roja, en los ensayos de fotoconversién con el modelo transgénico in
vivo.

Si bien aun no hemos obtenido en el tiempo estipulado la linea transgénica para la expresion de
cadh-E-KikGR en pez cebra, sigue siendo importante su obtencion ya que al momento no se encuentra
reportada la existencia de la linea ni es posible importar peces transgénicos al pais. Adicionalmente, la
utilizacién de proteinas fotoconvertibles en un modelo animal concreto constituira un avance metodo-
logico para los estudios de biologia celular y molecular en el ambito de la FIUNER.
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