FACULTAT
DE CIENCIES
I TECNOLOGIA

UVIC | UVIC-UCC

Treball de Fi de Grau

EDICIO DEL GEN ZO_1 PEL SEGUIMENT
IN VIVO EN UN MODEL EPITELIAL

ARNAU GEA PAULO

Grau en BIOTECNOLOGIA
Tutor: Joan Bertran Comulada
Co-tutor: Carlo Manzo

Vic, Maig de 2020



Agraiments

Al meu tutor Joan Bertrdn Comulada, li agraeixo la dedicacid, I'interés i I'ajuda que m’ha
donat, a més de la paciencia que ha tingut, per tal de portar a terme aquest treball. A
més a més, d’ensenyar-me habilitats, técniques i coneixements, de I'ambit cientific, que
no es poden assimilar dins d’'una aula. Moltes Gracies per confiar en mi i donar-me
aquesta oportunitat.

Al meu cotutor Carlo Manzo, per brindar-me I'oportunitat de participar en aquest
projecte dins del grup de Recerca QuBI de la Universitat.

A la meva mare, per ensenyar-me els valors que m’han fet qui séc avui en dia, a guiar-
me i acompanyar-me durant aquests anys a més de mostrar-me el cami quan aquest
semblava incert. Per preocupar-se, per ajudar-me a continuar endavant i enfrontar els
problemes, a ser fort, a estimar i a viure intensament sempre gaudint de cada moment.
Gracies per ser la millor mare del mén, t’estimo.

Al meu pare, per acompanyar-me, ensenyar-me i cuidant-me durant els meus primers
anys, i per continuar donant-me suport alla on estigui. Moltes Gracies.

A la meva germana, avis, tieta, cosins i nebots, per voler que en un futur siguis qui
vulguis ser, que tinguis somnis, siguis felic i que ningu s'interposi mai en el cami que
vulguis prendre.

Als meus amics, primerament aquells amics que m’han acompanyat durant tota la meva
vida, el Pandis, i també a tots aquells amics que he conegut durant la carrera i que han
fet que aquesta experiéncia sigui inoblidable: Carlos, Ariane, Mariona, Maria , Laura i
Michelle, pel seu suport, per creure en mi, per ser-hi sempre que m'he ensorrat, pels
cafes, per les cerveses, pels riures, per les festes, per les xerrades interminables i pels
moments que ens encara en queden per viure.

A la meva parella, I’Alex, per donar-me pau en els moments necessaris, per ensenyar-
me a no ser tan impacient i gaudir més les experiéncies, per fer-me veure que no tot és
impossible i pels moments viscuts i que ens falten per viure. T’estimo.



Resum
Titol: EDICIO DEL GEN ZO_1 PEL SEGUIMENT IN VIVO EN UN MODEL EPITELIAL.

Autor: Arnau Gea Paulo.

Tutor: Joan Bertran Comulada i Carlo Manzo.

Data: Juny de 2020.

Paraules clau: Epitelis, Unions estretes, ZO_1,Caco 2, CRISPR-CAS, CAS9, plasmid.

Aquest treball de final de grau, ens apropa a I’enginyeria genética molecular creant una
proteina de fusid, entre una proteina que es troba a les unions estretes i una altra que
emet fluorescencia. El plantejament d’aquest, és crear aquesta proteina quimeérica en
una linia cel-lular concreta per tal de portar a terme posteriors estudis. Primerament, en
la introduccid d’aquest treball, s’explicara alguns conceptes claus per tal d’entendre el
perqué de I'objectiu principal. Sequidament, trobarem els materials emprats per fusionar
aquestes dues proteines i la metodologia utilitzada per crear aquesta fusio. Després, es
veuran els resultats obtinguts que demostren la factibilitat del projecte. Finalment, es
valoraran tots els factors a través d’unes conclusions que ens permetran avaluar els
objectius inicials presentats.
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This final degree project brings us closer to molecular genetic engineering by creating a
fusion protein between a protein found in close bonds and a fluorescence protein. The
aim is to create a chimeric protein in a specific cell line in order to carry out further
research. Firstly, some key concepts will be explained in the introduction to this paper, in
order to clarify the reason behind the main objective, as well as to present the other
significant objectives. Secondly, the materials used to fuse these two proteins will be
explained, in addition to the methodology used to create this fusion. Thirdly, the results
of the methodology will be presented, where it will be debated whether this protein has
been properly fused. Finally, all the factors will be assessed through a conclusion that
will allow us to evaluate the initial objectives presented.
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1.Introduccid

Els epitelis constitueixen barreres bioldgiques que regulen el pas de moltes molécules i
entitats més grans al seu través. Aquesta barrera és molt important en l'intesti on I'epi-
teli contribueix: a I'absorcié selectiva de nutrients i a I'exclusié de microorganismes i
entitats moleculars complexes de l'interior de I'organisme. La funcié de transport de nu-
trients depen de la permeabilitat de la membrana plasmatica i de la preséencia de prote-
ines transportadores ubicades en les membranes de les cél-lules epitelials.

Al’hora de parlar d’aquesta barrera formada pels epitelis intestinals, les unions, cel-lula-
cél-lula, sén molt importants. De fet, hi ha unes estructures en les membranes laterals
de les cel-lules de I'epiteli intestinal, també presents en altres barreres bioldgiques, que
eviten, o dificulten, el pas de substancies de manera paracel-lular, és a dir, entre les
cél-lules que constitueixen aquesta barrera. Entre aquestes estructures trobem les Uni-
ons Estretes o “Tight Junctions”.

En el present treball s’ha plantejat generar un model, a partir d’una proteina de fusio,
per I'estudi de la dinamica d’una proteina concreta associada a les unions estretes que
pot també ser util per I'estudi de I'organitzacié d’aquestes estructures.

1.1 Les Unions Estretes

1.1.1 Epitelis i Zones Oclusives

Els epitelis son capes de cél-lules que recobreixen una superficie i/o cavitats corporals.
La seva funcié principal és la de separar diferents compartiments en un mateix orga-
nisme a més de regular el pas de substancies entre ells, sigui mitjancant mecanismes
de transport transcel-lular o a partir de transports paracel-lulars. A més a més, els epi-
telis estan formats per un complex d’unié cel-lular format per varies subunitats ben de-
finides que inclouen les unions adherents (UA), els desmosomes, les unions comuni-
cants (UC) i les unions estretes (UE).(Figura 1)

Per una banda, les UA sén les encarregades de donar forca mecanica a les cel-lules a
I’estar unides al citoesquelet d’actina. En canvi, els desmosomes sén els responsables
de donar consisténcia a les membranes basolaterals de les cél-lules a més de promoure
llocs d’unié per filaments intermediaris. Per altra banda, les UC, que formen canals
adjacents, donen pas a la comunicacidé entre les cel-lules, permeten el pas de idns i
petites molécules de citoplasma a citoplasma de cél-lules veines, donant lloc a unions
metaboliques i eléectriques. (Niessen, et al., 2007; Erika & Renddn-Huerta, 2008)
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Figura 1. Les unions cél-lula-cél-lula estan formades per: desmosomes, les unions comunicants (UC), les
unions adherents (UA) i les unions estretes (UE) (Erika & Renddn-Huerta, 2008).

Les UE o zones oclusives son el component més apical del complex d’unions
intercel-lulars. Aquestes estructures altament dinamiques funcionen com una barrera
hermetica, depenent de les condicions fisiologiques i patologiques a més d’altres
estimuls externs, que separen els dominis apicals dels basolaterals, a més de tenir un
paper molt important en I’homeostasi, la polaritat dels teixits i en mantenir les cél-lules
unides, formant una lamina entre dues cél-lules adjacents a partir de ramificacions
proteiques, que s’uneixen als microfilaments del citoesquelet (Erika & Renddn-Huerta,
2008: Figura 2).
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Figura 2. Representacié d’una unié estreta entre les cél-lules. També trobem proteines que formen la unio.
(Foto extreta de la pagina https://biologydictionary.net)

Les UE, presenten dos tipus d’unions: unions bicel-lulars i unions tricel-lulars. Les
primeres apareixen com una xarxa de brins entre dues cel-lules. El segon tipus d’unio,
es forma en les interseccions de tres cél-lules (Tervonen et al., 2019). (Figura 3)

Aguestes unions, quan es visualitzen per microscopia electronica de seccions ultrafines,
es veuen punts de fusié entre cel-lules adjacents, mentre que per criofractura, semblen
una xarxa de fibres que envolten la regié apical de la cél-lula (Erika & Renddn-Huerta,
2008).

Com s’ha comentat anteriorment, aquesta estructura no és estatica, ja que esta
regulada per canvis en la composicié de les proteines de les UE i del citoesquelet
d’actomiosina. Les propietats de la barrera epitelial generalment es caracteritzen per
com els ions i les molecules petites penetren en I'epiteli. (Tervonen et al., 2019) Es
suposa que les molécules i els ions penetren a través de les UE per dues rutes: la via de
porus i la via de fugides. La via de porus és una via d'alt rendiment per a molécules amb
un radi menor de 0.4 nm a través de porus formats per algunes Claudines. La
permeabilitat ionica d'aquests porus depén de I'especificitat ionica de les Claudines que
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els formen. En canvi, la via de fugida és una via inespecifica de baix rendiment amb un
limit de grandaria suposada de 6 nm. (Tervonen et al., 2019)

microwvilli

Tight junctions

~10 pm

Figura 3. Tipus d’unions. Unions bicel-lulars i tricel-lulars (Tervonen et al., 2019).

Aquestes zones oclusives estan formades per unes 40 proteines, que es poden dividir
en 4 grups diferents (Figura 4) :

» Proteines transmembrana: aquelles proteines que interacciones amb proteines
de la seva mateixa familia, presents en les cél-lules adjacents, formant canals
paracel-lulars amb la capacitat de discriminar el pas de les molécules segons el
seva mida i carrega. Aquestes estan unides al mig de la membrana, i la seva
funcié és la d’adhesid i permeabilitat. Les Claudines, Ocludines i les JAM serien
un exemple d’aquest grup.

> Proteines citosoliques o estructurals: aquelles que organitzen i ancoren les
proteines transmembrana als filaments d’actina, com és el cas de les zonules
occludens 1,2i3 (ZO-1, Z0-2, Z0O-3).

» Proteines de senyalitzacié: aquelles responsables de regular I'assemblatge del
complex.

> Proteines trafic vesicular: aquelles que regulen el transport de proteines a la
membrana, a més també estan presents en la regulacié de I’expressio génica.
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Figura 4. Representacié esquematica de les proteines que conformen les UE i la manera en la que interactuen.
(Erika & Rendoén-Huerta, 2008).

De les més de 40 proteines que formen les unions estretes, aquest treball s’ha centrat
en la proteina Zona Ocludens 1 que té la funcié d’unir els filaments d’actina amb les
unions estretes.

1.1.2 Zona Ocludense 1 (ZO_1)

La proteina Zona Ocludense 1 (ZO_1) forma part, juntament amb ZO_2 i ZO_3, de la
familia de proteines de guanilat quinasa associada a membrana, amoneda MAGUK.
(Fanning et al., 1998) Aquestes proteines s’han reconegut com a components de les
unions estretes. A més a més, contenen multiples dominis d’interaccié proteina-
proteina que les fan aptes per ser proteines de bastida de les unions estretes. Gracies a
aquesta propietat, aquestes exhibeixen una doble funcié en les zones oclusives. Per una
banda participen en l'organitzacié estructural del complex d’unié en la membrana
plasmatica, a més de la permeabilitat d’aquesta membrana i per I'altra banda, també
poden actuar com una molecula de transduccié de senyal (Gonzalez-Mariscal et al.,
2000).

Pel que fa a la seva estructura, sabem que en ser part de la familia MAGUK, aquesta
proteina es caracteritza per tenir un motiu central compost de tres dominis, encarregats
d’unir-se altres de proteines: el domini PDZ, el domini SH3, i una regié d’homologia
guanilat quinasa GK (Nomme et al., 2011).
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Figura 5. Organitzacié de domini comparatiu d'alguns membres de la familia de proteines MAGUK. Tots
contenen un nucli de dominis PDZ, SH3 i GK. També es pot observar els dominis a,BiydelazO_1.LaPfa
referencia a un domini ric en prolina. NLS (de I’angles nuclear localitzation signal) son les senyals de
localitzacié nuclear (Gonzalez-Mariscal et al., 2000).

Els dominis PDZ, elements estructuralment conservats originaris de les proteines PSD-
95, DIg-A i ZO_1 (d’aqui I'acronim PDZ), sén moduls de 80-90 aminoacids. Les proteines
MAGUK com laZO_1 tenen tres dominis en el seu N-terminal: PDZ1, PDZ2 i PDZ3. (Figura
5) El primer, PDZ1, és I'’encarregat d’unir-se a les Claudines, proteines transmembrana
formadores de barreres; el segon, PDZ2, té la capacitat de formar dimers que s’uneixen
a les zones oclusives i el tercer, PDZ3, s’uneix a la molécula d’adhesio cel-lular JAM-A,
encarregada de regular la permeabilitat de les unions estretes. (Figura 6)

El paper crucial que juguen els dominis PDZ és |'agrupament espacial i I'ancoratge de
proteines transmembrana amb dominis cel-lulars especifics a més a més de I'augment
de l'eficieéncia de certs canals. Aquestes bastides també poden acoblar canals i receptors
transmembrana a elements de senyalitzacié (Gonzalez-Mariscal et al., 2000).

En canvi els dominis SH3 s6n moduls de 55-70 aminoacids. En el cas de la ZO-1, el domini
SH3 s'uneix a ZAK, serina quinasa, que fosfori-la una regié C-terminal del domini. No
obstant aixo0, I'impacte d'aquestes fosforilacions en el paper de ZO-1 continua sent
desconegut. A més a més, un factor de transcripcido, ZONAB, també s’uneix aquest
domini, juntament amb ZO_1, modulant la permeabilitat paracel-lularia progressié del
cicle cel-lular (Balda et al., 2003).
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El modul GK és homoleg de I’'enzim que catalitza la conversiéo de GMP a GDP a costa de
ATP. No obstant aix0, les proteines de les zones oclusives MAGUK, no s’uneixen ni a
GMP nia L’ATP, pel que se suposa que son inactives enzimaticament. La funcié d’aquests
domini és unir-se a la proteina transmembrana Ocludina.

S'ha plantejat la hipotesi que la proteina ZO_1 actua com un pont entre el citoesquelet
d'actina i les proteines transmembrana de les unions estretes, ja que s'ha estudiat com
interactuen directament amb F-actina a partir d'una analisi de cosedimentacio. (Fanning
et al., 1998) Es desconeix la ubicacié exacta del motiu d'aquesta unié, perd sembla estar
dins de la meitat de C-terminal de ZO_1. Agquest C-terminal comenca al final del Modul
GK i inclou un domini acid i ric en prolina (Gonzalez-Mariscal et al., 2000; Willott et al.,
1992).

occludin

f‘ 'f?w
(] 111'"

clagdin
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rab3B/13
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rab3B/13

actin

Figura 6. . La bastida ZO a la regid TJ. A la regié submembranosa de la unié estreta, les tres proteines
20 s'uneixen directament a la occludina. Aquesta interaccio és proporcionada, en ZO-1 i ZO-2, per la
seva regio terminal COOH, i s'espera una associacié similar per a ZO-3. Les proteines ZO s'uneixen als
terminals carboxilics de la claudina a través del seu primer domini PDZ. El ZO-1 forma complexos
independents amb interaccions Z0-2 i ZO-3 a PDZ2/PDZ2. La porcié aminoterminal de cingulina
interactua amb els tres Zos en una regié encara no definida. Les regions carboxil de ZO-1iZ0-2
s'uneixen a l'actina i a les proteines d'unié a I'actina. Per tant, aquestes molécules tenen la capacitat
d'actuar com a ponts entre les molécules transmembrana TJ i el citoesquelet. ZO-1 s'associa amb ZAK,
una nova serina cinasa, i ZONAB, un factor de transcripcid. ZO-2 s'uneix a diferents isoformas PKC.
Altres proteines, com la symplekin, I'antigen 7H6, rab 3B/13 etc., es localitzen a la regié TJ, encara que
el seu reclutament molecular a aquesta area continua sent desconegut. (SH3DS; PDZD1,2 i 3; Adacidic-
, PD ric en prolina. (Gonzalez-Mariscal et al., 2000).

A més a més, d’aquests tres dominis presents en totes les proteines MAGUK, s’han
identificat tres dominis formats a causa de tres “splicings” alternatius en la ZO_1,
anomenats: a, B i y.(Figura 5) Aquests son els dominis on difereixen les 8 isoformes
diferents d’aquesta proteina. Hi ha dues isoformes descrites, a més de 6 isoformes
potencials que s’han mapejat computacionalment.

14



El domini Alfa (a) es un domini de 80 aminoacids. Com s’ha comentat anteriorment, a
causa d’un “splicing” alternatiu de les transcripcions d’ARNm, la ZO_1 presenta dues
isoformes, anomenades a i a+, depenent de si tenen aquest domini. No obstant la
isoforma a predomina en les céel-lules epitelials. (Figura 7)

(721) WYPIVVFLNPDSKQGVETMRMRLCPESRESARKLYERSHELRKNNEHLFTTTIN
LNSMNDGWYGALKEATQOQQONQLVWVSEGKADGATSDDLDLEDDRLSYLSAPGSEYSMYSTDSRHT
SDYEDTDTEGGAYTDQELDETLNDEVGTEFPESAITRSSEPVREDSSGMHHENQTYPPYSP
QAQPOPTHRIDSPGFEPAS QQFAFEASSPVPYLSPETNPASSTSAVNHNVNLTNVELEEPT
PAPSTSYSPQADSLRTPSTEAAHIMLEDOQEPSLSSHVDPTE VYREDPYPEEMMERQNHVLE
QPAVSHPGHRPDEEPNLTYEPQLPYVEEQASRDLEQPTYRYESSSYTDQFSENYEHRLRY
EDRVPMYEEQWSYYDDEKQPYPSREPPFDNQHSQDLDSEQHPEESSERGYFPRFEEPAPLSY
DSRFRYEQAPRASALRHEEQPAPGYDTHGRLRPFEAQFPHEPSAGPRPAESKQYFEQYSRSYE
OVPPQGFTSRAGHFEPLHGAAAVPPLIPSSQHEPEALPSNTEPLPPPPTQTEEEEDPAMEK
PQSVLTRVEMFENKRSASLETKEDVNDTGSFKPPEVASEEPSGAPTIIGPKPTSQNQFSEHD (1320)

Figura 7. A: Seqiiéncia d’aminoacids ZO-1. Per claredat només es mostra de I'aminoacid 721 fins el 1320 de I'isoforma
a +. La seqiiencia en groc, fa referéncia als 80 aminoacids que diferencien la isoforma a + de a, ja que només estan a
laa+.

La majoria de les cél-lules epitelials expressen tant a+ com a- isoformes, no obstant la
primera esta quantitativament més expressada. L'Unic epiteli en el qual a+ isoforma esta
absent, és en |'epiteli del Glomerul renal, cabdell capil-lar que es troba en el ronyé. En
canvi, la isoforma a-, esta més present en les cél-lules endotelials. (Gonzalez-Mariscal
et al., 2000).

Segons I'estudi de Baldas i Anderson aquesta distribucid no es correlaciona amb les
diferéncies en la resistéencia de la unié o la complexitat ultra estructural. En canvi,
s’observa una correlacid amb la plasticitat de la unié; ZO-1 a s'expressa en unions
estructuralment dinamiques, mentre que ZO-1 a + s'expressa en aquelles que sén menys
dinamiques (Willott et al., 1992).

El domini B, també compte amb dues isoformes (B1 i B2; 7, 20 aminoacids
respectivament ) i el domini y (45 aminoacids) es creu que també. Aquests s'expressen
en una varietat de teixits, no obstant encara no han estat descrits (Gonzalez-Mariscal
et al., 2000).

La localitzaciod cel-lular de ZO_1 es troba al costat de la membrana cel-lular connectant
les unions estretes amb el citoesquelet de la cél-lula. (Figura 5) Malgrat aix0, aquesta
proteina també es localitza en el nucli de les cel-lules epitelials subconfluents el que
suggereix que la seva localitzacid nuclear esta inversament relacionada amb I'extensié i
maduracié del contacte cel-lular. A més a més, aquesta localitzacié dins el nucli pot
indicar un paper de la proteina en la regulacié de la transcripcio. (Hartsock et al., 2008).
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1.1.3 Model CaCO2

En la decada dels 70 el “Memorial Sloan-Kettering Cancer Center”, através de la recerca
duta a terme per Jorgen Fogh, va establir una col-leccié de linies cel-lulars, CaCO2, a
partir de tumors cancerosos, amb 'objectiu de realitzar estudis sobre el mecanisme
cancerds i terapies relacionades (Fogh et al., 1977).

El model cel-lular CaCO2 és una linia cel-lular originalment aillada de cél-lules epitelials
d’adenocarcinoma de colon huma. Els primers estudis sobre la linia cel-lular de CaCo2
van demostrar que aquestes quan es cultiven en condicions especifiques es diferencien
i polaritzen de manera que el seu fenotip expressa varies caracteristiques morfologiques
i bioquimiques d’enterdcits intestinals (Pinto et al., 1983). Aquestes cél-lules, en cultiu,
creixen en monocapa, mostrant una morfologia cilindrica polaritzada amb
microvellositats en la part apical, unions estretes entre cel-lules adjacents i expressen
petites activitats enzimatiques intestinals. A més a més, els resultats vists en diferents
estudis utilitzant aguest model correlacionen amb resultats obtinguts in vivo (Sambuy
et al., 2005). Addicionalment, CaCO2 presenten una millor diferenciacié morfologica
enterotica en comparacié amb altres linies cel-lulars de carcinoma de colon. (Chantret
et al.,, 1988).

Els cultius de cel-lules Caco-2 proporcionen una eina important per a estudiar i obtenir
una visid més amplia de la regulacié dels processos cel-lulars epitelials intestinals.

1.2 'etiquetatge de proteines pel seu seguiment in vivo

Per tal de poder fer un seguiment in vivo de la proteina ZO_1 i aixi acabar d’esbrinar el
paper que aquesta desenvolupa en la cél-lula a més de la seva relacié amb les unions
estretes, s’ha procedit a generar una proteina de fusid. Metode que ha ajudat a
investigar diferents temes com l'organitzacié i dinamica del citoesquelet (Choidas et al.
1998), la dinamica de les unions gap (Holm et al. 1999; Jordan et al.1999) i la
visualitzacié processos dinamics de les unions estretes.

En aquest treball de final de grau, aix0 ha estat possible gracies a una de les noves
estratégies d’edicio del genoma, la técnica de CRISP/Cas9. Es basa en un complex proteic
que talla 'ADN en un lloc especific del genoma i permet la insercié de nous elements
genetics.
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No obstant aix0, no és I'Unica manera d’obtenir una proteina quimerica. Encara que hi
ha estudis com el de Roberts, que han creat 10 proteines, entre elles ZO_1, fusionades
amb la proteina fluorescent GFP a partir de la técnica CRISPR/Cas9 (Roberts et al., n.d.),
també s’ha pogut obtenir proteines, ZO_1 concretament, quimeériques utilitzant el
plasmid pEGFP-C1, que codifica per una variant de GFP, i el reactiu de Lipofectamina per
tal de fer una transfeccidé transitoria i aixi també poder estudiar la proteina ZO_1 in vivo.
(Riesen et al., 2002)

1.2.1 Proteines fluorescent i Mcherry

Des del descobriment de la proteina verda fluorescent (avGFP), proteina provinent
d’Aequorea victoria (Shimomura et al., 1962), les proteines fluorescents han tingut un
gran impacte com a base per I'estudi de processos fisiologics i el desenvolupament
d’eines biotecnologiques per I'estudi de fenomens cel-lulars in vivo, ja que permeten
rastrejar proteines dins les cél-lules o organismes de manera més dinamica.

A més a més, gracies a la creacid de proteines que comprenen els espectres blau, verd,
groc (Tsien et al., 1998), i la creacid de proteines amb espectre vermell derivades de la
DsRed, Discosoma striata (Matz et al., 1999), s’ha obtingut un total de proteines que
recullen espectres d’emissid practicament de tot I'espectre visible (Olenych et al., 2007).
Les proteines d’espectre vermell, a causa de la major longitud d’ona d’excitacid,
produeixen menor toxicitat. Per aquest motiu sén d’especial interés per experiments
gue necessitin marcar proteines amb més d’un color. Entre elles, la proteina mCherry
destaca per tenir un maxim d’emissié de 610nm, tenir una intensitat de fluorescencia
que esta al voltant de 75% de la eGFP, a més de ser molt fotoestable, util per capturar
imatges durant llargs periodes de temps. Per aquest motiu és una de les millors de la
serie.

1.2.2 Técnica CRISPR/Cas9

Un altre descobriment important va ser I'lany 1987, quan Ishino i col. van descobrir,
mentre estudiaven la fosfatasa alcalina d’Escherichia coli una estructura de Repeticions
Palindromiques Curtes Intercalades (CRISPR) (Ishino et al., 1987). Encara que es creia
gue era una possible resposta immunitaria adaptativa contra la infeccié de fags a través
d’un procés guiat per I’ARN, no va ser fins al 2012 quan, Gasiunas i col., Jinek i col., van
demostrar el mecanisme que explica com les matrius CRISPR es transcriuen a ARN, per
després dividir-se i unir-se en proteines associades a CRISPR ( cas9, en aquest cas).
(Christin & Beckert, 2017)
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S’ha vist que aquesta técnica es pot utilitzar per induir ruptures dirigides a la doble
cadena en eucariotes. A més a més, també es pot utilitzar per promoure la insercié de
nous elements genetics flanquejats per seqiiéncies homologues derivades del locus
objectiu, i lliurant aquest element flanquejat juntament amb I’ARN guia i Cas9 (Christin
& Beckert, 2017).

Aquesta tecnica té el seglient funcionament, el complex Cas9 comenca a “escanejar”
rapidament el genoma buscant alguna base que coincideixi amb el seu motiu adjacent,
la sequiéncia PAM. Al reconeixer aquesta seqliéncia, el complex s’atura permetent que
I’ARN guia (sgARN) s’uneixi a les bases 5’ del PAM. Si no hi ha cap emparellament entre
sgARN i 'ADN genomic, el complex es separa i continua llegint mostres de PAM
addicionals d’altres llocs. En canvi, si sgARN coincideix perfectament amb la seqliéncia
del genoma, sgARN ingressa en un canal central de la proteina, mentre que I’ADN
genomic complementari queda amagat per un dels dominis de la Cas9. Simultaniament,
I’ADN gendmic no complementari, entra en un altre canal de la Cas9 on també es talla.
Després del tall, el complex Cas9 es separa del ADN genOmic i continua buscant
sequencies PAM. La ruptura de la cadena bicentenaria porta a l'activacié de les
respostes associades. La cél-lula repara la ruptura mitjancant, la recombinacié homologa
(HR) o mitjancant la unié dels extrems no homolegs (NHEJ), mecanisme que no depén
de I’ADN homoleg. El primer metode donara un resultat sense errors de la reparacio, i
s’'introduira una plantilla exdogena, aquest mecanisme ens ajuda a incorporar elements
genetics nous dins del genoma. En canvi, el NHEJ pot donar com a resultat una mutacid
en el genoma (Christin & Beckert, 2017). (Figura 8)
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Figura 8.Mecanismes del complex cas9 (unié del sgARN amb la seqiiencia diana i reparacié de

Com s’ha comentat anteriorment, la meta d’aquest treball és crear una proteina de fusio

amb la finalitat de generar un model intestinal consistent en cél-lules CaCO2, cel-lules

d’adenocarcinoma de colon que presenten unions estretes en confluéencia, que tinguin

la proteina ZO_1, present en les zones oclusives, etiquetada. Aquesta eina permetra

facilitar posteriors estudis sobre la localitzacié i la dinamica subcel-lular d’aquesta

proteina en diferents situacions patofisiologiques de les unions estretes, presents en les

barreres biologiques.

Per I’edicié del genoma d’aquestes cél-lules s’ha escollit la metodologia CRISPR/Cas9 i la

proteina mCherry que convertira la proteina de fusié (ZO-1-mCherry) en fluorescent pel

facil seguiment.
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2. Objectius

L'objectiu principal del present estudi és generar una linia cel-lular derivada de CaCO2
que expressi la proteina Zona Ocludens 1 marcada, amb la proteina fluorescent
mCherry, sota el control dels elements reguladors naturals del gen. Aquest marcatge
servira per portar a terme posteriors estudis sobre la dinamica subcel-lular d’aquesta
proteina i aixi acabar de desenvolupar el paper que juga dins de les unions estretes.

A més a més, aquest treball té objectius especifics per tal d’assolir I'objectiu principal.
Aquests objectius especifics sén:

» Generar un plasmid (plentiCRISPR v2) que codifiqui I'endonucleasa Cas9
associada a una guia especifica d'ARN, per a dirigir-se al gen de la ZO_1 en
I'extrem 3' de la seqiiéncia de codificacio.

» Generar un plasmidi (pBluescript SK (+)) que funcioni com un donant reparador
per I'ADN i que contingui la seqliencia de l'etiqueta (proteina mCherry)
flanquejat pels bracos d'homologia i aixi permetre la recombinacié homologa.

» Obtenir linies cel-lulars clonals de Caco2, amb integracio especifica de I'ADN
reparador, expressant la proteina Zona Ocludens 1 etiquetada.
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3. Treball experimental
3.1 Materials

En aquest apartat es mostra en un llistat el material emprat per tal de poder portar a
terme aquest treball.

Els plasmids utilitzats sén: plentiCRISPR v2 (Addgene plasmid # 52961 ;
http://n2t.net/addgene:52961 ; RRID:Addgene\52961); pBluescript SK(+) d’Agilent i
plasmid pmCherry-Occludin-N-10 (Addgene plasmid # 55112;
http://n2t.net/addgene:55112; RRID:Addgene_55112) per tal d’obtenir la seqiéncia de
la proteina fluorescent mCherry. (Addgene: Homepage, 2020) Els oligonucleotids o
primers, per sintetitzar el fragment reparador i el fragment de sgARN, s’han demanat a
Sigma i figuren en la Taula 1. S’ha utilitzat la Polymerasa (High fidelity Prime STAR HS
DNA polymerase de TAKARA), per a la clonacié i I'amplificacié de la PCR. El serum, la
glutamina i els antibiotics, per al cultiu cel-lular han estat comprats a Gibco
(Thermofisher). Les sals, agarosa i reactius generals han estat comprats a Sigma. El
material de plastic com: plaques, pipetes, puntes de pipeta s’han obtingut de VWR i a
més a més s’han utilitzat d’Eppendorf de la marca amb el nom del mateix producte.

Nom del | Seqiiéncia (5’-> 3’)

primer

sg FW CaccgGGAGATCCAAATTATCTCGT

sg RV 2aacACGAGATAATTTGGATCTCCe

synt_FW CCTAAAACCTGGCAAAACAAGTGTCTTCCCGGtGACCCTAACTACCTAGTTG-

B GAGCAAACTGT

synt_RV GACCGGTCCGCTACCGGAGCCGCTAAAGTGGTCAATAAGGACAGAAACACAGTTTG
CTCCAACTAGGTAG

mCherry_F GTTTCTGTCCTTATTGACCACTTTAGCGGCTCCGGTAGCGGACCGGTC

W

mCherry_ | CATTATTTAAGTTCCTATATTTCAAGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

RV

Ha5' FW atatatggatccAAGGGAAGCAAACGTCCACA

Ha5’ RV CCGGGAAGACACTTGTTTTGC

Ha3’'_FW GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCTTGAAATATAGGAACTTAAATAATG
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Ha3’_RV atatactcgagCACTTTAGGGCACAGCATTG

Taula 1: Seqiiencies dels primers utilitzats en aquest projecte. En verd les dianes de restriccié per la
digestié amb BsmBl, per poder lligar el fragment sgARN amb pLentiCRISPR v2 i en groc les dianes de
restriccid per els enzims Xhol i Bamhl, per poder lligar el fragment reparador amb pBluescript SK (+).

3.2 Metodes

3.2.1 Disseny de primers

Els oligonucleotids o primers sén polimers sintétics d'acids nucleics curts utilitzats en
investigacio per encebar la sintesi de cadenes d’ADN amb ADN polimerases. En el seu
disseny cal tenir en compte ’ADN que es vol sintetitzar, ja que cal que siguin totalment
especifics en la nostra aplicacié concreta, la generacié de plasmids amb seqiéncia
determinada. Els primers utilitzats en aquest estudi s’han dissenyat utilitzant les eines
benchling i NCBI primer designing tool. Els detalls rellevants es descriuen en I'apartat de
resultats i discussid i les seqliencies dels primers utilitzats es troben a la taula 1.

3.2.2 Purificacié d’ADN genomic

Per tal d'extreure I'ADN genomic de les cel-lules CaCO2, en primer lloc, s'ha fet un
"scrapping" de cél-lules cultivades a una confluéncia del 50-80% en PBS. Posteriorment,
s'han centrifugat a 1600 rpm durant 3 minuts, per tal de formar un pel-let. En segon lloc,
el pel-let obtingut s'ha resuspés en 500 pL de tampd d'ET-Proteinasa K i s'ha incubat a
55 °c durant 60 minuts. A continuacid, s'han afegit 55 pL d'una solucié d'acetat sodic a
una concentracié de 3M i s'ha barrejat per inversid, seguidament s'han afegit 600 uL
d’isopropanol homogeneitzant suaument fins a observar una aparenca gelatinosa del
material genetic. Aquest material, compost principalment per ADN genomic, s'ha recollit
utilitzant una punta neta de pipeta P200 i s'ha transferit a un nou tub Eppendorf.
Finalment, s'ha rentat el material amb 500 uL d'etanol al 70% seguit d'una centrifugacié
a 14000 rpm durant 5 minuts. Finalment, s'ha rebutjat el sobrenadant i s'ha deixat
assecar el sediment a l'aire entre 5 i 10 minuts. Una vegada que l'etanol s'ha evaporat,
el pél-let ha estat dissolt utilitzant 100 a 300 uL (depenent de la mida del pél-let, per a
pél-lets grans volums prop dels 300 uL i per a pél-lets petits volums prop dels 100 L)
de 10 mm Tris pH8, depenent de la grandaria del péel-let.
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3.2.3 PCRiSOE

En el present treball s’ha utilitzat la PCR i I'extensié de solapament o SOE (de I'anglés
sequence overlap extension) per crear fragments d’ADN amb la seqliéncia desitjada i en
guantitat suficient per poder generar plasmids recombinants necessaris pel projecte. La
reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) és una metodologia estandard que consta
fonamentalment de 3 fases que es repeteixen un nombre de cicles dins d'un tub. En la
primera fase I'ADN es desnaturalitza. En la segona els primers s'hibriden amb els brins
d'ADN en posicions on les seqliencies son complementaries i es formen ponts
d'Hidrogen entre bases enfrontades. Finalment, en la tercera etapa s'ajusta la
temperatura per a afavorir |'extensié del nou bri a partir dels primers per part de la
polimerasa.

Per una banda, les reaccions de PCR s’han preparat utilitzant el parell de primers espe-
cifics de cada reaccié (Taula 1 dins I'apartat de Materials), que hibriden a cadenes com-
plementaries (un a cada una de les cadenes de L’ADN motlle a amplificar), a una con-
centracio6 inicial de 10 uM i final de 0,25 uM (s’ha posat 1,25 pL per reaccié de 50 puL).
També s’hi ha afegit deoxinucleotids trifosfat (AINTPs) a una concentracid final de 0,2
mM. Com el tampd proporcionat esta a 5 vegades la concentracié de treball, s’ha afegit
10 pyL a cada reaccid de 50 pL i I’enzim, polimerasa, s’ha utilitzat a 2,5 unitats per reaccié
(es proporciona a 5 unitats per pL). Per acabar de completar la reaccié s’ha afegit el
motlle, ADN a amplificar, i aigua. Per aquest projecte, s’ha utilitzat I’ADN polymerassa
Prime StarTM (Takara) i el tampd subministrat amb I'enzim.

A més a més, el motlle ha estat diferent en cada cas particular, aixi, per amplificar els
bracos d’homologia del gen s’ha utilitzat ADN genomic a una concentracié final a la re-
accié de 2-5 micrograms per mL. En canvi, quan el motlle ha estat un plasmidi, com en
el cas del fragment mCherry, s’ha utilitzat uns 20 ng/mL de concentracié final a la reac-
cid. En la generacié d’un fragment d’ADN sintetic, per extensié d’oligonucleodtids gracies
a complementarietat dels extrems, s’ha utilitzat barreges dels dos oligonucleodtids impli-
cats a una concentracié final de 5 uM. Finalment, en les reaccions d’extensid de solapa-
ments, utilitzades per unir els diferents fragments esmentats entre si, s’ha utilitzat entre
100 ngi 1 ug de cada fragment per mL de reaccié.

Per altra banda, els parametres de les diferents PCR utilitzades en aquest treball han
estat: En primer lloc, per a la generacié del DNS sintétic, s’han utilitzat els diferents pa-
rametres: 96 2C durant 5 minuts, per activar la polimerasa, seguit de 3 cicles de (96 2C
durant 10 segons, 55 2C durant 10 segons, 72 2C durant 20 segons), una extensio final a
72°C durant 5 minuts i per ultim baixar a 4 2C. En canvi, els parametres de la PCR per a
I"amplificacio del fragment mCherry i els bracos d’homologia han estat: 95 2C durant 5
minuts, per activar la polimerasa, seguit de 30 cicles de (95 2C durant 10 segons, 55 2C
durant 10 segons, 72 °C durant 20 segons), una extensié final a 72 2C durant 5 minuts i
per ultim baixar a 4 2C. Finalment, els parametres de la PCR de les reaccions d’extensié
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de solapaments, han estat: 96 2C durant 5 minuts, per activar la polimerasa, seguit de
30 cicles de (96 C durant 20 segons, 55 2C durant 20 segons, 70 2C durant 1 minut), una
extensio final a 70 2C durant 5 minuts i per ultim baixar a 4 °C.

3.2.4 Digestié amb enzims de restriccid

Els enzims de restriccid tallen I'ADN per unes seqiiéncies especifiques de nucleotids. La
majoria d’aquests enzims, digereixen I'ADN de manera asimeétrica a través de la seva
seqliencia de reconeixement, la qual cosa resulta en un sortint monocatenari en
I'extrem digerit del fragment d'ADN. Aquests extrems, anomenats "extrems cohesius",
son els que permeten que el vectoril'insert s'uneixin entre si. Quan els extrems cohesius
sén compatibles les dues peces es connecten i finalment es fusionen per la reaccié de
la lligacio.

Per les digestions amb enzims de restriccié s’han generat reaccions de 30 pL dels quals
3 ulL corresponen al tampd que ve amb I'enzim, 1 pL a I'enzim i la resta corresponen a
I’ADN a digerir i aigua. Normalment s’han digerit al voltant de 2 ug d’ADN amb unes 10
unitats d’enzim a 37 2 C durant 1 hora.

3.2.5 Analisi d’ADN a partir d’electroforesis en gels d’agarosa

L’electroforesi en un gel d’agarosa no desnaturalitzant, és un metode estandard que
s’utilitza per a separar fragments d’ADN. La migracié d’aquests fragments en el gel és
inversament proporcional al seu pes molecular. El percentatge d’agarosa que s’utilitza
depen de la mida dels fragments a separar. A més sempre s’afegeix un marcador de pes
molecular en paral-lel a les mostres.

En aquest projecte, els gels s’han preparat com a solucié de 0,5 g d’agarosa en 50 ml de
tampo TAE (1%). La barreja es prepara dins un flasc erlenmeyer i es fa bullir en un
microones fins a la total dissolucié. Una vegada que la temperatura disminueix fins a uns
709C, s‘ha afegit, a la barreja, 5 uL de 10000x SybrSafe (Invitrogen) i posteriorment s’ha
transferit a un motlle, recobert amb una cinta, i s’ha introduit una pinta de 10 pous. Un
cop solidificat, la cinta i la pinta s’han retirat i s’"ha posat el gel a la cubeta d’electroforesi,
previament omplerta amb tampd TAE. Els gels es corren a 100 volts de 40 a 60 minuts i
els resultats s’han visualitzat amb Illum ultraviolada mitjancant el sistema d'imatge
Versadoc4000 de Bio-Rad.
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3.2.6 Purificacié d’ADN plasmidic

El plasmid d'ADN s'ha extret usant el kit de Miniprep (Qiagen). Un total d’1,5 ml d'un
cultiu nocturn s'ha centrifugat a 14000 rpm durant 1 minut. El seglient sobrenadant,
d'aquesta centrifugacio, s'ha rebutjat i el precipitat s'ha resuspés amb 200 uL de tampd
P1. Una vegada homogeneitzats, s'ha afegit 200 uL de tampd P2 i el contingut s'ha
barrejat per inversid, seguit de I'addicié i homogeneitzacié de 300 pL de tampd N3. La
seglient mescla s'ha centrifugat a 14000 rpm durant 10 minuts, i el sobrenadant s'ha
transferit a un nou tub Eppendorf.

Després, s'ha afegit al sobrenadant un volum d’isopropanol (que correspon al volum de
sobrenadant recuperat) per a precipitar I'ADN, seguit d'una centrifugacié a 14000 rpm
durant 10 minuts. Després s'ha rebutjat el sobrenadant i s'ha rentat el precipitat amb 1
ml d'etanol al 70%, seguit d'una centrifugacié a 14000 rpm durant 5 minuts. Finalment,
s'ha rebutjat el sobrenadant i s'ha deixat assecar el sediment a l'aire durant 5 a 10
minuts, seguit de I'addicié de 50 pL de miliQ-H,0 per a dissoldre el precipitat d'ADN.

3.2.7 Lligacié i transformacié

Per una banda, I'tdltim pas en la construccié d'un plasmid recombinant és connectar
I'insert d’ADN (gen o fragment d'interes) en un esquelet de vector digerit de manera
compatible. Aix0 s'aconsegueix connectant covalentment la cadena principal de sucre
dels dos fragments d'ADN. Aquesta reaccid, anomenada lligacid, és realitzada per
I'enzim ADN ligasa T4. La majoria de les reaccions de lligacié involucren fragments
d'ADN que han estat generats per la digestiéo amb enzims de restriccid.

Per I'altra banda, la transformacié genética de bacteris és un procediment de laboratori
pel qual s'introdueix material genétic a un bacteri. Generalment, el material genetic
inserit és conegut com a plasmidi (ADN circular), aquests contenen en general, un o
diversos gens d'interes, un gen reporter (que permet visualitzar la transcripcié del
plasmidi), i un gen de resisténcia a un antibiotic (que permet seleccionar al bacteri
transformat dels altres) per la seva capacitat de créixer al medi que conté |'antibiotic de
resisténcia. Les transformacions tenen moltes aplicacions, pero en aquest treball s’ha
utilitzat per a la produccié dels mateixos plasmids.

Per la lligacid dels inserts als vectors s’ha utilitzat la T4 ADN lligassa amb el tampé
proporcionat per la mateixa casa comercial. En primer lloc, s’ha barrejat el vector,
previament preparat perqueé tingui extrems diferents entre si, de manera que no es
pugui autolligar, pero compatible amb els del fragment d’ADN a introduir (que
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anomenem insert). Normalment s’afegeix un excés d’insert respecte de vector, unes 5
vegades d’excés molar. Aix0, empiricament, ha donat millors resultats que utilitzar
relacions equimolars de les molecules a lligar.

Les reaccions de lligacié s’han preparat afegint volums de vector i insert que sumin 12
uL (intentant posar 5 vegades més molecules d’insert que de vector) més 1,5 uL del
tampd 10X que proporciona la casa comercial, i que conté ATP, més 1,5 uL de la lligassa
(NEB).

Finalment, per fer a les transformacions de cél-lules E.coli competents amb els plasmids
ja lligats, s’ha fet un mix amb diferents reactius: 20 uL del producte de la lligacio, 10 pL
de KCM(KCI,CaCl2, MgClI2), 27 uL de PEG 800 al 10% i aigua fins a arribar a un volum
total de 100 pL. Un cop llest el mix, s’ha introduit 100 L de cél-lules competents i s’"han
deixat incubar 30 minuts a 42C, després durant 2 minuts a 372C i finalment s’ha afegit
800 pL de LB + Amp durant 20 minuts a 372C. Finalment, s’"han sembrat en dues plaques,
una d’elles com a control negatiu.

3.2.8 Sequenciacié per Sanger

La sequenciacio de Sanger llanga seqliéncies d'alta qualitat per a segments relativament
llargs d'ADN (de fins a aproximadament 900 parells de bases). La técnica sol utilitzar-se
per a sequenciar fragments individuals d'ADN, com a plasmidis bacterians o ADN copiat
en la PCR. En aquest treball, aquesta técnica s’ha utilitzat per confirmar que les
sequencies dels plasmids generats (pLentiCRISPR v2 i pBluescrip) sén les desitjades.

En el cas de la insercido del sgARN al plasmid pLentiCRISPR v2, s’ha fet una sola
seqlienciacio, en canvi, per tal de sequenciar el plasmid pBluescript SK (+) amb I’ADN
reparador, s’han fet un total de 7 seqlienciacions. Per tal de veure si aquesta insercio
s’ha fet correctament, s’"ha comparat les seqiiencies obtingudes de la seqiienciacio per
Sanger amb la seqliéncies teoriques, utilitzant I’eina virtual “Blast to sequence” de la
pagina NCBI. (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, 2020)

3.2.9 Cultiu de cel-lules CaCO2

Les cel-lules de CaCO2 s’han obtingut de la doctora Raquel Martin (Universitat de
Barcelona, facultat de farmacia, referencia ATCC HTB37) i s’han cultivat en DMEM
complementades amb un sérum bovi fetal al 10% i una solucié de penicilina /
estreptomicina / glutamina proporcionada com a estoc 100X (ThermoFisher 10378016)
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(D10). Les cel-lules s’han cultivat a 37 2Ci al 5% de CO2 en una incubadora humidificada.
Els passatges s’han realitzat amb una confluéncia superior al 70%. A continuacio, s’han
rentat les cél-lules tres vegades amb PBS (normalment s’ha utilitzat 5 ml per cada rentat,
ja que s’ha utilitzat plaques de diametre de 10 cm) i després s’ha afegit tripsina,
posteriorment s’"han mantingut a la placa fins que la majoria de les cél-lules s’han separat
de la superficie (generalment, se sol afegir 1,5 ml de solucié de tripsina per placa de 10
cm i amb un temps d’incubacié va ser d’'uns 5 minuts). Finalment, s’han recollit les
cél-lules amb medis de cultiu per sembrar-les.

3.2.10 Transfeccions

La transfeccio és el procés mitjancant el qual s’introdueix un insert d’ADN (gen o
fragment d'interés) en les cél-lules eucariotes.

Per a la transfeccid, s’han deixat créixer les cel-lules CaCO2 fins a una confluéncia del
20% i posteriorment s’han transfectat amb una mescla de politiolenimina (PEI) - ADN. El
PEI és una molécula de carrega altament positiva que s'uneix eficagment a I'ADN,
neutralitzant les carregues negatives en I'ADN i facilitant I'entrada a la cel-lula. S’ha
utilitzat 4 uL de PEl a img/ml en aigua i pH 7,4 (lineal PEI, MW 25000; incorporacié de
Polysciences 9002-98-6) per 1 mg d'ADN. Aquesta mescla per a la transfeccié conte els
seglients reactius: 0,5 mg de plentiCrisprv2-ZO_1, 5,5 mg de pBluescript-Reparador i 24
ml de PEl en 1 ml de DMEM lliure de serum. Aquesta mescla final s'incuba durant 15
minuts a temperatura ambient i s'afegeix a una placa de 10 cm que conté 30-40% de
cél-lules confluents de Caco2 en 10 ml de D10.

3.3 Resultats i discussio

Per tal de portar a terme aquest treball primerament, s’ha localitzat el gen que codifica
per a la proteina ZO_1 dins del genoma per tal d’obtenir la seva seqlienciada
cromosomica. Segons el “National Center of Biotechnology Information” (NCBI) el gen
gue codifica per aquesta proteina, en humans, es troba en el Cromosoma 15.
(NM_001301025; National Center for Biotechnology Information, 2020)

En segon lloc, s’ha decidit la posicié de la proteina fluorescent mCherry, ja que existia
la possibilitat de posar-la abans de I'extrem N-terminal o després I’extrem C-terminal de
la proteina ZO_1. Un estudi sobre la creacié d’'una proteina de fusio entre la proteina
fluorescent GFP i ZO_1 publicat el 2002 mostra que només el ZO1-CGFP (proteina GFP
col-locada a la regié C-terminal) s’ha colocalitzat juntament amb ZO_1 nativa, en canvi
la ZO1-NGFP (proteina GFP col-locada a la regido N-terminal) ha aparegut, no només en
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les unions cél-lula- cél-lula sind que a més a més també en el citoplasma. (Riesen et al.,
2002) Una de les raons que poden explicar aguesta observacid és una possible reduccio
de les afinitats entre la proteina ZO_1 i els seus socis d'unié. Com s’ha comentat en la
introduccié en la regid N-terminal d’aquesta proteina trobem el domini PDZ1,
I’encarregat d’unir ZO_1 a les Claudines. Per tant, al posar la proteina fluorescent en
N-terminal de la ZO_1, aquesta pot perdre les unions amb les Claudines fent que ZO_1
no es trobi localitzada on ha d’estar.

Finalment, s’ha decidit posar la proteina mCherry a I’'extrem C-terminal de la proteina
Z0_1,jaque no hihacap evidéncia de qué aquesta proteina fluorescent afecti les unions
de ZO_1 amb altres proteines.

3.3.1 Disseny de Primers

La idea, per tal de fer aquest projecte, és que la cel-lula repari el tall induit, per la
proteina Cas9, a partir de la recombinacié homologa (HR). Per aix0 és necessari la
creacié dos plasmidis: pLentiCRISPV2-ZO-1, plasmid encarregat de portar la informacio
necessaria perque la Cas9 trobi el seu lloc de tall especific, aixi com la informacid per a
la mateixa Cas9, i pBluescript-Reparador, plasmid que porta els bragcos d’homologia,
perque es doni la recombinacié homologa, flanquejant la informacié que codifica per
mCherry.

Per tal de crear tant la seqiiéncia que dona especificitat al sgARN com I’ADN reparador
s’han dissenyat un total de 10 oligonucleotids (primers): 2 per donar especificitat al
sgARN per a la cas9 i 8 per obtenir TADN reparador. L’ADN reparador es va generar a
partir de 4 fragments, que es van unir per extensid de seqiiéncies solapades o SOE (de
I'anglés sequence overlap extension) que és donaran en les PCR. Aques procés
s’explicara posteriorment. (Figura 9)
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Figura 9. Parts del ADN reparador. Les fletxes que es dirigeixen cap a la dreta fan referéncia als primers FW,
mentre que les linies que van cap a I'esquerra representen els primers RV. Els cercles en negre representen el
SOE (de I’anglés Senquence Overlap Extension).

En primer lloc, un cop decidit que la proteina mCherry anira a I'extrem C-terminal, s’ha
buscat una sequiéncia d’especificitat del sgRNA i una seqliencia PAM, a partir de I'eina
virtual Benchling. A la Figura 10 s’indica, sobre fons groc, la seqliencia dels 20 nucleotids
especifics seguits dels tres nucleotids que constitueixen el PAM (sobre fons lila). Aixi
mateix, s’indica el triplet stop sobre fons vermell. (Cloud-Based Informatics Platform for
Life Sciences R&D | Benchling, 2020; Figura 10)

CAGAAGARAAATTATGTCTAAATATACGTATTTGCCCTATAATTGCAAAGCATTACGGATAGCAGTTTACT
GAACTGTAAATGACATCAACTTCTTTTCTCTCATAGGTGATCCTAAAACCTGGCARAACAAGTGTCTTCC
CGGAGATCCAAATTATC TCGT-AGCAAACTGTGTT TCTGTCCTTATTGACCACTT T-CTCTT GAAR
TATAGGAACTTAAATAATGTGAAACTGGATTARACTTAATCTARATGGAACCACTCTATCAAGTATTATA

Figura 10. Seqiiéncia del gen de la proteina ZO_1, que va de la posicié 29700176 a 29703195. En groc podem
veure la seqiiencia d’especificitat del sgARN, amb lila la _ i amb vermell el

A partir d’aqui, s’han creat dos primers, un anomenat sg _FW i l'altre sg_1RV (de
I'anglés forward i reverse respectivament: Taula 1) per tal de poder construir la
seqliencies que dona especificitat al sgARN que més tard s’introduiran en el plasmid
pLentiCRISP-v2.
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No obstant aix0, s’ha vist que el tall de la Cas9 s’efectua 40 bp abans del codd
stop.(Figura 11 A) A més a més, s’ha d’afegir alguna mutacié sigui en el sgARN o la
seqliéncia PAM, perqué la Cas9 no talli aquest fragment reparador, ja que aquest tall és
especific d’aquestes seqliencies com s’ha vist a la introduccié. Com la seqiiencia PAM,
“TGG”, és I'tnic triplet que codifica per I'aminoacid de Triptofan no s’ha pogut
modificar, ja que no s’ha volgut canviar la seqliencia de la proteina, per aquest motiu
s’ha decidit modificar 6 nucleotids de la seqliencia que dona especificitat al
sgARN.(Figura 11 B) Per solucionar aquests problemes, s’ha creat un constructe sinteétic
gue ja porta aquests canvis, a més a més, aquest constructe no té el codd Stop de la
proteina ZO_1, ja que es vol que s’acabi de transcriure després de la proteina mCherry.
Per tat aquest constructe consisteix en una sequiéncia de 113 bp: les 32 primeres basses
(color girs Figura 11C), corresponent a les basses abans de la seqliencia d’especificitat
del sgARN per després poder fer un SOE d’aquest constructe amb el bra¢ d’homologia
5’; 20 + 3, corresponen a la seqiiéncia d’especificitat del sgARN mutada (color groc i
vermell Figura 11 B i C) i PAM (color lila Figura 11 B i C); 34 (color blau Figura 11C),
corresponents a la distancia del tall al codé Stop i per ultim 24 (color ver Figura 11C)
corresponents al “linker” que s’introdueix entre ZO_1 i mCherry i que ens servira per
poder fer un SOE amb el seglient fragment que aportara a resta del linker i la seqiiéncia
que codifica per mCherry.(Figura 11 C) Per tal de poder sintetitzar aquest constructe,
s’han dissenyat dos primers parcialment complementaris anomenats: synt FW i
synt_RV. (Taula 1).

R ATCCARRTTATC e T A AR O T GG T T T T T O ST T AT TG A ACTTT T

B

cocjeafocfralrafoicTil A G AR ACTGTETTTC TG TCCTTATTGACCACTTT

c

ATccTAssACCTEGCAAMACAAGTGTCTTCCC Gl ol sl Tl o T T AGCALAC TG TG TTTC TG TOCTTAT

TGACCACTTTAGCGGCTCOGGTAGLGGALCGGTC

Figura 11. Construccio de ’ADN reparador. A) seqiiéncia codificant per I'extrem C-terminal de ZO_1. Sobre
fons groc es mostra la sequiéncia dels 20 nucleotids que donen especificitat al sgARN i s’indica, en blau, el punt
de tall de Cas9. També es mostra el PAM sobre fons lila i el codé stop sobre fons vermell. B) seqiiéncia
modificada en I’ADN reparador per evitar el seu reconeixement pel sistema CRISPR-Cas. S’ha mutat la tercera
base de cada triplet codificant amb canvis sinonims, que resulten en traduccié sense canvis d’aminoacids a la
proteina resultant. Els canvis respecte de A estan marcats en vermell. C) Es mostra part de ’ADN reparador,
com a B, afegint seqliéncies a 5’ que corresponen a part del brag d’homologia upstream i la substitucié del
codo stop per seqiiéncies que codifiquen per un linker entre ZO_1 i la proteina mCherry (sobre fons verd).
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El primer Ha5’_RV s’ha dissenyat a partir de la complementarietat que té amb el primer
de I’ADN sintétic synt_FW .(Figura 9) Un cop dissenyat, gracies a I'eina virtual primer-
blast del NCBI, s’han pogut trobar el primer Ha5’_FW. (Primer designing tool, 2020) Els
primers mCherry_Fw i mCherry_RV s’han creat a partir de la seqliencia de mCherry.
Gracies a la complementarietat del primer mCherry_RV amb el primer del brag
d’homologia 3’, s’ha obtingut el primer Ha3’_FW(Figura 9). Un cop obtingut Ha3’_FW,
s’ha pogut dissenyar el primer Ha3’_RV, utilitzant un altre cop I’eina virtual primer-blast
del NCBI.(Primer designing tool, 2020); Taula 1)

3.3.2 Construccio plasmid pLentiCRISPRv2-Z0 1

Per a la construccié del plasmid pLentiCRISPRv2-ZO_1 s’ha seguit el protocol publicat
per Zhang i col-laboradors (Sanjana et al., 2014). Primer, s’han fosforilat i anellat els dos
oligonucleotids complementaris, sg FW i sg_RV (Taula 1), per tal d’obtenir la seqiiéncia
dels 20 nucleotids especifics del sgRNA amb els sobresortints apropiats per la lligacio al
vector pLentiCRISPv2 digerit amb BsmBI. En segon lloc, s’ha portat a terme la lligacié
entre els fragments esmentats. A continuacié s’ha transformat E.coli competents amb
I’ADN resultant de la lligacié. Finalment, s’han fet créixer colonies resultants de la
transformacio, se n’ha aillat el plasmid i s’ha analitzat per verificar-ne |'estructura,
primer per digestié amb enzims de restriccid i després per seqiienciacié d’un dels clons
identificats com a correctes segons el patré de digestid.

BstZ171 (1245
12.921) BstEll
12.903) Rsril
12.843) BsiWI
829) PAFI - Tthllll
12.724) BamHi

......

SgrDI (3438
1entiCRISPR v2 Spel (3689)
14.573 bp

SnaBl (4030)

(6039

Figura 12. Esquema del plasmid pLentiCRISPR V2. Imatge proporcionada per la pagina d’Addgene (Addgene:
Homepage, 2020).
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Quan digerim el pLentiCRISPR v2 (Figura 12) , sense la seqiéncia especifica del nostre
sgRNA, amb I'enzim Pstl ens déna sis talls, segons I'eina virtual Restriccion mapper3 a
les seglients posicions del plasmid: 1796,5286,6708,6912,6942 i 8154 (Blaiklock, 2020).
Aquests sis talls formen sis fragments de diferents mides, ja que estem parlant d’'una
seqglencia circular d’aproximadament 14000 bp. El primer fragment va des de la posicio
1796-5286 i té una mida de 3490 bp (de I’'angles “base pairs”), el segon va de la posicid
5286-6708 amb una mida de 1422bp, el tercer va des de la posicié 6708-6912 amb una
mida de 204 bp, el quart va des de la posicid 6912-6942 amb una mida de 30bp, el cinquée
va des de la posicié 6942-8154 amb una mida de 1212 bp i per ultim tenim el fragment
que va des de la posicié 8154-1796 aquest té una mida de 8515 bp.

No obstant aix0, aquest plasmid s’ha digerit préviament amb BsmBlI, per tal d’introduir
el fragment especific del sgRNA. Aixo ha causat que les 1885 bp que hi ha entre la posicid
2234 i 4119 desapareguin, ja que el BsmBI en aquest plasmid talla en aquestes dues
posicions segons I’eina virtual Restriccionmapper3. (Blaiklock, 2020; Figura 13)

Pos: 2234 Pos: 4119

_-_

<
o
Lo |

Figura 13. Representacio de la digestié amb BsmBI.

Per aquest motiu, quan digerim el plasmid pLentiCRISPRv2-ZO 1 amb Pstl el fragment
de 3490 bp desapareix, originant un altre fragment de 1628bp en treure les 1885 bp que
van de la posicid 2234 a la 4119 i afegir els 23 nucleotids que donen especificitat al
sgARN. (Figural4) Per tant, els fragments que s’originen en digerir aquest plasmid, amb
el canvi, i que esperem en el gel sén: 8515 bp, 1628 bp, 1422 bp, 1212 bp, 204 bp i 30
bp. Com es pot veure en el gel, només s’observen quatre bandes, referents als fragments
de 8515, 1628, 1422 i 1212 bp respectivament. Pel que fa a la banda de 30 bp, no es pot
veure en aquest tipus de gel. (Figura 14)
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Figura 14. Gel d’agarosa per tal de veure si la lligacié amb el plasmid pLentiCRISPR v2 ha funcionat.

Aquest gel, no ens acaba de confirmar que el fragment que donara especificitat al sgARN
estigui dins del plasmid i per assegurar que tenim la molecula amb la seqiiéncia correcta,
s’ha portat a seqlienciar. Posteriorment, s’ha buscat, utilitzant el buscador del programa
PDF, la seqliencia que ddna especificitat al sgARN, dins de les seqlienciacions dels
respectius plasmids, per tal d’acabar de confirmar-ho. Com es pot observar en la seglient
figura la seqiieéncia d’especificitat del sgARN esperada esta dins del plasmid i per tant
podem afirmar que la lligacié del plasmid pLentiCRISPR v2 amb el fragment sgARN s’ha
portat a terme. (Figura 15)

10 20 230 0 =0
AGGACGAAACACCG|GEG AGATCCAAATTATECTCGT|GTTTTAGAGCTAGA

SEQUENCIA ESPECIFICA
DEL Sg.

Figura 15. Cromatograma on es mostra la insercié del sgARN, seqiiéncia que es mostra marcada amb groc,
dins el plasmid pLentiCRISPRv2.
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3.3.3 Construccio plasmid pBluescript-Reparador

En primer lloc, per tal de construir el plasmid pBluescript-Reparador, s’han sintetitzat
per PCR quatre fragments que després s’han unit per extensio de seqliéncies solapades
(Figura 9). Un cop obtinguts els 4 fragments, s’ha unit el bra¢ d’homologia 5 amb I’ADN
sintetic, i mCherry amb el bra¢ d’homologia 3’, anomenant-los constructe A i B
respectivament (Figura 16).

A A |
—— )

\U#A N -

Figura 16. En la figura A podem observar la unié, a partir d’una SOE, del brag d’homologia 5’ i I’ADN sintétic
per construir el constructe A. En canvi, en la figura B s’observa la unié entre el fragment mCherry i el brag
d’homologia 3’ per construir el constructe B.

A la figura 17 es mostra el resultat de I'amplificacié dels fragments A i B esmentats a la
figura anterior. El fragment A té una mida d’1 Kb, ja que a l'unir el bra¢ d’homologia de
833 bp i I’ADN sintetic de 111bp fan un total de 944 bp (aproximadament 1Kb). Pel
constructe B s’ha obtingut una banda de 2Kb, resultat de la unié del brag d’homologia
3’ de 1280 bp amb el fragment de mCherry de 742bp. (Figura 17)

Constructe B

Constructe A

Figura 17. Analisis de les PCR per a la sintesi dels constructes A i B, a partir de les SOE entre el brag
d’homologia 5’ amb el fragment d’ADN sintétic i el fragment mCherry amb el brag d’homologia 3’ . Es mostra
la imatge del gel d’agarosa utilitzat en I’analisi.
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Seguidament, s’ha unit per SOE els constructes A i B, donant lloc al fragment reparador
que posteriorment es lligara amb el plasmid pBluescript SK (+). ( Figura 18)

] ADN RepARABORIIIIN

Figura 18. En aquesta representacié podem observar com a partir d’una SOE, el constructes A i B s’han unit
per tal de formar el fragment reparador que posteriorment es lligara amb el plasmid pBluescript SK (+).

Per comprovar si aquests dos constructes s’han unit correctament, s’ha fet un altre gel
d’agarosa. Com s’ha vist anteriorment, les mides dels constructes A i B sén 1Kb i 2Kb
respectivament, per tant la mida d’aquesta unié ha de ser de 3 Kb. En el gel d’agarosa
presentat a la figura 19, es pot observar la banda de 3 Kb, per tant podem afirmar que
la unié dels constructes A i B per tal de formar el fragment reparador ha funcionat.
Malgrat aix0, també es pot observar una banda no desitjada d’1 Kb, per tant, el fragment
de 3 Kb es va aillar del gel, dins una llesca d’agarosa, i es va purificar amb un kit de la
casa comercial Qiagen. (Figura 19)

A Fragment
3000~ W | <. Reparador
1500-—’—'_

v

Figura 19. Analisi de la PCR per a la unié dels constructes A i B, a partir d’una SOE, per formar el fragment
d’ADN reparador. Es mostra la imatge del gel d’agarosa utilitzat en I’analisi.
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Posteriorment, aquest fragment reparador de 3 Kb s’ha lligat amb el plasmid pBluescript
SK(+) digerit amb Sall i BamHI. Aquestes dianes de restriccido donen extrems compatibles
amb els extrems del fragment reparador digerit amb Xhol i BamHI. En el plasmid vector
es troben en les posicions 674 i 719 respectivament fent que la digestid alliberi 45 bp
que hi ha entre les posicions esmentades emportant-se dianes de restriccié que hi havia
entre aquestes posicions i afegint-ne de noves amb el nostre fragment reparador (Figura
20), com és el cas de la diana per I'enzim Pstl, present en el fragment reparador de 3 kb
(informacié no mostrada).

ORF frame 1
lacZ_a
M13_pUC_fwd_primer
M13_forward20_primer
T7_promoter

Kpnl (657)

Apal (663)

Xhol (668)

Sall (674)
pBluescriptKs_pimer
Clal (684)
Hindlll (689)

EcoRV (697)
AmpR_promoter EcoRI (701)
1_origin Pstl (711)

Xmal (713)
Smal (715)
BamHI (719)
Spel (725)
pBluescriptSK_primer
Xbal (731)

Notl (738)

Eagl (738)

ORF frame 3

Ampicillin

2961 bp

Sacll (750)

Sacl (759)
T3_promoter
M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer
lac_promoter

Figura 20. Plasmid pBluescript SK (+). Imatge proporcionada per la pagina d’Addgene. El requadre vermell fa
referéncia a les dianes de restriccié que després de la digestiéo amb Sall i Bamhl desapareixen.(Addgene:
Homepage, 2020)

S’ha utilitzat aquest enzim per tal d’observar si el plasmid i el fragment reparador s’han
lligat correctament. Gracies a |’eina virtual Restriccionmapper3, s’ha vist que I’enzim Pstl
talla en 3 posicions diferents el plasmid construit amb la lligacié: 275, 1274 i 2725
(Blaiklock, 2020). El tall en aquestes tres posicions genera 3 fragments diferents: un
fragment va des de la posicié 275-1274 i té una mida de 999 bp( 1 Kb aproximadament),
un altre va de la posicié 1274-2725 amb una mida de 1451bp (1,4 Kb aproximadament)
i el darrer va des de la posicio6 2725-275 amb una mida de 3511 bp(3,5 Kb
aproximadament). A la figura 21 es pot veure que s’ha obtingut la molécula desitjada.
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Un dels clons identificats com a putativament correcte per la digestié amb Pstl es va
portar a sequenciar.

Figura 21. Analisi de 2 clons que, putativament, contenen el ADN reparador. Es van créixer els dos clons,
aillar el plasmid per miniprep i analitzar una aliquota per digestié amb Pst I. Es mostra la imatge del gel
d’agarosa utilitzat en I'analisi.

A més a més, s’ha buscat, utilitzant el buscador del programa PDF, les seqliencies: del
ADN reparador amb les 6 mutacions i del linker entre Zo_1 i mCherry dins de les
seqlienciacions dels respectius plasmids, per tal d’acabar de confirmar-ho. Les dades
presentades a la figura seglient mostren que el plasmid obtingut té la seqiéncia
correcta. (Figura 22)

B s S5 o 1a 7= 0 B
GCTGAAGAAACAGAAGAAAATTATGTCTAAATATACGTATTTGCCCTATAATTGCAAAGBCATTACGGATAGCAGTTTACTG

. - . MUTACIONS
B i B i EA ES B

AACTGTAAATGACATCAACTTCTTTTCTOTCATAGGTGATCGCTAAAACCTGG CAAAACAAGTGTCTTCCC|GG GACCFIAAFIT ESPECIFIQUES
m T L e e e e e L L e e e o e LR e e ey o M
A TEGT’GGAGCAAAC’ETGTT’C’ETCCTTA’TGACCACTTTAGCGGCTCCGGTAGCGGACCGETCGCCACC TGGTGAG

SEQUENCIA DEL LINKER COMENCAMENT

ENTRE LES PROTEINES 20 _ SEQUENCIA mCHERRY

11 mCHERRY

Figura 22. Cromatograma de la seqiienciacié del plasmid pBluescript-Reparador, on s’observa la seqiiéncia amb
les mutacions; requadre negre, la seqiiéncia del linker; requadre verd i I'inic de la seqiiéncia mCherry; requadre
vermell.
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3.3.4 Transfeccio de la linia cel-lular CaCO2 amb els plasmidis pLentiCRISPRv2-
Z0_1ipBluescript-Reparador

Finalment, s’ha dut a terme la transfeccié de les cél-lules Caco2 , perqué expressessin,
sota el control del promotor natural, la ZO-1 etiquetada amb mCherry a I'extrem C-
terminal. La sublinia utilitzada, deriva del nostre laboratori a partir de cel-lules
obtingudes de la Dra. Raquel Martin (Universitat de Barcelona, facultat de farmacia,
ATCC referéncia HTB37), que ja expressa la proteina occludina, fusionada amb la
proteina m-Emerald i mostra una fluorescencia verda a nivell de la membrana.

S’ha pogut observar utilitzant un microscopi de fluorescencia, cél-lules de la linia CaC0O2
vermelles després d’haver estat transfectades amb la barreja del dos plasmids creats en
aquest treball. Es veu que una proporcié de les cél-lules que mostren expressié de m-
Cherry associadaa la membrana, presumiblement com a part de la proteina de fu-
si6 ZO_1-mCherry (Figura 23).

No obstant aix0, a conseqliéncia del Real Decret 463/2020, del 14 de marg, on es de-
clara I'estat d’alarma per a la gestié de la situacid de crisis sanitaria ocasionada per la
COVID-19, aquest apartat ha estat alterat, ja que no s’ha pogut acabar la part experi-
mental d’aquest treball. Per aquest motiu, en un futur per tal de concloure I'experiment,
caldra aillar clons per caracteritzar-los molecularment analitzant per western blot la
preséncia d’una proteina del pes molecular esperat i a més d’amplificar la part del ge-
noma rellevant per a seqiienciar-lo i verificar 'edicid.
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Figura 23. Edici6 del genoma de cél-lules CaCO2. Cél-lules CaCO2 préviament editades al locus de la occludina,
que expressen una occludina etiquetada amb la proteina verda fluorescent mEmerald, van ser co-
transfectades amb els constructes generats en el present TFG, pLentiCrispv2-ZO_1 i pBluescript-Reparador,
incubades en puromycina des de 48 hores després de la transfeccio fins 120 hores després de la transfeccio i
després expandides en abséncia de seleccié durant 15 dies. En aquest moment es van mirar al microscopi de
fluorescéncia. A: camp clar; B: fluorescéncia deguda a m-Emerald; C: fluorescéncia deguda a ZO_1-mCherry.

39



4. Conclusions i Reflexions finals

4.1 Conclusions

1. No hi ha estudis publicats amb la proteina ZO-1 etiquetada, amb mCherry, i
expressada a nivells fisiologics

2. Hem construit un plasmid capag de dirigir la sintesi d’'un RNA guia que portara la
proteina Cas9 a tallar el genoma huma prop del codd stop del gen de Z0-1

3. Hem construit un plasmid amb les seqliéncies codificant per la proteina
fluorescent mCherry flanquejades per bragos d’homologia corresponents al gen
Z0-1

4. Hem transfectat cél-lules CaCO2 amb els elements necessaris per poder
modificar el genoma de cél-lules humanes de manera dirigida per obtenir un gen
Z0-1 modificat. Aquesta modificacié fa que el gen codifiqui una proteina de fusié
Z0O-1mCherry, de facil seguiment i util pe diversos estudis. Dades preliminars
suggereixen fortament que I'experiment ha estat un éxit, pero cal acabar-lo.

4.2 Reflexions finals

Realitzar una fusid entre dues proteines no ha resultat ser tan facil, ja que ha requerit
un estudi previ dels coneixements basics per tal de portar-ho a terme, a més d’'un temps
en el laboratori, que s’ha vist afectat per certs inconvenients com és el cas de |'estat
d’alarma ocasionada pel COVID-19. Tanmateix, s’han aconseguit certs resultats, a més
aquesta experiéncia m’ha ajudat a comprendre d’'una manera més practica, els
coneixements de certes matéries d’aquest grau tals com enginyeria genética molecular
i cultius cel-lulars entre d’altres.

Si valorem els objectius establerts al comencament d’aquest treball, en I'apartat 2,
podrem avaluar si els proposits mencionats s’han pogut portar a terme. El primer
objectiu d’aquest treball era generar un plasmid (plentiCRISPR v2) que codifiques per a
I’endonucleasa Cas9 associada a una guia especifica d'ARN. Aquest objectiu s’ha pogut
portar a terme, gracies a la construccié de la seqliencia que dona especificitat al sgARN
i una posterior lligaci6 amb el plasmid. Com s’ha vits en I'apartat de resultats, més
concretament en I'apartat 3.3.2, la construccié d’aquest fragment ha sigut un éxit, com
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podem observar en els gels, i gracies a la seqlienciacio pel metode de Sanger s’ha pogut
observar que la lligacié del sgARN i el plasmid ha tingut éxit, per tant podem afirmar que
s’ha assolit aquest objectiu.

El segon objectiu d’aquest treball era el de generar un plasmid (pBluescript SK (+)) que
funciones com un donant reparador per I'ADN i tingues la seqliencia de I'etiqueta
(proteina mCherry) flanquejat pels bragos d'homologia i aixi permetre la recombinacié
homologa. Aquest objectiu s’ha portat a terme gracies a la construccié d’'un ADN
reparador, a partir de 3 SOE, i posteriorment lligar-lo al plasmid pBluescript SK (+). Com
s’ha vist en subapartat 3.3.3 de I'apartat de resultats, la construccié d’aquest fragment
ha sigut un éxit, com podem observar en els gels, i gracies a la seqlienciacié pel métode
de Sanger s’ha pogut observar que aquesta lligacié ha tingut éxit, per tant podem
afirmar que aquest objectiu també ha estat assolit.

Finalment, I'Gltim objectiu d’aquest treball era obtenir linies cel-lulars clonals de CaCO2,
amb integracio especifica de I'ADN reparador, expressant la proteina Zona Ocludens 1
etiquetada. Per portar a terme aquest objectiu, primerament s’havien d’assolir els dos
primers objectiu i un cop aconseguits aquests obtenir, a partir d’'una transfeccid, la linia
cel-lular CaCO2 editada. Com s’ha comentat en l'apartat de resultats, 3.3.4 més
concretament, aquest objectiu ha estat alterat a causa de 'estat d’alarma que estem
vivint. Per aquest motiu no podem afirmar que aquest objectiu s’hagi complert, i per
tant tampoc podem al-legar que I'objectiu principal d’aquest treball s’hagi assolit. No
obstant aix0, un cop passat aquest estat d’alarma, m’agradaria continuar amb la
investigacio per tal de complir aquest objectiu principal.
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