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RESUMEN

Los recombindmeros de tipo elastina (ELRs) son una familia de biopolimeros proteicos producidos
mediante técnicas de ADN recombinante, inspirados en la elastina natural y cuyas propiedades
(biocompatibilidad, capacidad de autoensamblado, comportamiento inteligente) han permitido su
aplicacién en distintos campos biomédicos, entre ellos, liberacion dirigida y controlada de
farmacos o agentes génicos, que es en el que se centra el proyecto. Los ELRs pueden formar
micro- o nanoparticulas mediante autoensamblado y de esta manera encapsular farmacos o
formar poliplexos (complejos polimero-ADN) con acidos nucleicos. Su direccionamiento se puede
llevar a cabo mediante fusion recombinante de los ELRs a fragmentos de anticuerpo (conservan el
sitio de unién al antigeno), como scFv, o mediante conjugacion quimica con aptameros (ssSRNA o
ssDNA seleccionados por su union especifica a una diana). Este trabajo se enmarca en el
desarrollo de vectores farmacolégicos para la enfermedad de Chagas y para el cancer de mama,
a partir de las combinaciones ELR/aptamero y ELR/scFv. Respecto a la primera enfermedad, se
sintetiz6 mediante transcripcion in vitro el aptamero 68 (ssRNA), identificado como una molécula
de interaccion especifica con tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. Su caracterizacién mediante
electroforesis en condiciones nativas y desnaturalizantes permitié conocer que el tamafo del
aptamero era el adecuado, asi como su elevada resistencia a la desnaturalizacién en relacion al
control, indicando la formacién de mudltiples interacciones intra-catenarias. Su aplicacion es la
conjugacion quimica a ELRs capaces de encapsular farmacos, para dirigirlos al sitio diana y
mejorar la eficacia de los principios activos disponibles para la enfermedad de Chagas. En
relacion al cancer de mama, el trabajo se encuadra en la investigacién de una terapia génica
dirigida basada en ELRs. En el laboratorio se ha disefiado y clonado el ELR P12VOKXx72, formado
por la fusion recombinante del ELR (VPGKG)x72 al fragmento de anticuerpo scFv(P12), que se
une especificamente a la tenascina-C, una proteina que se sobreexpresa en procesos tumorales.
VOKXx72 se ha combinado previamente con otras moléculas para transportar genes suicidas de
forma dirigida, con prometedores resultados in vitro. En este trabajo se produjo de forma
recombinante el ELR P12VOKXx72, se purific6 mediante cromatografia de afinidad IMAC y su
caracterizacion mediante western-blot y espectrometria de masas MALDI-TOF demostré que una
fraccion del ELR se degradaba a nivel de scFv(P12). Dentro de la misma linea, el ultimo objetivo
consistia en la evaluacibn mediante QCM-D (Quartz Crystal Microbalance with Dissipation
Monitoring) de la interaccion entre la tenascina-C y el aptamero TN-9.4, que se habia detectado
como molécula de unién especifica a esta proteina y cuya aplicacion es la conjugacion quimica
con VOKx72 para la construccion de una alternativa a P12VOKx72. El aptamero se inmovilizé
sobre la superficie del sensor junto a una molécula espaciadora (6-mercapto-1-hexanol, MCH). La
masa y el espesor de la pelicula de tenascina-C formada sobre la capa TN-9.4:MCH, en relacion a

los controles negativos, sugiere que la interaccion es especifica.
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1. ELRs (Elastin-like Recombinamers)

Los recombinameros de tipo elastina son una familia de biopolimeros proteicos inspirados en la
elastina natural y producidos mediante técnicas de ADN recombinante. Su naturaleza
recombinante permite un control estrecho sobre su composicion aminoacidica y propiedades,
ademés de facilitar su produccién a gran escala, o que supone una gran mejora respecto a los
polimeros de tipo elastina sintetizados quimicamente (Elastin-like Polymers) [1].

Su composicion se basa en la repeticion de motivos peptidicos presentes en la tropoelastina,
siendo el pentapéptido VPGXG uno de los mas comunes, donde X designa cualquier aminoécido
excepto L-prolina. La mayoria de sus propiedades derivan de la elastina natural, entre ellas,
biocompatibilidad, capacidad de deformacion reversible, de autoensamblado y comportamiento
inteligente, es decir, capacidad de respuesta a estimulos, siendo la temperatura la variable mas
estudiada. Los ELRs experimentan un fenémeno de transicion inversa con la temperatura (ITT),
gue consiste en que las cadenas poliméricas estan hidratadas, desordenadas y relativamente
extendidas por debajo de una temperatura (temperatura de transicion, Tt), mientras que por
encima de ella las cadenas se pliegan mediante interacciones hidrofébicas formando una
estructura secundaria dinAmica conocida como espiral-p y se asocian entre si, produciéndose un
cambio de fase (Fig 1). Este proceso es reversible y permite su purificacion mediante ciclos de
calentamiento y enfriamiento seguidos de centrifugacion (Inverse Transition Cycling, ITC). Las
propiedades de estos polimeros y la versatilidad en el disefio han permitido su aplicacién en
distintos campos biomédicos, principalmente ingenieria de tejidos, medicina regenerativa y

liberacion de farmacos o agentes génicos, que es en el que se centra el presente trabajo [1].
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Figura 1. Representacion esquematica de la transicion térmica de los ELRs (ITT), de la conformacion
extendida (T<Tt, regiones hidrofébicas rodeadas por estructuras de tipo clatrato formadas por el agua) a la
conformacion plegada de tipo espiral-f3.
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1.2 Liberacién dirigida de farmacos y agentes génicos mediante ELRs, fragmentos de
anticuerpo y aptameros

Los principales objetivos en el campo de la liberacién de farmacos son el direccionamiento a sitios
diana y la liberacién controlada en respuesta a estimulos, para reducir la toxicidad y mejorar el
efecto terapéutico y el perfil de liberacién. Los ELRs son biomateriales con alto potencial en este
ambito gracias a su comportamiento inteligente, entre otras propiedades. Aunque existen
numerosas estrategias de disefio de sistemas de liberacién de farmacos basados en ELRs, se

sefialan las tres mas generales [2].

Una de ellas consiste en la fusion recombinante del ELR a una proteina terapéutica (ELPylation),
lo que facilita la expresion y purificacién de la misma asi como su farmacocinética, por ejemplo,
aumentando la vida media en circulacion. La segunda clase de construccion se basa en la
conjugacion quimica entre el ELR y el farmaco que, por lo tanto, no tiene por qué ser proteico. Los
grupos reactivos de las cadenas laterales de los aminoacidos se modifican para la introduccién de
un sitio de unién al farmaco que pueda romperse en respuesta a estimulos concretos, permitiendo

la liberacién en el sitio adecuado y mejorando sus propiedades farmacocinéticas [3].

La ultima estrategia se fundamenta en la encapsulacion del farmaco mediante formacion de micro-
0 nanoparticulas por autoensamblado de los ELRs. Este puede inducirse por el propio disefio del
ELR, la conjugacion a un farmaco, la adicion de moléculas cargadas o mediante un estimulo
externo como la temperatura. Por ejemplo, las interacciones electrostaticas entre acidos nucleicos
y ELRs catiénicos conducen a su autoensamblado y a la formacién de complejos polimero-ADN
(poliplexos), lo que permite su aplicacion como vectores no virales en terapia génica [3]. Este tipo
de carriers tienen las ventajas, respecto a los vectores virales, de que no son inmunogénicos,
favorecen la produccién a gran escala y no presentan limitaciones en el tamafio del ADN
transportado ni posibilidad de recombinacién con virus, aunque exhiben una eficiencia de
transfeccibon méas baja. Ademas, dentro de los vectores no virales los polimeros catidnicos
destacan por su habilidad para condensar el ADN, lo que aumenta la estabilidad de los poliplexos
asi como la interaccion con la membrana plasmatica, que es uno de los pasos limitantes de la
transfeccion [4]. Estudios in vitro con ELRs como vectores no virales han mostrado resultados
prometedores y ausencia de toxicidad [4, 5], a diferencia de otros polimeros catiénicos

ampliamente utilizados para la construccion de poliplexos, como polietilenimina [5].

El direccionamiento de los sistemas de liberacion de farmacos basados en ELRs se puede llevar a
cabo mediante conjugacién con aptameros [5] o fusiébn recombinante a fragmentos de anticuerpo
[6]. Estos ultimos conservan el sitio de uniéon al antigeno y parte o nada de la regién constante e
incluyen, de forma general, los fragmentos Fab (antigen-binding fragment), scFv (single-chain

variable fragment) y sus variantes. Los primeros estan formados por el dominio variable y un
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dominio de la region constante de ambas cadenas, unidas por un puente disulfuro, mientras que
los segundos estén constituidos por las regiones variables de las cadenas pesada y ligera,
conectadas mediante un péptido. Su seleccion se realiza mediante phage display, a partir de una
libreria de fagos cuyas particulas de superficie estan fusionadas de forma recombinante a
fragmentos de anticuerpo. Esta libreria se somete a rondas iterativas de seleccion (panning) frente
al antigeno de interés [7, 8]. Las principales diferencias respecto a los anticuerpos son: mayor
penetracion en los tejidos diana por su pequefio tamafio y, debido a la ausencia del dominio
constante (Fc), menor estabilidad y disminucién de la vida media en circulacién, que es elevada

en el caso de los anticuerpos y puede implicar una mayor toxicidad limitante de la dosis [9, 10].

Los aptameros son &cidos nucleicos de cadena sencilla (ssSDNA, ssRNA) seleccionados para su
union especifica a una diana. Son capaces de formar estructuras tridimensionales complejas
mediante enlaces no covalentes e interaccionar con una diana con afinidad y especificidad
comparables o superiores a los anticuerpos. Son mas pequefios que los fragmentos scFv (8-15
kDa) y ofrecen las ventajas, respecto a los anticuerpos, de poseer una estructura flexible que
permite el reconocimiento de regiones inaccesibles para los anticuerpos, su produccion vy
modificacion son mas sencillas, poseen elevada estabilidad y no son inmunogénicos. Su seleccién
se realiza mediante un procedimiento conocido como SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) a partir de una libreria de secuencias. Estas se someten a rondas
iterativas de interaccion con moléculas purificadas, células e incluso animales vivos para
incrementar la poblaciéon con alta afinidad por la diana, hasta que se convierte en el pool
dominante [11]. A continuacion se presentan dos enfermedades para las que se pretenden

desarrollar terapias dirigidas basadas en ELRs, aptameros y fragmentos de anticuerpo.

1.2.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una enfermedad crénica abandonada, la principal causa de muerte
en América Latina dentro de las enfermedades causadas por parasitos y la principal causa de
cardiomiopatia infecciosa en el mundo [12]. Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la
enfermedad en humanos, que en su forma infectiva de tripomastigote accede al torrente
sanguineo e invade diversos tipos celulares, donde se transforma en amastigotes capaces de
proliferar en el citoplasma y eventualmente rediferenciarse en tripomastigotes, que destruyen la
célula y vuelven a la circulacion para invadir otros tejidos u otros individuos a través del insecto
vector (Triatoma infestans). El dafio en los tejidos resulta tanto de la accion del parasito como del
proceso inflamatorio que desencadena. Tras la fase aguda, asintomatica en la mayoria de
pacientes, se desencadena una fase cronica en la que el sistema inmune limita la proliferacién del
parasito pero es incapaz de erradicar la enfermedad y en la que tan solo el 30-40% desarrolla los

sintomas asociados (cardiomiopatias y patologias del tracto digestivo). Unicamente hay dos
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farmacos disponibles (benznidazol y nifurtimox), no aprobados por la FDA y contraindicados en
embarazadas, solo eficaces en la fase aguda y especialmente téxicos en adultos en la fase
cronica, sobre todo nifurtimox. En la busqueda de tratamientos alternativos, se esta apostando por
el desarrollo de vectores farmacoldgicos que alteren las caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodindmicas de los principios activos existentes y disminuyan la toxicidad, en lugar de
centrarse en la estrategia a largo plazo de screening y optimizacion de principios activos nuevos,
aungue los estudios realizados hasta ahora son escasos [13]. Los tripomastigotes en circulacion y

los amastigotes intracelulares son las dos dianas potenciales [14].

Mediante SELEX se ha identificado un aptdmero de ARN (aptamero 68) resistente a nucleasas,
gue se une especificamente y con elevada afinidad (Kd 7.62 nM) a la forma de tripomastigote del
parasito, aunque se desconoce la molécula diana. Aunque el objetivo era fusionar los aptameros a
bolas paramagnéticas para concentrar los parasitos en sangre y mejorar el diagndstico mediante
PCR, esta molécula podria tener aplicacion en terapias dirigidas [15]. Se podria conjugar a ELRs
capaces de encapsular farmacos, para dirigirlos a los tripomastigotes en sangre y asi mejorar la

eficacia de los principios activos disponibles para la enfermedad de Chagas (Fig 2).

Aptamero 68

Farmaco ke /
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Figura 2. Esquema del mecanismo de accién de las nanoparticulas formadas por ELRs conjugados al
aptdmero 68. El aptamero dirige las nanoparticulas a las células en circulacion de Trypanosoma cruzi
(tripomastigotes), mejorando la eficacia del farmaco al liberarse en el sitio diana.

1.2.2 Terapia génica en cancer de mama

El cancer de mama es la principal enfermedad diagnosticada en mujeres en la sociedad
occidental, siendo 246660 los nuevos casos de cancer detectados en la poblacion femenina en
USA durante 2016 [16]. A pesar de la disponibilidad de tratamientos para cancer de mama
avanzado (cirujia, quimioterapia, radiacion, terapia con Trastuzumab), todos ellos mejoran el
bienestar pero no el ratio de cura. En la biusqueda de alternativas, la terapia génica mediante
siRNA, genes toxicos 0 genes pro-apoptéticos, entre otros, ha surgido como una de las
estrategias mas prometedoras para el tratamiento del cancer. Ademas, su combinacion con radio

0 quimioterapia ha mostrado resultados excelentes [5].

En el laboratorio se ha disefiado un ELR cationico, rico en lisinas, formado por 72 repeticiones del

pentapéptido VPGKG y se ha conjugado quimicamente con un aptamero dirigido especificamente
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a MUC1, una glicoproteina de membrana que se sobreexpresa en tumores epiteliales, como
cancer de mama primario y metastatico, y que es un marcador de mal pronostico. Este ELR
(VOKXx72) se ha utilizado para formar poliplexos con el gen suicida PAP-S, codificante de una RIP
(proteina inactivadora del ribosoma) de tipo | (Fig 3a), y debido a los prometedores resultados
obtenidos in vitro actualmente contindia su investigacion [5]. En concreto, se esta estudiando su
combinacion con moléculas de interaccion especifica con la tenascina-C, que es una glicoproteina
de la matriz extracelular (estroma) que se sobreexpresa en la mayoria de tumores sélidos
malignos, entre ellos cancer de mama, y que se correlaciona con un mal pronéstico [17]. Las
moléculas diana que se expresan en la matriz extracelular ofrecen las ventajas, respecto a las de
la superficie celular, de que son mas abundantes y estables, su perfil de liberacién a la circulacién
(shedding) es bajo y son mas accesibles a las moléculas procedentes de la circulacion sanguinea,

como anticuerpos [18].
1.2.2.1 Tenascina-C como marcador tumoral: scFv(P12) y aptamero TN-9.4

La tenascina-C se expresa durante el desarrollo fetal y de forma restringida en tejidos adultos,
salvo en algunas condiciones patolégicas en las que se produce su sobreexpresion, no solo en
procesos tumorales como se ha mencionado anteriormente, sino también inflamaciéon y
cicatrizacion de heridas [17]. Esta proteina promueve la migracién celular y la angiogénesis, inhibe
el contacto focal celular y en algunos casos actla como factor de supervivencia celular, en

definitiva, favorece la invasividad y metéstasis tumorales [19].

Respecto a su estructura, es una proteina de gran tamafio (= 300 kDa) que forma hexameros [17]
mediante interacciones hidrofébicas y puentes disulfuro entre los dominios de asociacion de las
subunidades del extremo N-terminal (dominios TA) [20]. Ademas de este dominio, cada subunidad
se compone de 14.5 repeticiones de tipo factor de crecimiento epidérmico, un nimero variable de
repeticiones de tipo fibronectina Il (FNIII) y el dominio de tipo fibrinbgeno en el extremo C-
terminal. Se pueden generar mdltiples isoformas mediante splicing alternativo de nueve
repeticiones FNIII, entre las repeticiones conservadas 5y 6 [19]. Se distingue entre isoforma larga
y corta en funcion de si incluye todos los dominios de splicing o no, siendo la primera la que
exhibe un patrén de expresion mas restringido en tejidos adultos [18]. Numerosos estudios han
demostrado que los distintos dominios desempefian funciones especificas y que la funcion

biologica de la proteina también depende del patrén de splicing [19].

Entre los fragmentos de anticuerpo anti-Tenascina-C desarrollados se encuentra scFv(P12), que
se une especificamente al dominio D de la isoforma larga de la proteina y cuya biodistribucion se
ha evaluado en un modelo murino de glioblastoma [18]. En el laboratorio, se ha fusionado de
forma recombinante a VOKx72 en el extremo N-terminal para la construccién de un vector no viral

(P12VOKXx72) alternativo al mencionado en el apartado anterior. En este caso, contiene una cola
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de polihistidina en el extremo C-terminal (Fig 3b) para su purificacion mediante cromatografia de
afinidad por inmovilizacion de metales (IMAC), ya que la fusion de la proteina al ELR interfiere con
la purificacion mediante el método habitual ITC (Inverse Transition Cycling).

MUC1
PDNA

ELR '“*gi;
Aptamer L ol o
Y S o I

AT )J Toxin
T/ expression Dead breast
~
MCE.T tumor cells

POLYPLEX

Figura 3. Terapia génica dirigida en cancer de mama basada en ELRs. a) Esquema del mecanismo de
accion de los poliplexos formados por ELRs conjugados al aptamero de unién especifica a MUC1 y por un
gen suicida. El aptdmero dirige los poliplexos a las células tumorales que sobreexpresan esta proteina,
permitiendo la muerte selectiva de estas células mediante expresién del gen suicida. b) Estructura del ELR
P12VOKXx72. P12 (scFv anti-Tenascina-C en el extremo N-terminal para direccionamiento del poliplexo),
(VPGKG)7, (ELR cationico formado por 72 repeticiones del pentapéptido VPGKG, capaz de formar
poliplexos), His6tag (cola de polihistidina en el extremo C-terminal para la purificacién del constructo
mediante cromatografia de afinidad IMAC).

Respecto a los aptdmeros de unién especifica a tenascina-C se ha identificado TTAL1 (13kDa,
39nt), que presenta una elevada afinidad (Kd 5 x 10”° M) por el dominio de tipo fibrindgeno y que
ha mostrado una penetracion rapida y retencion duradera en xenotumores humanos. Este
aptamero se ha obtenido mediante SELEX a partir de una libreria de ssRNAs estabilizados frente
a nucleasas y tras modificaciones quimicas adicionales para minimizar el tamafio y mejorar mas
su estabilidad frente a nucleasas. En este trabajo se pretende evaluar la interaccion entre la
tenascina-C y el aptamero precursor de TTAL1 (TN-9.4: 17kDa, 55nt) mediante QCM-D (Quartz
Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring), con el propdésito de conjugarlo con VOKx72. En
lugar de TTAL se eligi6 su precursor (TN-9.4) porque tenia menos modificaciones quimicas, lo que

reducia el coste de obtencion [9, 21].

2. QCM-D (Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring)

QCM-D es una técnica acustica, nanométrica, que permite el analisis en tiempo real y sin marcaje
de fendmenos de superficie, como interacciones moleculares o reacciones. Se basa en la
oscilacion de un cristal de cuarzo piezoeléctrico a frecuencias especificas (fundamental y
armonicos), mediante la aplicacion de pulsos eléctricos, y permite la medida en tiempo real no
sélo de la Frecuencia de Resonancia (f) sino también de la Disipacion (D) de la energia, lo que le
diferencia de la técnica convencional (QCM). El acoplamiento de sustancias a la superficie del
sensor, que implica un aumento de masa, se traduce en una disminucion de la frecuencia de

resonancia. Los cambios en la frecuencia se relacionan con los cambios en la masa total mediante



Introduccién

la ecuacion de Sauerbrey (Am = -CAf), donde C=17.7ng/Hz cm? es la constante de sensibilidad de
masa. Sin embargo, esta relacion sélo es valida si la capa formada sobre la superficie del sensor
es rigida, fina y homogénea. El factor de disipacion se define como la energia disipada por ciclo
de oscilacién dividida por la energia total almacenada en el oscilador y proporciona informacion
sobre las propiedades viscoelasticas de la nanocapa formada sobre el sensor. Las sustancias que
forman peliculas de caracter viscoso, por ejemplo aquellas con alto contenido en agua, se
deforman durante la oscilacién produciendo una disipacion elevada, sucediendo lo contrario con
las peliculas rigidas. Por lo tanto, este factor permite determinar cuando no se puede aplicar la
ecuacion de Sauerbrey asi como realizar un modelado viscoelastico, en su lugar, para conocer las

propiedades y la masa depositada, que incluye la masa de solvente [22, 23].

Esta es la principal diferencia respecto a la técnica SPR (Surface Plasmon Resonance), que no
incluye la masa de solvente asociada a las biomoléculas depositadas debido a que la estimacién
se realiza en base a la variacién en el indice de refraccion entre las biomoléculas adsorbidas y el
agua desplazada tras su adsorcién. En definitiva, QCM-D es mas sensible para peliculas con alto
contenido en agua, mientras que SPR lo es mas para peliculas compactas y densas y hasta un
limite de espesor. Ademas, QCM-D proporciona una informacién mas detallada porque permite
identificar diferencias estructurales entre distintas moléculas o cambios estructurales dentro del
mismo tipo de molécula [24]. Por ejemplo, se ha descrito un cambio conformacional de un
aptamero tras la unién a L-tirosinamida [22] o se ha evaluado la interaccion entre un aptamero de

unién a PSA (prostate-specific antigen) y esta proteina [25].
3. Objetivos

Debido a la necesidad del desarrollo de terapias dirigidas en enfermedades con alta incidencia,
como el cancer de mama o la enfermedad de Chagas y en base al potencial de las combinaciones
ELR/anticuerpo y ELR/aptamero como sistemas de liberacion dirigida de farmacos, se plantean
los siguientes objetivos:

1 - Sintesis mediante transcripcidon in vitro y caracterizacion del aptamero 68 (ssRNA), dirigido
especificamente frente a Trypanosoma cruzi. Su aplicacion es la conjugaciéon a ELRs que
encapsulen farmacos, para dirigirlos a las células del parasito y asi mejorar la eficacia de los
principios activos disponibles para la enfermedad de Chagas.

2 - Produccion recombinante y caracterizacion del ELR P12VOKx72, disefiado como posible
vector no viral de terapia génica dirigida al cancer de mama, gracias a la especificidad de unién de
scFv(P12) a la tenascina-C.

3 - Dentro de la linea anterior, evaluacion de la interaccion entre tenascina-C y el aptdmero TN-9.4
mediante QCM-D, con aplicacién en la conjugacion con VOKx72 para la construccion de una
alternativa a P12VOKXx72.
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1. Medios de cultivo

Se elaboraron medios LB (Luria-Bertani) y TB (Terrific Broth) autoinducible (Tabla 1), este ultimo
para la expresion recombinante del ELR. Tras esterilizar a 120°C, los medios soélidos se enfriaron
a 60°C antes de la adicibn de ampicilina. Las soluciones de glucosa (Sigma-Aldrich) y de
ampicilina se prepararon en agua ultrapura (Millipore) al 20% y al 10% (w/v), respectivamente, se

disolvieron a 60°C y se filtraron con filtros de 0.22um (Merck Millipore).

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo.

Medio sélido Medio liquido
TB (Formedium) - 55.85 g/L
LB (Pronadisa) 25 g/L
Agar (Fluka) 15 g/L -
Ampicilina (Apollo Scientific) 0.01% (w/v) -

2. Sintesis, purificacién y caracterizacion del aptamero 68

La produccién del aptdmero 68 (Apt68) (ssSRNA) se realizé6 mediante transcripcion in vitro en lugar
sintetizarlo quimicamente debido a su longitud (122nt). Se disefi6 un ADN que constaba de la
region codificante precedida por el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 y de los sitios de
restriccion para BamHI y Acc65l en los extremos 5 y 3’, respectivamente. EI ADN molde se
insertdé en el plasmido pNZY29 para su amplificacion, siendo el constructo pNZY29-Apt68

proporcionado por Nzytech. El plasmido contiene un gen de resistencia a ampicilina.

2.1 Amplificacion del plasmido pNZY29-Apt68

Se transformaron células competentes de subclonaje XL1-Blue (Stratagene) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Posteriormente, las bacterias se cultivaron en 180ul de medio
SOC (Sigma-Aldrich) precalentado a 37°C, en condiciones aerobias, durante 30 minutos, a 37°C y
a 250rpm. Se sembraron 20ul en placas de LB con ampicilina y se incubaron a 37°C durante 16
horas. Transcurrido este tiempo, se picaron dos colonias transformadas y se cultivaron en 5ml de
medio LB con 0.01% (w/v) de ampicilina, a 37°C y a 250rpm. A las 8 horas de crecimiento, se
inocularon 500ul del cultivo en 250ml de LB con ampicilina al 0.01% y se incub6 en las

condiciones anteriores durante 16 horas.

2.2 Purificacién del constructo pNZY29-Apt68 y digestiones enzimaticas

El aislamiento del pldsmido de E.coli se llevo a cabo empleando el kit QIAGEN Plasmid Maxi,

siguiendo el protocolo del mismo, aplicando un volumen de disolucion de 600ul. La concentracion
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y pureza del ADN se determinaron mediante medida de la absorbancia a 260nm en el Nanodrop
2000C (ThermoFisher Scientific). El constructo se analizd6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (w/v).

Se adoptaron dos estrategias de digestion del plasmido para obtener un ADN molde lineal para la
transcripcion. Una de ellas consistia en linealizarlo con la enzima de restriccion Acc65l FastDigest
y la otra en la liberacién del inserto mediante digestién doble con Acc65l y BamHI FastDigest
(ThermoFisher Scientific). Antes de realizar las digestiones preparativas del constructo se hicieron
digestiones analiticas (a pequefia escala) para comprobar que el tamafio del plasmido y del
inserto eran los adecuados y optimizar las condiciones de reaccion. Las reacciones se incubaron a
37°C, durante 15 minutos las analiticas y durante 16 horas las preparativas. Las enzimas se
inactivaron segun las instrucciones del fabricante. El analisis se realiz6 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% y al 2%, en el caso de la digestién doble. La tabla 2 recoge la composicion

de las digestiones enzimaticas.

El plasmido linearizado con Acc65l se purific a partir de una electroforesis en gel de agarosa al
1.2%, utilizando el kit de extraccion PureLink™ Quick Gel Extraction (ThermoFisher Scientific). El
ADN digerido con Acc651 y BamHI se purific siguiendo el protocolo correspondiente a PCR del kit
PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo (ThermoFisher Scientific).

Tabla 2. Composicién de las reacciones de digestion enzimatica.

Digestion Digestién
analitica preparativa
Milli-Q - -
10x FastDigest Buffer (ThermoFisher Scientific) 2 ul 10 ul
pNZY29-Apt68 200 ng 20 ug
Enzima 0.5 pl 2yl
Volumen final 20 ul 100 pl

2.3 Transcripcién in vitro

El kit empleado para la sintesis del aptamero fue DuraScribe® T7 Transcription Kit (Epicentre), que
permite la produccién de ARN resistente a RNasa A mediante sustitucion de los ribonucledétidos
CTP y UTP por sus formas fluoradas. Como control positivo se usé la muestra de ADN incluida en
el kit. Se siguid el protocolo descrito en el mismo, con la diferencia de que se incorporé en la
reaccion 8-azido-ATP (Jena Bioscience) en un ratio 1/10 respecto al ATP no modificado [15],
manteniéndose la concentracion total de ATP recomendada. El ATP modificado se requeria para
la posterior conjugacion del aptamero a un ELR. El tiempo de incubacion fueron 6 horas. Tras la

degradaciéon del ADN molde con DNasal, los transcritos se diluyeron en agua ultrapura libre de
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nucleasas hasta un volumen final de 50ul, para su purificacion mediante cromatografia de
filtracion en gel. Se utilizaron columnas Sephadex G-50 (Roche) y se hicieron varias eluciones
adicionales en 20yl de agua ultrapura. La concentracion y pureza del ARN se determinaron
mediante medida de la absorbancia a 260nm. Cada etapa del proceso se analizO mediante
electroforesis en gel de agarosa y en gel de poliacrilamida, normalizando el volumen de carga.

2.4 Electroforesis de acidos nucleicos
2.4.1 Electroforesis de ADN

La agarosa (Seakem, Cambrex) se disolvié en TAE1x (Tris (Sigma-Aldrich) 40mM, &cido acético
(Merck) 0.11% (v/v), EDTA (Sigma-Aldrich) 1mM, pH 8) calentando en el microondas. Se utilizo el
marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific). La composicion del buffer de carga
era la siguiente: glicerol 30% (v/v), SDS (Sigma-Aldrich) 0.1% (w/v), azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich) 0.05% (wi/v), Tris 50mM pH 8, EDTA 0.05mM. La electroforesis se efectud bajo un campo
eléctrico de 90V y durante 1 hora, en el caso de geles analiticos y de 60V, durante 2 horas, en el
caso de geles preparativos. Los perfiles de bandas se visualizaron y fotografiaron empleando el

equipo Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

2.4.2 Electroforesis de ARN

La metodologia para el analisis del aptamero mediante electroforesis se tuvo que poner a punto,
ya que no se habia trabajado previamente con ARN en el laboratorio. La separacion
electroforética se efectud tanto en gel de agarosa como en gel de poliacrilamida y en condiciones
desnaturalizantes, ya que la formacién de estructuras secundarias impide una estimacién precisa
del tamafio de los fragmentos de ARN [26]. En ambos casos se utilizé el marcador RiboRuler Low
Range RNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

Los geles de agarosa se prepararon al 2% (w/v) con lejia al 0.03% (w/v), afiadiéndola en el gel
justo antes de verterlo sobre el formador. La lejia favorece la integridad del ARN mediante
desnaturalizaciéon de las RNasas [27]. Se emple6 el buffer TAE1x y las muestras se
desnaturalizaron previamente en presencia de formamida [26], mezclandolas con el buffer de
carga 2x RNA loading dye (ThermoFisher Scientific). Las condiciones de electroforesis y la tincion
y visualizacion de las bandas fueron las mismas que las del apartado anterior. Los geles de
poliacrilamida se prepararon al 5% con urea 7M y las muestras también se desnaturalizaron
previamente mezclandolas con el buffer de carga 2x RNA loading dye. Se siguié el protocolo
recomendado por el fabricante (Tabla 3). Se empled el sistema vertical miniVE (Hoefer,

Amersham Pharmacia Biotech) y se fijo un voltaje de 90V y un tiempo de 90 minutos. La tincion y
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visualizacién de las bandas se realizé de la misma forma que en el apartado anterior, con la

diferencia de que el gel se bafié previamente en TBE1x durante 15 minutos para eliminar la urea.

Tabla 3. Composicion del gel de poliacrilamida en presencia de urea.

Milli-Q
TBE1x (Tris 90mM, acido bérico (Sigma-Aldrich) 90mM, EDTA 2mM)
Acrilamida 38% / Bis-acrilamida 2% (Amresco) 5% (w/v)
Urea (Fisher Scientific) 7M
Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich) 0.1% (w/v)
TEMED (Sigma-Aldrich) 0.05% (w/v)

3. Biosintesis, purificacién y caracterizacion del ELR P12VOKx72

El disefio y la clonacion del ELR habian sido realizados previamente en el laboratorio. A
continuacion se presenta el proceso llevado a cabo tras la transformacion de la cepa BLR (DE3)
(Novagen) con el plasmido de expresion p7 (derivado del pET25b de Novagen) ligado al inserto

codificante del polimero. Este vector contiene un gen de resistencia a ampicilina.

3.1 Screening de colonias

La colonia productora se seleccioné mediante andlisis de la expresion del polimero en SDS-
PAGE. Se picaron 8 colonias y se cultivaron en 5ml de medio TB con ampicilina al 0.01% y
glucosa al 1% (w/v), durante 16 horas, a 37°C y a 250rpm. Las muestras de electroforesis se
prepararon de la siguiente forma: centrifugacién de 1ml del cultivo durante 30 segundos y a 11000
rpm, resuspension del pellet en 1ml de milli-Q, centrifugacion en las condiciones anteriores y

resuspension en 100ul de milli-Q.

3.2 Expresion recombinante y lisis bacteriana

La expresion de P12VOKx72 se realizé en un biorreactor (Applikon Biotechnology) con 14L de
medio de autoinduccién TB con 0.8% (v/v) de glicerol y 0.005% de ampicilina. El in6culo se
prepar6 en LB con ampicilina al 0.01% y glucosa al 1%. En primer lugar, se cultivé la colonia
seleccionada en 5ml de LB, durante 16 horas, a 37°C y a 250rpm. A continuacion, se puso a
crecer 1ml del pre-in6culo en 30ml de LB, durante 3 horas y en las mismas condiciones y
finalmente, se afadio en el fermentador en 1L de LB. El crecimiento se produjo durante 19 horas,
a 37°C, 499rpm, 21% de oxigeno y pH 7. El control del nivel de oxigeno y del pH se llevaba a
cabo mediante un electrodo y para mantenerlo se afiadieron HClI y NH,OH (Merck) al 37% y 28%,
respectivamente. Como control de la produccion se cultivd 1ml del in6culo en 5ml de TB con

ampicilina al 0.01%, en las mismas condiciones. Transcurridas 18 horas, se midié la absorbancia
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del cultivo a 600nm (UV-Visible Varian Cary 50, Agilent Technologies) hasta su estabilizacion,
para detener la produccion en la fase estacionaria. Posteriormente, se hicieron tres lavados con
TBS (Tris 20mM pH 8, NaCl 140mM) mediante centrifugacion a 3500rpm, durante 10 minutos y a
4°C, temperatura a la que se detienen el crecimiento y metabolismo bacterianos. El pellet se
resuspendié en buffer de sonicacion TE (Tris 20mM pH 8, EDTA 1mM, PMSF 1mM), en un
volumen (V+g) determinado por la siguiente formula: Vyg (Ml) =5 - Veurivo (L) - DOgoo. La suspension
celular se mantuvo a 4°C y se afiadio el inhibidor de proteasas PMSF (Apollo Scientific) a una

concentracion final de 10ug/ml.

La lisis bacteriana se llevd a cabo mediante rotura por presién en el equipo Constant Cell
Disruption System (Model TS 0.75KW, Constant System), debido a que el polimero forma cuerpos
de inclusién. La preparacion de las muestras para analisis en SDS-PAGE se realiz6 centrifugando
durante 45 segundos y a 13400rpm, resuspendiendo el pellet en 1ml de milli-Q, centrifugando de
nuevo en las mismas condiciones y resuspendiendo en milli-Q. El volumen de carga se normalizé

en funcion de la absorbancia a 600nm.
3.3 Purificacion mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC)

La purificacion comenz6 con la centrifugacién del lisado bacteriano a 12000rpm, durante 1.5hy a
4°C, para la separacion de las fracciones soluble e insoluble. El pellet y el sobrenadante se
analizaron mediante SDS-PAGE. El sobrenadante de ultrasonidos se prepard segun se indica en
el apartado 3.4, mientras que el pellet se lavé previamente resuspendiendo en 1ml de milli-Q y

centrifugando 45 segundos y a 13400rpm y se resuspendié en 100ul de milli-Q.

El proceso continué con la purificacion mediante cromatografia de afinidad IMAC, un método
ampliamente utilizado para la purificacién de proteinas recombinantes con cola de polihistidina.
Este se basa en la formacion de enlaces de coordinacion entre un metal de transiciéon y el anillo de
imidazol de la histidina, que es el aminoacido con el que establece la interacciébn mas fuerte [28].
En este caso se inmovilizd niquel mediante una resina de &cido nitrilotriacético (NTA,
ThermoFisher Scientific). Se aplicé un flujo aproximado de 50ul/s, proporcionado por la bomba
Pharmacia LKB Pump P-1, y la purificacion se produjo en condiciones desnaturalizantes, en
presencia de sales de guanidina. El extracto crudo se preparé mezclando 100ml de sobrenadante
de ultrasonidos con 100ml de buffer de equilibrado (PBS 1x (Gibco), 10mM imidazol (Fisher
Scientific), 3M guanidina-HCI (Sigma-Aldrich), pH 7.4) y centrifugando durante 10 minutos y a
15000xg. El resto del protocolo, incluida la regeneracién de la matriz, fue el indicado por el
fabricante. Se recogieron fracciones de 10ml que se analizaron mediante SDS-PAGE. Las
fracciones que contenian polimero se dializaron en 25L de milli-Q para eliminar las sales de

guanidina. Se hicieron 5 cambios cada 9 y 16 horas alternativamente, de manera que la
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concentracion final de sales fuera del orden de picomoles. El ELR dializado se congel6 a -80°C, se
liofilizo y se conservo a -20°C. Para su andlisis, el polimero liofilizado se disolvié en milli-Q a una

concentracion de 1mg/ml.

3.4 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl-sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Las muestras se prepararon en buffer de carga 5x (Tris-HCI 312.5mM pH 6.5, SDS 10% (w/v),
glicerol 50% (v/v), B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) 25% (v/v), azul de bromofenol 0.00625%
(v/v)) hirviendo durante 5 minutos y centrifugando a 13400rpm. El porcentaje de acrilamida (%T)
de los geles era del 12.5% (Tabla 4). Se us6 el marcador Pierce™ Unstained Protein MW Marker
(ThermoFisher Scientific). La electroforesis se efectué en el sistema vertical miniVE, fijando el
amperaje a 25mA/gel. El gel se tifid sumergiéndolo en la siguiente solucion: Coomassie Brilliant-
blue R-250 (Sigma-Aldrich) 0.125% (w/v), metanol (Merck) 40% y acido acético 10% (v/v). Tras 2

horas de incubacién, las bandas se visualizaron destifiendo con agua destilada.

Tabla 4. Composicion de los geles resolving y stacking y del buffer de electroforesis.

Resolving Stacking Buffer
Acrilamida 37.5% / Bis- o o
acrilamida 1% (Amresco) 12.5% (wh) 4% (wiv) i
Tris-HCI pH 8.8 375 mM - -
Tris-HCI pH 6.8 - 125 mM -
Tris-base pH 8.3 - - 25 mM

SDS 10%

0.1% (w/v)

0.1% (w/v)

0.1% (w/v)

PSA 10%

0.05% (w/v)

0.05% (w/v)

TEMED

0.05% (w/v)

0.08% (w/v)

Glicina (Sigma-Aldrich) - - 192 mM

3.5 Caracterizacion de P12VOKx72
3.5.1 Western-blotting

Las condiciones de SDS-PAGE son las descritas en el apartado anterior, con la diferencia de que
se empled el marcador PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). Se
utilizdé una membrana de PVDF (Amersham Hybond 0.45um) y se siguié el protocolo
recomendado por el fabricante (Amersham Biosciences), realizando el bloqueo a temperatura
ambiente y la incubacion con el anticuerpo primario a 4°C. La solucion de blogueo fue BSA (Acros
Organics) al 5% (w/v) en PBS1x. Se utilizaron el anticuerpo primario anti-6x His-tag (Abcam), que
se diluydo en BSA al 5% en PBST 0.1%, y el anticuerpo secundario Goat Anti-Mouse HRP
(Abcam), que se diluy6 en PBST 0.1%, en ambos casos siguiendo las indicaciones del proveedor.
La deteccion del anticuerpo secundario se produjo mediante una reaccién redox colorimétrica

catalizada por la peroxidasa de rabano (HRP), que consiste en la transferencia de electrones del
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DAB (3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorhidrico) al peréxido de hidrogeno, lo que da lugar a un

producto insoluble de color marrén. Se utilizé el kit de ThermoFisher Scientific.
3.5.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

El peso molecular del ELR se determindé mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker
Autoflex) en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid.

4. Andlisis de lainteraccion entre tenascina-C y TN-9.4 mediante QCM-D (Quartz Crystal
Microbalance with Dissipation Monitoring)

En este caso también se tuvo que poner a punto la metodologia debido a la reciente incorporacion
de la técnica en el laboratorio. El aptdmero TN-9.4 (Metabion) [21] estaba modificado en el
extremo 5’ con un grupo tiol-C3 para su inmovilizacion en el sensor mediante formacién de un
enlace covalente con el oro. Las medidas se realizaron en el aparato Q-sense E1 (Biolin Scientific)
y se utilizaron sensores de cuarzo recubiertos de oro (da, = 100nm) (QSX301, Biolin Scientific),
con una frecuencia fundamental de 4.95 MHz. La superficie se limpié sumergiendo el sensor en
solucion pirafia (70% (v/v) H,SO,4, 30% (v/v) H,0,) durante 1 hora y aclarando alternativamente
con agua Yy acetona [23]. Todos los procesos se monitorizaron, siendo la temperatura y el flujo de
operacién 23°C y 20ul/min, respectivamente. El buffer empleado durante todo el procedimiento fue
PBS1x. El sensor se funcionalizé con una mezcla 1:100 (moles) aptamero:6-mercapto-1-hexanol
(MCH, Sigma-Aldrich) en PBS1x y de concentracion 100uM, segun han descrito previamente
Formisano et al. [25]. Esta molécula espaciadora (MCH) se incluyé para aumentar la
homogeneidad de la capa generada y para minimizar la interaccion inespecifica de los nucleotidos

con el oro, es decir, favorecer la orientacion vertical de los aptameros [25].

Tras la formacién de una pelicula estable, se midieron los cambios en la frecuencia y en la
disipacion producidos por la interaccién con tenascina-C (34nM, 280-300kDa) (Human Tenascin-C
Purified Protein, Merck Millipore). Como controles negativos se evalu6 el efecto del BSA (Bovine
Serum Albumin) (150nM, = 66kDa) sobre el sensor funcionalizado con el aptamero y el de la
tenascina-C (34nM) sobre la superficie desnuda. Las concentraciones proteicas se fundamentan
en la bibliografia [29] y las concentraciones de BSA y de tenascina-C siguen una relacion inversa
con el peso molecular para que la masa afiadida de cada proteina sea la misma y asi poder
comparar las medidas de la masa depositada [23]. Todos los experimentos se hicieron por
triplicado, a excepcién de los controles negativos. El andlisis de los resultados se realiz6 con el
software Dfind, considerando los armoénicos tercero, quinto y séptimo (n = 3, 5, 7). Se descarto la
frecuencia fundamental debido a que es mas inestable y se ignoraron armonicos superiores

porque su area de sensibilidad es inferior [23].
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1. Sintesis, purificacion y caracterizacion del aptdmero 68: aplicacién en el desarrollo de un

vector farmacologico dirigido frente a Trypanosoma cruzi

El aptdmero 68 (ssRNA) se ha identificado mediante SELEX como una molécula de interaccion
especifica frente a la forma de tripomastigote de Trypanosoma cruzi [15]. Uno de los objetivos era
sintetizarlo mediante transcripcion in vitro para conjugarlo con ELRs capaces de encapsular
farmacos, de manera que los dirijan a los tripomastigotes en sangre y asi se mejore la eficacia de
los principios activos disponibles para la enfermedad de Chagas. La secuencia codificante del
aptdmero se habia insertado en el plasmido pNZY29 para su amplificacion.

1.1 Analisis de las reacciones de digestién enzimatica

Las digestiones enzimaticas se llevaron a cabo tras la amplificacién del constructo pNZY29-Apt68
(Fig 4) en E.coli y su purificacion (apartados 2.1, 2.2), con el objetivo de obtener un ADN molde
lineal para la reaccion de transcripcion. Se adoptaron dos estrategias de digestion del plasmido:
una de ellas consistia en linealizarlo con la enzima de restriccién Acc65l y la otra en la liberacién

del inserto mediante digestion doble con Acc65l y BamHIl.

En relaciébn al constructo se distinguen dos bandas, una mayoritaria con una movilidad
ligeramente superior a la del fragmento de 1650pb y una banda menos intensa a mayor altura en
el gel (Fig 5a). Las principales conformaciones de los plasmidos son: circular superenrollada,
circular relajada y lineal, esta ultima resultante de digestion enzimatica en un Unico sitio de
restriccion, aunque también pueden encontrarse formas multiméricas. Las formas
superenrolladas, que son las mas abundantes, avanzan mas rapido que las relajadas y estas, a su
vez, mas rapido que las lineales [30]. Teniendo en cuenta esto y que la movilidad del constructo
linearizado (2220pb) es inferior a la de 2000pb del marcador (Fig 5b), es probable que la banda
mas intensa se corresponda con la forma superenrollada. Respecto a la banda superior, podria
corresponder a formas multiméricas o a un fragmento de ADN cromosOmico que se haya
arrastrado durante la purificacion del plasmido, siendo esto ultimo lo mas probable, ya que no se

distinguen dimeros u otras formas intermedias.

La digestidon con Acc65l linearizé el constructo (2220pb), ya que dio lugar a una banda intensa de
tamafio superior a 2000pb. La digestion doble con BamHI y Acc65l produjo la liberacién del
inserto, de 149pb, correspondiente a la banda situada entre 100 y 200pb. Ademas, se observa la
forma lineal del plasmido pNZY29 (2071pb) a una altura ligeramente inferior a la del constructo
linearizado. La digestion con BamHI se realizé como control positivo de la digestién doble y debido

a que su sitio de restriccion en el constructo era Unico también lo linearizé (Fig 5b).
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Figura 4. Esquema del Figura 5. Analisis electroforético en gel de agarosa del constructo
constructo pNZY29-Apt68. pNZY29-Apt68 a) y de las digestiones enzimaticas b). P1, P2

(constructo sin digerir de dos colonias distintas), M (marcador de ADN),
A (digestion con Acc65l), B (digestion con BamHI), A + B (digestion
doble con Acc651 y BamHI).

Sin embargo, en todas ellas también se visualiza una pequefia banda que coincide con la del
plasmido cuando no se digiere, lo que indicaria una digestién incompleta. Entre las causas mas
frecuentes se incluyen una elevada concentracion de sales o la presencia de impurezas como
alcoholes, fenoles... [31]. No obstante, los valores de las relaciones de absorbancia 260/230 y
260/280 se encontraban dentro del rango de pureza (1.5-2.2; 1.8-2.0). Con el propésito de
conocer si la presencia de esta banda interferiria en la reaccion de transcripcion, la purificacion se
realiz6 de dos formas distintas. El constructo linearizado se purificé a partir de una electroforesis
en gel preparativo de agarosa, mientras que el ADN de la digestion doble se purificé directamente
mediante cromatografia de adsorcion (membranas de silica gel), es decir, no se separ6 el inserto
codificante del aptdmero del resto de productos de la digestion (apartado 2.2).

1.2 Andlisis de la transcripcion y purificacién del aptamero 68

El tamafio de los transcritos y las etapas de purificacion (apartado 2.3) se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(apartado 2.4.2), ya que la formacion de estructuras secundarias impide una estimacion precisa
del tamafio del ARN [26]. En la reaccion se habian incorporado ATP modificado con grupos azida,
asi como 2-F-dCTP y 2-F-dUTP para poder conjugar el aptdmero al ELR mediante click-
chemistry y para aumentar la estabilidad frente a nucleasas, respectivamente. El rendimiento de la

purificacién no se podia calcular a partir de la absorbancia a 260nm debido a que los nucle6tidos
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no incorporados en la reaccion también absorben a esa longitud de onda e impiden conocer la
concentracion de ARN antes de la purificacion. Por ello, el volumen de carga se normaliz6 en cada

etapa para poder conocer el rendimiento de forma cualitativa mediante electroforesis.

En la figura 6 se observa que la incubacién con DNasal al finalizar la reaccion de transcripcion
digiri6 todo el ADN molde. Tras el tratamiento con DNasal, los nucleétidos no incorporados en la
reaccion se consiguieron separar de los transcritos mediante cromatografia de filtracién en gel, ya
gue desaparece la sefal por debajo de 100pb. Sin embargo, la diferencia de intensidad de las
bandas antes y después de la purificacion indica que la cantidad de ARN resultante de las 6
eluciones era muy pequefia en relacion a la cantidad inicial de transcrito. El bajo rendimiento del
proceso de elucién pudo deberse a una compactacién insuficiente de la matriz que condujera a la
formacién de cavidades de mayor tamafio en las que quedasen retenidos, ya que también sucedio

con el transcrito control, que deberia eluirse con mayor facilidad debido a su tamafio (1400nt).

T D E1 E2
MD C I PLCIPLCIPLCIPLMR

E3 E4 E5 E6

CIPLC IPLCIPLCI PLMR

2000pb
1650pb

1000nt
800nt
600nt

400nt
300nt
200nt

100nt

1000pb
850pb

Y 1000nt
650pb bl 800nt
500pb 600nt
400pb 400nt
300pb oot
200pb 100nt
100pb

Figura 6. Andlisis electroforético en gel de agarosa, en condiciones desnaturalizantes, del proceso de
transcripcion y purificacién del aptdmero 68. T (tras la reaccion de transcripcién), D (tras la digestién con
DNasal), E1-E6 (eluciones de la purificacion mediante cromatografia de filtracion en gel). MD (marcador de
ADN), C (transcrito control), | (aptamero transcrito a partir del inserto), PL (aptamero transcrito a partir del
constructo linearizado), MR (marcador de ARN).

El transcrito control sintetizado dio lugar a una Unica banda de tamafio superior a 1000nt, en
correlacion con su longitud tedrica (1400nt). Respecto a la transcripcion del aptdmero 68, el
resultado fue el mismo a partir del producto de la digestion doble o del constructo pNZY?29-Apt68
linearizado. Esto indicaba que no era necesario separar el ADN molde del no digerido o del resto
de productos de la digestién mediante un gel preparativo, lo que permite ahorrar tiempo y aumenta

el rendimiento de la purificacion.
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Sin embargo, no solo se observa la banda correspondiente al aptdmero (122nt), sino una segunda
banda a una altura comprendida entre 200nt y 300nt que desaparece a partir de la segunda
elucion (Fig 6). Debido a esto y a que Acc65I produce extremos 5’ protuberantes que no dan lugar
a una iniciacién inespecifica [32], es improbable que se hubiera sintetizado un transcrito
inespecifico. La principal diferencia entre las ultimas eluciones y las etapas anteriores era la
cantidad de aptamero, lo que conducia a pensar que se trataba de una desnaturalizacién
incompleta. Para demostrarlo se realizé una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes,
utilizando buffer de carga de ADN en lugar del de ARN y se distinguié una Unica banda que
coincidia con la banda anterior (Fig 7a). Posteriormente, se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de urea, con el proposito de conseguir una desnaturalizacién completa
al afiadir un agente desnaturalizante en el gel ademas de en el buffer de carga (Fig 7b). No
obstante, se obtuvieron los mismos resultados. La dificultad de desnaturalizar el aptamero 68

refleja la formacion de multiples interacciones intra-catenarias (enlaces por puentes de hidrégeno).

a) E1 b) E2 E1 D T
cC | MD MRPL I C PL I C PL I CPLI C

1000nt
800nt
600nt

2000pb 400nt
1650pb 300nt

1000pb
850pb
650pb 200nt
500pb
.| 400pb
. 300pb

200pb

s - 100pb
| " 100nt

Figura 7. Andlisis electroforético del aptdmero 68 en gel de agarosa en condiciones nativas a) y en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes b). T (tras la reaccién de transcripcién), D (tras la digestién
con DNasal), E1, E2 (eluciones de la purificacibn mediante cromatografia de filtracion en gel). MD
(marcador de ADN), C (transcrito control), | (aptdmero transcrito a partir del inserto), PL (aptamero transcrito
a partir del constructo linearizado), MR (marcador de ARN).

2. ELR VOKx72 y moléculas de interaccién especifica con el marcador tumoral tenascina-C:
aplicacion en el desarrollo de vectores no virales de terapia génica dirigida al cancer de
mama

En este apartado se exponen y discuten los resultados de los experimentos relacionados con la
combinacion del ELR VOKx72, capaz de formar poliplexos con &cidos nucleicos, con moléculas de

interaccion especifica con la tenascina-C para su direccionamiento al tumor.
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2.1 Biosintesis, purificacion y caracterizacion del ELR P12VOKx72

El disefio y la clonacion del ELR habian sido realizados previamente en el laboratorio. La
secuencia codificante del ELR (VPGKG)x72 se habia fusionado a la codificante del fragmento de
anticuerpo scFv(P12), que se une especificamente a la tenascina-C [18]. En este trabajo se llevo a
cabo su produccién recombinante, purificacion y caracterizacion, tras la transformacion de la cepa

BLR (DE3) con el plasmido de expresién p7 ligado al inserto codificante del polimero.

2.1.1 Expresion de P12VOKx72

La seleccién de la colonia productora se realizé mediante analisis en SDS-PAGE de las fracciones
proteicas de las colonias transformadas, tras cultivarlas en medio de autoinduccion TB (apartado
3.1). Como control negativo se utilizé la misma cepa, transformada con el pladsmido p7 codificante
de un polimero distinto. En la figura 8a se observa una banda intensa a una altura proxima a la de
66.2 kDa del marcador, que esta ausente en el control negativo, y el peso molecular teérico de
P12VOKx72 es 59.03 kDa, lo que indica que las 8 colonias expresaban el ELR. La movilidad del
ELR es inferior a la esperada segin su peso molecular debido al alto contenido en lisinas y
consecuentemente en cargas positivas. Para seleccionar la colonia productora se compar6 de
forma cualitativa la intensidad de la banda de interés respecto a la del resto de la fraccion proteica.
Entre las colonias con intensidades semejantes 1, 2, 4, 7 y 8, se eligio la colonia 7 de forma

arbitraria.
a) M CN 1 2 3 4 5 6 7 8 b) M
116 kDa - 116 kDa -

= _—
66,2 kDa ks - 66,2 kDa .
b i el
45 kDa " . . 45 kba
: 35kDa s
35 kDa % :
25 kDa
25 kDa = ' —_
ad - r a
18,4 kDa W e - 184 kDa

Figura 8. Andlisis de la expresion de P12VOKx72 mediante SDS-PAGE. a) Fracciones proteicas de las
colonias transformadas seleccionadas para el screening: M (marcador), CN (control negativo). La flecha
sefiala la banda correspondiente a P12VOKx72. b) Fracciones proteicas de la colonia productora (7): P1,
P2, P3 (alas 18, 18.5 y 19 horas de la inoculacion del biorreactor), CP (control de la produccion), | (indculo).
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Tras el screening, se preparo el indculo en medio LB con ampicilina y glucosa para la produccion
recombinante en el biorreactor en medio TB (apartado 3.2). La figura 8b muestra el analisis de las
fracciones proteicas a distintos tiempos, hasta que se alcanzé la fase estacionaria, y se puede ver
que el ELR se expreso. El indculo se cultivd de forma paralela a pequefia escala como control de
la producciéon (CP), es decir, para poder determinar si un posible fallo en la expresién en el
fermentador tiene su origen en el in6culo o se debe a las condiciones en el biorreactor. La
ausencia de la banda de P12VOKx72 en la fraccion proteica correspondiente al inéculo (1)

confirma que la expresién del polimero es inducible en presencia del medio especifico TB.

2.1.2 Purificacion de P12VOKx72

Una vez expresado el polimero, se procedié a la lisis bacteriana y a la centrifugacion del lisado
para la separacién de las fracciones soluble e insoluble (apartado 3.3). El analisis mediante SDS-
PAGE revel6 que el ELR se encontraba en ambas fracciones, aunque el grado de pureza era
superior en el pellet (Fig 9a). Sin embargo, se esperaba que su solubilidad fuera mayor debido al
elevado contenido en lisinas del polimero, que estan cargadas en condiciones fisioldgicas, ya que

la solubilidad aumenta si la repulsion electrostatica es superior a las interacciones hidrofébicas.

116 kDa

b)

116 kDa

c)

PP

=i =33 116 kDa
66,2 kDa - - —
— - 66,2 kDa —_— — - ' 66,2 kDa
- = 1=
F 45 kDa L - 45 kDa
e 3 45kDa W & & -
—
35 kD é '
@ 35 kDa
- 35kDa sy
i w25 kDa
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e

Figura 9. Analisis del proceso de purificacién de P12VOKx72 mediante SDS-PAGE. a) Fraccion proteica en
el pellet (P) y en el sobrenadante (S) de la centrifugacion realizada tras la lisis bacteriana. La flecha sefiala
la banda correspondiente al ELR. b) Fracciones eluidas (F) durante la purificacion mediante cromatografia
de afinidad (IMAC). c) Polimero purificado.

La retencion del ELR en los cuerpos de inclusién se produce, probablemente, debido a la
interaccion de los grupos e-amino de la lisina con los componentes con carga negativa de la
membrana y con los &cidos nucleicos de E.coli. A pesar de que la formacién de cuerpos de
inclusion implica mayor nivel de expresion y proteccion frente a enzimas proteoliticas [33], la
retencién de una parte del polimero disminuia el rendimiento de la purificacién, puesto que sélo la

fraccion soluble se purificaba mediante cromatografia de afinidad (IMAC) (apartado 3.3). Se utilizo
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esta técnica en lugar del método habitual de purificacion de ELRs, basado en ciclos de
calentamiento y enfriamiento seguidos de centrifugacion, debido a que la fusién del fragmento de
anticuerpo al ELR interfiere con el proceso.

La purificacion cromatografica se desarroll6 en presencia de sales de guanidina porque se ve
dificultada en condiciones nativas en el caso de proteinas que forman cuerpos de inclusion. Tras
la eliminacion de los agentes desnaturalizantes las proteinas recuperan su conformacion nativa.
Ademas, ofrece las ventajas de que aumenta la accesibilidad de la cola de polihistidina e inhibe la
actividad de fosfatasas y enzimas proteoliticas [28]. La tabla 5 recoge la cantidad total de proteina
del extracto crudo y de las fracciones eluidas, que se calcul6 a partir de la medida de la
absorbancia a 280nm. En la figura 9b se muestra el andlisis de las fracciones eluidas mediante
SDS-PAGE. Las bandas aparecen mas difusas en relacion a otras electroforesis porque las sales
de guanidina precipitan en presencia de SDS e interfieren con el andlisis [28]. El ELR se eluy6
desde la segunda hasta la octava fraccion incluidas, encontrandose la mayor parte en las
fracciones tercera y cuarta. Tras la didlisis y liofilizacién de las fracciones que contenian polimero,

se obtuvo una cantidad final de 24.7 mg (Fig 9c).

Tabla 5. Concentracion (C), masa total de proteina (M) y volumen (V) del extracto crudo (EC), del flow-
through (FT) y de las fracciones eluidas (F) durante la purificacion mediante cromatografia de afinidad
(IMAC).

C (mg/ml) V (ml) | M (mg) C (mg/ml) V (ml) | M(mg)
EC 22.683 200 4536.6 F5 0.436 4.36
FT 17.375 3475 F6 0.16 1.6
F1 0.124 1.24 F7 0.11 10 11
F2 0.57 10 5.7 F8 0.092 0.92
F3 1.046 10.46 F9 0.095 0.95
F4 1.12 11.2 F10 0.074 0.74

El analisis en SDS-PAGE de las fracciones eluidas y del polimero puro muestra bandas
minoritarias ademas de la correspondiente al ELR. Estas bandas pueden indicar degradacién del
polimero o unién inespecifica de proteinas de la bacteria, ya que a pesar de que la frecuencia de
histidinas en las proteinas es relativamente pequefa (2%) y a pesar de que no poseen cola de
polihistidina como el ELR, algunas contienen dos o méas residuos adyacentes. La union
inespecifica es la principal desventaja de este tipo de cromatografia. Sin embargo, debido a la
presencia de imidazol en los buffers, que compite con las histidinas por la unién al niquel y debido
a que esta limitacion es mas frecuente en sistemas de expresion distintos a E.coli, se espera que
las uniones inespecificas sean minimas [28]. Este aspecto se resuelve mediante el estudio de

degradacion del siguiente apartado.
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2.1.3 Caracterizacion de P12VOKx72

2.1.3.1 Western-blotting

Esta técnica permitié estudiar la degradacién del ELR desde su expresion inicial en el screening
hasta la obtencion del polimero puro (apartado 3.5.1). El anticuerpo primario utilizado (anti-6x His-
tag) reconoce especificamente la cola de polihistidina del extremo C-terminal. El control positivo
empleado fue HRGDG6, un polimero producido en el laboratorio que contiene cola de polihistidina,
mientras que el control negativo fue VOKx72, es decir, el ELR de estudio sin el fragmento variable
scFv(P12) y sin His-tag. En la figura 10a se observa que las sefales de los controles son las
esperadas, lo que indica que la unién de los anticuerpos primario y secundario (Goat Anti-Mouse
HRP) se produjo de forma especifica.

|

a) M CP CN 7 P3 S L3 L2 u

| ) 250 kDa
250 kDa | 130 kDa |

130 kDa | e
100 kDa | sy

0 ————
i T

55 kDa | Q — - gt < 55 kDa

b)
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!
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| —
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Figura 10. Estudio de degradacién mediante western-blot. a) Western-blot. b) SDS-PAGE después de la
transferencia a la membrana. M (marcador de peso molecular, fusionado a la imagen de SDS-PAGE
porgue se transfiri6 por completo a la membrana), CP (control positivo, HRGD6), CN (control negativo,
VOKXx72), 7 (fraccion proteica de la colonia productora tras el crecimiento en TB), P3 (fraccion proteica de
la colonia productora a las 19 horas de inoculacion del biorreactor), S (fraccion proteica en el sobrenadante
de ultrasonidos), L3-L1 (polimero puro de distintos lotes). Las flechas sefialan el lote actual.

En relacién a P12VOKx72, ademas de la banda principal (entre 70 y 55 kDa) correspondiente al
polimero completo, aparecen bandas minoritarias de tamafio comprendido entre 35 y 55 kDa,
desde la expresion inicial en el screening hasta la obtencion de la forma pura. El peso molecular
tedrico del ELR sin el fragmento variable scFv(12) es 33.23 kDa y este se encuentra en el extremo
opuesto al de la cola de polihistidina, es decir, en el extremo amino terminal, de manera que la
ausencia de bandas de peso molecular inferior a 35 kDa implica que la degradacién se produce a
nivel del anticuerpo, principalmente. Respecto a la purificacion mediante cromatografia de
afinidad, este resultado indica que las bandas secundarias detectadas en las fracciones eluidas y
en el polimero puro no se deben a proteinas de la bacteria unidas de forma inespecifica, sino a

regiones degradadas del ELR.
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2.1.3.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

El andlisis mediante espectrometria de masas (apartado 3.5.2) permitié conocer el peso molecular
experimental de P12VOKx72. En el espectro (Fig 11) se identifican los picos correspondientes a
las distintas especies cargadas del polimero y de una forma degradada. La tabla 6 recoge los

pesos moleculares tedrico y experimental de todas ellas, que se correlacionan dentro del error
experimental.
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Figura 11. Espectro de masas de P12VOKx72. V (VOKx72), PV (P12VOK>€72).

Tabla 6. Pesos moleculares teoricos y experimentales de las especies cargadas de
P12VOKXx72 y de su forma degradada (VOKx72).

Peso molecular (kDa)
Tedrico Experimental (Media = SD) Error (%)
m/z 59.03 59.48 + 1.4x10 0.76
m/2z 29.52 29.72 + 5.7x10™ 0.68
P12VOKx72 2
m/3z 19.68 19.72 +1.8x10 0.20
m/4z 14.76 14.9 + 2.4x107 0.94
m/z 33.23 33.40 + 7x10° 0.51
VOKx72 m/2z 16.61 16.68 + 1.5x107 0.42
m/3z 11.08 11.13 + 6x107 0.45

Es probable que la forma degradada sea el polimero sin el fragmento scFv(P12) (VOKx72), ya que
su peso molecular teérico es 33.23 kDa y segun el estudio anterior la degradacion ocurre
principalmente a nivel del anticuerpo. Ademas, en el espectro se observa que esta forma
predomina sobre el ELR completo, siendo su abundancia relativa del 80% aproximadamente. No
obstante, en el estudio de degradacion anterior la banda mayoritaria era la de P12VOKx72, asi

gue probablemente la muestra utilizada para el analisis espectrométrico no sea representativa de
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todo el lote producido, en relacién a la abundancia relativa anterior. Independientemente, estos

dos estudios indican que el fragmento scFv(P12) no es completamente estable.

2.2 Analisis de la interaccién entre tenascina-C y TN-9.4 mediante QCM-D (Quartz Crystal

Microbalance with Dissipation Monitoring)

Dentro de la misma linea de investigacion, el ultimo objetivo consistia en la evaluacion de la
interaccion entre el aptamero TN-9.4 [21] y la tenascina-C, con aplicacion en la construccion de
una alternativa a P12VOKx72 mediante su conjugacion con VOKXx72.

Inicialmente se monitorizé la inmovilizacién a la superficie del sensor de la mezcla del aptamero
TN-9.4 con la molécula espaciadora 6-mercapto-1-hexanol (MCH). La mezcla TN-9.4:MCH
produjo una disminucién de la frecuencia y un aumento de la disipacion hasta alcanzar valores de
-23+2 Hz y 2.2+0.5-10°° (tercer armonico), respectivamente. Estos cambios indican un aumento
de la masa asociada a la superficie y del caracter viscoelastico de la pelicula formada. La
estabilizaciéon de los parametros al poco tiempo de que la mezcla entrase en contacto con el
sensor se debe, probablemente, a la formacion de una nanocapa gracias a los enlaces covalentes

entre el oro y los grupos tiol de la molécula del aptdmero y de la molécula espaciadora (Fig 12).
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Figura 12. Funcionalizacién del sensor con la mezcla 1:100 (moles) aptamero:MCH (6-mercapto-1-hexanol),
100 pM. Variacion normalizada de la frecuencia (%) a) y variacion de la disipacion (AD) b) en funcion del

tiempo, correspondientes a los armonicos (n) 3,5y 7.

A continuacion se llevo a cabo el lavado con PBS1x, durante el cual la frecuencia disminuyo y la
disipacion aumentd, de forma progresiva, hasta alcanzar valores finales de -29+5 Hz y
2.84+0.8-10° (tercer arménico), respectivamente. Estos cambios eran llamativos, pues se espera
qgue en el lavado la frecuencia se estabilice o aumente debido a la disminuciéon de la masa

adsorbida a la superficie tras el arrastre de las moléculas no unidas a la superficie. Sin embargo,
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hay que tener en cuenta que la sensibilidad de la técnica permite detectar variaciones en la masa
producidas por las moléculas de solvente asociadas a las moléculas depositadas. Es probable que
durante el lavado esté aumentando el nivel de hidratacion del film, ya que suele ser alto en el caso
de oligonuclettidos unidos a la superficie por un extremo y, ademas, una mayor hidratacion
implica tanto un aumento en la masa del film como una mayor disipacion de la energia [22]. Se ha
descrito que el nivel medio de hidratacién correspondiente a una mezcla 1:100 aptamero:MCH es
de 0.8 [25] (Fig 12).

Tabla 7. Valores medios y desviacion estandar de los parametros calculados mediante el modelo
viscoelastico Broad fit, correspondientes a la inmovilizacion del aptamero (TN-9.4:MCH) y a la adicién de
tenascina-C sobre el sensor funcionalizado (TN-9.4:MCH) y sobre el sensor desnudo (Au). m (masa
depositada, n (viscosidad), y (moédulo elastico). Los valores de chi-cuadrado (x?) describen la calidad del
ajuste.

Tenascina-C (TN-9.4 :

TN-9.4 : MCH Tenascina-C (Au)

MCH)

Espesor (nm) 22.33 +2.31 31.67 +2.89 18
m (ng/cm?) 2300 + 173.21 3533.33 + 57.74 2200
n (uPa-s) 1525 + 35.36 1600 + 30.21 1150

p (kPa) 26 + 5.66 28 + 2.12 12

X2 0.5 0.1 0.4

En concordancia con estudios previos [22], tanto el valor de la disipacion (AD > 2:10°) como la
separacion de las frecuencias entre los distintos arménicos (n = 3, 5y 7) indican que la pelicula
formada no es rigida, sino de caracter viscoelastico. Por lo tanto, no se puede utilizar la ecuacién
de Sauerbrey para el calculo de la masa depositada. La tabla 7 recoge los parametros calculados
aplicando el modelo viscoelastico Broad fit, que se seleccion6 porgque era el modelo con el que se
obtenian valores mas bajos de x? es decir, era el que mejor se ajustaba a los datos
experimentales. A partir de la masa depositada (2300 + 173.21 ng/cm?) y asumiendo el nivel de
hidratacibn mencionado anteriormente, se estima que la densidad aproximada de moléculas de
aptdmero y MCH unidas a la superficie de oro del sensor es de 9.019-10* moléculas/cm?® y
9.026-10" moléculas/cm?, respectivamente. El valor del espesor proporcionado por el modelo
(22.33 + 2.31 nm) sugiere que el aptamero no esta formando una estructura secundaria, ya que
se correlaciona con el valor tedrico obtenido si se considera una elongacion por base de 0.4 nm
(22 nm). La conformacion estirada implica mayor flexibilidad e hidratacién, lo que puede explicar el
caracter viscoelastico estimado. Es posible que la estructura secundaria se adquiera por un

cambio conformacional inducido por la proteina.

La adicion de tenascina-C tras la inmovilizacion del aptamero produjo cambios progresivos en la
frecuencia y en la disipacion, a diferencia de lo sucedido durante la reaccion de los grupos tiol con

el oro, ya que en este caso las posibles interacciones son no covalentes. Los valores al final del
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lavado fueron -46+4 Hz y 8.9840.5-107 (tercer armonico), respectivamente. La elevada disipacion
indica que el caracter viscoelastico de la pelicula formada es superior al de la mezcla
aptamero:MCH, como era de esperar al tratarse de una proteina de gran tamafo (290 kDa) (Fig
134, c).
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Figura 13. Analisis de los cambios de frecuencia y disipacién producidos tras la adicion de tenascina-C.
Variacion normalizada de la frecuencia (%) en funcion del tiempo, correspondiente al paso de tenascina-C

sobre el sensor funcionalizado a) y sobre la superficie desnuda b). Variacién de la disipacion (AD) en
funcion del tiempo, correspondiente a la adicidn de tenascina-C sobre el sensor funcionalizado c¢) y sobre la
superficie desnuda d). Se representan los arménicos (n) 3,5y 7.

La exposicion de la superficie desnuda (Au) a tenascina-C condujo a una variacién en la
frecuencia de -18 Hz y a un aumento en la disipacion de 1.75-10°, siendo estos cambios un 60%
y un 80% inferiores a los anteriores, respectivamente. Sin embargo, no se consiguid su
disociaciéon de la superficie con el lavado. Esto puede deberse a la formacion de algun enlace
covalente entre el oro y alguna cisteina del dominio de asociacion de las subunidades de la
tenascina-C (dominio TA), ya que contiene 6 residuos de cisteina y el enlace entre el grupo tiol y
el oro es més fuerte que los puentes disulfuro entre las subunidades [20] (Fig 13b, d). En las
figuras 13b y 13d se observa que la frecuencia y la disipacion siguen una cinética intermedia entre

la de la inmovilizacién de la mezcla TN-9.4:MCH vy la de la interaccién de la tenascina-C con la
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pelicula TN-9.4:MCH, lo que podria indicar la formacion de interacciones hidrofébicas entre la
proteina y el oro, ademéas de los enlaces covalentes mencionados. De la misma forma que
durante la funcionalizacion del sensor, las frecuencias entre los arménicos se separaban y los
valores de disipacion no eran pequefios, asi que el andlisis de los datos se realizé aplicando el
modelo viscoelastico Broad fit (Tabla 7).

Respecto al tratamiento con BSA del sensor funcionalizado (adicion de BSA sobre la mezcla TN-
9.4:MCH), la frecuencia tan sélo disminuy6 2 Hz, recuperoé el nivel basal tras el lavado vy, al poco
tiempo, los pardmetros empezaron a comportarse de la misma forma que durante el lavado tras la
inmovilizacion del aptamero, lo que confirmaba que el BSA no se habia retenido y la capa de

aptameros continuaba hidratandose (Fig 14). Por esta razon no se realiz6 un modelado de los

datos.
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Figura 14. Andlisis de los cambios de frecuencia y disipacién producidos tras la adici6n de BSA sobre el
. . . . ., . . Af

sensor funcionalizado con la mezcla aptamero:MCH. Variacion normalizada de la frecuencia (7) a)y

variacion de la disipacion (AD) b) en funcién del tiempo, correspondientes a los arménicos (n) 3,5y 7.

La diferencia entre la masa de tenascina-C depositada sobre la pelicula aptdmero:MCH (3533.33
+ 57.74 ng/cm?) y la masa de proteina depositada durante los controles negativos (2200 ng/cm?:
tenascina-C (Au) y 0 ng/cm?: BSA (TN-9.4:MCH)) sugiere que la interaccion entre el aptamero TN-
9.4 y la tenascina-C es especifica. Ademas, el espesor de la capa formada por la tenascina-C
sobre la pelicula TN-9.4:MCH (31.67 + 2.89 nm) es superior al espesor de la capa formada por la
proteina sobre la superficie del sensor (18 nm), lo que indica que la tenascina-C adopta una
conformacion mas estirada sobre la pelicula TN-9.4:MCH. Esto implica que la interaccion de la
tenascina-C con el film formado por la mezcla TN-9.4:MCH se produce por una region mas
restringida que con la superficie de oro del sensor, lo que apoya la especificidad de la interaccion.
No obstante, debido a que el aptdmero se ha inmovilizado junto al MCH, seria necesario analizar

el efecto de Ila tenascina-C sobre esta molécula espaciadora para demostrarlo.
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Conclusiones

En vista a los resultados obtenidos se llegé a las siguientes conclusiones:

- En relacién a la sintesis del aptamero 68 (ssRNA) mediante transcripcion in vitro, el analisis
electroforético en condiciones nativas y desnaturalizantes no solo permitié conocer que el tamafio
del transcrito era el adecuado, sino también su resistencia a la desnaturalizacion en comparacion
con el control, lo que refleja la formacién de multiples interacciones intra-catenarias (puentes de
hidrégeno), indicativas de un elevado potencial para adoptar estructuras tridimensionales
complejas.

- Respecto a la produccién y caracterizacion del ELR P12VOKx72, se ha demostrado que el
fragmento de anticuerpo scFv(P12) se degrada en una fraccién del ELR desde su expresion inicial

en E.coli, lo que podria disminuir la eficacia del poliplexo in vivo.

- En relacion al andlisis mediante QCM-D, la medida de la disipacion de la energia en paralelo con
la frecuencia de resonancia permiti6 conocer que las peliculas formadas por la mezcla TN-
9.4:MCH y por la tenascina-C eran de caracter viscoelastico, probablemente debido a la estructura
flexible e hidratada del aptdmero y al tamafio de la proteina, respectivamente. Ademas, la
combinacion de estos dos parametros permitié analizarlas sin producir una subestimacion de la
masa depositada, lo que habria sucedido con la técnica convencional, que Unicamente mide la

frecuencia y solo se puede aplicar a peliculas rigidas.

- El espesor de la pelicula aptdmero:MCH sugiere que la estructura tridimensional del

aptamero TN-9.4 es inducida por la tenascina-C.

- Finalmente, la masa y el espesor de la nanocapa de tenascina-C formada sobre la
pelicula TN-9.4:MCH sugieren que la interaccion entre la proteina y el aptamero TN-9.4 es
especifica, en relacion a los controles negativos. Sin embargo, seria necesario analizar el
efecto de la tenascina-C sobre el 6-mercapto-1-hexanol (MCH) para demostrarlo, asi como

complementar la informacion obtenida en el andlisis mediante otras técnicas, como SPR.
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