Universidad deValladolid

Facultad de Ciencias

TRABAJO FIN DE GRADO

Grado en Quimica

Biopolimeros para la sintesis de nanoparticulas en dosificacion de

farmacos

Autor:
Alejandro del Hierro Gonzdlez
Tutor/es:
Dr. F. Javier Arias

Dra. Alessandra Girotti







Agradecimientos

A mi familia, porque sin ellos no podria haberlo conseguido.
A Javier y Alessandra, por haberme mostrado la investigacion en un fantdstico campo cientifico.

A lreney Sara, por el compafnierismoy el ambiente generado durante estos meses, vitales para la
consecucion de los propios objetivos.






Indice

1-

2-

RESUMEN JADSTIACE .....iivuiieeiireiiireiieeieteerrenereeserenserrasseenseresssenserensssensssensesensssensssesssenssesnansennes 1
4R o T LT ol o T o R 2
2.1- Biologia molecular e ingenieria GENETICA. ... .......iiiiiiie e 2
2.2-Tecnologia del ADN reCOmMBINANTE .....cuuiiiiii it e e e e e e et e et e e e e eaaaees 2
2.3 BIOMATEIAIES ... et ettt e e e e e eaa e 4
2.4- Sistemas de dosificacion de fArmMacos ... ....vveuniiiiiii e 5
2.4.1- Elastina y polipéptidos tipo elasting........c.iiiiiiiii e 6
2.4.2- Nanoparticulas basadas N ELPS..........iuniiiiii e 8
(0] o113 1Yo 1 OO 10

[V E 1T g1 (TR VA 1 T=1 Co Yo (o T3 11
A.1- IMATEIIAIES .. et ettt e e e ran e e 11
L R (=Y Yot d Vo 3o [ U1 01 ol P 11
W o) [V ol o V=T =T 0] o To - [ = Ly PP 11
4.1.3- Materiales para biologia molecular.............oouiiniiiiii 12
e T B 0T o =Ll o - Yo =T o - o [T 12
4.1.3.2- Medios dE CUITIVO «..cuuiiiee ittt et e et e e e e e e ees 12
4.1.3.3- Enzimas de restricCion Y liasa.......ceuiuiiiiiiiiie e 13
4.1.3.4- Vectores plasmidiCOS. ... ....uiuiiiiiiiieie e 14
4.1.3.5- Genes sintéticos ¥ plasmidos Dase.........c.oiuiiiiiiiiiiiiii e 15
4.1.3.6- Kits de extraccion y purificacion de ADN..........ovuiiniriiii e 16

R |V =1 o [0 L PRSP 16
4.2.1-ReacCCiON de lIBACION......uiiiiiii ettt et et e e it e e 16
4.2.2- Preparacion de placas de cultivo bacteriano ..........coeuiiiiiiiiiii s 17
4.2.3- Transformacion en cepas baCteriaNas.........ciuuiiuiiiueiii e e e e e e e e anes 17
4.2.3.1- Transformacidn en DH5a Competent Cells...........ccouiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieie e 17
4.2.3.2- Transformacion en BLR(DE3) Competent Cells............cuuuiemuiiuiiiiiiiiiiiiiiieiieeiieeieeieeias 18
4.2.3.3- Transformacion en SHuffle® T7 Express CompetentE. COli..............cccoeveiiiiiiiiiiiiiiniannnnn, 18
4.2.4- Purificacion de ADN plasmidico d@ E. COlic....cvunirniinniiiiiiiieie e 18
4.2.5- Digestion analitica de ADN con enzimas de restriCCion ........c.ouvvviiiieiiniiieiieece e, 20
4.2.6- Electroforesis de ADN en geles de agaroSa .......uvvuieuiiniiniiiiiiii et e e e e e e 20
4.2.7-SecuenciaCion de ADN .. ... ittt et e e e e 22

4.2.8- Electroforesis de proteinas engeles de poliacrilamida............cccoiiiiiiiiiiiiii e 22



4.2.9- Bioproduccion de proteinas reCombIiNaNTES........ovvueiieiiieiiiei e 24

4.2.10- Extraccion y purificacion ProteiCa .........eeuueiiiiiieiie e e 26
4.2.10.1- Sonicacion CeIUIAr @ ITC....cuuui ittt ettt e e et e e et e e e et e eeena e 26
4.2.10.2- Extraccién organica y precipitacion en acetonitrilo............ccoeeiiiiiiiiiiiii 27

4.2.11-Caracterizacion de polipéptidos tipo €lasting ........cccuiiriiiiiiiiie s 27
4.2.11.1- Espectrometria de masas MALDI-TOF........ccoiiiiiiiiei e e e 27
4.2.11.2- Resonancia Magnética Nuclear de protdn (*H-RMN)......ccoviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 28
4.2.11.3- Analisis de aminoacidos por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) ........... 29
4.2.11.4- Dispersion dindmica de 12 TUZ (DLS) ....ccuniiuieiniii e 29
4.2.11.5- Calorimetria diferencial de barrido (DSC).......couuiiuiiiiiiieiie e 30

5-  Resuladosy diSCUSION.......c.ccuieiiic ittt ree s s s seesensensensensensensensensensnnsnnsnnnns 31
5.1- Sintesis del POHMEIO (S1) .. cuiuiniiiie e e e e ens 31

5.1.1- Ligacion del inserto (SI), con el plasmido pET7 y amplificacion del p7(Sl)....ccoevveeeniieniinncnnnn.n. 31

5.1.2- Digestion analitica del P7(SI) s cuueuniiuiieiii et 31

5.1.3- BioproducCion el (S1)g . .euuivniiiiiee ettt 32

T U T4 Tor- Yol [o o TP OO PTUPPTOUPRRPN 35

5.1.5-Caracterizacion del biopolimero..........cou i, 38
5.1.5.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE ...........cccceiviiviiiiiiiiininennn. 38
5.1.5.2- Analisis de la composicion por TH-RMN ......ouiiiiiiie e e e e 39
5.1.5.3- Determinacidn de la masa molecular por MALDI-TOF........cccuviiiiiiiiiniiiin e 40
5.1.5.4- Analisis de la formacion de nanoparticulas mediante DLS .........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeene 40
5.1.5.5- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC..........ccccceevvivviviiieinninnnnnn. 41
5.1.5.6- Determinacion de la composicion aminoacidica mediante HPLC ...........ccceiviiiiiiiininnnnn. 42

5.2-Sintesis del PoliMEro 3CKoa(S1)a . eunirn ittt e e e e e a e e 42

5.2.1- BioproducCion del 3K a(Sh e eun et e e e e e e et a e aas 42

5.2.2- PUMFICACION. ..ttt et e et ettt e e e et eeaaans 44
I Rl oW Tor- Yol o o T o o gl N N 44
5.2.2.2- Purificacion por extraccion con disolventes organicos y precipitacion en acetonitrilo........ 47

5.2.3-Caracterizacion del biopolimero. ... ..o 48
5.2.3.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE ..........ccccoevvvieiiieiineennnnn. 48
5.2.3.2- Analisis de la composicion por THRMN ......o.iiiiiiiiii e 49
5.2.3.3- Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF.........cooiiiiiiiiiiiiiiieceieeeeeeeeeeas 50
5.2.3.4- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC..........cccccoeviviiiiiiinenennn. 50

5.2.3.5- Determinacion de la composicidon aminoacidica mediante HPLC ...........ccoiiiiiiiiiiiiniinnnn. 50



I Y (1T e (L B ] (1 T PRSPPI 51

5.3.1- Purificacion por extraccién con disolventes organicos y precipitacion en acetonitrilo.............. 51
5.3.2-Caracterizacion del biopolimMEro........cuuiiiiii e 53
5.3.2.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE ...........ccceviiiiiiiiiiniininnennns 53
5.3.2.2- Analisis de la composicion por THRMN ... ...c.oiiiiiiiic e 55
5.3.2.3- Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF........c.c.oiviiiiiiiieiieeeeeee e, 55
5.3.2.4- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC..........ccoeeeviiiiiiieiineennnnn.. 55
5.3.2.5- Determinacion de la composicion aminoacidica mediante HPLC ..........ccccoviiiiiiiiiiiniinennns 56

L0001 T o 1Ty T o =Y 57
231 ] (1o Y= { - ) - TR 58
0 T - oS 60
8.1-ESPECLrOs de TH-RIMIN .....ouiiiiiii ittt et et e e e et e e e e e e e et e e eanns 60
S Y N 0 B 0 ] oo L= I (Y P 61
8.3- MALDI-TOF del BCKp4(SI) 21 ttrneiiniieiiiiiiie e e e et e e e e e e e e e e e et e e et e e et e e et e esaneeanns 62
SRR Y N B B @ oo T= IS (X 63
8.5- Termogramas obtenidos POr DSC ......cuuiiniiii e et e e e e e e et e e aeans 64

o T Y o=V =Y A [ 66



1-Resumen

De la necesidad de poder suministrar un medicamento evitando todo tipo de efectos secundarios
en el paciente, asi como potenciando la eficacia del mismo una vez este ingresa en el organismo,
sin que seanecesario el uso de varias dosis de este, nacen los sistemas de dosificacion controlada
de farmacos. De entre todos los vehiculos que se pueden utilizar para conseguir este fin, se han
elegido los polipéptidos tipo elastina (ELPs), capaces de formar estructuras en forma de
nanoparticula donde portar el farmaco a transportar por el cuerpo, sin generar rechazo ni
productos téxicos ensu degradacion.

El siguiente trabajo tuvo como fin la sintesis de dos polimeros tipo elastina, el (SI) 2y el 3CK24(Sl),
asi como su purificacién, caracterizacion y evaluacién a la hora de formar nanoparticulas en
disolucién acuosa gracias a su naturaleza anfifilica. Como vector de produccidon se utilizé E. coli,
debido a la sencillez de su manejo y la facilidad de introducir en su maquinaria proteica ADN
recombinante plasmidico, que codificaba para nuestras proteinas en cuestion. Paralelamente,
también se inicid la puestaa puntode unnuevo protocolo de purificacion con el polimero 3K(El) .

Abstract

The necessity to be able to administer a drug without side effects in the patient, and with an
enhacing efficiency for penetrating in the organism, without using several doses of drug, led to
the creation of controlled drug delivery systems. Among all the vehicles that can be used to
achieve this goal, elastin-like polypeptides (ELPs) have been chosen because of its ability to form
nanoparticle-shaped structures to carry the drug and transport it through the body, without
generating rejection or toxic products during its degradation.

The following work was aiming at the synthesis of two elastin-like polymers, (SI)2and 3CK24(SlI)2,
as well as their purification, characterization and the evaluation of their nanoparticle-formation
ability in aqueous solution thanks to their amphiphilic nature. E. coli was used as production
vector, due to its handling simplicity and the ease of introducing recombinant plasmid DNA into
its protein machinery, which coded for our proteins of interest. In parallel, a new purification
protocol was tested with the 3K(El). polymer, too.



2-Introduccion

2.1- Biologia molecular e ingenieria genética

Se define la biologia molecular como el campo de la ciencia que estudia a los seres vivos y los
procesos que ocurren en su interior desde el punto de vista de sus macroestructuras:
polisacéridos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Dos corrientes bien diferenciadas forman
parte de esta disciplina: la estructuralista, que se encarga del estudio a nivel atémico de los
componentes celulares, solapdndose con la bioquimica estructural; y la informacionista, cuyo
punto de mira es la transmision de informacidon bioldgica de generacion en generacion,
compartiendo materia de estudio con la genética.

El flujo de lainformacién genética, por lo tanto, ocurre de manera que unamolécula de ADN sufre
el proceso de transcripcién, por elcual la informacion que contiene es codificada en una molécula
de ARN y que, mediante la traduccién, sera transformada en una serie de aminodcidos que
conformardn una proteina final. En resumen, el ADN celular tiene como misidn la expresién de
proteinas a través de moléculas intermediarias, los ARN (Figura 1).

DNA

R LT LT
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RNA synthesis
nucleotides TRANSCRIPTION

Figura 1. Direccion del flujo de informacion genética?.

El conjunto de técnicas que permiten la manipulacion del ADN se conoce como ingenieria
genética, permitiendo desde la transferencia de ADN de un organismo a otro, introduciéndolo en
sus propias secuencias génicas y creando organismos modificados genéticamente, hasta la
replicacion de moléculas de ADN, obteniendo muchisimas copias a partir de una inicial. De esta

manera, por extrapolacidn a lo anteriormente descrito, se es incluso capaz de sintetizar proteinas
gracias a la modificacion del ADN de un ser vivo, aprovechando su maquinaria celular.

2.2-Tecnologia del ADN recombinante

El proceso comienza con la clonacién del ADN (Figura 2), una herramienta de la ingenieria
genética que se basa en la obtencidn de multiples copias de una secuencia génica de interés, en



este caso, la que codifica para el polipéptido deseado. Si el objetivo es la amplificacion de ADN,
se utilizan vectores de clonacién.

Un vector es una molécula de ADN bicatenario, pequefiay facilmente aislable con capacidad de
albergar ADN exdgeno (o inserto) y replicarse dentro de la célula anfitriona con independencia
del ADN gendmico. Este vector, de secuencia conocida, poseeraun gen marcador que permita a
la célula hospedadora diferenciarse del resto de células, dotdndola de, por ejemplo, resistencia a
un determinado antibidtico.

Las enzimas de restriccién de El vector se linealiza utilizando Moo due el extremo cohesivo

de los insertos y los vectores se
i ]
o::eclﬂcas del DNA y lo de;sestriccion’ quo gmn: alinean, los insertos de DNA se
" b i los vect la DNA
gunerando ragmentos " con ragmento_génce 4. clonr. Los e % o3 vecaws ¥ o OMA
rictbods del vector y inserto son o112 c05 fosfodiéster

capaces de hibridarse y unirse.

El siguiente paso es incorporar
los plasmidos en células
huésped bacterianas mediante

La reaccion de ligasa se incuba  transformacién. Algunas células incorporan los La colonia bacteriana que
con células bacterianas de E. coli plasmidos. iene el gen clonado d
competentes. se puede aislar e identificar

Figura 2. Resumen del proceso de clonacion.

Los vectores mas comunmente utilizados son los plasmidos, que poseen un tamafio medio de
5000 pares de bases (pb), mientras que los insertos introducidos cuentan con un tamafio maximo
de 10 kpb. Para la introduccién delinserto dentro del vector de clonaje, se deben utilizar enzimas
de restriccion. Una enzima es una proteina con actividad catalitica en un determinado proceso
quimico o bioldgico dentro de las células, aumentando su velocidad en grandes drdenes de
magnitud. Dentro de dicho grupo encontramos las enzimas de restriccién, que son nucleasas que
cortan segmentosde ADN interno (endonucleasas) cuando reconocen una secuencia especifica o
diana, siempre en la misma posicién. Existen de tipo I, II, 11, IV y V, siendo mas interesantes para
nuestro trabajo las de tipo Il puesto que apuntan a unos nucledtidos especificos de la secuencia
diana, normalmente palindrédmica. Al tratar el vectory el fragmento de ADN de donde queremos
obtener el inserto con la misma enzima de restriccion, podremos generar secuencias
complementarias debido a que proporcionan o bien extremosromos (blunt ends, la enzima corta
en el eje del palindromo) o cohesivos (sticky ends, el corte deja entre 2 y 4 nucledtidos
desapareados en los extremos), en funcién de la enzima utilizada (Figura 3).
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Figura 3. Representacion grdfica de los cortes producidosporenzimas de restriccion, siendo a) cohesivosy b)
romos?.
La reaccidén que permite la union del inserto con el vector a través de las secuencias
complementarias generadas por la enzima de restriccién se denomina ligacién, y la lleva a cabo

la ADN Ligasa (Figura 2). Para continuar con la clonacion, se ha de introducir este vector
recombinante en el interior de la célula hospedadora mediante el proceso de transformacion.

Mediante ella las células captan ADN exdgeno al encontrarse en el denominado “estado de
competencia”, que puede ser natural o inducido mediante, por ejemplo, un cambio fisicoquimico
como la temperatura, el cual provoca que se abran microporos en la membrana celular que
permiten la entrada del ADN de interés. Para realizar la seleccion de las colonias, se cultivan las
células en placas de Petri con el antibidtico pertinente, puesto que sélo creceran aquellas que
hayan incorporado el ADN exdgeno que porta el gen de resistencia a dicho antibidtico.

Si ha tenido éxito el clonaje, para producir la proteina de interés, se utiliza esta vez un vector de
expresién, que posee una regién de control de expresidn, al que se le introduce el inserto.

2.3- Biomateriales

Desde el punto de vista médico, y de la mano de la quimica, siempre han tenido importancia los
biomateriales, aquellos que se disefian para estar en contacto con tejidos, drganos y seres vivos
con diferentesfines terapéuticos3. También se han definido como sustancias que se encuentran
en sistemas o dispositivos terapéuticos o de diagndstico, diferentes a alimentos o farmacos, o
materiales de origen biolégico independientemente de su aplicacién. A lo largo de la historia se

han empleado una gran cantidad de materiales para este fin, tales como el oro en odontologia o
los cldsicos ojos de cristal®.

Una caracteristica crucial de los biomateriales es su compatibilidad asociada a la interacciéon del
material con los tejidos del organismo. Una gran cantidad de compuestos poseen productos de
degradacién que serian altamente nocivos para dichos tejidos o que podrian generar una alta
respuesta inmune en los organismos en cuestion. Por dichos motivos, interesan aquellos
biomateriales que se encuentran basados en polimeros naturales, tales como lipidos,
polisacdridos o proteinas, que salvan estos inconvenientes al ser sus mondmeros totalmente
compatibles, sin ocasionar dafos a las células ni tejidos con los que estd en contacto ni

interfiriendo con el resto de funciones fisiolégicas del hospedador, como es el sistema inmune



del mismo. Dentro de dicho grupo, son de especial interéslos proteicos (Figura 4) puesto que sus
métodos de extraccidn, purificacion y caracterizacion estan mas estudiados>.
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Figura 4. Esquema de diferentes estructuras de un biomaterial proteico®.

En lugar de recurrir a la sintesis quimica para producir un polimero de interés, un método mas
eficaz es la utilizacion de los organismos vivos para su bioproduccién, aprovechando sus
herramientas celulares Unicamente modificando su estructura gendmica al introducir los genes
de interés que codificaran para la proteina en cuestién. Por su facil nivel de uso y los buenos
resultados reportados, es comun el uso de microorganismos, en concreto de cepas bacterianas

de Escherichia coli, mediante el uso de las técnicas de ingenieria genética anteriormente
mencionadas.

2.4-Sistemas de dosificacion de farmacos

Los farmacos deben atravesar una multitud de obstaculos para que puedan hacer efecto en su
diana terapéutica, que van desde su propia insolubilidad en la sangre y su posibilidad de
agregacién (como los compuestos hidrofébicos), su degradacién y su eliminacion via los rifiones
(que puede comprometer su vida media en el interior del organismo) hasta las barreras de
permeabilidad, tales como las formadas por capas de células endoteliales enlos vasos sanguineos,
o todavia mucho mas densas, como es el caso de la barrera hematoencefalica. Todo ello puede
comprometerla penetracion delfarmaco enlos distintos tejidos delcuerpo, sumado a los efectos
secundarios derivados de una toxicidad indeseada inherente al propio compuesto. Para poder

transportar el farmaco por el organismo y evitar los inconvenientes anteriormente mencionados,
se crearon los sistemas de dosificacién de farmacos (Figura 5)°.
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Figura 5. Diferentes tipos de sistemas de dosificacion de fadrmacos>.

Los sistemas de dosificacion de farmacos son estructuras de diversos tipos que se utilizan a modo
de vehiculo, siendo de especial interés los biomateriales debido a su compatibilidad con los seres
vivos y por su facilidad de edicidn gracias a la tecnologia del ADN recombinante, pudiendo alterar
sus propiedades a voluntad de disefio. De entre todos ellos, y por sus propiedades biomédicas y
fisicoquimicas, interesan aquellos que tratan de mimetizar el comportamiento de la proteina
elastina, ya que, de entre todas sus cualidades, permiten la obtencidn de un gran abanico de
conformaciones en funcién de la aplicacion que queramos desarrollar: desde hidrogeles, micelas,
vesiculas hasta nanoparticulas.

2.4.1- Elastina y polipéptidos tipo elastina

La elastina es una proteina que se encuentra en todos los vertebrados en la matriz extracelular,
asi como enlos tejidos conectivos del organismo y otros como el pulmonar, la piel, los ligamentos
y otro tipo de estructuras donde se requiera de elasticidad y resistencia. La elastina es hidrofdbica
e insoluble en agua cuando adquiere su forma fibrilar, pero su precursor lineal, la tropoelastina,
esta compuesto por un bloque hidrofilico y otro hidrofébico, siendo soluble en agua. La formacién
de las fibras de elastina tiene lugar a través del entrecruzamiento de sus residuos de lisina,
alternando su conformacién entre una forma relajaday la forma contraida.

Lysyl oxidase Single tropoelastin
cross-link __ molecule

e
\"-/—‘\_:—-/—"\1_\
e — S el

A

Relax Stretch

C\ Q*’f\x

Elaslln fiber

Figura 6. Formacion de las fibras de elastina®.



Los polipéptidos tipo elastina (elastin like polypeptides, ELPs) son aquellos que imitan la secuencia
consenso de la tropoelastina, que consiste en un pentapéptido (VPGXG)n, donde n es el nimero

I “

de repeticiones del bloque y X se conoce como el “aminodcido huésped”, que puede ser
cualguiera excepto la prolina. Dicho aminoacido define, entre otras caracteristicas, la
hidrofobicidad del bloque formado, la arquitectura final del polipéptido y su propiedad mas
importante: la temperaturade transicidon (T:), condicionada por la energialibre de Gibbs (Ecuacion
1), relacionando dicha energia (AG) con la entalpia (AH) y la entropia (AS) a través de la

temperatura (T).

AG = AH — TAS Ecuacion 1

Los ELPs son solubles en agua por debajo de su T: debido a que poseen distintas interacciones
favorables con la misma, como enlaces de hidréogeno o interacciones electrostaticas, que
provocan su disolucién gracias a que generan una entalpia negativa por hidrataciéon hidréfoba,
caracterizada por moléculas de agua con estructuras tipo clatrato que rodean los grupos apolares
del polimero (Figura 7). Una estructura tipo clatrato se da cuando un determinado compuesto se

ordena generando una red con cavidades con la capacidad de reteneren su interior a otros tipos
de moléculas con las que interactua’.

Figura7. A) Contraccion hidréfoba del polimero al aumentar la temperatura. B) Estructura de los clatratos que
provocan la solubilizacion de los ELPs a temperaturas inferiores a su T:. C) Forma de la espiral fadoptadaen el
ordenamiento hidréfobo de los ELPs’.

Por otro lado, el ordenamiento de las moléculas de agua alrededor del polimero proporciona una
entropia negativa, lo cual indica que habra una temperatura (Tt) a la cual el término entrdpico
supere al de la entalpia, la agitacion térmica destruya las asociaciones anteriormente
mencionadas vy, por lo tanto, el polimero deje de ser soluble en el agua, formandose agregados,
nanoparticulas o hidrogeles con estructuras regulares de espiral B de por efecto hidréfobo.
Aunque se genere un ordenamiento en la estructura del polimero debido a su interaccion
hidréfoba, el desorden producido por la ruptura de los clatratos vy la liberacién de las moléculas
de agua obtenidas provocan que el balance global proporcione AG<O0, implicando que el

polipéptido deje de ser soluble en el agua y precipite.
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Figura 8. A) llustracion de como el polipéptido se libera de las moléculas de agua al superar la temperatura de

transicion. B) Fotografia del polipéptido, disuelto en frio y precipitado en caliente. C) Grdfica para obtener la
temperatura de transicion a través de la absorbancio®.

Temperature

El valor de T: se determinafacilmente siguiendo la absorbancia frente a la temperatura, siendo el
punto de inflexién de la curva obtenida, que viene definido por la longitud del bloque, la
hidrofobicidad de los mismos, el orden de los aminoacidos o si lleva un farmaco unido, entre

otros.

Esto define un método de purificacidn alternativo a la cromatografia cldsica, denominado “ciclos
de transicion inversa” (inverse transition cycling, 1TC). Mediante dicho método al calentarse la
disolucién el ELP precipitard, y tras separarlo por centrifugacion, podemos desechar el
sobrenadante y resuspenderlo, esta vez en frio, para que se disuelva y que, por accidn de otra
centrifuga, separar precipitado y sobrenadante, siendo este ultimo el que interesa ahora,

repitiendo el ciclo (Figura 9).
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ITC Purification
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Figura 9. Esquema genérico del ITC?,

2.4.2- Nanoparticulasbasadas en ELPs
Mencionado anteriormente, la Tt de un bloque de ELP viene definida por la hidrofobicidad del
aminodcido huésped que lo componga. De acuerdo a esto, a mayor cardcter hidrofébico, menor



cantidad de moléculas de agua podran interaccionar con esasecuencia y, por lo tanto, menor sera
la Tt del polimero de interés®. Asi, cuando un ELP se construye con un bloque hidréfobo y otro
hidrofilico (un polipéptido anfifilico), se producird un autoensamblaje del mismo cuando se
alcance la temperatura critica de micelizacion (CMT), que viene definida por la T: de cada bloque
y la influencia de los mismos entre si. La parte hidrofdbica quedara enterrada en el interior de la
estructura mientras que la hidrofilica permanecerd en la superficie, en contacto con el agua,
formando nanoparticulas (Figura 10). La concentracidn a la que esto ocurre se denomina
concentracion critica de micelizacion (CMC)>.

e .
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Figura10. Formaciénde nanoparticulas y agregados al aumentar la temperaturadel polipéptido lineal disuelto °.

Esto les confiere un notorio valor como sistemas de dosificacion de farmacos, puesto que
medicamentos hidrofébicos que se transportan mal por el torrente sanguineo quedarian
encapsulados en el nucleo hidrofébico y, como la nanoparticula es soluble por sus segmentos
hidrofilicos, se mejoraria extraordinariamente el alcance de su diana terapéutica y su transporte
y accesibilidad.



3- Objetivos
Por lo anteriormente expuesto, resulta evidente el interés en la obtencién de polipéptidos tipo
elastina desde el punto de vista biomédico como nuevos sistemas con gran potencial en la

dosificacidn de farmacos, gracias a su biocompatibilidad y a su degradacién de manera no tdxica
y sin efectos secundarios, debido a que imitan la secuencia de la elastina natural.

En estalinea, este trabajo se focalizé en producir y purificar dos polimeros tipo elastina basados
enserinas e isoleucinas, el (Sl)2y el 3CK24(SI)2. El (Sl)2 poseeria una carga superficial neutra debido
a que dichos aminodcidos no poseen grupos cargados, mientras que el 3CK24(SI)2, debido a su
blogue de lisinas, deberia ser catidnico en condiciones fisiolégicas. Una vez puesta a punto su
purificacidn se caracterizardn y se evaluard la capacidad de cada uno para la formacién de
nanoparticulas.

A su vez, se pretende probar un método de purificacion alternativo empleando un polimero muy
utilizado en el grupo de investigacion, el 3K(El)2, con el objetivo de disminuir el tiempo que
conlleva el método tradicional mediante ciclos de transicién inversa (ITC).

Por tanto, los objetivos marcados a corto plazo fueron los siguientes:

1. Mediante el uso de las técnicas y métodos de ingenieria genética, unir los insertos génicos
que codifican para el (Sl)2 y 3CK24(Sl)2 a los vectores adecuados de clonacién (para
amplificar sus cantidades) y expresion (para producir las proteinas recombinantes),
mediante el uso de técnicas y métodos de la ingenieria genética. Esto se realizara en
distintas cepas de E. col.

2. Confirmar, mediante técnicas de biologia molecular, la correcta secuencia de los
plasmidos sintetizados.

3. Producir ambos polimeros a media escala una vez que se haya comprobado, mediante
técnicas como la electroforesis, que a pequefia escala las bacterias son capaces de generar
la proteina de manera eficiente.

4. Purificar los polimeros basados enserinas e isoleucinas mediante ITC, ademas de poner a
punto de un nuevo protocolo de purificacidn alternativo con un polimero altamente
estudiado en el grupo de investigacion.

5. Caracterizar a través de distintas técnicas sus propiedades fisicoquimicas y su capacidad

para la formacion de nanoestructuras. Para ello, se emplearan técnicas tales como: SDS-
PAGE, MALDI-TOF, IH-RMN, DLS o analisis de aminoacidos por HPLC.
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4-Materialesy métodos

4.1- Materiales

4.1.1- Reactivos quimicos

A continuacion, se expone un listado de los productos quimicos utilizados ordenados

alfabéticamente (Tabla 1):

Reactivo

Casa comercial Reactivo Casa comercial
Acetonitrilo 99% (MeCN) Fisher Glicerol 99% Thermofisher
Acido acético >99% (HAcO) Thermofisher Glicina Sigma-Aldrich
Acido clorhidrico 37% (HCI) Thermofisher Glucosa Merck
Acido Formedium Hidréxido sodico (NaOH) Thermofisher
etilendiaminotetraacético
(EDTA)
Acrilamida (Bisacrilamida) VWR Isopropanol >99% (iPr-OH) Thermofisher
40%
Agarosa Seakem Lonza Kanamicina Formedium
Ampicilina Formedium Marcadorde ADN NZY NZYTech
Ladder 111
Azulde bromofenol Alfa Aeser Marcador Unstained Protein Thermo Scientific
Molecular Weight Marker
B-Mercaptoetanol 99% GIBCO Marcador NZYBlue Protein NZYTech
Marker
Cloruro de cobre (CuCl,) Acro Metanol >99% (MeOH) Thermofisher
Cloruro de sodio (NaCl) Formedium Persulfato amoénico (PSA) Thermofisher
>98%
Dodecilsulfato sédico (SDS) Formedium SimplySafe™ EURxX
Etanol>99% (EtOH) Panreac Tetrametiletilendiamina Thermofisher
(TEMED) 99%
Fluorurode Apollo Scientific Tris (hidroximetil) Sigma-Aldrich
fenilsulfonilmetano 99% aminometano (Tris base)
(PMSF)

Tabla 1. Resumen de los reactivos quimicos utilizados.

4.1.2- Soluciones tamponadas

Un tampdn (o buffer) es una disolucién que se encarga de mantener el pH entorno a un valor

preciso, siendo imprescindible que, en algunos tipos de técnicas o tratamientos, no se presenten
fluctuaciones del mismo. Las disoluciones tampdn utilizadas son las siguientes (Tabla 2):

Tampon
Loading Buffer Electroforesis de ADN 5x

Composicién
Glicerol 30%, SDS 0,1%, azul de bromofenol
0,05%, Tris 50 mM pH8, EDTAOQ,5 mM
Tris-base 25mM pH 8.3, Glicina 192mM, SDS
0,1% (p/v), B-mercaptoetanol 1%
Tris-base 20mM pH 8, EDTA1 mM, PMSF 1mM
EDTA1 mM, Tris-acetato40mM pH 8
NaCl 2,00 M, Tris-base 0,200 M pH 7,5
Running Buffer 5x Glicina 0,959 M, Tris-base 0,124 M, SDS 17,3 mM
Buffer fosfato salino (PBS) 1x NaH,P0O,5mM, NaCl 140 mM, pH 7,4

Tabla 2. Disoluciones tampon. Los términos “5x” o similares indican quese encuentra cinco veces mds concentrado
quesu solucion final, aplicando la dilucion pertinente.

Loading Buffer Electroforesis de Proteinas 5x
Buffer de sonicacién 1x

Buffer Tris-acetato-EDTA (TAE) 1x
Buffer de lavado celular 20x
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4.1.3- Materiales para biologia molecular

4.1.3.1- Cepas bacterianas

Tanto para la clonacion como para la expresion de los genes de interés, se utilizaron diferentes

cepas de E. coli:

DH50. Competent Cells (Nzytech): bacterias usadas como sistema de subclonaje del

plasmido pET7(SI)2 y el pETIONKKK(EI)2 obtenidos mediante ligacidon previa. Su eficacia de
transformacién, o nivel de competencia, es de > 106 cfu/ug, donde cfu significa unidad
formadora de colonias y hace referencia al rendimiento de las células en cuanto al proceso
de transformacién se refiere. A mayor eficacia de transformacién, mas bacterias
internalizan elpldasmido con la resistencia a antibidtico y, porlo tanto, mas colonias crecen
en el medio de cultivo con dicho antibidtico.

BLR(DE3) Competent Cells (Novagen): sistema de expresidén para la produccion de la

proteina recombinante (Sl); del plasmido anteriormente amplificado. Su nivel de
competencia es de > 2 x 10° cfu/ug. Se trata de células competentes preparadas para la
introduccion de ADN exdégeno mediante choque térmico.

SHuffle® T7 Express Competent E. Coli (NEB): sistema de expresion utilizado para obtener

el polipéptido tipo elastina 3CK24(Sl)2 a partir del vector pET1I0NCCCK24(SI)2. Su nivel de
competencia es de 107 cfu/pg.

4.1.3.2- Medios de cultivo

Tanto para el crecimiento bacteriano como la expresién de proteinas, las bacterias necesitan unos

medios de cultivo especificos, en funcién del objetivo buscado, que difieren notablemente en su

composicién, diferencidndose:

Lysogeny Broth (caldo de lisogenia, LB) (Formedium): medio de cultivo en el que se

favorece el crecimiento de las bacterias en lugar de la expresién proteica. Se compone de
10 g/L triptona, 10 g/L NaCl y 5 g/L extracto de levadura (25 g/L).

LB 2X (Formedium): similar al anterior, pero doblemente enriquecido en nutrientes para

mejorar el cultivo: 20 g/L triptona, 20 g/L NaCly 15 g/L extracto de levadura (55 g/L)
Modified Terrific Broth (mTB o TB modificado): utilizado para la produccién de proteina

debido a su contenido en lactosa, lo cual promueve la autoinduccién, ademas de para la
generacion previa de biomasa. Se compone de 12 g/L triptona, 24 g/L extracto de
levadura, 4 mL glicerol/L medio, 3,3 g/L (NH4)2 S04, 6,8 g/L KH2POa, 7,1 g/L Na;HPOg4, 0,5
g/L glucosa, 2,0 g/L lactosa, 0,15 g/L MgS0a4 (55,85 g/L).

LB Autoinductor (Formedium): medio que, ademds del crecimiento, también promueve

la induccién de la expresidn proteica. Su composicidn es similar al LB normal, salvo que
posee distintas sales fosfato, ademas de lactosa, presente también en el TB, que induce la
expresion. Se compone de 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 3,3 g/L (NH4)2 SOa,
6,8 g/L KH2PO4, 7,1 g/L Na;HPO4, 0,5 g/L glucosa, 2,0 g/L lactosa, 0,15 g/L MgS04 (34,85
g/L).
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e LB-Agar (Formedium): medio en estado sélido con el cual se recubren las placas Petri para

el cultivo bacteriano. Normalmente requiere ser suplementado con un antibiético, en

concentracién 1 pulL/mL de medio. Se prepara con 25 g/L LBy 15 g/L agar.

Para asegurar que no se produce ningun tipo de contaminacidn en su preparacion, todos los
medios se esterilizan en botellas de vidrio con autoclave a 121°C durante 21 min.

e Medio de caldo superdptimo con represion por catabolito (S5.0.C. Medium) (Fisher):

utilizado para obtener transformaciones de maximo rendimiento. Se compone de 2%
triptona, 0,5% extracto de levadura, 10mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOa,,
20 mM glucosa.

4.1.3.3- Enzimas de restriccion y ligasa

Las enzimas de restriccién son nucleasas de tipo endonucleasa, es decir, cortan el ADN de doble
cadena cuando identifican un patron interno concreto de bases nitrogenadas, o lo que se conoce
como secuencia de restriccidn. El objetivo de su utilizacidn fue extraer el inserto del vector de
clonacién (realizado anteriormente por el grupo de investigacion) y comprobar que se habia
producido correctamente la ligacidon entre el vector de expresiény dicho inserto, que se expondran
mas adelante. A continuacidén, se exponen las enzimas de restriccion utilizadas junto con la
secuencia diana que reconocen (Tabla 3):

Enzima de restriccion Secuencia diana
EcoRI .G ATT C..x
¥+.CT T A Ar+G..5
Xbal . TC TAGA.3
¥».AG A T CtT.. .5
Ndel £.C AT AT G..¥

.6 T A TtA C.»

Tabla 3. Enzimas de restriccion utilizadas y sus correspondientes secuencias de restriccion.

Todas se emplearon siguiendo los protocolos y los buffers de la casa comercial (Thermofisher). En
este caso era el tampdn empleado fue el denominado GreenBuffer 5x, de la misma casa comercial.
Como se aprecia en los cortes, todas estas enzimas generan extremos cohesivos. De encontrarse
una Unica secuencia de restriccién en un vector de clonaciéon, se produciria su linealizacién vy, en
presencia de un inserto génico digerido con una enzima que genere extremos cohesivos
complementarios, la unién de los mismos. Dicho proceso, conocido como reaccién de ligacién,

requiere de la presencia de otra enzima, la T4 ADN Ligasa.

La T4 ADN Ligasa (Thermofisher), que debe su nombre al bacteriéfago T4, de donde fue obtenida
inicialmente, es una enzima que se encarga de la union de fragmentos lineales de ADN cuyos
extremos sean compatibles, catalizando la formacidn del enlace fosfodiéster. La casa comercial
también proporciona su correspondiente tampdn, el T4 Buffer DNA Ligase 10x.
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4.1.3.4- Vectores plasmidicos

Los vectores se clasifican en funcién de su uso. Pueden ser: de clonacién, para generar muchas
copias de un gen, o de expresion, si interesa producir la proteina que codifica. En este caso, el

trabajo se baso en el uso de vectores de expresion, siendo estos el pET7, el pETIONCCC vy el
pPET10NKKK.

e pET7 (p7): vector de expresidn de 5546 pb con secuencias que codifican resistencia al
antibiotico Ampicilina y que fue obtenido a partir de la modificacién del vector comercial
PET-25b(+) (Novagen) por la Dra. Alessandra Girotti (Figura 11)11,

Figura11. Representaciondel vector pET7.

e pPETIONCCC (p1ON3C): vector de expresion derivado del pET10 de 4520 pb con resistencia

a Kanamicina, que afiade tres cisteinas al extremo N-terminal de la secuencia del inserto
afiadida en la ligacion (Figura 12).

p1ONCCC

Figural12. Esquema del pET10NCCC.
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PET10NKKK (p10N3K): vector de expresion derivado del pET10 de 4520 pb con resistencia

a Kanamicina, que afiade tres lisinas al extremo N-terminal de la secuencia del inserto

afiadida en la ligacién (Figura 13).

p1ONKKK

4520 pb

Figura13. Esquema del pET10NKKK.

4.1.3.5- Genes sintéticos y plasmidos base

El trabajo realizado se inicié a partir de los fragmentos génicos (Sl)2, 3K(El)2 y el plasmido de

expresion p1lON3CK24(Sl)2, ya desarrollados por el Grupo de Biodispositivos Avanzados para

Nanomedicina de la Universidad de Valladolid (UVa).

(SI)2: es un inserto génico que codifica para uno de nuestros polimeros tipo elastina de
interés. Posee un tamafio de 3300 pb y conforma un tetrabloque (Figura 14) formado a
partir del dibloque Ssoleo, es decir, 50 repeticiones de la secuencia que codifica para el
pentapéptido (VPGSG), con serina como aminodacido huésped, y por tanto de naturaleza
hidrofilica; y 60 repeticiones de la secuencia codificante del bloque pe ptidico (VGIPG), de
naturaleza hidrofdébica al poseer isoleucina como aminoacido huésped. Este tetrabloque
fue introducido en el vector de expresion pET7, formando el p7(Sl) 2, para posteriormente

realizar un subclonajey la produccién de la proteina recombinante.

Seo l leo l Seo l leo “ ;wmml_ WGIPG),, [_lwcsﬁ}wl:wwl..,“

Figura 14. Esquema del (Sl),, indicando los pentapéptidosformados por cadabloque. En naranja,
hidrofébicosy en azul, hidrofilicos*.

p1ON3CK24(Sl)2: vector de expresién disefiado para afiadir tres cisteinas al N-terminal de la

proteina expresada. Lleva incorporado el inserto de interés, K2a(Sl)2, que es similar al
anterior salvo que incluye 24 repeticiones de la secuencia que conforma el pentapéptido
(VPGKG), con lisinas, en su N-terminal y a continuacién de las cisteinas. Tiene un tamafo
de 3660 pb (Figura 15).
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Figura15. Esquema del 3CK4(Sl),, indicando la cola de cisteinas introducidas por el vector de expresion??.

e 3K(El)2: inserto de 3309 pb que codifica para un polimero compuesto por tres lisinas
seguidas de un tetrabloque compuesto por undibloque de [(VPGVG)2 (VPGEG) (VPGVG)2)1,
cuyo aminodcido huésped es el glutdmico, y de (VPIPG)eso analogo al anterior. El hecho de
gue haya cuatro pentapéptidos (VPGVG) flanqueando al del glutamico tiene como mision
la reduccidn del caracter hidrofilico de ese bloque, facilitando, la purificacién del mismo al
disminuir su temperatura de transicidon. Este inserto fue ligado al vector de expresién
p1ON3K (Figura 16).

QOO ) e | ) e

Figura16. Esquema del 3K(El),, indicando la cola de lisinas introducida por el vector de expresion.

4.1.3.6- Kits de extracciony purificacion de ADN

Para identificar qué colonias de subclonaje han introducido el plasmido buscado, es necesario
extraerlo del interior de las bacterias y purificarlo. Para ello, se utilizd el NucleoSpin®
Plasmid/Plasmid (NoLid) Mini kit for plasmid DNA purification (Macherey-Nagel) para la obtencidon
de pequefias cantidades de ADN a partir de cultivos bacterianos de poco volumen (5-10 mL).

4.2- Métodos

4.2.1- Reaccion de ligacion
La reaccién de ligacion consiste en la introduccion de ADN exdgeno, denominado inserto, a un
vector. Ambos componentes deben tener extremos complementariosy, por lo tanto, requiere que

reciban la digestidn enzimdtica por parte de enzimas de restriccién que generen dichos extremos
compatibles (Figura 3 y Figura 17).

Figura17. Reaccion de ligacion, donde se ve que el inserto (en verde) es compatible con los extremos generados?.
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Para ello, se utiliza la T4 ADN Ligasa, que actua junto a su T4 Buffer DNA Ligase 10x suministrado
por la misma casa comercial. El procedimiento consiste en mezclar los componentes de la
reacciéon junto con el buffery la enzima y dejar la mezcla a temperatura ambiente durante una
hora o a 4°C durante tres dias. EIl ADN recombinante (rADN) resultante de la ligacién debe ser
conservado a -20°C.

4.2.2- Preparacion de placas de cultivo bacteriano

La preparaciéon de placas de Petri para el cultivo de colonias requiere realizar la mezcla LB-Agar
anteriormente mencionada (apartado 4.1.3.2), disolviéndola y esterilizandola a 121°C durante 21
min. Después, se vierte en campana estéril sobre las placas de Petri una cantidad aproximada a
30 mL y se dejan solidificar. En el caso de que se requiera la suplementacion con un antibidtico
adecuado, este debe ser diluido en el medio de forma que su concentracion final sea 1 uL
Antibiético/mL de LB-Agar.

4.2.3- Transformacion en cepas bacterianas

Para seguir con el proceso de clonaje, necesitamos introducir el rADN en la célula anfitriona, la
cual se va a encargar de generar multiples copias del plasmido introducido y que lleva nuestro
gen de interés. Este proceso de incorporacién de ADN exdgeno por parte de la bacteria se
denomina transformacion. Aunque se han utilizado diferentes cepas bacterianas, todas
previamente almacenadas a -80°C, el proceso de transformacién posee un punto comun en todas
ellas, el método de introduccién de ADN, ya que las células utilizadas han recibido numerosos
tratamientos fisicoquimicos para inducirlas el estado de competencia. Este estado, que es natural
en muchos tipos de bacterias, se alcanza cuando, al estar el medio que las rodeas en unas
condiciones determinadas, son capaces de abrir poros en sumembranay captar ADN externo. En
la practica, se consigue dejandolas incubar en hielo un tiempo determinado (depende de la cepa)
y posteriormente realizar un choque térmico a 42°C durante unos pocos segundos de manera
exacta, tal ycomo indica el protocolo de la casa comercial. Durante ese choque térmico es cuando
captan el rADN.

4.2.3.1- Transformacion en DH5a Competent Cells

Células utilizadas para clonaje de rADN. Se saca una alicuota de bacterias y se coloca en hielo para
que descongele lentamente. En un tubo de 14 mL, se pipetean 50 pulL de las células, sobre los
cuales se afladen 5 L del rADN que se quiere incorporar y se dejaincubando en hielo durante 30
min. Pasado ese tiempo se realiza un choque térmico de 30 s a 42°C y se colocan de nuevoen el
hielo durante 2 min para que vuelvan a cerrar sus poros. En ese momento se afladen 450 uL S.O.C.
Medium y se incuban durante 1 h a37°C y 250 rpm en un incubador con agitacion. El tubo deber
permitir la renovacién del flujo de aire de su interior. De la transformacién obtenida se siembran
60 uly 120 pL en dos placas de Petri, preparadas y atemperadas anteriormente, que contengan
el antibidtico adecuado, y se dejan crecer durante 16 h a 37°C en una estufa.
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4.2.3.2- Transformacion en BLR (DE3) Competent Cells
Una vez se consigue la clonacién del plasmido deseado, este se transfiere a una cepa que
favorezca la expresién de la proteina recombinante. El protocolo a seguir es parecido al anterior,
salvo que se utilizan 20 pL de bacterias, 1 uL de rADN, 80 uL S.0.C. Medium y la incubacién en
hielo dura 5 min. De la transformacién resultante se siembran 20 pL, junto con una cama de 50
pL de S.0.C. Medium para favorecer su extensidn por la placa, y 40 plL en dos placas diferentes
que se incuban durante 16 h a 37°C.

4.2.3.3- Transformacion en SHuffle® T7 Express Competent E. coli
Cepa de expresiéon con un protocolo de transformacién andlogo al de DH5a (apartado 4.2.3.1),
salvo que la cantidad de S.0.C. Medium utilizada esde 950 pL. De la transformacidn, se siembran
dos placas con antibiético, una con 75 pl y otra dividida en dos mitades: una con 20 pLy la otra
con una dilucién 1:10 de S.0.C. Medium de otros 20 ulL.

4.2 .4- Purificacién de ADN plasmidico de E. coli.

Para comprobar que el vector y el inserto se han unido correctamente, es necesario extraery
purificar el material genético de la bacteria para su posterior uso en la sintesis del ELP. Para ello
se siguid el protocolo de purificacion anteriormente mencionado (apartado 4.1.3.6). Hay dos
protocolos a seguir con el NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NolLid) Mini kit for plasmid DNA
purification: uno para vectores de expresion, denominados “low-copy”, y otro para vectores de
clonacién, también conocidos como “high-copy” (Figura 18). La diferencia entre ambos radica en
la cantidad de biomasa producida, siendo mayor la de los vectores high-copy que los low-copy,
necesitando mayor cantidad de volumen de cultivo en el segundo caso para alcanzar la cantidad
Optima de biomasa, siendode 5 mLde LB +5 plL delantibidtico correspondiente para el high-copy
(puesto que el plasmido estd disefiado para obtener un alto nimero de copias) y de 10 mL de LB
+ 10 pL del antibidtico para el low-copy (disefiado para plasmidos de expresion, cuya replicacién
es menor). Al emplearse diferentes volimenes de cultivo también se modifican las cantidades de

reactivo posteriormente utilizadas. En este caso, como se trabajaron vectores de expresion, se
siguié el protocolo low-copy.

Centrifuge to Transfer supernatant to  Wash and elute

b

vy pedlet protein GET Spin Column and plasmid DNA
Neutralizing Buffer precipitate centrifuge

Figura 18. Resumen del protocolo de extracciony purificacion de ADN plasmidico®3.

El cultivo se centrifuga para separar el medio de cultivo del pellet bacteriano, descartando el
sobrenadante. A continuacidn, se afade el tampdn de resuspension, que posee RNasa para
eliminar las posibles moléculas de ARN que puedan contaminar el ADN plasmidico. Se centrifuga,
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se desecha el sobrenadante y se anade el tampdn de lisado alcalino, compuesto por NaOH vy
dodecilsulfato sdédico (SDS), un detergente anidnico, produciéndose la ruptura celular. El tampdn
de neutralizacién posteriormente afiadido ajusta el pH.

Se somete la muestra a centrifugacién para que los restos celulares se peguen en el fondo del
tubo, y se recoge el sobrenadante para introducirlo en una columna de microextraccién de fase
solida (SPME). La fase estacionaria delinterior de la columna posee una gran afinidad por el ADN
plasmidico mientras que posee poca o nula afinidad por el resto de compuestos presentesen el
citoplasma bacteriano. Se centrifuga para que la muestra penetre enla columna y posteriormente
se afiade eltampodn de lavado (precalentado a 50°C), que elimina los interferentes retenidos en
la columna, dejando intacto el ADN, y se somete a otra centrifugacién. Después, se afiade el
tampdn de lavado concentrado, suplementado con etanol, que, al reducir la constante dieléctrica
del medio, promueve la formacién de enlaces idnicos entre el Na* con los grupos PQO43- del
esqueleto azucar-fosfato del ADN, provocando que precipite. Se realiza una centrifuga para
proceder al secado de la columna.

Finalmente, se anade el tampdn de elucién (calentado previamente a 70°C), para provocar la
salida del ADN de la columna.

En este caso, la concentracién y pureza de los plasmidos purificados se determind con un
espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific), cedido por el
Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) de Valladolid. Este instrumento permite
calcular la concentracion (C) del ADN presente en la muestra a partir de la ley de Lambert-Beer,
relacionandola con la absorbancia (A) a 260 nm a través del coeficiente de absorcién (a) y la
longitud de la cubeta (I) utilizada (Ecuacién 2):

A=a-1-C Ecuacion 2

Ademas, permite medir dos relaciones de absorbancias cuyos parametros permiten evaluar la
calidad y el grado de pureza del ADN: A260/A230, siendo a 230 nm la longitud de onda a la que
absorben sales caotrdpicas, fenoles o carbohidratos; y A260/A280, siendo a 280 nm a la que
absorben las proteinas (Tabla 4).

Relacién Valor Nivel de pureza
A260/A230 2.0-2.2 Pureza dptima.
1.8-2.0 Pureza aceptable.
1.5-1.8 ADN contaminado con sales caotrépicas, fenoles o carbohidratos.
<15 ADN altamente contaminado con sales caotrdpicas, fenoles o
carbohidratos.
A260/A280 >2.1 ADN contaminado con ARN.
1.8-2.1 Pureza dptima.
1.6-1.8 Pureza aceptable.
<1.6 ADN contaminado con compuestos aromaticos.

Tabla 4. Nivel de pureza del DNA en funcion de la relacion de absorbancias.
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4.2.5- Digestion analitica de ADN con enzimas de restriccion

Una vezconocida la concentracion y calidad del ADN obtenido, se procede a evaluar si la ligacién
ha ocurrido de manera satisfactoria mediante un mapeo de restriccion. Este mapeo del ADN
consiste en cortar al mismo con enzimas de restriccién endonucleasas y analizar los fragmentos
de restriccion, productos del corte, mediante una electroforesis de agarosa. Con estos podemos
elucidar si nuestro inserto se ha introducido correctamente en el vector de expresién ya que, al

conocer la secuencia del plasmido, se puede predecir dénde cortara cada enzima y cuales seran
los pesos de los fragmentos generados.

Las enzimas trabajan de manera dptima enunas condiciones de pH, temperatura y concentracion
muy especificas. Las enzimas utilizadas, Ndel, Xbal y EcoRl (estas ultimas permiten la codigestion
del ADN al funcionar en el mismo medio tamponado) siguiendo el protocolo aportado por la casa

comercial de las mismas.

4.2.6- Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis es un método utilizado para la separacidn de macromoléculas en funcién de su
tamano, carga y otras propiedades como su conformacién. Las muestras deben situarse en un
medio soporte para evitar perturbaciones mecanicas o corrientes de conveccidon mientras dura la
separacién. Estos medios suelen ser polimeros o geles que forman una malla o matriz
tridimensional por donde debe avanzar la muestra. La friccion que sufren al pasar por sus poros

vuelve factores como el tamaiio y la forma muy relevantesen la separacion (Figura 19).
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Figura 19. Esquema de unaelectroforesis de ADN*,

La fuerza impulsora de la separacién esla diferencia de potencial aplicada a ambos extremosdel
gel. Cuando la muestra se mezcla con una solucidn tampdn adecuada y queda embebida en el
interior del gel, sumergido también endicho tampdn, este aplica una fuerzade friccidén contraria
al avance. Las macromoléculas alcanzan rapidamente una velocidad constante cuando se igualan
las dos fuerzas, que dependen de lafuerzadelcampo, la porosidad de la matriz, la forma y tamano

de las muestras, la hidrofobicidad relativa de las mismas y la temperatura y fuerza iénica del
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tampdn, ademas de su viscosidad. Las muestras se separan de manera diferencial en el gel, que
actua de tamiz molecular, en funcién de sus movilidades electroforéticas, que dependenasu vez
de la carga de la molécula (q) y de su coeficiente de fricciéon (f) (Ecuacién 3):
M = q Ecuacion 3
f
La movilidad electroforética es un parametro caracteristico de las moléculas y depende del pK;

de sus grupos cargados. Para la separacién de acidos nucleicos, se utiliza la agarosa y de manera
horizontal.

La agarosa es un polisacarido lineal que se encuentra en las algas y que se disuelve entre los 50-
60°C. Su peso es de aproximadamente 12 kDa y esta formada por la repeticidon de la agarobiosa,
un disacdrido formado por galactosa y 3,6-anhidrogalactosa. Al enfriarse, este polisacdrido
solidifica formando un gel, cuya matriz posee poros capaces de actuar como tamices moleculares
y cuyos tamanos pueden ser controlados en funcién de la concentracidn de agarosa. Por este

motivo, el porcentaje de agarosa de un gel define elintervalo de tamafios, en pares de bases, que
es capaz de separar dicho gel en electroforesis (Tabla 5).

El mediotamponado es el Buffer TAE 1x, puesto que permite trabajar a pH 8, permitiendo que los
grupos fosfato de las cadenas de ADN se encuentren cargados (ya que se desprotonan por encima
de pH 7). Como las moléculas de ADN poseen carga negativa, estas migraran del catodo hacia el
anodo, a velocidades inversamente proporcionales al logaritmo en base 10 del nimero de pares

de bases. Debido a que todos los fragmentos de ADN poseen la misma carga por masa la
separacion se debe exclusivamente al tamafo de las muestras.

Rangodetamafio % (m/v) Agarosaen TAE 1x

(pb)

1000-23000 0,60
800-10000 0,80
400-8000 1,00
300-7000 1,20
200-4000 1,50
100-3000 2,00

Tabla 5. Capacidad de separacion del gel de Agarosa Seakem®, en funcidn de su porcentaje en disolucion.

Los geles se tifien, en este caso, en TAE 1x con SimplySafe™, un agente intercalante de las bases
nitrogenadas del ADN que emite fluorescencia, durante aproximadamente media hora tras ser

irradiado con luz UV. Las fotos de las electroforesis de este trabajo fueron tomadas con un equipo
Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

De esta manera, se pueden evaluar los fragmentos de restriccion e identificar el plasmido
obtenido esel deseado, utilizando para ello como referenciauna muestra de ADN con fragmentos
totalmente conocidos segln su tamafio en pb conocido como marcador (o marker). Por

comparacion con los mismos, podemos saber si el tamafio de nuestro ADN entra en el rango
ofrecido por dicho marcador y conocer su peso (Figura 20).
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Band size (bp) ng/band

10000 100
£ig &
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1400 14
1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

Figura20. Imagen de las bandas proporcionadas porel DNA NZY Ladder lil.

4.2.7- Secuenciacion de ADN
La secuenciacidn es una técnica que permite obtener el orden de los mondmeros que conforman
un polimero, ya sean proteinas, ADN o ARN. La estrategia esanaloga en los tres: primeramente, se
fraccionan ensecuencias mas cortas que puedan ser secuenciadas para posteriormente repetir el
procedimiento con otra técnica de corte que se solape con el primer punto de corte, y asi obtener
otra serie de fragmentos que permitan, por comparacién, hallar el orden total de Ia

macromolécula.

La secuenciacidn de ADN se realiza por el método de Sanger en el que, a partir de un ADN molde,
se generan segmentos de distinta longitud a partir del mismo origen del molde, debido a que el
ultimo nucledtido incorporado es un didesoxinucledtido trifosfato (ddNTP) que lleva incorporado
un agente fluorescente para poderser detectado. La separacion de esos fragmentos se lleva a cabo
por electroforesis capilar. Esto fue realizado por Cenit Support Systems S.L., Parque Cientifico de
Salamanca (Villamayor), con los cebadores (o primers) asociados a cada plasmido.

Conocer la secuencia de nucledtidos (y, por tanto, sus codones) permite conocer la proteina que
se sintetizard a partir de la traduccién de su hebra codificante.

4.2 .8- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
Unavez se tiene el pldsmido obtenido, se transforma en cepas de expresién y se comprueba que
son capaces de expresarla proteina recombinante de interés. Para ello se prepara un cultivo de las
colonias seleccionadas en 5 mL de TB, para favorecer la expresion de proteinas, con una
concentracion final del 1x del antibidtico correspondiente, y se analizan las proteinas producidas

por dichas colonias de bacterias mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE).

El fundamento del SDS-PAGE es analogo a la electroforesis de DNA (apartado 4.2.6). En este caso,
el gel es producto de la polimerizacion quimica de la acrilamida, cuyos mondmeros producen

cadenaslineales, y la bisacrilamida, que crea puntos de ramificacién para poderobteneruna matriz
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tridimensional que actue de tamiz molecular para separar a las proteinas de la muestra. La
porosidad alcanzada en este tipo de geles es siempre menor a la de los geles de agarosa. El gel de
acrilamida se prepara a partir de acrilamida, bisacrilamida, agua Milli-Q, Tris-HCIl, NH4S20s (APS)
como agente iniciador generador de radicales libres, 10% SDS y tetrametiletilendiamina (TEMED)
como catalizador (Figura 21). Ademas, la posicién del gel es vertical.

Polyacrylamide
r‘1H7 NH2 NH2 NH2
Bis-acrylamide C=0 C=0 =0 C=0
CH2=CH

| |
CH2 ~CH- CH2-CH- CH2-CH~ CH2-CH- CH2-CH-
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I NH
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Figura21. Esquema de la formacion del gel de poliacrilamida®®.

Se utiliza un sistema de Tris discontinuo. La primera parte del gel, denominada gel compactador
o stacking, posee una menor concentracién de acrilamida y, por lo tanto, poros mds grandes
ademads de un pH en torno a 6,8. A este valor de acidez los cloruros del tampdn avanzan mas
rdpidamente, elevando el pH detrds de ellos y creando una zona de baja conductividad. Esto
provoca que la glicina presente en eltampdn (Running Buffer 1x) se ionice parcialmente migrando
detrds del frente del cloruro. Los péptidos migraran entre ambas bandas, apilados y permitiendo
gue durante los primeros minutos de la electroforesis las proteinas entren concentradas.

La segunda parte delgel es el gel de resolucidn o resolving, el cual posee un pH alrededor de 8,8,
provocando que la glicina se encuentre totalmente ionizada y supere a los péptidos. Al poseer
una mayor cantidad de acrilamida, su porosidad es mayor y, por lo tanto, ejerce un efecto
tamizador. Como esta parte posee SDS, un detergente anidnico que se une a cada aminoacido
mediante dos moléculas, la carga por masa es equivalente a todas las proteinas, haciendo que la
separacion sea exclusivamente por el tamafio de las mismas.

El SDS-PAGE permite la caracterizacién de las proteinas cuando se emplea un marcador de
referencia de proteinas con peso molecular conocido en paralelo a las muestras de estudio. Por
comparacion entre las bandas de la muestray del marcador, se puede hallar, mediante unarecta
de calibrado previa, el peso molecular de la proteinade interés. Para ello hay que evaluar el factor
de retraso (Rs) frente al logaritmo en base 10 de la masa molecular (Ecuacidn 4):

distancia recorrida (cm) Ecuacion 4

£~ distancia del frente (cm)

Par analizar la produccién proteica de los cultivos bacterianos mediante SDS-PAGE, se centrifuga
el medio de cultivo para separarlo del pellet celular, del cual, tras sucesivos lavados con agua, se
cogen 20 uL de una resuspensidon de 200 plL y se tratan Loading Buffer 5x hasta que su

concentracion final sea del 1x. Las muestras se hierven durante 5 minutos a 95-100°C para
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desnaturalizar las proteinas y se centrifugan durante 5 minutos. Como el tampdn de carga posee
[B-mercaptoetanol, los puentesdisulfuro de las proteinas son reducidos permitiendo la evaluacion

del peso molecular de las subunidades.

Las muestras cargadas en la electroforesis se normalizan a un volumende 5 plLy se las sometea
un amperaje constante de 25 mA/gel durante aproximadamente 1 hora. Finalizado ese tiempo,
se secciona el stacking y se tifie en CuCl; 0,3 M o azul de Coomassie, durante 10 minutos
aproximadamente. Los geles tefiidos con cobre se destifien en agua destilada durante otros 10
minutos, mientras que los teflidos con Coomassie se destifien en su propia disolucion de
desteiido, una mezcla de H.O, MeOH y HAcO (de relacion en volumen 50:40:10,
respectivamente).

Almétodo de picar colonias en medio de expresiony posterior analisis de las proteinas producidas
por SDS-PAGE se denomina screening. La colonia mas productora del polimero sera la que
presente la banda correspondiente a la proteina de interés mas ancha e intensa que el resto de
proteinas enddgenas de labacteria (primerscreening). Una vez elegida la colonia mas productora,
esta se vuelve a sembrar en otra placa, generando otras colonias hijas entre las cuales se volvera

a elegir la mas productora (segundo screening). Finalmente, se prepara el proceso de
bioproduccién de la proteina recombinante con cultivos a media escala.

4.2.9- Bioproduccion de proteinas recombinantes

La produccion se realiza en Erlenmeyer de 2 L, todos a 1/4 de su capacidad (500 mL) para
favorecerla aireacion delos mismos y permitir el crecimiento del cultivo. Para conseguir grandes
cantidades de biomasa, en primer lugar, se prepara el preindculo en un tubo Falcon de 50 mL que
contenga 5 mL LB, antibidtico 1000x (siendo equivalente a 100 mg/mL de Ampicilina o 30 mg/mL
de Kanamicina) a una concentracion final del 1x, glucosa 20% hasta una concentracién final del
1% y la colonia mas productora elegida anteriormente por SDS-PAGE (conviene normalmente
picar dos, por sialguna no creciera). El cultivo se incuba a 37°C y 250 rpm durante toda la noche.

Al dia siguiente se prepara durante la mafiana el indculo. En un Erlenmeyer de 250 mL se afiaden
30 mL de LB, antibiético 1000x hasta el 1x, glucosa 20% hasta el 1% y 100 uL de los preindculos,
dejandolos crecer durante toda la mafiana. Se preparan los Erlenmeyer con el medio deseado
para el cultivo (normalmente un total de 5-7 L de produccién) y se les afiade 1 mL delinéculo que
mejor haya crecido en base a sus densidades 6pticas a 600 nm (ODeoo). Ademas, se aiflade a los
medios antibidtico 1000x hasta el 1x y se deja creciendo a 37°C y 250 rpm durante toda la noche.
En paralelo se coge 1 mL de los indculos en dos tubos de 1,5 mL y se guardan a 4°C para ser
analizados posteriormente. Ademas, se prepara un control con 5 mL de TB, antibidtico 1000x
hasta el 1x y 1 mL delinéculo enun tubo Falcon 50.

En paralelo, se prepara un glicerol stock de la colonia mas productora para conservarla congelada.
Como las placas de Petri solo aguantan un mes a 4°C, se prepara una reserva de dicha colonia
inmortalizada en glicerol, pudiendo volverse a sembrar en otra placa mas adelante del propio

glicerol stock. Para ello, en un tubo Falcon 50 se afiaden 5 mL de LB, antibiético 1000x hasta el 1x,
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glucosa 20% hasta el 1%y 100 pL de los preindculos, dejandolo crecer hasta que alcanza un valor
de ODsoo de 0,7-0,9, momento en el que el crecimiento de la bacteria es exponencial y esta listo
para ser almacenado. En un criovial se afladen 800 pL de dicho cultivo y 200 pL de glicerol estéril
(autoclavado) al 80%, se agita por inversidn hasta alcanzar la homogeneidad y se guarda a -80°C.

Al dia siguiente, a las 8:00 h, se coge 1 mLen dos tubosde 1,5 mL de unode los Erlenmeyery uno
de ellos se centrifuga, pues servird como blanco para el otro. Se realiza lo mismo con el control
preparado y las muestras del indculo cogidas del dia anterior. Los blancos y las muestras se
diluyen 1:10 (o lo necesario para que entre en el rango lineal de la Ley de Lambert-Beer) en las
cubetas del espectrofotometro y se mide su ODesgo. La cantidad de biomasa da una idea de la
produccidén obtenida. A las 8:30 h, se mide de nuevo la absorbancia del mismo Erlenmeyer. Si el
valor obtenido es mayor al anterior, se deja al cultivo crecer media hora mas y se repite el
procedimiento; por el contrario, si es igual o menor, se asume que las bacterias ya han
abandonado la fase exponencial (Figura 22) y se detiene la produccidn.

Number of cells
L

Exponential
Phase

1 2 3 4 Time (hours)
Inoculation

Figura22. Curva de crecimiento bacteriano. Es de vital importancia no dejar que entren en la fase de apoptosis, lo
cual implicaria la pérdida de la proteina deseada?®.
Las muestras cogidas se preparan como se detalla en el apartado4.2.8 y se observa por SDS-PAGE
el rendimiento de la produccidn, teniendo en cuenta que, en funcién del valor de ODeoo se
resuspende en unvolumen de agua ultrapura Milli-Q (Milli-Q) diferente (Tabla 6), para normalizar
la cantidad de proteina que se cargara enla electroforesis:

ODggo Resuspenderen:
0,1-0,5 20 mL agua Milli-Q
0,5-2 50 mL agua Milli-Q
>2 100 mLagua Milli-Q
>5 200 mLagua Milli-Q

Tabla 6. Correspondencia de agua de resuspensiony absorbancia.

El contenido de los Erlenmeyer se centrifuga durante 15 min a 5000 x g y 4°C, desechando el
sobrenadante (junto con lejia) y repitiendo el proceso hasta recoger todo el pellet celular con la
proteina de interés. Una vez obtenido, se procede al lavado de las células con el buffer de Lavado
1x, resuspendiendo el pellet en una pequeiia cantidad del mismo mediante agitaciéon vigorosa

hasta la resuspension total. El pellet resuspendido se centrifuga durante 15 min a 5000 x g y 4°C.
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Este ultimo paso se repite hasta que el sobrenadante salga incoloro, conservando el pellet con el
polimero deseado.

4.2.10- Extracciony purificacion proteica

Conel objetivo de sacar la proteina delinterior de la bacteria y comenzar a purificarla, se siguieron
dos métodos de lisis celular en funcion del protocolo de purificacion empleado: sonicacién
seguido de ciclos de transicion inversa (ITC) o extraccién con disolvente orgdnico con posterior
precipitacién del polimero en acetonitrilo.

4.2.10.1- Sonicacion celulare ITC

El pellet celular, que posee la proteina en su interior, se resuspende en buffer de sonicaciéon 1x

segun la siguiente relacién (Ecuacion 5):

V(mL) =5 OD600,1'11tima muestra " Veultivo (L) Ecuacion 5

Ademas, se aftade PMSF 1 M hasta una concentracién final de 0,001M, el cual es un inhibidor de
proteasas que evita la degradacion proteica. Finalmente, se realiza la sonicacién, que consiste en
romper la pared celular bacteriana y la membrana plasmatica mediante el uso de ultrasonidos a
4°C, empleando una energia maxima de 25000 J. El equipo Hielscher UP400St con termostato
Lauda Alpha RA 12 fue cedido por Dra. F. Ronda del grupo de investigacion PROCEREAL de la UVa.
Una vez rotas las células, el resto celular o debris se separa realizando una centrifugacién a 4°Cy
10000 x g durante 1 h 30 min. La naturaleza a esta temperatura de los polimeros tipo elastina es
la de permanecer en la disolucién y no en el precipitado, tal y como se explicé en el apartado
2.4.1.

Tras comprobar por SDS-PAGE que el polimero reside en el sobrenadante, se comienza la
purificacion mediante ITC. Debido a que los polimeros tipo elastina poseen la propiedad de
disolverse enfrio y precipitar en caliente gracias a su temperatura de transicion, al sobrenadante
gue surge de los ultrasonidos se le somete a un ciclo caliente para provocar su precipitacion. Esto
suele ir acompafiado de un salado de la fase acuosa con NaCl ya que los iones de dicha sal

secuestran las moléculas de agua al crear su propia esfera de hidratacidon facilitando Ila
precipitacién del polimero.

Después de provocar la precipitacion en caliente y su separacion del sobrenadante por
centrifugacion, el pellet obtenido se resuspende en agua Milli-Q durante toda la noche a 4°C para
volver a disolver el polimero de interés. La disolucion obtenida se centrifuga, esta vez
conservando el sobrenadante donde se encuentrala proteina. En cada centrifuga ha de analizarse
tanto el precipitado como el sobrenadante por SDS-PAGE, para comprobar si se ha perdido parte
del polimero en alguna fase no deseada y conocer la pureza del mismo. Si se encuentra
contaminado con otras proteinas, sera necesario aplicar otro ciclo de ITC; de lo contrario, se podra
conservar el ultimo sobrenadante frio, portador del ELP de interés. Este método es util puesto
gue soélo los polipéptidos tipo elastina poseen este comportamiento reversible con la
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temperatura, permitiendo asi la purificacion selectiva de estos polimeros frente al resto de
proteinas endégenas bacterianas.

Finalmente, tras conseguir un sobrenadante frio puro, el polimero se somete a didlisis donde se
eliminan las sales afadidas hasta que su concentracidn sea despreciable (del orden de 108 M)y,
una vez finalizada, se congela la muestra dializada a -20°C durante unas horas. Para concluir, se
elimina elagua del disolvente empleando bajas presiones por liofilizacién. El liofilizador LyoQuest-

55 Plus fue cedido por el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la UVa. Finalizada la
liofilizacidn, el polimero totalmente seco esta listo para ser caracterizado.

4.2.10.2- Extraccion organica y precipitacion en acetonitrilo
Una alternativa a la sonicacidn mucho mas rapida que el ITC clasico, puesto que este requiere
normalmente tres o mas ciclos para la purificacion completa del polimero, es la extraccién con
disolventes organicos v la posterior precipitacion de la proteina en acetonitrilo’. Al resuspender
el pellet celular en 4 mL de disolvente organico/g de pellet se consigue la ruptura de las bacterias,

separandose por centrifugacion el debris del sobrenadante organico, que posee disuelto el
polimero.

Posteriormente, se afiade acetonitrilo puro hasta una concentracion final del 70% (v/v), pudiendo
observarse como el polimero precipita debido al cambio de polaridad producido por ambos
disolventes organicos. Por centrifugacidn se eliminan los disolventes organicos y se dejan
evaporar los restos de la mezcla organica en campana. Después se resuspende el pellet (la
proteina de interés) a 4°C durante toda la noche en buffer de sonicacién debido a que no posee
una concentracién salina alta (como el PBS 1x) que complicaria la didlisis posterior. Se separa el
sobrenadante del precipitado por centrifugacidon, sometiendo al sobrenadante frio a un Unico
ciclo de ITC con el fin de eliminar las impurezas de bajo peso molecular que queden. Para ello, se
afiade al polimero disuelto una disolucién saturada de (NH4)2SOa4 hasta una concentracién final
del 20% (v/v) junto al calentamiento correspondiente, provocando su precipitaciéon. A
continuacion, se centrifuga para separar el sobrenadante y el pellet, resuspendiendo este ultimo
en bufferde sonicacién a 4°C al contenerla proteina de interés. Tras disolver el ELP, se realiza una
ultima centrifugacion para separar el sobrenadante frio del precipitado y, tras analizar dicho
sobrenadante por SDS-PAGE y comprobar la pureza del polimero, se dializa y liofiliza de acuerdo
a lo descrito en el apartado4.2.10.1.

4.2.11- Caracterizacion de polipéptidos tipo elastina
Una vez se ha extraido el polimero puro, se procede a su caracterizacion mediante distintas
técnicas que nos permitan confirmar la correcta obtencion del mismo:

4.2.11.1- Espectrometria de masas MALDI-TOF
La espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas mds completas actualmente, pueses
capaz de analizar muestras complejas, es sensible, especifica (detecta analitos en concreto) y
universal (sirve para cualquier tipo de muestra), ademas de poder realizar analisis tanto

27



cuantitativos como cualitativos y proporcionar informacion estructural de las moléculas
analizadas, asi como informacién sobre sus caracteristicas fisicoquimicas, energias de enlace, etc.

El esquema general de cualquier espectrémetro de masas consta de un dispositivo que permite
la introduccién de la muestra a presionesinferiores a 10® mbar, para posteriormente vaporizarla
(si no es gaseosa) y e ionizarla en la fuente de iones, fragmentandola. Estos iones pasan al
analizador, donde su trayectoria se vera desviada por campos eléctricos o magnéticos, sufriendo
una desviacién mayor o menor en funcién de su masa para una misma fuerza aplicada. El registro
de los iones enel detector generael espectro de masas, que posee forma de un grafico de barras
donde se representa la intensidad relativa de cada ion frente a su relacion masa/carga (m/z).
Como generalmente z= +1, el valor de m/z nos da la masa molecular. Hay dos tipos de fuentes de
iones: duras, que generan una mayor fragmentacién al aplicar mayor energia y por lo tanto se
registran un mayor nimero de sefiales; y blandas, que aplican menos energiay por lo tanto dan
un menor nimero de sefales, aunque se pueden observar algunas como la correspondiente al
ion fragmentoinicial (m/z =1), pico que con las fuentes duras podria perderse.

El espectrdmetro de masas ideal para moléculas de gran peso molecular es aquél que utiliza el
método de ionizacién con fuente blanda conocido como Desorcidn/lonizacién por Laser Asistida
por Matriz (MALDI), acoplado a un analizador de tiempo de vuelo (TOF) debido al gran rango de
masas moleculares que es capaz de procesar (200-300 kDa). Para realizar la medida se mezcla una
disolucion acuosa/alcohdlica de la muestra con un exceso de sustancia matriz que absorbe la
radiacién, siendo esta disolucién evaporada en la sonda metdlica de introduccion de la muestra.
A continuacion, la muestra se expone ante un haz de laser pulsante que la sublima y la ioniza,
permitiendo la aparicion de senales de carga multiple debido al tipo de fuente empleada. En el
TOF los iones son acelerados hasta alcanzar la misma energia cinética y despuésson liberados en
un tubo donde no hay ningun tipo de campo. La velocidad con la que llegan los iones al detector
sera inversamente proporcional a su masa, llegando antes, por lo tanto, los mas ligeros?é.

Para el andlisis de polimeros, se pesa 1 mg de los mismos y el espectro lo realiza un técnico del
LTI con un equipo Bruker Autoflex.

4.2.11.2- Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H-RMN)
La resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscépica capaz de dar, entre otras,
informacién estructural de la molécula estudiada. Se basa en la interaccidon de algunos nucleos
atdmicos con radiaciones del orden de la radiofrecuencia. Cuando un protdn es alcanzado con la
energia adecuada, sus estados nucleares, que inicialmente eran degenerados, se desdoblan en

dos niveles de energia, habiendo un ligero exceso en el de mas bajo valor energético, de acuerdo
a la ley de distribucién de Boltzmann (Ecuacion 6):

N _ o AE/KT Ecuacién 6
N;

donde Nj/N; representa la relacion entre los niveles, k es la constante de Boltzmann, T la
temperatura del medio y AE la diferencia energética entre los mismos. Los nucleos sufriran

28



transiciones entre ambos niveles de energia, bien excitdndose o bien relajandose, produciendo
un fendmeno que se conoce como resonancia. Este proceso permite la identificacion estructural
de la molécula, pues no todos sus nucleos de poseen las mismas frecuencias de resonancia,
viéndose estas alteradas por el entorno atémico. De esta manera se pueden identificar los
distintos protones que poseen los polimeros para completar su correcta caracterizacion?®.

Para analizar los polimeros, se prepara una disolucién de cada uno de 16-20 mg/mL en un
volumen minimo de 600 pL de DMSO deuterado. Posteriormente, se obtiene el espectro de 1H-
RMN empleando un equipo RMN 400 Agilent Technologies del LTI.

4.2.11.3- Analisis de aminoacidos por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)
La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) es una técnica analitica de separacion
altamente empleada por su elevada sensibilidad, capacidad de automatizacién y cuantificacion
exacta, entre otras caracteristicas. La fase movil esun liquido que atraviesa una fase estacionaria
que, generalmente, esta inmovilizada en una columna cromatografica. En funcion de la misma y
de cdmo ocurra la separacion, las cromatografias se clasifican en varios tipos: de reparto, de
adsorciodn, idnica, de exclusién por tamafios, de afinidad y quiral. Los componentes que presenten
fuertesinteracciones con la fase estacionaria avanzaran mas lentamente junto con el flujo de la
fase movil, mientras que los que posean uniones débiles con la misma lo haran mas deprisa. Esto

provoca la separacién de los compuestos de una mezcla en bandas o zonas a lo largo de la
columna, permitiendo su posterior recuperacion en fracciones separadas?°,

El andlisis de los aminoacidos de los polimeros fue realizado por el personal del LTI con un equipo
HPLC Agilent Technologies 1200 series. Para ello, se les entregaron 5 mg de los polimeros
pertinentes.

4.2.11.4- Dispersion dinamica de la luz (DLS)
La dispersién dinamica de la luz (DLS) es una técnica espectroscopica efectiva para medir el
tamano de las particulas que hay presentes en una disolucidn, yendo desde pocos nanémetros
hasta 5 um aproximadamente. Consiste en realizar mediciones del ensanchamiento Doppler de
la luz dispersada Rayleigh debido al movimiento de difusién traslacional de las particulas
(movimiento browniano) cuando la disolucién es iluminada con un haz laser monocromatico. El
movimiento térmico causa fluctuaciones temporalesen la intensidad de la dispersién y ensancha

la linea Rayleigh. La dependencia de dichas fluctuaciones con el tiempo se utiliza para obtener
informacién sobre el tamafio de las particulas presentesen el medio (Figura 23).
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Figura23. Esquema del equipo necesario para el DLS. La grdfica representa la variacionde la intensidad de
dispersion respecto al tiempo, necesaria para el cdlculo del tamafio de las particulas®?2.

Por lo tanto, el diametro hidrodinamico (Du) de las nanoparticulas formadas por el polimero
debido a su autoensamblaje, alcanzada su temperatura de transiciéon, se puede determinar
mediante el uso de esta técnica, empleando la ecuacidn de Stokes-Einstein (Ecuacién 7), a través

del coeficiente de difusion traslacional (D):

kT Ecuacion 7

Dy = 3mD

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperaturadel medio y n su viscosidad. A travésdel
indice de polidispersidad (PDI), que sefiala el grado de variacién deltamafio de las nanoparticulas

presentes enuna muestra, podemos conocer la homogeneidad de la misma?®.

El DLS también permite la medicién delpotencial zeta (ZP) de las nanoparticulas, es decir, su carga
neta superficial en el plano que separa el fluido en movimiento del medio del que se encuentra
adherido a la nanoparticula. El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano ZSP (Malvern) del Centro

CARTIF del Parque Tecnoldgico de Boecillo.

4.2.11.5- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los métodos térmicos pertenecen al conjunto de técnicas en las que se mide una propiedad fisica
de una sustancia y/o de sus productos de reaccién frente a la temperatura, mientras se somete a
un programa de temperatura controlado. El mas usado por su rapidez, sencillez y disponibilidad
es la calorimetria diferencial de barrido (DSC), donde se mide la diferencia de calor entre la
muestra y una sustancia de referencia frente a la temperatura, obteniéndose resultados de gran
precisién y reproducibilidad. Como permite medir las variaciones de energia, es el método
pertinente para el calculo de la temperatura de transicidon de los polipéptidos tipo elastina. El
equipo utilizado, cedido por el grupo PROCEREAL de la UVa, fue el DSC 3 STAR® System (Mettler
Toledo)%.
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5-Resultadosy discusion

5.1-Sintesis del polimero (SI),

5.1.1- Ligacién del inserto (Sl), conel plasmido pET7 y amplificacion del p7(Sl),

El primer paso para la obtencién del polimero es la construccidon del pldasmido recombinante que
se utilizard para la bioproducciéon del mismo. Con este fin, primero ha de unirse el vector de
expresion pET7 (linealizado previamente por el grupo con una enzima de digestidn), de 5546 pb,
junto con el inserto (Sl)2, de 3300pb (también sintetizado y linealizado en el Grupo de
Biodispositivos Avanzados para Nanomedicina de la UVa) mediante una reaccién de ligacion
(Figura 24). Para ello, se sigue el protocolo establecido por la casa comercial, en el cual se utilizan
las cantidades adecuadas de los fragmentos génicos junto con la T4 ADN Ligasa y su tampdn
correspondiente, también aportado por la misma casa comercial.

- e - {SI]: -

| T4 ADN Ligasa
|. pET7 | B — pET7(Sl); II

Figura24. Esquema de la reaccion de ligacidn para la obtenciondel p7(Sl)..

La mezcla de la reaccién permanecio a temperatura ambiente durante 1 h y, posteriormente, se
realizd la transformacién en células competentes DH5a, con la intencidn de obtener
transformantes del plasmido ligado y una mayor cantidad de este (como se indica en el apartado
4.2.3.1). De las colonias crecidas, se seleccionan y pican las de mejor morfologia para cultivarlas
en medio liquido que permita la posterior purificacion del plasmido obtenido mediante el

NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) Mini kit for plasmid DNA purification, siguiendo el protocolo
especifico para plasmidos “low-copy”ya que se trata de un vector de expresién (apartado 4.2.4).

5.1.2- Digestion analitica del p7(Sl),

Una vez se aislan los correspondientes plasmidos se analiza la concentracién y pureza de cada
uno de ellos mediante el espectrofotometro Nanodrop y se procede acomprobar que la insercion
delinserto ha tenido lugar con éxito mediante una digestion analitica de DNA (apartado4.2.5) y
la posterior identificacion de los fragmentos resultantes tras ser visualizados por una
electroforesis en gel de agarosa (apartado 4.2.6).

Para ello se realizan dos ensayos (Figura 25): en primer lugar, se procede a la digestion del DNA
con Ndel, enzima que cortaria al plasmido solo una vez y nos proporcionaria un plasmido
linealizado cuyo tamafio seria de 8846 pb. Por otro lado, se realiza una codigestién con las

enzimas EcoRl y Xbal, puesto que una de ellas permitiria linealizar el plasmido, y la otra separaria
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al inserto junto con 69 pb extra. Por lo tanto, se esperaria ver un fragmento de 5547 pb
correspondiente al p7 menos las bases anteriormente mencionadas, y otro de 3369 pb, delinserto
(S)2 con dichas bases.

A B

R —
SMK 6 7°8

p7 8 7 6 MK5 4 3

3 4 p7

10000 pb
6000 pb
7500 pb
2 5000 pb
- .
8846 pb B e — 5477 pb
ey 4000 pb
5546 pb —
- 3369 pb
i~ 3000 pb

Figura 25. El gel A muestra el mapeo de restriccion con Ndel, mientras que el B la codigestion mencionada. El
marcador utilizado es el NZYLadder Ill, identificado como “MK”. Los nimeroshacen referencia a las colonias

seleccionadasy “p7” indica el pldsmido de partida digerido con las respectivas enzimas a modo de control.

Se puede apreciar que, en el gel A, aparece un fragmento entre 10000 y 7500 pb que podria
adjudicarse al producto de la ligacién en las colonias 3 y 4, en comparacion con el control p7, que
es el plasmido linealizado vy sin inserto. Por su lado, el gel B nos muestra varios fragmentos: uno
asimilable al tamafio del p7 menos 69 pb (5547 pb) y otro al inserto mas esas 69 pb (3369 pb).
Por lo tanto, se confirma que la ligacién ha ocurrido con éxito en la colonia 3y la colonia 4,
mientras que en el resto ha ocurrido un autoensamblaje del pldsmido original a causa de la
compatibilidad de los extremos generados. A continuacidén, se exponen las concentraciones
obtenidas de cada plasmido y su nivel de pureza (Tabla 7):

Muestra Conc.(ng/uL) A260/A230 A260/A280

Col 3, 12el. 202,4 2,03 1,88
Col 3, 22el. 40,7 1,95 1,93
Col 4, 12el. 190,9 2,01 1,88
Col 4, 22 el. 48,0 2,13 1,94

Tabla 7. Concentraciony nivel de pureza de cadaelucion.

Comparando con el baremo de la Tabla 4, todos ellos alcanzan una pureza 6ptima y aceptable.
Estos resultados concuerdan con la secuencia teorizada de los pldsmidos de interés (apartado
4.2.7), la cual se confirmd posteriormente con una secuenciacion de nucledtidos. Asi, una vez
obtenidos los plasmidos deseados se comenzé con la sintesis del polimero.

5.1.3- Bioproduccién del (Sl),
Una vez se obtiene el plasmido p7(Sl); con un grado de pureza 6ptimo, se procede a su

transformacion enla cepa competente de expresion bacteriana BLR(DE3) (apartado 4.2.3.2) para
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comenzar a preparar la produccion del polimero. Se pican un total de ocho colonias de las
transformantes, sembrdndolas en medio de expresién TB. A continuacién, se decide cual de ellas
es la mas productora realizando una electroforesis de proteinas tal y como se indica en el
apartado 4.2.8, realizando el primer screening. Para ello se analizan las bandas correspondientes
a las proteinas producidas por las bacterias de cada colonia, buscando que aparezca la
correspondiente al peso molecular del polimero interés y evaluando su anchura e intensidad,
parametros indicativos de la cantidad de proteina que ha sido producida. Elegida la colonia mas
productora del primer screening (Figura 26), es decir, la que presenta la banda de ELP mds ancha
e intensa, se siembra en una nueva placa dicha colonia por agotamiento y se analiza el segundo
screening. De este segundo screening se selecciond de nuevo la colonia mas productora, y fue con
esta con la que se realizé el indculo de la produccién. A través de la traducciéon de la hebra
codificante del p7(Sl); se dedujo la secuencia de aminoacidos del polimero, lo que nos permitié
obtener que el peso molecular tedrico del (SI)2 es de 90,5 kDa. Una vez fue conocida su masa
molecular y, por lo tanto, la banda a estudiar, se empled un gel para la electroforesis del 10% de
acrilamida para procedera su analisis.

90,5 kDa
180 kDa 8 Control
135 kDa —

100 kDa —
72kDa _—

Figura26. Primerscreening del (Sl).. El marcador utilizado es el NZYBlue Protein Marker.

En la Figura 26 se aprecian bandas mds intensas y de mayor grosor que las proteinas endégenas
de la bacteria, con una movilidad electroforética alrededor de 90 kDa, correspondiente al
polimero de interés. Las colonias 3y 4 se eligen como las mds productoras, en base a sus anchuras
e intensidades, y se siembran en dos nuevas placas de Petri. Puestoque la que mejor crecié fue
la colonia 4 finalmente fue estala seleccionada para realizar el segundo screening (Figura 27).
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180 kDa
135 kDa

100 kDa

72 kDa -~

Figura27. Segundoscreening del (Sl)..

En el segundo screening, las colonias 4 y 5 fueron elegidas como mas productoras (mucho mas

que las del primer screening, tal y como se deduce de sus intensidades), y con ellas se preparé la
produccidon segun lo explicado en el apartado 4.2.9.

Asi, para la produccién se prepararon 5 L de medio de cultivo en 10 Erlenmeyerde 2 L, llendandolos
hasta 1/4 de su capacidad (500 mL) para favorecer la aireacion. El medio de cultivo elegido se
compuso de 1/3 de medio LB y 2/3 de medio TB, y se emplearon tanto Erlenmeyers de vidrio, con
y sin deflectores (que favorecen alin mas el aporte de oxigeno) y de plastico con deflectores. La
primera medida de la ODeoo de la produccidn fue realizada tras 16 h de crecimiento, y la siguiente
tras 16 h y 30 min, momento en el cual se detectd que la ODsoo no variaba (Tabla 8) y por lo tanto
el crecimiento bacteriano habia llegado a fase estacionaria.

Muestra ODggo (1:10) ODggo
Controlindculo 0,525 5,250
Inéculo 0,455 4,550
Medida 8:30 h 0,367 3,670
Medida 9:00 h 0,365 3,650

Tabla 8. Absorbanciasde la produccion del (Sl)..

La electroforesis realizada de los Erlenmeyeralas 16 h y 30 min en funcion del material (vidrio o

plastico) y las caracteristicas de los Erlenmeyer (con o sin deflectores), asi como del control del
inéculo y el indculo es la siguiente (Figura 28):
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Plastico Vid.cd Vid.sd Vid.sd ; V  Control
9:00 S:00 9:00 8:30 inoc.

Figura 28. Electroforesis de la produccidondel (S1),. “Cd” hace referencia al uso de Erlenmeyers con deflectores y
“sd” a sin deflectores.

En dicho screening se puede apreciar que la produccidn para un Erlenmeyer de vidrio sin
deflectores es mayor que para uno con deflectores, lo cual parece contradictorio, pero se ve
apoyado por la teoria de que mas biomasa no implica mayor produccién, puesto que el indculo
puede crecer de manera distinta en cada uno de los Erlenmeyer. Se aprecia también que el
inéculo no posee una produccién elevada, l6gicamente, ya que fue cultivado en medio LB que
favorece el crecimiento y no en TB, en el que prevalece la expresidn de la proteina.

Una vez se para la produccién se procede al lavado de las células donde se realiz6 un total de
cuatro lavados con el bufferde lavado celular, consiguiendo que el sobrenadante obtenido fuera
incoloro. Este paso es vital para obtener un polimero exento de los restos del medio de cultivo,
que reducirian su pureza.

5.1.4- Purificacion

Se eligié el ITC como método de purificacion del polimero recombinante (Sl)2, por ser este un
polimero nuevo no purificado anteriormente en el grupo de investigacion, y el ITC el método mas
convencional para la purificacién de ELPs. Para poner a punto el protocolo de ITC como método
de purificacion del (Sl)2, primeramente, se usé solamente la mitad del pellet de la produccién.
Para ello el primer paso fue romper las bacterias mediante una sonicacién, utilizando la Ecuacién
3, con 91,25 mL de buffer de sonicacién y 91,25 uL del inhibidor de proteasas PMSF 1000x, tal y
como se describe enelapartado4.2.10.1. Una vez lisadas las bacterias se realiza la centrifugacion
pertinente para separar los restos celulares del contenido citoplasmatico, siendo esta Ultima fase
donde reside el ELP de interés. Tras observar por electroforesis que el polimero reside totalmente
en el sobrenadante (Figura 29), se comienza su purificacion por ITC.
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Sb. ultra Pr. ultra

Figura 29. Electroforesis que indica que la proteina se encuentra en el sobrenadante del producto de sonicacion.
“Sb” indica sobrenadante y “Pr” precipitado.
En base a los resultados obtenido en la electroforesis de cada ciclo se optimizaron las diferentes
condiciones del método de ITC seguido para este polimero, siendo el esquema de purificacién
finalmente seguido el siguiente (Figura 30):

Sonicacion

[ Centrifugacicn -I“C.. 10000 x g, 1k 30 min

m

L. Calentamigsto 1h a 42=C
2. Agltacidn durante 3ha £2C

e *

1. Adkcidn de NaCl 1,5 M
2. Calentamésnto 2h, 42°C
3. Centrifugacidn $0¢C, 7000 x g, 15 min
I
* &
=X

IEmEr

2. Agltacidn toda la moche, 250
3. Centrifugacidn 4-C, 13000 x g 15 min
|

Repatir el proceso
Sr *7 st e

Dialisis
3 ciclos en agua destilada

1 ciclo &n agua mil]

Congeladkn

Bii

Figura30. Esquema del ITCdel (Sl).. La | *’ se refiere a precipitado y “Sb” a sobrenadante.
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De esta manera el polimero fue primeramente sometido a un ciclo de calentamiento y
enfriamiento para provocar su precipitacidon y posterior solubilizaciéon para separarlo del resto de
proteinas presentes en disolucion. Es en ese momento cuando al sobrenadante obtenido por
centrifugacion (SbF1) se le pueden aplicar los ciclos de ITC.

En primer lugar, se probé a afiadir 0,5 M de NaCl con la intencién de disminuir la temperatura de
transicidn del ELP, pero se observé que el polimero no precipitaba en su totalidad, pues una
cantidad significativa del mismo se quedaba en el SbA1l. En consecuencia a esto, a la fraccion del
sobrenadante contenedora de polimero se le fue aumentando gradualmente la cantidad de sal
afiadida, primero hasta 1 My finalmente hasta 1,5 M hasta que se vio que el polimero precipitaba
totalmente en la disolucién. Asi, cuando se aplicé 1,5 M directamente a la segunda mitad del

pellet de la produccidn, sevio con claridad que no quedd ningun resto en el SbA1.

Para obtener el polimero completamente puro solo fueron necesarios 2 ciclos. La purificacién
completa se puede ver por electroforesis (Figura 31).

\/
MK SbF1 |F1|A1 SbA1l |F2 SbF2 |A2 SbA2 |F3 SbF3 SbF3 SbF3
1:10 1:100

Figura 31. Electroforesis de la purificacion secuencial por ITC. La mala calidad de la foto se debe a una malatincion
del CuCls.

En consonancia a lo anteriormente expuesto, enla Figura 31 se puede apreciar que en cada paso
se van eliminando las proteinas interferentes que no poseen las propiedades fisicoquimicas
(temperaturade transicidn) de los polimeros tipo elastina. Para poderevaluar la purezadel dltimo
sobrenadante se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 del SbF3 para poderconfirmar que no existen
proteinas enddgenas bacterianas en una cantidad significativa. Al no aparecer las bandas
correspondientes a las mismas, se concluye que el ELP se encuentra puro.

Finalmente, obtenido el ultimo sobrenadante frio con el polimero disuelto, este se sometié a
dialisis para eliminar su concentracién de NaCl hasta una practicamente despreciable. Para ello el
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sobrenadante fue sometidoa 3 ciclos de didlisis con 25 L de agua destilada y un ultimo ciclo de 25
L de agua Milli-Q.

La masa total del (Sl); despuésde congelarlo vy liofilizarlo fue de 437,83 mg. Teniendo en cuenta
que la produccién se realizé en 5 L, el rendimiento obtenido fue de 87,566 mg/L de medio de
cultivo.

5.1.5- Caracterizacion del biopolimero

Para comprobar la pureza del polimero y sus caracteristicas fisicoquimicas este es analizado por
las técnicas descritas enlos apartados4.2.8 y 4.2.11.

5.1.5.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE
Con la electroforesis se puede ver si el polimero esta efectivamente puroy, por tanto, libre del
resto de proteinas enddgenas bacterianas. Para realizar la electroforesis de un polimero puro se
pesa 1 mg del mismo enun tubo de 1,5 mLy se disuelve a 1 mg/mL en agua Milli-Q a 4°C durante
toda la noche y agitacién continua (Figura 32).

Figura32. Electroforesis del (SI), completamente puro en un gel del 10%. Se cargaron 20 ug de polimero.

Asi, la electroforesis realizada mostré unabanda correspondiente al polimero sin ningln otro tipo

de proteina mas presente, luego el polipéptido se habria conseguido obtener completamente
puro.

La electroforesis del ELP puro nos permite calcular de manera aproximada su masa molecular a
través del Ryr. Para ello se realiza un ajuste lineal entre los Rr del marcador y el logaritmo en base

10 de las masas moleculares ofrecidas por el mismo con el fin de obteneruna recta de calibrado
(Tabla 9y Figura 33).
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M, (kDa) R¢ Log M,

180 1,00 2,26
135 0,92 2,13
100 0,78 2,00
72 0,65 1,86
60 0,53 1,78
45 0,35 1,65
35 0,16 1,54
25 0,00 1,40

Tabla 9. Datos para el ajuste lineal, obtenidos por medicionen papel.
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Figura33. Representaciondel R¢frente al Log M.

Despejando de laecuacién generada Rs=1,2096(Log Mm) - 1,6611 obtenemos que la Mm aparente
es de 99,74 kDa (Tabla 10).

R¢ Log M,, M., (kDa) (SI),
0,76 2,00 99,74
Tabla 10. Determinacion del peso molecular aparente del (Sl)
Como se puede apreciar este valor es superior al tedrico: 90,5 kDa. Esto es debido a que en la

electroforesis la proteina sufre retraso electroforético por su naturaleza hidrofébica, viéndose su
avance entorpecido a través del gel al encontrarse en medio acuoso.

5.1.5.2- Andlisis de la composicién por *H-RMN

A la vista del espectro de 'H-RMN obtenido del (Sl)2 a 16 mg/mL en DMSO deuterado(Anexo,
apartado 8.1), se comparan los datos obtenidos experimentalmente con los valores previamente
teorizados (Tabla 11):

Tipode!H Teoricos Experimentales
CH;(~0,5-1 ppm) 2040 2040,00
CH,y otros CH (~1-2 ppm) 1240 1233,16
CH,, (~3,5-4,5 ppm) 2180 1918,12
OH (~5 ppm) 100 87,61
NH (peptidico) (~7-9 ppm) 880 758,78

Tabla 11. Clasificacion de los protones del polimero (Sl); para su identificacion.
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Como se aprecia en los resultados de la Tabla 11, si normalizamos la sefial de los grupos metilo,
el conjunto de sefales correspondiente a los grupos alcohol es el mas preciso respecto a los
valores tedricos. Ademas, esta sefial resulta caracteristica de la familia de ELPs basados en el
tetrabloque (SI)2, por pertenecer inicamente a las serinas presentes. Elresto de sefiales sufre una
ligera desviacion con respecto a la cantidad de protones prevista. El incremento del nimero de
protones correspondientes a los grupos amida de los enlaces peptidicos puede deberse a que
dicho grupo funcional se encuentra en equilibrio entre su forma protonaday su forma neutra, lo
cual también depende del pH al que se encuentre la muestra. En este caso el valor tedrico se
calculd en base a que dicho grupo no estaba protonado ya que el polimero se encontraba en un
pH fisioldgico. En adicidon a lo anterior, para facilitar el calculo tedérico no se tuvo en cuenta la
interaccion total entre los distintos pentapétidos en el polimero lineal ni su estructura terciaria,
por lo que la no coincidencia del resto de sefiales experimentales con las tedricas puede deberse
a la influencia de la estructura tridimensional final de la proteina en cada uno de los
desplazamientos.

A pesar de lo expuesto, los valores experimentales son lo suficientemente proximos a los
teorizados, concluyendo que la estructura del polimero es la esperada.

5.1.5.3- Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF
Los espectros de masas obtenidos (Anexo, apartado 8.2) fueron realizados en una matriz de 2,5-
dihidroxiacetofenona disolviendo el polimero en agua a una concentracion 1 mg/mL,
apreciandose hasta la segunda ionizacion. El Pm experimental medio obtenido es de 90958 Da.
Comparando con el peso molecular tedrico (90500 Da), la diferencia con respecto al valor
empirico es de 458 Da.

Puesto que los valores encontrados del peso molecular tedrico, aparente y experimental son

parecidos, se confirma que el peso molecular del (Sl)2obtenido es el predicho.

5.1.5.4- Analisis de la formacion de nanoparticulas mediante DLS
Debido a la naturaleza anfifilica del polimero, se hipotetizé que el polimero sintetizado fuera
capaz de formar nanoparticulas, donde el bloque hidrofdbico lso formaria el interior de la misma
formando un nucleo exento de agua, mientras que el bloque hidrofilico Sso permaneceria en el
exterior formando una corona en contacto con el agua. Ademds, como los aminoacidos
huéspedesno poseen carga neta, las nanoparticulas formadas debentener carga formal neutra.
El estudio de formacién de estas micelas se realizdé en condiciones fisioldgicas por encimay por
debajo de su posible temperatura de transicién, a 4°C y 37°C, para comprobar la capacidad de

transicion del polimero una vez superada su Tt (Tabla 12).
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Disolvente Temperatura Diametro PDI ZP (mV)

(nm)
PBS 1x 4°C 41,10 1,000 =
37°C 58,62 0,125 -
Agua Milli-Q 4°C 29,38 0,669 =
37°C 202,00 0,190 -
NaCl 10 mM 4°C = = -1,74
37°C - - -2,39

Tabla 12. Resultados de la formacion de nanoparticulas del (Sl)».

Como se aprecia en los datos de la Tabla 12, el diametro de las agregaciones formadas fue mayor
a 4°C en PBS respecto del agua Milli-Q, lo cual se debe a la solvatacién del polimero en PBS por la
presencia de sales. De la misma manera, el polimero sufrié una contracciéon a 37°C en PBS.
respecto del agua Milli-Q, posiblemente porque la concentracién salina reduce la Tt del mismo vy,
por lo tanto, facilita la formacién de la nanoparticula.

Valores de PDI < 0,2 se consideran éptimos para concluir que la poblacién medidaes homogénea,
por lo que en PBS y en agua Milli-Q a 4°C se puede decir que existe una gran variaciéon en el
tamano de los agregados que forma el polimero en la disolucién. Esto concuerda con el hecho de
que el polimero a 4°C se encuentra disuelto en el medio y totalmente extendido, obteniéndose
valores de 29,28 — 41,10 nm, pero con un PDI de 1,00. Sin embargo, en condiciones fisiologicas
se obtiene una poblacién homogénea de nanoparticulas de 58,62 nm, lo cual cuadra con que el
ELP a temperaturas superiores a su T: se encuentra en su forma insoluble y practicamente
organizado. Es decir, el polimero en condiciones fisioldgicas se halla transicionado.

Los resultados en agua Milli-Q, sin embargo, muestran la formacién de agregados mas grandes,
en comparacion con el PBS, por encima de la Tt. Probablemente, esto se deba a la ausencia de

sales del medio.

El valor del ZP indica cierta carga superficial negativa de las nanoparticulas formadas, pudiéndose
considerar practicamente neutras. Esto se podria deber al carboxilo terminal que presentan las
moléculas de polimero y, en gran medida, al glutamico de la secuencia de control de expresién
de los ELPs: MESLLP.

Estos resultados son muy prometedores ya que el bloque de serinas, por no ser excesivamente
hidrofilico, podria haber dificultado la formacién de estas nanoparticulas.

5.1.5.5- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC
Mediante la DSC se determind de T: del polimero en PBS, imitando asi las condiciones fisioldgicas.
Las muestras se prepararon a una concentracion de 50 mg/mL, y se analizaron con un protocolo
de temperatura que incluia una isoterma de 5°C durante 10 min previa a una rampa de
temperatura que iba de 5°C a 70°C a una velocidad de 5°C/min (Anexo, apartado 8.5). De esta
manera se obtuvo una Tt de 14,84°C para el (Sl)2. Esta caracteristica hace a este ELP idéneo para

la encapsulacidon de farmacos ya que asegura que el polimero se encontrard transicionado en
condiciones fisioldgicas.
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5.1.5.6- Determinacion de la composicién aminoacidica mediante HPLC

Para confirmar la correcta composicién del polimero, se llevd a cabo elandlisis de sus aminoacidos
mediante HPLC (Tabla 13).

Aminoacido Valor teérico | Valor experimental

M 1 0,75
E 1 0,50
S 101 115,31
L 2 1,49
Vv 220 207,48
P 221 223,90
G 440 445,43
I 120 115,43
Total 1106 1110,30

Tabla 13. Andlisisde aminodcidos del (S)2.

Tal y como se observa enlos valores experimentales para cada aminoacido, expuestosen la Tabla
13, no hay diferencias significativas entre los valores tedricos y los encontrados
experimentalmente, luego se corrobora que la composicién del polimero es la esperada.

5.2- Sintesis del polimero 3CK,4(Sl),

5.2.1- Bioproduccion del 3CK54(Sl),

Partiendo del vector de expresion p10ONCCC ligado al inserto Ka(Sl)2se realizé la transformacion
del mismo en la cepa de expresiéon de E. coli “SHuffle® T7 Express Competent E. coli” (apartado
4.2.3.3) para preparar la produccion del polimero. Se realizé el primery segundo screening (Figura
34) con el objetivo de determinar las colonias mas productoras, picandose un total de ocho
colonias en cada uno y sembrandolas en medio TB. Debido al nuevo bloque de lisinas y la adicidn
de 3 cisteinas en el extremo N-terminal, el peso molecular tedrico del polimero, obtenido de
manera andaloga al (Sl)2, esde 101,4 kDa, recurriéndose a geles del 10% de acrilamida para realizar
las SDS-PAGE.

. 135kDa
135 kDa _

101,4 kDa 101,4 kDa

100 kDa - 100 kDa

Figura34. La electroforesis A muestra el primer screening, mientras que el gel B el sequndo screening, donde los
numeros hacen referencias a las colonias picadas de cada uno. El marcador (MK) utilizado es el NZYBlue Protein
Marker “V"’ indica calle vacia, es decir, sin muestra. Se indican los pesos moleculares de las bandas
correspondientes al polimero de interés y las del marker que lo flanquean.
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Atendiendoala anchura e intensidad de la banda de la proteina de interés, en el primer screening
(Figura 34, gel A) se eligié la colonia 4 como la mas productora, la cual se siembra por
agotamiento. Analizando las colonias hijas en el segundo screening (Figura 34, gel B), se eligio la
colonia 8 como la mas productora de acuerdo a los criterios anteriores, siendo la candidata para
preparar elindculo de la produccién del 3CK24(Sl)2.

De esta manera, se prepararon 4,6 L de medio de cultivo en 8 Erlenmeyer de 2 L. La primera
medida de la ODeoo se realizé a las 16 h de crecimiento, y la segunda a las 16 h'y 30 min, momento
en el que se determind que se habia alcanzado la fase estacionaria del crecimiento bacteriano
(Tabla 14). Con el objetivo de evaluar las condiciones éptimas de generacién de biomasa y
produccion y estudiar la relacidn de Vcutivo:Vrecipiente que permita la perfecta aireacidon para este
fin, se midieron las ODeoo de los Erlenmeyer utilizados (Tabla 15) atendiendo a las propiedades
fisicas de los mismos y la composicién y cantidad de los medios de cultivo, contando con una
pareja de Erlenmeyer de cada tipo, que son los siguientes: 500 mL de TB sin deflectores, 400 mL
de TB con deflectores, 400 mL de TB sin deflectores, 500 mL de LB de autoinduccion con
deflectoresy 500 mL con 1/3 de LB 2Xy 2/3 de TB (LB + TB) con deflectores.

Muestra ODggo (1:10) ODggo
Controlindculo 0,674 6,740
Indculo 0,200 2,000
Medida 8:05 h 0,466 4,660
Medida 8:35 h 0,435 4,350

Tabla 14. Medidas de las densidades épticas realizadas indicativas de la entrada del crecimiento bacteriano enfase
estacionaria.

Muestra ODs6oo,1 ODs6o0,2 OD600, media =~ ODé6oo, final
(1:10) (1:10) (1:10)
TB 400 mL SD 0,435 0,395 0,4150 4,150
TB 400 mL CD 0,375 0,376 0,3755 3,755
TB 500 mL SD 0,288 0,350 0,3190 3,190
LB Indc. 500 mL CD 0,215 0,220 0,2175 2,175
LB + TB 500 mL CD 0,425 0,312 0,3685 3,685

Tabla 15. Absorbancias medidas de cada pareja de Erlenmeyer. “SD” significa sin deflectores y “CD” con
deflectores. Uno de los Erlenmeyer de 400 mL de TB SD fue utilizado para determinar la detencion de la produccion.
Segun los valores de ODesoo expuestosenla Tabla 15 se observa que las condiciones enlas que el
crecimiento bacteriano ha sido mayor fueron en el par de Erlenmeyer con 400 mL de TB sin
deflectores, seguido de los dos Erlenmeyer con 400 mL de TB con deflectores vy, finalmente, los
gue contenian la mezcla de 500 mL de medios LB + TB con deflectores. De acuerdo a esto, se
deduce que la presencia de deflectores favorece la aireacién, asi como la relacién 1:5
Veultivo:Vrecipiente. ESto es légico ya que el medio TB es un medio muy rico y la relacién 1:5 implica
mayor cantidad de aire en el Erlenmeyer, lo cual favorece el crecimiento bacteriano. Por el

contrario, los Erlenmeyer con 500 mL de LB de autoinduccidn son los que presentaron menor
cantidad de biomasa.
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En paralelo, se analizé la expresidn proteica de cada tipo de Erlenmeyer mediante SDS-PAGE
(Figura 35).

(S1)y MK Inoc Control TB T8 TB TB LB+TB LBIndc.
Inoc. 8:05SD SD 8:35SD CD CD CcD

400 mL 500 mL 400 mL 400 mL 500 mL 500 mL

Figura 35. Andlisis por SDS-PAGE de la bioproduccion del 3CK24(Sl).. Se indica la hora en la que fueron tomadas las
muestras de 400 mL de TB sin deflectores, puesto que fueron utilizadas para determinar que el crecimiento
bacteriano se encontrabaen fase estacionaria.

Se contempla en la electroforesis que los Erlenmeyer con 500 mL de LB autoinductor con
deflectores fueron los que menos han expresado la proteina de interés a pesar de su cualidad
autoinductora, mientras que los que contenian 500 mL de TB sin deflectores (ODsoo = 3,190) y 500
mL de LB +TB con deflectores han sido los que mas la han producido (ODsoo = 3,685). Esto se debe
a que el TB empleado fue un TB de autoinduccién, lo que permite una mayor generacidon de
biomasa gracias a que evita la absorcién de lactosa hasta que la glucosa se agota, momento enel
cual se induce la producciéon que, por haber mayor crecimiento, deberia de dar lugar a mayor
cantidad de proteina. Ademas, la mezcla LB + TB anteriormente ha dado altos rendimientos en la
produccién de otros polimeros del grupo, por lo cual los resultados observados en la

electroforesis son los esperados.

Para concluir, el control delinéculo es el que poseia la ODsoo mas elevada. Esto es debido a que,
en los Erlenmeyer, se afadid 1 mLde indculo en500 mL de medio, quedando en una proporcién
1:500, mientras que, en el control, al afadirse 1 mL de indculo en 5 mL de medio su proporcién

es de 1:5. En base a lo anterior, es de esperar que si se aumentara la cantidad de inéculo en los
Erlenmeyer también hubiese una mayor produccién de biomasa.

5.2.2- Purificacion
5.2.2.1- Purificacion por ITC

Los polimeros tipo elastina que poseen cisteina en su estructura tienen la capacidad de formar
puentes disulfuro tanto inter como intracatenarios consigo mismos y con otras proteinas

presentes en el citoplasma bacteriano. Dicha unién es muy fuerte, motivo por el cual su
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solubilidad se ve reduciday, por lo tanto, la purificacién por ITC se ve dificultada por la tendencia
de esta familia de ELP a permanecer enlos precipitados enlugar de los sobrenadantes, segun los
resultados previos obtenidos por el grupo. Para solventar este impedimento se disefié un
protocolo de purificacion por ITC (Figura 36) que incluyese un paso previo de reduccién de los
puentes disulfuro del polimero empleando 3-mercaptoetanol hasta una concentracién final 0,1
M. Asimismo, seria interesante que las lisinas del 3CK24(SI)2 se encontrasen protonadas en vista a

futuras aplicaciones en dosificacion de farmacos. En base a esta consideracion, se trabaja en pH
inferiores al pKa de las lisinas cuando se encuentran en el polimero, es decir, a pH < 10.
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Figura36. Esquema de purificacion por ITC sequido para el 3CK24(S1),

Teniendo en cuenta lo anterior, la purificacion por ITC comenzé con la lisis bacteriana de la mitad
delpellet de la produccion mediante una sonicacién empleando 84,78 mL del buffer de lisis celular
(tomando como ODeoo final la media de los valores de la Tabla 15 otorgados por los Erlenmeyer,
resultando un valor de ODsoo = 3,391). Tras realizar la centrifugacidn pertinente para separar los
restos celulares del citosol bacteriano, se vio por electroforesis que no todo el polimero residia
en el sobrenadante, sino que una cantidad importante del mismo permanecia en el precipitado

(“Jultra”) (Figura 37). Este hecho obligd a realizar una segunda sonicacién que no consiguid

45



extraer la totalidad de la fraccion que permanecia en dicho precipitado, por lo que se decidié
seguir purificando la parte del ELP que si se consiguidé separar.

Midiendo el pH de cada sobrenadante generado en cada paso del ITC, se comprobd que este
poseia un valor en torno a 8, por lo que no era necesario un ajuste del mismo para conseguir la
protonacién de las lisinas anteriormente mencionada. En vista que era necesaria una
concentracion de NaCl 1,5 M para provocar la precipitacion del (Sl)2, se probo a afiadir durante el
primer ciclo de ITC una concentracién de NaCl 2 M para reducir la temperatura de transiciéon del
polimero, pues es de esperar que, al poseer un bloque hidrofilico compuesto por lisinas, dicha
temperatura fuese mayor a la T: del (Sl)2. Esta concentracion de NaCl consiguio la precipitacion
total del polimero durante el primer ciclo de ITC, pero, en el segundo ciclo, fue necesario
aumentar la cantidad de NaCl gradualmente hasta 3 M. De acuerdo a lo previsto, la purificacion
iba a serentorpecida porla tendenciadel polimero a quedarse en elpellet (“|ultra”, “|red”y “|F”)
(Figura 37). Para obtenerlo completamente puro solo fueron necesarios 2 ciclos.

\ red Sbred |F1SbF1 |F2 SbF2 SbA2 |A2 |F3 SbF3

lUltraSbUltra MK
116,0 kDa

3CKaufsl),

Figura37. Representacion del esquema de purificacion desde la sonicacion hasta el SbF3, donde “| ” indica
precipitado y “Sb” sobrenadante. El marcador utilizado en el gel de la derecha es el Unstained Protein Molecular
Weight Marker.

Como se aprecia en la electroforesis, una gran cantidad de polimero se queda en los precipitados
sefialados sin conseguir su completa extraccidn. Para intentar separarlo en su totalidad del
precipitado F3, el cual proporcionaria el sobrenadante mas puro, se traté al mismo con (-
mercaptoetanol hasta una concentracién final de 0,1 M, procurando reducir los posibles puentes
disulfuro que pudieran haberse formado con otras proteinas insolubles presentesen la bacteria
(Figura 38). Asimismo, la resuspensién de dicho precipitado tuvo lugar a 4°C en un tampodn
acético/acetato con el fin de ajustar el pH a un valor de 4,75. El objetivo de este tratamiento es
asegurar la protonacién de las lisinas del polimero, aumentando el caracter hidrofilico del bloque

y, por lo tanto, provocando un aumento de la temperatura de transiciéon del polimero. A causa
del aumento de la Ty, se facilita la disolucion enfrio del ELP.
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Figura38. Electroforesis posterior a la resuspension del precipitado F3 con el agente reductor -mercaptoetanol en
medio dcido, siendo el 22SbF3 el generado con dicho tratamiento.

Como se aprecia enla electroforesis de la Figura 38 se ve que el polimero de interés residente en

el segundo SbF3 sali6 mas puro, exento de cualquier proteina enddgena de la bacteria, que el

generado en primera instancia sin este agente reductor en medio acido, pese a que no consiguid

extraer la totalidad del polipéptido. Queda pendiente, por lo tanto, la optimizacion de la

purificacidn por ITC para conseguir la extraccion total del polimero de los precipitados donde

reside.

Una vezfueron obtenidos los sobrenadantes frios con el polimero disuelto y puro, se sometieron
a didlisis con el fin de eliminar la concentracion de NaCl hasta un valor despreciable. Con este fin,
fue necesario someter los sobrenadantes a 3 ciclos de dialisis con 25 L de agua destilada y un
ultimo de agua Milli-Q. El producto de la didlisis fue dividido en dos para un estudiar el
comportamiento del polimero a diferentes pH. Asi a una mitad se le ajusté el pH hasta un valor
de 4y la otra fue llevada a pH 8. En este Ultimo caso se hipotetizdé que las lisinas se encontrarian
protonadas en su mayor parte al encontrarse dicha fracciéon por debajo del pKa de las mismas. El
estudio y caracterizacion de esta posible protonacion y desprotonacién se realizd mediante
distintas técnicas (apartado 5.2.3).

La masa del 3CK24(Sl)2 que se obtuvo por ITC, después de congelado vy liofilizado, fue de 257,94
mg. Puesto que dicha cantidad es la asociada a la mitad delpelletde la produccién, el rendimiento
obtenido para un cultivo de 4,6 L, por extrapolacién, fue de 112,15 mg/L de medio, siendo 1,28
veces superior al rendimiento conseguido con el (SI) .

5.2.2.2- Purificacién por extraccién con disolventes organicosy precipitacion en acetonitrilo.
Teniendo en cuenta los inconvenientes presentados por la purificacion por ITCy la incompleta

separacién del polimero de los restos celulares tras la lisis bacteriana, se probd la purificacién
alternativa que incluye la extraccién con disolventes organicos y la precipitacion de la proteina en
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acetonitrilo (apartado 4.2.10.2) con la otra mitad del pellet de la produccidn y la fraccién que no
pudo ser separada de los restos celulares tras la sonicacién. Sin embargo, no tuvo éxito, ya que
todos los SDS-PAGE realizados con las fases generadas en dicho método no presentaban ningun
tipo de banda. Ademas, los sobrenadantes finales obtenidos se congelaron y liofilizaron asociando
el problema a una gran dilucidn de las proteinas presentes que impidiera su apreciaciéon por SDS-
PAGE. Unavezliofilizado, elsélido que aparecié se tratd de manera pertinente para analizarlo por
electroforesis (1 mg/mL) junto con el pellet tratado con los disolventes orgéanicos, no sdlo no
apareciendo ningun tipo de banda de ninguna proteina, sino que el pellet ain poseia el polimero
de interés. Atendiendo a los resultados se concluyé que el disolvente organico no fue capaz de
extraer el polipéptido de manera efectiva, que permaneceria en los restos celulares, lo cual
dificultaria el desarrollo de las electroforesis provocando que finalmente no se visualizara nada.

En conclusién, habria que estudiar de manera detallada los pardmetros de dicho método con el

fin de conseguir lograr purificacién empleando este protocolo, pero, por ahora, el método viable
para extraerel ELP puro esel ITC.

5.2.3- Caracterizacion del biopolimero

En el caso del 3CK24(Sl)2 purificado por ITC sélo fue posible la caracterizacidon de la fraccién que
fue ajustada a pH 8, puesto que la que poseiaun pH 4 no se pudo disolver ni en agua, nien DMSO,
invalidando su estudio por RMN y MALDI-TOF. Su insolubilidad en PBS impidié también el analisis
de su T: por DSC. Este comportamiento tan contrario ala naturaleza reversible de los ELPs lleva a
pensar que el polimero pudo haberse degradado durante el ajuste de su pH ya que enel proceso
el pH alcanzé valores de 2, punto critico ya que en estas condiciones los ELPs se degradan

rapidamente. Por este motivo, lo resultados expuestos en este apartado de Caracterizacion del
biopolimero corresponden a la fraccién purificada por ITC y ajustada a un pH 8.

5.2.3.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE
El SDS-PAGE de la Figura 39 muestra al 3CK24(SI)2 puro y libre del resto de proteinas de la
bacteria. Con dicha electroforesis se puede calcular el peso molecular aparente del polimero

(Tabla 16 y Figura 39) realizando un ajuste lineal entre el Rt del marcador y el logaritmo en base
10 de las masas moleculares que este mismo ofrece, obteniendo una recta de calibrado.

M,, (kDa) R¢ Log M,,
116,0 1,00 2,06
66,2 0,76 1,82
45,0 0,69 1,65
35,0 0,54 1,54
25,0 0,34 1,40
18,4 0,18 1,26
14,4 0,12 1,16

Tabla 16. Relacion delog My Rgdel marcador.
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Figura39. Representacionde los datos de la Tabla 16.

Despejando de la ecuacién obtenida Rf = 1,0071(Log Mm) - 1,0506, se obtiene que la masa
molecular aparente del 3CK24(SI)2 es de 101,5 kDa (Tabla 17).

R¢ Log M., M., (kDa) 3CK4(SI),
0,97 2,01 101,5
Tabla 17. Peso molecular aparente del 3CKz4(Sl)>.

Comparando la masa molecular aparente obtenidade 101,5 kDa con el peso molecular tedrico de

101,4 kDa, se concluye que el 3CK24(Sl)2 no posee un gran retraso electroforético, al contrario de
lo encontrado con el (Sl)2, debido a su mayor cardcter hidrofilico al portar el bloque de las lisinas
adicional.

5.2.3.2- Analisis de la composicién por *H-RMN
Observando el espectro de 'H-RMN obtenido del 3CK24(Sl)2 (Anexo, apartado 8.1) a una

concentracion de 16 mg/mL en DMSO deuterado, se realiza la comparacidon (Tabla 18) de los
protones previstos de manera tedrica con los que se obtuvieron experimentalmente:

Tipode'H Tedricos Experimentales
CH; (~0,5-1 ppm) 2187 2187,00
CH,y otros CH (~1-2 ppm) 1483 1424,80
CH¢ (~3,5-4,5 ppm) 2325 2263,86
OH (~5 ppm) 100 89,25
NH (peptidico) (~7-9 ppm) 979 858,03

Tabla 18. Clasificacion de los protones del polimero 3CKz4(Sl)2.

Segun los valores expuestos en la Tabla 18, normalizando la seiial de los grupos metilo, el valor
mas preciso respecto al tedrico corresponde a las senales asociadas a los grupos alcohol del
polimero. Nuevamente se presenta este grupo de sefales particulares de los polipéptidos que
portan el tetrabloque (Sl)2, siendo dichas sefales exclusivas de las serinas de dicho bloque. Por
otro lado, la disminucién de los protones detectada en el grupo amida del enlace peptidico se

debe al ya mencionado equilibrio existente, dependiente del pH, entre la forma protonada del
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mismo y su forma neutra, provocando una variacién respecto del nimero de protones predicho
tedricamente. Este calculo también se realizé suponiendo en el que las amidas no se encontraban
protonadas al poseer la muestra un pH fisiolégico. De la misma manera, no se consideré la
interaccion global de los pentapéptidos ni la estructura terciaria del polimero, pudiendo deberse
las variaciones experimentales encontradas respecto de los valores tedricos a la influencia de la
estructura terciaria del polipéptido en los desplazamientos quimicos de los protones que
componen su estructura.

Aun asi, los valores tedricos son lo suficientemente préximos a los experimentales como para

concluir que no hay diferencia significativa entre ellos y que la estructura del polimero era la
anticipada.

5.2.3.3- Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF
Los espectros de la muestra (Anexo, apartado 8.3) disuelta en DMSO a una concentracion de
polimero de 2 mg/mL mostraron las cuatro primeras ionizaciones. La masa molecular

experimental media del polimero, asociada a la primera ionizacién, es de 101814. Comparando
con el valor tedrico de 101400 Da, la diferencia respecto del valor empirico es de 414 Da.

Esto indica que el peso molecular tedrico, aparente y experimental son practicamente semejantes
y que por tanto la masa molecular del 3CK24(Sl)2 obtenida empiricamente era la prevista.

5.2.3.4- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC

Utilizando las mismas condiciones que las descritas para el (Sl)2, se obtuvieron dos puntos de
transicién o Tt (Anexo, apartado 8.5). El primer punto, de menor temperatura, corresponde a una
Tt de 14,67°C, andloga a la que presenta el (Sl)2, por lo que se dedujo que se debia a la transicién
del tetrabloque (Sl)2 del polimero; por otro lado, el segundo punto de transicidon corresponde a
una T: de 42,48°C, por lo que perteneceria a la transicion del bloque de las lisinas que, debido a
su caracter hidrofilico, necesita una mayor temperatura para desprenderse de las moléculas de
agua enestructura de clatrato.

5.2.3.5- Determinacion de la composicion aminoacidica mediante HPLC

El nimero de aminoacidos visualizados en el analisis delpolimero fueron los siguientes (Tabla 19):

Aminodacido Valor tedrico = Valor experimental

M 1 1,07
E 1 3,17
S 101 107,01
L 2 2,76
Vv 244 220,80
P 245 244,88
G 488 483,88
| 120 120,57
K 24 16,94
C 3 15,25
Total 1229 1216,30

Tabla 19. Andlisisaminoacidico del 3CK24(S1)
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Los valores experimentales son muy semejantes a los teorizados, a excepcién de las lisinas
(procedentes del bloque Kza), las cisteinas (del N-terminal) y los glutdmicos (del bloque MESLLP)
introducidos por el vector de expresidn p1ONCCC. Puesto que, por los tratamientos que se
realizan a estos polimeros, es comun la aparicién de contaminantes que contengan cisteinas, los

valores experimentales obtenidos porel andlisis de aminodcidos pueden haberse visto afectados,
dando lugar a un mayor numero de cisteinas de las previstas.

No obstante, la proximidad de los valores tedricos y los valores encontrados empiricamente llevan
a la conclusién de que el polimero posee la composicién aminoacidica teorizada.

5.3-Sintesis del 3K(El),

5.3.1- Purificacion por extraccion con disolventes organicos y precipitacion en
acetonitrilo

Después de que se obtuvo el plasmido p103K(El)2 por ligacidon previa del vector p1ONKKK con el
inserto (El)2y se realizd su bioproduccidon por el personal del grupo de investigacién, se probé el
nuevo protocolo de purificacidn alternativo al ITC con extraccién con disolventes organicos y
posterior precipitacion de la proteina en acetonitrilo (apartado 4.2.10.2). La finalidad de este
método es reducir la cantidad de tiempo que dura la purificacién en comparacién con la
purificacidn por ITC, ademas de intentar solventar problemas como la residencia del polimero en
fases indeseadas, lo cual afectaria al rendimiento de la misma como ocurrid con el 3CK24(Sl)2
(Figura 38). Para ello, se analizd por electroforesis las fases generadas por centrifugacion en los
distintos pasos de la purificaciéon (Figura 40). Como el peso del 3K(El), es de 93,5 kDa, obtenido
de forma similar al (Sl)2 y al 3CK24(SI)2, se emplearon geles del 10% de acrilamida para el estudio
de la banda correspondiente por electroforesis.

(S1); MK 2°SbF  Pt. Pt. 29SbF 1925bF 19SbF 29Sb 22]

3K(EN); Isol:M 3K(El)2 295bA 22| F

Figura40. Purificacion alternativa del 3K(El),. “Pt” refiere a precipitado o pellet. Las fases donde se indican “F”
(frio) o “A” (caliente) indican que pertenecen a la parte del ITC de dicha purificacidn.

En primer lugar, se separd el pellet de la produccién en dos mitades, una con unamasa de 18,5 g
y la otra mitad con una masa de 16,65 g. La primera de ellas se resuspendié en 74 mL de

isopropanol, mientras que la segunda en 71 mL de una mezcla isopropanol:metanol (1:1). El
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objetivo de dicho ensayo fue comprobar el poder extraccidon del polimero de cada disolvente
organico del pellet de la produccién (referenciadoscomo “Iso”’y “I1:M”’, Figura 40) que, como se
puede apreciar en la electroforesis, tanto el isopropanol como la mezcla fueron capaces de
separar la mayor parte de la proteina, quedando una pequefia cantidad aun en el pellet de la
produccién no comparable a lo extraido.

Posteriormente, se afiaden 185 mL de acetonitrilo al isopropanol y 177,5 mL de acetonitrilo a la
mezcla isopropanol:metanol provocando la precipitacién de la proteina. Una vez separado el
polimero y desechada la fase orgdnica por centrifugacién, se junté la proteina precipitada y se
resuspendio en buffer de sonicacién a 4°C, aumentando la cantidad de buffergradualmente hasta
un volumen total de 19,06 mL debido a la incompleta resuspensién del ELP, lo cual generd dos
fracciones (marcadas en la Figura 40 como “12” y “292”). Seguido a lo anterior, al sobrenadante
obtenido por centrifugacién (“Sb”) se le afiadié (NH4)2SO4saturado hasta una concentracion final
del 20% (v/v), provocando la precipitacién del polimero y comenzando con el calentamiento del
Unico ciclo de ITC para eliminar las proteinas de bajo peso molecular, con la posterior etapa fria
del mismo. Atendiendo a la electroforesis, se aprecia que una infima parte de la proteina queda
alojada en el precipitado antes del ciclo de ITC (“]”) y en el precipitado frio (“|F”) al final del ciclo,
permaneciendo en mucha mayor cantidad en el sobrenadante frio (“SbF”), la fase de interés.

Dicho sobrenadante, a simple vista, parece mostrar que al polimero le acompafian una gran
cantidad de impurezas proteicas, lo cual cuestiona la fiabilidad del método pues el fin eraobtener
en una Unica extraccion con un solo ciclo de ITC el ELP puro, sin necesidad de eliminar con mas
ciclos las proteinas endégenas de la bacteria. Sin embargo, no se trata de impurezas sino de
bandas correspondientes a la degradacion del propio polimero. Para descartar la presencia de
proteinas indeseadas, se realiza un ensayo consistente en una tincién doble (Figura 41). Dicho
ensayo se fundamenta en que los ELPs se tifien muy bien en CuCl, por su naturaleza hidrofdbica,
mientras que en azul de Coomassie no, donde se tefiirian bien los de caracter hidrofilico. En base
a lo anterior, la doble tincién se realizé cargando en un gel de electroforesis de manera simétrica
el sobrenadante con el polimero y cortando el gel por la mitad, tinendo una de ellas en CuCly y la
otra en azul de Coomassie. De esta manera, ambas mitades se encontrarian en las mismas

condiciones.

52



93,5 kDa

60 kDa
46,8kDa

45kDa _

35kDa
23,4 kDa

25kDa

Figurad4l. Electroforesis tefiida en CuCl (izquierda) y azulde Coomassie (derecha) de los SbF1 anteriores.

De acuerdo a lo expuesto, se contempla en la electroforesis que las bandas que no se han podido
tefiir en azul de Coomassie si estan presentes en CuCl,. Ademas, aparecen dos bandas mas
intensas por debajo de la del polimero: una asimilable a la mitad del peso molecular del mismo
(46,8 kDa) y otra que corresponde a la cuarta parte del peso molecular del polimero (23,4 kDa).
Esto parece indicar que no hay impurezas presentes en el mismo, sino que ha ocurrido una

degradacién del ELP, una por la mitad del tetrabloque (El)-(El) y otra por segmentacién de los
dibloques.

Una vezse concluye que el polimero esta puro, se somete el sobrenadante obtenido a 3 ciclos de

didlisis con 25 L de agua destilada y uno ultimo de 25 L de agua Milli-Q con el fin de volver
despreciable la concentracion de (NH4),S04afadida.

La masa de 3K(El)2 tras congelarlo vy liofilizarlo obtenida fue de 53,48 mg. Como la produccion se
realizé en 5 L, el rendimiento de la misma fue de 10,70 mg/L de medio, mas bajo que los polimeros
obtenidos anteriormente debido a que no fue una produccion dptima.

5.3.2- Caracterizacion del biopolimero

5.3.2.1- Determinacion de la masa molecular aparente por SDS-PAGE
Analizando por electroforesis una alicuota del 3K(El); al salir de dializar (Figura 42) para
comprobar su purezase determina que dicho ELP se ha obtenido puro, libre delresto de proteinas
enddgenas bacterianas. Utilizando dicha electroforesis, se realiza cdlculo de la masa molecular
aparente (Tabla 20 y Figura 43) construyendo una recta de calibrado con los valores de Rt y del
logaritmo enbase 10 de masas moleculares del marcador.
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Figura42. Electroforesis del 3K(El); post-didlisis.

M., (kDa) R¢ Log M,
116,0 1,00 2,06
66,2 0,85 1,82
45,0 0,68 1,65
35,0 0,52 1,54
25,0 0,35 1,40
18,4 0,16 1,26
14,4 0,12 1,16

Tabla 20. Relacidn de Rfy Mm.

M, aparente 3K(El),

1,20
y=1,0514x-1,1121 -
o J
1,00 R2= 0,9818
[ X
— 0,80
€ o,
T 0,60
<
o 1
0,40 P
0,20 B
P [ ]
0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Log My,

Figura43. Representacionde la Tabla 20.

Despejandola ecuacién Rs= 1,0514(Log Mn) - 1,1121, se obtiene que la masa molecular aparente
del 3K(El)2 es de 94,11 kDa (Tabla 21).
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Ry LogM. | M (kDa) 3K(El),

0,96 1,97 94,11
Tabla 21. Cdlculo de la M del 3K(El);

Como se puede apreciar, el peso molecular aparente posee un valor superior a la masa molecular
tedrica de 93,5 kDa. Esto implica que polimero posee cierto retraso electroforético a causa de su
caracter hidrofdbico.

5.3.2.2- Andlisis de la composicion por 'H-RMN
Analizando el espectro de 'H-RMN obtenido (Anexo, apartado 8.1) del polimero a una

concentracion de 16 mg/mLen DMSO deuterado, se comparan los resultados experimentales con
los valores calculados tedricamente (Tabla 22):

Tipode'H Tedricos Experimentales
CH; (~0,5-1 ppm) 2520 2520,00
CH,y otros CH (~1-2 ppm) 1644 1716,14
CH (~3,5-4,5 ppm) 1983 1911,72
NH (peptidico) (~7-9 ppm) 886 823,61

Tabla 22. Clasificacion de los protones del polimero 3K(El); para su identificacion.

A la vista de los valores expuestos enla Tabla 22, si normalizamos la sefial asociada a los grupos
metilos del polimero, el resto de sefales encontradas empiricamente no difieren
significativamente de las previstas de manera tedrica. Las ligeras variaciones encontradas se
deben a la influencia que ejerce la estructura terciaria del polipéptido en el desplazamiento
quimico de sus protones, no siendo incluida en el calculo tedrico la influencia de los
pentapéptidos entre si. Ademas, la variacidon de los protonesde los grupos amida pertenecientes
al enlace peptidico se debe al ya comentado equilibrio entre la forma protonada y la forma neutra

del grupo funcional, dependiente del pH. De nuevo, dicho cdlculo no tuvo en cuenta la
protonacién de los grupos amida de la molécula al encontrarse la muestra en pH fisiolégico.

Por lo tanto, se puede afirmar que los valores tedricos no difieren en gran medida de los

encontrados experimentales, concluyendo que la composicién quimica del polimero es la
esperada.

5.3.2.3- Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF
Los espectros obtenidos del polimero (Anexo, apartado 8.4) disuelto en DMSO a una
concentracion de 2 mg/mL mostraron la primera y la segunda ionizacién. La masa molecular
experimental media delpolimero respectoa la primera ionizacidon es de 92579 Da. Comparandola
con el valor teérico de 93500 Da, la diferencia respecto del mismo es de 921 Da.

Esto indica que los valores obtenidos para la masa molecular teérica, aparente y experimental del
polimero son similares entre siy, por lo tanto, el peso molecular del 3K(El)2 es el predicho.

5.3.2.4- Determinacion de la temperatura de transicion mediante DSC

Usando las condiciones descritas para el (SI)2 y 3CK24(SI)2, se observd un punto de transicion
correspondiente a una T: de 16,59°C. El resultado es légico puesto que, a pesar de componerse
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de un aminodcido huésped hidrofilico como es el glutamico, su blogue se encuentra flanqueado
por pentapéptidos hidrofébicos (VPGVG). Como consecuencia a esto, el caracter hidrofilico del

polipéptido se ve reducido y, por lo tanto, su T: no es elevada, cosa que hubiese ocurrido de haber
portado un bloque analogo al de lisinas del 3CK24(SI)2, pero con glutamicos.

5.3.2.5- Determinacion de la composicion aminoacidica mediante HPLC

La composicidon de los aminoacidos (Tabla 23) encontrada en el 3K(El)2 es la siguiente:

Aminoacido Valortedrico | Valor experimental

M 1 0,00
E 21 29,78
S 1 0,74
L 2 2,04
Vv 300 305,35
P 221 220,34
G 440 443,66
| 120 100,64
K 3 7,04
Total 1109 1109,60

Tabla 23. Composicion aminoacidica del 3K(El)..

Segun el nimero de aminodcidos expuesto en la Tabla 23, la composicidon total tedrica del
polimero coincide con la experimental, habiendo ligeras variaciones en la composicion del
polimero en la cantidad de glutamicos, lisinas, isoleucinas y metionina. La metionina
perteneciente al bloque MESLLP introducido por la regidon de control del plONKKK puede verse

degradada una vez ha tenido lugar la traduccién del polimero, siendo légico no hallar ninguna en
los valores experimentales.

Aun asi, el nimero de aminodcidos del polimero hallados empiricamente no difieren
significativamente de los tedricos, por lo que se concluye que la composicién del 3K(El)2 es la
prevista.
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6-Conclusiones

Se consiguid la sintesis de los polimeros (Sl)2 y del 3CKas(Sl)2, partiendo de sus
correspondientes genes contenidos en un plasmido de expresion. El rendimiento obtenido
en el segundo polipéptido supera al primero, en contraste con los resultados anteriores
obtenidos por el grupo de investigacion. El uso de una cepa bacteriana distinta a la
empleada anteriormente o los cambios en las condiciones de produccién podrian ser la
razén de este aumento en el rendimiento.

Se ha optimizado el protocolo de purificacion por ITC del (Sl)2, permitiendo que salga
practicamente puro en el primer ciclo del mismo, lo cual permite reducir el coste de
reactivos y el tiempo de su obtencién. Sin embargo, queda por mejorar el del 3CK24(Sl),
pudiendo seguirse la via que emplea -mercaptoetanol como agente reductor para su
extraccidn de los precipitados frios.

El nuevo protocolo de purificacion alternativo parece viable para polimeros que no tienen
una gran complejidad estructural como el 3K(El)2, siendo necesarias modificaciones para
poder ser empleado en otros que si la poseen, como el 3CK24(Sl)2.

Las técnicas empleadas para la caracterizacion de los polimeros (SDS-PAGE, 1H-RMN,
MALDI-TOF, DSC, DLS, analisis de aminodcidos) indican que estos poseen las composiciones
y caracteristicas esperadasde cada uno de ellos.

Se ha comprobado la capacidad de formaciéon de nanoparticulas del (Sl)2 lo que permite

utilizarlo para la encapsulacidon de farmacos en estudios posteriores.
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8-Anexo
8.1- Espectros de *H-RMN
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c)

3KEI2_PROTON_01 L250

3KET2

D20 g F240
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f s 200

— f v, 190

e . / | 180
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| |
\JW (U N |U U J’W o o

[ e — ———7— 10
823.61 1911.72 1716.44 2520.00 20

.
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FiguraA.1. Espectros de proton de a) (S1)2 b) 3CK24(Sl)> c) 3K(El)..

8.2- MALDI-TOF del (S1),

)
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8.3- MALDI-TOF del 3CK24(Sl);

N

N

(s1)2
Matrit 2,5 DHAR
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D

3CK24(S1)2 pH 8
Vatra 250137
oo
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” 101862
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o
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8.4- MALDI-TOF del 3K(El),
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8.5- Termogramas obtenidos por DSC
a)
05
Ng*-1
Integral 8,99 mJ
_ normalized -0.90 Jg*1
Onset 13.50 °C
Peak 14.84 °C
Endset 17.84 °C
Left Limit 11,27 °C
Sample: SI2-60mg/ml pbs, 10,0400 mg ~ Right Limit 25,57 °C
S !
L e e o e o ]
6 3 10 12 14 16 13 20 22 24 26 28 30 °C
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Sample: 3CK24-812-pH8 50mg/m| pbs. 9.8350 mg

Integral 4,56 mJ Integral 0,80 mJ
normalized -0.46 Jg*-1 normalized -60,81e-03 Jg-1
Onset 12,97 °C Onset 2,23 °C
Peak 14,67 °C Peak 4248 °C
Endset 18,62 °C Endset 43,32 °C
Left Limit 11,27 °C Left Limit 40,11 °C
0.5 Right Limit 20,84 °C Right Limit 46,11 °C
g1
r 1 r 1
S T —— 1 3 SR ri
— T T T T T T T T o T o T T T — T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 40 42 44 46 43 50 °C
c)
Sample: 3KEI2-50mg/ml pbs, 10,3150 mg
05
Wigr-1
Integral -2.84 mJ
normalized -0.28 Jg*1
Onset 1523 °C
Peak 16,59 °C
Endset 2081°C
Left Limit 13.66 °C
Right Limit 21,42 °C

3 1
» W A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 °C

FiguraA.2. Termogramas del a) (S1); b) 3CK24(Sl). c) 3K(El)..
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8.6- Abreviaturas

Abreviatura Nombre completo
1H-RMN Resonancia magnética
nuclear de protén
A/Abs Absorbancia
Adm. Adimensional
C Cisteina
CcD Con deflectores
Cfu Unidad formadora de
colonias
cmC Concentracion critica
de micelar
CMT Temperatura critica
micelar
Col Colonia
Conc. Concentracion
A Caliente (referenciaa
la fase)
ddNTP Didesoxinucleétido
trifosfato
DLS Dispersion dindmica
de la luz
DSC Calorimetria
diferencial de barrido
E Acido glutamico
E. coli Escherichia coli
EL Elucién
ELP Polipéptido tipo
elastina
F Frio (referenciaa la
fase)
G Glicina
HPLC Cromatografia liquida
de alta eficacia
| Isoleucina
I:M Isopropanol/metanol
1:1
IBGM Instituto de biologia y
genética molecular
Inoc. Indculo
Iso Isopropanol
ITC Ciclos de transicién
inversa
Lisina
L Leucina
LB Lysogeny Broth
LB+TB Mezclade 1/3 de
medio LBy 2/3 de
medio TB

Abreviatura
LBIndc.

LTI
M
MALDI-TOF

MK
Mm/Pm

Milli-Q
mTB/TB

ODGOO
P
p/v

p10N3C

p10N3K
p7

Pb
PDI

Pr./| /Pt.
rADN

Rpm

S
S.0.C.
Medium
Sb.
SD

SDS-PAGE

SPME
T
Ultra.

UVa
\)
v/v
P
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Nombre completo
LB de autoinduccién

Laboratorio de técnicas instrumentales
Metionina
Desorcidn/lonizacion por Laser Asistida por
Matriz con detectorde tiempo de vuelo
Marcador o marker
Masa/peso molecular

Agua ultrapura Milli-Q
Modified Terrific Broth

Densidad éptica a 600 nm

Prolina
Peso/volumen

PET10NCCC
PETLONKKK
pET7

Pares de bases
indice de Polidispersidad
Precipitado
ADN recombinante

Revoluciones por minuto

Serina
Medio de caldo superéptimo con represion por
catabolito
Sobrenadante
Sin deflectores

Electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato sddico
Microextraccion en fase sélida
Temperatura de transicién

Ultrasonidos

Universidad de Valladolid
Valina
Volumen/volumen
Potencial zeta



