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1. RESUMEN

Una de las proteinas de gran interés en la ciencia de los materiales es la elastina debido a sus
propiedades eldsticas y resistentes. El analisis de la estructura de la elastina reveld el secreto
de sus cualidades fisicoquimicas y suscité el interés por la sintesis de polimeros sintéticos
recombinantes tipo elastina (ELR) obtenidos mediante ingenieria genética. Estos biopolimeros
pueden desempeiiar multitud de funciones y tienen una elevada biocompatibilidad, por lo
que se trata de materiales multipotentes en el campo de los Biomateriales y de la Biomedicina.

En este trabajo se ha sintetizado y purificado el recombindmero tipo elastina ScFv-(El)x2 cuya
secuencia de aminoacidos determina su estructura micelar en disolucién acuosa y su
bifuncionalidad. La produccion del polimero ScFv-(El)x2 se ha llevado a cabo empleando
técnicas de Ingenieria genética y se ha caracterizado fisicoquimicamente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Para su sintesis se han utilizado diferentes cepas de la
bacteria Escherichia coli debido a su sencilla maquinaria de replicacién y traduccién del DNA.

ABSTRACT

One of the proteins of great interest to researchers is elastin, due to its elastic and resistant
properties. The analysis of the structure of elastin reveals the secret of its physicochemical
qualities and sparked interest in the synthesis of recombinant synthetic elastin-like
recombinamers (ELR) obtained by genetic engineering. These biopolymers can perform a
multitude of functions and possess high biocompatibility, making them multipotent materials
in the field of Biomaterials and Biomedicine.

In this work, the ELR ScFv-(El)x2 has been synthesized and purified, whose amino acid
sequence determines its micellar structure in aqueous solution and its bifunctionality. The
production of the ScFv-(El)x2 polymer has been carried out using genetic engineering
techniques and has been physicochemically characterized by polyacrylamide gel
electrophoresis. Different strains of Escherichia coli bacteria have been used for its synthesis
due to their simple machinery for DNA replication and translation.




2. INTRODUCCION
2.1. BIOQUfMICA, INGENIERIA GENETICA Y BIOMATERIALES

En las ultimas décadas han surgido nuevas disciplinas cientificas que surgen del estudio en

conjunto de diferentes ramas de conocimiento. Este hecho ha provocado que las fronteras
entre dichas ramas se encuentren cada vez mas difuminadas. Ejemplo de ello es la ciencia de
los materiales para aplicaciones biomédicas en la cual se precisa de la actuacion conjunta de
cientificos de diferentes areas de las ciencias técnicas, de la ingenieria y de las ciencias de la
vida.

La Biologia molecular es la disciplina cientifica cuyo dominio da explicacidn a los procesos que
ocurren en el interior de la célula en base a la estructura y la funciéon de las principales
moléculas que la conforman: acidos nucleicos, proteinas, lipidos, glucidos. El dogma de la
Biologia molecular (Figura 1) se basa en el modo en que se realiza el flujo de la informacién
genética. El DNA es la molécula que almacena y transmite esa informacion. El acido
desoxiribonucleico (DNA) se transcribe para dar lugar a la molécula de acido ribonucleico
(RNA) y éste se traduce con el fin de sintetizar proteinas.

DNA RNA Protein

\
Ny "
/ transcription 8 translation
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N ) *
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Figura 1. Representacion esquemdtica del dogma de la Biologia molecular.

La Ingenieria genética estudia y aplica el conjunto de técnicas y métodos que son empleados
para la manipulacion y la seleccién del DNA. Mediante esta disciplina se puede conseguir la
creacién de genes con unas caracteristicas especificas y la implantacién de éstos en células
huésped de numerosos organismos.

Los biomateriales se definen como sustancias naturales o sintéticas (diferentes a un
medicamento) que pueden ser usadas por un determinado periodo de tiempo como parte de
un sistema, el cual trata de curar, mejorar o reemplazar un érgano, un tejido o una funcién
del cuerpo?. Estas sustancias, por lo tanto, resultan idoneas para su implante en contacto
directo con tejidos vivos, pues estan disefiadas para ese fin?. Para que un material sea
considerado inocuo para el ser vivo con el que estd en contacto debe cumplir una serie de
requisitos tales como que sea quimicamente estable, que no sea tdxico, que no cause rechazo
por el sistema inmune y que posea buenas caracteristicas mecanicas.




El gran avance en la sintesis de biomateriales en las ultimas décadas ha obligado a realizar una
clasificacion de los mismos atendiendo a diversos aspectos>. Asi, se obtiene la organizacién
mostrada en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion de los biomateriales en funcion de diferentes aspectos.

Entre los distintos biomateriales se encuentran los polimeros. Un polimero es una sustancia
quimica que se sintetiza a partir de la polimerizacién de pequefias unidades denominadas
mondmeros. La posibilidad de poder escoger entre multitud de combinaciones de éstos nos
permite la facultad de obtener un biomaterial con unas caracteristicas extremadamente
concretas. Asi, el hecho de que dicho polimero sea biodegradable y bioactivo indica que éste
interaccionara positivamente en el organismo en que se implante y que, tras cumplir su

funcién, serd metabolizado por dicho ser vivo hasta su completa eliminacidn.

2.2. CLONACION DEL DNA
Con el fin de obtener polimeros proteicos, recientemente se ha utilizado una estrategia
basada en la sintesis empleando microorganismos (biosintesis). En ella se utilizan
microorganismos que actlan como biorreactores, pues en ellos se introduce la informacion
genética precisa para la obtencién del material sintético deseado. Este proceso se lleva a cabo
mediante la clonacién del DNA.

La clonacién del DNA es una técnica de la Ingenieria genética que permite la obtencion de
copias idénticas de un determinado gen. En este caso, el gen que se pretende amplificar es el
que codifica para nuestro polimero recombinante tipo elastina. Este gen se denomina de




manera general ‘inserto’. El proceso de clonacidn tiene distintas etapas, las cuales se muestran
en la Figura 3.
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.

s =

Restriction
digestion of Gene Ligation
of interest

Restriction
digestion of vector

Figura 3. Representacion esquemdtica de las diferentes etapas de la clonacidn de DNA.

En la primera etapa, se identifica o sintetiza el gen que se pretende amplificar y se aisla del
resto con el fin de realizar una clonacién controlada.

A continuacién, este gen debe ser extraido del cromosoma en el que se encuentre. Este
procedimiento se denomina digestidén enzimatica y purificacion del DNA.

Una vez hemos obtenido el fragmento de DNA deseado (coloreado en rojo en la Figura 3),
éste debe ser unido a un vector plasmidico. Este proceso se denomina ligacién. Los vectores
plasmidicos son moléculas de DNA de pequefio tamafio, faciles de aislar y caracterizar, que
poseen una secuencia y mapa de restriccién conocido. Estos pueden introducirse en la célula
huésped de manera sencilla y tienen capacidad de autorreplicarse con independencia del DNA
de la célula huésped. Estos vectores ademads contienen un gen que confiere resistencia a un
antibidtico con el fin de poder seleccionar las células que han introducido el vector. Las células
gue posean el vector con un gen marcador de resistencia a antibiéticos serdn capaces de
sobrevivir en un medio que contenga dicho antibidtico.

Una vez se ha construido el plasmido que contiene el gen recombinante, éste debe
introducirse en una célula huésped a través de la transformacion (Figura 3). Dentro de la célula
huésped se produce la amplificacion de dicho fragmento génico; es decir, se obtienen gran
cantidad de copias del mismo de manera precisa y selectiva. Tras la comprobacién del éxito
del clonaje, el gen se transfiere a otro vector, cuya funcién es maximizar la produccién del
producto de interés, llamado vector o pldsmido de expresién. Esto significa que se emplean
para elevar la capacidad de sintesis de nuestro polimero recombinante por parte de la célula
huésped. La eleccion del hospedador resulta de suma importancia. En este caso, interesa la
denominada transformacién bacteriana debido a su sencillez, al amplio conocimiento de los
procesos de regulacion de la replicacidn bacteriana, la facil obtencidon de las células huésped,
junto con su rapido y sencillo cultivo.

Finalmente, las células bacterianas que contienen el gen recombinante son cultivadas en un
medio adecuado para conseguir la amplificacion de dicho gen.




El éxito o el fracaso de una clonacidon depende estrechamente de la longitud respectiva del
vector plasmidico y del inserto. Para que este proceso tenga lugar de manera rapida y eficaz
es preciso que ambos componentes tengan un tamafo adecuado. La razén de que la velocidad
de la reaccidon de ligacidon se vea influenciada por su tamano se debe a las multiples
conformaciones que posee un fragmento de DNA largo (vector plasmidico) con respecto a uno
corto (inserto). A mayor numero de conformaciones, menor es la probabilidad de que sus dos
extremos se encuentren en la orientacidon adecuada para la ligacion con el inserto (Figura 4).
El nimero de conformaciones posibles del fragmento de DNA se conoce en Termodinamica
estadistica como el nimero de microestados de la molécula. Mediante el postulado de
Boltzmann es posible relacionar una propiedad microscépica de la materia, como el nimero
de microestados, con una propiedad macroscépica como la entropia (Ecuacion 1).

S = kB . ln 0
Ecuacion 1. Ecuacidn de Boltzmann de la mecanica estadistica.

donde S es la entropia de la molécula; ks es la constante de Boltzmann; y Q es el nimero de
microestados.

Con esta relacién se concluye que a medida que, el nUmero de microestados de un sistema
aumenta, también lo hace su entropia. Esto significa que existira un mayor “desorden
energético” a nivel microscépico y, como consecuencia, el estado en el que la molécula se
encuentra con ambos extremos orientados en una posicién correcta para aceptar el inserto
es mas improbable.

Figura 4. Esquema de una reaccion de ligacion en funcion de la longitud del vector y del
inserto.

2.3.  HERRAMIENTAS ENZIMATICAS DE CLONACION

Con el fin de poder manipular fragmentos concretos de DNA mediante las técnicas de
Ingenieria genética es preciso poder “cortar y pegar” fracciones de material genético a nuestro
antojo. Esta funcion es realizada por un grupo de enzimas denominadas enzimas de restriccidon
y enzimas de modificacién. Ademas, uno de los pasos mas importantes en el clonaje de genes
recombinantes es la correcta digestion y unidn de los vectores plasmidicos y de los insertos.
La digestién de fragmentos de DNA también es realizada por enzimas de restriccién o
endonucleasas.

Estas son proteinas que poseen actividad catalitica nucleasa, lo que implica que son capaces
de incrementar la velocidad de la hidrdlisis de los enlaces fosfodiéster que unen a los




nucledtidos de una cadena de DNA. Estas enzimas provocan el corte de una secuencia de DNA
en un lugar especifico denominado sitio de reconocimiento especifico o secuencia diana, y es
particular de cada una de las enzimas de restriccion.

Las fracciones de DNA que resultan tras la actuacién de las endonucleasas se denominan
fragmentos de restriccién y el nUmero de fragmentos resultante depende de cudntos sitios de
reconocimiento especificos tenga éste.

Estas enzimas de restriccion (apartado 4.1.4.1.) se nombran empleando tres letras del género
y de la especie de la bacteria en la que se aislaron por primera vez, seguido por un nimero
romano que las diferencia en funcién de su distinta especificidad. Ejemplo de ello es la enzima
EcoRlI (Escherichia coli). La letra R identifica el serotipo de la bacteria de la que se extrajo
originalmente. El diferente serotipo marca los antigenos que tiene la célula procariota en
cuestion.

Dependiendo de coémo sean los extremos que se generan en una digestién, se pueden
distinguir dos tipos de sitios de reconocimiento especifico: extremos romos o extremos
cohesivos (Figura 5). Los extremos romos son aquellos que no generan desapareamiento en

las bases nitrogenadas. Sin embargo, los extremos cohesivos son aquellos que generan

desapareamiento de entre dos y cuatro bases nitrogenadas, por lo que Unicamente podran
clonarse con extremos compatibles (con complementariedad de bases nitrogenadas).

CCC/GEa
GGEECC

Smal extrernos romos EcoRl extremos cohesivos

Figura 5. Representacion de extremos romos y cohesivos de una secuencia de nucledtidos
generados por enzimas de restriccion (Smal y EcoRl respectivamente).

2.4, ELASTINA
La elastina es una proteina que se localiza en la matriz extracelular del tejido conjuntivo de los
vertebrados.

La elastina se encuentra en el grupo de las holoproteinas ya que contiene Unicamente
aminodcidos. Ademas, segun su estructura terciaria se trata de una proteina fibrilar. Las
proteinas fibrilares son menos complejas que las globulares y, al contrario que éstas, son
generalmente insolubles en medio acuoso. Por este motivo suelen tener un papel estructural

en los tejidos de los que forman parte.

Su estructura primaria suele contener una gran proporcién de aminodcidos hidrofébicos. Una
vez secretada en el espacio extracelular, se vuelve insoluble y se autoensambla para evitar la
interaccion con el agua del medio formando agregados y dando lugar a la estructura




cuaternaria de la elastina. Esta estructura polimérica en forma de haces es la responsable de
la propiedad mas destacada de dicha macromolécula: la elasticidad (Figura 6). La elastina
puede estirarse hasta un 150% de su longitud en reposo sin romperse. De esta cualidad deriva
el nombre de la elastina, del griego elast(o) que significa ‘golpeado’ o ‘ductil’ e in(a) que
significa ‘sustancia’®.

fibra elastica
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Figura 6. Representacion esquemdtica de la estructura cuaternaria de la elastina y su ciclo de
estiramiento-relajacion.

Otra propiedad de la elastina que merece ser mencionada es la durabilidad de su estructura,
puesto que se ha comprobado que la vida media de esta molécula ronda los 70 afios®.

A proposito de las extraordinarias caracteristicas fisico-mecanicas de la elastina, numerosos
investigadores centraron sus estudios en identificar la estructura primaria de esta molécula;
es decir, su secuencia de aminoacidos®. Ademds de observar la presencia de numerosos
aminodcidos hidrofdbicos, se detectd la repeticidn de un pentapéptido en concreto. Este
patron se repetia en hasta 50 ocasiones en una molécula de elastina y estaba compuesto por
aminodcidos hidrofdbicos y neutros. El pentapéptido en cuestion resultd ser la secuencia
Valina-Prolina-Glicina-Valina-Glicina (VPGVG en el cédigo de representaciéon de aminodcidos
de una letra). Se supuso que es el responsable de las propiedades elasticas de la elastina y
para comprobarlo, se sintetizé un polimero (VPGVG), tal que n<150’. Debido a los resultados
positivos de dicho estudio, estos polimeros polipentapeptidicos se nombraron polimeros tipo
elastina o ELPs por sus iniciales en inglés elastin-like polymers.

2.4.1. Polimero tipo elastina (ELP)

La caracteristica mas sorprendente de los ELPs (VPGVG), es su solubilidad en medio acuoso.
A diferencia de la elastina, estos biopolimeros naturales resultaron ser solubles en agua
dependiendo de la temperatura®. A temperaturas inferiores a los 25°C son solubles, mientras
que forman agregados y precipitan volviéndose insolubles en dicho medio a temperaturas




superiores. Este proceso, totalmente reversible, indica que la temperatura de transicion de
los ELPs estudiados es de 25°C. Por encima de esta temperatura el polimero adquiere
propiedades eldsticas y es capaz de deformarse sin romperse tras la aplicacién de una fuerza
sobre él.

Esta propiedad es comun en todos los ELPs, aunque la temperatura de transicion (T:) varia
segln algunos pardmetros tales como el numero de repeticiones del patron pentapeptidico
(n) o el aminoacido que se encuentre en la cuarta posicion (X) de dicho pentapéptido
(VPGXV)°. Los estudios realizados por D.W. Urry revelaron que un aminodcido apolar en cuarta
posicién conseguia disminuir la temperatura de transicién; mientras que uno polar la
aumentabal®. También se determind que el polipentapéptido (VPGPG),, en el que X es el
aminodcido prolina (P), desestabilizaba la estructura de lamina plegada B del mondémero de
elastina, por lo que no era posible la formacidn de una estructura cuaternaria permanente!?.

Los biopolimeros tipo elastina producidos por este investigador junto con sus colegas fueron
sintetizados mediante métodos quimicos tradicionales tales como la sintesis de polipéptidos
en fase sélida, también llamada sintesis de Merrifield. Es una sintesis relativamente laboriosa
y permite sintetizar polipéptidos de longitud limitada. A medida que la longitud de los
polipentapéptidos aumenta, disminuye la exactitud y se complica su purificacion puesto que
aparecen subproductos que afectan a las propiedades finales del ELP'2. Ademas, la ruta
sintética quimica llevaba consigo otros problemas asociados tales como el uso obligado de

disolventes orgdnicos y su consiguiente eliminacion para purificar el polimero resultante.

Estos inconvenientes forzaron a los investigadores a buscar una ruta alternativa para sintetizar
dichos ELPs. La opcion mas segura y eficaz para producir estos polimeros pasaba por emplear
la biosintesis. Esta es guiada por una macromolécula de DNA recombinante que contiene “los
planos” del ELP y realizada por microorganismos que poseen las herramientas para su sintesis,
por lo que los ELP biosintetizados pasarian a denominarse recombinameros tipo elastina o
ELRs segun sus iniciales en inglés ‘elastin-like recombinambers’.

2.4.2. Polimero recombinante tipo elastina (ELR)

Los recombinameros tipo elastina (ELRs) tienen idéntica composicion a los polimeros tipo
elastina (ELPs) pero su sintesis es completamente diferente. La via de los ELPs por biosintesis
puede controlarse de forma exhaustiva dando lugar a biopolimeros mas puros y cuya sintesis
sea mas respetuosa con el medio ambiente. Esto se debe a que el proceso de purificacién de
los recombindameros se basa en explotar la temperatura de transicidén de éstos, mediante la
realizacion de varios ciclos de calentamiento-enfriamiento, en lugar de emplear repetidas
extracciones con numerosos disolventes organicos.




La sintesis de los ELRs se lleva a cabo mediante la clonacién de un gen recombinante para
obtener copias idénticas del mismo y su posterior traduccién para obtener la secuencia de
aminodcidos del recombindmero. La construccion del DNA se lleva a cabo mediante la técnica
de clonacién seamless o clonacién ‘sin costuras’ (Figura 7). Esta permite el control absoluto
de la secuencia final'3,
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Figura 7. Representacion esquemdtica de la clonacion seamless o clonacion ‘sin costuras’.

2.5. ENCAPSULAMIENTO DE FARMACOS Y VEHICULIZACION MICELAR

La mayoria de los medicamentos que se administran a un organismo con el fin de curar o
prevenir alguna enfermedad, o incluso para aliviar un dolor fisico, son moléculas orgdnicas de
pequefio tamano tales como el paracetamol, el omeprazol o la simvastatina. Cuando estas
moléculas se incorporan al riego sanguineo suelen ser filtradas por el sistema excretor en su
mayor parte y eliminadas en cuestidon de minutos. Este proceso de detoxificacion de los seres
vivos reduce sustancialmente la eficacia de los farmacos de naturaleza tanto hidrofilica como
hidrofébica. Ademas, estos Ultimos necesitan ser administrados junto con otras sustancias
guimicas que aumenten la solubilidad de dichos medicamentos en el plasma sanguineo, pues
es el unico modo en que los farmacos pueden absorberse y metabolizarse. Los compuestos
guimicos solubilizantes suelen tener un limite tolerable de exposicion bastante bajo, por lo
gue su adicion a estos farmacos debe estar regulada. Con el fin de solventar ambos problemas
en la administracion de medicamentos de naturaleza quimica hidrofdbica se estan estudiando

excipientes alternativos entre los que se encuentran los ELRs*.

La secuencia de aminodcidos de los recombinameros, asi como del resto de proteinas,
determina la estructura final de los mismos, lo que afectard a la interaccién con el vehiculo
para maximizar la encapsulacion de farmacos. Por ello resulta de vital importancia el
conocimiento de la estructura primaria del ELR que se ha sintetizado para poder precisar la
aplicacion biomédica que mejor se adapta a él. Asi, para la construccién de nano-vehiculos se
ha determinado una estructura molecular del recombinamero tipo elastina con tres zonas:
una de naturaleza hidrofébica, una de naturaleza hidrofilica y otra cuya funcién es interactuar
con las células para incrementar su eficacia y su seguridad. Por ello estos recombinameros se
denominan copolimeros de bloque o co-recombinameros tipo elastina de bloques (ELbcRs por
sus iniciales en inglés).

La polaridad de cada uno de los bloques (Figura 8) se debe a la influencia del cuarto
aminoacido (X) del pentapéptido que conforma cada uno de ellos (VPGXG). En funcidn de la
naturaleza de dicho aminodcido, el bloque tendra caracter hidrofébico o hidrofilico®®.
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Figura 8. Estructura extendida y esquematizada del tetrabloque (El)x2. Los bloques
hidrofilicos se muestran en color azul y los bloques hidrofdbicos, en color rojo.

La doble polaridad del ELR proporciona la formacion de micelas cuando este copolimero de
bloque se encuentra en disolucién acuosa. De acuerdo con dicha anfifilidad, el extremo
hidrofilico de cada molécula de recombinamero se orienta en el exterior de la micela (azul);
mientras que el extremo hidrofébico se encuentra embebido en el interior de ésta (rojo), tal
y como se muestra en la Figura 9. La estabilidad de esta nanoparticula hueca esta
directamente relacionada con el tamafio de la molécula de recombindmero que lo compone.
Asi, se establece que una micela de ELR es estable siempre y cuando la molécula esté
constituida por al menos 48 pentapéptidos?®.

Figura 9. Representacion esquemdtica de la micela formada por el tetrabloque en disolucion

acuosa.

Volviendo a la problematica de la escasa absorcién de medicamentos hidréofobos y de
pequefio tamafio molecular por los organismos vivos, el encapsulamiento de dichos farmacos
en micelas ha demostrado ser una buena solucién. Debido a la naturaleza hidrofébica del
corazén de la micela, la interaccidon con el medicamento esta definida por fuerzas hidrofébicas
para evitar asi el contacto con el agua. Ademas, la corona de la nanoparticula actia como
proteccion ante la filtracidn renal y la consiguiente metabolizacidén del medicamento. De este
modo, Chilkoti y sus colaboradores comprobaron que la permanencia en el organismo del
medicamento protegido por la micela podia prolongarse durante al menos 10 horas mas con
respecto al farmaco sin encapsular’. Otra ventaja que presentan los recombindmeros tipo
elastina es que su degradacién no genera residuos tdxicos o que se puedan acumular en el
organismo. Una vez han desempefiado su funcion se metabolizan siguiendo la
correspondiente via de degradacién de las proteinas naturales y se eliminan
completamente?8,
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2.5.1. Anticuerpos ScFv

El ScFv (anticuerpo monocatenario de fragmento variable) estd constituido por el dominio
variable pesado y el dominio variable ligero de un anticuerpo especifico. Ambas regiones se
encuentran unidas mediante un péptido flexible de pequefio tamafio (Figura 10) y su
estructura esta estabilizada por dos enlaces disulfuro®®.

Heavy chain

Light chai V
18 | nll; ' %“
o\

scFv

Figura 10. Representacion esquemdtica de un anticuerpo (izquierda) y de un ScFv (derecha).

El uso del anticuerpos ScFv tiene un numero elevado de aplicaciones en el campo de la
Biomedicina (desde terapias médicas hasta diagndstico de enfermedades), lo que supone la
necesidad de sintetizarlo de manera rapida y controlada. Por este motivo, la sintesis elegida
por la mayor parte de los investigadores es la produccidn mediante técnicas de la Biologia

molecular y la Ingenieria genética®°.

Debido al potencial clinico del ScFv, se esta estudiando su fusidon con polimeros recombinantes
tipo elastina con el fin de sintetizar anticuerpos con nuevas caracteristicas bioactivas?'.
Ademas, se ha comprobado que para conseguir una eficiencia éptima en la sintesis de
recombindmeros que contengan anticuerpos ScFv, la produccion debe llevarse a cabo en
bacterias del tipo E. coli??> debido a que esto aumenta la afinidad anticuerpo-antigeno. Todos
los anticuerpos ScFv que forman parte de las moléculas de ELbcR se encuentran tapizando la
superficie externa de la nanoparticula (micela bifuncionalizada?3).
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3. OBJETIVOS

Debido a las propiedades de los recombindmeros tipo elastina, resulta oportuna la
construccidon de genes recombinantes y la consiguiente bioproduccidon de nuevos ELRs. El
recombindmero que se pretende producir a lo largo de este trabajo se denomina ScFv-(El)x2,
y serd un biomaterial natural, polimérico, biodegradable y bioactivo. Su secuencia viene
determinada por la secuencia de nucledtidos de los genes que lo codifican teniendo en cuenta
el cédigo genético. Ademas, el organismo en que se implante este biopolimero posee
mecanismos capaces de degradarlo, por lo que no es posible la acumulacién de material
exodgeno en el individuo en el que se introduce.

El recombinamero tiene doble funcién ya que en disolucién acuosa es capaz de formar micelas
huecas cuya superficie se encuentra tapizada por anticuerpos ScFv. Por este motivo, el ELR
sintetizado podra utilizarse para encapsular farmacos hidrofébicos en el interior micelar y
dirigirlos hasta las células endoteliales vasculares del paciente, donde estos medicamentos
seran liberados.

Para realizar la sintesis de DNA recombinante y la bioproduccién del recombinamero ScFv-
(El)x2 se propone el siguiente plan de trabajo:

1. Emplear técnicas de la Ingenieria genética y de la Biologia molecular para sintetizar un
plasmido recombinante que sea capaz de expresar el recombindamero proteico ScFv-
(E)x2. Este proceso se llevara a cabo mediante clonacién en células procariotas E. coli.
Esta clonacion incluye la extraccion del inserto de un vector y la reaccidon de ligacion
de este inserto en un nuevo vector.

2. Producir el recombinamero ScFv-(El)x2 a gran escala y purificarlo mediante ciclos de
transicion inversa.

3. Realizar una caracterizacién fisicoquimica del ELR sintetizado ScFv-(El)x2 empleando
distintas técnicas: SDS-PAGE y espectrometria de masa MALDI-TOF.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. MATERIALES

4.1.1. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos que se han utilizado se enumeran en el siguiente catalogo en orden
alfabético.

- Acetato de magnesio.

- Acetato de potasio.

- Acido acético.

- Acido clorhidrico; HCI.

- Acido etilendiaminotetraacético; EDTA.
- Acrilamida.

- Adenosin trifosfato; ATP.

- AlbUmina sérica bovina; BSA.

- Ampicilina.

- Azul de bromofenol.

- Azul de Coomassie.

- Cloruro de cobre (Il); CuCls.

- Cloruro de magnesio; MgCl,.

- Cloruro de potasio; KCl.

- Cloruro de sodio; NaCl.

- Dimetilsulféxido; DMSO.

- Ditiotreitol; DTT.

- DNA Marker: 1 kbPlus DNA Ladder.
- Dodecilsulfato sodico; SDS.

- Etanol.

- Extracto de Levadura.

- Fluoruro de fenilsulfonilmetano; PMSF.
- Glicerol.

- Glucosa.

- Hidroxido de sodio; NaOH.

- Isopropanol.

- Kanamicina.

- Persulfato amonico; PSA.

- Polietilenglicol; PEG.

- SeaKem® LE Agarosa.

- SimplySafe™.

- Sulfato de magnesio; MgSOQa.

- Tetrametilendiamina; TEMED o TMEDA.
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- Triptéfano.
- Tris(hidroximetil)Jaminometano; Tris.

- B-mercaptoetanol.

Cada uno de estos compuestos tendra un papel experimental importante, lo cual se explicard
a lo largo del trabajo.

4.1.2. Disoluciones tamponadas

La funcién que desempefian estas soluciones es la de mantener el pH en un valor conocido,
preciso y constante en todo momento. Las disoluciones tamponadas empleadas para la
realizacion de la parte experimental de este trabajo aparecen en la siguiente lista,
especificando en ella su composiciéon quimica:

- Buffer TAE (1x; 50x): 40 mM Tris, 19 mM 4&cido acético, 1 mM EDTA; pH=7.5

- DNA Loading Buffer 10x: 10 mM Tris-HCI, 60 mM EDTA, 0.03% (v/v) azul de
bromofenol, 60% (v/v) glicerol; pH=7.5.

- SDS-PAGE Protein Loading Buffer 5x: 10% (m/v) SDS, 25% (v/v) B-mercaptoetanol, 2%
(v/v) azul de bromofenol (BPB), 50% (v/v) glicerol, 0.3 M Tris; pH=6.8.

- Tango Buffer 10x (with BSA): 33 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnesio, 66
mM acetato de potasio, 0.1 mg/mL albimina sérica bovina (BSA); pH=7.9.

- Buffer SAP 10x: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCly; pH= 9.0.

- Buffer DNA ligasa 10x: 300 mM Tris-HCl; 100 mM MgCl;, 100 mM DTT, 1mM ATP;
pH=7.8.

- Tampodn de sonicacion: 20 mM Tris-base, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF; pH=8.0.

4.1.3. Materiales de biologia molecular

4.1.3.1. Cepas bacterianas
Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas de la conocida como Escherichia coli (E. coli):

- BLR (DE3) Competent Cells (Novagen; eficiencia (cfu/ug de pUC18 DNA) > 107)
empleada para la expresion de proteinas o polimeros recombinantes. En
microbiologia, cfu es un término que hace referencia a unidad formadora de colonias.

- XL1-Blue Subcloning Grade (Stratagene; eficiencia (cfu/pug de pUC18 DNA) > 10°)
empleada para subclonacion de DNA.

- XL1-Blue Competent Grade (Stratagene; eficiencia (cfu/ug de pUC18 DNA) > 108)
empleada para clonacion o ligacion de DNA.

- NZY5a Competent Grade (Nzytech; eficiencia (cfu/ug de pUC18 DNA) > 10°) empleada
para clonacidn o ligacién de DNA.
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4.1.3.2. Medios de cultivo bacteriano

Las bacterias mencionadas anteriormente necesitan de medios especificos tanto para su
crecimiento como para su correcta transformacion. Los que se han utilizado en este trabajo
son los siguientes:

- LB (Lysogeny Broth): se trata del medio liquido seleccionado si se pretende cultivary
hacer crecer a bacterias para diversos fines. Su composicion es 10 g/L de bactotriptona,
10 g/L NaCl y 5 g/L de extracto de levadura.

- LB-agar: se trata del medio sdlido con el cual se recubren las placas de cultivo
bacteriano. Se prepara mediante el medio LB mencionado anteriormente (25 g/L) y 15
g/L de bacto-agar.

- TB (Terrific Broth): se trata del medio liquido seleccionado si se pretende aumentar la
expresion de los genes y, por lo tanto, la produccién de nuestro polimero
recombinante tipo elastina. Su composicion es 20 g/L de triptéfano, 24 g/L de extracto
de levadura, 4 mL/L de glicerol, 0.017 M K;HPO4y 0.072 M KzHPOa.

- S.0.C. Medium: se trata del medio liquido seleccionado para producir
transformaciones bacterianas de manera satisfactoria. Su composicion es 2% (m/v) de
triptéfano, 0.5% (m/v) de extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM
MgClz, 10 mM MgSO4y 20 mM glucosa; pH=7.0.

- TSS (solucion de almacenamiento y transformacion): se trata del medio liquido
seleccionado cuando se pretende proceder al crioalmacenamiento de una
determinada transformacion. Se compone de medio LB suplementado con un 10%
(m/v) de polietilenglicol (PEG) M=335 Da, un 0.5% (v/v) de DMSO y 50 mM de Mg?*;
pH=6.5.

Todos los medios son esterilizados mediante autoclave una vez han sido preparados. Este
procedimiento consiste en mantener durante 20 minutos todas las disoluciones a una
temperatura de 121°Cy a 1 atmdsfera de presion.

4.1.4. Proteinas

4.1.4.1. Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccidn o endonucleasas son proteinas que poseen actividad catalitica
nucleasa. Las endonucleasas que se han empleado durante este trabajo junto con sus
diferentes secuencias diana se muestran en la Tabla 1.
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Enzima de restriccion Secuencia diana

5"GAATTC?3
EcoRl |—|
’CTTAAGY
S55CTCTTCNINNN3
Earl L——j
3’GAGAAGNNN N5
55CTCGAG?3
Xhol
3’GAGCTCY
5TICTAGA3
Xbal L——j
3’AGATCTY
S5TTATTAATAAZ3
Aanl L——j
JAATAATTATTYS

5 CGATATG3
Ndel 22

3GTATACY

5GCTCTTCNINNNJ
Sapl I—|
3’CGAGAAGNNNN'Y

Tabla 1. Enzimas de restriccion con sus correspondientes secuencias diana.

Es preciso aclarar que todas las enzimas de restriccidn mencionadas se utilizaron con el fin de
identificar los fragmentos de restriccién que se generan (digestién analitica y diagndstico del
gen) exceptuando la endonucleasa Sapl, que se empled para linealizar el pldsmido
previamente a su clonacidn (digestién preparativa).

Todas las enzimas utilizadas durante el trabajo fueron empleadas siguiendo adecuadamente
los protocolos de uso (Thermo Fisher), junto con su correspondiente tampdn o buffer.

4.1.4.2. Otras enzimas
Se han empleado otras enzimas durante este trabajo cuya actividad no es endonucleasa. Estas

son las siguientes:

- FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase): enzima quinasa de la familia de las
esterasas cuya funcion es aumentar la velocidad de la reaccidon de hidrdlisis de los
grupos fosfato del DNA. Este proceso se denomina defosforilacion.

- SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase): enzima quinasa con actividad hidrolasa que es
capaz de catalizar la reaccion de hidrdélisis de los grupos fosfato de los nucledtidos.

- T4 DNA Ligase: enzima fosfatasa con actividad ligasa que es capaz de catalizar la
formacidén de enlaces fosfodiéster entre el extremo 5 de una cadena de DNA
linealizada con el extremo 3’ de la misma. Esta enzima fue aislada originalmente en el

bacteriéfago T4, de ahi su nombre.
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4.1.5. Vectores plasmidicos
Existen dos tipos de vectores plasmidicos en funcidén de su uso en Biologia molecular: vectores

de clonacidn y vectores de expresion.

4.1.5.1. Vector de clonacidn
El vector de clonacidon que se ha utilizado durante este trabajo es pDriveAll (Figura 11),

modificado por el Dr. A. Ribeiro?* en el grupo de Materiales Avanzados y Nanobiotecnologia

BIOFORGE a partir del vector de clonaje pDrive de Qiagen.

origin

Ear 1 3843
Sap

a
9§ N Ear 12426
3
K pDrive Cloning Vector
3.85kb vl
Fart <:~’
Earllle4 o °§°

Figura 11. Representacion del vector de clonacion pDrive modificado. Se indica la posicion de
las secuencias diana de las endonucleasas Earl y Sapl afadidas y su tamafio en pares de
bases (pb).

4.1.5.2. Vector de expresion
El vector de expresion que se emplea durante este trabajo se denomina pET7 (Figura 12),

modificado en el grupo de Materiales Avanzados y Nanobiotecnologia BIOFORGE por la Dra.

A. Girotti?® a partir del vector pET-25b(+) de Novagen.

.+ Earl 323
de 1342

Figura 12. Representacion del vector de expresion pET7 modificado a partir del pET-25b (+).
Se indica la posicion de las secuencias diana de la endonucleasa Earl afiadidas (+ Earl) y las
eliminadas (- Earl) junto con su tamafo en pares de bases (pb).
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4.1.6. Plasmidos empleados para la sintesis de genes

Para la realizacidon de este trabajo se ha necesitado la utilizacién de dos plasmidos. Estos
pldsmidos contienen fragmentos de DNA que nos interesan a la hora de construir el gen que
va a codificar para nuestro polimero recombinante tipo elastina.

4.1.6.1.  pHTO-ScFv
En este caso, el inserto ScFv (single-chain Fragment variable) se encuentra unido al vector de
clonacion pHTO. El inserto proteico ScFv contiene 4 cisteinas (C) (marcadas en azul en la
secuencia de aminoacidos siguiente) que son capaces de formar puentes disulfuro entre ellas,
dando lugar a la conformacion nativa y activa de dicha proteina. Esta proteina posee actividad
de anticuerpo, uniéndose de manera especifica al antigeno VEGFies (Vascular Endothelial
Growth Factor 165) que es una proteina homodimérica constituida por dos polipéptidos de
165 aminoacidos unidos por enlace disulfuro. La secuencia de aminoacidos de la proteina ScFv
es la siguiente:

AEVQLVESGG GLVQPGGSLR LSCAGSGFTT SSDEMHWVRQ APGKGLEWVS AAFGTDGTYY
ADSVKGLFTI SRDNAKNSLY LRMNSLRAED TAVYYCREKK SSSWGQGTLV TVSSGGGGSG
GGGSGGSALS SELTQDPAVS VALGQTVRIT COGDLLSSYY ASWYQQTPGQ APVLKAGKYN
NRPSGIPGRF SGSSSGNTAS LTITGAQAED EADYYCNSSS DEFFDNHVFG GGTKLTVLGA

El gen que codifica para esta proteina contiene 746 pares de bases (pb), mientras que el vector
pHTO contiene 2960 pares de bases (pb). Esto implica que el plasmido completo pHTO-ScFv
contendra 3706 pb.

4.1.6.2.  pDA-(El)x2

Este pldsmido esta compuesto por el vector de clonacidn pDriveAll y por el inserto (El)x2. Este
inserto, y tal como se muestra en la Figura 13, esta constituido por dos repeticiones del gen
gue codifica para el dibloque proteico (El). Este dibloque, a su vez, se compone de los bloques
proteicos E e I.

I T

Figura 13. Representacion esquemdtica del polimero recombinante tipo elastina (El)x2.

Cada uno de estos bloques proteicos posee una secuencia de aminoacidos concreta que se
expondra a continuacion:

B = [(VPGVG)(VPGRG)-(VPGVG)li

“ m) (VG[PG)eo

El inserto (El)x2, también conocido como tetrabloque, esta constituido por 3303 pb. El vector
de clonaje, sin embargo, se compone de 3937 pb. Es por esto por lo que el plasmido completo
pDA-(El)x2 estad formado por 7240 pb.
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4.1.7. Kits de purificacidn y extracciéon de DNA

Para poder realizar los diversos métodos de la Biologia molecular de manera adecuada es
necesario trabajar con fragmentos de DNA conocidos y puros. Sélo de esta manera se
obtienen las secuencias de aminoacidos que se pretenden sintetizar. Los kits que se han
empleado para purificar plasmidos de DNA obtenidos a partir de los cultivos bacterianos de E.
coliy de geles de agarosa son:

- NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel): este kit se utiliza para
obtener el DNA plasmidico purificado de pequefias muestras de cultivo bacteriano (5
mL). La lisis alcalina en la que se basa la técnica se explica en el apartado 4.2.4.1.1. de
este trabajo.

- Quantum Prep Plasmid MidiPrep Kit (Bio-Rad): este kit se utiliza para obtener el DNA
purificado de mayores cantidades de cultivo bacteriano (40 mL) y se basan en la misma
técnica, la cual se explica detalladamente en el apartado 4.2.4.1.2. de este trabajo.

- Purelink Quick Gel Extraction Kit (/nvitrogen, Life Technologies): este kit se utiliza para
purificar el DNA desde el gel de agarosa y su fundamento se explica en el apartado
4.2.4.2. de este trabajo.

4.2. METODOS

4.2.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa
La electroforesis es una técnica de separacién que se utiliza para clasificar diversos tipos de
biomoléculas cargadas.

La electroforesis convencional de DNA (Figura 14) en geles de agarosa es una técnica de
separacion que permite separar diferentes fragmentos de DNA dependiendo de su tamafio
dado el caracter poroso del gel de agarosa. Los fragmentos de DNA pueden provenir de la
digestion de un plasmido realizada mediante enzimas de restriccién, de la purificaciéon de un
determinado gen o de la amplificacién de una fraccién de material genético mediante la
técnica PCR (Polimerase Chain Reaction).
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Figura 14. Representacion esquemdtica de una electroforesis convencional de DNA.

Debido a los elevados potenciales con los que se trabaja en la electroforesis convencional,
resulta preciso utilizar un medio anticonvectivo que evite tanto la pérdida de eficacia de la
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separacion, como el sobrecalentamiento de las muestras. Este medio anticonvectivo es
generalmente una capa de gel poroso en formato de placa, en cuyos poros contiene el tampdn
de separacion. En este trabajo, la electroforesis de DNA se ha realizado empleando geles de
agarosa.

La agarosa es un polisacarido lineal, constituido por residuos alternantes de D-galactosay 3,6-
anhidro-L-galactopiranosa, que se extrae de algunos tipos de algas. Este glicido debe
disolverse en caliente (entre 50 y 60°C) para que, al enfriarse, se solidifique formando un gel
de una elevada porosidad. La agarosa se disuelve en un tampdn de separacion Buffer TAE 1x
para que los poros que se forman en el gel contengan dicho tampén. Este buffer posee un pH
de 7.5, medio acuoso en el cual los grupos fosfato del DNA se encuentran cargados
negativamente. Esto provocara que dichas biomoléculas se trasladen hacia el polo positivo o
anodo una vez se aplique una diferencia de potencial elevada entre los electrodos (entre 2 y
7 V/cm). Debido a que el buffer mantiene el pH de la disolucién constante durante todo el
procedimiento de separacion, la carga de todos los fragmentos de DNA serd idéntica. Esto
implica que la separacion de las diferentes moléculas de DNA presentes en la disolucion se va
a realizar Unica y exclusivamente en funcion de su tamafio, por lo que el gel actda como un
tamiz molecular (Ecuacion 2).

vV

vzﬂa'E:Ma'z

Ecuacion 2. Velocidad de migracion de las biomoléculas en la electroforesis convencional de
DNA en gel de agarosa.

donde v es la velocidad de migracién; pa es la movilidad aparente de cada especie; E es el
campo eléctrico aplicado entre electrodos; V es el potencial o voltaje aplicado entre
electrodos; y L es el espacio entre dichos electrodos.

La movilidad de dichas especies va a depender no sélo de su tamafio, sino también de la
porosidad del medio anticonvectivo. Cuanto mayor sea el tamafio de poro, mejor se separaran
los fragmentos de DNA de elevado tamario y viceversa. Ademas, el tamafio de poro dependera
de la concentracidn de agarosa con la que se prepare el gel: a mayor concentracién, mayor
serd la rigidez del enrejado polimérico. El rango de tamafios de DNAs que se pretendan
separar en una electroforesis lo dicta la concentracidén de agarosa del gel (Tabla 2).
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Rango de tamaiio de los fragmentos % (m/v) de agarosa SeaKem® en el gel,

de DNA en pares de bases (pb) disuelta en Buffer TAE 1x
5000 - 60000 0.3
1000 - 20000 0.6
800 —- 10000 0.7
500 — 7000 0.9
400 - 6000 1.2
200 - 3000 1.5
100 - 2000 2.0

Tabla 2. Porcentaje en agarosa del gel en funcion del intervalo de tamanios de los fragmentos
de DNA lineales que se pretendan separar.

El gel de agarosa se ha preparado segun el intervalo a separar (respetando la Tabla 2)
disolviendo SeaKem® LE Agarosa en 30 mL de Buffer TAE 1x (tampdn de separacién) en un
Erlenmeyer perfectamente limpio y previamente tarado. Esta mezcla heterogénea se calienta
hasta los 60°C para conseguir una disolucion homogénea de la agarosa en el tampén. Se
reintegra el volumen de agua ultrapura evaporada. De esta manera se consigue que la
concentracion del gel de agarosa sea precisa y exacta. Esta mezcla caliente se vierte sobre la
cubeta de formacién del gel que contiene el peine para modelar los pocillos donde se
introduciran las muestras. Cuando el gel se solidifica, se introducen las muestras disueltas en
un tampdn de carga (DNA Loading Buffer 5x) que contiene Tris-HCl, EDTA, glicerol y el
compuesto azul de bromofenol. El tampdn de carga tiene una doble funcidn: visualizar el
transcurso de la electroforesis y mantener el pH de la misma a 7.5.

La electroforesis terminara cuando el colorante de referencia incluido en las muestras alcance

una posicion concreta en el gel.

Por ultimo, el gel se tifie con una disolucion 1:10000 (v/v) de SimplySafe™, que contiene un
marcador fluorescente (fluoréforo protegido bajo patente) que es capaz de intercalarse entre
las bases nitrogenadas del DNA, en Buffer TAE 1x durante unos minutos. Pasado este tiempo,
las bandas de DNA fluorescentes se observan empleando un transiluminador de luz UV Gel
Doc™ EZ Imager.

Existen dos tipos de electroforesis convencional de DNA en geles de agarosa dependiendo de
su finalidad: electroforesis analitica y electroforesis preparativa.

4.2.1.1. Electroforesis analitica

Las electroforesis de DNA analiticas se realizan con el fin de comprobar el éxito de una
reaccion (digestion, sintesis, purificacion, etc.). En éstas se identifican el tamafio y la pureza
de los productos de los fragmentos de DNA de una muestra.
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4.2.1.2. Electroforesis preparativa

Las electroforesis de DNA preparativas se realizan con el fin de aislar, recuperar y purificar un
determinado fragmento de DNA de interés, contenido en una banda especifica del gel. Esta
técnica se explica detalladamente en el apartado 4.2.4.2. de este trabajo.

4.2.2. Evaluaciéony andlisis de los fragmentos de DNA

El patrén 1 kbPlus DNA Ladder (/nvitrogen) es una disolucidon que contiene 18 fragmentos
individuales de DNA purificados por cromatografia y consta de una banda ancha de 1500 pb
para facilitar la orientacion del experimentador (Figura 15). La muestra de DNA patrdn tiene
que emplearse en cada electroforesis como patrén comparativo.
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Figura 15. Bandas del marcador de referencia 1 kbPlus DNA Ladder.

De esta manera, mediante la realizacidon de un grafico en el que se compare tamafio y
recorrido de los fragmentos de DNA del marcador (recta de calibracién), se dilucidara la
longitud lineal de las fracciones de DNA de nuestras muestras. Esto implica que es posible
realizar la semicuantificacién del DNA de doble cadena en un intervalo de entre 100 pb vy
15000 pb.

4.2.3. Determinacion y anadlisis de la concentracidn y pureza de las muestras de DNA

La concentracion de una disolucién de DNA purificado se ha determinado realizando un
analisis de la absorbancia mediante un espectrofotémetro de micromuestra NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). La absorbancia y la concentracion pueden relacionarse mediante la
Ecuacion 3.
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A=a-b-c
Ecuacion 3. Absorbancia en funcion de la concentracion de DNA de la disolucion

donde A es la absorbancia a una determinada longitud de onda (A); a es la absortividad a dicha
A; b es el camino dptico que sigue la radiacidn cuando pasa a través de la muestra; y c es la
concentraciéon de la biomolécula que absorbe dicha radiacion.

Se emplea un espectrofotometro de UV-Visible de espectro completo, por lo que la radiaciéon
es emitida por una lampara de Deuterio (zona UV) y una lampara de Wolframio (zona Visible).
Con el fin de excitar la muestra con una longitud de onda determinada es necesario aislar de
modo preciso la radiacién electromagnética mediante un sistema monocromador. Este consta
de una rendija de entrada, de un sistema dispersante (red de difraccion) y de una rendija de
salida.

Este espectrofotdmetro es capaz de evaluar la relacion de absorbancias a dos longitudes de
onda diferentes (relacion A260/A280 y relacién A260/A230) lo que permite determinar la
pureza del DNA (Tabla 3). La relacion A260/A280 es muy estable por lo que su uso resulta util
para este fin. Los contaminantes habituales de las muestras genéticas suelen absorber a 230

nm.
Relacion Valor (adim.) Pureza

>2.0 Contaminacién con RNA

1.8-2.0 DNA de pureza 6ptima
A260/A280 1.6-1.8 DNA de pureza aceptable
<1.6 Presencia de compuestos

aromaticos

15-2.2 DNA de pureza dptima

A260/A230 <1.5 Contaminacion con sales,

carbohidratos y fenoles

Tabla 3. Valores indicativos de la pureza en muestras de DNA.

Esta técnica instrumental permite cuantificar y evaluar la pureza de muestras con un volumen
desde 0.5 pL. El blanco que se utiliza en cada determinacion es el buffer de elucién con el que
se haya realizado la purificacion del DNA contenido en la muestra. Esto provoca que el
detector es capaz de disminuir el ruido de fondo, disminuyendo a su vez el limite de
cuantificaciéon (LOQ). La medida de la absorbancia no es un método absoluto de anilisis, por
lo que es necesaria la realizacién de un calibrado lineal para conocer el valor de la absortividad.
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4.2.4. Purificacion de plasmidos

Para que las transformaciones bacterianas y las clonaciones ocurran de manera controlada y
satisfactoria es necesario que las muestras de DNA que se utilizan estén compuestas por un
Unico fragmento de DNA de secuencia conocida. Existen dos modalidades de purificacién de
DNA. Su diferencia radica en el lugar del que se extrae el DNA: de una cepa bacteriana o de
un gel de agarosa.

4.2.4.1. Purificacion de DNA plasmidico de cepas bacterianas (E. coli)

En este caso se pretende extraer y purificar el DNA plasmidico contenido en el citoplasma
bacteriano. Para ello, existen dos kits que se mencionaron en el apartado 4.1.7. de este
trabajo. Estos son el NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) y el Quantum Prep® Plasmid
MidiPrep Kit. Cada uno de estos kits contiene un protocolo de uso proporcionado por el
fabricante que se detalla en los siguientes apartados, y que se representa esquematicamente
en la Figura 16.

Neutralization

Figura 16. Representacion del proceso de purificacion de DNA plasmidico de cepas
bacterianas E. coli. Etapa I: lisis alcalina y neutralizacion. Etapa II: clarificacion del lisado.
Etapa lll: extraccion en fase sdlida. Etapa IV: eliminacion de interferentes apolares. Etapa V:
eliminacion de interferentes polares. Etapa VI: elucion del DNA.

42.4.1.1. Protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid NoLid

En primer lugar, se centrifuga el cultivo bacteriano en medio liquido (5 mL) para separar las
bacterias clonadas del medio bacteriano en el cual han estado replicdndose. Tras este proceso
fisico, se elimina el sobrenadante con sumo cuidado y se resuspenden dichas células en agua
MilliQ®. A continuacion, esta disolucidn turbia debe volver a someterse a centrifugacion. El
sobrenadante se elimina y se resuspenden las bacterias en el Buffer A1 almacenado a 4°C.
Este procedimiento permite eliminar por completo el medio bacteriano en el que se han
reproducido las células para comenzar con el proceso de purificacién. Este tampdn contiene
la enzima RNAasa, que es capaz de degradar el RNA que pueda haber en disolucién. Este paso
es muy importante puesto que, si existiese RNA en la disolucion, éste seria purificado junto
con el DNA recombinante. Cuando se midiese la pureza de la disolucién de DNA impurificada
con RNA, la relacién A260/A280 tendria un valor superior a 2.0 (Tabla 3). A continuacion, se
afade el Buffer A2. Este tampdn contiene NaOH y un detergente fuertemente anionico (SDS).
Esta alcalinizacién provoca la ruptura parcial de la pared celular y de la membrana plasmatica
de las bacterias huéspedes, por lo que se consigue la liberacion del DNA plasmidico al medio
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extracelular (lisis alcalina). En estas condiciones se provoca la sedimentacién de los residuos
celulares y de las macromoléculas, los plasmidos se mantienen en disolucidn acuosa y se
produce la desnaturalizacién del DNA bacteriano y de las proteinas de la célula procariota. La
razon por la que los plasmidos quedan inalterados es su pequefio tamafio, lo que les confiere
una gran estabilidad frente a los agentes quimicos. Por ultimo, se aifiade el Buffer A3. Esta
disolucién actia como tampdn de neutralizacidon para contrarrestar el efecto del Buffer A2.
Ademas, el Buffer A3 contiene cloruro de guanidinio cuya funcién es la de romper los posibles
enlaces no covalentes que se hayan formado entre DNA y otras biomoléculas presentes en la
disolucién. De este modo, el DNA plasmidico queda completamente libre en el medio
extracelular tras la ruptura de las bacterias que lo contenian (Etapa I-Figura 16). Tras estos
pasos se observa una turbidez considerable en los eppendorf debido a que los restos celulares
(proteinas y acidos grasos de la membrana plasmatica) se encuentran en suspensiéon. Con el
fin de separar dichos restos celulares de la disolucion de DNA plasmidico se realiza a
continuacion una centrifugacion (Etapa llI-Figura 16). Este procedimiento provocard que los
restos de las células se separen de la disolucion de DNA fisicamente, quedando como
precipitado (pellet) y sobrenadante respectivamente.

La disolucion de DNA obtenida tras la centrifugacion se hace pasar a través de una
minicolumna de extraccién en fase sélida (SPE) (Etapa llI-Figura 16). El sorbente de dicha
minicolumna (silica) tiene una elevada afinidad por el DNA y muy poca por otras biomoléculas
presentes en la disolucidon (proteinas de bajo peso molecular). Estas biomoléculas son
interferentes en la extraccién en fase sélida (SPE) puesto que se pretende obtener una
disolucién purificada de DNA plasmidico. Para eliminar dichos interferentes se anade un
Buffer de lavado AW precalentado a 50°C que tiene mucha afinidad por los interferentes de
la extraccién y poca por el DNA (Etapa IV-Figura 16). Esto provoca que los interferentes, que
hayan podido quedar adsorbidos fisicamente en la columna, eluyan en el Buffer AW. Gracias
a que en este paso se eliminan posibles contaminaciones de la disolucién de DNA, la precisién
de las reacciones enzimaticas que se llevan a cabo posteriormente con endonucleasas
(apartado 4.1.4.1.) aumenta. A continuacién, se afiade el Buffer de lavado A4. Este tampdn
consigue eliminar los interferentes polares que hayan podido quedar retenidos en la silica,
puesto que contiene etanol. Este etanol puede quedar embebido en el sorbente e inhibir las
reacciones enzimaticas que se realicen posteriormente sobre el DNA plasmidico, por lo que se

elimina centrifugando la minicolumna (Etapa V-Figura 16).

Exclusivamente el DNA plasmidico esta retenido en el sorbente de la minicolumna. En este
momento se debe realizar la elucidon del mismo con una disoluciéon adecuada: Buffer AE (5 M
Tris-HCI, pH 8.5) precalentado a 70°C (Etapa VI-Figura 16). Este tampdn tiene mas afinidad por
el DNA que la silica, por lo que es capaz de eluirlo. En este momento, para conseguir recuperar
todo el DNA es mas efectivo realizar dos eluciones con un menor volumen que una sola eluciéon
con un volumen superior de Buffer AE. Esta premisa se puede demostrar con la Ecuacion 4.
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Ecuacion 4. Concentracion de DNA en extraccion multiple por etapas.

donde Ci es la concentracion de DNA en la disolucion cuando se han realizado n extracciones;
C;1 es la concentracion de DNA en la disolucidon cuando se ha realizado una extraccion; Vi es el
volumen utilizado para eluir en la primera extraccién; V, es el volumen utilizado para eluir en
la n extraccién; Ppna es el coeficiente de reparto del DNA en el eluyente; y n es el nimero de
extracciones realizadas.

Finalmente, una vez se obtiene el DNA plasmidico purificado en disoluciéon, se determina su
concentracion mediante un espectrofotometro de micromuestra NanoDrop 2000 (apartado
4.2.3.).

4.2.4.1.2. Protocolo Quantum Prep® Plasmid MidiPrep Kit

Los primeros pasos de este protocolo, previos al proceso de purificacion, son idénticos a los
procedimientos seguidos en el apartado anterior. Sin embargo, existen dos diferencias entre
ambos. La primera es la cantidad de cultivo bacteriano que se emplea para extraer el DNA
plasmidico (50 mL en este kit frente a los 5 mL del anterior). La segunda diferencia es que, en
este protocolo tras la lisis alcalina (Etapa I-Figura 16) se afiade una resuspension del sobrente
o matriz sobre la fase liquida. Debido a la diferencia de densidad entre el sobrenadante y el
complejo matriz-DNA, se separardn ambas fisicamente mediante centrifugacion.

Finalmente, una vez se obtiene el DNA plasmidico purificado en disolucién se determina su
concentracion mediante un espectrofotdmetro de micromuestra NanoDrop 2000 (apartado
4.2.3.).

4.2.4.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa. Protocolo PureLink™ Quick
Gel Extraction Kit.

La purificacion de fragmentos de DNA o separacion de éstos se lleva a cabo en una
electroforesis convencional en gel de agarosa. Tras la tincidon del gel, la banda se visualiza
haciendo incidir luz ultravioleta sobre el gel, se aisla cortdandola y se purifica. Se utiliza tras
ello el kit PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Life Technologies). La zona de gel que
contiene el fragmento de DNA que nos interesa se disuelve y el fragmento de DNA se aisla de
la disolucion mediante extraccion en fase sélida (SPE) tal y como muestra la Figura 17. De este
modo, se consigue obtener dicho DNA purificado en disolucién acuosa.

Solubilize Gel Bind Wash Elute Purified DNA
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Figura 17. Representacion del proceso de extraccion y purificacion de DNA plasmidico a partir
de geles de agarosa. Etapa I: extraccion en fase sdlida. Etapa Il: eliminacion de interferentes
apolares y polares. Etapa lll: elucion del DNA.

Tal y como ocurria en los dos protocolos anteriores, el sorbente tiene mucha afinidad por el
DNA y muy poca por el resto de las biomoléculas (Etapa I-Figura 17). Esto nos permite eliminar
los posibles interferentes que pueda haber en la disoluciéon. Para eliminarlos por completo se
debe hacer pasar a través de la minicolumna de extraccién el Buffer de lavado W1 con etanol,
tras lo cual se realiza una centrifugacion (Etapa lI-Figura 17). Este tampdn de lavado es capaz
de eluir tanto las impurezas polares como las apolares. De nuevo, es importante eliminar por
completo los restos de etanol que hayan podido quedar embebidos en la silica por lo que se
debe llevar a cabo una centrifugacion a dichas minicolumnas en seco. Por ultimo, se afade el
Buffer de elucidn E5 para conseguir el DNA plasmidico purificado en disolucion acuosa y se
realiza una centrifugacion (Etapa Ill-Figura 17).

Finalmente, una vez se obtiene el DNA plasmidico purificado en disolucién, se determina su
concentracion mediante un espectrofotometro de micromuestra NanoDrop 2000 (apartado
4.2.3.).

Es preciso tener en cuenta que este kit de extraccidn estd ideado para purificar fragmentos de
DNA linealizado, por lo que no debe utilizarse para purificar DNA plasmidico superenrollado o
DNA gendmico.

4.2.5. Digestion de DNA mediante enzimas de restriccion
El proceso en el cual una enzima endonucleasa corta al DNA en sus correspondientes
secuencias diana se denomina digestidon del DNA. La fragmentacion del material genético con

el que se trabaja se realiza sobre unas secuencias diana especificas y de tamafio variable (entre
6y 11 nucledtidos). Estos sitios de reconocimiento suelen poseer una secuencia palindréomica.

La digestion enzimatica debe llevarse a cabo en unas condiciones muy especificas y de manera
controlada para que el proceso sea satisfactorio (temperatura, concentracion, tiempo de
reaccién, tampoén de reaccion y pH del medio). Con el fin de comprobar si la reaccion de
digestion ha ocurrido adecuadamente, se realiza una electroforesis de agarosa analitica
(apartado 4.2.1.1.).

Se distinguen dos tipos de digestiones: digestion analitica y digestion preparativa. La digestidn
analitica se lleva a cabo con el fin de comprobar si la reaccién de interés ha ocurrido
satisfactoriamente y la digestion preparativa se emplea para purificar un determinado

fragmento y realizar con él una clonacion posterior.

Las enzimas de restriccidn que se han utilizado en este trabajo en funcion del tipo de digestion
realizada se resumen en la siguiente tabla (Tabla 4).
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Tipo de digestion Enzimas de restriccion
Analitica EcoRl, Earl, Xhol, Xbal, Aanl, Ndel.
Preparativa Sapl, Earl.

Tabla 4. Enzimas de restriccion empleadas en funcion de la digestion realizada.

Para realizar una digestién analitica se necesita mezclar 200-1000 ng del plasmido que se
pretende digerir, con el 10% de tampdn Green Buffer Fast Digest 10x (v/v) con respecto al
volumen final de la digestidn, junto con la enzima afadida a la concentracion indicada por la
casa comercial y agua MilliQ® hasta llegar al volumen final de la digestién. Esta se incuba
durante 30 minutos en la incubadora estatica (Memmert), la cual tiene una temperatura
constante de 37°C.

En cambio, para realizar una digestidn preparativa se necesita mezclar una cantidad superior
a la anterior del plasmido que se pretende digerir, Tango Buffer 10x en volumen tal que sea el
10% (v/v) del volumen final de la digestidn, la enzima en la concentracidn indicada por la casa
comercial y agua MilliQ® hasta llegar al volumen final de la digestidn. Esta se incuba durante
14 horas en la incubadora estatica, la cual se encuentra a una temperatura constante de 37°C.

4.2.6. Tratamiento de DNA con enzimas de defosforilacién

Cuando se linealiza un plasmido con la enzima Sapl para poder realizar una clonacidn, se debe
hidrolizar el grupo fosfato que queda libre en el extremo 5’ de la doble cadena de DNA. Esta
defosforilaciéon impide que el DNA vuelva a ciclarse de manera espontanea. Las enzimas que
se utilizan para defosforilar el DNA son FastAP y SAP, las cuales deben emplearse en las
condiciones de activacién e inactivacidon que marca la casa comercial que las suministra
(tampdn, temperatura y tiempo).

La reaccién de defosforilacion se realiza dos veces. La primera defosforilacién se realiza
utilizando la enzima quinasa FastAP, la cual se activa manteniendo la temperatura a 37°C
durante 15 minutos y se desactiva a 65°C durante 5 minutos. La segunda defosforilacién se
lleva a cabo empleando la quinasa SAP, enzima que se activa manteniendo la temperatura a
37°C durante 1 hora y se desactiva a 80°C durante 15 minutos.

4.2.7. Reaccion de ligacion

La reaccion de ligacion consiste en la unién de un inserto (fragmento de DNA que codifica para
nuestra proteina recombinante tipo elastina) a un vector plasmidico. Esta reaccion de ligacion
es catalizada mediante la T4 DNA ligasa, la cual se emplea con el tampdn que suministra la
casa comercial (Buffer 10x T4 ligasa). Esta enzima se activa manteniendo la temperatura a
22°C durante 1 hora y no precisa de inactivacién posterior.
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Es importante que las enzimas de restriccidn sean capaces de generar extremos compatibles
entre el vector y el inserto antes de realizar la reaccidn de ligacidn. Esto significa que dichas
enzimas tienen que dar lugar a extremos cuyos ‘salientes’ tengan secuencias complementarias
y, por lo tanto, puedan anclarse entre si tal y como se muestra en la Figura 18.

FGGTFl [AATTCIAGC...TAG
---CCACTTAA| GTCG...ATC

Figura 18. Representacion de extremos compatibles de una secuencia de nucledtidos

generados por enzimas de restriccion.

4.2.8. Preparacién de placas de cultivo bacteriano.

Para preparar placas de Petri LB-Agar para su uso como placas de cultivo bacteriano se realiza
una disolucion de LB (Lysogeny Broth) en agua ultrapura a una concentracién 25 g/L. Para su
completa disolucion y para su esterilizacion se somete a una temperatura de 120°C durante
20 minutos en un autoclave. Tras atemperar el medio, se afiade una concentracidn adecuada
del antibiético correspondiente y se reparte en las placas de cultivo bacteriano. Este medio
solidificard enfridndose y podrd emplearse para la siembra de bacterias y para el cultivo de
colonias aisladas.

4.2.9. Transformacion de cepas bacterianas

El DNA recombinante (rDNA) que se ha clonado con un vector concreto debe introducirse en
la célula anfitriona, en nuestro caso una bacteria (célula procariota), para que se generen
copias exactas del plasmido completo. Esta célula es la encargada de replicar el material
genético exdgeno, que se ha introducido en ella, de manera independiente a la replicacion de
su propio material genético. Este proceso se denomina transformacion bacteriana. Las
bacterias huésped, diferentes cepas de la bacteria E. coli, se someten a varios tratamientos
fisicoquimicos para que sean susceptibles de incorporar DNA exdgeno en su interior (células
competentes). En este trabajo se han realizado varias transformaciones en funcién de la
eficiencia transformante necesaria (apartado 4.1.3.1.), cada una de ellas con un protocolo de
uso similar. Todos los protocolos prevén una incubacién a 4°C de las células competentes con
la disolucidon de DNA de interés durante la cual coprecipitan células y DNA. A continuacién, se
realiza un shock térmico a 42°C durante 30 segundos para favorecer la permeabilizacion de la
membrana celular de las bacterias frente al material genético exdgeno junto al que se
encuentran en disolucién, y se incuban durante 2 minutos a 4°C.

Seguidamente, se afiade un volumen de medio enriquecido S.0.C. precalentado a 37°Cen la
incubadora estatica con el fin de maximizar la eficiencia de la transformacién bacteriana. Esta
mezcla homogénea se incuba con agitacion constante a 250 rpm durante 30 minutos a 37°C
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en la incubadora dindmica (Selecta). Debe existir un intercambio de aire permanente entre el
interior y el exterior del tubo de transformacién para favorecer una buena oxigenacion de las
células transformantes. Transcurridos los 30 minutos, se siembra un volumen entre 20 plLy 40
uL de la mezcla de transformacion en placas de cultivo bacteriano LB-Agar que contengan el
antibidtico al cual el vector plasmidico incorporado confiere resistencia (Ampicilina y
Kanamicina en este trabajo). Estas placas se almacenan en la incubadora estdtica durante 16
horas a 37°C empaquetadas en papel de aluminio para limitar la evaporacién y boca abajo.
Finalmente, se seleccionan las colonias bacterianas que han crecido y que se encuentran
aisladas, se realiza una resiembra en medio liquido LB-Antibidtico y se cultiva durante 16 horas
en la incubadora dindmica a 37°Cy 250 rpm. Para comprobar que las células huéspedes han
sido transformadas con el DNA exdgeno correcto, se realiza una electroforesis analitica de
DNA en gel de agarosa (apartado 4.2.1.1.).

A continuacion, se explican los diferentes métodos de transformacidn que se han realizado en
este trabajo. Los protocolos seguidos en cada uno de ellos son similares, con variaciones en
los voliumenes de cada material empleado y en los tiempos de incubacion.

4.2.9.1. Transformacion con BLR (DE3) Competent Cells

Para esta transformacion se emplean 250 pL de células competentes BLR (DE3) que seran
capaces de transformar hasta 3 uL de la solucién que contiene el plasmido. Ambos
componentes se incuban en agua-hielo (4°C) y se realiza un shock térmico a 42°C durante 30
minutos para que las células puedan incorporar en su interior el plasmido exdgeno. Se afiaden
a continuacion 250 pL de S.0.C. médium (apartado 4.1.3.2.). La mezcla homogénea se incuba
con agitacién constante a 250 rpm durante 30 minutos a 37°C en la incubadora dindmica y se
siguen los pasos explicados en el apartado 4.2.9.

Esta transformacidn se emplea para la bioproduccidon de polimeros recombinantes tipo
elastina (ELR), lo cual se detalla en el apartado 4.2.11. de este trabajo.

4.2.9.2. Transformacion con XL1-Blue Subcloning Grade Cells
Estas células procariotas son tratadas con CaCl, a 0°C durante su incubacion y son sometidas
a una elevacion de la temperatura brusca hasta los 42°C.

Para esta transformacién se emplean 10 pL de células con grado de subclonacién XL1-Blue
gue serdn capaces de transformar hasta 0.5 puL de la solucidon que contiene el pldasmido. Se
incuba la mezcla en agua-hielo (4°C) durante 20 minutos para permeabilizar la membrana de
las bacterias. A continuacion, se realiza un shock térmico durante 30 segundos y se afiade el
volumen de S.0.C. que corresponda, realizando los pasos explicados en el apartado 4.2.9.

4.2.9.3. Transformacién con XL1-Blue Competent Grade Cells

Para esta transformacion se emplean 40 pL de células competentes XL1-Blue que seran
capaces de transformar hasta 4 uL de la solucidon que contiene el plasmido. Tras la incubacién
a 4°Cy el shock térmico a 42°C, se afladen 360 uL de S.0.C. médium y se incuba con agitacién
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a 250 rpm durante 1 horaa 37°C. Por ultimo, se llevan a cabo los pasos descritos en el apartado
4.2.9.

4.2.9.4. Transformacion con NZY5a Competent Grade Cells

Para esta transformacién se emplean 50 plL de células competentes NZY5a que serdn capaces
de transformar hasta 10 uL de la solucién que contiene el pldsmido. Se incuba la mezcla en
agua-hielo durante 30 minutos, se realiza un shock térmico a 42°C durante 40 segundos y se
afiaden 450 pL de S.0.C. médium. Las siguientes etapas del proceso estan descritas en el
apartado 4.2.9.

4.2.10. Secuenciacién del DNA

La secuenciacién del DNA es la técnica mediante la cual se permite el conocimiento del orden
exacto de los nucleétidos que lo conforman, asi como de sus bases nitrogenadas A (adenina),
T (timina), C (citosina) y G (guanina). Este orden lineal es el encargado de proporcionar un flujo
de la informacién génica a todas las células y a su descendencia.

Esta secuenciacion se lleva a cabo mediante el método Sanger, consistente en la generacién
de distintos segmentos de DNA empleando un DNA molde. Estos segmentos copia generados
tendran un mismo origen de replicacion, pero diferente longitud. La longitud de cada copia
(separadas por electroforesis capilar) dependera de la cantidad de nucleétidos de un tipo
concreto que tenga la cadena de DNA molde, por lo que se podra determinar la secuencia de
ellos en un gen determinado.

La secuenciacidn automatica de las muestras de DNA se lleva a cabo en Cenit Support Systems
S.L., Parque Cientifico de Salamanca (Villamayor) utilizando los primers especificos de cada
plasmido.

4.2.11. Bioproduccién de polimeros recombinantes

Para conseguir producir un polimero recombinante tipo elastina se realiza primeramente una
transformacion bacteriana del DNA, codificante para la proteina recombinante en cuestion,
insertado en un vector de expresion (apartado 4.1.5.2.). Las bacterias mas comunes para la
realizacion de estas transformaciones son las cepas competentes BLR (DE3) de E. coli.
(apartado 4.2.9.1.).

Con el fin de comprobar si las células huéspedes han sido transformadas con el DNA exdgeno
correcto, se realiza una electroforesis de las proteinas totales expresadas por cada colonia en
gel de acrilamida (apartado 4.2.14.). De este modo se puede seleccionar la colonia bacteriana
que exprese el polimero recombinante en mayor cantidad y calidad. Esta colonia se nombrara
como la mas productora.
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Para la bioproduccién del ELR se lleva a cabo la preparacién de cultivos consecutivos, tal y

Y

como se muestra en la Tabla 5.

= L K A A

Cultivo

Colonias bacteriano en Subcultivo Inéculo Fermentador
medio liquido

- Coloniamas - 100 pL de cultivo - 15 mL de subcultivo. -1 Ldeinéculo.
productora. bacteriano en

medio liquido. - 500 mL LB con -14 L TB/LB con
-5 mLLBcon Ampicilina y glucosa. antiespumante
Ampicilinay -30 mL LB con y Ampicilina.
glucosa. Ampicilina 'y

glucosa. (En cada matraz)

Tabla 5. Composicion de los indculos consecutivos en la bioproduccion de ELRs.

Se inicia cultivando la colonia mas productora en 5 mL de medio LB con 5 pL de Ampicilina y
250 pL de glucosa al 20% (m/v) (Columna 2-Tabla 5) para inhibir la expresién de los genes
durante el crecimiento de la biomasa en un tubo estéril de 50 mL, pues la glucosa actia como
represor de la traduccion en E. coli. A continuacion, se prepara un subcultivo (Columna 3-Tabla
5) transfiriendo 100 pL del cultivo bacteriano en medio liquido a 30 mL de LB con Ampicilinay
glucosa al 20% (m/v) (medio fresco) en un Erlenmeyer estéril de 250 mL. El subcultivo se
cultiva en la incubadora dinamica durante 16 horas a 37°C orbitando a 250 rpm. Mediante la
adicién de nuevo medio de crecimiento se pretende favorecer el cultivo de las bacterias que
se inoculan. Para realizar el inéculo (Columna 4-Tabla 5), se diluyen 15 mL del subcultivo en
500 mL de medio LB, 500 pL de Ampicilina y 25 mL de glucosa al 20% (m/v) en dos matraces
de 1 L cada uno. Este se incuba durante 150 minutos en la incubadora dindmica a 37°Cy a 250
rpm.

Para llevar a cabo la bioproduccion a gran escala del polimero recombinante tipo elastina se
precisa la utilizacién de un fermentador (Columna 5-Tabla 5). Ya que se pretende realizar una
producciéon de 15 L, se preparan 14 L de medio TB/LB afiadiéndole también antiespumante,
necesario para el correcto desarrollo del cultivo, y se esteriliza junto con el fermentador. A
continuacion, se afiaden 7.5 mL de Ampicilina y se conecta el fermentador segun el protocolo
“puesta en marcha del fermentador”. Las condiciones del medio en el que se cultivan las
bacterias estan controladas por el fermentador, por lo que se estipulan unos parametros
concretos de pH, temperatura, flujo de aire, agitacion, presion y grado de saturacién de
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oxigeno. Por ultimo, se introduce 1 L de indculo para completar los 15 L de la bioproduccién y
se cultiva en el fermentador durante al menos 16 horas.

Transcurrido este tiempo, para poder realizar un control exhaustivo de la etapa de crecimiento
en la que se encuentra la biomasa, se toman dos muestras recolectadas del fermentador en
periodos de 30 minutos. Se realiza una dilucién 1:20 de dichas muestras en agua ultrapura y
se mide su absorbancia. Esta absorbancia se compara con la absorbancia de la dilucién 1:10
del indculo, que ha crecido en paralelo a la fermentacién, y del control para conocer el
crecimiento real muestral. Estas muestras y sus diluciones se esquematizan en la Tabla 6.

° o ° o ° o

Oo Qo Oo
Representacién ' ' ' '

Fermentador Fermentador i
Muestra Indculo Control
8:00 h 8:30 h
Dilucién 1:20 1:20 1:10 1:10

Tabla 6. Muestras y diluciones para la evaluacion de la etapa de crecimiento bacteriana en el
fermentador.

Si el crecimiento celular se encuentra en la etapa estacionaria, las absorbancias de las
muestras ‘fermentador 8:00 h" y ‘fermentador 8:30 h” serdn practicamente constantes. En ese

momento se para el fermentador y se recolecta la biomasa.

Es preciso realizar el lavado de las células y la ruptura de las mismas para la extraccién del
polimero y su purificacién.

4.2.12. Aislamiento de polimeros recombinantes

Las bacterias transformadas del fermentador se recogen en recipientes de 2 L y se centrifugan
a 4200 rpm durante 30 minutos a 4°C, tras lo cual se elimina el sobrenadante. A continuacion,
se lava el cultivo celular, para lo que se afladen 100 mL de Buffer de lavado (Tris-base 20mM,
NaCl 140mM, pH=8) a cada uno de los recipientes, se resuspende el pellet celular y se somete
a una centrifugacion a 4200 rpm durante 15 minutos a 4°C. El procedimiento de lavado se
realiza tres veces para conseguir que las células queden libres de medio de crecimiento
bacteriano.

Tras los lavados, las bacterias se resuspenden con 196 mL de Buffer de lisis (Tris-base 20mM,
EDTA 1mM, pH 8), que contiene el inhibidor de proteasas PMSF 1mM. La utilizacion de PMSF
durante el proceso de lisis celular evitara la protedlisis (degradacién proteica) del polimero
recombinante por parte de las proteasas celulares. Se somete a las bacterias a sonicacion, que
consiste en ciclos de altas presiones (entre 1500 y 1800 bar.) y bajas temperaturas (4°C) con
el fin de realizar la ruptura completa de sus membranas plasmaticas, permitiendo asi la
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liberacion del polimero al medio liquido. Este proceso se repite en tres ocasiones para
asegurar la ruptura completa de las mismas.

El lisado bruto bacteriano que se obtiene tras la sonicacién celular se introduce en dos
recipientes y se somete a una centrifugaciéon a 14000 rpm durante 90 minutos y a 4°C. El
polimero deberia estar en el sobrenadante y los restos celulares en el pellet (Figura 19). Con
el sobrenadante que contiene el polimero, se lleva a cabo la etapa de purificacion para
eliminar otras proteinas no recombinantes que pueden estar presentes junto con la proteina
de interés.

Figura 19. Representacion esquemdtica del aislamiento del ELR.

4.2.13. Purificacion de polimeros recombinantes

Para llevar a cabo la purificacion del polimero se deben estudiar detenidamente sus
propiedades quimicofisicas. La técnica que se utiliza para esta finalidad se denomina ciclo de
transicién inversa (ITC) debido a que se tiene en cuenta la temperatura de transicion del

polimero recombinante.

En este caso se emplea el protocolo de purificacién EI;RGD; ya que es el que mejor se adapta
a las caracteristicas del polimero.

Debido a que el recombinamero que se ha sintetizado posee un nimero elevado de acidos
glutdmicos (E) en su secuencia de aminodcidos, el ScFv-(El)x2 tiene tendencia a
desnaturalizarse cuando es sometido a cambios bruscos de pH. Este hecho descarta como
posibles protocolos de purificacién aquellos en los que se realizan varios ciclos de aumento y
de disminucién del pH.

El protocolo EI;RGD, precisa de varias etapas de calentamiento (precipitaciéon del ELR),
centrifugacién y enfriamiento (solubilizacion del ELR), que resultan ser condiciones mas
suaves para la purificacion del ScFv-(El)x2. Este protocolo se esquematiza en la Figura 20.
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. Adiciéon NaCl .
4°C +42°C DTT +4°C

Figura 20. Representacion esquemdtica tedrica de la purificacion del ELR. Etapa I:
calentamiento y precipitacion del ELR. Etapa Il: enfriamiento y solubilizacion del ELR.

Este protocolo comienza con la adicion de NaCl hasta conseguir una disolucién de
concentracion 1M vy el calentamiento a 42°C del sobrenadante que contiene, junto con otras
proteinas, el polimero de interés (Etapa I-Figura 20). Una elevada concentracidn salina en la
disolucién provoca una disminucién en la temperatura de transicion del polimero, por lo que
al elevar la temperatura se consigue la precipitaciéon del mismo. El resto de las proteinas de la
disolucién no poseen temperatura de transicion por lo que se mantienen en el sobrenadante.
Ambos componentes proteicos se separan mediante centrifugacién. Se elimina el
sobrenadante y el precipitado es resuspendido en una disolucion 1mM de ditiotreitol (DTT).
Este reductor es capaz de romper los puentes disulfuro intra e intercatenarios que se forman
entre las cisteinas del polimero o del polimero con otras proteinas bacterianas, por lo que el
protocolo proporciona el polimero purificado y reducido. Para conseguir la disolucién
completa del ditiotreitol se mantiene ésta a 4°C con agitacién constante durante 16 horas.
Tras ello, se realiza una centrifugacién de la disolucién a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C
para separar el polimero que se encuentra en el sobrenadante, del resto de proteinas que se
localizan en el pellet (Etapa II-Figura 20).

El sobrenadante es sometido a dos nuevos ciclos de calentamiento-enfriamiento para
conseguir eliminar todos los contaminantes.

Es preciso llevar un control de todos los pasos de purificacidn, a través de la toma de diferentes
muestras y mediante la realizaciéon de electroforesis de proteinas. Este procedimiento nos
permitira identificar en qué fraccion de muestra (sobrenadante o pellet) se encuentra el
polimero de interés y su grado de pureza con respecto a otras proteinas.

El sobrenadante obtenido tras las etapas de purificacion se somete a didlisis reductora con
disoluciones de 25 L de DTT y sales de guanidina en agua destilada y ultrapura (4°C) para
obtener la conformacion activa de la proteina recombinante.
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Finalmente, la disolucion se liofiliza (congelacidn rdpida y eliminacion del hielo mediante
calentamiento al vacio) para obtener el polimero purificado y seco, tras lo cual se caracteriza
tanto fisica como quimicamente.

4.2.14. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
La separacion de diferentes proteinas se realiza en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

Resulta conveniente que la relacion masa/carga de las proteinas que se van a separar
mediante electroforesis sea constante. Para logarlo, se adiciona dodecilsulfato sédico
(detergente anidnico) y cada una de sus moléculas se une a dos aminodacidos. Asi, las
moléculas que contengan el mismo numero de aminodacidos se desplazaran a través del medio
anticonvectivo a la misma velocidad de migracién. El SDS y el B-mercaptoetanol actuan
conjuntamente como desnaturalizantes proteicos dando lugar a proteinas lineales que se
moveran a través del gel poroso Unicamente en funcién de su masa molecular.

El gel de poliacrilamida se compone de dos zonas: gel concentrador y gel separador.

El gel concentrador se prepara mezclando agua ultrapura, Tris 0.5M (pH=6.8), acrilamida al
40% (m/v), SDS al 10% (m/v), persulfato de sodio al 10% (m/v) y TEMED o TMEDA. El
persulfato de sodio y el TEMED reaccionan para actuar como una especie radicalaria (Figura

21). Este iniciador reacciona con la acrilamida formando cadenas de poliacrilamida
entrecruzadas con bisacrilamida. Esto da lugar a una mayor rigidez en el enrejado polimérico
del gel. El gel separador se prepara con los mismos reactivos que el gel concentrador,
exceptuando la concentracién y el pH del Tris (1.5M; pH=8.8). Las cantidades que se afiaden a
cada uno de ellos dependen del porcentaje de acrilamida del gel y del intervalo de masas
moleculares de las proteinas que se pretendan separar.

En la zona del gel concentrador, las proteinas se compactan en una banda estrecha y todas
toman la misma velocidad de migracion debido al bajo porcentaje de acrilamida en el gel (4%)
y el menor pH; mientras que en la zona del gel separador, las proteinas se separan en funcién
de su masa molecular debido al elevado porcentaje de acrilamida del gel (8-15%).

36



n

058, SC

- _ \ = X )%(

05-0—0-80i + N——~——N — / {
\ \ / \

Sodium Persulfate TEMED \/‘\/\/
IME e ~
®
N—"~—N . 5
——> S0 + u(/|") e N~—N___+ HSO;
| o HiC®
b
Tn,
-0
HSO} + H;,0 ——»  H,S0,+OH"
K = HSO] = HO
P H ,||| I‘I
\ //>_‘\
K+ u,cﬁl“u - R{‘» T"H ! M:('—LII‘M SR {.(—(‘%
n
(":0 H T':u c=o0 r|i ‘('i:tu
I
NH, NH, NH, NH

Figura 21. Mecanismo radicalario de formacion de poliacrilamida.

Tras la formacién del gel, se preparan las muestras que queremos analizar mezclando 20 pL
de éstas con el Loading Protein Buffer 5x 1:4 (v/v) y calentdandolas a 95°C durante 5 minutos.
Con esto se pretende desnaturalizar las proteinas que se van a separar en la electroforesis. De
estas muestras preparadas, introducimos 5 uL en cada pocillo del gel y se desarrolla la
electroforesis convencional aplicando una intensidad de corriente de 25 mA durante
aproximadamente 1 hora. La electroforesis terminarda cuando los colorantes de referencia,
incluidos en el marcador y en las muestras, alcancen una posicidn concreta en el gel. Es preciso
poner en un pocillo un patréon o marcador comparativo que contenga diferentes proteinas
cuyas masas moleculares sean perfectamente conocidas. Hay una relacidn lineal entre el
logaritmo de la masa molecular de las proteinas y su Rf (factor de retraso), el cual se calcula

respetando la Ecuacion 5.

Distancia de migracién de la proteina (cm)

Distancia del frente (cm)
Ecuacidn 5. Factor de retraso (Rf) en la electroforesis SDS-PAGE.

De esta manera, mediante la realizacidén de un gréafico en el que se compare el logaritmo de
la masa molecular y el factor de retraso de las proteinas del marcador, se dilucidara la masa
molecular de las proteinas de nuestras muestras.

Por ultimo, el gel se tifie con una disolucidn de cloruro de cobre o azul de Coomassie en agua
destilada durante 20 minutos. Este gel se destifie en agua destilada durante 15 minutos.
Pasado este tiempo, las bandas del gel de poliacrilamida se observan empleando un

transiluminador de luz blanca Gel Doc™ EZ Imager.

37



4.2.15. Caracterizacion fisicoquimica de polimeros recombinantes
La técnica que se tenia previsto utilizar para realizar la caracterizacién fisicoquimica del
polimero recombinante se explica en el siguiente apartado.

4.2.15.1.  Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas es una técnica analitica instrumental de analisis cualitativo y
cuantitativo que permite identificar inequivocamente atomos, compuestos sencillos e incluso
compuestos complejos como biomoléculas o biopolimeros. Esta se trata de la técnica
instrumental mas completa y potente que existe en la actualidad, puesto que puede
proporcionar informacion estructural de la molécula analizada, de la energia de sus enlaces o
incluso informacion cudntica, isotdpica y fisicoquimica de dichos compuestos.

Un espectrémetro de masas es un instrumento que separa los iones que se desplazan
rapidamente segun su relaciéon m/q, pudiéndose diferenciar varias etapas en el proceso que
se realiza en su interior.

En primer lugar la muestra se introduce en el interior del espectrometro de masas. La forma
de introducirla varia y depende de la naruraleza de la muestra. El dispositivo de introduccién
debe estar disefiado para situar la muestra en el interior del equipo, donde la presién es
normalmente inferior a 10°® mbar, y vaporizarla en el caso de que no sea gaseosa. Una vez la
muestra gaseosa se introduce en la fuente de iones, las moléculas que la conforman se ionizan
(etapa de activacién). Dependiendo de las condiciones en las que se realiza esta ionizacién,
los compuestos se fragmentan o no. Esto depende de si la fuente de ionizacion es fuerte (hay
fragmentacion) o es débil (no la hay). A continuacién, los iones formados son acelerados por
la accion de un campo eléctrico (etapa de aceleracién) y los iones acelerados son desviados
de sus trayectorias iniciales mediante la aplicacidon de campos eléctricos o magnéticos situados
en la zona denominada analizador (etapa de andlisis). Sufrirdn una mayor o menor desviacion,
para un mismo valor de la fuerza aplicada, en funcién de su masa o velocidad. Variando el
valor del campo aplicado entre determinados limites, se puede ir dirigiendo de modo
consecutivo los iones de diferentes masas, en orden creciente o decreciente, hacia el sistema
colector. Finalmente, los iones se detectan cuando llegan al colector dando lugar a una sefal
eléctrica. Dicha sefial, debidamente amplificada, es registrada y se genera un espectro de
masas. Este espectro muestra la abundancia de cada fragmento generado en funcién de su
relacion masa/carga.

En este trabajo, se empleard un espectrémetro de masas MALDI-TOF para identificar la
estructura del recombindmero que se ha obtenido tras la purificacion y la liofilizacion del
mismo. Esto significa que la fuente de iones del espectrometro es la denominada como
ionizacidn/desorcion por laser asistida por una matriz (MALDI) y que se emplea un analizador
de tiempo de vuelo (TOF).
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La muestra se disuelve en una disolucion hidroalcohdlica y ésta se mezcla con un gran exceso
de una sustancia matriz capaz de absorber la radiacidn. La disolucién que resulta es evaporada
en la superficie de una sonda metalica empleada para la introducciéon de la muestra. A
continuacion, esta mezcla sélida se expone a la accidn de un laser pulsante provocandose la
sublimacién del analito aiones, que son introducidos en un espectrometro de tiempo de vuelo
para el andlisis de masas. La funcidn de la matriz es la de absorber la radiacion emitida por el
laser para que no se alteren los niveles rotacionales y vibracionales de la muestra. Los iones
generados son acelerados hasta el analizador de tiempo de vuelo. La energia cinética aplicada
es idéntica para todos los iones, por lo que la velocidad de éstos Unicamente dependerd de su
relacion masa/carga. Asi, los iones con menor relacion m/q saldran los primeros del tubo de
vuelo por lo que en el colector se irdn recogiendo los iones en orden creciente de relacidn
m/q.

Los espectrometros de masas MALDI-TOF resultan ideales para el andlisis de biopolimeros
debido a que el MALDI es una fuente de ionizacidn muy débil (proporciona ausencia total de
fragmentacion de las moléculas) y a que el TOF es un analizador capaz de analizar un rango de
relaciones m/q casi ilimitado (maximo entre 150-300 kDa).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. CONSTRUCCION DE GENES QUE CODIFICAN LOS ELR

El recombindamero tipo elastina que se sintetiza en este trabajo es de naturaleza proteica. Para

su produccion se emplean técnicas de Biologia molecular e Ingenieria genética. Los genes que
se emplean para su posterior traduccidon por células procariotas deben ser disefiados de
manera precisa y especifica. Si la construccidén de los plasmidos ocurre de manera errénea
conduciria a la sintesis de la proteina con una conformacién no activa. Por ese motivo, la
construccion de los plasmidos resulta ser una etapa critica de la sintesis de recombinameros,
y por ende, debe ser controlada mediante diversas técnicas de analisis.

5.1.1. Descripcion de la construccion del gen pDA-ScFv-(El)x2

En este trabajo, se construye el gen pDA-ScFv-(El)x2 que se expresa para dar lugar al
recombindmero tipo elastina ScFv-(El)x2. Este ELR es una proteina constituida por dos bloques
(bifuncional): el bloque ScFv se emplea para la inmunodeteccidén de agentes bioquimicos (el
antigeno VEGFies en este caso) y el bloque (El)x2, que se muestra en la Figura 22, posee
actividad estructural puesto que en disolucién adquiere conformacién micelar hueca.

Eso ISD Eso lso
[(VPGVG),-(VPGEG)-(VPGVG),);, (VGIPG), [(VPGVG),-(VPGEG)-(VPGVG),],, (VGIPG)s, I

Figura 22. Estructura extendida y esquematizada del tetrabloque (El)x2.

El nombre que se le otorga a cada uno de estos bloques viene marcado por el aminoacido que
muta de la secuencia de aminodacidos consenso VPGVG. Como en el primer bloque se cambia
la segunda valina (V) por un acido glutdamico (E), el bloque recibe el nombre de E. Debido a
que en dicho bloque la secuencia consenso (ya sea mutada o no) se repite 50 veces, el bloque
se denomina Esg, aunque durante este trabajo se denominara E o Esp indistintamente. Lo
mismo ocurre con el bloque |, puesto que en la secuencia consenso se induce una mutacién
gue cambia la segunda valina (V) por una isoleucina (l). Esta secuencia consenso mutada se
repite 60 veces, por lo que el bloque se denominard le (0 | indistintamente). El bloque Eso
posee 10 moléculas de acido glutamico, por lo que tendra un fuerte caracter hidrofilico;
mientras que el bloque lgo tendrd un fuerte caracter hidrofébico debido a las 60 isoleucinas de
las cuales se compone. El tetrabloque (El)x2 esta compuesto por 220 pentapéptidos lo que
implica que su estabilidad sea muy elevada.

La fusién del tetrabloque con una proteina completa cambia, o incluso mejora, las
propiedades del recombindmero. En este trabajo se ha adicionado al extremo hidrofilico del
tetrabloque (El)x2 el anticuerpo monocatenario de fragmento variable (ScFv por sus iniciales
en inglés) formando el biopolimero ScFv-(El)x2 (Figura 23). Este pequefio fragmento de
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anticuerpo procedente de la inmunoglobulina es completamente funcional puesto que es
capaz de reconocer y de unirse al antigeno especifico denominado factor de crecimiento
endotelial-vascular 165 (VEGF1es por sus iniciales en inglés)?®. Se ha escogido la fusion del
tetrabloque con el ScFv, en lugar de la unidn de éste con lainmunoglobulina completa, debido
a su mayor rapidez a la hora de interaccionar con las células y a la hora de eliminarse del riego
sanguineo una vez ha llevado a cabo su funcion?’.

o

Figura 23. Representacion esquemdtica del recombindmero ScFv-(El)x2.

Debido a la bifuncionalidad del biopolimero ScFv-(El)x2, puede utilizarse en el campo de la
Biomedicina para encapsular farmacos hidrofébicos y vehiculizarlos hasta las células
endoteliales vasculares del paciente, lugar en el puede presentar actividad dicho
medicamento, dado que se une especificamente al factor de crecimiento endotelial-vascular
(VEGF1s6s).

La técnica de clonacién que se lleva a cabo para la construccién del gen pDA-ScFv-(El)x2 tiene
varias etapas. La primera etapa consiste en la linealizacién del plasmido pDA-(El)x2 (vector de
clonacién), para lo que se emplea la enzima de restriccidn Sapl (Etapa I-Figura 24). Esta enzima
tiene un Unico sitio de reconocimiento especifico en el vector de clonacién pDA, por lo que
tras la digestiéon con ella, se obtendra el plasmido completo linealizado con extremos
cohesivos. Las dos hebras son cortadas por la enzima asimétricamente determinando la
formacién de breves segmentos de cadena simple complementarios entre si, llamados
extremos cohesivos. La secuencia diana de reconocimiento se localiza entre el gen que
codifica para el extremo hidrofilico del bloque tetrabloque (El)x2 y el extremo del vector de
clonacién adherido a él, por lo cual lainsercidn de un fragmento génico en este sitio determina
la formacién de un nuevo gen que une secuencialmente ambos: inserto y gen contenido en el

plasmido.

A continuacion, se trata dicho gen con las enzimas FastAP y SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
(Etapa llI-Figura 24). Ambas poseen actividad quinasa, por lo que eliminan el grupo fosfato que
queda expuesto en el extremo 5’ de la cadena de DNA (apartado 4.2.6.). Esta defosforilacidn
impide que el DNA vuelva a ciclarse de manera espontanea, pues éste es mas estable ciclado
gue linealizado. El empleo adecuado de las enzimas anteriormente mencionadas asegura una
correcta hidrdlisis del grupo fosfato. EI DNA linealizado y defosforilado podra unirse a un
inserto para dar lugar a un plasmido recombinante.
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(EN)x2

19) Sapl
29) FastAP +
SAP

pDA pDA

Figura 24. Esquema de la linealizacion del gen pDA-(El)x2. Etapa I: linealizacion del plasmido.
Etapa II: hidrdlisis del grupo fosfato.

La segunda etapa se muestra en la Figura 25 y consiste en la obtencion del gen ScFv o inserto,
que pasa por su extraccion desde el pldsmido que lo contenia. Este inserto se encuentra
implantado en el vector pHTO-ScFv. Para llevar a cabo la escisién del gen que codifica para el
anticuerpo ScFv, se emplean las enzimas de restriccion Earl y Aanl. Ambas actlan
conjuntamente digiriendo el plasmido en fragmentos de longitud diferenciable y separando

el inserto ScFv del vector de clonacién pHTO.

| ScFv |

Earl + Aanl

PHTO pPHTO
Figura 25. Esquema de la escision del inserto ScFv a partir del plasmido pHTO-ScFv.

En la tercera etapa del proceso de clonacidn se lleva a cabo la reaccidon de ligacidn del plasmido
linealizado pDA-(El)x2 y del inserto ScFv. En primer lugar, se procede a realizar la purificaciéon
del plasmido y del inserto para que la reaccién de ligacién ocurra de manera precisa e

inequivoca; es decir, sélo se forme un producto de reaccion.

Para que la reaccién de ligacidn se produzca, es preciso emplear la enzima T4 DNA ligasa
(Figura 26). Esta posee actividad fosforilasa y ligasa, por lo que primero fusiona los extremos
compatibles del pldasmido y del inserto y, a continuacién, regenera el grupo fosfato del
extremo 5’ del pldsmido linealizado para obtener el gen pDA-ScFv-(El)x2 circular.

‘ ScFv ‘ (El)x2 | ScFv | (El}x2

T4 DNA ligasa
—_—

pDA pDA

Figura 26. Esquema de la reaccion de ligacion del pldsmido linealizado pDA-(El)x2 y del
inserto ScFv.
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Para finalizar la clonacion, se realiza una transformacién de células competentes Nzy5a con el
pldasmido pDA-ScFv-(El)x2 obtenido y se realiza un cultivo bacteriano tal y como se ha
explicado en el apartado 4.2.9.4. Asi, se amplifica y se aisla (mediante los kits explicados en el
apartado 4.2.4.1.) el gen que codifica para el recombindmero ScFv-(EI)x2.

5.1.2. Descripcion de la construccion del gen pET7-ScFv-(El)x2

La técnica de clonacién que se realiza para la construccién del gen pET7-ScFv-(El)x2 tiene
varias etapas. La primera etapa consiste en la linealizacidon del pldasmido pET7 (vector de
expresion) para lo que se utiliza la enzima de restriccion Sapl (Etapa I-Figura 27). Esta enzima
tiene un sélo sitio de reconocimiento especifico en el vector pET7, por lo que tras la digestion
con ella, se obtendra el pldsmido completo linealizado con extremos cohesivos.

A continuacion, se trata dicho gen con las enzimas FastAP y SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
(Etapa lI-Figura 27). Ambas eliminan el grupo fosfato que queda expuesto en el extremo 5’ de
la cadena de DNA (apartado 4.2.6.), impidiendo que el DNA vuelva a ciclarse de manera
espontdnea. El DNA linealizado y defosforilado podra unirse a un inserto para dar lugar a un
pldsmido recombinante.

1°] Sapl
2° FastAP +

Figura 27. Esquema de la linealizacion del gen pET7. Etapa I: linealizacidn del plasmido. Etapa
Il: hidrdlisis del grupo fosfato.

La segunda etapa se muestra en la Figura 28 y consiste en la obtencién del gen ScFv-(El)x2 o
inserto, que pasa por su extraccion desde el pldsmido que lo contenia (pDA-ScFv-(El)x2). Para
llevar a cabo la escision del gen que codifica para ScFv-(El)x2, se emplea la enzima de
restriccion EcoRl. Esta enzima digiriere el plasmido separando el inserto ScFv-(El)x2 del vector
de clonacidn pDA.

‘ ScFv ‘ (Elx2 ‘ ScFv ‘ (El}x2

EcoRl

pDA pDA

Figura 28. Esquema de la escision del inserto ScFv-(El)x2 a partir del pldsmido pDA-ScFv-
(El)x2.
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En la tercera etapa del proceso de clonacién se produce la reaccion de ligacién del pldsmido
linealizado pET7 y del inserto ScFv-(El)x2. En primer lugar, se procede a realizar la purificacion
del plasmido y del inserto para que la reaccidon de ligacién ocurra de manera precisa e
inequivoca y se forme un Unico producto de reaccion.

Para que la reaccién de ligacién se produzca, es preciso emplear la enzima T4 DNA ligasa
(Figura 29). Esta posee actividad fosforilasa y ligasa, por lo que fusiona los extremos
compatibles del pldasmido y del inserto, y regenera el grupo fosfato del extremo 5’ del plasmido
linealizado para obtener el gen pET7-ScFv-(El)x2 circular.

| ScFv | (El}x2

T4 DMA ligasa
_

pET7 pET7

Figura 29. Esquema de la reaccion de ligacion del pldsmido linealizado pET7 y del inserto
ScFv-(El)x2.

Para finalizar la clonacidn, se realiza una transformacién de células competentes Nzy5a con el
plasmido pET7-ScFv-(El)x2 obtenido y se realiza un cultivo bacteriano tal y como se ha
explicado en el apartado 4.2.9.4. Asi, se amplifica y se aisla (mediante los kits explicados en el
apartado 4.2.4.1.) el gen que codifica para el recombindmero ScFv-(El)x2.

5.2. SINTESIS EXPERIMENTAL DE GENES RECOMBINANTES

En este trabajo, la célula procariota empleada para la clonacion del DNA es la Escherichia coli,
ya que su uso es el mas extendido en la mayoria de los laboratorios de Biologia molecular.
Ademas, debido a que los polimeros recombinantes tipo elastina (ELRs) no precisan de
modificaciones postraduccionales, no seria necesario utilizar como célula anfitriona

organismos eucarioticos?®.

5.2.1. Amplificacion del plasmido pHTO-ScFv

Para amplificar el plasmido pHTO-ScFv, se realiza una transformacién en células XL-1 Blue
Subcloning Grade (apartado 4.2.9.2.). Tras la transformacion y el crecimiento en medio LB-
Ampicilina (el vector de clonacién pHTQO tiene incorporado un gen de resistencia a la
Ampicilina), se lleva a cabo la extraccién y la purificacién del DNA plasmidico que contienen
las bacterias mediante el protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid NolLid que se explica en el
apartado 4.2.4.1.1. Tras obtener el DNA plasmidico purificado en disolucién acuosa, se
determina su concentracion mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.3.). Su concentracion es
782.6 ng/uL.
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5.2.2. Escision del inserto ScFv a partir del pldsmido pHTO-ScFv
Para comprobar que la transformacion ha sucedido de manera adecuada, se lleva a cabo una
digestién analitica del DNA con las enzimas de restriccion Aanl y Earl (Figura 30-Panel A).

Los fragmentos que deben generarse son de nimero y tamaio conocidos, por lo que se realiza
una electroforesis convencional en gel de agarosa analitica (apartado 4.2.1.1.) (Figura 30-
Panel B). La endonucleasa Earl tiene la capacidad de escindir el inserto ScFv del vector pHTO y
la enzima de restriccién Aanl es capaz de romper los fragmentos de dicho vector para que
éstos no se confundan con el gen que codifica para el ScFv.

A B

Earl
ScFv /
Earl Earl
ar
1000 pb
HTO-ScF
JHTO pHIU->chv Earl —
- Aanl 650 pb
Earl

706 pb

Figura 30. Panel A: Representacion de la digestion de pHTO-ScFv con Aanl y Earl (marcados con
flechas azules los puntos de corte que permiten escindir el inserto). Panel B: Electroforesis de
digestion analitica de pHTO-ScFv en gel de agarosa al 1.5% (m/v). La calle M representa el
marcador 1 kpPlus DNA Ladder, la calle 1 representa el pHTO-ScFv codigerido con Aanl y Earl
y la calle 2 representa el pHTO-ScFv sin digerir.

Tras comprobar que la digestiéon ha escindido el inserto ScFv (Figura 25) que posee una
longitud de 706 pb, se lleva a cabo la codigestidon preparativa del DNA (apartado 4.2.5.)
empleando las enzimas endonucleasas Earl y Aanl y una electroforesis preparativa (apartado
4.2.1.2.). En el Panel A de la Figura 31 se observa la banda que corresponde al inserto ScFv. En
el Panel B de la Figura 31 se puede observar que mediante el recorte del gel se ha seccionado
toda la banda que se corresponde con dicho inserto.
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Figura 31. Electroforesis de digestion preparativa con Aanl y Earl del pHTO-ScFv en gel de
agarosa al 1.5% (m/v) previa al recorte (Panel A) y posterior al recorte del inserto ScFv (Panel
B). En la calle 1 de ambos paneles se observa el pHTO-ScFv codigerido con Aanl y Earl. En la
calle M de ambos paneles se observa el marcador 1 kbPlus DNA Ladder.

Para extraer el inserto a partir de la banda recortada del gel en disolucién acuosa y purificarlo,
se lleva a cabo el protocolo PurelLink Quick Gel Extraction (apartado 4.2.4.2.). Tras obtener el
inserto ScFv en disolucidn y purificado, determinamos su concentracién mediante NanoDrop
2000 (apartado 4.2.3.). Su concentracion resulta ser 6.2 ng/ulL.

5.2.3. Amplificacion y linealizacién del plasmido pDA-(EI)x2

Tras obtener el inserto ScFv purificado, se debe obtener el pldsmido pDA-(El)x2 linealizado y
puro. Para ello, se debe amplificar previamente el pldsmido pDA-(El)x2. Esto se lleva a cabo
realizando una transformacion en células XL-1 Blue Subcloning Grade (apartado 4.2.9.2.) y su
posterior cultivo en medio LB-Ampicilina-Kanamicina (el vector de clonacién pDA tiene
incorporado un gen de resistencia a la Ampicilina y a la Kanamicina). A continuacidn, se lleva
a cabo la extraccién del DNA plasmidico y su purificacién mediante el protocolo NucleoSpin®
Plasmid/Plasmid Nolid (apartado 4.2.4.1.1.). Finalmente, se determina su concentracion
mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.3.) que resulta ser 7.5 ng/uL.

Para comprobar que la transformacion bacteriana ha sucedido de manera adecuada, se lleva
a cabo una digestion analitica del DNA con la enzima de restriccion Sapl y para evitar que el
plasmido linealizado vuelva a ciclarse espontdneamente, se hace un tratamiento con las
enzimas FastAP y SAP. En este caso, se esta llevando a cabo la linealizacion del plasmido pDA-
(EN)x2 (Figura 24), lo que implica que sélo se obtendra un fragmento de DNA cuya longitud
alcanzard los 7240 pb.

Tras comprobar que la digestidn ha linealizado el plasmido pDA-(EI)x2 de 7240 pb, se lleva a
cabo la digestién preparativa del DNA empleando la endonucleasa Sapl y la defosforilacidon
con la enzimas FastAP y SAP para evitar la recirculacion del plasmido. Seguidamente, se realiza
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una electroforesis convencional en gel de agarosa preparativa (apartado 4.2.1.2.) cuyo
resultado se muestra en la Figura 32.

7240 pb

Figura 32. Panel A: Electroforesis de digestion preparativa con Sapl del plasmido pDA-(El)x2 en
gel de agarosa al 0.8% (m/v) previa al recorte (Panel A) y posterior al recorte del pldsmido
pDA-ScFv-(El)x2 (Panel B). En la calle M de ambos paneles se representa el marcador 1 kbPlus
DNA Ladder, mientras que en la calle 1 de ambos paneles se observa el pDA-(El)x2 digerido
con Sapl.

En el Panel A de la Figura 32 se observa la banda que corresponde al plasmido pDA-(EI)x2
linealizado. En el Panel B de la Figura 32 se puede observar que, mediante el recorte del gel,
se seccionod toda la banda que se corresponde con el pldsmido pDA-ScFv-(El)x2. Para obtener
el plasmido linealizado extraido en disolucidén acuosa, se lleva a cabo el protocolo PureLink
Quick Gel Extraction (apartado 4.2.4.2.).

Una vez obtenido el plasmido pDA-(EI)x2 en disolucidon y purificado, determinamos su
concentracion mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.3.). La concentracion de la disolucién
es 16.9 ng/uL. Finalmente, se realiza una segunda defosforilacion, en este caso con la enzima
SAP. Este paso evitara que el plasmido se cierre antes de la ligacidn. Es esencial asegurar la
completa defosforilacién del plasmido debido a que minimas trazas de plasmido fosforilado
pueden comprometer la clonacidn, ya que la capacidad de unién de sus extremos es muy
superior a la de las dos moléculas separadas presentes en la disolucién (plasmido e inserto).

5.2.4. Reaccion de ligacion del plasmido linealizado pDA-(El)x2 y del inserto ScFv
Teniendo en disolucién y purificados tanto el plasmido defosforilado como el inserto, se
realiza la reaccion de ligacion (apartado 4.2.7.) tal y como esquematiza la Figura 26.

Una vez realizada la ligacidn, el plasmido resultante pDA-ScFv-(El)x2 se utiliza en la
transformacion de células competentes Nzy5a (apartado 4.2.9.4.). Tras realizar el cultivo de
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las células transformadas en medio LB-Ampicilina-Kanamicina (el vector de clonaciéon pDA
tiene incorporado un gen de resistencia a la Ampicilina y a la Kanamicina) se efectua la
extraccion y la purificacion del DNA plasmidico empleando el protocolo NucleoSpin®
Plasmid/Plasmid NolLid (apartado 4.2.4.1.1.). Por ultimo, se determina su concentracion
mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.3.) que es 174.2 ng/uL.

Para comprobar que la reaccién de ligacion y la transformacién han sucedido de manera
adecuada, se lleva a cabo una digestion analitica del plasmido pDA-ScFv-(El)x2 con la enzima
EcoRl, que escinde el gen que codifica para ScFv-(El)x2 tal como se muestra en el Panel A de
la Figura 33. El producto de la digestidn se corre en una electroforesis en gel de agarosa (Figura
33-Panel B-calle 1). Se confirma que estos procesos han ocurrido de manera satisfactoria
puesto que aparecen dos bandas esperadas: una a la longitud de 4038 pb que corresponde a
la longitud del ELR ScFv-(El)x2 mas 101 pb, un fragmento del plasmido contenido entre los dos
sitios de corte y otra banda a la longitud del pldasmido pDA menos 101 pb (3908 pb).

A B

EcoRI

8000pb
7000 pb

5000 pb

pDA-ScFv-(El)x2 (El)x2
pDA

4028 pb

3308 pb

Figura 33. Panel A: Representacion de la digestion de pDA-ScFv-(El)x2 con EcoRI. Panel B:
Electroforesis de digestion analitica con EcoRl del pDA-ScFv-(El)x2 en gel de agarosa al 1%
(m/v). En la calle M se representa el marcador 1 kbPlus DNA Ladder, mientras que en la calle
1 se observa el pDA-ScFv-(El)x2 digerido con EcoRl.

Por ultimo, el plasmido pDA-ScFv-(El)x2 se analiza mediante secuenciacion automatica
(apartado 4.2.10) para comprobar que los nucledtidos de los que se compone son los
correctos y se encuentran en el orden adecuado.
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5.2.5. Reaccion de ligacién del plasmido linealizado pET7 y del inserto ScFv-(El)x2.

Tras los resultados positivos de la secuenciacion, el gen que codifica para ScFv-(El)x2 se
subclona en un vector de expresion pET7 (apartado 4.1.5.2.) para elevar la capacidad de
sintesis de nuestro polimero recombinante por parte de la célula huésped. Este proceso se
lleva a cabo realizando las mismas etapas de clonacidén descritas anteriormente: etapa de
digestion con EcoRl para extraer el inserto ScFv-(El)x2 (Figura 28), etapa para preparar el
pldsmido aceptor pET7 (linealizacion, purificacion y defosforilacién) (Figura 27) y etapa de
ligacién (Figura 29).

A continuacién, se realiza una transformacion del plasmido pET7-ScFv-(El)x2 en células
competentes Nzy5a segun el protocolo del apartado 4.2.9.4. Después, se lleva a cabo un
cultivo en medio LB-Ampicilina (el vector de clonacién pET7 tiene incorporado un gen de
resistencia a la Ampicilina) y se purifica el DNA plasmidico obtenido mediante el protocolo
NucleoSpin® Plasmid/Plasmid Nolid (apartado 4.2.4.1.1.). Finalmente, se determina la
concentracién de la disolucién mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.3.). Esta resulta ser
72.8 ng/uL.

Para comprobar que la subclonacidn y la transformacion se han producido adecuadamente,
se realizan dos digestiones analiticas con las enzimas Ndel y una codigestidon analitica con las
enzimas Xbal y Xhol (Figura 34).

10000 pb
9000 pb
8000 pb,

9574 pb 7000 pb

1
\
/

3000 pb

5525 pb

/

4049 pb

Figura 34. Electroforesis de digestion analitica con Ndel y con Xbal y Xhol del pET7-ScFv-(El)x2
en gel de agarosa al 0.7% (m/v). En la calle M se representa el marcador 1 kbPlus DNA Ladder,
en la calle 1 se observa el pET7-ScFv-(El)x2 digerido con Ndel, en la calle 2 se observa la
codigestion del plasmido con Xbal y Xhol y en la calle 3 el plasmido no digerido.

La endonucleasas Ndel, Xbal y Xhol sélo tienen un sitio de reconocimiento en el pldsmido, por
lo que aparece un fragmento de DNA con una longitud de 9574 pb digiriendo con la primera
de ellas (Figura 34-calle 1). Sin embargo, la codigestion con las enzimas Xbal y Xhol (Figura 34-
calle 2), que tienen sus secuencias diana en el plasmido pET7-ScFv-(El)x2 a sendos extremos
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del gen, determinan la apariciéon de dos bandas correspondientes al inserto ScFv-(El)x2 (4049
pb) y al vector de expresién pET7 (5525 pb). En la calle del pldasmido no digerido (Figura 34-
calle 3) se observan las formas principales de enrollamiento y compactacién del DNA
plasmidico correspondientes al plasmido relajado (menor movilidad electroforética) y al
plasmido superenrollado que, debido a su conformaciéon compacta, se mueve a través del gel
mas rapidamente (mayor movilidad electroforética).

Como los resultados obtenidos son los esperados, se comienza la bioproduccion del

recombindmero a gran escala.

5.3. BIOPRODUCCION DE ELR
En este trabajo se ha realizado la bioproduccién del recombindmero ScFv-(El)x2, cuyo peso
molecular tedrico es de 117885.75 Da. Este ELR ha sido posteriormente purificado y

caracterizado mediante diferentes técnicas.

En este momento interesa no sélo que los genes se repliquen de manera correcta, sino que la
traduccién y expresiéon de dichos genes sea considerable. De este modo, la produccién de
polimero proteico serd la mayor posible. Para ello se realiza una transformacién bacteriana en
células BLR (DE3) (apartado 4.2.9.1.). Esta cepa es deficiente en sistemas de recombinacién
del DNAy en algunas proteasas, lo que provoca que los productos génicos y los proteicos sean
mas estables.

La realizacién de una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (apartado 4.2.14.)
nos muestra cual de las colonias bacterianas aisladas en placas de Petri es la mas productora;
es decir, la que mas recombindmero genera en el mismo tiempo que el resto de colonias.
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Figura 35. Screening del ScFv-(El)x2 en gel SDS-PAGE al 10%. En la calle M se representa el
marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker y en las calles 1-8 se observan las

colonias bacterianas 1-8.

En la Figura 35 se analiza el contenido proteico total de las colonias bacterianas que contienen
el plasmido recombinante ScFv-(El)x2, banda sefialada con una linea roja. A diferencia de las
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proteinas propias de las bacterias que presentan un nivel de produccion similar, las proteinas
recombinantes pueden ser producidas con distinto rendimiento. En este barrido se observé
que las colonias mas productoras eran la 2 y la 7, por lo que se han elegido para la generacidn
de su biomasa en el fermentador con el fin de conseguir una cantidad apreciable del
recombinamero ScFv-(El)x2 (apartado 4.2.11.).

La absorbancia de las diluciones del inéculo, del control y de las muestras a diferentes horas
se muestran en la Tabla 7.

Muestra pH T2(°C) %O, rpm mLOH P:;:i:’;n A®00"m  Dijlucién (v:v)
16:35 7.04 37.0 103.0 499 3 0.4 - 1:1
8:00 6.76 37.0 44.8 500 - - 12.7920 1:20
8:30 6.71 37.0 44.5 499 - - 13.0940 1:20

Inéculo - - - - - - 2.1170 1:10

Control - - - - - - 9.8160 1:10

Tabla 7. Valores de los pardmetros medidos durante el funcionamiento del fermentador.

Cuando las absorbancias medidas con media hora de diferencia se mantienen practicamente
constantes, se para el fermentador, pues las células se encuentran en la fase de crecimiento
estacionario. También se realiza una electroforesis de proteinas para confirmar que se ha
bioproducido el recombindmero correcto (Figura 36).

117885.75Dz -
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Figura 36. Electroforesis de proteinas del crudo de ScFv-(El)x2 obtenido del reactor. En la calle
M se representa el marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker, en la calle 1 se
observa el crudo del reactor a las 8:00h, en la calle 2 el crudo del reactor a las 8:30h, en la calle
3 el control y en la calle 4 el indculo.

Por ultimo, se realiza el lavado de las células, la ruptura de las mismas, el aislamiento del
polimero (apartado 4.2.12.) y su purificacion (apartado 4.2.13.).
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5.3.1. Aislamiento del recombinamero

El lisado bruto bateriano, que se obtiene tras la sonicacién, se somete a una centrifugacién
para aislar el polimero de interés contenido en el sobrenadante (apartado 4.2.12.) de los
restos celulares contenidos en el pellet (Figura 19). Para llevar un control de la etapa de
aislamiento del recombinamero, se realiza una electroforesis de proteinas que permite
identificar la porciéon de muestra en la que se encuentra el ScFv-(El)x2 (Figura 37).
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Figura 37. Electroforesis de proteinas tras el aislamiento de ScFv-(El)x2. En la calle M se
representa el marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker, en la calle 1 se observa
el sobrenadante tras la sonicacion y en la calle 2 el precipitado tras la soniacion.

La calle 2 de la Figura 37 corresponde al precipitado donde se localiza una gran cantidad de
recombindmero. Este hecho se debe a que la consistencia viscosa del precipitado obtenido no
ha permitido su completa separacién del sobrenadante. A pesar de ello, la purificacion se
continda con el sobrenadante (calle 1), pues asi lo estipula el protocolo de purificacion
EI,RGD:.

Como se haindicado en el apartado 4.2.13., para llevar a cabo la purificacidn del polimero se
utiliza un método denominado ciclo de transicidn inversa (ITC) que tiene en cuenta la
temperatura de transicion del polimero recombinante. Este método precisa de varias etapas
de calentamiento (precipitacion del ELR), centrifugacién y enfriamiento (solubilizacién del
ELR).

5.3.2. Primera etapa de purificacién: calentamiento

Se lleva a cabo el primer calentamiento a 42°Cy la salinizacidon del sobrenadante que contiene,
junto con otras proteinas, el polimero recombinante (Etapa I-Figura 20) y se somete a
centrifugacién. Para llevar un control de la primera etapa de purificacidn, se lleva a cabo una
electroforesis de proteinas que permite identificar en qué porcidon de muestra se encuentra el

recombinamero (Figura 38).
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Figura 38. Electroforesis de proteinas tras el primer calentamiento de ScFv-(El)x2. En la calle M

( ebou

se representa el marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker, en la calle 1 se
observa el sobrenadante tras el primer calentamiento y en la calle 2 el precipitado tras el
primer calentamiento.

La calle 2 de la Figura 38 corresponde al precipitado. Se puede observar la banda del
recombindmero ScFv-(El)x2 a 117885.75 Da, aproximadamente. El resto de las proteinas de la
disolucién no poseen temperatura de transicion, por lo que se mantienen en el sobrenadante
(calle 1).

5.3.3. Segunda etapa de purificacién: enfriamiento

Tras el primer calentamiento, la purificacion continda con el precipitado. El pellet es
resuspendido en una disoluciéon 1ImM de ditiotreitol (DTT) y la disolucion resultante es
sometida al primer enfriamiento a 4°C (Etapa lI-Figura 20), tras lo que se realiza una
centrifugacién. Para llevar un control de la segunda etapa de purificacion, se lleva a cabo una
electroforesis de proteinas cuyo resultado se muestra en la Figura 39.
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Figura 39. Electroforesis de proteinas tras el primer enfriamiento de ScFv-(El)x2. En la calle M
se representa el marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker, en la calle 1 se
observa el precipitado tras el primer enfriamiento y en la calle 2 el sobrenadante tras el primer

enfriamiento.

El recombinamero, debido a su temperatura de transiciéon, deberia encontrarse como
precipitado a temperaturas elevadas, y en disolucién a temperaturas bajas. Si observamos la
electroforesis (Figura 39) se confirma que el ELR se localiza en el sobrenadante (calle 2) y el

resto de las proteinas se mantienen en el precipitado (calle 1).

El sobrenadante es sometido a dos nuevos ciclos de calentamiento-enfriamiento para
conseguir eliminar todos los contaminantes; y se somete a didlisis reductora con disoluciones
de 25 Lde DTT (Figura 40) y sales de guanidina en agua destilada y ultrapura a 4°C para obtener
la conformacion activa de la proteina recombinante.
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Figura 40. Reaccion de reduccion de los puentes disulfuro en presencia de DTT.

Finalmente, la disolucidn se liofiliza para obtener el polimero purificado y seco. Este se deberd
caracterizar tanto fisica como quimicamente mediante la técnica espectrométrica MALDI-TOF.
Esta etapa de caracterizacion no ha podido ser realizada debido a las restricciones impuestas

por el confinamiento.
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6. CONCLUSIONES

1.

Se ha disefiado un nuevo polimero proteico para aplicaciones biomédicas: ScFv-(El)x2.
Este polimero (ELR) es termo-sensible y se autoensambla en nanoestructuras
micelares en disolucién acuosa. Para funcionalizar el polimero y la micela, se ha
integrando en su secuencia el anticuerpo ScFv. El nivel de complejidad de la molécula
disefiada no permite su obtencién mediante sintesis quimica tradicional, por lo que se
ha obtado por sintetizar el biopolimero en un sistema bacteriano empleando técnicas
bioquimicas y de Ingenieria genética.

Se han empleado metodologias de la Biologia molecular, como la clonacién, para
obtener insertos génicos e implantarlos en diferentes tipos de vectores y asi obtener
DNA recombinante. Todos estos procesos han sido seguidos por técnicas de andlisis
para comprobar su correcta realizacién.

El uso de antibidticos permite discernir entre las bacterias E. coli que han introducido
en su citoplasma el DNA recombinante de las que no lo han hecho. Ademas, la eleccién
del antibidtico que se va a emplear en cada uno de los cultivos depende Unicamente
de la resistencia a antibidticos que tenga el vector plasmidico de dicho DNA.

Se ha escogido la colonia que mas cantidad de polimero producia y cuya produccién
era de mayor calidad. Se ha realizado un cultivo de 15 L de dicha colonia en el
fermentador para obtener grandes cantidades del recombindmero ScFv-(El)x2,
llevando un control exhaustivo de los parametros que lo regian. Esta inspeccién fue
determinante para obtener muy buenos resultados en la bioproduccion del ELR.
Como método de purificacion del ELR sintetizado se han llevado a cabo varios ciclos de
transicidn inversa. Con el fin de optimizar la pureza del recombinamero ScFv-(El)x2, se
ha adecuado esta purificacion a la naturaleza quimica del mismo. Por ello, no sélo se
tiene en cuenta su Ty, sino también la estructura primaria del mismo.

La purificacién del ScFv-(El)x2 ha ocurrido de manera satisfactoria. Sin embargo, hay
porciones de ésta que deben ser sometidas a una nueva purificacion para mejorar el
rendimiento del proceso.

No se ha podido llevar a cabo de forma completa la caracterizacion fisicoquimica
mediante la técnica espectrométrica MALDI-TOF, a pesar de ser uno de los objetivos
propuestos para el trabajo, por las circunstancias de la COVID-19.

Seria interesante en préximos estudios determinar la funcionalidad del ScFv-(El)x2
como posible encapsulador de farmacos hidrofébicos y su vehiculizacion a células
endoteliales vasculares del ser humano.
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8. ABREVIATURAS

Las abreviaturas utilizadas en este trabajo son, en orden de aparicidn, las siguientes.

Abreviatura

ELR

ScFv

pDA
E. coli
(VPGVG)
(VPGVG)n
Tt

ELbcR

VEGFi65
TEMED/TMEDA
Tris
PSA
EDTA

SDS
DMSO

PMSF

BSA
ATP

TSS

PEG
TAE
BPB

Nombre completo
Recombinamero tipo
elastina
Anticuerpo monocatenario
de fragmento variable
pDriveAll
Escherichia coli
Pentapéptido VPGVG
Polipentapéptido VPGVG
Temperatura de transiciéon
Correcombinamero tipo
elastina de bloques
Factor de crecimiento
endotelial-vascular 165

Tetrametiletilendiamina

Tris(hidroximetil)Jaminometa

no
Persulfato amodnico
Acido
etilendiaminotetraacético
Dodecilsulfato sddico
Dimetilsulféxido
Fluoruro de
fenilsulfonilmetano
AlbUmina sérica bovina

Adenosin trifosfato

Solucion de almacenamiento

y transformacién
Polietilenglicol
Tris-acido acético-EDTA

Azul de bromofenol

Abreviatura

SAP

[cfu]

Rf
LB
B
S.0.C.
DTT

M.

FastAP
[pb]
PCR

A
LoQ

RNAasa
SPE

rDNA

[rpm]
ITC

PAGE

m/q
[Da]
MW

Nombre completo
Fosfatasa alcalina de
camaron
Unidad formadora de
colonias
Factor de retraso
Lysogeny Broth
Terrific Broth
Super Optimal Broth
Ditiotreitol

Masa molecular relativa

Fosfatasa alcalina
termosensible
Pares de bases

Reaccidn en cadena de la
polimerasa

Absorbancia
Limite de cuantificacion

Acido ribonucleasa
Extraccidon en fase sélida
Acido desoxirribonucleico
recombinante
Revoluciones por minuto
Ciclo de transicioén inversa
Electroforesis en geles de
poliacrilamida
Masa/carga
Dalton

Masa molecular
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Codigo de representacion de bases nitrogenadas

Base nitrogenada Abreviatura
Adenina
Citosina
Guanina

Timina

c 46 0o

Uracilo

Cddigo de representacion de aminoacidos

Nombre Cddigo de 1 letra Cddigo de 3 letras
Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Fenilalanina F Phe
Glicina G Gly
Acido glutdmico E Glu
Glutamina Q Gln
Histidina H His
Isoleucina | lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina (7 Met
Prolina P Pro
Serina S Ser
Tirosina Y Tyr
Treonina T Thr
Triptéfano W Trp
Valina \' Val
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