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1. RESUMEN

La elastina, por sus propiedades elasticas y resistentes, es una de las proteinas naturales de mayor
interés en la ciencia de los biomateriales. El andlisis de su estructura reveld una relacidn entre dicha
estructura y las cualidades fisico-quimicas de la molécula, lo que despertd el interés por la sintesis
de polimeros recombinantes tipo elastina (ELR) obtenidos mediante ingenieria genética. Estos
biopolimeros, caracterizados por su biocompatibilidad, son excelentes candidatos para llevar a
cabo numerosas funciones como biomateriales en el campo de la Biomedicina.

En este trabajo se ha disefiado, utilizando técnicas de Ingenieria genética, un nuevo gen
recombinante que codifica para el polimero tipo elastina scFv(EpCAM)-VOK-H6, que podra ser
bioproducido en trabajos posteriores para estudiar su potencial como biomaterial en aplicaciones
biomédicas. Para su sintesis, se han utilizado diferentes cepas de la bacteria Escherichia coli (E. coli)
por su sencilla maquinaria de replicacién y traduccién de DNA. Por otra parte, se ha sintetizado y
purificado el recombinamero tipo elastina scFv(P12)-VOK-H6 (también nombrado P12VOKH®6), cuya
estructura permite la formacion de poliplexos estables capaces de albergar moléculas de DNA
plasmidico terapéutico. Este polimero, por lo tanto, tiene un excelente potencial como biomaterial
en aplicaciones biomédicas, en concreto en terapias anticancerigenas dirigidas. EIl mencionado
polimero se ha caracterizado fisico-quimicamente mediante diferentes técnicas: electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), espectrometria de masas
(MALDI-TOF), dispersion dinamica de la luz (DLS), cromatografia en fase sdlida de exclusién por
tamafios, resonancia magnética nuclear (RMN) y andlisis de aminoacidos por HPLC.

ABSTRACT

Elastin, due to its elastic and resistant properties, is one of the natural proteins of greatest interest
in biomaterials science. Analysis of its structure revealed a correlation between this structure and
the physicochemical properties of the molecule, which sparked interest in the synthesis of
genetically engineered elastin-like recombinant polymers (ELR). These biopolymers, characterized
by their biocompatibility, are excellent candidates to perform numerous functions as biomaterials
in the field of biomedicine.

In this project a new recombinant gene encoding for the elastin-like polymer scFv(EpCAM)-VOK-H6
was designed using genetic engineering techniques. This polymer can be bioproduced in
subsequent work to study its potential as a biomaterial in biomedical applications. For its synthesis,
different strains of E. coli bacteria were used due to their simple DNA replication and translation
machinery. Moreover, the elastin-like recombinamer scFv(P12)-VOK-H6 (also named P12VOKH®6),
whose structure allows the formation of stable polyplexes capable of harboring therapeutic plasmid
DNA molecules, was synthesized and purified. This polymer, therefore, has excellent potential as a
biomaterial in biomedical applications, especially in targeted anticancer therapies. The polymer has
been physico-chemically characterized by different techniques: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-PAGE), Fourier transform infrared (FT-IR), mass
spectrometry (MALDI-TOF), dynamic light scattering spectroscopy (DLS), nuclear magnetic
resonance spectroscopy (NMR) and and amino acid analysis by HPLC.




2. INTRODUCCION

2.1. INGENIERIA GENETICA Y BIOMATERIALES
La genética molecular, como una contribucién importante en el ambito de la biologia molecular, se

basa en el “Dogma central de la genética molecular” introducido por Francis Crick (Figura 1), que
describe el proceso por el cual la informacion genética contenida en la secuencia de DNA sufre un
proceso de transcripcién para dar lugar al RNA que, a su vez, se somete a un proceso de traduccion
qgue da lugar a las proteinas. De este modo, cada uno de estos tres elementos aporta la informacién

necesaria para la sintesis del siguiente.
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Figura 1. Representacion esquemadtica del Dogma central de la genética molecular

Por su parte, la Ingenieria genética puede entenderse como el proceso de la utilizacion de la
tecnologia del DNA recombinante (rDNA) para alterar la composicién genética de un organismo.
Dicha tecnologia ha evolucionado a un campo enorme donde es posible clonar genomas,
modificarlos y transmitirlos de una célula a otra?, utilizando técnicas abarcadas por todas las ramas

mencionadas.

El acercamiento entre las diferentes ramas implicadas en el estudio de la biologia molecular ha
permitido que investigadores de muchas areas bioldgico-médicas hayan basado sus estudios en el
DNA recombinante. Esto ha derivado en la aparicion de dreas de conocimiento como la biomedicina
y la ciencia de los materiales para aplicaciones biomédicas, cuya contribucién a la medicina actual
es cada vez mayor gracias a los avances cientificos en terapias génicas, entendidas como el uso de

la ingenieria genética para tratar o diagnosticar enfermedades?.

Los Biomateriales se definen como sustancias naturales o sintéticas no farmacoldgicas que pueden
ser utilizadas en el campo de la biomedicina pretendiendo observar, curar, mejorar o reemplazar
un érgano, tejido o funcion mediante su uso como implantes, medios terapéuticos, dispositivos
diagndsticos?, etc. Por lo tanto, una de las caracteristicas mas importantes que deben poseer estos
biomateriales es la biocompatibilidad, es decir, su estructura y propiedades fisico-quimicas deben
permitirle llevar a cabo sus funciones sin afectar negativamente al organismo®. Ello implica que no
sean téxicos ni causen rechazo por el sistema inmune, que sean estables quimicamente, que sus

productos de degradacidn sean bioinertes y que posean buenas caracteristicas mecdnicas®.




Una aplicacion muy importante en este campo es el estudio de polimeros que puedan ser utilizados
como vehiculos en terapias génicas dirigidas. Los polimeros son compuestos quimicos, naturales o
sintéticos, formados por polimerizacidn y que consisten, esencialmente, en unidades estructurales
repetidas llamadas mondmeros’. La combinacién de diferentes polimeros puede llegar a ser muy
util a la hora de desarrollar biomateriales que realicen funciones especificas sin interferir con otras
funciones del organismo. Entre los polimeros de nueva generaciéon encontramos los proteicos, que

se inspiran en las proteinas naturales, y pueden utilizarse para aplicaciones biomédicas.

2.2. CLONACION GENICA
La sintesis de biopolimeros que puedan ser utilizados como biomateriales para aplicaciones

biomédicas debe disefiarse de forma cuidadosa. Un método prometedor de sintesis que esta
adquiriendo gran importancia es la biosintesis, es decir, el empleo de microorganismos como
biorreactores que utilicen material genético recombinante para obtener los productos deseados.

Este proceso se lleva a cabo partiendo de la clonacién génica.

Se define como Clonacion génica a la técnica de ingenieria genética por la cual se obtienen clones
idénticos de determinado gen. En el caso de este trabajo, el objetivo es producir grandes cantidades
de un polimero para formar posteriormente un poliplexo (apartado 2.4.). El proceso comienza por
la identificacidn del gen a aislar, que se extrae del cromosoma en el que se encuentra mediante

digestion enzimatica, se aisla y se purifica.
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Figura 2. Representacion esquemdtica de las etapas que constituyen el proceso de clonacion de material genético.

El gen aislado (representado en rojo, Figura 28) debe unirse a un sistema vectorial que actuard como
transportador de ese DNA, proceso conocido como ligacién (Figura 2). En este caso, como vector
se utiliza un plasmido de clonacién (representado en azul, Figura 2), cuya funcién es favorecer la
sintesis de gran cantidad de copias del gen de interés. Los pldasmidos son moléculas de DNA circular
de doble hebra que se encuentran naturalmente en el citosol de las bacterias. Estos son muy
utilizados en ingenieria genética por su pequefio tamafio, por ser faciles de aislar, manipular y

caracterizar, y por poseer una secuencia y mapa de restriccién conocidos.



https://dicciomed.usal.es/palabra/quimica
https://dicciomed.usal.es/palabra/forma
https://dicciomed.usal.es/palabra/monomero

Obtenida la molécula de DNA recombinante compuesta por el vector plasmidico y el inserto génico,
se debe introducir en una célula huésped mediante el proceso conocido como transformacion
(Figura 2) y su cultivo en el medio adecuado. Esta célula huésped es la que actlia como biorreactor
y amplifica selectivamente el gen de interés mediante la produccién de gran cantidad de copias del
gen. Finalmente se debe realizar una segunda clonacion del inserto génico en un vector plasmidico
diferente, llamado vector de expresion, seguida de una segunda transformacion. La funcién del
mencionado vector es favorecer la produccidn, por parte de la célula huésped, del polimero
recombinante codificado por la secuencia génica. Las transformaciones pueden llevarse a cabo en
distintos tipos de células huésped, dependiendo de sus caracteristicas y las necesidades del
proceso. En este caso se realizan transformaciones bacterianas debido a su facilidad para

multiplicarse e incubarse, su sencillez y el amplio conocimiento de su genética.

2.2.1. Herramientas enzimaticas para la clonacién
Se puede afirmar que la tecnologia del DNA recombinante se basa en la enzimologia de los acidos

nucleicos. Los fragmentos de DNA que se utilizan en una clonacién deben haber sido extraidos
previamente de otro vector o de un cromosoma. Deben ser unidos a otros vectores durante los
procesos de ligacidn, y ser fragmentados en los procesos de digestion. Ademas, son necesarios
pasos intermedios de modificacidn de los extremos de las secuencias con el fin de favorecer las
reacciones posteriores. Es decir, se requieren sistemas con una especificidad muy elevada para
desempenar estas tareas de corte y unidn, cruciales en el proceso de clonacién. Esta funcion la

Ilevan a cabo las enzimas de restriccion y de modificacion como ligasas o fosfatasas.

Las enzimas de restriccién se denominan también endonucleasas, porque digieren secuencias
internas a la cadena del DNA. Su funcion es cortar el DNA de doble cadena al reconocer un patrén
de secuencia especifico llamado secuencia diana, generando los llamados fragmentos de
restriccion. Las diferentes enzimas de restriccion se agrupan de acuerdo con sus propiedades de
reconocimiento y corte: las de tipo | y tipo Ill reconocen secuencias especificas pero cortan la
cadena a distancias variables de las mismas; las de tipo Il reconocen secuencias palindrémicas
especificas y cortan siempre en el mismo punto de las mismas; las de tipo IIS son similares a las de
tipo Il pero las secuencias que reconocen no son palindromicas; y las de tipo IV solo digieren

cadenas de DNA modificado (por ejemplo, metilado).

Se nombran con tres letras que hacen referencia al género y especie de la bacteria de la que se
aislaron originalmente (por ejemplo EcoRl de Escherichia coli), seguidas a veces por una letra mas
gue identifica el serotipo (variante antigénica de la bacteria), y un nimero romano que identifica la
especificidad de la variante en el caso de que no sea la primera enzima aislada de dicha variante.
Es importante elegir correctamente las enzimas a utilizar a la hora de digerir fragmentos génicos en
cuanto a los extremos que generan en el corte, de manera que los fragmentos que se pretendan

unir posteriormente posean extremos que sean compatibles para la unién. Las enzimas pueden




cortar la doble hebra generando extremos cohesivos, que dejan de dos a cuatro nucledtidos

desapareados en cada extremo; o extremos romos, que no dejan bases despareadas en los

extremos ya que cortan en el centro del palindromo (Figura 3).

CCC/GGG G/AATTC
GGG/CCC CTTAA/MG
Smal extremos romos EcoRI extremos cohesivos

Figura 3. Representacion de enzimas (Smal y EcoRl) que generan extremos romos y cohesivos, respectivamente,

en la digestion de una secuencia de nucleétidos.
2.3. ELASTINA
La elastina (del griego elast(o)- que significa “golpeado”, “ductil”; e -in(a) que significa “sustancia”)
es una proteina natural de la familia de las holoproteinas (ya que contiene solamente aminodcidos)
que se localiza en la matriz extracelular del tejido conjuntivo de los vertebrados aportando
elasticidad y resistencia. Abunda en tejidos como la piel, los pulmones, las arterias principales o el

utero®.

Han sido descritas varias secuencias repetitivas de aminoacidos como estructura primaria, siendo
la mas frecuente en la elastina el pentapéptido de secuencia Valina-Prolina-Glicina-Valina-Glicina
(comunmente expresado como VPGVG)®X. La estructura de la proteina nativa se forma gracias a los
entrecruzamientos formados entre las lisinas de la tropoelastina, su precursor soluble. La
reticulacién de la tropoelastina se inicia gracias a la accidn de la enzima lisil oxidasa (LOX), y el
proceso por el cual se forman las fibras eldsticas de elastina a partir de su precursor es complejo y
requiere la coordinacién de numerosos mecanismos celulares!?. Las soluciones de tropoelastina se
autoagregan al aumentar la temperatura, proceso conocido como coacervacion, y se ha
demostrado que este proceso estd impulsado por el autoensamblaje en el medio extracelular de
los dominios hidrofébicos®, que ocurre de forma reversible. Este hecho, no solo confiere a la
elastina una elevada elasticidad y durabilidad, sino que hace que los polimeros tipo elastina o ELPs

(elastin like polimers) sean adecuados para su aplicacién como biomateriales.

2.3.1. Polimeros tipo elastina (ELP)

Como se ha mencionado, los polimeros tipo elastina o elastin-like-polymers (ELPs) son polimeros
polipentapeptidicos cuya secuencia de aminodcidos esta basada en la de la elastina natural. Su
composicion en aminodcidos mas comun estd formada por la repeticion del pentapéptido
(VPGXG),, donde X es cualquier aminodcido menos prolina. Se ha demostrado que el
polipentapéptido (VPGPG), en el que la prolina (P) ocupa la cuarta posicion desestabiliza la
estructura secundaria impidiendo el correcto plegamiento necesario para formar la estructura

cuaternaria y, por tanto, neutralizando las propiedades de interés del polimero?2.

Segun las investigaciones de D. W. Urry acerca de este tipo de polimeros, los ELPs experimentan

una transicién inversa desde un estado de mayor a menor desorden al aumentar la temperatura.




Esto es, son solubles en agua por debajo de 25°C, y pasan a un estado viscoso y elastico por encima
de esta temperatura. Esta propiedad es sorprendente ya que contradice la tendencia natural de los
sistemas fisicos de “ordenarse” al disminuir la temperatura®®. Es por esto que el mencionado
proceso se denomina transicién inversay la temperatura a la que ocurre se denomina temperatura
de transicion (T:). Esta temperatura puede variarse modificando la composicidn del pentapéptido,
de modo que su valor dependera de la naturaleza del residuo X y del nimero de veces que se repita
la secuencia pentapeptidica (n). Ademas esta temperatura se ve afectada por el pH, la fuerzaidnica,

la presidn y las modificaciones covalentes como la fosforilacidon™®.

En los primeros estudios sobre este tipo de polimeros, estos eran sintetizados utilizando
procedimientos de naturaleza quimica, como pueden ser la ligaciéon quimica nativa (NCL)*, la
polimerizacidn de apertura de anillos de a-amino-N-carboanhidridos (NCAs)* o la sintesis en fase
sélida impulsada por Merrifield en 19636, Esto generaba diversos problemas, como pueden ser el
coste de los reactivos quimicos o la toxicidad de los mismos?!’. También la limitada longitud de los
polipéptidos que podian sintetizarse debido a la baja eficiencia del acoplamiento entre péptidos a
medida que la longitud aumenta; la falta de pureza obtenida debido a las notables cantidades de
subproductos; o los largos y tediosos procedimientos de sintesis que requerian numerosos pasos
de activacién, proteccién y desproteccion®®. Ademds, los medios biosintéticos de ingenieria
genética para producir este tipo de polimeros proporcionan una complejidad y un control sobre el
peso moleculary la arquitectura y estereoquimica del polimero muy superior a cualquier tecnologia
de sintesis quimica?®, todo ello sin comprometer las propiedades del ELP?°. Por estas razones, las
técnicas de ingenieria genética que implican la sintesis de polipéptidos mediante tecnologia de DNA
recombinante son una alternativa muy atractiva para la obtencién de biomateriales basados en
ELPs.

2.3.2. Polimeros recombinantes tipo elastina (ELR)

Una forma sencilla y eficaz de sintetizar ELPs es una sintesis recombinante utilizando bacterias
productoras, obteniendo rendimientos mucho mayores que con las sintesis quimicas. Los polimeros
obtenidos de esta manera se denominan recombindmeros tipo elastina o elastin-like
recombinamers (ELRs), que son biomateriales que retienen muchas de las propiedades mas
interesantes de la elastina: son biocompatibles, biodegradables, bioactivos, termosensibles y con

capacidad de autoensamblado.

La sintesis de los ELRs se lleva a cabo mediante la clonacidn de un gen recombinante para obtener
copias del mismo, seguida por la transcripcion y traduccidon necesarias para obtener el
recombindmero?®. La secuencia de DNA del gen plasmidico que codifica para la proteina deseada
es transcrita a RNA mensajero, que sera posteriormente traducido por los ribosomas en el

citoplasma dando lugar al polipéptido. Este procedimiento se lleva a cabo por clonacién seamless
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o “sin costuras” (Figura 4), que permite un control absoluto de la secuencia final gracias al uso de

las mencionadas enzimas de restriccion de tipo Il y 11522,
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Figura 4. Representacion esquemadtica del proceso de clonacion seamless o “sin costuras”.

Este tipo de sintesis no solo mejora el control de las propiedades y la arquitectura del polimero,
ventaja importante desde el punto de vista de las aplicaciones y la caracterizacién, sino que el
aumento de la complejidad favorece la disminucién global de costes en comparacion con las sintesis
clasicas. Asimismo se han de tener en cuenta las ventajas medioambientales que suponen estos
biomateriales, ya que la sintesis recombinante no requiere el uso de petrdleo, se utiliza Unicamente

agua como disolvente y los materiales son biodegradables?3,

2.4. POLIPLEXOS

La formacion de complejos acido nucleico-polimero mediante la combinacion de acidos nucleicos y
portadores poliméricos da lugar a los denominados poliplexos. Esta combinacion ocurre mediante
interacciones electrostaticas?*. En concreto, los poliplexos de polimeros catiénicos han tenido
mucha importancia en este dmbito gracias a su estabilidad electrostatica con los acidos nucleicos
en el complejo. Al tener la posibilidad de formarse en varias longitudes, con diferentes grupos
funcionales y en procedimientos relativamente flexibles?, la especificidad que los poliplexos
pueden alcanzar a la hora de utilizarse para el tratamiento o diagndstico de enfermedades

concretas es enorme.

Muchos de estos poliplexos son interesantes, ademas, porque su mecanismo de captacion y unién
celular disminuye posibles efectos adversos asociados a otros tratamientos, ya que los poliplexos
son captados mediante interacciones con determinadas proteinas transmembrana sin necesidad
de procesos de infeccidn con vectores virales3. Por esta razédn son un medio excelente para el

transporte de genes.

Es por esto que resulta tan atractiva en el campo de la biomedicina la idea de sintetizar un polimero
tipo elastina mediante tecnologia recombinante que sea capaz de formar un poliplexo estable con
una molécula de acido nucleico concreta. Si el 4cido nucleico que constituye la parte génica del
poliplexo es portador de un gen que codifica para una determinada proteina terapéutica, se puede

utilizar el poliplexo para diagnosticar, prevenir o tratar enfermedades.
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2.5. APLICACIONES BIOMEDICAS DE LOS POLIPLEXOS CON ELRs: CANCER
El cancer, entendido como un grupo de mas de 100 enfermedades distintas que se caracteriza por

el crecimiento descontrolado de células anormales en el organismo?®, es un problema de salud
publica cuya incidencia se ha visto incrementada en las ultimas décadas. A pesar de que los avances
terapéuticos y el diagndstico precoz han reducido su mortalidad?”?2%°, sigue siendo una de las
principales causas de muerte en todo el mundo. Y se mantiene como una enfermedad cuyo
prondstico genera incertidumbre y cuyo tratamiento produce numerosos efectos secundarios en la

salud de los pacientes.

Uno de los problemas mds importantes a la hora de enfocar el problema del cancer es la escasez
de tratamientos adecuados. Esto se debe, en muchas ocasiones, a la falta de especificidad de los
tratamientos quimioterapéuticos o radioterapéuticos convencionales, ya que no estan dirigidos
exclusivamente a células cancerosas. Como consecuencia, afectan negativamente a células sanas
pudiendo provocar efectos secundarios muy graves o incluso la muerte®’. En este contexto, las
terapias génicas dirigidas son una aproximacion viable y segura en el tratamiento de pacientes con
cancer, ya que se basan en la introduccién de genes funcionales en células somaticas corrigiendo

defectos genéticos o ejerciendo un efecto terapéutico®..

Un enfoque interesante para este tipo de terapias es disefiar sistemas que permitan la introduccién
de un fragmento génico (cominmente denominado “gen suicida”) en las células cancerosas, que
induzca la expresién de una proteina capaz de provocar la auto-destruccién de la célula tumoral.

Esto puede conseguirse utilizando poliplexos.

Como se ha mencionado, las nanoparticulas del poliplexo estan formadas por un polimero y una
molécula de acido nucleico. Cada uno de estos dos componentes tienen una funcién muy especifica.
Por un lado, el 4cido nucleico, una vez liberado en el interior de las células cancerosas, puede actuar
como tratamiento. Por ejemplo, se podria introducir un gen que codifique para una proteina como
la ribonucleasa (RNAasa), la cual, una vez presente en el citoplasma, favorece la degradacion celular
al catalizar la hidrdlisis del RNA32, Por su parte, el polimero recombinante desempefia la funcion de
proteger y dirigir la nanoparticula hacia las células cancerosas exclusivamente, eliminando asi el
problema de la inespecificidad y los efectos secundarios adversos de los tratamientos
convencionales. Este trabajo se centra en la sintesis del mencionado polimero recombinante
mediante ingenieria genética, de forma que sea capaz de proporcionar la especificidad deseada en

el tratamiento.

2.5.1. Fragmento scFv: direccionamiento

El método elegido para proporcionar esta especificidad en el direccionamiento es la introduccién
de un gen que codifique para un fragmento, llamado scFv (single chain fragment variable), de un

anticuerpo monocatenario. Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (lg) son glicoproteinas que,
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como parte del sistema inmune, son capaces de identificar y neutralizar objetos extrafios en el
organismo de forma especifica gracias a los paratopos: estructuras situadas en los extremos
superiores de la molécula de anticuerpo (forma de “Y” ).

Heavy chain

Light chain

Figura 5. Estructura esquemdtica de un fragmento de anticuerpo scFV (derecha) y de un anticuerpo
completo (izquierda).

El scFv esta constituido por el dominio variable ligero (VL) y el dominio variable pesado (VH) de un
anticuerpo, que son las regiones responsables de la unién al antigeno. Estas dos regiones estan
unidas entre si mediante un péptido flexible de pequefio tamafio cuya estructura esta estabilizada

por puentes disulfuro (Figura 5).

Concretamente, existen algunos fragmentos de anticuerpo de este tipo que pueden reconocer
proteinas que se encuentran sobreexpresadas en la superficie celular de las células tumorales o de
su entorno préximo, véase la proteina Tenascina C en el 90% de los cdnceres de mama*? o la

proteina EpCAM en cénceres de colon3*.,

Es este potencial terapéutico lo que confiere un elevado interés a la busqueda de métodos eficaces
de combinacién de los scFv con polimeros recombinantes tipo elastina, pretendiendo sintetizar

anticuerpos artificiales con caracteristicas bioactivas especificas®”.
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3. OBIJETIVOS

Como se ha explicado, las propiedades de los recombindmeros tipo elastina son realmente utiles a
la hora de sintetizar biomateriales para aplicaciones biomédicas. Por lo tanto, en este trabajo se
pretenden construir genes recombinantes para la posterior bioproduccién de nuevos ELRs que se
puedan utilizar en la formacién de poliplexos. En concreto, se plantean dos proyectos: la sintesis de
un plasmido recombinante que codifique para el biopolimero scFv(EpCAM)-VOK-H6 para que pueda
ser producido en trabajos posteriores; y la produccion del biopolimero P12VOKH6.

Ambos biopolimeros tienen una doble funcién: la funcidn de autoensamblarse para dirigir la
nanoparticula resultante hacia las células de interés gracias al fragmento scFv (EpCAM y P12) y la
formacion del poliplexo mediante interacciones electrostaticas del bloque ELR con el DNA
terapéutico (VOK).

Para realizar ambas tareas se propone el siguiente plan de trabajo:

1. Emplear técnicas de Ingenieria Genética y Biologia molecular para sintetizar un plasmido
recombinante capaz de expresar el recombindmero proteico scFv(EpCAM)-VOK-H6. Este
proceso se desarrolla mediante clonacidén génica en células procariotas E. coli. La clonacién
incluye la linealizacién el plasmido de partida y varias reacciones de ligacién y digestion
posteriores que finalizan en la introduccién del inserto completo en un vector de expresion.
Este plasmido podra utilizarse en posteriores trabajos para realizar una bioproduccion.

2. Producir el recombindmero P12VOKH6 a gran escala y purificarlo mediante cromatografia
en fase sélida en columna de afinidad.

3. Realizar una caracterizacién fisico-quimica del ELR P12VOKH6 sintetizado empleando
distintas técnicas: electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR), espectrometria de masas (MALDI-TOF), dispersién dindmica de la luz
(DLS), cromatografia en fase solida de exclusién por tamafios, resonancia magnética
nuclear (RMN) y analisis de aminoacidos por HPLC.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. MATERIALES

4

A.1.

Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos que se han utilizado en este trabajo se han adquirido a varios

suministradores y se exponen en la siguiente lista en orden alfabético:

Acetato de magnesio.

Acido acético.

Acido clorhidrico; HCI.

Acido etilendiaminotetraacético; EDTA.
AlbUmina sérica bovina; BSA
Ampicilina.

Azul de bromofenol.

Azul de Coomasie (Fisher Bioreagents™)
Butanol

Cloruro de cobre (Il); CuCl,.

Cloruro de magnesio; MgCl..

Cloruro de potasio; KCI.

Cloruro de sodio; NaCl.
Dimetilsulféxido; DMSO.

Ditioltreitol; DTT.

DNA Marker: NZY DNA Ladder llI
Dodecilsulfato sddico; SDS.

Etanol.

Extracto de levadura.

Fluoruro de fenilsulfonilmetano; PMSF.
Glicerol.

Glucosa.

Green Buffer Fast Digest 10x.
Hidréxido sédico; NaOH.

Isopropanol
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido,
IPTG.

Kanamicina.

NZY-Bluesafe®, marcador de proteinas.
Persulfato amodnico; PSA.
Poliacrilamida (acrilamida+bisacrilamida).
SeaKem® LE Agarosa.

SimplySafe™

SYBR Safe®; colorante.

Sulfato de magnesio; MgSQ0,.
Tetrametilendiamina; TEMED.
Tris(hidroximetil)Jaminometano; Tris.

B-mercaptoetanol.

A lo largo del trabajo se explicara el papel que desempena cada uno de estos reactivos.

4.1.2.

Disoluciones tamponadas

Las disoluciones utilizadas durante este trabajo se concretan a continuacion.

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.

Tampodn fosfato salino, PBS: NaCl 173mM, KCl 2.7mM, Na;HPO, 10mM, KH,PO, 1.8 mM; pH

7.4.

Running Buffer gel proteinas 5x: Tris base 0.12M; glicina 0.96M; SDS 0.02M pH 8.3. La

disolucién de SDS se prepara por separado y se aflade después del ajuste del pH.
Buffer TAE 50x: 40 mM Tris, 19 mM acido acético, 1 mM EDTA; pH 8.
DNA Loading Buffer 5x: 50 mM Tris-HCl, 0.05 mM EDTA, 0.05% (v/v) azul de bromofenol,

30% (v/v) glicerol; pH 8. Conservar a 4°C.
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Tango Buffer 10x: 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 MgCI2; pH 9.0.

Buffer DNA ligasa 10x: 300 mM Tris-HCl; 100 mM MgCI2, 100 mM DTT, 1mM ATP; pH 7.8.
Tampodn de sonicacion: 20 mM Tris-base, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF; pH 8.0.

Buffer de lavado de bacterias: Tris-base 20 mM, NaCl 140 mM, pH 8.

Buffer de lisis o de sonicado: Tris-base 20 mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM, pH 8

MES Buffer (Columna Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin): 20 mM 2-(N-morpholine)-
ethanesulfonic acid, NaCl 0.1 M; pH 5.

Buffer de equilibrado (Columna Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin): guanidina-HCI 3M,
imidazol 10 mM, en PBS; pH 7.

Buffer de lavado en gradiente 1 (Columna Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin):
guanidina-HCl 3M, imidazol 25 mM, 10 mM DTT en PBS; pH 7.4.

Buffer de lavado en gradiente 2 (Columna Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin): imidazol
25 mM, en PBS; pH 7.4.

Buffer de elucién (Columna Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin): imidazol 250 mM, en
PBS; pH 7.4.

4.1.3. Disoluciones de tefiido

4.1.3.1. Geles de poliacrilamida

- Azul brillante de Coomasie: el Azul de Coomasie se une a muchos tipos de
aminodcidos. Se prepara en una disolucion de 0.1% de Azul de Coomasie, 40%
metanol, 10% 4cido acético y 50% agua. Se elimina el exceso de tinte en una disolucién
de 40% metanol, 10% acido acético y 50% agua.

- Disolucidn de tefiido de cobre (l1); CuCl,. Se prepara una disoluciéon 0.2M de CuCl; en

agua destilada. Se destifie con agua destilada.

4.1.3.2. Geles de agarosa

- Disolucién de tefido para gel de agarosa. Se prepara una disolucién del 0.005% de
colorante SYBR Safe en Buffer TAE 1x.

4,1.4. Materiales de biologia molecular

4.1.4.1. Cepas bacterianas
En este trabajo se utilizaron cepas bacterianas de E. coli.

SHuffle® T7 competent E.coli (cfu/ug de pUC18 DNA > 107) empleada para la expresion de
proteinas o polimeros recombinantes. Esta cepa estd modificada por ingenieria genética
para promover el plegamiento de la proteina en el citoplasma mediante la formacién de

puentes disulfuro.
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BLR (DE3) competent Cells (Novagen); eficiencia (cfu/pg de pUC19 DNA > 10°) empleada
para la expresion de proteinas o polimeros recombinantes. Esta cepa bacteriana genera
altos rendimientos de produccién a partir de plasmidos que contienen secuencias
repetitivas o cuyos productos pueden causar la pérdida del profago DE3.

NZY5a Competent Grade (Nzytech; eficiencia (cfu/ug de pUC18 DNA) > 109) empleada para

clonacién o ligacién de DNA.

En microbiologia, cfu es un término que hace referencia al nimero de colonias formadas respecto

a la concentracion de plasmido utilizado y el volumen de bacterias sembrado en la placa.

4.1.4.2. Medios de cultivo bacteriano

Las bacterias necesitan medios de cultivo especificos para su crecimiento. Estos medios se han

utilizado y preparado segun los protocolos optimizados para obtener el mayor rendimiento. Se han

utilizado los siguientes medios:

LB (Lysogeny Broth) (Formedium™): Su composicion es de 10 g/L de bactotriptona, 10 g/L
NaCl y 5 g/L de extracto de levadura. El medio liquido contiene 25 g/L de LB en agua
destilada; pH 7.0. Es el medio liquido para el crecimiento bacteriano de eleccién en la fase
de clonacion.

LB-agar: Se prepara en una disolucion de 25 g/L del medio LB mencionado anteriormente
y 15 g/L de bacto-agar; pH 7.0. Se trata del medio sélido con el cual se recubren las placas
de cultivo bacteriano. El medio semisdlido (50-60C2) se vierte en las placas de cultivo
bacteriano (unos 30 mL), y solidificard al enfriarse permitiendo su posterior uso para la
siembra de cultivos bacterianos.

TB (Terrific Broth) (Formedium™): Su composicién es de 20 g/L de triptéfano, 24 g/L de
extracto de levadura, 4 mL/L de glicerol, KH,PO,0.017 M y K;HPO,4 0.072 M; pH 7.0. Es el
medio liquido seleccionado si se pretende aumentar la biomasa y, por lo tanto, la
produccidn un polimero recombinante tipo elastina.

S.0.C. Medium Fisher (Bioreagents™): Se trata del medio liquido seleccionado para
producir transformaciones bacterianas de manera satisfactoria. Su composicién es 2%
(m/v) de triptéfano, 0.5% (m/v) de extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM
MgCl2, 10 mM MgS0O4 y 20 mM Glucosa; pH 7.0.

Los medios de cultivo deben ser esterilizados en ambiente himedo mediante un ciclo de autoclave

a121°Cy 1 atm de presién durante 15 minutos. Una vez atemperado el medio, se puede afiadir la

cantidad adecuada de antibidtico.
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4,1.5. Vectores plasmidicos

4.1.5.1. Vector de clonacién
Como vector de clonacion de partida se ha utilizado el plasmido pDriveAll (también nombrado como
pDA), modificado por el Dr. A. Ribeiro3® en el grupo de Materiales Avanzados y Nanobiotecnologia

BIOFORGE a partir del vector de clonaje pDrive de Qiagen.

EcoRI (307)

Earl - SapI (363)

Earl (414)
EcoRI (450)

chP pinding site lac

"4

bry, 6
c"’o: s
is Earl (s54)

pDAIllHis6Tag
3989 bp

Earl (1301)

(2563) Earl

Figura 6. Representacion esquemdtica del plasmido pDAH6. Se indican los sitios especificos de corte de las enzimas

de restriccion Earl, EcoRl y Sapl para este pldsmido.

Este plasmido ha sido modificado previamente a la realizacion de este trabajo, de forma que se le
ha introducido una cola de histidinas para la posterior purificacion del polimero por cromatografia
de afinidad, ya que la histidina es el aminoacido con mayor capacidad de interaccidon con matrices
de iones metdlicos inmovilizados. Por tanto, los experimentos de clonacién en este trabajo utilizan
como vector de clonacidn de partida el pDAHG6 (Figura 6). Ademads, contiene genes que le confieren

resistencia a los antibidticos Ampicilina y Kanamicina. Este vector esta constituido por 3988 pb.

4.1.5.2. Vector de expresion
Como vector de expresidn se ha utilizado el pldasmido pET7, compuesto por el vector de expresion

p7rare o pET7 (construido a partir de un pET-25b(+) (Figura 7) por la Dra. Alessandra Girotti° en el
grupo de Materiales Avanzados en Nanobiotecnologia BIOFORGE) y los insertos scFV y VOK. El
pldasmido contiene un gen que le confiere resistencia al antibidtico Ampicilina, ademas de
fragmentos de DNA imprescindibles para la sintesis del polimero recombinante tipo elastina que se

pretende producir.

En este trabajo se parte del pldsmido p7rare-scFv(P12)-VOK-H6 o p7-scFv(P12)-VOK-H6 ya
sintetizado. Es decir, previamente se ha construido un plasmido que contenia el inserto scFv(P12)-

VOK-H6 y este ha sido introducido en el vector de expresidon pET7 o p7rare mencionado.
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Figura 7. Representacion esquemdtica del vector de expresion pET-25 modificado, denominado pET7. En rojo se
representan las modificaciones del pET7 respecto del pET-25.

4.1.6. Plasmidos empleados para la introduccion de insertos

En el presente trabajo se ha necesitado introducir insertos génicos en los vectores plasmidicos
mencionados. Estos insertos contienen los genes que codifican los bloques cruciales para la

obtencidn del polimero recombinante que se sintetizara posteriormente.

4.1.6.1. pD-VOK
El inserto génico VOK, que adopta su nombre a partir del inserto proteico que codifica, se obtiene

a partir del vector de clonacién pDVOK. Este fragmento génico codifica un polimero policatidnico
cuya funcidn es interaccionar con las cargas negativas del DNA para formar un poliplexo estable. El

tamano de este inserto génico es de 1080 pb.

4 M

0 0
BN N N oH

v P G K G J72

Figura 8. Representacion esquemdtica de la molécula del inserto VOK. Se indican el nimero de veces que se repite la

secuencia y los aminodcidos representados, donde V es valina, P es prolina, G es glicina y K es lisina (segtn el codigo de
aminodcidos de una letra).

Este fragmento proteico esta constituido por la repeticidn de la secuencia de aminodcidos basica
de los ELR con la lisina como aminoacido huésped. Esta secuencia pentapeptidica se repite un total
de 72 veces, formando el polipentapéptido (VPGKG)7; (Figura 8), que le confiere un tamafio de 33

kDa. La gran cantidad de grupos amino cargados positivamente en condiciones fisiolégicas gracias
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a los 72 aminoacidos lisina a lo largo de la cadena polipeptidica es lo que aporta esa caracteristica

policatidnica al polimero.

4.1.6.2. Pldsmidos con scFv
El inserto génico scFv (single chain fragment variable) adopta su nombre a partir del inserto

proteico que codifica y posee actividad reconocedora de antigeno (anticuerpo).

Todos los fragmentos proteicos scFv poseen la caracteristica comun de tener 4 L-cisteinas (C)
capaces de formar dos puentes disulfuro formando la estructura terciaria de la proteina y

generando asi su conformacion nativa y activa.
En este trabajo se utilizan dos plasmidos que contienen fragmentos de scFv distintos.

4.1.6.2.1. Pldsmido PUC57-scFv(EpCAM)
Este inserto génico se obtiene a partir del vector pUc57-scFv(EpCAM) ya construido, adquirido
comercialmente, y esta constituido por 762 pb. Este fragmento génico codifica para el fragmento
de anticuerpo que se une de manera especifica al antigeno EpCAM (Epithelial Cell adhesion

molecule), el cual se encuentra sobreexpresado en tejidos de carcinomas de colon en humanos3®.

La secuencia de aminodcidos del fragmento proteico scFv(EpCAM) es la siguiente (aparecen

marcadas en amarillo las cuatro cisteinas que permiten el plegamiento de la proteina):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSTKSLLHSNGITYLYWYQQKPGKAPKLLIYOMSNLASGVPSRFSSSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCAQNLEIPRTFGQGTKVELKRATPSHNSHQVPSAGGPTANSGTSGSEVQLVQSG
PGLVQPGGSVRISCAASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLEWMGWINTYTGESTYADSFKGRFTFSLDTSASA
AYLQINSLRAEDTAVYYCARFAIKGDYWGQGTLLTVSS

4.1.6.2.2. Pldsmido PUC57-scFv(P12)
Este inserto se obtiene a partir del vector de clonacién pUc57-scFv(P12) ya construido, adquirido

comercialmente, y esta constituido por 720 pb. Este fragmento génico codifica para el fragmento
de anticuerpo que se une de manera especifica al antigeno Tenascina C, una proteina que se

encuentra sobreexpresada en tejidos tumorales en cdnceres de mama*,

La secuencia de aminoacidos de la proteina scFv(P12) es la siguiente (aparecen marcadas en

amarillo las cuatro cisteinas que permiten el plegamiento de la proteina):

VEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGQYSMSWVRQAPGKGLEWVSAITGTGGSTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGRRIFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGESGGGGSSEL
TQDPAVSVALGQTVRITCOGDSLRROPASWYQOKPGQAPVLVIYYKKLRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTI
TGAQAEDEADYYCNSFSPKPKPVVFGGGTKLTVLG
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4.1.7.
Se utilizaron diferentes tipos de enzimas para el tratamiento y manipulacion del DNA plasmidico.

Enzimas

Para el uso de todas ellas se siguid cuidadosamente el protocolo correspondiente (Thermo Fisher®)

y se utilizé su correspondiente tampdn o buffer.

4.1.7.1. Enzimas de restriccién
Las enzimas de restriccién son proteinas endonucleasas con actividad catalitica nucleasa, es decir,
catalizan la reaccién de hidrdlisis de enlaces fosfodiéster en secuencias de pares de bases muy
especificas, originando diferentes fragmentos de restriccion a partir de un fragmento de DNA. En
este trabajo se emplearon enzimas de restriccion de tipo Il y de tipo IIS. A continuacidn, se muestran
las enzimas de restriccion de tipo Il que se han utilizado (Tabla 1).
Tabla 1. Enzimas de restriccion. Se muestran sus secuencias diana y su uso principal en este trabajo.

Enzima de

- Secuencia diana
restriccion

Tampon o buffer Uso en este trabajo

Digestiones analiticas:
Identificacion cualitativa de

5 GIAATTC3 Green Buffer Fast Digest

EcoRl

S LT TRAID 10x fragmentos de DNA.
Digestiones analiticas: Digestiones analiticas:
o 5 CTCTTCNINNN 3’ (f(;ien Buffer Fast Digest :c(ri:nr:ziglso;\ec;?\llxatlva de
3GAGAAGNNNNE =% T e o
Digestiones preparativas: Digestiones preparativas:
Tango Buffer 10x Extraccion de inserto en pDA.
5GCTCTTCNINNN 3’ Digestiones preparativas:
B 1
3Pl 3 CGAGAAGNNNNIy onsoBuffer10x Linealizacién de pldsmidos.
Digestiones analiticas:
5 ATITAAT3 Identificacion cualitativa de
Vspl , I_Tl , Tango Buffer 10x fragmentos de DNA.
3’TAATITAS . . .
Digestiones preparativas:
Digestion de plasmidos.
, , . Digestiones analiticas:
Xbal g, ;E—];’L'\I'CéA 2, i;ien Buffer Fast Digest Identificacién cualitativa de

4.1.7.2. Enzimas de modificacion

fragmentos de DNA.

En este apartado se hace referencia a otras enzimas (tipo IIS) que han sido utilizadas en este trabajo
pero que no tienen la mencionada actividad endonucleasa, sino que cumplen otras funciones. Son
las siguientes:
- T4 DNA Ligase. Enzima con actividad ligasa. Su funcién es catalizar la formacion de enlaces
fosfodiéster entre los extremos 3’ y 5’ de una cadena de DNA linealizada.
- FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase). Enzima fosfatasa de la familia de las

esterasas. Su funcidn es catalizar la reaccién de defosforilacion de fragmentos de DNA, es
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decir, aumentar la velocidad de reaccién de hidrdlisis de los grupos fosfato del DNA,

evitando asi su linealizacion sin haber incorporado el inserto en la reaccién de ligacion.

4.1.8. Kits para el tratamiento de DNA
Dado que en este trabajo se pretende obtener biopolimeros con caracteristicas concretas que

cumplan funciones especificas, cabe destacar la importancia de trabajar con fragmentos de DNA
puros de secuencias y concentraciones conocidas. Para asegurar que esto se cumpla, se trabaja con
kits que contienen protocolos previamente optimizados por la marca comercial con el objetivo de
garantizar la eficacia del procedimiento experimental. Estos kits son:

- NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel). Se utiliza para la purificacion de
pequefias muestras de DNA plasmidico a partir del cultivo bacteriano previo (5-10mL). El
fundamento tedrico en que se basa la técnica se explica en el apartado 4.2.7.1.

- Purelink Quick Gel Extraction Kit (/nvitrogen, Life Technologies). Se utiliza para la
purificacién de DNA a partir de una banda de gel de agarosa. El fundamento teérico en que

se basa la técnica se explica en el apartado 4.2.7.2.

4.2. METODOS

4.2.1. Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un método empleado para separar macromoléculas en funcién de su

tamano, carga eléctrica y otras propiedades como su conformacién.

La muestra debe situarse en o sobre un medio soporte con objeto de evitar perturbaciones
mecdnicas y corrientes de conveccién durante la separacién. Los medios de soporte (“geles”,
medios semisélidos o gelatinosos) estan formados por polimeros que forman una malla, matriz o
red tridimensional a través de la cual deben avanzar las moléculas de la muestra gracias a la tensién
eléctrica aplicada, quedando la muestra embebida en el medio de soporte electroforético. Como
consecuencia, la friccion es notable y los factores de forma y tamafio adquieren una alta relevancia

en la separacion.

4.2.1.1. Electroforesis de DNA en gel de agarosa
En concreto, la electroforesis de DNA en geles de agarosa (Figura 9) permite la separacién de DNA,

plasmidos o fragmentos génicos en base a su tamafio.

_— "pocillos” para depositar las
'f'—- muestras de DNA
(fragmentado con |
endonucleasas de restriccion)
¥ los palrones

- &l (de agaresa o
poliscrilamida)

fuenbe d.e ahmentg_c_.lm el gel y ol tampan
{camients {t i

o de separacion
continwa antre tiznen pH alcaling
|5 axtremos (el DA adguiere
del gel) canga negativa)

Figura 9. Representacion esquemadtica de una electroforesis de DNA en gel de agarosa.
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La agarosa, coloide natural que se extrae de las algas, es un polisacarido lineal que forma fibras
helicoidales al solidificar, creando una malla tridimensional de canales con didmetros entre 50 y
>200 nm. El tamafio de estos canales puede ser controlado variando la concentracién y tipo de
agarosa. Se emplean para separar moléculas de diferentes rangos con un peso molecular desde 20
pb hasta mds de 20 kbases. En la Tabla 2 se puede observar la gama de tamafios de los fragmentos

de DNAy el porcentaje de agarosa dptimo.
Tabla 2. Porcentaje optimo de agarosa en el gel de electroforesis en funcion del tamarfio del fragmento
de DNA a analizar en pares de bases.

% (m/v) de agarosa SeaKem® en el gel Rango de tamaiios de los fragmentos de
(disuelta en Buffer TAE) DNA medido en pares de bases
0.75 10000-15000
1.0 500-10000
1.25 300-5000
1.5 200-4000
2.0 100-2500
2.5 50-1000

El disolvente es un tampdn Buffer TAE, un tampdn de separacién cuyo pH de 8 permite que los
grupos fosfato de las moléculas de DNA se encuentren cargados negativamente asegurando que la
carga de las moléculas sea constante e idéntica, y por tanto garantizando la separacién unica y

exclusivamente en funcion del tamafio de las mismas.

El gel de agarosa se prepara segun el porcentaje dptimo de polimero (Tabla 2) disolviéndolo en la
cantidad adecuada de Buffer TAE. Se calienta después hasta los 50°-60° C para obtener una mezcla
homogénea, y por ultimo se vierte en un formador con el peine adecuado que generard los pocillos
donde se introduciran las muestras. Cuando el gel solidifica, se dispone en una camara de
electroforesis y se integran las muestras en un tampdn de carga (DNA Loading Buffer) cuyas
funciones son mantener el pH en un valor de 8 y seguir del avance de la electroforesis gracias al
frente del colorante Azul de Bromofenol. Entonces se cargan las muestras y un marcador de

referencia (apartado 4.2.8).

A continuacidn, los geles se someten a un voltaje fijo comprendido entre 2y 7 V/cm que distan los
electrodos segun la electroforesis sea preparativa (menor voltaje) o analitica (mayor voltaje). Esto
depende de la finalidad con la que se realice la electroforesis: analitica, con el fin de identificar
fragmentos cualitativa y cuantitativamente para comprobar el éxito de una reaccién previa; o
preparativa, con el fin de aislar, extraer y purificar un determinado fragmento de DNA contenido
en una banda del gel (el proceso de purificacion se explica en el apartado 4.2.7.2). En las
electroforesis preparativas es mucho mas importante la resolucidn, por tanto se busca que las
bandas se desplacen lentamente y por ello el voltaje usado es menor que en las electroforesis
analiticas. La electroforesis finaliza cuando los colorantes de referencia alcanzan una posicion

concreta en el gel.
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Terminada la electroforesis, el gel se tifie con la disolucidn de tefiido para gel de agarosa (apartado
4.1.3.2), que contiene un marcador fluorescente de DNA (fluoréforo protegido bajo patente) que
es capaz de intercalarse entre las bases nitrogenadas del DNA en Buffer TAE durante unos minutos.
Posteriormente, el gel puede ser observado empleando un transiluminador de luz UV Gel Doc™ EZ

Imager.

4.2.1.2. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE discontinuo)
En este trabajo se utilizan geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-

PAGE) para la separacidn e identificacion de proteinas. El gel de poliacrilamida es el resultado de la
polimerizacién quimica de una mezcla de acrilamida y bisacrilamida (Figura 10). Regulando sus
concentraciones y proporciones se consiguen diferentes porosidades, que determinaran el avance

de las moléculas de la muestra.

058, S0
- - - f(')é'
05 0—0-8S0s + \NN N\ > ~ ({‘ -
Sodium Persulfate TEMED /I;JNN.\\
N—-~—N -
T ~ ~
SO + Hzc/ ’; D — N—-——N + HSO:
4 e T e
ll | HC
S
HSO; + H,0 ——» H,50,+0H"
K = HSO] = HO
H H

C=0 C
LH; fL H; NH:

Figura 10. Mecanismo radicalario de formacion de poliacrilamida.

Para que los componentes tengan una relacion masa/carga constante, se afiade un detergente
anionico (SDS). Cada molécula de detergente se une a dos aminoacidos, de modo que las moléculas
gue contengan el mismo nimero de aminodcidos se desplazaran a la misma velocidad. Ademas, el
complejo SDS-proteina estd cargado negativamente, por tanto, la carga de la proteina no afectara
a su velocidad de avance. Otra de las funciones que tiene este detergente, unido al B-
mercaptoetanol, es la de desnaturalizar las proteinas de modo que se mantengan en su forma
lineal. Todo este mecanismo conjunto provoca que la velocidad de desplazamiento de las moléculas

dependa Unicamente de su masa.

Existe una expresion que relaciona linealmente el logaritmo de la masa molecular de la proteina

con su Rf (factor de retraso), donde:

Distancia de migracion de la proteina (cm)

Distancia del frente (cm)
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Siendo asi, se puede comparar el logaritmo de la masa molecular con el Rf y determinar la masa

molecular de las proteinas en la muestra.

Este gel de poliacrilamida requiere dos medios diferentes: un gel compactador, con menor
concentracién de acrilamida y menor pH, cuya funcién es permitir la formacién del frente de
proteinas en una banda compacta; y un gel de resolucidon con mayor concentracién de acrilamida 'y
mayor pH, cuya funcién es permitir el avance de las proteinas y su separacion por tamafio. El gel
compactador 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 dar lugar a una especie radicalaria. Este iniciador reacciona a su vez con la
acrilamida formando la mencionada malla tridimensional. Esto da lugar a una mayor rigidez en el
enrejado polimérico del gel. El gel de resolucidn se prepara con los mismos reactivos que el gel
concentrador variando la concentracién y el pH del Tris (1.5M; pH=8.8). Las cantidades que se
afaden a cada uno de ellos dependen del porcentaje de acrilamida del gel y del intervalo de masas
moleculares en el que se encuentren las masas de las proteinas que se pretendan separar. La
electroforesis se desarrolla a amperaje constante (25mA) durante aproximadamente una hora o
cuando los colorantes de referencia, que poseen tanto el marcador como las muestras, alcancen el

extremo del gel.

Ademas de las muestras a analizar, debe afiadirse en uno de los pocillos del gel un marcador de
referencia para la identificacion del peso molecular de los fragmentos proteicos. En este trabajo se
utiliza el marcador NZY-Bluesafe®, una disolucidon que contiene fragmentos proteicos de tamanos
y en cantidades perfectamente conocidos (Figura 11). De esta manera se utiliza como patrén
comparativo en las electroforesis de DNA, pudiendo realizar una semicuantificacién del tamafo de
los fragmentos de DNA de la muestra en un intervalo entre 10 y 180 kDa.

Band size (kDa)

180
135
100

60
e 45

w— 35

20
- 15
— 10

Figura 11. Bandas del marcador NZY-Bluesafe® en gel de poliacrilamida.

El ultimo paso es el tefiido del gel con el tinte adecuado. El Azul de Coomasie es un tinte que se une

eficazmente a muchos tipos de proteinas. Su uso es limitado en proteinas con caracteristicas
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hidrofdbicas, en cuyo caso es mejor opcidn utilizar un tefiido con disolucién de cloruro de cobre. En
el caso de usar Azul de Coomasie, se destifie introduciéndolo en una disolucion de destefiido para
este tinte y calentandolo 30 segundos. En el caso de utilizar cloruro de cobre como tinte, se destifie
simplemente introduciéndolo en agua destilada. Una vez destefiido, las bandas pueden observarse

empleando un transiluminador de luz blanca Gel Doc™ EZ Imager.

A la hora de asignar el tamafio de los fragmentos en base al patrén de bandas del marcador, se ha
de tener en cuenta el retraso electroforético que provoca que las bandas aparezcan a un tamafio
de banda algo mayor del real. Esto se debe a la lentitud con la que avanza el ELR en el gel a causa
de su hidrofobicidad.

4.2.2. Digestion de DNA mediante enzimas de restriccidn

Se conoce como digestién al proceso por el cual una secuencia de DNA, llamada secuencia diana,
es reconocida por enzimas de restriccién con actividad endonucleasa que son capaces de cortar
dicha secuencia de forma especifica. Son secuencias cortas, a menudo palindrémicas, de entre 4 y
6 nucledtidos. En el apartado 4.1.4.1 de este trabajo se han mencionado las enzimas de restriccidn

gue se han utilizado con sus secuencias diana correspondientes.

Las digestiones pueden realizarse con dos objetivos: identificar de forma cualitativa los fragmentos
de DNA obtenidos para comprobar que una reaccion previa ha ocurrido correctamente, en cuyo
caso se llama digestién analitica; u obtener un fragmento de DNA o plasmido para purificarloy darle
un uso posterior, en cuyo caso se llama digestion preparativa. Las cantidades, el tipo de enzima y
los tiempos necesarios a la hora de llevar a cabo un tipo de digestion u otro son algo diferentes, y
es importante respetar las indicaciones de los protocolos que proporciona la casa comercial en
cuanto a concentracidn, temperatura, pH, tampdn y tiempo de reaccion, para obtener la maxima

eficacia.

En el caso de las digestiones analiticas, se han utilizado las enzimas de restricciéon EcoRl, Earl, Vspl

y Xbal. Se mezclan 200-1000 ng de plasmido con tampdn Green Buffer Fast Digest. La enzima se
afiade en la concentracion especificada en el protocolo. Esta digestién debe transcurrir durante

aproximadamente 60 minutos en un incubador estatico a 37°C.

En el caso de las digestiones preparativas, se han utilizado las enzimas de restriccion Sapl, Vspl y

Earl. Se mezclan 4000 ng de plasmido con tampdn Tango Buffer. La enzima se anade en la
concentracién especificada en el protocolo. Esta digestion debe transcurrir durante

aproximadamente 16 horas en un incubador estatico a 37°C.

4.2.3. Defosforilacion de DNA
Cuando se pretende realizar una clonacidn con el objetivo de introducir un inserto génico en la

secuencia de un plasmido, este se debe encontrar en forma lineal, para lo cual debe haber sido
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linealizado. Para que este plasmido lineal no vuelva a ciclarse espontdneamente si sus extremos
son complementarios, se le somete a un proceso de defosforilacién mediante el cual se produce la
hidrélisis del grupo fosfato del extremo 5’ de la secuencia de DNA. Este proceso se lleva a cabo

utilizando la enzima FastAP.

Para llevar a cabo la reaccion se anade a la disolucion plasmidica la cantidad de enzima indicada
por el protocolo segun su actividad. Esta reaccion debe transcurrir durante 10 minutos en un
incubador estatico a 37°C. Después se debe desactivar la enzima para frenar la reaccidn, ya que
podrian producirse defosforilaciones indeseadas en otros puntos de la cadena. Para ello se

introduce durante 5 minutos en un bafio a 75°C.

4,24, Reacciéon de ligacion de DNA en el proceso de clonacién

Para llevar a cabo la reaccién de ligacion entre los plasmidos y los insertos génicos utilizados, es
necesario poseer previamente un plasmido linealizado y defosforilado para que actie como vector
de clonacién. El objetivo de la reaccidon es introducir en dicho plasmido un inserto que se encuentra
ya purificado y que codifica para el biopolimero de interés. Esta reaccion es catalizada por la enzima

T4 Ligasa.

El proceso de reaccidn se lleva a cabo mezclando 70 ng del plasmido linealizado con la cantidad del
inserto necesaria atendiendo a su concentracién (puede ser en relacion molar 1:1, 1:2, etc).
Ademas, se afiaden la enzima T4 Ligasa y el tampdn Ligase T4 Buffer, en las proporciones indicadas

por la casa comercial.

42,5, Transformacidn en cepas bacterianas

La transformacion es el proceso por el cual las células captan DNA libre presente en el medio (Figura
12). El plasmido obtenido tras la reaccion de ligacion debe introducirse en la célula anfitriona para
que, posteriormente, los ribosomas que se encuentran en el citoplasma lleven a cabo los procesos
de replicacion y traduccidn, y sinteticen el biopolimero que se pretende obtener. Estos procesos de
replicacién y traduccion se llevan a cabo de forma independiente al genoma bacteriano gracias a
qgue el plasmido posee un origen de replicacidon y promotores independientes que permiten su
replicaciéon y expresién individualizada.

N

i

—
\ N
PLASMIDO CELULA
l BACTERIANA

CELULA TRANSFORMADA
Figura 12. Representacion esquemdtica del proceso de transformacion bacteriana.

Para que la transformacién tenga lugar, la bacteria debe encontrarse en el llamado estado de

competencia, que ocurre en determinadas condiciones fisioldgicas. En este estado, la bacteria
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presenta alteraciones en su pared y membrana celulares, que permiten la entrada de acidos
nucleicos en la célula. En este trabajo se han utilizado tres cepas diferentes (apartado 4.1.4.1) de la
bacteria E. coli para llevar a cabo este proceso. Cada una de estas cepas tiene un protocolo de
transformacion especifico respecto a volimenes y tiempos de incubacién. Se va a describir primero

el procedimiento general, para pasar después a explicar las especificaciones para cada cepa.

Las bacterias competentes, conservadas previamente a -80°C, el DNA plasmidico y un tubo de 14
mL deben atemperarse unos minutos a 4°C antes de la transformacion. La mezcla de las bacterias
y el DNA plasmidico debe incubarse a 4°C para aplicar después un choque térmico a 42°C con objeto
de favorecer la permeabilizacidén de la pared y membrana bacterianas. Tras el choque térmico se
incuban 2 minutos mas en hielo, se afiade el medio S.0.C y se incuba 1 hora a 37°C con agitacién
orbital constante a 250 rpm. Transcurrido ese tiempo de incubacién, se siembra un volumen
adecuado de la mezcla en placas de LB-Agar previamente preparadas con el antibidtico
correspondiente, ya que las bacterias adquieren resistencia a antibidticos gracias a la

transformacion realizada con el plasmido que confiere dicha resistencia.

Las placas permanecen almacenadas boca abajo en la incubadora estatica durante unas 16 horas a
una temperatura de 37°C envueltas en papel de aluminio para minimizar la evaporacién. Durante

este tiempo crecen colonias aisladas o clones.

Para comprobar que la transformacién ha ocurrido de forma satisfactoria, se selecciona un nimero
de colonias aisladas, se realiza una segunda siembra en medio liquido (apartado 4.2.6.), se extrae

el DNA plasmidico y se realiza una digestidon diagndstica o screening y su analisis electroforético.

4.2.5.1. Transformacion con NZY5a Competent Grade Cells
En la transformacion con esta cepa se utilizan 20 pL de bacterias competentes y 5 pL de disolucidn

plasmidica. La mezcla se incuba 30 minutos en hielo previamente al choque térmico a 42°C de 40
segundos exactos. Tras 2 minutos mas de incubacion en hielo, se afiaden 450 pL de medio S.0.Cy
se incuban a 37°C en la incubadora dindmica. Después, 60 y 120 uL de la disolucion se siembran en

dos placas, con los antibiéticos Kanamicina y Ampicilina incorporados.

Esta cepa bacteriana es una cepa de clonacion, es decir, el objetivo es obtener una elevada tasa de

replicacién del pldsmido para obtener la mayor cantidad posible del mismo.

4.2.5.2. Transformacion con SHuffle® T7 competent E.coli: cepa de expresion
En la transformacion con esta cepa se utilizan 20 pL de bacterias competentes y 1-5 pL de disolucién

plasmidica. La mezcla se incuba 2 minutos en hielo previamente al choque térmico a 42°C de 30
segundos exactos. Tras la incubacién en hielo, se afladen 250 pL de medio S.0.Cy se incuban a 37°C.
Después, 60 y 120 uL de la disolucidn se siembran en dos placas, con el antibidtico Ampicilina

incorporado, 20 y 40 pL de la disolucién.
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Esta cepa bacteriana requiere el uso del inductor de la expresién IPTG. Cuando lleva a cabo la
incubacién para el crecimiento en medio liquido, debe medirse la densidad éptica y afiadirse IPTG
hasta 0.4mM cuando esta alcance un valor entre 0.4 y 0.8. Después se deja continuar la incubacion

con normalidad.

4.2.5.3. Transformacion con BLR(DE3) competent cells: cepa de expresién
En la transformacidn con esta cepa se utilizan 20 L de bacterias competentes y 1 uL de disolucién

plasmidica. La mezcla se incuba 5 minutos en hielo previamente al choque térmico a 42°C de 30
segundos exactos. Se atemperan en hielo, se afiaden 80 uL de medio S.0.C y se incuban a 37°C.
Después se siembran en dos placas, con el antibiético Ampicilina incorporado, 20 y 40 pL de la

disolucién.

En ambas cepas de expresion (apartados 4.2.5.2 y 4.2.5.3), el objetivo es la sintesis o bioproduccién
de la proteina que codifica el plasmido introducido mediante el proceso de traduccién en los
ribosomas bacterianos. En este caso no es tan importante la cantidad de pldsmido obtenido sino la
capacidad de la bacteria para dar una tasa de expresidn considerable del biopolimero de interés. El

proceso de bioproduccién de un polimero se explica en el apartado 4.2.12 de este trabajo.

4.2.6. Crecimiento de bacterias en medio liquido

Tras la transformacién en cepas bacterianas y la siembra de las mismas en placas de LB-Agar, es
necesario realizar una resiembra en medio liquido para comprobar que la transformacion ha

ocurrido correctamente o para seleccionar las colonias que expresen la mayor cantidad de proteina.

Se transfiere un numero significativo de colonias a tubos con el medio y el antibidtico necesarios
segun las caracteristicas del plasmido introducido. Se incuban las bacterias a 37°C unas 16h en
agitacién orbital. Una vez terminado este proceso, se procede al andlisis que se visualiza por

electroforesis.

4.2.7. Purificacién de DNA plasmidico
Cuando se trabaja con plasmidos, ya sea para que actlien como vectores o para extraer de ellos un

inserto génico, es necesario tener la seguridad de que este DNA se encuentra puro en la disolucién.

El método de purificacidn se elige segun el tratamiento previo que haya tenido la muestra de DNA.

4.2.7.1. Purificacion de DNA plasmidico a partir de un cultivo bacteriano en E.coli: Purificacion
con Protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid NoLid
Este método de purificacidon se utiliza en el caso de que se pretenda extraer y purificar DNA

plasmidico a partir de un cultivo bacteriano. Este DNA se encuentra en el citoplasma celular y el
objetivo es eliminar los restos celulares para obtener una disolucidon que contenga Unicamente el

plasmido de interés.
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Para llevar a cabo este proceso se utiliza el kit mencionado en el apartado 4.1.8 de este trabajo,

siguiendo el esquema que aparece en la Figura 13.
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Figura 13. Representacion esquemdtica del proceso de purificacion de DNA plasmidico a partir de un cultivo
bacteriano en E. coli. Las etapas son las siguientes. A: lisis alcalina y neutralizacion. B: clarificacién del lisado. C:
extraccion en fase sélida en columna. D: lavado para la eliminacion de interferentes polares. E: elucion del DNA
plasmidico purificado.
Existen dos protocolos basados en la lisis alcalina que se utilizan para este tipo de purificaciones y
que utilizan el mismo material, pero variando las cantidades de reactivos, dependiendo si el vector
de clonacidn es high copy o low copy. En el caso de este trabajo se ha trabajado con: el vector de
clonaciéon de tipo high copy pDA (la tasa de replicacion del vector es elevada); y el vector de

expresion pET7, low copy (la tasa de replicacién es baja, pero la tasa de expresion es elevada).

Para llevar a cabo este protocolo se realiza un cultivo bacteriano previo en medio liquido en un
volumen de 5 mL de medio en el caso de vectores high copy, y 10 mL de medio en el caso de
vectores low copy. El procedimiento a seguir viene indicado en el protocolo proporcionado por la
casa comercial. A continuacién se indica simplemente la funcidon de cada reactivo de forma
cronoldgica. El primer paso del proceso permite un lavado y permeabilizacion de células y la
degradacidn del RNA en disolucién (Buffer Al). A continuacidn se lleva a cabo la lisis alcalina (Buffer
A2), que rompe la pared celular y permite la salida del DNA plasmidico al medio extracelular y su
posterior aislamiento. Esta lisis concluye al afiadir el reactivo neutralizante (Buffer A3). Los pasos
siguientes se realizan con el fin de purificar exhaustivamente el plasmido usando minicolumnas de
extraccién en fase sdélida (SPE) (Etapa C, Figura 13). El siguiente paso es realizar un lavado con Buffer
AW, que tiene mucha afinidad por los mencionados interferentes, y poca por el DNA, con lo cual
los interferentes que hayan sido absorbidos por la columna eluirdn en este tampdn (Etapa D, Figura
13). El siguiente paso es la adicion del Buffer de lavado A4 que contiene etanol, cuya funcién es
eliminar posibles interferentes polares que hubieran podido ser absorbidos en la columna. En este
punto de la purificacidn, en el sorbente de la columna solo estd retenido el DNA plasmidico. Para
realizar su elucion se utiliza el Buffer AE (5M Tris-HCl, pH 8.5) (Etapa F, Figura 13), que tiene mas

afinidad por el DNA que la silica de la columna, por tanto, es capaz de eluirlo.

La concentracién del DNA plasmidico purificado final se mide como se ha descrito en el apartado
4.2.9. El plasmido purificado debe almacenarse a 4°C para su uso inmediato o a -20°C para

almacenamientos mas largos.
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4.2.7.2. Purificacion de DNA plasmidico a partir de un gel de agarosa
Cuando se pretende purificar DNA plasmidico u otros fragmentos génicos tras una electroforesis

preparativa (apartado 4.2.1.1), el gel se tifie normalmente y se lleva a un transiluminador de luz
ultravioleta. La banda con fragmento de DNA de interés se aisla cortandola con un bisturi y se
procede a su purificacion siguiendo el protocolo del kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen, Life Technologies). A continuacidn se explica el procedimiento de forma general.

La banda de gel cortada debe redisolverse para su purificacién (Solubilization Buffer L3). En este
punto del proceso, se tiene el fragmento de DNA libre en una disolucién que contiene, ademas, los
componentes del gel de agarosa. El objetivo es obtener una disolucién del DNA puro. En este
trabajo, esta purificacidn se realiza por extraccion en fase sélida utilizando una centrifuga. Para ello
se utilizan minicolumnas de extraccion en fase sélida (SPE), ya que la silica que contiene la fase
solida tiene elevada afinidad por el DNA y poca afinidad por el resto de biomoléculas. A
continuacién se realiza un lavado cuya funcidn es eliminar posibles interferentes polares que
hubieran podido ser absorbidos en la columna (Buffer W1). Por ultimo, se eluye el DNA (Buffer de

elucion E5).

El DNA plasmidico final obtenido es un DNA purificado listo para su uso posterior, y por tanto se
mide su concentracién como se describe en el apartado 4.2.9. El pldsmido purificado debe

almacenarse a 0°C para su uso inmediato o a -20°C para almacenamientos mds largos.

4.2.8. Identificacién y analisis de los fragmentos de DNA
El marcador NZYLadderlll (NZYTech) es una disolucidon que contiene 14 fragmentos de DNA, de

tamafios y en cantidades perfectamente conocidos (Figura 14).

De esta manera se utiliza como patréon comparativo en las electroforesis de DNA, pudiendo realizar
un grafico que compare el tamafio y recorrido de los fragmentos de DNA del marcador (linea de
calibrado). Es posible entonces realizar una semicuantificacion del tamafio de los fragmentos de

DNA de la muestra en un intervalo entre 200 y 10 000 pb.

Band size (bp) ng/band

. . |

3000 30
2500 25
2000 20
1400 14
1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

Figura 14. Bandas del marcador NZYLadder Il en gel de agarosa.
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4,29, Determinacion de la concentracion y la pureza de los fragmentos de DNA

Tras una purificacion de DNA, es necesario conocer la concentracion de dicho DNA en disolucién.
Para ello se realiza un analisis de absorbancia en un espectrofotometro de microgota NanoDrop
2000 (Thermo Scientific), que permite determinar cuantitativamente la pureza de muestras génicas
con un volumen de 1 pL. La absorbancia y la concentracion pueden relacionarse mediante la Ley de
Lambert-Beer: A = &cl, donde A es la absorbancia a la longitud de onda seleccionada; € es la
absortividad molar a esa longitud de onda en mol/L; c es la concentracién de la biomolécula que
absorbe la radiaciéon en mol/L; y | es el camino éptico en centimetros que recorre la radiacion al

pasar a través de la muestra.

El espectrofotometro es de UV-Visible de espectro completo y la radiacion es emitida por dos
ldamparas: una de Deuterio para la zona del ultravioleta, y una de Wolframio para la zona del visible.
La radiacion debe atravesar un monocromador con el fin de hacer incidir sobre la muestra un haz
de radiacién de una sola longitud de onda. Este monocromador consta de una rendija de entrada,
un sistema dispersante (red de difracciéon) y una rendija de salida. El espectrofotometro es capaz
de evaluar la relacion de absorbancias a dos longitudes de onda diferentes. Por tanto, se pueden
obtener dos indices de pureza: relacién A260/A280 (absorbancia a 260 nm en relacidn a la corregida
a 280 nm); y relacién A260/A230 (absorbancia a 260 nm en relacidn a la corregida a 230 nm). Esto

permite evaluar la pureza del DNA segun la Tabla 3.

Tabla 3. Grados de pureza segun los valores de absorvancia en muestras de DNA medidas en NanoDrop 2000.

Relacion Valor (uds. absorbancia) Pureza
>2 Contaminacion con RNA
1.8-2.0 DNA de pureza 6ptima
A260/280
1.6-1.8 DNA de pureza aceptable
<1.6 Presencia de aromaticos
1.5-2.2 DNA de pureza 6ptima
A260/230 . .
<1.5 Presencia de sales, carbohidratos y fenoles

Los indices de pureza son sensibles a la presencia de contaminantes en la muestra, como los

disolventes y reactivos residuales que se utilizan normalmente en la purificacién®’.

Es necesario utilizar un blanco para disminuir el ruido de fondo de la forma mas eficazmente
posible. De esta manera disminuye el limite de cuantificacién (LOQ), pudiendo asi detectar
concentraciones mas bajas sin disminuir la fiabilidad de los resultados. Como blanco se utiliza el

buffer de elucién con el que se haya realizado la purificacion del DNA contenido en la muestra.

4.2.10. Secuenciacidon del DNA
El objetivo de la secuenciacién es conocer el orden de los monémeros que componen un polimero

lineal como es, en este caso, el DNA. Del orden de nucledtidos del DNA, asi como de sus bases
nitrogenadas (adenina, A; guanina, G; citosina C; timina, T) se puede inferir su evolucidon y funcion,

ademads de servir como comprobacidn el éxito de procesos en ingenieria genética.
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La estrategia general implica: la degradacién especifica y el fraccionamiento de los polinucledtidos
de interés a fragmentos suficientemente pequefios para ser secuenciados; la secuenciacion
propiamente dicha de estos fragmentos; y el ordenamiento de los mismos. Esto se puede llevar a
cabo por distintas técnicas. En este caso se utiliza el método Sanger, el cual se basa en generar, por
replicacién in vitro de un DNA, segmentos copia con el mismo origen, pero distinta longitud, que se
separan por electroforesis capilar. Se consigue que tengan el mismo origen utilizando primers o
cebadores especificos, que reconocen una secuencia concreta hibriddandose a la hebra de DNA. La
DNA polimerasa elonga la cadena en sentido 5’-3’ a partir de dichos primers. Se consigue que
tengan distinta longitud utilizando didesoxiNTPs, bases de DNA modificadas con fluorescencia, que
actian como terminadores, ya que su incorporacion en lugar de una base convencional detiene el

crecimiento del fragmento copia porque no puede reaccionar con la polimerasa.

Se prepara una mezcla que contiene: bases de DNA trifosfato (A, C, G y T), DNA polimerasa, DNA
primer y bases de DNA modificadas con fluorescencia (didesoxiNTPs). Se introducen en un
termociclador que llevard a cabo la amplificacién, y el proceso que ocurre en su interior es una
consecucién de calentamientos y enfriamientos que permiten la sintesis de los diferentes
fragmentos de DNA. Los fragmentos de DNA sintetizados llegan al final del tubo capilar separados
por tamafios y un laser permite medir la fluorescencia de la base modificada terminadora de cada
fragmento. Cada base emite fluorescencia a un color diferente: A verde, C azul, G amarillo, T rojo
(segun el codigo de bases nitrogenadas). Por tanto, se obtiene informacién de cada nucleétido uno

a uno hasta completar la secuencia.

Esta secuenciacion se lleva a cabo en Cenit Support Systems S.L., en el Parque Cientifico de la

Universidad de Salamanca.

4.2.11. Preparacion de muestras para electroforesis SDS-PAGE

Tras un crecimiento bacteriano en una cepa bacteriana de expresion, es necesario el aislamiento y
ruptura de las células para obtener la proteina expresada y llevar a cabo un analisis de la misma por

electroforesis en gel de poliacrilamida o SDS-PAGE.

Para ello se toma 1 mL del medio con las bacterias y se somete a dos ciclos de lavado en los cuales
el cultivo se precipita con una centrifuga a 11 000 xg durante 45 segundos, se descarta el
sobrenadante, se afade 1 mL de agua ultrapura y se resuspende el precipitado por completo.
Realizado el lavado, se afiaden 200 plL de agua ultra pura y se toman en un nuevo tubo 20 pL de la
muestra anterior afiadiendo 5 L de Protein Loading Buffer 5x (1:4 v/v). Se calientan las muestras a
1002C durante 5 minutos. El B-mercaptoetanol presente en el buffer, favorecido por la alta
temperatura, reducird los puentes disulfuro en caso de haberlos. Por su parte, el SDS

desnaturalizard las proteinas desplegandolas.
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4.2.12. Bioproduccion de polimeros recombinantes

La produccion de un polimero recombinante tipo elastina parte de un vector de expresién
ingenierizado de forma recombinante que incluye el DNA que codifica para dicho polimero
(apartados 4.2.4.;4.2.5.1; y 4.2.5.2). Lo que se pretende es favorecer la expresion de los genes que
contiene ese plasmido para obtener el polimero recombinante y para la posterior purificacién del
mismo. En este trabajo se han utilizado dos cepas diferentes de E. coli para llevar a cabo esta
produccién: SHuffle® T7 competent E.coli y BLR (DE3) E. coli.

Tras la transformacion en la correspondiente cepa bacteriana, y obtenidas las diferentes colonias
en placas de LB-Agar, se debe determinar la colonia mas productora, esto es, qué colonia posee
mayor cantidad de proteina expresada. Para ello se realiza una segunda siembra en medio liquido
(apartado 4.2.6) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (apartado 4.2.1.2). A partir de dicha
colonia mas productora se puede realizar un segundo screening, esto es, volver a realizar una
siembra en placas de LB-Agar y repetir el proceso para acabar seleccionando la colonia mas
productora del subcultivo a partir de la colonia mas productora del cultivo inicial. La bioproduccion

se llevard a cabo a partir de la colonia seleccionada.

El proceso comienza con la preparacion de un pre-inéculo en 5 mL de medio LB con antibidtico
Ampicilina 100 mg/mL hasta una concentracion del 0.1% y 250 ulL de glucosa al 20% (m/v) en un
tubo estéril de 50 mL. Este pre-inéculo se incuba a 37°C en agitacion orbital a 250 rpm durante 16
horas. La glucosa es necesaria para inhibir la expresion génica durante el crecimiento de la biomasa,
ya que actia como represor de la traduccidén en E. coli. El siguiente paso es preparar el indculo
transfiriendo 100 pL del pre-indculo a un matraz Erlenmeyer estéril de 250 mL con 30 mL de medio
LB, Ampicilina 100 mg/mL hasta una concentracién del 0.1% (v/v) y 1.5 mL de glucosa al 20% (m/v).
Este indculo se incuba a 37 °C en agitacién orbital a 250 rpm durante 6 horas. Se deben tomar dos
muestras de 1 mL de este indculo antes de continuar con el siguiente paso, que permitira realizar
un posterior seguimiento de la bioproduccién. El hecho de hacer un pre-inéculo y un posterior
inéculo con medio de cultivo nuevo favorece el crecimiento de la biomasa de las bacterias.
Posteriormente se toman dos Erlenmeyer o Flask estériles de 2 litros por cada litro de produccién
(en total se produciran 7.5 L, por tanto, se requieren 15 Erlenmeyer) y se les afladen 500 mL de
medio de cultivo y Ampicilina hasta una concentracion del 0.1% (v/v). El medio de cultivo utilizado
en este trabajo consta de 2/3 (v/v) de medio TB y 1/3 (v/v) de medio LB, ya que se ha observado en
experimentos anteriores que esta mezcla es adecuada para este tipo de produccion. Es importante
que los Erlenmeyer contengan un maximo de % de su volumen para permitir una adecuada
agitacién y, por ende, oxigenacién del cultivo. Una vez preparados los Erlenmeyer, se afiade 1 mL
del inéculo a cada uno y se incuban a 37°C en agitacidén orbital a 250 rpm durante 16 horas. Se
preparan ademas dos muestras control a pequena escala en tubos de 50 mL: un control de

esterilidad preparado del mismo modo exceptuando la presencia de bacterias; y un control positivo

34



gue contiene los mismos componentes que los Erlenmeyer de produccion. Estos controles permiten
comprobar que no existe contaminacion en el medio y que la produccion se esta produciendo

correctamente, respectivamente.

Transcurridas las 16 horas se toman dos muestras de 1 mL de los Erlenmeyer de la produccion y
otras dos muestras de 1 mL de la muestra control positivo. Estas muestras se diluyen 1:10 (v/v) para
mantener los valores de absorbancia dentro del rango lineal dindmico, y se mide su absorbancia
(muestra ty) en un espectrofotometro a 600 nm. El tomar dos muestras en vez de una se debe a la
necesidad de utilizar uno de los tubos como blanco tras precipitar las bacterias aplicdndole una
centrifuga de 45 segundos 13000 xg. Esta absorbancia se anota y se estima la concentracion
teniendo en cuenta la dilucién. Transcurridos 30 minutos de la primera medida, se toman dos
muestras mas de la produccién y se mide su absorbancia (muestra tsy) siguiendo el mismo
procedimiento. Si el valor de la absorbancia se mantiene practicamente constante significa que el
crecimiento celular se encuentra en fase estacionaria. Por lo tanto, se puede comenzar el lavado
de células. Si la absorbancia hubiera aumentado significativamente, se tendrian que realizar

medidas cada 30 minutos hasta conseguir esta estabilizacién de la absorbancia.

En la tabla siguiente se muestra un esquema de lo recién explicado (Tabla 4).

Tabla 4. Esquema de los distintos cultivos en el proceso de bioproduccion de polimeros tipo elastina.

- Colonia mas productora.

Pre-indculo : - +5> mlL medio LB
x - 30 puL Ampicilina 100 mg/mL
- 1.5 mL Glucosa 20% (v/v)
x1 - 100 pL cultivo bacteriano
Inéculo x - 30 mL de medio LB
- 30 pL de Ampicilina 100 mg/mL
..’. x15 Por matraz:
Produccién -1 mLdeindculo
x - 500 mL de medio LB+TB

-5 mL de Ampicilina 100 mg/mL

Las muestras del indculo y de la produccion (control, muestra ty y muestra t3o) se analizan por
electroforesis SDS-PAGE para asegurar la produccion ha tenido el rendimiento esperado. Para ello
se lleva a cabo el proceso de preparaciéon de muestra explicado en el apartado 4.2.11. con la
siguiente salvedad en el Ultimo paso: en vez de 200 L, se afiade la cantidad de agua ultrapura

correspondiente segln la absorbancia, es decir, la biomasa de cada muestra (Tabla 5).
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Tabla 5. Volumen necesario para la ultima resuspension en la preparacion de muestras segun absorbancia.

Absorbancia a 600 nm Volumen de agua ultrapura para resuspension (uL)
0.1-0.5 20
0.5-2 50
2-5 100
>5 200

4.2.13. Purificacién de polimeros recombinantes

Es preciso llevar a cabo un lavado de las células para su aislamiento del medio de cultivoy la ruptura
de las mismas para la extraccion del biopolimero producido. Para ello, se vierte la produccion en
recipientes de centrifuga de 500 mL (no superando los 2/3 del volumen del recipiente), se someten
a centrifugacidn a 4500 xg a 4°C durante 15 minutos y se descarta el sobrenadante. Después se
anade Buffer de lavado de bacterias hasta % del volumen del recipiente y se resuspende el
precipitado para someterlo acto seguido a una centrifugacion de 4500 xg a 4°C durante 15 minutos.
Este lavado se repite descartando el sobrenadante y anadiendo Buffer de lavado hasta que el
sobrenadante quede incoloro y transparente. Llegado ese punto, las bacterias se resuspenden en
Buffer de sonicado, que contiene el inhibidor de proteasas PMSF. La funcién de este inhibidor
durante la lisis celular evitara la protedlisis del biopolimero por parte de las proteasas bacterianas

liberadas.

La ruptura de células se lleva a cabo mediante ciclos de sonicacidn a altas presiones (1500-1800
bar) y bajas temperaturas (4°C). Este proceso de sonicado se lleva a cabo en el grupo ProcerealTech
y el equipo utilizado es un sonicador Hielscher UP400St. Los ciclos de sonicacién favorecen la
ruptura de la pared y membrana bacterianas liberando el polimero al medio liquido. Tras la
sonicacion, el lisado bruto obtenido se vierte en tubos de 50 mL y se realiza una centrifuga fria a
14000 xg y 4°C durante 90 minutos. Esto permite separar los restos celulares (en el precipitado,
Prec.Sonic) del polimero (en el sobrenadante, Sb.Sonic). Este sobrenadante se somete a una etapa
de purificacion para eliminar otros posibles interferentes como proteinas no recombinantes

presentes.

Con el objetivo de realizar un seguimiento para comprobar que el aislamiento se ha realizado con
éxito, se toma una muestra de 1 mL del precipitado y el sobrenadante (Prec.Sonic, Sb.Sonic) para
analizarlos en una electroforesis SDS-PAGE. La preparacion de estas muestras se realiza como se

explica en el apartado 4.2.11.

La purificacién se lleva a cabo aprovechando las propiedades de solubilidad de los polimeros tipo

elastina. El protocolo se esquematiza en la Figura 15.
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Figura 15. Representacion esquemdtica tedrica de la purificacion de ELR. Etapa I: salinizacion de la disolucion
obtenida tras el sonicado. Etapa Il: purificacion y correcto plegamiento mediante columna de afinidad.

El precipitado obtenido tras el sonicado (Prec. Sonic) se resuspende en 100 mL de agua ultrapura.
Se afiaden a continuacion 100 mL de disolucién de sales de guanidina a una concentracién de 3M,
necesarias para desnaturalizar y solubilizar todas las proteinas, incluso las que se encuentran en los
cuerpos de inclusion formados como consecuencia del plegamiento incorrecto de las proteinas. Las
sales de guanidina, ademas, favorecen la ruptura de puentes disulfuro al tener propiedades
desnaturalizantes. Esta mezcla se mantiene en agitacién durante unas 20 horas a 4 °C.
Posteriormente se realiza una centrifugaciéon a 13000 xg y 4 °C durante 1 hora. Se toma una muestra
de 1 mL tanto del precipitado (Prec.Sales) como del sobrenadante (Sb.Sales) para su posterior
analisis por electroforesis. Este sobrenadante es el que se llevara a la purificacion final en columna
de afinidad.

Para la purificacién final se aprovechan las propiedades del polimero, en concreto la cola de
histidinas que posee, para purificarlo mediante cromatografia en columna de afinidad en
condiciones desnaturalizantes, cuya fase sélida contiene una resina recubierta de niquel (Thermo
Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin). El cromatdgrafo utilizado es NGC Quest System (BioRad®). Tras el
acondicionamiento previo de la resina de niquel en la columna, se hacen pasar por la misma 2
volumenes (v/v) de Buffer de equilibrado. Se prepara la muestra afiadiéndole su volumen
equivalente en Buffer de equilibrado y se hace pasar la proteina a través de la columna. La cola de
histidinas que posee el polimero tiene mucha afinidad por el niquel de la fase sdlida, lo cual
permitird el empaquetamiento del polimero en la columna. Una vez el polimero se encuentra
retenido, se lleva a cabo un gradiente en el cual se comienza desde una concentracién maxima de
agente desnaturalizante y reductor (Buffer de lavado) hasta reducir completamente su presencia
de forma que las condiciones desnaturalizantes desaparezcan y el polimero se pliegue de forma
correcta progresivamente en la columna. Por ultimo, el polimero se extrae de la columna utilizando
como fase mévil un Buffer de elucidon que contiene imidazol, cuya afinidad por las histidinas es
mayor que la de la fase mdvil de la columna. De este modo se obtiene el polimero purificado en las

fracciones correspondientes que se extraen de la columna.

El sobrenadante contenido en las fracciones que se obtienen de la columna de afinidad se somete
a didlisis en 25 L de agua destilada y ultrapura (4°C) para eliminar los restos de sales de guanidina e

imidazol que se han introducido durante el proceso de purificacion.
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Por ultimo, la disolucidn se liofiliza (congelacion rapida y eliminacién del hielo mediante vacio) para

obtener el ELR purificado y seco. Se procede entonces a la caracterizacion fisico-quimica.

4.2.14. Caracterizacion fisico-quimica de polimeros recombinantes

4.4.14.1. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro infrarrojo se forma como consecuencia de la absorcién electromagnética de la radiacion
a frecuencias correspondientes a la vibracion del conjunto de enlaces quimicos en una molécula®,
La técnica se basa en la absorcidn inducida de la radiacién en el rango del infrarrojo por las
moléculas que poseen una vibracidon. Una molécula absorberd la energia de un haz de luz infrarroja
cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicién vibracional.
Es decir, la molécula comienza a vibrar a una determinada frecuencia resonante gracias a la energia
suministrada por la radiacién incidente. Las transiciones producidas en los espectros de IR son
transiciones que van del estado fundamental a un nivel superior cercano en energia.

Para que la molécula sea activa en infrarrojo, esta vibracién debe inducir un cambio en el momento
dipolar de la misma. Los espectros de infrarrojo representan una huella digital de casi cualquier
molécula exceptuando aquellas que no posean un momento dipolar distinto de cero, ya que su
vibracidn es completamente simétrica y no es detectable al no presentar cambios en el momento
dipolar. El resto de moléculas poseen vibraciones activas que absorben a una longitud de onda
concreta en el espectro del infrarrojo.

En este trabajo se utiliza un espectrofotémetro de FT-IR (con transformada de Fourier), cuya
caracteristica principal es ser capaz de llevar a cabo un barrido de longitudes de onda utilizando
una fuente de radiacidn infrarroja continua. Esto permite una mayor rapidez y precisién, ademas
de una relacién sefial-ruido significativamente mejor. La técnica de procesamiento de datos para
este tipo de medidas se denomina Transformada de Fourier, que convierte los datos obtenidos en
bruto en el espectro deseado®®.

La muestra se mide en estado oxidado y reducido con el objetivo de comprobar la presencia de
puentes disulfuro intracatenarios. Estos puentes disulfuro, en un medio reductor, se romperan para
dar lugar a grupos tiol que pueden ser observados en el espectro de infrarrojo a una longitud de
onda de 2950 cm™. El agente reductor utilizado es un exceso de B-mercaptoetanol.

El equipo utilizado es FT-IR Nicolet iS50 (Thermo Scientific®) con moédulos para andlisis por ATR y
por FAR-IR.

4.4.14.2. Espectrometria de masas (MALDI-TOF)
La espectrometria de masas es una técnica analitica instrumental de analisis cualitativo y
cuantitativo que permite identificar dtomos, compuestos sencillos e incluso macromoléculas
gracias a la separacion de iones desplazados segln su relacion masa-carga (m/q). Esta técnica
proporciona informacidén estructural sobre la molécula analizada, la energia de sus enlaces e incluso
informacidn cudantica, isotdpica y fisicoquimica.
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En este trabajo se utiliza un espectrometro de masas MALDI-TOF (Bruker Autoflex®) para identificar
la estructura del polimero recombinante obtenido tras la purificacion y liofilizacion del mismo. La
fuente empleada en el espectrometro es, por tanto, la denominada de ionizaciéon/desorcién por
laser asistida por matriz (MALDI) combinada con un analizador de tiempo de vuelo (TOF). La fuente
MALDI es una fuente blanda, y por tanto idénea para el analisis de biopolimeros, ya que no se
produce fragmentacién de las moléculas. El analizador de tiempo de vuelo (TOF) es una buena
eleccion a la hora de analizar biopolimeros ya que su rango de relaciones m/q es practicamente
ilimitado (hasta 200-300 kDa).

La prueba se realiza en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de
Valladolid. El equipo fue manipulado por técnicos del mencionado laboratorio.

4.2.14.3. Cromatografia de exclusion molecular en columna
La cromatografia de exclusién molecular permite separar diferentes componentes seglin su tamafio
molecular en disolucidn, gracias a la exclusidn diferencial de los componentes en las particulas del
material empaquetado. Las particulas esféricas que forman la columna tienen poros de un
determinado tamafio, por tanto, las moléculas mas pequefias quedardn mas retenidas en estos
poros eluyendo mas lentamente que las moléculas de mayor tamafio que eluiran mas rapidamente.

Se utiliza la columna Superdex75 (GE Healthcare®). El material empaquetado en su interior es una
resina denominada Superdex (matriz mezcla de agarosa y dextrano), que combina las propiedades
SEC (size exclusion chromatography) del dextrano con la estabilidad de la agarosa reticulada,
resultando ser una resina con elevada selectividad y resolucién.

Para un analisis cualitativo, se introduce en la columna 1 mL de una disolucién del ELR utilizando
PBS como disolvente.

4.2.14.4. Espectroscopia DLS (Dynamic Light Scattering)
La técnica de dispersion de luz dinamica o DLS (Dynamic light scattering) es una técnica usada
clasicamente para medir el tamaio de particulas en la regidn sub-micrénica dispersas en un liquido.
Los sistemas modernos tienen tanta sensibilidad que pueden ser utilizados para medir el tamafio
de macromoléculas en disolucién, por ejemplo, proteinas.

Esta técnica se basa en la medida del movimiento browniano de las particulas en relacién a su
tamafio. EI movimiento browniano es el movimiento aleatorio de las particulas debido al
bombardeo de las moléculas de disolvente que las rodean. A mayor tamano de particula o
molécula, mas lento es el movimiento browniano ya que se ven menos afectadas por el mencionado
bombardeo. Es necesario realizar las medidas a temperatura conocida para un control eficaz de la
viscosidad y las corrientes de conveccidn, que podrian afectar al valor obtenido. También se han de
tener en cuenta la fuerza idnica del medio y la estructura superficial molecular.

Para calcular este tamafio, se mide la velocidad a la que las particulas se difunden por movimiento
browniano determinando la velocidad a la que fluctda la intensidad de la luz cuando se detecta
utilizando una disposicidn dptica adecuada. La obtencion del valor del didmetro hidrodinamico se
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la particula se obtiene mediante un sistema de correlacion que compara la sefial obtenida en
diferentes intervalos de tiempo. La sefial va cambiando en cada instante y, al ser aleatoria, la
correlacidn (la similitud entre sefiales) disminuird con respecto a la sefial original hasta llegar a cero.
El tiempo que esta correlacidon tarda en decaer estd relacionado con el tamafio de la particula:
particulas grandes provocaran cambios lentos en la sefal, y particulas pequefas provocaran
cambios rapidos ya que se mueven mas rapidamente®,

Se realizan medidas para los polimeros VOK y P12VOKHS6, y para el poliplexo formado por ambos
polimeros y un plasmido estabilizado. Para obtener este poliplexo se mezclan los componentes en
las proporciones que se desea medir, se aplica un vértex y se mantiene durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se forma asi la nanoparticula formada por interacciones electrostaticas
obteniendo un poliplexo estable.

La prueba se realiza en un equipo Zetasizer Nano (Malvern®) el centro CARTIF del Parque
Tecnoldgico de Boecillo (Valladolid).

4.4.14.5.  Espectroscopia de Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear o RMN es una técnica espectroscopica que estudia el
comportamiento de ciertos nucleos atémicos que son magnéticamente activos (aquellos que
poseen spin nuclear distinto de cero) en presencia de un campo magnético externo. Dicho campo
magnético genera un desdoblamiento de los niveles energéticos degenerados del spin nuclear, de
modo que se inducen transiciones entre ellos como consecuencia de la absorcion de una radiacion
electromagnética concreta. La disposicion de los niveles de energia es funcion de la naturaleza de
los nucleos, su entorno electrénico y las interacciones entre ellos.

La resonancia magnética nuclear es la herramienta mds poderosa de la que se dispone para la
determinacion de wuna estructura orgdnica. Muchas estructuras se pueden determinar
exclusivamente por sus espectros de RMN, aunque es frecuente utilizarla conjuntamente con otras

técnicas espectroscdpicas.

El equipo utilizado consta de dos espectrémetros de RMN de 500 y 400 Hz de Agilent Technologies.
El equipo fue manipulado por técnicos del Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) del Parque

Tecnolégico de la Universidad de Valladolid.

Se analizan el polimero sintetizado P12VOKH6 y también el polimero VOK, para realizar un analisis
comparativo. Se analiza 12 mg de polimero disuelto en 0.6 uL de agua deuterada, para una
concentracion final de 20mg/mL.

4.4.14.6.  Andlisis de aminodcidos por HPLC
La cromatografia por HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia o high performance liquid
chromatography) es un tipo de cromatografia en columna utilizada para separar componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias a analizar
y la columna cromatografica. Esta técnica se ha convertido en un procedimiento estandar para la
separacion de aminodcidos utilizando sistemas de derivatizacion de los mismos en columna de fase

40



inversa. Esta derivatizacién puede ser pre-columna o post-columna y estd optimizada para cada
tipo de aminoécido, ya sean alifaticos, aromaticos, etc.*

En este trabajo se utiliza para determinar la secuencia de aminoacidos del polimero P12VOKH6.

El ensayo se lleva a cabo en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de
Valladolid. El equipo, HPLC analitico 1200 Series (Agilent Technologies), fue manipulado por
técnicos del mencionado laboratorio.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se llevan a cabo aportaciones a dos proyectos en marcha dentro del grupo de

investigacion Smart Devices for NanoMedicine: por una parte la sintesis del plasmido recombinante
pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6; y, por otra parte, la bioproduccién del polimero P12VOKH®6. Para ello
se utilizan técnicas de Biologia molecular e Ingenieria genética.

5.1. CONSTRUCCION DEL GEN pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6
En este trabajo se construye el gen scFv(EpCAM)-VOK-H6 clonado en el vector pET7 (Figura 16) con

intencién de que pueda ser utilizado en una bioproduccién a gran escala del polimero recombinante
scFv(EpCAM)-VOK-H6 en trabajos posteriores. Este polimero podra ser utilizado para formar un
poliplexo con aplicaciones biomédicas.

(7162) Xhol GxHis
(7147) HindIII A
(7128) EcoRI _ ™. "

p7-EpCAM-VOK-His6
7377 bp

(5203) Ndel —
(5163) Xbal — _

T7 promoter ’

Figura 16. Representacion esquemdtica del gen pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6. Se indican los sitios de corte de las
enzimas de restriccion Hindlll, Xbal, EcoR y Ndel.

El polimero recombinante que codifica este gen es una proteina constituida por tres bloques (Figura
17). El bloque scFv(EpCAM) es un fragmento de anticuerpo que hace las veces de agente de
direccionamiento del poliplexo aportando total especificidad al tratamiento ya que reconoce
proteinas que se encuentran Unicamente en células tumorales y no en células sanas. El bloque VOK
tiene la funciéon de autoensamblado, ademas de aportar al polimero la caracteristica de ser
policationico, de modo que sea capaz de formar un poliplexo estable con una molécula de DNA con
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actividad terapéutica. El bloque H6 tiene la funcion de permitir la purificacidon del polimero y es
inocuo a la hora de utilizar el polimero en un poliplexo como tratamiento biomédico.

scFv(EpCAM) VOK H6
Figura 17. Representacion esquemdtica (no a escala) del polimero scFv(EpCAM)-VOK-H6.
5.2. Descripcién de la construccién del gen pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6
La técnica de clonacién que se lleva a cabo para la construccién del gen pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6

tiene varias etapas. La primera etapa consiste en hacer lineal el plasmido pDA-H6 (vector de
clonacién), paralo que se emplea la enzima de restriccidn Sapl (Etapa I-Figura 18). Esta enzima tiene
un solo sitio de reconocimiento especifico en el vector de clonacién pDA-H®6, asi que se obtendra el
plasmido completo lineal con extremos cohesivos. El sitio de reconocimiento se encuentra entre el
extremo 5’ del blogue que codifica las 6 L-histidinas (H6) y el extremo del vector de clonacién
adherido a él, por tanto la inserciéon de fragmentos génicos compatibles que se unen
secuencialmente a ambos extremos determinara la formacién de un nuevo gen.

Este vector es tratado a continuacién con la enzima FastAP (Etapa ll-Figura 18), que posee actividad
fosfatasa y eliminan el grupo fosfato expuesto en el grupo 5’ de la cadena de DNA (apartado 4.2.3).
Esta defosforilacién impide que los extremos del fragmento de DNA vuelvan a unirse de forma
espontanea, ya que la forma ciclada es la mas estable. EIl DNA defosforilado podra unirse a
diferentes insertos para dar lugar al pldsmido recombinante. Este plasmido linealizado debe
purificarse (apartado 4.2.7.2) para que la reaccién de ligacién posterior ocurra de manera precisa
e inequivoca sin que se formen otros productos de reaccién.

Hb6 H6
19} Sapl
B
D-H6 D-H6
i 29) FastAP P

Figura 18. Esquema de la linealizacion y desfosforilacion del plasmido pD-H6.

La siguiente etapa se muestra en la Figura 19 y consiste en la insercidn del gen VOK en el pldasmido
pDAHS6, anteriormente linealizado, mediante una reaccidn de ligaciéon. Se parte del gen ya extraido
del plasmido que lo contenia y purificado. Para llevar a cabo la reaccién de ligacién se emplea la
enzima T4 DNA ligasa, que es capaz de fusionar los extremos compatibles del plasmido y el inserto
para obtener el gen pDA-VOK-H®6. Este plasmido se purifica (apartado 4.2.7.2) antes de continuar
con la siguiente etapa.

Ho

T4 DNA ligasa
pD-H6 > pD-VOK-HE

Figura 19. Esquema de la reaccion de ligacion del inserto génico VOK con el plésmido pD-H6, dando lugar al nuevo

pldsmido recombinante pD-VOK-H6.
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El pldsmido circular pDA-VOK-H6 obtenido se linealiza utilizando la enzima Sapl y defosforila
utilizando la enzima FastAP de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se realiza una
posterior reaccidn de ligacion para introducir el inserto scFv(EpCAM) utilizando la enzima T4 DNA
ligasa mediante el procedimiento ya descrito (Figura 20). Tras su purificacion (apartado 4.2.7.2), se

habrd obtenido el gen pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6.
12) Sapl T4 DNA ligasa

pD-VOK-H6 - > pD-VOK-H6 > pD-scFv(EpCAM)

29) FastAP -VOK-H6

Figura 20. Esquema de la linealizacién y desfosforilacion del plasmido pD-VOK-H6 (Etapa 1) y la ligacion de dicho

pldsmido con el inserto génico scFv(EpCAM), dando lugar al nuevo pldsmido recombinante pD-scFv(EpCAM)-VOK-H6.

Disefiado el gen que codifica para el polimero que se pretende producir, es necesario extraer el gen
scFv(EpCAM)-VOK-H6 del plasmido en el que se encuentra, que es un vector de clonacion, e
insertarlo mediante una nueva clonacién en un vector de expresion. Para ello, primero se extrae el
inserto mencionado utilizando la enzima de restriccion Earl, cuyo sitio de reconocimiento se
encuentra entre los extremos del vector y del inserto, de manera que la digestién dara como
productos fragmentos de tamano conocido: el pldsmido pDA y el gen de interés. Purificado este
gen, se lleva a cabo una ligacién utilizando la enzima T4 DNA ligasa para introducir el fragmento
scFv(EpCAM)-VOK-H6 en el vector de expresion pET7, que habra sido anteriormente linealizado,
defosforilado y purificado (Figura 21). Tras la purificacion del plasmido correspondiente (apartado
4.2.7.2) se habrd obtenido el gen pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6 deseado, preparado para ser
producido. Como ultimo paso de la clonacién se realiza una transformacién con el plasmido
obtenido en células competentes NZY5a (apartado 4.2.5.1) y se realiza un cultivo bacteriano
(apartado 4.2.6) con el objetivo de comprobar posteriormente que la clonacién ha ocurrido de
forma satisfactoria mediante una digestion y una electroforesis analitica.

.

T4 DNA ligasa

VOK-H6

Figura 21. Esquema de la ligacion del plasmido pET7 linealizado y desfosforilado con el inserto génico scFv(EpCAM)-
VOK-H6, dando lugar al nuevo pldsmido recombinante pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6.

El éxito de todos los pasos descritos en este apartado ha de comprobarse mediante electroforesis
de DNA en gel de agarosa (apartado 4.2.1.1) y por secuenciacién (apartado 4.2.10), ademas de
comprobar la concentracién de cada fragmento génico purificado (apartado 4.2.9).

5.2.1. Sintesis experimental del gen pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6
La célula procariota empleada para la clonacién descrita es la E. coli, puesto que su uso es el mas

extendido en la mayoria de laboratorios de Biologia molecular por su sencillez y por conocerse
ampliamente su genoma.
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5.2.1.1. Linealizacién del plasmido pDA-H6

El plasmido circular pDA-H6 de partida se linealiza utilizando la enzima de restriccidn Sapl, siguiendo
el protocolo indicado por la casa comercial. Posteriormente se trata con la enzima FastAP para
defosforilar los extremos del fragmento linealizado impidiendo que el plasmido se cicle
espontdaneamente comprometiendo la ligacidén. Una vez llevadas a cabo las digestiones (Figura 18),
se deberd obtener un solo fragmento génico cuya longitud serd de 3988 pb. Tras la comprobacién
de que la digestion ha ocurrido correctamente mediante una digestion analitica, se lleva a cabo una
electroforesis preparativa en gel de agarosa (apartado 4.2.1.1) cuyo resultado se muestra en la
Figura 22.

En el panel A (Figura 22) se observa la banda que corresponde al plasmido pDA-H6 linealizado. En
el panel B (Figura 22) se observa que se ha seccionado la banda que corresponde a dicho plasmido.
Esta banda se purifica mediante el protocolo Purelink Quick Gel Extraction (apartado 4.2.7.2).
Purificado el plasmido, se determina su concentracién mediante el espectrofotémetro NanoDrop
2000 (apartado 4.2.9). La concentracion de la disolucidn es de 27 ng/pL.

Figura 22. Electroforesis preparativa tras digestion con Sapl y tratamiento con FastAP del plasmido pDA-H6 en gel de
agarosa al 1% (m/v). En el panel A: imagen previa al corte de la banda. En el panel B: imagen tras el corte de la banda.
En la calle MK se muestra el marcador NZYLadderlll; y en la calle 1 se observa la banda correspondiente all pDA-H6
lineal y defosforilado.

5.2.1.2. Reaccién de ligacion del pldsmido lineal pDA-H6 y del inserto VOK
Para realizar esta reaccién de ligacidn se parte de la disolucion de plasmido pDA-H6 linealizado y
purificado en el apartado 5.1.2.1 y una disolucidn de 3 ng/uL del inserto VOK ya purificado. Se
realiza la reaccion de ligacién (apartado 4.2.4) representada en la Figura 19.

Tras la reaccién de ligacion se habra obtenido el plasmido pDA-VOK-H6 (5068 pb), que se utiliza en
la transformacidn en células competentes NZY5a (apartado 4.2.5.1) y su posterior cultivo (apartado
4.2.6) en medio LB-Ampicilina-Kanamicina, ya que el vector de clonacién pDA posee un gen que le
confiere resistencia a ambos antibidticos. Posteriormente se realiza la extraccion y la purificacidn
del DNA plasmidico obtenido mediante el protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid Nolid (apartado
4.2.7.1).

Para comprobar que la reaccidn de ligacion y posterior transformacidn han ocurrido correctamente
se lleva a cabo una digestidn analitica de la disolucidn plasmidica de diferentes colonias con las
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enzimas de restriccién Earl y EcoRlI, cuyos sitios de corte se representan en la Figura 23-A,B. El
producto de la digestion se corre en una electroforesis en gel de agarosa (Figura 23 — C).

Se confirma que los procesos han ocurrido correctamente puesto que aparecen las bandas
esperadas. Con EcoRl aparece una banda a 3837 pb que corresponde a la zona del plasmido sin
inserto entre los dos sitios de corte de la enzima, y otra banda a 1231 pb que corresponde al
fragmento que contiene el gen VOK-H6 mas 100 pb. Por su parte, con Earl aparecen todas las
bandas correspondientes a los fragmentos de restriccidn sin inserto (1789, 1262, 637 y 250 pb) y la
banda correspondiente a la longitud exacta del gen VOK: 1131 pb.

Colonia:
Enzima:
A B
EcoRlI
EcoRl  yox Earl  yox 3837 pb
- 1231 pb
Earl N 5000 pb
EcoRi I. 4000 pb
\ 3000 pb
i \ 2000 pb
Ear Earl 1400 pb
arl
1000 pb
Earl pb
1789 pb - pb
1262 pb -~ pb
1131 pb pb
637pb
250 pb

Figura 23. Paneles Ay B: Representacion esquemdtica de la digestion de pDA-VOK-H6 con EcoRl y Earl, respectivamente.
Panel C: Electroforesis de digestion analitica con EcoRl y Earl del pldésmido pDA-VOK-H6 en gel de agarosa al 1% (m/v).
En la calle M se representa el marcador NZYLadderlll. En las diferentes calles se representan las colonias 4 a 6 digeridas
con EcoRl y Earl distribuidas como se muestra en la imagen.

Por dltimo, se determina la concentracion de las disoluciones de las colonias mencionadas (4,5 y 6)
por NanoDrop 2000, que resultan ser: 48.79 ng/uL, 38.55 ng/uL y 35.77 ng/uL, respectivamente.
Ademas, se han de analizar estas disoluciones mediante secuenciacion automatica (apartado
4.2.10). Para ello, es necesario que la concentraciéon plasmidica sea mayor, asi que se concentra la
disolucién de la colonia 4 (por tener la concentraciéon mas elevada de las tres) hasta obtener una
concentracion de 68.1 ng/uL.

5.2.1.3. Linealizacion del pldsmido pDA-VOK-H6

El plasmido circular pDA-VOK-H6 obtenido se linealiza utilizando la enzima de restriccidon Sapl,
siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial. Posteriormente se trata con la enzima FastAP
para defosforilar los extremos del pldasmido lineal. Una vez llevadas a cabo las digestiones (Figura
20-Etapa 1), se deberd obtener un solo fragmento génico cuya longitud sera de 5068 pb. Se realiza
entonces una electroforesis preparativa en gel de agarosa (apartado 4.2.1.1) cuyo resultado se
muestra en la Figura 24. Se observan dos bandas mds, ademds de la banda correspondiente al
plasmido de interés. Esto se debe a digestiones parciales no deseadas que han ocurrido durante el
tratamiento con enzimas provocando una pérdida de rendimiento. En el panel A (Figura 24) se
observa la banda que corresponde al plasmido pDA-VOK-H6 linealizado. En el panel B (Figura 24) se
observa que se ha seccionado la banda que corresponde a dicho plasmido. Esta banda se purifica
mediante el protocolo Purelink Quick Gel Extraction (apartado 4.2.7.2).
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Purificado el plasmido, se determina su concentracién mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.9).

La concentracidén de la disolucion es de 12.4 ng/pL.

A B
10000 pb 10000 pb
7500 pb 7500 pb
6000 pb 6000 pb
5000 pb 5000 pb
4000 pb 4000 pb
3000 pb 3000 pb
5068 pb 5068 pb

Figura 24. Electroforesis preparativa tras digestion con Sapl y tratamiento con FastAP del pldsmido pDA-VOK-H6 en gel de

agarosa al 1% (m/v). En el panel A: imagen previa al corte de la banda. En el panel B: imagen tras el corte de la banda. En

la calle MK se muestra el marcador NZYLadderlll; y en la calle 1 se observa el pDA-VOK-H6 linealizado y defosforilado.
5.2.1.4. Reaccién de ligacion del plasmido lineal pDA-VOK-H6 y del inserto scFv(EpCAM)

Para realizar esta nueva reaccién de ligacién se parte de la disolucidon de pldsmido pDA-VOK-H6

linealizado parcialmente y purificado en el apartado 5.1.2.3 y una disolucién de 3 ng/uL del inserto

scFv(EpCAM) ya purificado. Se realiza la reaccidn de ligacidn (apartado 4.2.4) representada en la

Figura 20-Etapa Il.

Tras la reaccion de ligacidén se obtiene el plasmido pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 (5830 pb), que se
utiliza en la transformacion en células competentes NZY5a (apartado 4.2.5.1) y su posterior cultivo
(apartado 4.2.6) en medio LB-Ampicilina-Kanamicina, ya que el vector de clonacion pDA posee un
gen que le confiere resistencia a ambos antibidticos. Posteriormente se realiza la extraccién y la
purificaciéon del DNA plasmidico obtenido mediante el protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid
Nolid (apartado 4.2.7.1).

Para comprobar que la reaccion de ligacion y posterior transformacion han ocurrido correctamente
se lleva a cabo una digestidn analitica de la disolucién plasmidica de varios clones con las enzimas
de restriccién Earl y EcoRl, cuyos sitios de corte se representan en la Figura 25-A,B. El producto de
la digestidn se separa en una electroforesis en gel de agarosa (Figura 25 — C).

600 pb
400 pb
200 pb

Earl 637 pb

250 bb \

Figura 25. Paneles A y B: Representacion esquemadtica de la digestion de pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 con EcoRl y Earl,
respectivamente. Panel C: Electroforesis de digestion analitica con EcoRl'y Earl del pldsmido pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6
en gel de agarosa al 1% (m/v). En la calle M se representa el marcador NZYLadderlll. En las diferentes calles se

c D
Colonia:
A B
scFv scFv
EpCAM EpCAM)
EcoRl P e VOK Earl Y OK
. Hisé
His6 Earl 4000 pb
EcoRl /3000 pb\
/2500 pb\ EcoRlI
pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 Earl / 2000 pb\ 3837 pb
5830 pb 5830 pb ar " 1400 pb\ 1993 pb
Earl 1893 pb—— / 1000 pb\
1789 pb 800 pb
Earl 1262 pb—" % §

representan las colonias 1, 4-7 digeridas con EcoRl y Earl distribuidas como se muestra en la imagen.
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Se confirma que los procesos han ocurrido correctamente en las colonias 1, 4-7 puesto que
aparecen las bandas esperadas. Con EcoRl aparece una banda a 3837 pb que corresponde a la zona
del plasmido sin inserto entre los dos sitios de corte de la enzima, y otra banda a 1993 pb que
corresponde al fragmento que contiene el gen introducido (scFv(EpCAM)-VOK-H6) mas 100 pb. Por
su parte, con Earl aparecen todas las bandas correspondientes a los fragmentos de restriccidn sin
el gen (1789, 1262, 637 y 250 pb) y la banda correspondiente a la longitud exacta del gen: 1893 pb.

Por ultimo, se determina la concentracidon de las disoluciones de las colonias mencionadas por
NanoDrop 2000, que resultan ser: 84.3 ng/uL, 63.9 ng/uL, 74.2 ng/uL, 64.4 ng/uL y 93.4 ng/uL
respectivamente. Ademads, se analizan estas disoluciones mediante secuenciacién automatica
(apartado 4.2.10). Para ello, es necesario que la concentracién plasmidica sea al menos de 100
ng/uL, asi que se concentra la disolucidn de la colonia 1 (por tener la concentracién mas elevada
de las tres) hasta obtener una concentracion de 100 ng/uL. El resultado de esta secuenciacién es
satisfactorio ya que se obtiene la secuencia génica esperada, por tanto se puede continuar con el

siguiente paso.

5.2.1.5. Escision del inserto scFv(EpCAM)-VOK-H6 del plasmido pDA
Completada la secuencia del inserto de interés scFv(EpCAM)-VOK-H6, este ha de extraerse del
vector de clonacién pDA para su introduccion posterior en un vector de expresién. Para ello se lleva
a cabo una co-digestién con dos enzimas de restriccion. Una de ellas es la endonucleasa Earl, que
tiene la capacidad de escindir el inserto scFv(EpCAM)-VOK-H6 justo por los extremos que unen
dicho inserto con el resto del vector plasmidico. La otra enzima a utilizar es Vspl, que es capaz de
cortar por varios sitios de corte el fragmento restante de pldsmido de 1789 pb para que este no se
confunda con el inserto al ser sus tamafios similares. Se puede observar una representacion de los

sitios de corte de esta enzima en la Figura 26-A.

Una vez llevada a cabo la digestion, se obtiene, entre otros, un fragmento génico cuya longitud es
de 1893 pb. Tras la comprobacién de que la digestiéon ha ocurrido correctamente mediante una
digestion analitica, se lleva a cabo una electroforesis preparativa en gel de agarosa (apartado

4.2.1.1) cuyo resultado se muestra en la Figura 26-B,C.
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Figura 26. Panel A: Representacion esquemadtica de la digestion de pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 con Earl y Vspl. Paneles
By C: Electroforesis de co-digestion preparativa con EcoRl y Vspl del plasmido pDA-scFv(EpCAM)-VOK-H6 en gel de
agarosa al 1% (m/v). En la calle MK se representa el marcador NZYLadderlll. En las calles marcadas como 1 se observa
el inserto scFv(EpCAM)-VOK-H6, antes (B) y después (C) de cortar la banda en el gel.
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En el panel B (Figura 26) se observa la banda que corresponde al inserto scFv(EpCAM)-VOK-H6. En
el panel C (Figura 26) se observa que se ha seccionado la banda que corresponde a dicho inserto.
Esta banda se purifica mediante el protocolo PureLink Quick Gel Extraction (apartado 4.2.7.2).

Purificado el inserto, se determina su concentracién mediante NanoDrop 2000 (apartado 4.2.9). La
concentracion de la disolucion es de 9.6 ng/uL.

5.2.1.6. Reaccidn de ligacion del pldsmido pET7 y del inserto scFv(EpCAM)-VOK-H6
Una vez obtenido el plasmido modificado, este debe introducirse en un vector de expresién con el
objetivo de realizar una bioproduccién posterior a gran escala. Para ello se parte de la disolucién
del inserto purificado scFv(EpCAM)-VOK-H6 a una concentracion de 9.6 ng/ul (apartado 5.1.2.5) y
del vector plasmidico pET7, ya lineal y defosforilado, a una concentracidn de 10 ng/uL. Se realiza la
reaccion de ligacion (apartado 4.2.4) representada en la Figura 21.

Tras la reaccién de ligacién se habra obtenido el plasmido pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6 (7377 pb),
gue se utiliza en la transformacién en células competentes NZY5a (apartado 4.2.5.1) y su posterior
cultivo (apartado 4.2.6) en medio LB-Ampicilina, ya que el vector de clonacion pET7 posee un gen
qgue le confiere resistencia a este antibidtico. Posteriormente se realiza la extraccién y la
purificacion del DNA plasmidico obtenido mediante el protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid
Nolid (apartado 4.2.7.1.1).

Para comprobar que la reaccidn de ligacion y posterior transformacion han ocurrido correctamente
se lleva a cabo una co-digestidn analitica de la disolucidon plasmidica con las enzimas de restriccion
Xbal y EcoRl, cuyos sitios de corte se representan en la Figura 27-A. El producto de la digestién se
corre en una electroforesis en gel de agarosa (Figura 27 — B). Se confirma que los procesos han
ocurrido correctamente puesto que aparecen las bandas esperadas. Se observa una banda a 5412
pb que corresponde a la zona del pldsmido sin inserto entre los dos sitios de corte de las enzimas,
y otra banda a 1965 pb que corresponde al fragmento que contiene el inserto y que contiene el gen
introducido (scFvEpCAM-VOK-H6) mas 72 pb.

6000 pb 5412 pb
5000 pb
PET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6 4000 pb
7377 pb 2000 pb

1400 pb 1965 pb

Figura 27. Panel A: Representacion esquemdtica de la co-digestion de pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6 con EcoRl y Xbal. Panel
B: Electroforesis de co-digestion analitica con EcoRl y Xbal del pldsmido pET7-scFv(EpCAM)-VOK-H6 en gel de agarosa al
1% (m/Vv). En la calle MK se representa el marcador NZYLadderlll. En las diferentes calles se representan las colonias 7 y 8

digeridas con EcoRl y Xbal distribuidas como se muestra en la imagen.
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Por ultimo, se determina la concentracién de las disoluciones de las colonias mencionadas (7 y 8)
por NanoDrop 2000, que resultan ser: 72.3 ng/uL y 72.5 ng/ul respectivamente. Estos valores son
mds bajos de lo esperado para un plasmido de expresién. Aun asi, los resultados obtenidos son los
esperados, se podria comenzar una bioproduccién a gran escala del recombinamero sintetizado.

5.3. BIOPRODUCCION DE ELR
En el presente trabajo se ha realizado la bioproduccidn del recombindmero P12VOKH6, cuyo peso

molecular tedrico es de 59032 Da. Posteriormente se ha purificado y caracterizado utilizando
diferentes técnicas.

Se parte del plasmido recombinante p7-scFv(P12)-VOK-H6 ya purificado en el grupo de
investigacion Smart Devices for NanoMedicine de la Universidad de Valladolid. El gen que codifica
para el polimero que se pretende producir se encuentra en un vector plasmidico de expresion pET,
el cual se caracteriza no tanto por producir muchas copias de si mismo, sino por tener alta tasa de
expresion de la proteina recombinante.

5.3.1. Optimizacién de la bioproduccién del recombindmero P12VOKH6

Dado que el polimero es de nueva sintesis, se han requerido ciertos pasos de optimizacién para
determinar las condiciones iddneas para su produccién.

El primer paso a realizar es una transformacion en células competentes de una cepa bacteriana de
expresion. Se han utilizado dos cepas bacterianas diferentes para comprobar cudl de ellas generaba
mejores resultados. Por una parte se ha utilizado la cepa bacteriana SHuffle® T7 competent E.coli,
gue requiere un proceso de induccién con IPTG (apartado 4.2.5.2). Esta cepa estd modificada por
ingenieria genética para promover el plegamiento de la proteina en el citoplasma mediante la
formacion de puentes disulfuro. Como el polimero a producir requiere de la formacion de estos
puentes disulfuro para alcanzar su conformacién nativa activa, el uso de esta cepa facilita su
adecuado plegamiento evitando pasos adicionales tras la purificacidn. Por otra parte se ha utilizado
la cepa BLR (DE3) competent Cells en medio autoinductor (apartado 4.2.5.3), que es adecuada para
la produccion de polimeros proteicos, pero que no posee la capacidad de promover el plegamiento
post-traduccional que forma los puentes disulfuro. Esto quiere decir que se requieren pasos
adicionales para alcanzar la conformacion nativa activa del polimero tras la purificacién. El cultivo
bacteriano para la preparacion del indculo tras la transformacion se realiza en medio LB.

La realizacién de una electroforesis de proteinas SDS-PAGE analitica o screening (apartado 4.2.1.2)
muestra cual de las colonias bacterianas, aisladas en placas Petri tras la transformacién, es la mas
productora, esto es, qué colonia genera mds recombindmero para un tiempo determinado. En la
Figura 28-A,B se muestra la mencionada electroforesis en la que se puede observar el contenido
proteico en las colonias bacterianas que contienen el ELR, banda sefialada con una linea roja,
utilizando las dos cepas bacterianas para la transformacion.

En la Figura 28-A (cepa SHuffle® T7) se aprecid un nivel de produccion muy bajo. No se diferencio
una banda significativa para la proteina deseada. En la Figura 28-B (cepa BLR (DE3)), sin embargo,
se observd un nivel de producciéon notable y se pudo diferenciar la banda significativa para la
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proteina deseada. Ademas se pudo apreciar que la 5 es la que tienen mayor tasa de produccion,
por tanto se eligié para comenzar la bioproduccion.

El control negativo de p7(El), mencionado en la Figura 28-B se utiliza como guia para observar el
patrén de las proteinas que produce la célula y ser capaz de diferenciarlas de la proteina concreta
gue se pretende expresar a partir del plasmido introducido.

B
(kDa) —

59 kDa 2=
P12VOKHs 60

45

35

; 25 14
. B

Figura 28. Screening del ELR P12VOKH6 en gel de poliacrilamida al 1%. En la calle MK se observa el marcador de
proteinas NZY-Bluesafe®; en la calle C (panel B) se muestra un control negativo de p7(El),; en las calles 1-7 se observan
las colonias bacterianas 1-7. Panel A: transformacion en cepa SHuffle® T7 competent E.coli. Gel tefiido con Azul de
Coomasie. Panel B: transformacion en cepa BLR (DE3) competent Cells. Gel tefiido con cloruro de cobre.
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59 kDa
P12VOKHG

Analizados los resultados anteriores se decidié continuar la bioproduccidn con la cepa bacteriana
BLR(DE3) competent Cells, a pesar de que se requieren pasos adicionales de plegamiento tras la
purificacidn, ya que la produccién del ELR es notablemente mayor en esta cepa.

5.3.2. Bioproduccion del polimero recombinante

La absorbancia a 600 nm de las diluciones del inéculo, del control y de las muestras a diferentes
horas se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Valores de los pardmetros medidos durante la bioproduccion en Flask.

Muestra Asoonm X10 Dilucidn (v:v)
Control 7.30 1:10
Inéculo 4.55 1:10
8h (to) 8.36 1:20
8.30h (t30) (14.02) 1:20
9h (teo) 7.54 1:20

Cuando las absorbancias medidas con media hora de diferencia se mantienen practicamente
constantes se para la produccion. En este caso se dedujo que el valor de las 8.30h no es concluyente
ya que difiere demasiado de los valores anterior y siguiente. Por tanto se toman como validos los
valores de las 8h y de las 9h. En este punto las células se encuentran en fase de crecimiento
estacionario. Se realiza una electroforesis SDS-PAGE para confirmar que se ha obtenido el
recombindmero correcto en la produccién (Figura 29).
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En la Figura 29 se puede observar la presencia del polimero P12VOKH6, ademas de otras bandas
significativas. Esto no es preocupante, ya que se espera su desaparicion tras la purificacion del
polimero. El siguiente paso es realizar el lavado de células, su ruptura, el aislamiento del polimero
y su purificacion (apartado 4.2.13).

MK | C 8h 8.30h Sh

(kDa)

72

60

59 kDa

45 P12VOKH6

Figura 29. Andlisis por electroforesis SDS-PAGE del P12VOKH6 obtenido en la bioproduccion. Calle MK: marcador de
proteinas NZY-Bluesafe®; Calle I: | indculo; Calle C: control; Calles posteriores: crudo de la bioproduccion a las 8h,
8:30h y 9h. Tincion con Azul de Coomasie.

5.3.3. Purificacién del polimero recombinante P12VOKH6

El lisado bacteriano bruto obtenido tras el proceso de sonicacién (apartado 4.2.13) se somete a una
centrifugacion cuya funcién es aislar el polimero contenido en el sobrenadante de los restos
celulares obtenidos en el precipitado. Para controlar esta etapa de aislamiento se realiza una
electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (Figura 30) que permite identificar la porcion
de muestra en la que se encuentra el polimero.

Como se ha indicado en el apartado 4.2.13, para obtener el polimero purificado se lleva a cabo una
salinizacién con sales de Guanidina del sobrenadante obtenido tras el sonicado (Sb. Sonic) que
contiene, ademads de otras proteinas, el polimero recombinante, que quedara en el sobrenadante
por la presencia de estas sales (el aumento de la concentracién salina disminuye la temperatura de
transicion, de modo que puede anularse el entorno proteico hasta hacer solubles los cuerpos de
inclusidn). Por tanto, tras la centrifugacidn, se obtiene un sobrenadante (Sb. Sales) en el que se
espera que esté el polimero. En este punto se lleva a cabo una electroforesis de proteinas en gel de
poliacrilamida para controlar que la porcién de la muestra en la que se encuentra el polimero es la
esperada (Figura 30).

Al analizar la Figura 30 se observd que, en las calles 3 y 4 (correspondientes a la salinizacion) no
aparecian bandas, cuando el resultado esperado era obtener la banda correspondiente al ELR en el
sobrenadante (calle 4-Figura 30). Como no se observan bandas en absoluto, pero si se observan las
bandas esperadas en el paso anterior (calles 1y 2-Figura 30) se dedujo que la elevada concentracién
de sales de guanidina (3M) interfiere en la electroforesis modificando el campo eléctrico por su
cardcter electrolitico y alterando la movilidad electroforética de las proteinas. Siendo asi, se decidio
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asumir que el polimero estaba en el sobrenadante (Sb. sales) como se esperaba y proceder a la
purificacién por columna de afinidad (apartado 4.2.13.). En el caso de que en la columna no se
observara el comportamiento esperado, significaria que el polimero se encontraba, en contra de lo

esperado, en el precipitado (Prec. sales).
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Figura 30. Electroforesis de proteinas de P12VVOKH6 obtenido tras la ruptura de células (calles 1y 2) y la etapa de
salinizacion (calles 3 'y 4). En la calle MK se representa el marcador de proteinas NZY-Bluesafe®; en las calle 1y 2 se
representan el precipitado y el sobrenadante tras el sonicado (Prec. Sonic y Sb. Sonic), respectivamente; en las calles
3y 4 se representan el precipitado y el sobrenadante tras la salinizacion con sales de guanidina 3M (Prec. sales y Sb.

Sales), respectivamente. Tincion con Azul de Coomasie.
Tal y como se explica en el apartado 4.2.13, se aprovechan las propiedades de la cola de histidinas
gue posee el ELR para purificarlo utilizando una columna de afinidad, ademas de realizar un
tratamiento con un gradiente de concentracidn de sales de Guanidina para favorecer el correcto

plegamiento de la proteina mediante la formacidn de los puentes disulfuro correspondientes.

Al hacer pasar el sobrenadante obtenido (Sb. sales) por la columna de afinidad se obtienen 6
fracciones con contenido proteico. El cromatograma obtenido se presenta en la Figura 31. Como se
puede observar, los tubos de elucidn que presentan absorbancia a 280 nm son los que contienen
el polimero P12VOKHS6.
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Figura 31. Cromatograma obtenido en la purificacion del ELR P12VOKH6 por cromatografia en columna de afinidad
(Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA Resin). El cromatdgrafo utilizado es NGC Quest System (BioRad®). Se destaca la
zona en la que se aprecia la elucion del polimero P12VOKH6 a 280nm.

Para su adecuado analisis se lleva a cabo una electroforesis de proteinas SDS-PAGE (Figura 32). Se
observa una banda por debajo de la banda esperada del ELR de unos 40 kDa cuya intensidad es muy
similar a la de la banda del P12VOKH6. Dado que la intensidad de la banda es proporcional a la
cantidad de proteina que se encuentra en disolucidn, esto implica que hay una cantidad muy similar
del polimero de interés y de un producto de degradacidn del propio polimero. Se deduce que se ha
producido una degradacién por el extremo amino terminal, ya que la columna de afinidad utilizada
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permite retener el polimero desde el fragmento de la cola de histidinas, que esta en el extremo
carboxilo terminal.

59 kDa
P12VOKHE

40 kDa aprox.

Figura 32. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE tras columna de afinidad de P12VOKH6. En la calle MK se observa el
marcador de proteinas NZY-Bluesafe®; en las calles 1-6 se observan las fracciones 55 a 60 que se han obtenido de la
columna de afinidad al hacer pasar por ella el sobrenadante obtenido tras la adicién de sales de Guanidina (Sb. sales).
Tincién con Azul de Coomasie.

Que se produzca este tipo de degradacién no es deseable, pero aun asi no es estrictamente
necesario realizar una separacién exhaustiva para aislar el polimero de interés, ya que cuando se
forma el poliplexo, hay muchas moléculas de polimero policatidénico por cada molécula de DNA, y
la presencia de fragmentos proteicos que solo contenga el polimero estructural sin el fragmento de
anticuerpo no impide la correcta formacion de la nanoparticula. Por lo tanto, se procede a finalizar
la purificaciéon llevando a cabo la didlisis para eliminar las sales que se han afiadido durante el
proceso de purificacion. La disolucion obtenida se liofiliza para obtener el polimero purificado y
seco (apartado 4.2.13).

Obtenido el ELR final, su masa es de 32.3 mg. Esto permite calcular un rendimiento de 4.3 mg/L de
producto purificado.

5.4. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE ELR
En este trabajo se han utilizado diferentes técnicas de caracterizacion del polimero bioproducido

P12VOKHS6. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

54.1. FT-IR
El espectro obtenido mediante espectroscopia de infrarrojo para el polimero P12VOKH6, en sus
formas oxidada y reducida, se muestra en la Figura 33. Como se explicaba en el apartado 4.2.14.1.,
se esperaba observar, en la muestra del polimero reducido, un pico a 2950 cm™ indicativo de la
presencia de los grupos tiol en las L-cisteinas que forman los puentes disulfuro, lo cual confirmaria
la presencia de dichos puentes disulfuro en la forma oxidada de la molécula.

53



FT-IR P12VOKH6

P12VOKH6 P12VOKH6 reducido
100,25

100,15

100,05

%TRANSMITANCE

99,85

99,75
3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1500 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500
‘WAVENUMBER (CM -1)

Figura 33. Espectro de FT-IR del recombindmero P12VOKH6 obtenido. Linea azul: P12VOKH6 forma oxidada. Linea gris:
P12VOKH6 forma reducida. Se representa el % de transmitancia frente a la longitud de onda en cm™2.

La sefial que aparece a 1640 cm™, comun en ambos espectros, corresponde con el enlaces C=0 de
los grupos carboxilato de los aminodcidos presentes. En el espectro de la forma reducida (Figura
33-Linea gris) se observan tres sefiales entre 2800 y 3000 cm™. Las que aparecen a 2850 y 2920
cm! corresponden a los enlaces S-H de las moléculas de B-mercaptoetanol*? en su forma reducida,
presente debido al exceso de agente reductor empleado. La sefial que aparece a 2950 cm™ es la
correspondiente a los enlaces S-H procedentes de la reduccidon y consecuente ruptura de los
puentes disulfuro que unen las L-cisteinas del fragmento proteico scFv(P12). Por lo tanto, se puede
concluir que, efectivamente, el polimero se ha plegado como se esperaba formando los puentes
disulfuro pertinentes.

5.4.2. Espectrometria de masas: MALDI-TOF
El espectro obtenido mediante espectroscopia de masas para el polimero P12VOKH6 se muestra

en la Figura 34. Aparece un pico a 59342 umas (o Dalton) que se corresponde con el ion molecular
ya que proporciona el peso molecular del polimero P12VOKH6. Ademds presenta un pico
minoritario a 29895 umas correspondiente al peso molecular de la segunda ionizacién del polimero.
Por otra parte, se observa un pico intenso a 33501 umas. Esta sefial confirma la afirmacion realizada
en el apartado 5.3.3 sobre una posible degradaciéon del polimero. El peso molecular de este
producto de degradacidn se corresponde con el peso molecular del fragmento VOK. Por ultimo,
aparece un pico muy leve a 46606 umas, que se asume que es otro producto de degradacién cuya
concentracién es mas baja y por eso no se ha observado en la electroforesis SDS-PAGE (Figura 32).

Como conclusion, se asume que se produce una cantidad significativa de degradaciones.
Observando las electroforesis anteriores a la purificacién (Figuras 28-30), se pueden apreciar
levemente las bandas correspondientes al peso molecular de estos productos de degradacidn, que
se habian pasado por alto previamente. Esto quiere decir que la degradacién no se produjo en la
purificacién del polimero, sino que estos productos se sintetizaron ya degradados durante la
bioproduccidn. Esto puede deberse a la presencia de proteasas en la cepa bacteriana.
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Figura 34. Espectro de masas del polimero P12VOKH6 realizado en un espectrémetro MALDI-TOF (matriz 2,5-DHAP) en
agua.

5.4.3. Cromatografia de exclusién molecular en columna

A pesar de que, como se ha explicado en el apartado 5.2.3., no es imprescindible realizar una
separacion entre el polimero de interés y el degradado, se ha utilizado la cromatografia de exclusion
molecular por tamanos para analizar cualitativamente si este aislamiento del polimero P12VOKH6
de sus productos degradado era posible.

El cromatograma obtenido en la columna de exclusion molecular Superdex75 se presenta en la
Figura 35. Se observa cémo la muestra es eluida en las fracciones 4-8. Se esperaba obtener una sola
sefial para el polimero P12VOKH®6, sin embargo se observan al menos 3 sefiales significativas, de las
cuales dos se encuentran solapadas. Las sefiales que eluyen a 8.04 y 9.71 mL, por su destacada
intensidad, corresponden a la elucién del polimero. Al observar mas de una sefial en la misma zona,
se sospecha que el polimero no se ha separado correctamente de los otros productos obtenidos.
La sefial de menor intensidad, que eluye a 15.64 mL, es probablemente un producto de degradacién
cuya concentracidn es muy baja para ser observado por SDS-PAGE, y que si ha sido posible separar
del P12VOKH6 por esta técnica dado su menor tamafio.
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Figura 35. Cromatograma obtenido tras eluir el recombindmero P12VOKH6 en la columna de exclusion molecular
Superdex75. Se representa destacada el intervalo de volumen en el que aparece sefial de absorcion en el cromatograma.

Las franjas 4-8 representan las fracciones tomadas en ese intervalo.

55



Las fracciones obtenidas son analizadas por electroforesis SDS-PAGE (Figura 36-A). Como se puede
observar, no se ha conseguido realizar una separacién satisfactoria del polimero P12VOKH6 y sus
productos de degradacion, puesto que ambos polimeros han eluido en su mayoria en la fraccidn
numero 5.

Ademas, se ha realizado una segunda electroforesis SDS-PAGE con el objetivo de comprobar la
diferencia de movilidad electroforética entre muestras con y sin agente reductor, pretendiendo
demostrar que las proteinas plegadas generan una movilidad electroforética menor y aparecen a
pesos moleculares menores.

Para ello se han tomado dos muestra de polimero P12VOKH6 disuelto en agua y concentrado; y dos
muestras de la fraccion numero 5 obtenida a partir de la columna de exclusién molecular para
observar su comportamiento al tratarlas con Protein Loading Buffer con y sin agente reductor (B-
mercaptoetanol). Las muestras se distribuyen como se indica en la Figura 36-B. Se observa que
existe un shift (representado en amarillo, Figura 36-B) entre las muestras que estan en presencia
de agente reductor y las que no, debido a que en las primeras el polimero se encuentra
completamente desplegado y en las segundas se encuentra plegado.
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Figura 36. Panel A: Electroforesis de proteinas SDS-PAGE tras cromatografia de exclusion por tamafios de P12VOKH6.
Calle MK: marcador de proteinas NZY-Bluesafe®. Calles 4-9: fracciones 4-9 obtenidas tras la elucion de la columna.
Panel B: Electroforesis de proteinas SDS-PAGE P12VOKH6. Calle MK: marcador de proteinas NZY-Bluesafe®. Calle 1:
muestra de polimero P12VOKH6 concentrado con agente reductor. Calle 2: muestra de la fraccion 5 obtenida tras la
elucion de la columna con agente reductor. Calles 3 y 4 vacias. Calle 5: muestra de polimero P12VOKH6 concentrado
sin agente reductor. Calle 2: muestra de la fraccion 5 obtenida tras la elucion de la columna sin agente reductor.
Tincién con Azul de Coomasie.

5.4.4. Espectroscopia DLS (Dynamic light scattering)

Esta técnica se ha utilizado con el objetivo de observar la eficacia del polimero sintetizado
P12VOKH6 para formar un poliplexo estable, con una carga superficial positiva capaz de
interaccionar con la membrana plasmatica y de un tamarfio adecuado (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados obtenidos en la espectroscopia DLS para VOK, P12VOKH6 y los poliplexos formados con dichos
polimeros y moléculas de DNA plasmidico.

Carga superficial

(mV) Diametro (nm) PDi
VOK 1mg/mL 30.6 23.82 0.518
P12VOKH6 1mg/mL 15.2 80.06 0.557
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Carga superficial Diametro (nm)

(mV) Ratio(P12VOKH6/VOK) PDi
Poliplexo (DNA+VOK) 35.6 Rt1/9:159.0 0.586
Rt1/4: 181.9 0.416
Poliplexo (DNA+P12VOKH6) 26.8 Rt1/2: 243.2 0.496

Se han probado diferentes ratios de la mezcla P12VOK/VOK para ver cudl consigue complejar mejor
el DNA plasmidico. Todas las pruebas se realizan con una cantidad fija de 2 pg de pDNA y un ratio
50:1 de lisinas frente a fosfatos, optimizado previamente por el grupo Smart Devices for
NanoMedicine®.

Ya que el P12VOK se produce con una degradacién de aproximadamente el 50%, el ratio % es el de
partida obtenido al disolver el polimero liofilizado, los ratios % y 1/9 se consiguen mezclando el
P12VOK con VOK en la medida adecuada. El ratio % resulta ser el mas prometedor, ya que la
nanoparticula tiene un tamafio adecuado entre 150 y 180 nm (181.9 nm) y la polidispersidad
(amplitud del pico que da una idea de la homogeneidad de la muestra), aun siendo elevada, es la
menor de las tres (se considera adecuado un valor de pDi inferior a 0.2).

En la Figura 37 se observa una grafica que representa las tres medidas de la muestra de
P12VOK/VOK con ratio % formando un poliplexo con DNA plasmidico. El pequefio pico de la
izquierda corresponde al polimero que no ha sido capaz de complejarse por estar en exceso o por
causas de impedimento estérico. Esta es la razdn por la que la polidispersidad supera el valor
adecuado: la falta de homogeneidad en la muestra se debe a la presencia de polimero sin
complejar. Esto podria mejorarse optimizando alin mas los ratios polimero/plasmido.

El ratio 50/1 de lisinas y fosfatos utilizado con otros polimeros policatidénicos en trabajos anteriores
puede no ser el adecuado cuando se tiene el scFv que puede ocasionar impedimentos estéricos y
no dejar que las moléculas de polimero interaccionen correctamente con el plasmido.

Se Disinbubon by Imensity

|Ftanaky [Fercan)
n

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Figura 37. Grdfica obtenida en el equipo DLS. Se observan las tres medidas realizadas de la muestra P12VOK/VOK

con ratio % complejado con DNA plasmidico.

5.4.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros obtenidos por *H-RMN se pueden observar en el Anexo | (Figuras 38-41). En la Tabla
8 se resumen los datos esperados (segun las predicciones obtenidas utilizando el software
Chemdraw (PerkinEImer®)) y obtenidos experimentalmente para los polimeros VOK y P12VOKHS6.

En los espectros experimentales obtenidos se ha utilizado como referencia el nimero de protones
de CH3 (0.96 ppm) para normalizar el resto de integrales.
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Tabla 8. Datos esperados y obtenidos para el espectro de RMN de los polimeros VOK 'y P12VVOKH6 en D 0.

Polimero -H aromaticos -X-CH ; O=C-H CH, CH2 CH3
o) 7-8 ppm 2.6-4.8 ppm 1.2-2.4 ppm 0.96 ppm
n2 H tedrico 0 648 720 432
VOK .
n2 H experimental 0 656 782 432
n2 H tedrico 115 1370 1135 813
P12VOKH6 .
n2 H experimental 156 1222 1425 813

Como se puede observar en la Tabla 8, los valores tedricos y experimentales son similares en ambos
polimeros. Los resultados permiten afirmar que el polimero obtenido tiene la composiciéon quimica
esperada y que, en el P12VOKH®6, se ha incorporado el fragmento de scFv(P12). Esto puede
afirmarse dado que este fragmento, a diferencia del VOK aislado, posee aminoacidos con grupos
aromaticos (Figura 40) que se observan Unicamente en el espectro del polimero completo.

El hecho de que el nimero de protones de cada tipo obtenidos experimentalmente difiera mas del
numero tedrico en el caso del P12VOKH6 que en el caso del VOK, se debe a que las predicciones
tedricas para el VOK en el software utilizado son mas precisas al ser una secuencia corta repetida.
En el caso del polimero completo solo es posible realizar una estimacion del desplazamiento
guimico de los protones en aminoacidos aislados sin tener en cuenta su entorno quimico. Esto
provoca que el error al realizar las estimaciones aumente.

5.4.6. Anadlisis de aminodcidos por HPLC

En la Tabla 9 se representan los resultados esperados a partir de la secuencia tedrica de
aminoacidos, y los resultados experimentales obtenidos por HPLC. Se puede afirmar que los
resultados tedricos y los obtenidos experimentalmente son suficientemente similares para concluir
gue la composicion en aminoacidos del polimero P12VOKH6 es la esperada.

Tabla 9. Resultado andlisis de aminodcidos tedrico y experimental (HPLC) del recombindmero P12VOKHe6.

Aminoacido %masa n2 experimental n2 tedrico
Asp+Asn 2.86 15.07 445
Glu+GIn 4.33 20.62 8+14

Ser 3.11 20.71 29
His 1.90 8.78 6
Gly 21.86 204.3 192
Thr 1.82 10.73 17
Arg 2.53 10.17 13
Ala 1.98 15.53 16
Tyr 2.99 11.56 12
Cys 2.05 5.99 4
Val 15.91 95.14 92
Met 0.53 2.50 3
Trp 1.11 3.80 4
Phe 1.31 5.55 7
lle 0.92 4.90 7
Leu 3.10 16.55 20
Lys 17.91 85.60 82
Pro 13.79 83.95 84
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6. CONCLUSIONES

1.

Se ha disefiado un vector plasmidico recombinante que codifica un nuevo polimero proteico
para aplicaciones biomédicas: scFv(EpCAM)-VOK-H6. Este polimero es capaz de formar
nanoestructuras en forma de poliplexos estables capaces de albergar en su interior moléculas
de DNA con funciones terapéuticas. Para funcionalizar y dirigir el polimero y el poliplexo, se ha
integrado en la secuencia génica del plasmido el anticuerpo scFv(EpCAM). Estos procesos han
sido controlados por técnicas de analisis para asegurar su correcta realizacion.

Se ha bioproducido un nuevo polimero tipo elastina para aplicaciones biomédicas: P12VOKH®6.
Este polimero es capaz de formar nanoestructuras en forma de poliplexos estables capaces de
albergar en su interior moléculas de DNA con funciones terapéuticas. El polimero posee un
fragmento proteico del anticuerpo scFv(P12), lo cual permite una terapia génica dirigida a
células especificas.

Se ha escogido la colonia que producia mas cantidad de polimero y se ha realizado un cultivo
de 7.5L a partir de dicha colonia para obtener grandes cantidades del polimero P12VOKH®6.
Este proceso se ha seguido mediante un control exhaustivo de los pardmetros que lo regian.
Sin embargo, el rendimiento obtenido no ha sido tan alto como se esperaba.

Como método de purificacién del ELR sintetizado, se ha utilizado una columna de afinidad. Este
proceso ha sido crucial para el correcto plegamiento del polimero, obteniéndolo asi en su
conformacion nativa (activa).

La purificacion no ha ocurrido de manera totalmente satisfactoria ya que, a pesar de haber
obtenido el polimero deseado, se tiene evidencia de la presencia de polimeros secundarios,
productos de la degradacidn del primero. No ha sido posible aislar el polimero P12VOKH®6 del
producto degradado, pero se ha de tener en cuenta que las aplicaciones biomédicas para las
que se ha disefiado el ELR pueden ser llevadas a cabo en estas condiciones.

Se ha llevado a cabo una caracterizacién fisico-quimica del polimero mediante diferentes
técnicas: electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectroscopia de infrarrojo (FT-
IR), espectrometria de masas (MALDI-TOF), dispersiéon dinamica de la luz (DLS), cromatografia
en fase sélida de exclusion por tamafios, resonancia magnética nuclear (RMN) y analisis de
aminoacidos por HPLC.

7. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Se espera de trabajos posteriores la bioproduccién del polimero scFv(EpCAM)-VOK-H6 codificado

por el plasmido recombinante disefiado en este trabajo. Seria interesante en proximos estudios

determinar la funcionalidad de dicho polimero como posible terapia dirigida especifica para la

destruccién de células tumorales en canceres de colon en humanos.

Observado el bajo rendimiento en la bioproduccion del polimero P12VOKH6, seria conveniente

Ilevar a cabo una optimizacidn del proceso con el objetivo de mejorar el rendimiento y la calidad

de la purificacion. Por otra parte, dada la notable cantidad de productos de degradacion obtenidos

en la bioproduccidn, seria interesante el estudio de otras cepas bacterianas que carezcan de las

proteasas que puedan estar degradando el polimero.
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Por dltimo, seria interesante estudiar la funcionalidad del polimero tipo elastina P12VOKH6

sintetizado en este trabajo como posible terapia dirigida especifica para la destruccion de células

tumorales en canceres de mama en humanos.
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9. ABREVIATURAS

Las abreviaturas utilizadas en este trabajo se indican a continuacién en orden alfabético:

Abreviatura
A
Ac
ATP
BPB
BSA

[cfu]

[Da]
DLS
DMSO
DNA
DTT
E. coli

EDTA
ELR
EpCAM

FastAP

FT-IR

HPLC
Ig
LB

LoQ

MALDI

m/q

P12

PAGE

Nombre completo

Abreviatura

Absorbancia [pb]
Anticuerpo PCR
Adenosin trifosfato pDa
Azul de bromofenol PMSF
Albumina sérica bovina PSA
Unidad formadora de colonias rDNA
Dalton Rf
Dynamic light scattering RMN
Dimetilsulféxido RNA
Deoxyribonucleic acid RNAasa
Ditioltreitol RNAasa
Escherichia coli [rpm]
Acido etilendiaminotetraacético S.0.C.
Recombinamero tipo elastina SAP
Glicoproteina de adhesion epitelial
scFv
celular
Fosfatasa alcalina termosensible SDS
Espectroscopia de infrarrojo por
. SPE
transformada de Fourier
Cromatografia liquida de alta eficacia TAE
Inmunoglobulina B
Lysogeny Broth TEMED
Limite de cuantificacién TOF
Sistema de desorcidn/ionizacidn X
. . - . Tris
mediante laser asistida por matriz
Masa/carga umas
Anticuerpo especifi.co de la proteina (VPGKG)
Tenascina C
Electroforesis en geles de
¢ lseng (VPGKG),

poliacrilamida

Nombre completo
Pares de bases
Reaccion en cadena de la polimerasa
pDriveAll
Fluoruro de fenilsulfonilmetano
Persulfato amdnico

Acido desoxirribonucleico recombinante

Factor de retraso
Resonancia magnética nuclear
Oxyribonucleic acid
Acido ribonucleasa
Ribonucleasa
Revoluciones por minuto

Super Optimal Broth

Fosfatasa alcalina de camarén

Anticuerpo monocatenario de fragmento
variable

Dodecilsulfato sédico
Extraccién en fase sélida
Tris-acido acético-EDTA

Terrific Broth

Tetrametiletilendiamina
Analizador de tiempo de vuelo

Tris(hidroximetil)Jaminometano
Unidades de masa atomica
Pentapéptido VPGKG

Polipentapéptido VPGKG

Cédigo de representacion de las bases nitrogenadas

Base nitrogenada
Adenina
Citosina
Guanina
Timina
Uracilo

Abreviatura

A

cHoo
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Cdédigo de representacion de aminoacidos
Cédigo de 1 Cédigo de 3

NI letra letras
Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Fenilalanina F Phe
Glicina G Gly
Acido glutamico E Glu
Glutamina Q Gln
Histidina H His
Isoleucina | lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Prolina P Pro
Serina S Ser
Tirosina Y Tyr
Treonina T Thr
Triptéfano w Trp
Valina Vv Val
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ANEXO |
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Figura 38. Espectro H-RMN del polimero VOK en espectrémetro de 500Hz. Disolvente usado: D20. No aparecen
sefiales por encima de 5ppm.
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Figura 40. Espectro *H-RMN del polimero P12VOKH6 en espectrémetro de 500Hz. Disolvente usado: D20.
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Figura 41. Espectro 'H-RMN del polimero P12VOKH6 en espectrémetro de 500Hz. Disolvente usado: D20. (Zoom)
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