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1. Resumen

La elastina es una proteina de gran importancia e interés cuyas propiedades elasticas y resistentes
son de gran utilidad para el desarrollo de nuevos biomateriales, como los polimeros
recombinantes tipo elastina (ELR). Estos biopolimeros cuentan con una serie de caracteristicas,
como su elevada biocompatibilidad, que les hace ideales para aplicaciones biomédicas, como el

transporte de terapias génicas dirigidas.

En este trabajo se ha producido y purificado el ELR scFv(EpCAM)-VOK-Hg, cuya secuencia de
aminodcidos le permite formar poliplexos mediante la complejacion de moléculas de DNA
plasmidico terapéutico. Tanto al ELR como al poliplexo se les ha realizado una caracterizacién
fisico-quimica y funcional con diferentes técnicas: electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), espectroscopia de masas (MALDI-TOF), inmunoensayo Western-Blot, ELISA, dispersidn
dindmica de luz (DLS), microscopia de fuerza atomica (AFM) y espectroscopia de RMN ordenada

por difusion (2D DOSY NMR).

Abstract

Elastin is a protein of great importance and interest whose elastic and resistance properties can
be exploited in the development of new biomaterials, such as elastin-like recombinamers (ELR).
These biopolymers have several characteristics, such as their high biocompatibility, which makes
them ideal for biomedical applications, for example their use as carriers for targeted gene

therapies.

In this work we have produced and purified the ELR scFv(EpCAM)-VOK-Hes, whose amino acid
sequence enables it to form polyplexes through the complexation of therapeutic plasmid DNA
molecules. Physicochemical and functional characterization was performed to both the ELR and
the polyplex using different techniques: polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), mass
spectroscopy (MALDI-TOF), Western-Blot immunoassay, ELISA, dynamic light scattering (DLS),
atomic force microscopy (AFM) and diffusion-ordered NMR spectroscopy (2D DOSY NMR).



2. Introduccion

2.1 Biologia molecular y Biomateriales Recombinantes:

La Biologia Molecular es un dominio de la Biologia que estudia la funcion, estructura y composicion de

los componentes moleculares principales de la célula: proteinas, dcidos nucleicos, glucidos y lipidos.
Su dogma principal, representado en la ilustracién 1, esta basado en la forma en la que se transmite el
flujo de la informacidn genética: El DNA (acido desoxirribonucleico) es el encargado de guardar y
transmitir la informacion, que luego se transcribe a RNA (acido ribonucleico), para acabar

traduciéndose a proteinas.
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llustracion 1-Representacion del dogma de la Biologia Molecular

Los biomateriales se definen como aquellos materiales (naturales o sintéticos) cuyo fin es la fabricacién
de dispositivos que puedan reemplazar una parte o funcién del cuerpo de forma fiable y segura. Para
que estos biomateriales sean fiables y seguros, deben cumplir unos requisitos: que sean quimicamente
inertes y estables, que no sean tdxicos, ni puedan causar rechazo inmunoldgico, que tenga
propiedades mecdnicas adecuadas para la funcién que van a desempefiar, y que sea relativamente
econdmico y facil de fabricar para asi poder producirlo a gran escala [1]. Dentro de estos biomateriales,
se encuentran los polimeros [2], los cuales toman una gran importancia dentro de la investigacion en

las terapias génicas dirigidas como vehiculos.

Un polimero es cualquier sustancia natural o sintética, compuesta por la repeticion de unidades mas
simples conocidas como mondmeros. Un ejemplo de polimero natural que forma parte de nuestro
organismo son el DNA, constituido por nucleédtidos, o las proteinas, constituidas por aminodcidos [3].
Entre las proteinas pertenecientes a nuestro organismo, encontramos la elastina, la cual

proporciona elasticidad a los tejidos de los vertebrados [4].



2.2 Elastina:

La elastina (del griego elast(o) que significa “golpeado”, “ductil” e in(a) “sustancia”[5]) es una proteina
perteneciente al grupo de las holoproteinas, dado que estd compuesta por aminodcidos enteramente.
Se trata de un biopolimero insoluble muy duradero, compuesto por un 90% de aminoacidos apolares,
lo que le dota de una elevada hidrofobicidad. Se han descrito varias secuencias de aminodacidos para
describir la estructura primaria. La secuencia mds frecuente en esta proteina es Valina-Prolina-Glicina-
Valina-Glicina, VPGVG. Un aminodcido natural que no esta presente en esta secuencia pero que tiene

una gran importancia es la lisina.

La funcidn de la elastina es proporcionar elasticidad y resistencia a muchos tejidos de los vertebrados
tales como la piel, los pulmones y los vasos sanguineos. Sus redes de fibras elasticas se forman gracias
al autoensamblaje entre las lisinas de su precursor monomeérico, la tropoelastina, en la matriz
extracelular durante la elastogénesis en su fase principal, a través de la accién de la enzima lisil oxidasa.
Estas fibras son muy duraderas, gracias a las caracteristicas intrinsecas de este precursor monomérico,

y posibilita los ciclos de relajacién y estiramiento repetidos en un medio hidratado [6][4][7].

Las fibras de elastina tienen dos posibles plegamientos, uno desenrollado, desplegado, y otro
completamente enrollado, plegado, pudiendo pasar de una a otra mediante una transicién. Esta
propiedad es la que hace adecuados a los péptidos similares a la elastina (ELP) para poder usarlos como

biomateriales [6].

2.2.1. Polimeros tipo elastina (ELPs)

Los polimeros tipo elastina (elastin-like-polymers, ELPs) son un tipo de biopolimeros artificiales
pertenecientes a los biopolimeros termosensibles. Como su propio nombre indica, son polimeros
derivados de la elastina. Por lo tanto, algunas de sus caracteristicas son debidas a esta proteina, como

por ejemplo su elasticidad, biocompatibilidad o su resistencia [8][9].

Su secuencia esta basada en la de la elastina natural, que consiste cominmente en repeticiones del
péptido VPGVG: los ELPs se han biosintetizado generalmente como (VPGXG),, siendo X cualquier

aminodcido natural o artificial menos la prolina [10].

Los polimeros con esta secuencia son funcionales, presentan un comportamiento inteligente. Esto
significa que van a tener transiciones de fase reversibles, entre la forma plegada, enrollada, y la forma
desplegada, dependientes de algunos factores tales como la temperatura o el pH. Estas transiciones
también van a estar subordinados al peso molecular y a los aminoacidos que compongan el polimero

y a la concentracién que haya en soluciéon. Volviendo a la dependencia con la temperatura, los ELPs



presentan una Transicidn Inversa con la Temperatura (ITT, del inglés Inverse Temperature Transition)
de tal forma que a una temperatura inferior a su Temperatura de Transicion Tt, las cadenas poliméricas
de los ELPs van a estar desordenadas, desplegadas, mientras que, si se supera esta Tt, estas cadenas
se plegaran hidrofébicamente, ensambldndose para dar estructuras mas grandes. Es importante
remarcar la conservacion de la transicion inversa con la temperatura al fusionar el polimero tipo
elastina a otra proteina, lo cual lo va a hacer muy interesante en aplicaciones biomédicas, como el
suministro de farmacos mediante la construccidn de biomateriales de escala nanométrica, ya que

puede “programarse” la temperatura de transicién de cada polimero segun su aplicacién [8][9][11].

Otras caracteristicas que le dotan de interés para aplicaciones biomédicas junto con las temperaturas
de transicién, son: el hecho de que se puede construir un ELP con un peso molecular determinado
segun lo que se necesite, puesto que este serd un parametro a tener en cuenta si su aplicacién es la
de transporte de farmacos, al influir en la vida de este. También su gran biocompatibilidad es muy
interesante: el sistema inmune no va a generar ningun rechazo hacia los ELPs, puesto que los confunde
con la elastina natural y no es capaz de distinguirlo de esta. Ademas, los productos que generan estos

polimeros tipo elastina son aminodcidos simples y naturales facilmente biodegradables [10].

2.2.2 Polimeros recombinantes tipo elastina (ELRs)

Un método de sintetizar ELPs simple y eficaz es el uso de bacterias productoras para llevar a cabo una
sintesis recombinante de estos. El resultado de esta estrategia son los ELRs (Elastin-Like

Recombinamers).

La sintesis recombinante tiene la ventaja de permitir sintetizar estructuras complejas, o polimeros
grandes con total control de la secuencia, puesto que con la sintesis quimica esto suponia un problema,
ya que se obtenian mezclas estadisticas de polimeros con distinto peso molecular, es decir, de alta
polidispersidad. Al igual que los ELPs, estan basados principalmente en la repeticién del pentapéptido
VPGXG, donde X es cualquier aminoacido exceptuando a la prolina. Al estar inspirados en la secuencia
de la elastina, mantienen sus propiedades elasticas y su capacidad de autoensamblaje, y su respuesta
a cambios térmicos, es decir, su transicion de fase reversible con la temperatura. Por otro lado, al ser
recombinantes, se pueden alterar estas secuencias facilmente afiadiendo grupos funcionales vy
modificando algunas propiedades mediante métodos de DNA recombinante, como el comportamiento
térmico, que va a permitir ajustar esa temperatura de transicion Tt (explicada en el punto 2.2.1) de
forma mas precisa. Estos biopolimeros, gracias a estas caracteristicas tienen un futuro muy
prometedor como materiales para aplicaciones biomédicas, como por ejemplo administracion de

farmacos en terapia génica dirigida [12][13].



2.3 Poliplexos

Los poliplexos son un tipo de vectores no virales quimicos (esto se explica mas extensamente en el
apartado 2.6), que surgen por la conjugacién de un polimero (generalmente catidnico, como por
ejemplo la polietinamina (PEI), la poli-L-lisina (PLL), la poliamidoamina (PAMAM) y el polimetacrilato
de 2-dimetilaminoetilo (PDMAEMA) con acidos nucleicos, a través de interacciones electrostaticas.
Estos van a permitir una entrega segura y eficaz de los genes en la terapia génica, dependiendo esta

eficacia de la capacidad que tiene el polimero de condensar al DNA [14].

Los poliplexos catidnicos pueden ser de diferentes longitudes, estados geométricos, con distintos

grupos funcionales y en procesos relativamente flexibles.

Una ventaja que tienen los poliplexos, es que, al tratarse de sistemas no virales, no presentan posibles
respuestas inmunolégicas como es el caso de los sistemas virales. Esto les convierte en un sistema

ideal para la dosificacién de genes [14].

Esto es lo que hace tan interesante la sintesis de un polimero tipo elastina para poder asi formar un
poliplexo estable, al conjugarse con un pldsmido que contenga un gen determinado, que pueda ser

usado como agente terapéutico en terapia génica para el tratamiento o la deteccion de enfermedades.

2.4 Fragmentos de anticuerpos: scFv

Los anticuerpos, como bien es sabido, son una parte del sistema inmune. Su funcidn es la identificacién
y eliminacién de sustancias extrafias que entran en el organismo, como toxinas, bacterias o virus. Estan
formados por 4 cadenas polipetidicas, 2 cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H). Estas estan
unidas por puentes disulfuro y uniones no covalentes. Ambas cadenas estdn compuestas por dos
partes, la parte constante (C), y la variable (V). Los dominios Vu y Vi son los encargados de la unién
especifica al antigeno, y son los que, mediante ingenieria de anticuerpos, se usan para la construccion

de los scFv (single chain variable fragment) (llustracion 2).

llustracion 2- Esquema representativo de un anticuerpo (a la izquierda) y de un scFv (a la derecha)
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Ambas regiones estan unidas por una cadena peptidica flexible, muy facil de expresar en E. coli. La
longitud y composicidn de este conector es fundamental para conseguir el correcto plegamiento de la

cadena polipeptidica [15].

Este formato de anticuerpo es capaz de retener la capacidad completa de unién al antigeno (aunque
pierde su avidez), lo que es muy util para poder usar una molécula Unica contra ciertas enfermedades,
especialmente el cancer. Estos fragmentos de anticuerpos, también pueden usarse unidos a ELRs, para

administrar genes terapéuticos de forma dirigida especificamente a un epitopo de tumor [15].

Los scFv tienen la ventaja de que su tamafio inferior a los anticuerpos, les permite llegar a los epitopos
de los antigenos menos accesibles. Ademas, respecto a los anticuerpos originales, tienen una mejor
capacidad de penetrar en el tumor y de forma mas uniforme, una eliminacién sanguinea en menor

tiempo, asi como una inmunogenicidad inferior [15].

2.5 EpCAM v su papel en el cancer

EpCAM, también conocido como GA733-2, KSA o antigeno 17-1A, es una glicoproteina transmembrana
de tipo I, compuesta por 314 aminodcidos. Esta formada por tres dominios: un dominio extracelular
(EpEX), un dominio transmembrana Unico y un dominio intracelular (EpICD). Se trata de una molécula
de adhesion de células epiteliales, aunque también cumple funciones como la sefializacién celular,

proliferacién, diferenciacion, formacion y mantenimiento de la morfologia de los érganos [16] [17].

Ademas de estas funciones, EpCAM desempefia un papel en los tejidos tumorales epiteliales, en los
cuales esta sobreexpresada, promoviendo la proliferacién celular. Sin embargo, a pesar de que se
encuentre en una gran cantidad de carcinomas, no hay muchos estudios que hayan estudiado su grado

de expresion a nivel clinico [16].

Inicialmente, se identificé como un antigeno que estaba asociado a tumores debido justamente a su
sobreexpresidn en los tumores epiteliales, y actualmente se considera que es un marcador de gran

importancia de carcinomas.

Por otro lado, como se ha dicho anteriormente, EpCAM esta presente en la formacién y en las
funciones de estructuras adhesivas y su polaridad, pero también estd sobreexpresado en tejidos
tumorales, en los que se pierden las estructuras adhesivas y la polaridad celular. Esto es contradictorio,
lo que hace que EpCAM tenga un papel importante en la investigacién de nuevas estrategias contra el
cancer, si se consigue entender claramente sus funciones en canceres y en tejidos normales, y lo
convierte en objetivo de terapia génica dirigida con scFv. Este tipo de terapias con anticuerpos lleva

siendo investigada desde 1980, y se ha demostrado su potencial en canceres con sobreexpresion de
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EpCAM. Un ejemplo de este tipo de terapias, fue llevada a cabo por R. N. Soulari en sus investigaciones,
en los que construyo un scFv contra el dominio extracelular (EpEX) de EpCAM, dando lugar a una

estrategia exitosa [16][18][19].

2.6. Terapia génica dirigida: una técnica molecular para el tratamiento de enfermedades

La terapia génica usa genes para tratar enfermedades, de tal forma que permite introducir un gen
directamente en la célula del paciente. Hay diferentes enfoques con respecto al uso de esta terapia,
como por ejemplo: inactivar o reemplazar el gen defectuoso causante de la enfermedad por uno sano,

o introducir genes nuevos en la célula cuya finalidad sea la proteccidn de esta [20].

Este tipo de terapia se puede llevar a cabo tanto en células somaticas, como en células germinales,
aunque solo se acepta la primera, dado que solo afecta a la persona con la que se usa este tratamiento,

mientras que en las segundas se pasaria a la descendencia [21].
Lo que tienen en comun estos enfoques son sus tres elementos claves:

- El material génico a transferir, es decir, el gen que codifica la proteina terapéutica especifica.

- El método de transferencia, basado en un sistema de administracién de genes que se encarga
del control de la administracién del gen en la célula diana. El éxito de este depende de que el
gen se mantenga estable en la célula.

- Eltipo celular que incorporard el material genético [20][22].

En la terapia génica hay dos pasos criticos: transferir los genes a las células dianas, paso conocido como

transfeccion, y su posterior expresion.
Para la administracién de genes, existen dos sistemas, los virales y los no virales.

- Los virales, utilizan virus que gracias a su capacidad de introducir su material genético en la
célula huésped pueden infectarla y utilizarla para poder replicar su propio material genético.
Es importante recalcar que no son capaces de reproducir su enfermedad en el paciente, ya
que se trata de virus modificados. Un ejemplo de estos vectores son los adenovirus o los
retrovirus. Estos vectores tienen el inconveniente de que Unicamente se integran en células
en fase de divisién, y de que pueden inducir mutaciones si se insertan aleatoriamente en el
genoma celular [20][22].

- Los no virales pueden dividirse en métodos quimicos y fisicos. En los fisicos encontramos la
inyeccion con aguja del gen, inyeccion de DNA balistico, sonoporacién, fotoporacion,

magnetofeccidn e hidroporacion. Los sistemas quimicos, que son los que nos interesan en este
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caso, suelen entrar en las células por endocitosis, y estdn basados en dos vias, los liposomas y
los polimeros. Los basados en liposomas usan lipoplexos, que se forman espontaneamente al
mezclarse el DNA cargado negativamente con el liposoma cargado positivamente. En los
polimeros catidnicos, al estar cargados positivamente, interactian con el DNA cargado
negativamente y forman poliplexos. Tienen la ventaja sobre los anteriores de tener menos

posibilidades de provocar la respuesta inmune [20][22].

En un inicio, el fin de la terapia génica era el tratamiento de enfermedades genéticas debidas a la
ausencia de un gen, de tal forma que se buscaba sustituir el gen alterado por el gen normal. Este era
el caso de algunas enfermedades como la distrofia o la fibrosis quistica. Mas tarde se comprobd que

podia ser usado con otras enfermedades tales como el cancer [21].

Pifia et al., en su articulo “A double safety lock tumor-specific device for suicide gene therapy in breast
cancer” habla justamente sobre el uso de la terapia génica en el cancer de mama. Esta terapia tiene la
ventaja de que ofrece tratamientos para eliminar tumores sin provocar dafios en el tejido sano. A pesar
de que la mayoria de las investigaciones se han realizado con vectores virales, se ha avanzado mucho
en el uso de vectores no virales, con polimeros convencionales como polietinamina (PEl), o
polietinglicol (PEG), o con polimeros recombinantes tipo elastina (ELRs), ya que tienen una gran

biocompatibilidad y propiedades inteligentes [23].

3. Objetivos

Los ELRs tienen un gran futuro en la terapia génica dirigida, ya que como se ha explicado, poseen una
gran biocompatibilidad y comportamiento inteligente. Con la intencidn de explotar estas propiedades,
en este trabajo se va a llevar a cabo la bioproduccién del polimero scFv(EpCAM)-VOK-Hg y su utilizacidn
para la formacidn de un poliplexo complejando plasmido mediante interacciones electrostaticas para

su posterior uso como vehiculo de terapia génica.
Para ello, se lleva a cabo el siguiente plan de trabajo:

- Produccién del ELR scFv(EpCAM)-VOK-Hs y su purificacion mediante cromatografia de afinidad.

- Caracterizacion fisico-quimica y funcional del recombindmero scFv(EpCAM)-VOK-Hs, mediante
distintas técnicas: Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectroscopia de masas
(MALDI-TOF), inmunoensayo Western-Blot, microscopia de fuerza atdmica (AFM), resonancia
magnética nuclear (RMN) y ELISA.

- Formacién de un poliplexo con la complejacién del plasmido pCMVmKate2.

- Caracterizacion fisica y funcional del poliplexo mediante dispersion dinamica de luz (DLS) y ELISA.
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4. Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1 Reactivos quimicos

A continuacién, se muestra una lista ordenada alfabéticamente de los distintos reactivos quimicos

usados en este trabajo obtenidos de varios suministradores y con un alto grado de pureza. Su papel

experimental serd explicado a lo largo del trabajo:

-6X-HisTag Monoclonal Antibody(His-H8), HRP

-Acido acético

-Acido clorhidrico, HCI

-Acido etilendiaminotetraacético, EDTA disodium

-Acido sulfurico cdo, H2S04

-Albumina sérica bobina, BSA
-Ampicilina

-Azul de bromofenol

-Azul de Coomasie

-Benzimidina hydrochloride hydrate 98%

-Bicarbonato sddico, NaHCOs

-B-mercaptoetanol

-Butanol

-Carbonato sédico, Na,CO3
-Cloruro de sodio, NaCl

-Cloruro potasico, KCI
-Ditiotreitol, DTT

-DNA Marker: NZY DNA Ladder Ill
-Dodecilsulfato Sddico, SDS

-EpCAM/Trop1, His, Human

-Glicerol

-Glucosa

-Green buffer fast digest 10x

- Guanidina-HCI

-Imidazol

-Kanamicina

-Kit de sustrato de DAB Pierce™
-Leche desnatada en polvo
-Prestained Protein Ladder
-Metanol

-NZY-Bluesafe: marcador de proteinas

-O-Phenylenediamine Dihydrochloride
peroxide, OPD

-Persulfato amodnico, PSA
-Poliacrilamida

-Biotin-Protein L

-SeaKem® LE Agarosa

-Stable Peroxide Substrate Buffer 10x
-Streptavidine-HRP
-Tetrametilendiamina, TEMED

-Tris(hidroximetil)Jaminometano; Tris

Stable
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-Fluoruro de fenilsulfonilmetano, PMSF -Tween 20

4.1.2 Materiales de Biologia Molecular:

4.1.2.1 Medios de cultivo bacteriano:

Las bacterias utilizadas para llevar a cabo la produccién del polimero son las BLR(DE3)
Competent Cells (Novagen). Estas requieren para su correcto funcionamiento medios de
cultivo especificos. La preparacién y utilizacién de estos medios se han llevado a cabo seguln
los protocolos optimizados por el fabricante para asi obtener el mayor rendimiento y se

esterilizan 15 min a 1212C. Los medios utilizados son los siguientes:

- LB-Agar (Formedium™): Este medio cuando este a una temperatura de 50-602C, se vierte
sobre placas de cultivo bacteriano en un volumen alrededor de 30mL. Una vez se enfrie
solidificard. Se le puede anadir durante su preparaciéon, o una vez este gelificado los
antibidticos necesarios. Es el medio sélido en el cual van a crecer las colonias de bacterias.

- TB (Terrific Broth) (Formedium™): Estd compuesto por 20g/L de triptona 24 g/L de extracto
de levadura, 8mL/L de glicerol, KH,PO; 0.017M y K,HPO,4 0.072M; pH 7.0. Este medio, junto
con el LB AIM, es el elegido si se busca aumentar la expresién de los genes. Por ello es el
seleccionado para producir nuestro polimero.

- LB (Lysogeny Broth) (Formedium™): Esta compuesto por 10g/L de bactotriptona, 10g/L de
NaCl, y 5g/L de extracto de levadura. Se usa en la fase de cultivo y crecimiento bacteriano

- LB AIM (Auto Induction Media Lysogeny Broth) (Formedium™): Esta compuesto por 10g/L
de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 3.3 g/L (NH4)2S04, 6.8 g/L KH2PO4, 7.1 NaHP Oy,
0.5 g/L glucosa, 2 g/L lactosa y 0.15 g/L MgS0O4; pH 7.0. Este medio es el elegido si se busca

aumentar la expresiéon de los genes, junto con el TB.

4.1.3 Enzimas

Para este trabajo se han usado enzimas de restriccién. Estas enzimas cortan DNA de doble cadena al
reconocer un patrén de secuencias internas en la cadena, catalizando la reaccién de hidrélisis de los
enlaces fosfodiéster en las secuencias especificas que reconocen. Segun justamente los tipos de

secuencia que reconocen, hay cuatro familias de enzimas: las de tipo |, tipo Il, tipo Ill y tipo IV.

- Tipo ly lll: reconocen una secuencia especifica, pero cortan a distancias variables de estas.
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- Tipo Il: reconocen secuencias palindrémicas (secuencias que se leen igual del extremo 5’ a 3’,
que del 3’ a 5’ de la cadena complementaria), cortando siempre en el mismo sitio dentro de
esta.

- Tipo lIS: similares a las de tipo Il, pero no reconocen secuencias palindrémicas. Ademas, cortan
fuera de las secuencias de reconocimiento.

- Tipo IV: solo cortan en cadenas de DNA modificado.

Las enzimas pueden realizar cortes en la doble hebra que generan extremos cohesivos, o extremos
romos. En los primeros, dejan de dos a cuatro nucledtidos desapareados por extremo, y en el segundo,
no deja bases desapareados, se corta en el centro del palindromo. Generan fragmentos de DNA
conocidos como fragmentos de restriccion.

CCC/GGEG GAATTC
G G G/oCC CTTAAG

lustracion 3--Ejemplo de extremo romo (izquierda) y extremo cohesivo (derecha)

Las enzimas que se usaron en este trabajo se utilizaron enzimas de tipo Il:

Tabla 1-Funcidn, tampdn usado y secuencias diana de las enzimas EcoRl 'y Hindlll

Enzima de Secuencia diana Buffer o Uso en este trabajo
restriccion tampodn
EcoRl 5 GAATTC3 Green buffer | Digestiones analiticas:
3CTTAAIGYS Fast Digest 10x | Identificacidn de

fragmentos de  DNA:
Linealizacidn de plasmido

Hindlll 5’AlAGCTT3 Green buffer | Digestiones analiticas:
ITTCGAIAY Fast Digest 10x | Identificacidon de

fragmentos de DNA: Se
usé junto con EcoRl para
cortar el inserto mKate

4.1.4 Kits para el tratamiento de DNA. Purificacion y extraccidn de DNA

Para poder llevar a cabo la extraccién de DNA plasmidico de las bacterias a través de métodos de
Biologia Molecular, y asi poder trabajar con fragmentos de DNA conocidos, se ha utilizado el siguiente

Kit:
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- Nucleospin® Plasmid/Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel): gracias a este kit se puede purificar
de pequenas muestras de cultivo bacteriano (5-10mL), el DNA plasmidico. El fundamento

tedrico se explica en el apartado 4.2.2.1.

4.1.5 Disoluciones tamponadas

En la siguiente lista, se describen las disoluciones usadas:

- SDS-PAGE Tampon de carga 5x: 10% (p/v) SDS, 25% (v/v) B-mercaptoetanol, 2% (v/v) azul de
bromofenol (BPB), 50% (v/v) glicerol, 0.3 M Tris-base; pH 6,8.

- Tampon de desarrollo de gel proteinas 5x: Tris-base 0.12 M, glicerol 0.96, SDS 0.02M; pH 8.3.
La disolucion de SDS es preparada por separado, y afiadida tras el ajuste de pH.

- Tampodn TAE 50x: 40mm Tris-base, 19mM 4cido acético, 1ImM EDTA,; pH 8.

- Tampon de lavado celular: Tris-Base 20mM, NaCl 140 mM; pH 8.

- Tampon de lisis o de sonicado: Tris-Base 20mM, PMSF 1mM; pH 8.

- Tampon de equilibrado cromatografico: guanidina-HCl 3M, imidazol 10 mM, DTT 1mM en
PBS; pH 7.

- Tampon de lavado cromatografico en gradiente 1: guanidina-HCl 3M, imidazol 25 mM, DTT
10 mM en PBS; pH 7.4.

- Tampodn de lavado cromatografico en gradiente 2: imidazol 25 mM, en PBS; pH 7.4.

- Tampdn cromatografico de elucion: imidazol 250 mM, en PBS; pH 7.4.

- Tampodn fosfato salino, PBS: NaCl 173mM, KCl 2.7mM, Na;HPQO,4, KH,PO41.8mM, pH 7.9.

- MES tampdn 10x: 20 mM 2-(N-morpholine)- ethanesulfonic acid, NaCl 0.1 M; pH 5.

- Tampodn de transferencia para Western Blot: 20% (v/v) Tampdn de desarrollo 5x, 15% (v/v)
metanol en agua destilada.

- PBS-T: 0.1% (v/v) Tween-20 en PBS 1x.

- Tampdn NaHCO3/Na,COs ELISA: 0,23% (m/v) Na,COs, 0,353% (m/v) NaHCOs. Se ajusta el pH
a 9.5 con HCI 3%.

- TBS 10%: 2.4% (m/v) Tris-HCl, 0.56% (m/v) Tris-Base, 8.8% NaCl; pH 7.6.

- TBST: 0.05% Tween-20 en TBS 1x.
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4.1.6 Disoluciones de tefiido:

4.1.7.1 Geles de poliacrilamida:

- Azul brillante de Coomassie: Estd compuesta por un 0.1% (v/v) de Azul de Coomasie, un 10%
(v/v) de acido acético, un 40% (v/v) de metanol y un 50% (v/v) de agua. Para llevar a cabo el
destefiido de los geles, se una disolucién compuesta por un 40% (v/v) de metanol, un 10%

(v/v) de acido acético, y un 50% (v/v) de agua.

4.1.7.2 Geles de agarosa:

- Disolucion de tefido para gel de agarosa: Para estos geles se usa una disolucion al 0.005%

de colorante SYBR Safe en tampdn TAE 1x.

4.2 Métodos

4.2.1 Electroforesis en gel

La electroforesis (electro, referido a electricidad, y foresis, del griego phoros que significa trasladar) es
una técnica de separacién de moléculas basada en la diferente migracion de estas bajo la accion de un
campo eléctrico. Consiste en la aplicacién pues, de una corriente eléctrica a las moléculas para que
atraviesen un gel. El gel es una sustancia semisélida formada por polimeros que constituyen una malla

con un gran contenido de agua o solucién tampodn.

Al aplicar la corriente, las macromoléculas adquieren una velocidad constante, puesto que se equilibra
la fuerza impulsora del campo eléctrico, con la resistencia que encuentra la macromolécula al

desplazarse, es decir, con la fuerza de friccidn.

La separacion de las moléculas depende pues, de dos factores principalmente: la carga y la masa. Estas

dos variables van a actuar conjuntamente.
En electroforesis se trabaja con tos tipos de gel:

- Gel de agarosa

- Gel de poliacrilamida

A continuacidn, se explicardn ambos geles, asi como para que se usa cada uno.
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4.2.1.1 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE discontinuo)

SDS-PAGE significa SDS-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis, es decir, electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS). EI SDS es un detergente anidnico que
desnaturaliza la proteina y la dota de una carga neta negativa. Su finalidad es el analisis de proteinas.

Este tipo de geles suelen usar un sistema tampdn Tris discontinuo.

Estos geles son el resultado de la polimerizacién quimica de una de mezcla de acrilamida vy
bisacrilamida. Segun la concentracién y la proporcidn de ambas, se consiguen distintas porosidades,
aunque menores que las de los geles de agarosa. Los otros componentes que forman estos geles son
el tampdn Tris, el SDS, el PSA (persulfato de amonio) que se encarga de formar en disolucion radicales
libres, que interactuardn con los grupos reactivos de la acrilamida y la bisacrilamida, y el
TEMED(Tetrametil-etilen-diamina), un catalizador, que inicia la reaccién de polimerizacidén una vez se
anade. Al final, se va a formar una malla, compuesta por una serie de cadenas muy larga de
poliacrilamida, que se ha entrelazado con la bisacrilamida. La poliacrilamida se organiza de forma

lineal, mientras que la otra forma brazos que unen las cadenas de la otra.

Los geles de poliacrilamida discontinuos constan de dos partes: el gel de compactacion (o stacking gel)

y gel de resolucién (o resolving gel).

- El gel de compactacion se prepara con una menor concentracion de acrilamida para que tenga
poros grandes para que los péptidos mds grandes puedan migrar facilmente. Esto permite que
las proteinas en una muestra cargada se concentren en una banda apretada durante los
primeros minutos de la electroforesis antes de ingresar a la porcién de resolucion de un gel.

- Elgel de resolucion, usa una concentracién de acrilamida mayor, por lo que el tamafio de poro
mas pequefio del gel de resoluciéon comienza a tener un efecto de tamizado, lo que resulta en

la separacién de péptidos por tamafio una vez las macromoléculas llegan a este gel.

Los geles de poliacrilamida pueden hacerse a diferentes porcentajes, como se ve en la tabla 13 (anexo

2).

En el presente trabajo se ha utilizado usado siempre un gel de resolucion del 10%. Este porcentaje de

elige segun el peso molecular de la proteina.

Para poder realizar una semicuantificacion de la proteina de interés, se necesita que haya un marcador
de referencia compuesto por fragmentos protéicos con un peso molecular y cantidades conocidas. En
este caso he usado el marcador NZY-Bluesafe®, que sigue el patrén que se ve a continuacién

(ilustracion 4):
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llustracion 4-Bandas con sus pesos correspondientes del marcador de referencia NZY-Bluesafe®

El gel se forma dentro de un soporte, afladiendo primero el gel de resoluciéon, y una vez este esta
gelificado, el gel de compactacion. Antes de que gelifique, se afiade un peine adecuado para formar
los pocillos en los que se depositara la muestra. Este soporte se mete en una cubeta con tampdn de

desarrollo 1x.

La electroforesis se realiza a amperaje constante (25mA/gel) hasta que los colorantes de referencia
gue llevan tanto el marcador como las muestras, alcancen el final del gel, lo cual lleva una hora

aproximadamente.

Por ultimo, se lleva a cabo la tincién del gel con Azul de Coomassie. Una vez esta tefiida, es decir, no
se distingue el color del gel del color del tinte, se destifie con una disolucion de destefiido especificada

en el apartado 4.1.7.

Para poder ver el gel y observar asi las bandas, se utiliza un transiluminador de luz blanca Gel Doc™ EZ
Image, que permite también hacer fotografias de estos, y ver el porcentaje de banda y su peso
molecular, para la caracterizacién. Para poder estudiar este ultimo, hay que tener en cuenta la
existencia de un retraso electroforético, debido a la lentitud de avance del ELR en el gel a causa de su

elevada hidrofobicidad, que provocard que la banda aparezca a tamafios superiores a los reales.

4.2.1.2 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

En el caso del DNA, plasmidos, fragmentos génicos o fragmentos resultantes de una digestién con

enzimas de restriccion, el gel que se usa es de agarosa

La agarosa es un polimero lineal de un peso medio de 12000Da compuesto de residuos alternantes de
D -galactosa y 3,6 -anhidro - L -galactosa unidos por enlaces glucosidicos o (1=23) y B (1=2»4). Las

cadenas del polimero de agarosa forman fibras helicoidales, que al solidificar forma una malla con
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«poros» cuyo tamafio puede ser controlado mediante la concentracién y tipo de agarosa. Podemos
jugar mucho con estos geles, utilizando diferentes concentraciones iniciales de agarosa, o diferentes
tipos de agarosa. Se emplean para separar moléculas de diferentes rangos con un peso molecular
desde 20 pb hasta mds de 20 Kpb. Estos geles se forman fundiendo la agarosa en tampdn TAE 1x por
en una temperatura entre 502-602C. Este tampdn tiene un pH de 8, valor en el cual los grupos fosfatos
de DNA estan cargados negativamente, y dado que este pH se mantiene durante todo el desarrollo de
la electroforesis, la carga de todos los fragmentos de DNA sera la misma. Es decir, la separacion de las
moléculas de DNA va a ser debida Unicamente al tamafio de estas. Los fragmentos de mayor tamano

se encontrardn mas cerca de los pocillos, y los mas pequefios, mas lejos.

Para la formacién del gel se usa un formador, y una vez vertido sobre este, antes de que gelifique, se
pone un peine para poder formar los pocillos en los que depositar la muestra. Para la electroforesis,
estos geles se colocan en cubetas de electroforesis, sumergidos en el tampdn TAE 1x, y se une a una
fuente de alimentacién con un catodo y un dnodo. El DNA correra desde el polo negativo al positivo,
va que, al tener la carga neta negativa, serd repelido por el negativo, y atraido por el positivo. Estos

geles se someteran a un voltaje fijo de 90V, durante 90 minutos.

La muestra de DNA se prepara afiadiendo una sustancia que sirva para aumentar la densidad. Se suele
afadir un colorante, una sustancia que permita seguir la migracion, y un tampdn. En este caso, se usé

el Green Buffer 10x.

Al igual que con las proteinas, se necesita un marcador de referencia: el NZY Ladder lll, que contiene

14 fragmentos de DNA de tamafios y cantidades conocidas (ilustracion 5)
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llustracion 5-Bandas con sus pares de bases correspondientes del marcador de referencia NZYLadder IlI
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4.2.2 Purificacién de DNA plasmidico

Para poder llevar a cabo la formacion del poliplexo, es necesario tener el plasmido que se desee
complejar con el ELR puro, es decir, tener la certeza de que el DNA usado es un unico fragmento de
secuencia conocida. Para este caso, interesa una purificacién de DNA plasmidico procedente de cepas
bacterianas (E. coli): Se busca la extraccién y purificacién del DNA plasmidico presente en el citoplasma

de la bacteria. Para esto, se ha usado el Kit Nucleospin Plasmid QuickPure™ Macherey-Nagel™.

4.2.2.1 Purificacién con Protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid Nolid

Este tipo de purificacidn se basa en la lisis alcalina del cultivo bacteriano, siguiendo el esquema de la

ilustracion 6.

llustracion 6-Esquema del procedimiento de purificacion de pldsmidos procedentes de cepas bacterianas. Las etapas son:
1- Lisis alcalina y neutralizacion; 2- Clarificacion del lisado; 3- Extraccion en fase sdlida; 4-Eliminacion de interferentes
apolares; 5- Eliminacion de interferentes polares; 6-Elucion del DNA plasmidico purificado.

El paso previo a la purificacion es el cultivo bacteriano en medio liquido en un volumen de 5mL, que
se explica en el apartado 4.2.6. En este caso se seleccionan 4 colonias, en vez de las 8 para los screening
de proteinas. El plasmido de interés es el pPCMVmKate2, cuya resistencia es a la Kanamicina. Se realiza
la purificacién por el método de la lisis alcalina siguiendo el protocolo comercial NucleoSpin®

Plasmid/Plasmid NoLid (ilustracion 6).

Para medir la concentracién del DNA plasmidico purificado, se usa NanoDrop One® (Thermo Scientific).

Esto se explica en el apartado 4.2.5.

4.2.3 Digestion de DNA mediante enzimas de restriccidon

La digestidn es el proceso por el cual una enzima de restriccidon con actividad endonucleasa, reconoce
unas secuencias determinadas del DNA conocidas como secuencias diana, cortando esta secuencia de
forma especifica. Estas secuencias diana son secuencias cortas a menudo, y palindrémicas. Las enzimas

de restriccidn usadas se explican en el apartado 4.1.3.
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Las digestiones se pueden realizar con dos fines: analiticos y preparativos. En el primer caso, se trata
de una identificacion del tamafio de los fragmentos de DNA, para poder identificar si este fragmento
es el deseado. Este es el que nos interesa en este trabajo, puesto que la digestion se ha llevado a cabo
con el fin de ver si el plasmido tratado es el deseado vy si estd bien. El segundo caso, se lleva a cabo

para recuperar y purificar el DNA contenido en la banda elegida.

En lailustracion 29, (anexo 3) podemos ver el mapa de restriccion del pldasmido de interés, y se pueden
observar los puntos en este por donde cortan las dos enzimas usadas en este trabajo: EcoRl y Hindlll.

Las secuencias diana por las que cortan son explicadas en el apartado 4.1.3, en la tabla 1.

Con estas enzimas, se han llevado a cabo dos digestiones diferentes, una con EcoR! sola, y otra con

EcoRlI + Hindlll. Es decir, a cada colonia diferente, se ha realizado dos digestiones, de la siguiente forma:

- Enelcaso de la digestion con_EcoRl: En el eppendorf se afiade 1 pL del plasmido pCMVmKate,
0.5 plL de la enzima EcoRl, 0.5 pL de Green buffer y 3 uL de agua mQ. En este caso, como se
ve en el mapa de restriccion, usando Unicamente esta enzima, conseguimos la linealizacion
del plasmido, con un tamafio total de 4684 pb.

- En el caso de la digestion con_EcoRI + Hindlll: En el eppendorf se afiade 1 pL del plasmido

pCMVmKate, 0.5 pL de la enzima EcoRl, 0.5 plL de la enzima Hindlll, 0.5 pL de Green Buffer y
2.5 pL de agua mQ. Usando ambos enzimas, se obtienen dos fragmentos, el correspondiente
al inserto mKate2, (gen que codifica la proteina mKate2, una proteina fluorescente roja), con

un tamafio de 700 pb, y el resto del plasmido, con un tamafio de 3984 pb.

4.2 .4 ldentificacion y analisis de los fragmentos de DNA

Para poder identificar los fragmentos de DNA explicados en el apartado 4.2.3, se realiza una
electroforesis en gel de agarosa, que como ya se ha explicado en el apartado 4.2.1, nos permite separar

los fragmentos Unicamente por su diferente peso molecular.

El marcador de tamano NZY Ladder Ill nos va a permitir hacer una identificacién de los fragmentos,
gracias a su contenido en bandas de DNA de tamafio perfectamente conocido, cumpliendo un papel

de patrén comparativo (ilustracién 7, apartado 4.1.2.1)

4.2.5 Determinacién y andlisis de la concentracién y pureza de las muestras de DNA

Una vez se ha purificado el plasmido, y hecho las digestiones e identificaciones para comprobar si

estaba bien, el siguiente paso es el de determinar la concentracion y la pureza de las muestras de
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pldsmidos. Para esto, se realiza un andlisis de la absorbancia con el equipo NanoDrop One‘
(ThermoScientific), un espectrofotémetro de microgota, que permite realizar ensayos de determinar
la pureza de muestras génicas con volumenes del orden de 2 plL. La absorbancia se puede relacionar

con la concentracién segun la ley de Lambert-Beer (ecuacién 1):

A=¢exc*l
Ecuacion 1-Ley de Lambert-Beer
Este espectrofotémetro mide en la region del UV-Visible completo, y usa dos [dmparas para emitir la
radiacion: la lampara de Deuterio para la radiacién ultravioleta, y la de Wolframio para la del visible.
Para poder seleccionar la longitud de onda deseada, consta de un monocromador, que consta de una

rendija de entrada, un sistema dispersante (red de difraccién) y una rendija de salida.

Este espectrofotémetro es capaz de evaluar las relaciones de absorbancia a dos longitudes de onda
diferentes: se va a obtener dos indices de pureza, uno con relaciéon A260/A280 (absorbancia a 260nm
en relacion a la corregida a 280nm), y otro con relacion A260/A230 (absorbancia a 260nm en relacion
a la corregida a 230nm). Segun los valores obtenidos, se puede evaluar la pureza segun la tabla 14

(anexo 4).

Para llevar a cabo las medidas, primero se depositan 2uL de un blanco (en este caso agua mQ) con el
fin de disminuir el ruido de fondo, disminuyendo también los limites de cuantificacion (LOQ) para
poder detectar concentraciones pequefias con fiabilidad. Después se procede a medir la pureza de las
muestras de DNA, con 2 uL también, analizando primero las muestras mas diluidas (las de segunda
elucion obtenidas en la purificacién del plasmido), y después las mas concentradas (las de primera

elucion).

4.2.6 Crecimiento colonias bacterianas en placas de LB-Agar.

Para poder llevar a cabo la bioproduccién del polimero scFv(EpCAM)-VOK-Hs, previamente se realiza
el crecimiento de las colonias bacterianas transformadas con el pldasmido que codifica al polimero en
un medio sdlido, y asi poder hacer un primer screening (apartado 4.2.3) y seleccionar la colonia mas
productora. Con esta se llevara a cabo un segundo screening y con la colonia mas productora de este,
se iniciard la preparacion de la bioproduccién. Para esto, se utiliza un gel de LB-Agar en placas Petri. El

LB es de por si solo un medio rico en nutrientes en el que las colonias van a poder crecer.

Hay que tener en cuenta el tipo de gen de resistencia a antibidtico que tiene el plasmido que codifica

la proteina de interés, con el cudl se transformo la bacteria previamente, ya que estas adquieren esa
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resistencia. En el caso para el polimero de estudio scFv(EpCAM)-VOK-Hg, la resistencia es a la

ampicilina, por lo que las placas de LB-Agar seleccionadas van a llevar este antibiotico.

Se sembrd por agotamiento con la ayuda del mango de Kolle, a partir de un glicerol stock proveniente
de una siembra realizada anteriormente con células competentes BLR transformadas con el plasmido
p7-scFv(EpCAM)-VOK-He. Estas placas se dejan durante la noche (es decir, entre 16-18 horas) a 372C
en una estufa boca abajo para evitar condensaciones y tapadas con papel de aluminio, para que

puedan crecer las colonias.

llustracion 7-Ejemplo de una placa de LB-Agar donde se ha llevado a cabo una siembra por agotamiento

4.2.7 Preparacion de muestras de electroforesis para SDS-PAGE. Preparacidn de muestras para

la seleccién de colonias

Como se ha explicado en el punto 4.2.2, para poder empezar la bioproduccion, hay que llevar a cabo
el crecimiento de las colonias bacterianas transformadas. Una vez este paso esta hecho, hay que hacer
un estudio de estas colonias mediante una SDS-PAGE, para poder seleccionar la mds productora de
estas, es decir, hay que hacer un primer screening de las colonias. Todos los procesos en los que se
trabaja con cultivos bacterianos se llevaron a cabo en condiciones estériles en una campana de flujo

laminar.

El screening empieza con la seleccion en la placa de diferentes colonias. Las colonias que se seleccionan
tienen que cumplir una serie de requisitos: estar aisladas de otras colonias, no ser de diferentes formas
y tamafios entre si, y no tener satélites (estos son colonias de otras bacterias que crecen alrededor de
las colonias que interesan, aprovechandose de la reduccién de la presencia de antibidtico en su

entorno).

25



Una vez se han seleccionado 8 colonias con estas caracteristicas, se procede a picarlas en medio TB

con ampicilina para que puedan crecer y producir el polimero en este medio liquido:

- Primero se hace una master mix: en un tubo tipo Falcon 50 se echan 45 mL de TB (5 mL por
cada colonia que se vaya a picar mas un control negativo que nos ayudara a ver si ha crecido
algo o0 no), y 45 ulL de ampicilina (el antibiético siempre se afiade en una dilucién 1:1000). Esto
se reparte en 9 Falcon echando 5 mL en cada uno.

- Para picarlas, se esteriliza la punta del asa de siembra con fuego y se enfria en una zona de la
placa Petri sin bacterias, se toca entonces la colonia seleccionada, y se lleva al medio liquido.
Después la punta se vuelve a esterilizar y se repite el proceso con todas las colonias. El ultimo
Falcon con 5 mL de medio se deja sin sembrar como control negativo del crecimiento.

- Se llevan los 9 Falcon a un incubador que les mantiene a 372C con agitacién de 250rpm. Los
Falcon van cerrados, pero con el tapdn flojo y sujeto con cinta de carrocero, para que pueda

haber intercambio de oxigeno. Se deja creciendo durante la noche(16-18h).

Al dia siguiente, se separa en un tubo eppendorf 1 mL de cada una de estos Falcon con las colonias

crecidas en medio liquido, para lavar las células y romperlas:

- El tubo se centrifuga a 13400 rpm durante 45 segundos. De esta forma vamos a separar las
células del medio, en forma de pellet (las células) y el sobrenadante.

- El sobrenadante se descarta, y al pellet se le afiade un mL de agua mQ, y se resuspende
agitando con un vortex.

- Esto se vuelve a centrifugar, y se descarta el sobrenadante otra vez. Se vuelve a afiadir un mL
de mQy se resuspende el pellet.

- Se centrifuga otra vez, y se descarta el sobrenadante. Esta vez, se resuspende en 200 plL de
mQ.

- De estos 200 puL, se toman 20 plL y se llevan a otro eppendorf que son especificos para hervir.
A esto se le afaden 5 pL de tampdn de carga 5x. Los componentes de este estdn especificados
en el apartado 4.1.5. De los componentes cabe destacar la funcidn individual de cada uno: El
SDS, como se ha explicado anteriormente es un detergente anidnico que va a desnaturalizar
por completo a las proteinas, rodedndolas y dotandolas de carga neta negativa. EL B-
mercaptoetanol es un agente reductor, que, ayudado con las altas temperaturas alcanzadas
en el siguiente paso, sirve para reducir los puentes disulfuro, separando asi las subunidades
de la proteina y permitiendo que se extiendan por efecto del SDS. El glicerol es necesario para

aumentar la densidad de la muestra y que se pueda cargar en los pocillos. El azul de
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bromofenol es un colorante utilizado para poder seguir el frente de la electroforesis y
determinar cuando ha acabado.
- Una vez afiadido el tampdn de carga, la muestra se hierve 5 minutos. Esto rompe la célula

liberando los componentes presentes en ella. Después se centrifuga 5 minutos a 13400rpm.

Una vez se han llevado a cabo todos estos pasos, las muestras estan preparadas para cargarse en un
gel de poliacrilamida, junto con el marcador y un control negativo (una muestra proveniente de
colonias de BLR, pero transformadas con otro plasmido) que permite saber cudl es nuestro polimero,
comparando con las proteinas que se ven en este, y llevar asi a cabo el SDS-PAGE, como se ha explicado

en el apartado 4.2.1.

Una vez la electroforesis ha terminado, se tifie con azul de Coomassie, y se destifie con una disolucién

de destefiido. Después se puede hacer la foto con el equipo Doc™ EZ Image.

Para elegir la colonia mas productora, tenemos que fijarnos en la cantidad de nuestro polimero con
respecto a las proteinas propias de la bacteria. Queremos una colonia en la que se vea mucha cantidad
de nuestro polimero, pero poca de las demas proteinas. Una vez se elige, se procede a un segundo
screening con el fin de obtener las hijas de esta colonia mds productora. Para este segundo screening,
se toca la colonia elegida con el mango de Kolle, y se siembra por agotamiento, siguiendo a
continuacién el mismo proceso que con el primer screening. De esta se elige también la mas

productora, y con esta colonia se empieza el proceso de produccién.

4.2.8 Bioproduccién de polimeros recombinantes

Una vez seleccionada la colonia mas productora, se empieza con la Bioproduccién del ELR. Este proceso

tiene una duracién de 3 dias, en el cual se van preparando cultivos consecutivos, como vemos en la

tabla 2.
Tabla 2-Resumen de los diferentes cultivos que se realizan a lo largo de la produccion
PREINOCULO INOCULO PRODUCCION
X1 Falcon X2 Erlenmeyer X14 Erlenmeyer
Volumen recipiente: 50mL | Volumen recipiente: 250mL Volumen recipiente: 2L

-Colonia mas productora -100pL preinéculo -5mL indculo
-5mL LB -30mL LB -250mL TB
-5uL Ampicilina -30uL Ampicilina -150mL LB AIM
-250uL glucosa 20% estéril -1.5mL glucosa 20% estéril -400uL Ampicilina
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Dia 1: Preparacién del preinéculo

Este cultivo se realiza al mediodia tarde, debido a las horas que tiene que estar el preinéculo
en agitacién y calor. Este proceso se realiza en condiciones estériles en campana de flujo
laminar para evitar contaminaciones.

En un Falcon de 50mL, se echan 5mL de LB, 5ulL del antibiético Ampicilina 100 mg/mL, y 250mL
de glucosa 20%(m/v) estéril. La glucosa se afiade para reprimir el operdn Lac u operdn de la
lactosa de la célula: el operdn es el conjunto de los genes estructurales y los promotores que
regulan la expresién de estos genes. La bacteria prefiere a la glucosa como fuente de energia
antes de a la lactosa. Al no usar la lactosa, no empieza a producir la bacteria, por lo que esta
solo va a crecer en el medio sin llegar a producir. Es decir, la glucosa esta inhibiendo la
expresion génica actuando como represor de la traduccién durante el crecimiento de la
biomasa. Por ultimo, se pica la colonia elegida como la mas productora y se lleva a la
disolucién.

Esto se deja toda la noche en un incubador que mantiene la temperatura constante a 372Cy
gue agita a 250rpm. La agitacidn permite la oxigenacidn del cultivo.

Dia 2: preparacién del inéculo e inoculacion

El siguiente paso es transferir por la mafiana a primera hora, a dos Erlenmeyer con 30mL de
LB, 30uL de Ampicilinay 1.5mL de glucosa cada uno, 100 mL del preinéculo. Esto se deja toda
la mafiana a 372Cy 250 rpm en el incubador. Antes del siguiente paso se toman dos muestras
de 1mL del indculo para un seguimiento posterior del proceso de produccion. A continuacion,
se realiza la inoculacidn, que debe realizarse a mediodia-tarde. Para esto, se toman 14 flask
Erlenmeyer de dos litros. En cada uno, se afiaden 250mL de TB, 150mL de LB AIM (esta mezcla
se ha visto en experimentos anteriores que es Optima para esta produccidn), 400uL de
Ampicilina, y 5mL del indculo. Esto se deja toda la noche a 372Cy 250rpm en el incubador.
Preparar un preindculo y luego un indculo a partir de este, favorece el crecimiento de la
biomasa, para tener la mayor cantidad de células posibles y conseguir mas cantidad de
produccidn.

Dia 3: Detencién de la produccion y lavado de células:

A las 8:00 de la mafiana se toman 2 eppendorf con 1mL de la produccién, para medir la
absorbancia en un espectrofotometro de 600nm. Se toma dos muestras porque una se
centrifuga a 13400rpm durante 45 segundos, para separar sobrenadante del pellet, y usar el
sobrenadante como blanco. Tanto el blanco como la muestra se diluyen 1:10(v/v) con agua
destilada. Esta absorbancia se anota, ya que nos va a dar una idea del crecimiento de las
bacterias, y si se encuentran en fase exponencial, o en fase estacionaria (ilustracidon 11), y asi

saber si la produccion se puede parar o no. Pasados 30 minutos se repite el proceso, y si la
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absorbancia no ha variado significativamente, significa que el crecimiento de la bacteria se
encuentra en fase estacionaria, y la produccidn se para para proceder al lavado de células. Si
ha variado mucho, se asume que la bacteria sigue en fase exponencial, por lo que se deja media
hora mds, y se toman otras dos alicuotas para poder volver a medir la absorbancia, asi hasta

conseguir que la absorbancia esté estable.

Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacién
(Lag)

Log ndmero de células viables ——s

Tiempo —

llustracion 8-Curva de crecimiento bacteriano, donde se pueden visualizar las diferentes fases de esta: fase exponencial, fase
estacionaria y la muerte celular [24].

4.2.9 Lavado vy ruptura de las células

Para poder obtener el polimero y purificarlo, primero hay que llevar a cabo un lavado de las células, y
una posterior ruptura de estas. Primero, se lleva el contenido de la produccidn de los flask, a botes de
centrifuga de 1litro. Esto se centrifuga a 4000rpm (rotor basculante Tx1000, Thermo Scientific™)
durante 10 minutos a 42C. Esto permite separar el sobrenadante del pellet celular. Descartamos el
sobrenadante y el pellet lo resuspendemos con tampdn de lavado 1x. Este proceso de lavado se repite

hasta que el sobrenadante que se obtenga esté limpio, es decir, se vea incoloro y transparente.

Todo el proceso se lleva a 42C, con el fin de minimizar la accién de las proteasas bacterianas, que

provocan la degradacién del polimero.

El siguiente paso es la ruptura de células. Para esto, primero se debe resuspender el pellet en buffer
de sonicado, teniendo en cuenta para el volumen que se usa la ecuacion 2, y se afiaden los inhibidores
de proteasas PMSF (1mM) y Benzamidine hydrochloride hydrate (1ImM). La ruptura de células se lleva
a cabo mediante sonicacién, con un equipo Hielscher UP400St (perteneciente al grupo ProcerealTech)

y una sonda de 1,4 cm. Este equipo permite llevar a cabo una serie de ciclos, de 10 segundos cada uno

29



(10 segundos funcionando, 10 segundos sin funcionar, para evitar sobrecalentamiento. Amplitud
100%), en los que se somete a la célula a altas presiones (entre 1500 y 1800 bar) a una temperatura
de 49C, durante 7 minutos. Estas condiciones consiguen la ruptura de la pared y de la membrana
plasmatica de las células, liberdndose asi todo el contenido intracelular al medio extracelular, entre

ellos el polimero de interés.

Vsonicado = 5 * Vcultivo * Abs(lltima muestra)

Ecuacion 1-Relacién para obtener el volumen de sonicado. El Vcultivo es el volumen total usado en la produccion (0,250L
TB*n flask + 0,150 LB AIM*n flask) y la Abs es la absorbancia de la ultima muestra tomada tras la autoinduccion durante
toda la noche)

Una vez el sonicador ha acabado, el contenido se lleva a Falcon de 50mL, para llevar a cabo otra
centrifugacion durante 1 hora a 12000 rpm (rotor Fiberlite™ F15-8X50Cy, Thermo Scientific™). vy
separar asi pellet y sobrenadante otra vez. Se toma 1mL de la muestra antes de la centrifuga, para
realizar una electroforesis en la que sea vea si el polimero estd en el pellet o en el sobrenadante. En
trabajos anteriores se ha visto que los ELR con scFv suelen quedarse en pellet formando cuerpos de

inclusidn debido a la complejidad de la secuencia del scFv.

Una vez mas, el sobrenadante se separa del pellet, que se guarda en una duquesa hasta ver los
resultados del seguimiento del proceso. El pellet se resuspende en agua ultrapura en 100mL. Una vez
esta resuspendido, se afiaden 100mL de sales de guanidina 6M, de tal forma que la concentracion final
de sales de guanidina es 3M. Estas sales van a desnaturalizar y solubilizar todas las proteinas presentes
en el pellet, incluidas las del polimero puro en los cuerpos de inclusion. Esto se deja toda la noche en

un agitador magnético a 49C.

Una vez esta todo el pellet resuspendido, se toma una muestra de 1mL, para poder comprobar igual
qgue antes en donde se encuentra el polimero mediante una electroforesis. En este caso, el polimero

pasa a estar en el sobrenadante.

Se procede a la ultima centrifuga que separara el sobrenadante y el precipitado del tratamiento con
sales de guanidina. Con el fin de dejar el sobrenadante completamente limpio, se centrifuga dos veces:
30 minutos la primera vez, y una hora la segunda, a 12000rpm (rotor F15-8X50Cy) y 49C. Se vuelve a
separar el pellet del sobrenadante. El sobrenadante va a purificarse a continuacién por columna de
afinidad: la resina HisPur™ Ni-NTA Resin (Thermo Scientific) recubierta de niquel en el cromatdgrafo
NGC Quest System (BioRad®), equipo del LTI (Laboratorio de Técnicas Instrumentales, Universidad de

Valladolid).
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Por otro lado, las alicuotas de 1 mL tomadas para realizar un seguimiento se preparan para realizar un

SDS-PAGE:

- Las muestras tomadas para analizar la absorbancia, se tratan igual que en el apartado 4.2.7

- La muestra procedente del sonicado, y del tratamiento con sales de guanidina, se centrifuga
en ambos casos 45 minutos a 13400 rpm. El sobrenadante se separa del pellet. De este se
toman 20pL y se le afiaden 5uL de tampdn de carga. El pellet se resuspende en 1mL de agua
desionizada, y se toman 20puL y se le afiaden 5uL de tampdn de carga. Se hierven 5 minutos y

se procede con la SDS-PAGE.

4.2.10 Purificacidn de polimeros recombinantes

Como se ha dicho antes, la purificacién se lleva a cabo con la resina HisPur™ Ni-NTA Resin (Thermo
Scientific), La purificacidn se da gracias a la cola de histidinas que tiene el polimero, que va a permitir
gue sea retenido por la resina al tener una gran afinidad por el Niquel. Antes de empezar la
purificacién, la columna se equilibra con dos volimenes de tampdn de equilibrado. La muestra se

prepara afiadiéndole un volumen equivalente de tampdn de equilibrado.

La cromatografia se lleva a cabo en un gradiente inverso de sales de guanidina, empezando con una
fase mévil de tampdn de lavado en una concentracién de 3M de guanidina, 1 mM de DTT y 25mM de
imidazol en PBS (tampdn de lavado A), y acabando en OM de guanidina, 0 mM de DTT y 25mM de
imidazol en PBS (tampdn de lavado B). De esta forma, va a permitirse al polimero plegarse
correctamente, al ir retirdndose las sales de guanidina y el DTT paulatinamente. Este proceso se conoce
como replegamiento o refolding. Para la elucidn posterior se utiliza como fase movil un tampén de
elucion con 250mM de imidazol en PBS. El imidazol tiene mucha mas afinidad por la resina recubierta
de niquel que la cola de histidina, por lo que vamos a obtener el polimero purificado en las fracciones
que eluyen de la columna. Para asegurar en qué fracciones esta el polimero, se realiza un SDS-PAGE

de estas, tomdandose 20puL de cada una, afiadiendo 5L de tampdn de carga e hirviendo 5 minutos.

Las fracciones en la que se encuentre el polimero, van a someterse a didlisis (tripas de dialisis de
Medicell Membrane Ltd) para eliminar el imidazol, en dos cambios de 25L de agua destilada y de agua

ultrapura, a 4°C.

Por ultimo, la disolucién que contiene el polimero purificado, se liofiliza en el equipo LyoQuest-
Telstar®, perteneciente al LTI (Laboratorio de Técnicas Instrumentales, Universidad de Valladolid),
obteniéndose de esta forma el polimero seco. De esta forma puede llevarse a cabo la caracterizacién

fisico quimica del ELR scFv(EpCAM)-VOK-He.
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4.2.11 Caracterizacion fisico-quimica del polimero recombinante

4.2.11.1 SDS-PAGE

Todo el fundamento de esta técnica esta explicado en el apartado 4.2.1.1.

La muestra para el andlisis de SDS-PAGE se prepara en una concentracién 1mg/mL de agua ultrapura,
y se deja disolviendo toda la noche a 42C. Se toman 20pL de este, y se afiaden 5ulL de tampdn de carga.

Después se lleva a cabo la electroforesis durante una hora a amperaje constante de 25mA/gel.

Esta técnica permite conocer el peso aparente del polimero, con la ayuda de un marcador que actua
como patron (ilustracion 6 del apartado 4.2.1.1). También sirve para poder evaluar el porcentaje de
pureza del polimero, con respecto a las impurezas debidas a las degradaciones de este o a la presencia

de otras proteinas ajenas.

4.2.11.2 Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La espectroscopia de masas es una técnica que nos permite identificar un compuesto conociendo su
masa molecular. Con esta técnica, se obtiene un ién molecular, que es el idn de mayor peso molecular,
y a su izquierda productos del fraccionamiento de la muestra: Los compuestos van a romper de distinta

forma, y estudiando los diferentes fragmentos, puede realizarse la identificacién del compuesto.
Las etapas de la espectroscopia de masas son:

- lonizacion (activacion): para detectar compuestos por espectroscopia, tiene que estar
ionizado, ya que las especies neutras no las detecta. La ionizacidn la llevan a cabo las fuentes
de iones.

- Extraccion (Aceleracién): los analitos (iones) tienen que ser extraidos de la fuente de iones
para llevarlo al siguiente apartado. Se realiza con aceleracidn para extraerlos, que se consigue
aplicando una diferencia de potencial.

- Analisis: se lleva a cabo en el analizador. Se lleva a cabo una diferenciacién entre iones
formados por la diferente relacion masa/carga (m/z) que tengan y asi poder separarlos.

- Deteccion: cuando llegan los iones, se genera una corriente idnica, que se transforma en

corriente eléctrica, y se obtiene un pico.

Entre las diferentes fuentes de iones y analizadores, el MALDI-TOF estd compuesto por una fuente de
iones MALDI (Desorcion/lonizacidn por Laser Asistida por una Matriz) y un analizador de tiempo de
vuelo (TOF). La fuente de iones MALDI permite trabajar en fase condensada (solido o liquido), lo que
le hace ideal para realizar espectroscopia de proteinas. Con otras fuentes de iones no era posible ya

gue no generaban iones en fase gaseosa de proteinas. Se trata de una fuente blanda, es decir,
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transmite poca energia a la muestra, por lo que genera poca fragmentacién. Como su propio nombre
indica, es de desorcidn: genera directamente iones en estado gaseoso sin tener que volatilizar la
muestra. Por la parte del detector de tiempo de vuelo, también es idoneo para el andlisis de

biopolimeros, puesto que tiene un rango de relacion masa/carga muy amplia, de hasta 200-300KDa.

La prueba se realiza con el equipo Bruker Autoflex Speed (MALDI TOF), perteneciente al Laboratorio
de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid. La matriz en la que se prepard la

muestra es 2.5-DHAP.

4.2.11.3 ELISA
El ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) es una técnica englobada dentro de los
enzimoinmunoensayos (EIA). Se basa en el uso de un enzima para detectar la unién de un anticuerpo

a un antigeno, con el fin de obtener un producto coloreado.
El ELISA se puede realizar de forma directa, indirecta, o tipo Sandwich.

Para este experimento, se utiliza el ELISA indirecto, fijando el antigeno EpCAM a la placa, con el fin de

poder ver si el polimero con el scFv es funcional, uniéndose o no a este antigeno.

Procedimiento:

1. Primero se debe llevar a cabo el Coating, el recubrimiento de la placa Medisorp, de Thermo
Fisher, con el que se hace el ELISA. Esto se hace con 200ul de una disolucién de
EpCAM/Trop1l, His, Human 1ng/uL en tampdn NaHCOs/Na>COs. Para el blanco se usa BSA
1ng/uL(Albumina de suero bovino) en tampén NaHCO3/Na,COs . Como control positivo,
una disolucion de 1ng/uL de scFv(EpCAM)-VOK-Hs. Esto se deja fijando toda la noche a
49C.

Al dia siguiente, se realizan 3 lavados con 250uL de TBS 1x.

Se lleva a cabo el bloqueo durante 90 minutos a 372C con BSA 5% en TBS, 250pL.

Se lava de nuevo 3 veces con 250uL de TBS 1x.

LA

Se afiaden 200pL de las disoluciones preparadas en diferentes concentraciones, en BSA
0.5% del polimero de interés, y el control negativo, en los pocillos recubiertos con EpCAM.
En los que no, TBS 1x. Se incuba 1 hora a 372C.

6. Selava nuevamente 3 veces con 250uL de TBS 1x.

7. A continuacion, se afiade la Biotin-Protein L(GenScript) en concentracion 1:50000(v/v) en

BSA 0.5%, se deja 1 hora a 372C, y después se llevan a cabo 3 lavados con TBS 1x. Después
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se afade la streptavidina-HRP(GenScript) en concentracion 1:100000(v/v) en BSA 0.5%,
con el fin de formar el complejo Biotina-streptavidina. Ambos en cantidades de 200p.L.
8. Seincuba 1 horaa 379C, y se lava 3 veces con TBS 1x.
9. Por ultimo, se afiade el sustrato, O-Phenylenediamine Dihydrochloride Stable Peroxide,
OPD 1x, un sustrato cromogénico, capaz de visualizar la actividad de la enzima peroxidasa
del rdbano, HRP. Se echan 100uL por pocillo.
La absorbancia se mide en el equipo SpectraMax® M Series Multi-Mode Microplate Readers (Molecular

Devices) a 450nm en el IOBA (Instituto de Oftalmobiologia Aplicada de la Universidad de Valladolid).

4.2.11.4 Western Blot

El Western Blot es una técnica usada en biologia molecular. Para este trabajo, su finalidad es un estudio

inmunoldgico: la deteccidn de impurezas del polimero. Esta basado en tres elementos:

- Separacion de las proteinas por tamaiio.
- Transferencia a un soporte sélido.

- Reconocimiento especifico de la proteina objetivo para poder visualizarla.

Para el primer paso, se lleva a cabo un SDS-PAGE (apartado 4.2.1.1), utilizando el marcador coloreado
de Western Blot PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) representado en la

ilustracion 9.
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llustracion 9-Marcador de western Blot con los pesos correspondientes a las bandas

Una vez ha acabada la electroforesis, llega el paso de la transferencia al soporte sélido: Una membrana
PVDF (fluoruro de polivinilideno) (Transfer Membranes; Inmobilon®). En este paso se utiliza un campo
eléctrico con el fin de transferir las proteinas del gel de poliacrilamida a la membrana. Para este paso,
primero se debe activar la membrana dejandola un minuto en metanol, y después lavandola con el

tampon de transferencia. Es muy importante manejar la membrana en todo momento con pinzas.
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Se monta el médulo de transferencia de la siguiente forma: dos esponjas y un papel de filtro mojados
en tampdn de transferencia, el gel proveniente del SDS-PAGE, la membrana de PVDF, otro papel de
filtro, y 3 esponjas. Se pone en vertical, y se llena de tampdn de transferencia. Después se lleva a la
cubeta con agua destilada previamente enfriada y hielos (para refrigerar) y se deja 1:30h a 300mA.

Una vez acabada la electrotransferencia, se retira la membrana del médulo de transferencia.

Por ultimo, se lleva a cabo la deteccidon. Antes de empezar con este paso, se lleva a cabo un bloqueo
de la membrana con leche en polvo al 5% en TBST, con agitacidn orbital de 20rpm, a temperatura
ambiente, con el fin de evitar las uniones inespecificas a la membrana. Como se realizan dos marcajes
con dos proteinas diferentes, la membrana se recorta en dos partes una vez ocurrida la
electrotransferencia. Es muy importante que la parte de la membrana en la que estan las proteinas (la

gue estaba tocando el gel) este boca arriba.

Una vez pasada la hora, se lava la membrana 3 veces con TBST, en periodos de 5 minutos. Después, se
afiade a una membrana 6x-HisTag Monoclonal Antibody (His.H8), HRP, diluido 1:2000 en TBST con 2%
de leche en polvo, que se une especificamente a la cola de histidinas del polimero, y a la otra Biotin-
Protein L 1:1000 en TBST con 2% de leche en polvo, que se une a las cadenas ligeras variables del

anticuerpo. Esto se deja durante la noche (16-18 horas) a 42C con agitacion orbital.
Al dia siguiente, segun la proteina usada, se sigue un procedimiento:

- 6x-HisTag Monoclonal Antibody (His.H8) - HRP: Se lava con PBST 3 veces, en periodos de 10
minutos a temperatura ambiente. Después, se revela, afadiendo la solucidon de DAB 1x. E| DAB
permite visualizar la actividad de la enzima peroxidasa del rdbano (HRP). Esto se incuba 10
minutos en agitacién orbital a oscuras.

- Biotin-Protein L: se lava con TBST 3 veces. En este caso, como no hay HRP, como en el caso
anterior, se afade la streptavidina-HRP en concentracién 1:10000 en TBST 0,5% de leche, para
formar el complejo streptavidina-biotina, el cual es la interaccién bioldgica no covalente mas
fuerte que existe. Esto se deja 1 hora incubando con agitacidn orbital. Después, se siguen los

mismos pasos que en el caso anterior.

4.2.11.5 Espectrometria DLS (Dynamic Light Scattering)

El DLS (Dynamic Light Scattering) es una técnica que permite analizar el tamano de particula mediante
la medida del movimiento browniano, el movimiento aleatorio entre las particulas en disolucion
debido a la interaccién con las particulas del solvente. El movimiento browniano depende de la

viscosidad del medio, y del tamafio de las particulas, de tal forma que las particulas de mayor tamafo
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se moveran mas lento al interaccionar con las particulas del solvente, y las de menor tamafio, mas

rapido [25].

La velocidad del movimiento browniano viene dada por el coeficiente de difusion (D). Sabiendo este
valor, se puede saber el tamafio de la particula, puesto que estan inversamente relacionados, segun la

ecuacion Stokes-Einstein:

Do kT
~ 3mmd(H)

Ecuacion 3-Ecuacion Stokes-Einstein.

Donde k es la constante de Bolztmann, T es la temperatura absoluta, n es la viscosidad del medio, y

d(H) es el didmetro hidrodindmico de la particula [25].

El DLS ha sido usado para medir el tamafio y carga del poliplexo, una nanoparticula formada por la
complejacidn del plasmido purificado (apartado 4.2.2) con el polimero. Para formar este, se han
mezclado scFv(EpCAM-VOK-Hg) con VOK-Hg en las ratios 2/3, 1/3 y 0/3, con el pldasmido en una ratio
de 50:1 N/P (N: lisinas presentes en el VOK; P: fosfatos presentes en el plasmido). Esta ratio ha sido
optimizada previamente por el grupo Smart Devices for NanoMedicine de la Universidad de Valladolid
[26]. Para ello, se han mezclado los componentes en las proporciones que se desean a 42C, se agitan

con vortex a 252C durante 1 minuto, y se incuban a esta temperatura 30 minutos.

Las medidas de tamafio y potencial de los poliplexos se llevan a cabo en el Laboratorio de Técnicas

Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid, en el equipo Zetasizer Nano Series (Malvern).

4.2.11.6 Espectroscopia de RMN ordenada por difusion, 2D DOSY NMR.

Este tipo de espectroscopia busca separar las sefiales obtenidas por RMN de diferentes especies, segln
su coeficiente de difusidn. Se trata pues, de un experimento donde se realiza una medicidn de difusion
molecular precisa, de forma no invasiva, y util para biofluidos. Debido justamente a que su objetivo es
el de separar las especies presentes espectroscépicamente, se le conoce como “cromatografia de

RMN” [27] [28].

En estos espectros, en el eje x se muestra el desplazamiento quimico, mientras que en el eje y esta el

coeficiente de difusion [28].

Este analisis va a permitir comprobar la formacion del poliplexo, gracias a la complejacidn del plasmido

pCMVmKate2 con el ELR scFv(EpCAM)-VOK-He.

36



El experimento se realiza en el espectrémetro de RMN de 500 Hz de Agilent Technologies,
perteneciente al LTI (Laboratorio de Técnicas Instrumentales), por técnicos pertenecientes a este

laboratorio.

4.2.11.7 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atdmica es un tipo de microscopia de sonda de barrido, en la que una punta

va barriendo la superficie de la muestra, midiendo las fuerzas de interaccién entre estas.

Esta basado en una punta (tip) en un a microplaca (cantiléver en voladizo) flexible, un fotodetector, un
piezoeléctrico que permite que la punta se pueda mover en el eje x, y z, y un laser, cuya radiacion
incide sobre la superficie del cantiléver. Al hacerse el barrido, se produce una deflexién de la
micropalanca, se desviard la incidencia del |aser de una forma u otra, esto se detectard en el fotodiodo,
y un software cuantifica estas desviaciones, convirtiéndolas en cambios de altura, de las que se

obtienen las imagenes.
El AFM tiene varios modos de operacion [29]:

- Contacto continuo entre punta y muestra
e Modo contacto (Contact mode)
e Medida de fuerzas (Force volumen)
- Contacto intermitente entre punta y muestra
e Contacto intermitente (Tapping mode)
e Contraste de fase (Phase contrast mode)

- No contacto entre punta y muestra (Non-contact mode)

En este trabajo, el modo de operacién usado es Tapping mode. En este modo, se mide la topografia
tocando intermitentemente la superficie. El cantiléver oscila a una amplitud y fase constante durante
el barrido [30]. Segun la interaccidn de la punta con la superficie, va a haber un desfase, a partir de la
cual se obtiene la imagen de fase. La imagen Height Retrace por otro lado, es la imagen generada a
partir de la sefal que llega al fotodiodo. El Ultimo tipo de imagen obtenido con AFM es la imagen de
amplitud, imagen sin sentido fisico, ya que da una cuantificacion del error que se tiene en el registro

de la seiial.

Con esta técnica se han podido obtener imagenes de los poliplexos formados con las ratios de

scFv(EpCAM)-VOK-Hg 2/3 y 0/3 (es decir, Unicamente con VOK-Hg).

Se usaron dos estrategias distintas de analisis:
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- 30uL sobre una placa de mica equilibrada, con secado directo
- 50uL sobre una placa de mica equilibrada, con incubacién de 45mins y un lavado con agua

mQ posterior.

El experimento se llevd a cabo con el equipo MFP-3D Infinity Bio, de Oxford Instruments, con la punta
AC-160, en el LTI (Laboratorio de Técnicas Instrumentales, Universidad de Valladolid) por el técnico del

mencionado laboratorio. Las medidas se realizaron en seco y en modo repulsivo.

5. Resultados y discusion

5.1 Bioproduccién de scFv(EpCAM)-VOK-He. Proceso y optimizacion

El proceso empieza con la construccion del plasmido pET7-scFv(EpCAM)-VOK-Hg, que contiene el gen
que codifica el polimero denominado scFv(EpCAM)-VOK-Hg, previamente sintetizado en el seno del
grupo Smart Devices for NanoMedicine de la Universidad de Valladolid. Una vez obtenido el pldsmido,
se procede a la transformacién de una célula competente (BLR), aunque en este trabajo se parte de
un glicerol stock de la célula ya transformada. La célula, al tener este plasmido, va a producir la proteina

que codifica el gen, el scFv(EpCAM)-VOK-Hs. A continuacién, vemos su secuencia de aminoacidos:

MESLLPVDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSTKSLLHSNGITYLYWYQQKPGKAPKLLIYQMSNLASGVPSRFSSSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQNLEIPRTFGQGTKVELKRATPSHNSHQVPSAGGPTANSGTSGSEVQLVQSGPG
LVQPGGSVRISCAASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLEWMGWINTYTGESTYADSFKGRFTFSLDTSASAAYLQINS
LRAEDTAVYYCARFAIKGDYWGQGTLLTVSSVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPG
KGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGK
GVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKG
VPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVP
GKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPG
KGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVPGKGVGGGVGHHHHHHGGGGGY

En la secuencia se pueden distinguir 3 bloques: en morado, la parte del fragmento de anticuerpo de
Unica cadena o scFv (apartado 2.4), encargado del direccionamiento de la molécula frente a la proteina
de membrana EpCAM; en rojo, el bloque denominado VOK y constituido por el pentapéptido repetido:
((VPGKG)72), que complejara a un plasmido formando el correspondiente poliplexo (apartado 2.3); y
en verde, la cola de 6 histidinas, que permitira realizar la purificaciéon del polimero mediante una
cromatografia en columna de afinidad con iones metalicos inmovilizados IMAC (apartado 4.2.10). El

peso tedrico de la proteina quimérica es de 61kDa.
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La evaluacion de la expresidn se realiza en una SDS-PAGE (apartado 4.2.11.1) de un primer screening
de las diferentes colonias aisladas a partir del glicerol stock en la placa Petri, con el fin de ver cudles
son las mas productoras (apartado 4.2.7), que son las que mds proteina de interés han producido en
un tiempo dado. En la ilustracién 10, se muestra la imagen de un primer screening, y de un segundo
screening proveniente de las células hijas de la colonia 4 del anterior cultivo. En la ilustracion 10 (izda),
a parte de las colonias 1-8, se usa un control negativo de otro polimero procedente de una BLR, para

poder diferenciar asi la proteina deseada, de las propias de la célula.

72kD:

llustracion 10-SDS-PAGE del primer (izquierda) y segundo (derecha) screening del biopolimero recombinante
scFv(EpCAM)-VOK-He. Se sefiala en rojo, la banda correspondiente al polimero scFv(EpCAM)-VOK-He.

De las colonias seleccionadas para el segundo screening, se selecciona la colonia 8 como la mas
productora. A partir de esta, comienza el proceso de bioproduccidn (apartado 4.2.8) que se repetira
tres veces. Se realizan dos producciones iniciales a 372C con la diferencia de que, en la segunda, se
realiza la produccidon en erlenmeyers con deflactores. Mientras que, en la tercera produccién, la
inoculacién se realizd6 a primera hora, dejando la produccidn 6 horas a 372C con agitacion, y
posteriormente, traspasandolo a 49C con agitacion durante el fin de semana, en erlenmeyers con

deflactores.

La turbidez alcanzada en las diferentes producciones realizadas se puede ver en la tabla 3. Estas

absorbancias sirven para llevar un seguimiento de la cantidad de células que se obtiene:

Tabla 3-Valores de la absorbancia obtenidos en las tres producciones llevadas a cabo. La primera y sequnda, llevada a cabo
como en el apartado 4.2.8, la tercera, diferente: se deja a 4°C durante el fin de semana

Absorbancia 600nm

12 produccién | 22 Produccién | 32 Produccion
Control 3.6 3.41 -
Inéculo 2.3 2.16 -
Muestra 8:00am 4.04 4.06 --
Muestra 8:30am 3.7 3.07 4.67
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La disminucidn en las absorbancias de las 8:30 es consecuencia de parar la produccidn justo al final del
ciclo de vida de la bacteria. En las dos producciones llevadas a 372C por la noche tienen una
absorbancia similar. En la que se realiza a 42C durante el fin de semana, se puede observar una

absorbancia superior por lo que ha habido un mayor crecimiento celular.

Para comprobar el éxito de la produccidn se realiza una electroforesis SDS-PAGE (apartado 4.2.11.1)

(ilustracion 11).

MK 8
72kDa W

72D s0kDa o
60kD:

-

—

S~

—

llustracion 11-Producciones del scFv(EpCAM)-VOK-He. Izquierda: primera produccion en flask sin deflactores a 372C durante
la noche. Centro: segunda produccion en flask con deflactores a 37°C durante la noche. Derecha: Tercera produccion a 4°C
durante el fin de semana en flask con deflactores. Sefialado en rojo, el polimero scFv(EpCAM)-VOK-He.

En la ilustracion 11 (izquierda y centro), se puede ver bien la diferencia en la intensidad de banda
procedente de las muestras tomadas a las 8 y 8:30am, con respecto a la del indculo: en las primeras
hay mucha mds produccién que en la del inéculo. Esto es consecuencia de la autoinduccion de la
proteina. En el caso del indculo, en el medio de cultivo, se afiade glucosa, y tal como se explica en el
apartado 4.2.8, es un inhibidor del promotor de la lactosa, y en presencia de esta, no va a empezar a
producir. Sin embargo, en los medios de cultivo para la produccién, no se afiade glucosa, y las bacterias

podran producir el polimero.

Se puede ver que con deflactores (ilustracién 11 centro), se obtiene una produccién del polimero
mayor (la banda es mucho mas intensa) a la que se hace sin deflactores (ilustracidn 11 izqda), debido

a la mayor aireacidn obtenida con estos a pesar de que los crecimientos celulares fueron similares.

Por otro lado, en la tercera produccion llevada a cabo a 42C durante el fin de semana, a pesar de
haberse obtenido un mayor nimero de células (tabla 3), la produccién es inferior que las realizadas a
379C durante la noche, en especial a la de la segunda produccidn, la cual se considera como la mejor

produccién y por tanto las condiciones dptimas de expresion.
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5.2 Purificacién de scFv(EpCAM)-VOK-Hs
Tras el cosechado celular y su posterior lavado, las bacterias fueron lisadas por sonicacion (apartado

4.2.9), y centrifugadas. Se analizaron tanto el sobrenadante resultante como sus restos celulares en el
pellet. Como puede observarse en lailustracién 12, la banda correspondiente al polimero se encuentra

en el pellet, donde se ha acumulado en forma de cuerpos de inclusién.

Para solubilizar estos cuerpos de inclusidn, se afiaden sales de guanidina 3M, que desnaturalizan las
proteinas, al romper todas las interacciones no covalentes (apartado 2.2.1). Tras el tratamiento
durante 16-18 horas a 49C, se clarifica por centrifugacién y se analizan por SDS-PAGE ambas fracciones.
En la ilustracién 12 se observa cémo la banda del polimero se encuentra en el sobrenadante tras este

paso.

llustracion 12-Analisis por SDS-PAGE del lisado por sonicacion de las bacterias y extraccion de los cuerpos de inclusion con
sales de guanidina 3M. A la izquierda, primera produccion: en las calles 1y 2 se ve el pellet y el sobrenadante de sonicado en
ese orden; en la 3 y en la 4, el pellet y el sobrenadante de sales de guanidina 3M. En el centro, segunda produccion: en las
calles 1y 2 se ve el sobrenadante y el pellet de sonicado; en la 3 y en la 4, el sobrenadante y el pellet con sales de guanidina
3M. A la derecha, tercera produccion: en las calles 1 y 2 se ve el sobrenadante y el pellet de sonicado; en la 3 y en la 4, el
sobrenadante y el pellet de sales de guanidina 3M. Sefialado en rojo, la banda correspondiente al polimero scFv(EpCAM)-VOK-
Hs

Una vez confirmada la presencia del polimero en el sobrenadante, se lleva a cabo su purificacion
mediante cromatografia en columna de afinidad IMAC, tal y como se explica en el apartado 4.2.10: se
realiza en un gradiente negativo de sales de guanidina (desde 3M a OM), que permite al scFv plegarse
correctamente hasta su forma funcional (proceso conocido como refolding proteico). Una vez
eliminado cualquier resto de sales de guanidina, se realiza la elucién del biopolimero con una

concentracion de imidazol de 250mM.

La primera purificacion se realizé segun se relata en el apartado 4.2.10, cargando el polimero disuelto
en la columna que contiene la resina mediante una bomba peristéltica durante la noche. Sin embargo,
en el caso de las segunda y tercera producciones se cargé la muestra en método Batch: sobre 2mL de
resina, se afiadié la muestra y tampdn de equilibrado a partes iguales, y se incubd con la resina con
agitacion orbital suave toda la noche. Posteriormente la resina se empaqueté en la columna,

recogiendo el sobrenadante denominado no retenido (Flow-Through) y lavando la columna con
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tampdn de equilibrado. Después, se sigue en los tres casos con la cromatografia en columna para

realizar el replegamiento del scFv (apartado 4.2.10).
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llustracion 13- Cromatograma obtenido de la purificacion de la primera produccion. La linea negra muestra la evolucion del
gradiente negativo de sales de guanidina, con el porcentaje del tampdn de lavado B (OM de guanidina, 0 mM de DTT y 25mM
de imidazol en PBS): se ve un aumento progresivo en el porcentaje de este tampdn, y después una estabilizacion, que indica
que estd pasando por la columna un 100% de este tampdn. Por ultimo, se ve un descenso de este tampon, correspondiente al
paso del tampdn de elucion (250 mM imidazol en PBS) a partir de la fraccion 51. La linea verde indica las fracciones que
presentan absorbancia a 280nm.

Las fracciones correspondientes a la etapa de elucion (ilustracion 13) se analizaron por SDS-PAGE como

se muestra en la ilustracion 14:

llustracion 14-Andlisis SDS-PAGE de las fracciones correspondientes a la etapa de elucion obtenidas de la columna de afinidad,
junto con el Flow- Through y el extracto crudo. Izquierda primera produccion, en la calle 1 esta el extracto crudo; en la calle 2,
el flow-through, de las calles de la 3 a la 9, las fracciones obtenidas en la etapa de elucién. Centro: sequnda produccion, en la
celda 1, el flow-through,, de las calles 2,3, y de la 4 a la 15, las fracciones correspondientes a la etapa de elucion. Derecha:
tercera produccion, del 1 al 4, fracciones obtenidas en la etapa de lavado que mostraban un pico de absorbancia a 280nm; en
la calle 5, el flow-through,, en las calles 6 -15, fracciones correspondeintes a la etapa de elucion.En rojo, sefialada la banda
correspondiente al polimero scFv(EpCAM)-VOK-Hs.

Una vez se ha comprobado mediante la electroforesis SDS-PAGE (ilustracidn 14) que en las fracciones

provenientes de la etapa de elucidn esta presente la banda de tamafio correspondiente al polimero de
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interés scFv(EpCAM)-VOK-Hg, se lleva a cabo su mezcla y dialisis con el fin de eliminar las sales de

imidazol. Por ultimo, se procede a la liofilizacién, pudiéndose obtener el polimero seco (apartado

4.2.10).

Los rendimientos obtenidos de las diferentes producciones, con sus condiciones, se muestran en la

tabla 4:

Tabla 4-Rendimientos obtenidos en las tres producciones, con las condiciones usadas. O/N: Over Night; O/W: Over Weekend.

12 produccion 22 produccion 32 produccion
Condiciones Carga Condiciones Carga Condiciones Carga
muestra muestra muestra
37°CO/N En 37°CO/N Método 492C O/W Método
columna + Deflactores Batch + Deflactores Batch
Rendimiento 6.7 6.43 17.44
(mg/L
produccion)

5.3 Purificacion de DNA plasmidico

Como se explica en el apartado 4.2.2, para la formacidn del poliplexo es necesario tener puro el
pldasmido que actuaria como agente terapéutico. El plasmido modelo elegido es el pPCMVmKate2 que
contiene el gen codificante para la proteina fluorescente mKate2 bajo un promotor de mamifero CMV.
Tras su purificacidn (apartado 4.2.2), siguiendo las instrucciones del fabricante del kit utilizado, se debe
verificar que el pldasmido obtenido cumple con los indices de calidad adecuados. Primero se lleva a
cabo una digestidn del plasmido con las enzimas EcoRI Y Hindlll (apartado 4.2.3) y se analiza en un gel

de agarosa (apartado 4.2.1.2):
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llustracion 15- Gel de agarosa analitico. A la izquierda, tras las bandas del marcador (MK) de referencia, se muestra la
digestion de los pldsmidos obtenidos de cuatro colonias (1-4) con las enzimas EcoRI+Hindlll. A la derecha, la digestion de las
mismas colonias (1-4) exclusivamente con EcoRI.
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En la ilustracién 15, se pueden observar las dos digestiones llevadas a cabo del pldsmido obtenido y
purificado de las colinas 1-4 seleccionadas (apartado 4.2.2.1). Como se explica en el apartado 4.2.3, la
digestion llevada a cabo con EcoRI+Hindlll deberia dar como resultado dos fragmentos, uno de 700pb
y otro de 3984pb. Mientras que la llevada a cabo usando Unicamente EcoRlI linealiza el plasmido,

obteniéndose un unico fragmento de 4684pb.

Segln se observa, en las colonias 1, 3 y 4, las digestiones dan el resultado esperado, mientras que la
colonia 2, en la digestidn con EcoRl y Hindlll, genera cuatro fragmentos en vez de los dos esperados, lo

gue quiere decir que el plasmido no tenia la secuencia esperada, y, por lo tanto, se descarta.

Por ultimo, para calcular la concentracién del plasmido, y su pureza, se lleva un analisis con el

espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (apartado 4.2.5)

Tabla 5-Concentracion y pureza de las disoluciones de pldsmido obtenida con la purificacion (apartado 4.2.2.1). 1, 3y 4, las
primeras eluciones, mds concentradas; 1b, 2b y 3b, segundas eluciones, mds diluidas.

Colonia plasmido C (mg/pL) Abs260nm/Abs280nm Abs260nm/Abs230nm
1b 0.313 1.92 2.27
3b 0.300 1.92 2.25
4b 0.398 1.93 2.28
1 1.103 1.93 2.32
3 1.033 1.92 2.31
4 1.150 1.93 2.31

Como se observa, las purezas en todos los casos entran dentro de los rangos dptimos: Para la ratio
A260nm/A280nm, se considera de pureza éptima si el valor obtenido estd comprendido en >1.8-2.1.
Para la ratio A260nm/A230nm, el rango de pureza éptima es >2-2.2 (tabla 14, anexo 4). Por ello se

utilizardn las tres preparaciones cuando se requiera la formacidn de los poliplexos con el biopolimero.

5.4 Caracterizacion de scFv(EpCAM)-VOK-He
Se ha realizado una caracterizacién fisico-quimica y funcional tanto del polimero scFv(EpCAM)-VOK-

Hs, como del poliplexo una vez formado, utilizando las técnicas de electroforesis SDS-PAGE,
espectroscopia de masas (MALDI-TOF), inmunoensayo Western Blot, ELISA, dispersion de luz dinamica

(DLS), microscopia de fuerza atémica (AFM) y 2D DOSY RMN.
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5.4.1 Caracterizacion fisico-quimica

5.4.1.1 SDS-PAGE

En la electroforesis SDS-PAGE (apartado 4.2.1.1) llevada a cabo con el polimero obtenido tras la
liofilizacidn, se pueden observar unas bandas mayoritarias propias del polimero scFv(EpCAM)-VOK-Hg,

y otras bandas de menor intensidad y menor peso molecular (ilustracién 16).

72k 72k

60k

= 45k

35k a5k

llustracion 16-SDS-PAGE de scFv(EpCAM)-VOK-Hs obtenido tras la liofilizacion de las tres producciones. Izquierda: primea
produccion, con dos degradaciones; Centro segunda produccion, con tres degradaciones; Derecha: tercera produccion, con
dos degradaciones. Sefialado en rojo, scFv(EpCAM)-VOK-Hg; en naranja, las degradaciones.

La banda de mayor intensidad tiene una movilidad aparente calculada segun el programa del equipo
de visualizacién (ilustracion 17) de 62.6kDa que se asemeja al peso molecular tedrico calculado para el
polimero 61294Da. Las bandas inferiores a la del polimero de interés posiblemente sean productos de

su degradacion pero que mantienen la capacidad de ser captadas en la cromatografia IMAC.

llustracion 17-SDS-PAGE del ELR scFv(EpCAM)-VOK-H6 obtenido tras la liofilizacion, donde se indican las movilidades
moleculares aparentes en kDa de las proteinas separadas
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En la tabla 6 se muestra la pureza del scFv(EpCAM)-VOK-Hg de las tres producciones con respecto a

estas impurezas.

Tabla 6-Pureza de scFv(EpCAM)-VVOK-Hg obtenido en las tres producciones

Produccion %Pureza scFv(EpCAM)-VOK-H,
1¢ 93.1
29 84.1
30 66.4

5.4.1.2 Espectrometria de masas: MALDI-TOF

En el espectro de masas obtenido con MALDI-TOF (apartado 4.2.11.2) se observa un pico mayoritario
correspondiente al idn molecular de scFv(EpCAM)-VOK-He, a 61308Da, y otro pico mayoritario
correspondiente a 33504Da. En el primer caso su valor es muy similar al valor tedrico de 61294 Day la
diferencia (14Da) puede deberse al error intrinseco de la técnica. Mientras que el pico de 33.5kDa
posiblemente provenga de la degradacién proteolitica del primero, y dado que ambos deben mantener
el extremo carboxilo intacto, posicion donde se encuentran las 6 histidinas, segun el peso molecular
obtenido deberia corresponder a los bloques VOK-Hg, posiblemente con el extremo amino terminal,

iniciando antes de la secuencia VSSVPGKG.

Como ya se ha dicho en el apartado 4.2.11.2, es una fuente blanda, no va a haber fragmentacion, pero en
este caso los iones que se generan pueden tener cargas multiples, y se pueden generar dimeros. Respecto
al scFv(EpCAM)-VOK-Hs, se puede suponer que a 30656Da estd su primera ionizacién, y a 20446Da, su
segunda ionizacidn. Del VOK-Hg se puede observar una primera ionizacién a 16709Da, y la formacion de
un dimero de este a 66980Da. Por otra parte, a 47450Da se observa otra sefial débil que podria ser debida

a otra posible degradacién pues es mas evidente en las preparaciones siguientes (ilustracion 16).

El resultado de pesos moleculares aparentes obtenido por SDS-PAGE (ilustracién 17) coincide con lo que
se puede ver en el espectro, aunque las bandas aparezcan a valores superiores a los esperados en este.
Esto se debe a la elevada hidrofobicidad del polimero, que hace que avancen en la electroforesis a una

velocidad inferior a la que deberian, y que aparezcan a pesos moleculares aparentes superiores.
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llustracion 18-Espectro de masas de scFv(EpCAM)-VOK-Hg (19 produccion) obtenido con MALDI-TOF (matriz 2,5 DHAP) en agua
mQ

5.4.1.3 Inmunoensayo WESTERN-BLOT
Como se explica en el apartado 4.2.11.4, el analisis inmunolégico por Western-blot de las tres

preparaciones se llevd a cabo mediante dos sistemas de reconocimiento: Una en la que se usa Biotin-
Protein L, que se une a las cadenas K ligeras de la cadena del scFv, y otro en el que se usa un anti-6x-
HisTag mAb-HRP, un anticuerpo monoclonal que reconoce la cola de histidinas. En la ilustracidn 19 se

puede visualizar el diferente resultado en funcién de la via de deteccidén usada.

32 20 12 MK 3e 20 12 MK

70 KDa 70KDa

55KDa - ! - 55KDa

llustracion 19-Membrana resultante del proceso de Western-Blot. A la izquierda, la deteccion llevada a cabo con biotin-protein
L sobre las tres preparaciones del biopolimero (12-32). A la derecha, la deteccion llevada a cabo con 6x-HisTag Monoclonal
Antybody-HRP, sobre las mismas preparaciones. El marcador de tamafio coloreado (MK) indica las posiciones mds relevantes.
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En el caso donde la deteccién se llevd a cabo con Protein L (llustracién 19 lzquierda), se visualiza
basicamente una banda intensa, correspondiente a scFv(EpCAM)-VOK-Hs, puesto que es el Unico que
contiene el lugar de reconocimiento para esta molécula en el bloque del scFv. En este caso se observan
otras bandas inferiores, débiles y poco definidas por lo que pueden deberse a interacciones
inespecificas por parte de los componentes del Western Blot (Protein L o Streptavidin), puesto que
estas bandas no aparecen ni en el SDS-PAGE (llustracidn 16), ni en el espectro de masas (llustracién

18).

En el analisis con 6x-HisTag mAb (lilustracién 19.dcha) se puede observar un mayor nimero de bandas
intensas y nitidas. La banda mayoritaria sigue apareciendo a la altura de la molécula intacta de
scFv(EpCAM)-VOK-Hg, pero dado que este mAb se une especificamente a la cola de histidinas del
extremo carboxilo, le permite poder detectar también las posibles degradaciones del bloque scFv que
conservan ese extremo. Gracias a este experimento, puede confirmarse que todas las impurezas
visualizadas en el SDS-PAGE (llustracion 17) se corresponden con degradaciones del polimero de
interés por su extremo amino terminal (es decir, la parte correspondiente al scFv), que sin embargo no
son detectadas por la protein L al no tener las cadenas K ligeras que reconoce esta molécula. Entre
ellas se incluye la banda de VOK-Hg que aparece en el MALDI (llustracidn 18) y el pico minoritario de
47.45kDa claramente visible en la segunda preparacién y que ahora tiene una movilidad similar a la

banda de 55kDa del marcador por efecto del retraso electroforético indicado anteriormente.

5.4.2 Caracterizacion funcional de scFv(EpCAM)-VOK-Hs

5.4.2.1 Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay, ELISA

La técnica inmunoldgica ELISA nos permite comprobar la funcionalidad bioldgica del polimero, como
se ha explicado en el apartado 4.2.11.3, al detectar la molécula EpCAM frente a la que deberia unirse

el scFv de nuestro biopolimero en caso de que el replegamiento cromatografico hubiera tenido éxito.

En primer lugar, se realizé un ELISA con el polimero obtenido en el primer lote para definir las
concentraciones idéneas. Se hizo con las siguientes condiciones de partida: para el bloqueo, BSA 2%.
Las disoluciones madre del polimero scFv(EpCAM)-VOK-He y su control negativo, en este caso VOK-He
(fragmento del polimero catidnico), era de 50 ng/ml. La Biotin-Protein L se usé a 1:20000, y la
streptavidina-HRP a, 1:50000. Con estas condiciones (Condiciones A), se obtuvo la siguiente grafica
(llustracidén 20) variando las concentraciones de los biopolimeros y realizando la normalizacion de los

datos en un parametro Z (Anexo 1):
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llustracion 20-Grdfica del primer ELISA realizado con el polimero obtenido en la primera produccion, en condiciones A, con un
control negativo de VOK-Hs, un polimero catidnico.

Como se observa, la sefial del polimero especifico alcanza la saturacién a concentraciones muy bajas y
en un lapso de revelado demasiado rapido, por lo que se decide repetir el experimento reduciendo las
concentraciones de Biotin-Protein L y streptavidina-HRP, a 1:50000 y 1:100000 respectivamente

(Condiciones B).

También se observa que el control negativo (VOK-Hg) genera una sefial excesiva, esto se debe a
interacciones inespecificas, ya que ambos polimeros son estructuralmente parecidos. Por tanto, se

prueba en el siguiente ELISA la etapa de bloqueo con BSA 5%.

0,7
0,6
0,5 —8— SCFV(EpCAM)-
0,4 VOK-H6
03 —o— VOK-H6
0,2
0,1
0

Abs450nm

llustracion 21-Grdfica de un segundo ELISA del polimero procedente de la primera produccion, en las condiciones B
En el ELISA con nuevas condiciones (llustracidon 21), la sefial especifica no alcanza el maximo de
absorbancia como antes y el control negativo reduce claramente su sefial por lo que se asumen estas

condiciones en los siguientes ELISAs.

Con el polimero obtenido de la segunda produccién, se realiza el ELISA con las condiciones B, pero
usando un control negativo estructuralmente diferente: un polimero tipo elastina anidnico sin bloque

adicional. En la ilustracion 22, se puede visualizar la grafica correspondiente a este ELISA.
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llustracion 22-Grdfica del ELISA del polimero procedente de la seqgunda produccion, con las condiciones B, y un control negativo
de un polimero anidnico

La sefial especifica se ve que llega a su valor maximo a concentraciones bajas. Esto no es preocupante
con respecto al anterior experimento, puesto que se trata del polimero obtenido de otra produccion.
En el caso del control negativo, la sefial es practicamente nula: no hay ningun tipo de interaccion
inespecifica. Con esto se puede confirmar que la sefial obtenida al usar como control negativo VOK-Hg,
eran efectivamente por interacciones inespecificas al ser estructuralmente parecido al polimero

scFv(EpCAM)-VOK-He.

Con el fin de comprobar comparar los polimeros de las tres producciones, se lleva a cabo un dltimo
ELISA, en las condiciones B (llustracién 23) y con los valores de las concentraciones normalizadas segun
el grado de pureza calculado (Tabla 6). El control negativo analizado volvio a ser el polimero catidnico

de los dos primeros ELISA.
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llustracion 23-Grdfica del ELISA comparativo de los polimeros obtenidos en las tres producciones. Todos los valores se
normalizaron con los porcentajes de pureza del polimero de cada produccion.

Como puede observarse, las sefiales observadas con las tres preparaciones de los biopolimeros son
claramente similares y las diferencias minimas pueden deberse al error intrinseco de la técnica que

podrian minimizarse repitiendo el ensayo varias veces. La sefial observada con el bloque polimérico
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se mantuvo a niveles bajos debido a una interaccién basicamente inespecifica. Con todo ello podemos
afirmar que la efectividad del fragmento de anticuerpo en los biopolimeros aislados respecto al
reconocimiento del antigeno especifico (EpCAM) son semejantes y que el procedimiento de
purificacién puede ser mejorado en el aspecto de la degradacidn proteolitica, pero muestra una alta

consistencia respecto a la actividad bioldgica.

5.5 Caracterizacién del poliplexo

Una vez finalizada la caracterizacién de los polimeros se procede a la formacién del correspondiente
poliplexo, y a su caracterizacion fisico-quimica, y funcional. El poliplexo se forma mediante la
complejacion del plasmido pCMVmKate2, de peso molecular 2845219.5 g/mol y 4684pb de longitud,
con el polimero producido y caracterizado scFv(EpCAM)-VOK-Hg, y el polimero VOK-Hs.

Para ello, se utiliza el polimero obtenido en la tercera produccién (ilustraciéon 16 derecha), ajustando
las proporciones con biopolimero VOK-Hs sintetizado previamente en el grupo de investigacion para
obtener unas relaciones de scFv(EpCAM)-VOK-He/VOK-He de 2/3, 1/3 y 0/3(apartado 4.2.11.5). Este
ultimo se forma exclusivamente con VOK-Hg, con el fin de hacer una comparacién de poliplexos con

scFv y otros sin él.

Las tres relaciones de biopolimero se mezclan con el pldsmido aislado manteniendo una relacién de
grupos amino/grupo fosfato de 50:1, segun la proporcién previamente optimizada por el grupo Smart

Devices for NanoMedicine [31] .

5.5.1 Caracterizacion fisico-quimica del poliplexo

5.5.1.1 Dynamic Light Scattering, DLS

En esta técnica se analiza el didmetro hidrodinamico (d.H), carga superficial (Potencial Z) y la
estabilidad del poliplexo formado con las tres condiciones descritas anteriormente. También se realiza
una medida del tamafio del pldasmido para poder comparar el antes y el después de haber sido

complejado.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 7 mientras que en las ilustraciones 24 y 25 se exponen
las representaciones graficas de las distribuciones de tamafos y cargas obtenidos mediante esta

técnica.
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Tabla 7 - Valores obtenidos del poliplexo con DLS de tamafio y potencial Z para las tres condiciones y tamafio del pldsmido
pCMVmKate sin complejar. * Valor extraido de la bibliografia [32].

Tamaiio (nm) Potencial Z (mV)
A (2/3 scFv-VOK-He/VOK-Hg) 235.9 +16.79
B (1/3 scFv-VOK-Hg/VOK-Hg) 234.6 +21.45
C (0/3 scFv-VOK-H¢/VOK-Hg) 271.0 +36.56
Plasmido pCMVmKate2 1576.5 <-50*

Como puede observarse, entre los poliplexos formados con scFv(EpCAM)-VOK-Hg no hay diferencia
apreciable de tamafio mientras que el formado Unicamente con VOK-Hs presenta un didmetro
hidrodinamico superior. Por otro lado, los poliplexos con scFv(EpCAM)-VOK-He tienen una distribucion
de tamafios inferior al otro, por eso en la curva de la ilustracién 24, se ven curvas mas finas que en el

caso del VOK-Hg, con una distribucidn de tamafios muy amplia segln su curva gaussiana.

También se observa como el plasmido sin complejar tiene un tamafio muy superior (1.5 um) a todos
los poliplexos y la carga negativa es claramente muy elevada. Con este dato se puede entender el nivel

de condensacién alcanzado gracias a la complejacion.

Tamaio de la particula

50 Plasmido

40
° \ poliplexo 2/3
2 30 scFv(EpCAM)-VOK-H6
§ ‘ ——poliplexo 1/3
£ 20 scFv(EpCAM)-VOK-H6

10 poliplexo 0/3

J scFv(EpCAM)-VOK-H6
0 (LAY
(# 500 1000 1500 2000
-10
tamaiio (d.nm)

llustracion 24-Grdfica de los tamafios del poliplexo para las tres condiciones usadas y del pldsmido pCMVmKate2

Por otro lado, el potencial Z, que da una idea de la carga superficial de la particula, debe tener un valor
suficientemente positivo para poder interaccionar con las membranas de la célula y asi poder entrar
en esta. También, debe tener un valor lo mas alejado de 0, asi serdn mads estables los poliplexos: se
repelen entre si, y tienen menos tendencia a asociarse. En estos valores se aprecia mas diferencia entre
las dos ratios con scFv(EpCAM)-VOK-He, donde se puede observar que la carga positiva expuesta es

inversamente proporcional a la cantidad de scFv presente en su superficie. El poliplexo formado
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exclusivamente con VOK-Hg serd el mas estable de los 3 con una carga de +36.5mV en su superficie.
Cuando aumenta la cantidad de scFv se enmascara la carga positiva del VOK-Hg, pero al mismo tiempo

se reduce el efecto de repulsidon y se estrecha la curva del tamafio obteniendo particulas mas

compactas.
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llustracion 25-Grdfica del potencial Z de los poliplexos obtenidas en las tres condiciones

En conclusion, se puede afirmar que la ratio 1/3 es el que mejor resultado da, puesto que en ambos
casos el tamafio es parecido, pero el potencial Z es ligeramente superior que en el 2/3, lo que quiere

decir que los poliplexos seran mas estables y potencialmente mas eficaces.

5.5.1.2 Espectroscopia de RMN ordenada por difusién, 2D DOSY NMR.

No se llegaron a obtener resultados concluyentes de este experimento, debido a la baja concentracion
de la muestra en las disoluciones, que dificultaba mucho la obtencién del DOSY, al no poderse discernir

bien las sefiales.

Por falta de tiempo, no se pudo repetir el experimento a tiempo, con unas muestras con una

concentracion mas adecuada.

5.5.1.3 Atomic Force Microscoscopy, AFM

En las siguientes ilustraciones, se pueden observar las diferentes imagenes obtenidas mediante las dos

estrategias descritas en el apartado 4.2.11.6.

Como se ha explicado en este apartado, se obtienen 3 tipos de imagen: la imagen de amplitud, la

imagen de fases, que da una idea del cambio de fase en la superficie cuando se produce un desfase en
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la oscilacidn del cantilever consecuencia de la interaccidn de la punta con la superficie, y la imagen de
Height Retrace, que es la imagen obtenida a partir de la sefial que llega al fotodiodo. La escala de rojos
gue se ve en esta imagen, que difiere de la escala de grises observadas en las otras dos, es una
modificacion de la imagen para que sea mas visual. De esta imagen se obtiene la reconstruccién 3D,
donde puede verse de forma mas exacta la altura. Esta altura no es la que tiene el poliplexo en realidad,

puesto que en las proteinas se produce una adsorcidn con la mica, y eso se traduce en un descenso de

la altura.
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Ilustracion 26-Imdgenes obtenidas con AFM del poliplexo formado con 2/3 de scFv, utilizando las dos estrategias de andlisis:
secado directo, e incubacion durante 45 min y lavado con agua mQ

En las imagenes obtenidas mediante secado directo del poliplexo formado por 2/3 de scFv(EpCAM)-VOK-Hs,
se observa la agregacion de dos poliplexos. En las obtenidas después de haber lavado con agua mQ, se

pueden visualizar poliplexos aislados. Los tamafios, alrededor de 150nm, son inferiores a los obtenidos por
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DLS, pero es debido al proceso de secado al que se ha sometido la muestra con el fin de que los poliplexos
se queden adheridas a la superficie de la mica [33]. Ademads, son dos técnicas distintas, ya que en el DLS lo

que se mide es el didametro hidrodinamico, y en este se observa una imagen 3D del poliplexo.
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llustracion 27-Imdgenes obtenidas con AFM del poliplexo formado con 0/3 de scFv, utilizando las dos estrategias de andlisis:
secado directo, e incubacion durante 45 min y lavado con agua mQ.

En este caso, los poliplexos tienen un tamafio inferior al obtenido con DLS, que como se ha explicado
antes, no es preocupante, puesto que son dos técnicas diferentes, y en el DLS el experimento se realiza

en disolucién, mientras que aqui se realiza un secado, que provoca que los poliplexos se compacten.
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5.5.2 Caracterizacion funcional del poliplexo

5.5.2.1 Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay, ELISA

Con este ELISA se pretende comprobar la funcionalidad de los poliplexos en las tres condiciones, con
2/3,1/3 y 0/3 de scFv(EpCAM)-VOK-He. Las condiciones que se utilizan son las descritas en el apartado

5.4.2.1, condiciones B. Se normalizaron los datos de concentracidn con el parametro Z:

0,6
0,5
0,4 —@— Poliplexo con 2/3
E ScFV
S 03 Poliplexo con 1/3
g ' ScFV
3 Poliplexo con 0/3
< 0,2 scFV
0,1
0
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

llustracion 28-ELISA llevado a cabo con los poliplexos formados con 2/3, 1/3 y 0/3 de polimero con scFv, Este ultimo cumple
la funcion de control negativo, puesto que no tiene ningun tipo de especificidad por EpCAM al estar formado unicamente con
VOK-H6

Se puede observar que la mayor sefial se obtiene con el poliplexo formado con 1/3 de scFv(EpCAM)-
VOK-He. Se intuye que la razdn es debido a su menor concentracidn de scFv con respecto al poliplexo
con 2/3 de scFv(EpCAM)-VOK-Hg, puesto que, en estas condiciones, sufre un efecto estérico menor, lo
que le dota de una mayor eficiencia de unién a EpCAM. Habria que llevar a cabo otro estudio con
poliplexos formados con menor concentracion de scFv(EpCAM)-VOK-Hg, con el propdsito de obtener

la mejor relacién scFv(EpCAM)-VOK-Hg/VOK-He.

El poliplexo formado con 0/3 de scFv(EpCAM)-VOK-Hs, da una sefial mucho mas baja debido
posiblemente a interacciones inespecificas. Esto era un resultado esperado, dado que este poliplexo

no contiene moléculas de scFv que le permitan unirse especificamente a la molécula de EpCAM.

Cabe destacar que el punto obtenido en Z=0.5 (a una concentracidn de 0.77ng/uL), es ya significativo,

puesto que se puede empezar a observar una diferencia entre las sefales marcada.

Con este experimento queda confirmada la funcionalidad del poliplexo, puesto que se une de forma

especifica a EpCAM, por lo que puede ser una estrategia exitosa en las terapias génicas dirigidas.
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6. Conclusiones

1-Se ha llevado a cabo la produccién del polimero quimérico scFv(EpCAM)-VOK-Hg usando dos
condiciones: una primera produccién en un cultivo de 5.6L, en condiciones de temperaturas de 372C
durante la noche, y una segunda produccién en un cultivo de 1.6L, pero incubando primero durante 6
horas a 372C, y luego llevandolo a 42C durante un fin de semana. En ambos casos se ha llevado un
control exhaustivo de los parametros que lo regian. El rendimiento obtenido ha sido mucho mejor en
las condiciones de 42C durante un fin de semana: a pesar de que en estas condiciones la produccion

de las bacterias era inferior, el crecimiento bacteriano era superior.

2-La purificacién de este ELR se ha realizado mediante una cromatografia de afinidad. La carga de la
muestra se he llevado a cabo en columna, y en método Batch. Las diferencias de rendimiento en ambos

casos no son muy significativas, por lo que ambos métodos son igual de validos.

3- Se ha realizado una caracterizacién fisico-quimica y funcional del polimero en la que se ha podido
comprobar la existencia de degradaciones en el bloque correspondiente al fragmento proteico scFv.
Sin embargo, estas impurezas no solo no impiden la formacion del poliplexo, si no que se tienen en
cuenta para disminuir la cantidad de scFv y los impedimentos estéricos que pueda causar. También se

ha confirmado la funcionalidad del polimero mediante un ELISA.

4- Se ha comprobado que el polimero scFv(EpCAM)-VOK-Hs es eficaz a la hora de complejar el plasmido
pCMVmKate2, formando un poliplexo, que se ha caracterizado fisica y funcionalmente. Mediante la
técnica DLS se obtuvo un didmetro hidrodinamico en torno los 230 nm, mientras que con AFM, se
obtuvo un tamafio de 150 nm. Esto es debido al secado previo al que se somete la muestra en el caso
del AFM. Dado que el tamafio del pldasmido es de 1576.5 nm, se puede confirmar la gran capacidad de

complejamiento que posee el ELR.

5-Se ha confirmado mediante un ELISA la funcionalidad de del poliplexo, y que a mayor cantidad de
scFv, menor eficiencia debido a impedimentos estéricos. Por lo tanto, se puede afirmar que el ELR
producido podria tener futuro en aplicaciones biomédicas, ya que es capaz de formar un poliplexo

funcional mediante la complejacién de un plasmido con funciones terapéuticas.

7. Perspectivas de futuro

Dada la degradacion observada a lo largo del proceso de purificacion del ELR scFv(EpCAM)-VOK-Hs,
habria que llevar a cabo una optimizacidn de este proceso, con el fin de reducir ain mas el efecto de

las proteasas, o probar con otras cepas bacterianas que carezcan de estas.
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Para poder determinar la ratio scFv(EpCAM)-VOK-He/VOK-Hg ideal para la formacion de poliplexos, se

podrian realizar mas ensayos con ratios menores a los usados en este trabajo, puesto que se pudo ver

que la ratio 1/3 era mas adecuado que la ratio 2/3.

Por ultimo, seria conveniente probar los poliplexos formados con el polimero quimérico scFv(EpCAM)-

VOK-Hs como terapia génica dirigida especifica contra cdnceres epiteliales que presenten la

sobreexpresidn de la molécula de adhesién celular EpCAM.

8. Bibliografia

[1]

(2]

3]

[4]
(5]

(6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

J. Park and R. S. Lakes, “1.1 Definition of Biomaterials,” Biomater. An Introd. Third Ed., pp. 2-8,
2007, Accessed: Jun. 24, 2022. [Online]. Available:
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-
84900722378&partnerID=tZ0tx3y1%5Cnhttp://link.springer.com/10.1007/978-0-387-37880-
0

F. Montoliu Climent, “Biomateriales | - Clasificaciones de los materiales,” Rev. la R. Académia
Med. Catalunya, vol. 8, no. 3, pp. 139-151, 1993, [Online]. Available:
http://www.raco.cat/index.php/RevistaRAMC/article/viewArticle/87469/0

“Encyclopedia Brtitannica https://www.britannica.com/science/polymer (accessed April 11,
2022)”

R. P. Sarah Rauscher, “The liquid structure of elastin,” Elife, 2017.

“Elastina - Dicciomed: Diccionario médico-biolégico, histérico y etimoldgico.”
https://dicciomed.usal.es/palabra/elastina (accessed Apr. 11, 2022).

S. M. Mithieux and A. S. Weiss, “Elastin,” Adv. Protein Chem., vol. 70, pp. 437-461, 2005, doi:
10.1016/50065-3233(05)70013-9.

H. Reiersen, A. R. Clarke, and A. R. Rees, “Short elastin-like peptides exhibit the same
temperature-induced structural transitions as elastin polymers: implications for protein
engineering,” J. Mol. Biol., vol. 283, no. 1, pp. 255-264, Oct. 1998, doi:
10.1006/JMBI.1998.2067.

T. Kowalczyk, K. Hnatuszko-Konka, A. Gerszberg, and A. K. Kononowicz, “Elastin-like
polypeptides as a promising family of genetically-engineered protein based polymers,” World
J. Microbiol. Biotechnol., vol. 30, no. 8, pp. 2141-2152, 2014, doi: 10.1007/511274-014-1649-
5.

J. C. Rodriguez-Cabello, J. Reguera, A. Girotti, F. J. Arias, and M. Alonso, “Genetic engineering
of protein-based polymers: The example of elastinlike polymers,” Adv. Polym. Sci., vol. 200,
no. 1, pp. 119-167, 2006, doi: 10.1007/12_047.

J. C. Rodriguez-Cabello, S. Prieto, J. Reguera, F. J. Arias, and A. Ribeiro, “Biofunctional design
of elastin-like polymers for advanced applications in nanobiotechnology,”
http://dx.doi.org/10.1163/156856207779996904, vol. 18, no. 3, pp. 269-286, Mar. 2012, doi:
10.1163/156856207779996904.

J. S. Barbosa, R. R. Costa, A. M. Testera, M. Alonso, J. C. Rodriguez-Cabello, and J. F. Mano,
“Multi-layered films containing a biomimetic stimuli-responsive recombinant protein,”

58



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Nanoscale Res. Lett., vol. 4, no. 10, pp. 1247-1253, Sep. 2009, doi: 10.1007/511671-009-9388-
5/FIGURES/4.

J. C. Rodriguez-Cabello, I. Gonzalez de Torre, A. Ibafiez-Fonseca, and M. Alonso, “Bioactive
scaffolds based on elastin-like materials for wound healing,” Adv. Drug Deliv. Rev., vol. 129,
pp. 118-133, Apr. 2018, doi: 10.1016/J.ADDR.2018.03.003.

J. C. Rodriguez-Cabello, A. Girotti, A. Ribeiro, and F. J. Arias, “Synthesis of genetically
engineered protein polymers (recombinamers) as an example of advanced self-assembled
smart materials,” Methods Mol. Biol., vol. 811, pp. 17-38, 2012, doi: 10.1007/978-1-61779-
388-2 2.

R. Aggarwal, M. Targhotra, B. Kumar, P. . Sahoo, and M. K. Chauhan, “Polyplex: A Promising
Gene Delivery System,” Int. J. Pharm. Sci. Nanotechnol., vol. 12, no. 6, pp. 4681-4686, 2019,
doi: 10.37285//ijpsn.2019.12.6.1.

Z.A. Ahmad, S. K. Yeap, A. M. Ali, W. Y. Ho, N. B. M. Alitheen, and M. Hamid, “ScFv antibody:
Principles and clinical application,” Clin. Dev. Immunol., vol. 2012, 2012, doi:
10.1155/2012/980250.

A. Armstrong and S. L. Eck, “EpCAM: A new therapeutic target for an old cancer antigen,”
Cancer Biol. Ther., vol. 2, no. 4, pp. 320-325, 2003, doi: 10.4161/cbt.2.4.451.

J. U. Schmohl, M. Felices, D. Todhunter, E. Taras, J. S. Miller, and D. A. Vallera, “Oncotarget
73830 www.impactjournals.com/oncotarget Tetraspecific scFv construct provides NK cell
mediated ADCC and self-sustaining stimuli via insertion of IL-15 as a cross-linker.” [Online].
Available: www.impactjournals.com/oncotarget/

L. Huang et al., “Functions of EpCAM in physiological processes and diseases (Review),” Int. J.
Mol. Med., vol. 42, no. 4, pp. 1771-1785, 2018, doi: 10.3892/ijmm.2018.3764.

R. N. Soulari, M. Basafa, M. Rajabibazl, and A. Hashemi, “Effective Strategies to Overcome the
Insolubility of Recombinant ScFv Antibody against EpCAM Extracellular Domain in E. coli,” Int.
J. Pept. Res. Ther., vol. 26, no. 4, pp. 2465-2474, Dec. 2020, doi: 10.1007/510989-020-10044-
4,

Y. K. Sung and S. W. Kim, “Recent advances in the development of gene delivery systems,”
Biomater. Res. 2019 231, vol. 23, no. 1, pp. 1-7, Mar. 2019, doi: 10.1186/540824-019-0156-Z.

“Terapia génica, una nueva estrategia terapéutica | Offarm.” https://www.elsevier.es/es-
revista-offarm-4-articulo-terapia-genica-una-nueva-estrategia-13019956 (accessed May 03,
2022).

“Terapia génica: ¢Qué es y para qué sirve?”
https://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51137-66272005000100002
(accessed May 03, 2022).

M. J. Pifa, A. Girotti, S. Serrano, R. Mufioz, J. C. Rodriguez-Cabello, and F. J. Arias, “A double
safety lock tumor-specific device for suicide gene therapy in breast cancer,” Cancer Lett., vol.
470, no. October 2019, pp. 43-53, 2020, doi: 10.1016/j.canlet.2019.11.031.

“Crecimiento bacteriano: curva, fases, factores.” https://www.lifeder.com/curva-crecimiento-
bacteriano/ (accessed Jun. 26, 2022).

Malvern and M. Instruments, “Dynamic Light Scattering : An Introduction in 30 Minutes,”
Tech. Note MRK656-01, pp. 1-8, 2011, [Online]. Available:
http://scholar.google.com/scholar?hl=en&btnG=Search&g=intitle:Dynamic+Light+Scattering+

59



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

:+An+Introduction+in+30+Minutes#3

M. J. Pifia, A. Girotti, M. Santos, J. C. Rodriguez-Cabello, and F. J. Arias, “Biocompatible ELR-
Based Polyplexes Coated with MUC1 Specific Aptamers and Targeted for Breast Cancer Gene
Therapy,” Mol. Pharm., vol. 13, no. 3, pp. 795-808, 2016, doi:
10.1021/acs.molpharmaceut.5b00712.

“Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy | Manchester NMR Methodology Group.”
https://nmr.chemistry.manchester.ac.uk/?q=node/25 (accessed Jun. 22, 2022).

C. M. Chatzigiannis, S. Kiriakidi, A. G. Tzakos, and T. Mavromoustakos, “Chapter 18 in Drug
Delivery Systems,” vol. 2207, pp. 235-246.

G. R. Crespo, E. Carbonero, and V. Sanchez, “Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) modos de
Atomica (AFM), modos de operacidn y aplicaciones,” 2013.

M. Cruz, R. Gonzalez, and J. Castrellén-Uribe, “Microscopio de Fuerza Atémica”.

M. J. Pifa et al., “Elastin-like recombinamers with acquired functionalities for gene-delivery
applications,” J. Biomed. Mater. Res. - Part A, vol. 103, no. 10, pp. 3166—3178, Oct. 2015, doi:
10.1002/JBM.A.35455.

“APPLICATION NOTE Malvern Instruments Worldwide Sales and service centres in over 65
countries The use of zeta potential and DLS measurements in gene therapy research”,
Accessed: Jun. 23, 2022. [Online]. Available: www.malvern.com/contact

H. Armando Estupinan Duran, D. Yesid Pefia Ballesteros, P. Escobar Rivero, C. Vasquez
Quintero, Y. Karina Anaya, and L. Marcela Gelves Jerez, “ESTUDIO DE LA ADSORCION DE
PROTEINAS SOBRE SUPERFICIES DE ACIDO POLILACTICO MEDIANTE TECNICAS
GRAVIMETRICAS Y ELECTROQUIMICAS ADSORPTION STUDY OF PROTEINS ON SURFACES OF
POLY-LACTIC ACID BY USING ELECTROCHEMICAL AND MICROGRAVIMETRIC TECHNIQUES
DIONISIO ANTONIO LAVERDE CATANO," vol. 78, pp. 167-175, 2011.

9. Abreviaturas

Abreviaturas utilizadas en el presente, ordenadas alfabéticamente:

Abreviatura Nombre completo Abreviatura Nombre completo
Abs Absorbancia PAGE Electroforesis en geles de
poliacrilamida
BSA AlbUmina sérica bovina [pb] Pares de bases
[Da] Dalton PBS Phosphate-buffered saline
DHAP Dihidroxiacetona fosfato PSA Persulfato aménico
DLS Dynamic light scattering PMSF Floruro de
fenilsulfonilmetano
DNA Deoxyribonucleid acid PVDF Fluoruro de polivinildeo
DTT Ditioltreitol RNA Oxyribonucleic acid
E. coli Escherichia coli RNAsa Acido ribonucleasa
EDTA Acido [rpm] Revoluciones por minuto
etilendiaminotetraacético
ELISA Enzyme-linked scFv Anticuerpo monocatenario
inmunosorbent assay de fragmento variable
ELP Polimero tipo elastina SDS Dodecilsulfato sddico
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ELR Recombinamero tipo Extraccién en fase sdlida
elastina
EpCAM Glicoproteina de adhesion Tris-acido acético-EDTA
epitelial celular
[g] gravedad Terrific Broth
HRP Peroxidasa de rabano Tris buffered saline
HPLC Cromatografia liquida de alta TEMED Tetrametiletilendiamina
eficacia
ITT Transicion inversa con la Temperatura de transicion
temperatura
LB Lysogeny Broth Analizador de tiempo de
vuelo
LB AIM Lysogeny Broth Auto Tris-
Induction Media Hidroximetilaminometano
MALDI Sistema de (VPGKG) Pentapéptido VPGKG
desorcién/ionizacién
mediante laser asistida por
matriz
m/q Masa/carga (VPGKG)n Polipentapéptido VPGKG

Caodigo de representacion de aminodcidos:

Nombre Caodigo de tres Cddigo de una
letras letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido Glutdmico Glu E
Glutamina Gln Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina He I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalalina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Valina Val \Y
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10. Anexos

Anexo 1

ELISA ELR primera produccion 1

Tabla 8-Datos ilustracion 20 del primer ELISA llevado a cabo con el ELR obtenido de la primera produccion. Las medidas se
realizaron por triplicado. El polimero y el VOK-Hs se disolvieron con las concentraciones descritas en la primera celda, pero
dado que lo que se pretende cuantificar es el scFv(EpCAM)-VOK-Hs, se tuvo en cuenta la pureza obtenida de este (tabla 6). Por

ello, se llevo a cabo una normalizacion de los datos.

C(ng/pL) C(ng/nL) z Abs Desviacion | Abs VOK- | Desviacion
teniendo en scFv(EpCAM)- estandar He estandar
cuenta la VOK-Hs
pureza del ELR
30.65 28.534 0.000 0.661 0.085 0.063 0.021
153.25 142.671 0.040 0.776 0.122 0.342 0.004
306.49 285.342 0.091 0.741 0.129 0.483 0.027
919.47 856.027 0.293 0.901 0.009 0.682 0.068
1532.45 1426.711 0.495 0.995 0.154 0.654 0.025
3064.9 2853.422 1.000 0.891 0.114 0.637 0.044

ELISA ELR primera produccién 2

Tabla 9- Datos ilustracion 21 del sequndo ELISA llevado a cabo con el ELR obtenido de la primera produccion. Las medidas se
realizaron por triplicado. El polimero y el VOK-Hg se disolvieron con las concentraciones descritas en la primera celda, pero
dado que lo que se pretende cuantificar es el scFv(EpCAM)-VOK-Hsg, se tuvo en cuenta la pureza obtenida de este (tabla 6). Por

ello, se llevo a cabo una normalizacion de los datos.

C (ng/pL) C(ng/uL) z Abs Desviacion Abs Desviacién
teniendo en scFv(EpCAM)- estandar VOK-Hs estandar
cuenta la VOK-Hs
pureza del
ELR

0.008 0.007 0.000 0.023 0.010 0.010 0.002
0.015 0.014 0.005 0.055 0,003 0.011 0.002
0.077 0.071 0.045 0.353 0.103 0.029 0.003
0.153 0.143 0.095 0.582 0.062 0.032 0.026
0.766 0.713 0.497 0.634 0.066 0.130 0.014
1.533 1.427 1.000 0.650 0.087 0.195 0.018
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ELISA ELR segunda produccion

Tabla 10. Datos ilustracion 22 del ELISA llevado a cabo con el ELR obtenido de la segunda produccion. Las medidas se realizaron
por triplicado. El polimero de interés y el polimero anionico usado como control negativo se disolvieron con las concentraciones
descritas en la primera celda, pero dado que lo que se pretende cuantificar es el scFv(EpCAM)-VOK-Hg, se tuvo en cuenta la
pureza obtenida de este (tabla 6). Por ello, se llevé a cabo una normalizacion de los datos.

C(ng/uL) C(ng/pL) z Abs Desviacion Abs Desviacion
teniendo en scFv(EpCAM)- estandar polimero estandar
cuenta la VOK-Hs anidnico
pureza del ELR
0.008 0.006 0.000 0.089 0.073 0.001 0.004
0.015 0.013 0.005 0.123 0.063 0.003 0.006
0.077 0.064 0.045 0.412 0.091 0.013 0.010
0.153 0.129 0.095 0.463 0.092 0.017 0.018
0.766 0.644 0.497 0.451 0.018 0.016 0.011
1.533 1.289 1.000 0.480 0.081 -0.001 0.001

ELISA de los ELRs obtenidos en las tres producciones

Tabla 11- Datos ilustracion 23 del ELISA comparativo entre los tres scFv(EpCAM)-VOK-Hg obtenido en las diferentes
producciones. Las medidas se realizaron por duplicado Los polimeros y el VOK-Hg se disolvieron con las concentraciones
descritas en la primera celda, pero dado que lo que se pretende cuantificar es el scFv(EpCAM)-VOK-Hg, se tuvieron en cuenta
la pureza obtenida de estos (tabla 6). Por ello, se llevé a cabo una normalizacion de los datos.

C(ng/uL) teniendo en cuenta la pureza
del ELR
C(ng/pL) ELR 12 ELR 22 ELR 32 z Abs 12 Desviacién
prod. prod. prod. produccion estandar
0.008 0.007 0.006 0.005 0.000 0.028 0.032
0.015 0.014 0.013 0.010 0.005 0.113 0.090
0.077 0.071 0.064 0.051 0.045 0.338 0.053
0.153 0.143 0.129 0.102 0.095 0.380 0.035
0.766 0.713 0.644 0.509 0.497 0.423 0.007
1.533 1.427 1.289 1.018 1.000 0.477 0.000
z Abs 22 Desviacion Abs 3¢ Desviacion Abs VOK-Hs Desviacion
produccion | estandar | produccién estandar estandar
0.000 0.064 0.057 0.031 0.019 0.005 0.003
0.005 0.168 0.052 0.074 0.004 0.015 0.007
0.045 0.354 0.023 0.342 0.022 0.037 0.004
0.095 0.367 0.100 0.329 0.022 0.072 0.007
0.497 0.426 0.064 0.395 0.046 0.153 0.003
1.000 0.523 0.163 0.405 0.008 0.213 0.010

63



ELISA poliplexos

Tabla 12- Datos ilustracion 28 del ELISA llevado a cabo con los poliplexos. Estos se disolvieron con las concentraciones
descritas en la primera celda. Las medidas se realizaron por duplicado. En este caso, como se pretende saber cudl de los tres
tiene mayor eficiencia, no se tiene en cuenta el porcentaje de scFv para obtener la grdfica. Aun asi, se llevo a cabo una

normalizacion de los datos.

C(ng/uL) |z Abs Desviacion Abs Desviacion Abs Desviacion
2/3 estandar 1/3 estandar 0/3 estandar
0.008 0.000 | 0.009 | 0.004 0.016 0.007 0.004 0.010
0.015 0.005 | 0.009 | 0.000 0.007 0.000 0.004 0.010
0.077 0.045 | 0.010 | 0.001 0.025 0.004 0.006 0.009
0.153 0.095 | 0.024 | 0.001 0.044 0.004 0.022 0.029
0.766 0.497 | 0.083 | 0.027 0.239 0.000 0.026 0.031
1.533 1.000 | 0.192 | 0.025 0.497 0.030 0.041 0.052
Anexo 2
Tabla 13-Cantidades para el SDS-PAGE.
Resolving Gel Stacking Gel
7.5% 10% 12% 15% 4%
mQ 4.10mL 3.62 mL 3.25mL 2.69mL 1.585 mL
TrispH8BLSM | | sgmL 1.88 mL 1.88mL | 1.88mL
Tris pH 6,8 0,5M 0.625mL
Acrilamida
1.40mL 1.875 mL 2.25mL 2.81mL 250 pL
[v)
SDS 10% 75pL 75uL 75pL 75pL 18.75 pL
PSA 109
SA 10% 37.5uL 37.5uL 37.5uL 37.5uL 18.75 uL
TEMED 3.75uL 3.75uL 3.75uL 3.75uL 2.35uL
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Anexo 3

_HindIII (507)

pCMV-mKate2
4684 bp

SV40 ori
T/

|
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llustracion 29-Mapa de restriccion del plasmido pCMVmKate, con los puntos de corte de las enzimas EcoRl y Hindlll indicados

Anexo 4

Tabla 14-Grados de pureza segun los valores de absorbancia en muestras de DNA obtenidos con el NanoDrop One¢

Relacién Valor (Uds. Absorbancia) Pureza
A260/A280 >1.8-2.1 DNA de pureza 6ptima
>1.6-1.7 DNA de pureza aceptable
<1.6 Presencia de compuestos aromaticos
>2.1 DNA contaminado con RNA
A260/A230 >2-2.2 DNA de pureza 6ptima
>1.8 DNA de pureza aceptable
<1.8 DNA contaminado con sales, fenoles,
hidratos de carbono
<1.5 DNA altamente contaminado con sales,
fenoles, hidratos de carbono
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