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1.RESUMEN

Una de las proteinas mas interesantes actualmente por sus propiedades y aplicaciones en el
campo de la medicina es la elastina. La elastina es una proteina con una capacidad de
autoensamblaje, resistencia y elasticidad muy altas. Esto ha dado lugar a su estudio en mayor
profundidad llegando a sintetizar polimeros recombinantes tipo elastina (ELPs) mediante
ingenieria genética. Este tipo de biopolimeros son muy utiles gracias a su biocompatibilidad
permitiendo su uso transporte y dosificacién de farmacos.

En este trabajo se ha sintetizado y caracterizado el polimero recombinante tipo elastina (ELP),
3K(El)2, el cual tiene la capacidad de formar nanoparticulas debido a su naturaleza anfifilica.
Se ha utilizado una cepa de Escherichia coli para su sintesis por su facilidad para cultivar sin
requerir mucha energia, su facilidad para crecer y producir rdpidamente y la facil aceptacion
de modificaciones genéticas. Y posteriormente se ha realizado una caracterizacién y estudio
de la formacién de nanoparticulas con diferentes técnicas de caracterizacion fisicoquimica:
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectrometria de masas (MALDI-TOF),

dispersion dindmica de la luz (DLS) y resonancia magnética nuclear (RMN).

1.ABSTRACT

Elastin is one of the most interesting proteins now a days due toits properties and applications
in the medical field. Elastin is a protein with a very high resistance, elasticity, and capacity for
self-assembly. This has led to further research, resulting in the synthesis of elastin-like
recombinant polymers (ELPs) by means of genetic engineering. This type of biopolymers are
greatly useful thanks to their biocompatibility allowing them to be used for drug transport and
dosage.

In this work we have synthesized and characterized the recombinant elastin-like polymer
(ELP), 3K(El)2, which has the ability to form nanoparticles due to its amphiphilic nature. An
Escherichia coli strain has been used for its synthesis because of its ease of cultivation without
requiring much energy, its facility to grow and produce rapidly and easy acceptance of genetic
modifications. Subsequently, a characterization and study of nanoparticle formation has been
carried out using different physicochemical characterization techniques: polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), mass spectrometry (MALDI-TOF), dynamic light scattering (DLS)

and nuclear magnetic resonance (NMR).



2.INTRODUCCION

2.1 BIOMATERIALES
Los biomateriales son un campo con algo mas de medio siglo de desarrollo y que se definen

como sustancias naturales o sintéticas, que no son farmacos, y son utilizados para asistir,
mejorar o reemplazar una funcién fisioldgica (V1. Estos materiales poseen la capacidad de
sustituir total o parcialmente las funciones en un organismo, asi pues, deben cumplir una serie
de requisitos: que sean quimicamente inertes y estables; que no sean toxicos ni puedan causar
rechazo inmunoldgico y que tengan buenas propiedades mecanicas 2. La mayoria de estos
materiales son utilizados clinicamente como parte de dispositivos en medicina y cirugia para
tratar enfermedades y traumatismos?. El éxito de los biomateriales se refleja en su
importancia para las terapias médicas modernas, el potencial econdmico del mercado y el
crecimiento constante del sector durante mdas de 50 afios®. Cabe destacar que los ultimos
avances en biomateriales tienen como objetivo controlar las respuestas bioldgicas y, en Ultima
estancia, curar. Esta nueva generacién de biomateriales se ha centrado en la modificacién de
la superficie de materiales para superar la adsorcidén de proteinas no especificas in vivo3y el
desarrollo de materiales sintéticos con propiedades controladas como portadores de
farmacos y células.® Una caracteristica importante de los biomateriales es la capacidad de
adaptarse a condiciones ambientales concretas de forma autosuficiente3.

Ademas de las ventajas que supone el uso de estos materiales en tratamientos médicos como
corazones artificiales, tubos de dialisis, como embalajes de productos alimenticios, reduccién
de la propension a las infecciones mediante estrategias de liberacidon controlada de
farmacos,3etc, también pueden presentar una importante desventaja, su degradacién puede
liberar substancias nocivas en el organismo. 2:Estas nuevas tecnologias en un futuro mejoraran
las expectativas de vida del ser humano

Entre estos materiales se encuentran los polimeros. Un polimero es una sustancia quimica
formada por la repeticiéon de unidades mas simples denominadas mondémeros. Por ello se

centrd el estudio en polimeros naturales como el DNA, RNA, proteinas, o polisacaridos.



2.2 BIOLOGIA MOLECULAR Y TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE

La Biologia Molecular se trata de una rama de la Biologia que se ocupa principalmente de la

comprensidn de los mecanismos responsables de la transmision y expresién de la informacion
genética, que, en definitiva, determinan la estructura y funcién celulares de las principales
moléculas que la forman: glucidos, lipidos, proteinas y dcidos nucleicos. El dogma central de
la Biologia Molecular* (Figura 1) se basa en el modo en el que fluye la informacion genética.
De acuerdo con este concepto, el ARN se sintetiza a partir de moldes de ADN mediante un
proceso denominado transcripcion, mientras que las proteinas se sintetizan a partir de moldes

de ARN con un proceso denominado traduccion.

DNA

_""i--"'.m"“-n""-I_"

DNA synthesis
REPLICATION DNA

Figura 1. Representacion del dogma de la Biologia Molecular?®

El progreso de la biologia molecular fue impulsado con el desarrollo de la tecnologia de DNA
recombinante, que permitid aislar, secuenciar y manipular genes individuales derivados de
cualquier tipo celular, el conjunto de técnicas que permiten la manipulacién del DNA se
conoce como Ingenieria Genética. La estrategia basica es la clonacién del DNA donde se
inserta un fragmento del DNA de interés en un vector de expresidén que permite la obtencién
de réplicas idénticas dentro de una célula huésped. La célula huésped se encarga de amplificar
el gen de interés mediante la fabricacion de copias de ese gen. Existen distintos tipos de

células huésped dependiendo de las caracteristicas y necesidades del proceso.



En este trabajo el gen de interés codifica para el polimero recombinante de tipo elastina y se
introduce dentro de una bacteria de Escherichia coli (E. coli) donde se va a replicar generando

una poblacién de bacterias portadoras de plasmidos que contienen el inserto del polimero

(Figura 2)
Vector plasmidico
ADN humano - N
insertado
ADN insertado y
del vector ligados
1 Introduccion
1 Replicacion de
Figura 2. Esquema generacion DNA recombinante®
2.3 ELASTINA

La elastina es una proteina fibrosa polimérica auto ensamblable y muy insoluble. Se encuentra
en la matriz extracelular del tejido conectivo de los vertebrados y tiene un papel estructural
muy importante aportando elasticidad a los tejidos, ademas participa en la reparacién de
tejidos y regulando el comportamiento celular >®. Forma parte de la piel, los vasos sanguineos,
el cartilago y los pulmones. Se localiza en el grupo de las holoproteinas debido a que esta

formado exclusivamente por una secuencia de aminodcidos.
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Las redes de fibras elasticas estan formadas por la interaccidn de varias moléculas de un
precursor monomérico soluble llamado tropoeslastina ’. Este precursor estd compuesto por
un bloque hidrofébico e hidrofilico permitiendo que, a diferencia de la elastina, sea soluble en
medio acuoso.

Su estructura primaria estd formada por secuencias repetidas de dominios de
entrecruzamiento hidréfilos en hélice-a conformados en su mayor parte por alanina y lisina
gue se encargan de estabilizar el polimero; y de dominios eldsticos hidréfobos en forma de
espiral-B conformados en su mayor parte por glicina, prolina y aminoacidos hidréfobos como
valina que se encargan de conferir el particular comportamiento elastico de la elastina (Figura

3)28,

estiramientol ' relajacidn

Figura 3. Representacién esquemdtica del comportamiento eldstico de la elastina®.

Su estructura primaria contiene aminodcidos insolubles provocando asi un autoensamblaje
formando agregados que evitan la interaccidn con el agua. En esta proteina hay una
secuencia de aminoacidos que se repite en concreto que es el pentapéptido VPGVG (Valina-

Prolina-Glicina-Valina-Glicina)?.
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Una de las caracteristicas mas llamativas de la elastina cuando se encuentra en disolucion
acuosa es la capacidad de sufrir una transicion de desorden—orden cuando la temperatura
de la disolucion aumenta. Siendo una conducta poco usual en otros sistemas y por ello se le
denomina a esta transicién, Transicion Inversa con la Temperatura (ITT) y la temperatura
especifica a la que sucede, Temperatura de Transicién (Tt)? Esta transicion de fase permite a
la elastina tener un cambio de estructura reversible pasando por una estructura extendida y
desordenada a otra plegada y ordenada’. Cuando la elastina se encuentra a bajas
temperaturas en medio acuoso, las moléculas de agua se colocan recubriendo los restos
apolares impidiendo su interaccion hidréfoba provocando que la cadena se encuentre
extendida®®. Sin embargo, al aumentar la temperatura las moléculas de agua presentan
mayor agitacion, dejan de interactuar con los restos apolares y permiten que la cadena

adquiera un estado ordenado de espiral-B%°.

2.4 POLIMEROS TIPO ELASTINA (ELPs)
Los polimeros tipo elastina (ELP, “Elastin Like Polymers”) son polipéptidos artificiales con

secuencias de aminodacidos repetidas presentes en la elastina natural.

La secuencia de aminoacidos mas comun es (VPGXG) donde X se trata de cualquier
aminodacido excepto prolina ya que neutraliza una de las propiedades de mayor interés de los
ELPs, la capacidad de transicién de fase, ya que interfiere en el ordenamiento de las cadenas
desestabilizando la conformacion de espiral-B. Este aminoacido (X) determina Ia
hidrofobicidad del bloque y su comportamiento con la temperatura.?

La capacidad de la elastina en un medio acuoso para contraerse y estirarse se va a ver reflejada
en este tipo de polimeros. Presentan la transicién de fase reversible que depende de la
transicién inversa con la temperatura ITT, “Inverse Temperature Transition”, de este modo las
cadenas se encontraran desplegadas por debajo de una temperatura especifica y ensambladas
adquiriendo un mayor tamafio por encima de esa temperatura. Propiedad que conservan
incluso al fusionar el ELP con otra proteina, permitiendo que tenga una amplia variedad de
aplicaciones biomédicas.®?

Esta transicion depende de ciertos factores tales como la composicidon de aminoacidos del ELP,
la concentracidn, la adicidon de cosolventes, del pH y de la temperatura principalmente. Una
variacion de estos pardmetros puede provocar un aumentos o disminucidn de la temperatura

de transicion.
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Para poder entenderlo es necesario conocer por tanto el concepto de temperatura de
transicion Tt. La temperatura de transicion es el valor maximo de la temperatura a la que se
produce la agregacion del ELP.® Al superar dicha temperatura, el polimero se vuelve insoluble
y precipita adquiriendo una conformacion de espiral B donde las cadenas laterales muestran
una estructura ordenada. Estabilizada por interacciones hidrofébicas y enlaces
intramoleculares. (Figura 4). Sin embargo, al disminuir la temperatura de transicién el
polimero se encuentra disuelto adoptando una conformacidn desplegada donde las cadenas

laterales se encuentran desordenadas y completamente hidratadas.

B- splra] formation association aggregation

i XD  ——

—

~1,8 nm ~5 nm

Figura 4. Agregacion de los ELPs®.

La producciéon de ELPs obtenidos mediante técnicas de ingenieria genética ha permitido
generar un gran numero de ELPs especificos con una elevada complejidad a nivel molecular,
precisidon y reproducibilidad suplantando otros métodos sintéticos.

Este tipo de polimeros intentan aludir a su parecido con la elastina, por su forma de obtencién
mediante una sintesis recombinante y su caracter polimérico. Los ELPs mantienen las
propiedades propias de la elastina siendo las mas interesantes su naturaleza termosensible y
su comportamiento auto ensamblable.

Para la sintesis del ELP utilizado en este trabajo se disefié un polimero denominado 3K(El),
posee tres lisinas (K) en el extremo amino terminal y el dibloque (El) tiene una estructura
anfifilica. El dibloque se divide en dos bloques con diferente composicién. Un bloque
hidrofilico, polar compuesto por acido glutdmico, E, con una secuencia [(VPGVG), (VPGEG)
(VPGVG),]10 y una temperatura de transiciéon en condiciones fisioldgicas superior a 70°C2. Un
bloque hidrofébico, que incluye el aminodcido isoleucina, |, con una secuencia (VPGIG)eo y una

temperatura de transicidon que oscila entre los 16-20 °C.2%0 Esta diferencia de dominios con
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diferentes Tt permite que a temperatura fisioldgica uno de los bloques se encuentre soluble
en medio acuoso mientras el otro permanezca insoluble.

El resultado de esta combinacién es la formacidn de micelas del tamafio de nanoparticulas °.
Estas nanoparticulas se orientan mostrando la parte hidréfoba hacia el interior y la parte
hidrofilica queda expuesta hacia el exterior hidratandose (Figura 5)**.

Los ELP poseen un gran potencial en el campo biomédico para el desarrollo de nanovacunas

que induzcan una mejor respuesta inmunoldgica'?

,/_\/\/
Hydrophobic block  Hydrophilic block

Heat
—
—
Cool
Unimer Micelle Aggregate
r s 4

anareaation

Figura 5. Esquema de la formacion de nanoparticulas. A temperaturas superiores a la temperatura critica
micelar, CMT se forman las micelas por asociacion del bloque hidrofdbico. Al superar la temperatura de
agregacidn las micelas se compactan formando agregados a escalas micro®*.

2.5 TRANSPORTE DE FARMACOS
El transporte de farmacos es uno de los principales problemas de la medicina actualmente, ya

gue en muchos casos solo llega una pequeia porcién del farmaco a su destino, mientras que
el resto tiene un efecto negativo sobre las células sanas. Esto hace que sea necesario el
desarrollo de portadores selectivos menos toxicos y mds selectivos, los ELPs 13,

Una de las propiedades intrinsecas de este tipo de polimeros es la formacidon de
nanoparticulas. Estas nanoparticulas se han utilizado como sistema de transporte,
encapsulacion y dosificacion de farmacos. En un estudio in vitro se utilizaron para la direccién
térmica de un farmaco a tumores calentados a 42°C'#. En el dltimo caso, se creé un gradiente

de difusion del farmaco a través de la vasculatura del tumor 14

14



La encapsulacion del farmaco evita el contacto con el exterior aumentando asi su estabilidad
fisicoquimica, aumentando también su vida util en circulacién y mejorando su rendimiento.
Ademas, la degradacién de los ELPs no genera residuos téxicos ni se acumulan en el organismo
13, La encapsulacion se produce debido a la formacion de dos dibloques, uno de mayor
hidrofobicidad que otro, unidos de forma covalente, cuando se encuentran por debajo de la
temperatura critica micelar, CMT, estos dibloques son solubles, mientras que al estar por
encima el dibloque es lo suficientemente anfifilico que permite autoensamblarse formando
micelas esféricas®3. En el interior se encuentra el nicleo micelar, el cual es capaz de solubilizar
y albergar farmacos, mientras que los bloques hidréfobos estan en contacto directo con el
exterior, generalmente acuosos®3.

La administracién dirigida de farmacos consiste en la inclusion de moléculas biolégicas como
DNA, RNA, péptidos o fragmentos de anticuerpos en la superficie de la nanoparticula para ser
internalizadas selectivamente en ciertos tipos de células que tienen receptores especificos de
esas moléculas®.

Ademas, los materiales que llevan lisina en su estructura conforman un prometedor medio de
transporte de fdrmacos. Las lisinas constituyen un grupo muy versatil al tener un grupo amino
gue puede protonarse dotando a la molécula una densidad de carga positiva. Esto permite
que interactle electrostaticamente con las células y se internalice facilmente®. Aunque las
lisinas son intrinsecamente sensibles al pH, la conjugacién con diferentes grupos funcionales
le confiere rasgos inteligentes y sensibles a los estimulos, anadiendo caracteristicas de
respuesta al pH, la temperatura, las enzimas, mejorando asi la administracion de agentes
terapéuticos. Asi pues, este tipo de polimeros que integran lisina en el extremo N-terminal se

ha utilizado para transporte de farmacos de moléculas pequefias, genes y proteinas.®

3.0BJETIVO

Cémo se ha explicado en los apartados anteriores, los polimeros tipo elastina poseen unas
propiedades muy utiles en biomedicina para la dosificacién de farmacos gracias a la
encapsulacion en el interior de las micelas que se forman en disolucién acuosa. Con el fin de
estudiarlas se realizdé una bioproduccién y caracterizacion del polimero denominado 3K(El).
Se trata de un polimero recombinante, biocompatible y biodegradable capaz de degradarse
dentro del organismo introducido y asi no acumularse en el interior.

Los objetivos especificos en este trabajo han sido:

15



Bioproduccidn del polimero tipo elastina 3K(El); y purificacion mediante ciclos de
transicién inversa (ITC).

Caracterizacion fisico-quimica del recombindmero y de capacidad de autoensamblado
empleando distintas técnicas de analisis: Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), espectrometria de masas (MALDI-TOF), resonancia magnético nuclear (RMN) y
dispersién dindmica de la luz (DLS).

Estudio de la estabilidad del polimero en distintos medios en condiciones fisioldgicas.

16



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 MATERIALES
4.1.1 REACTIVOS QUIMICOS

A continuacién, se muestra un listado de los reactivos quimicos utilizados ordenados

alfabéticamente. Estos reactivos tendran un papel importante que sera explicado a lo largo

del trabajo.

Tabla 1. Reactivos quimicos utilizados.

Reactivo

Casa comercial

Agarosa
Albdmina sérica bovina (BSA)
Acido clorhidrico
Acrilamida/Bis-acrilamida
Agarosa (Seakem® LE)

Azul de bromofenol 2%

Acido etilendiamnotetraacético (EDTA)

Benzamidina
B-Mercaptoetanol (B-Me)
Cloruro de cobre Il (CuCl,)

Cloruro de sodio (NaCl)
DNA Marker:NZYDNA Ladder I

Dodecilsulfato sédico (SDS)

Fluoruro de fenilsulfonilmetano (PMSF)

GELPed Nucleic Acid Stain
Glicerol
Glicina
Glucosa
Isopropanol
Kanamicina
NZY-Blue Protein Marker
Persulfato amodnico (PSA)
Pierce Protease inhibitor

Tetrametiletilendiamina (TEMED)

Tris (Hidroximetil)Jaminometano (Tris base)

Sigma Aldrich
Apollo Scientific
Thermo Fisher
VWR Life Science
Cambrex
Alpha Aesar
Sigma Aldich
Acros Organics
Gibco
Thermo Fisher
Formedium
NZYTech
Formedium
Sigma Aldrich
Biotium
Thermo Fisher
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Formedium
NZYTech
Merck
Pierce
Thermo Fisher

Sigma Aldrich
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Una solucién tamponada o buffer tiene como funcién mantener el pH dentro de un valor
conocido y constante en todo momento evitando cualquier variacién. Las soluciones

tamponadas utilizadas aparecen en la tabla siguiente:

Tabla 2.Tampones utilizados.

Tampon Composicion

SDS-PAGE Tampodn de carga 5x 10% (p/v) SDS; 5% (v/v) B-mercaptoetanol;
0.2% (v/v) azul de bromofenol (BPB); 50% (v/v)
glicerol; 0,3 M Tris; pH 6,8

SDS-PAGE Running Buffer 1x Tris-base 0.025 M; glicina 0,192M; SDS 0.1%
(p/v); pH 8,3
Tampon de carga de DNA 5x 50 mM Tris-HCl; 0,05 mM EDTA; 0,05 % (p/V)

azul de bromofenol; 30% (p/v) glicerol; pH 8

Tampon fosfato sédico (PBS) 10 mM NaH;P0O4; 140 mM NacCl; pH 7

Tampodn de lavado celular 20 mM Tris-base; 140mM NaCl; pH 8

Tampon de sonicacién o lisis celular 10mM Tris-base; 1ImM EDTA; pH 8

Tampodn TAE 40mM Tris-base; 19mM acido acético; 1mM
EDTA; pH 8

Tampdn Tango 10x 33mM Tris-acetato; 10 mM acetato de

magnesio; 66 mM acetato de potasio;
0,1mg/mL albumina sérica bovina (BSA); pH
7,9

4.1.2 SOLUCIONES DE TENIDO
Tras realizar una electroforesis, los geles se tifien en disoluciones para poder detectar las

proteinas o acidos nucleicos separados. Dependiendo del tipo de gel se utilizard una tincion
distinta.

55
Cloruro de cobre Il (CuCly): se prepara una disolucién 0,2M de CuCl; en agua destilada.

4.1.2.2 Geles de agarosa
GELPed Nucleic Acid Stain: se prepara una disolucién de 1:10000 (v/v) en tampdn TAE.
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4.1.3. MATERIALES DE BIOLOGIA MOLECULAR
4.1.3.1 Cepa bacteriana

Se utilizé la siguiente cepa de Escherichia coli (E. coli): BLR (DE3) competent Cells (Novagen):
Eficiencia >2x10° cfu/ug

4.1.3.2 Medios de cultivo
LB (Lysogeny Broth) (Formedium™): compuesto por 10 g/L de bactotriptona, 10 g/L de NaCl

y 5 g/L de extracto de levadura en agua destilada; pH 7. medio liquido Utilizado para el
cultivo y crecimiento bacteriano.

LB-agar: constituido por medio LB con un 1,5% (p/v) de bacto agar; pH 7. Medio sélido para
el crecimiento bacteriano.

TB (Terrific Broth) (Formedium™): formado por 20 g/L de bactotriptona, 24 g/L de extracto
de levadura, 4 mL/L de glicerol, 0,017 M de KH2PO4y 0,072 M de K;HPOg4; pH 7

S.0.C. Medium Fisher (Bioreagents ™!): su composicidn lleva un 2% (p/v) de bactotriptona,
0,5% (p/v) de extracto de levadura, 10mM de NaCl, 2,5mM de MgCl,, 10 mM de MgSO, y 20
mM de Glucosa; pH 7. Medio liquido utilizado en la transformacidén bacteriana.

4.1.3.3 Enzimas de restriccidon
Se emplearon enzimas de restriccion para la caracterizacién del pldsmido mediante una

digestion analitica del ADN. Las endonucleasas de restriccidon son enzimas que cortan el ADN
en lugares concretos y especificos de su secuencia. Las enzimas empleadas son Dpnl y Xhol

con las especificaciones suministradas por Thermo Scientific ™17,

Tabla 3. Enzimas de restriccion y secuencias de reconocimiento.

Enzima de restriccion  Secuencia de reconocimiento

55GATCY
Dpnl
3’CTAGYS
5CTCGAG3
Xhol

¥GAGCTCS
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4.1.3.4 Vector de expresion

El vector de expresion utilizado es el pETIONKKK (Figura 6) construido previamente por el
grupo de Biodispositivos Avanzados para Nanomedicina de la Universidad de Valladolid a
partir del vector pET10*8, Este vector tiene un tamafio de 7746 pares de bases (bp).

Las enzimas de restriccion utilizadas Xhol y Dpnl realizan un corte diagndstico del plasmido

obteniéndose dos fragmentos (Xhol), y 21 fragmentos (Dpnl).

(7396) DpnI™ Dpnl™ (136)
(7234) DpnI® '. | Dpni= (388)
(7158) DpnI* | \ / .
(7152) Xhel \ . DpnI* (518)
(7114) DpnI® - ™ /

Xhol (785)
Dpnl= (927)
/ DpnI* (935)
W — DpnI® (546)
N  —DpnI* (1021)
TRy

o -
| inator |
@ <1 ™t promoter

3 29
we

e

p10 KKK EI2
7746 bp

T ppnl= (2335)

" Dpnr* (2602)

. Dpnl® (2913)
Dpnl™ (2934)
Dpnl® (2%65)

™ Dpni* (3237)
N ‘ Dpnl* (3596)

Dpnl=® (3887)
(3699) DpnI™ Dpnl* (3693)

Figura 6. Vector de expresion pET10NKKK Indica los sitios de reconocimiento de
algunas endonucleasas.

4.1.3.5Pldsmido empleado para la expresion de proteinas recombinantes
En este trabajo se utilizé un plasmido desarrollado por el grupo de Biodispositivos Avanzados

para Nanomedicina de la Universidad de Valladolid. Este plasmido contiene el gen que codifica
para la obtencidn del polimero recombinante de tipo elastina.

p103K(El)2: este plasmido estd formado por el vector de expresion pET1I0NKKK y el inserto
(El)2. El inserto (El)2 es un gen con un tamafo de 3303 pb. Este gen codifica para el polimero

3K(El)2, un copolimero en blogue con un peso molecular de 93,175 kDa. 3K(El)2 es un
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tetrabloque formado por la repeticion del dibloque (EI) y contiene tres lisinas en el extremo

amino terminal (Figura 7), a su vez esta formado por los bloques proteicos citados, E e I.

E I E I

Figura 7. Esquema del inserto introducido en el pldsmido.

E se corresponde con el dominio hidrofilico de la elastina (compuesto por el aminoacido acido
glutdmico) con una temperatura de transicién superior a 70°C. | se corresponde con el dominio
hidrofébico de la elastina (compuesto por el aminoacido isoleucina) con una temperatura de
transicion de aproximadamente 17°C. La diferencia entre ambas temperaturas de transicion
permite solubilizar en agua a temperaturas fisioldgicas (37°C) el bloque hidrofébico mientras
el bloque hidrofilico permanece insoluble.

Cada uno de los dos bloques estan formados por una repeticion de una secuencia penta-
peptidica de la siguiente forma (VPGXG) (Figura 8) donde X representa los aminoacidos

isoleucina y acido glutamico (para este polimero).

E —  [(VPGVG)y(VPGEG)(VPGVG)2]10

I — > (VGIPG)eo

Figura 8. Esquema de la secuencia de aminodcidos representados segtn el cédigo internacional de una letra
anexo 2

4.1.3.6 Purificacién y extraccion de pDNA
La extraccidn y purificacidn del plasmido se realizé mediante kits para el tratamiento de DNA.

En este trabajo se extrajo el pldsmido para poder sucesivamente comprobar mediante
secuenciacion y electroforesis, la secuencia y el tamafio del gen. El Kit empleado para obtener
el plasmido a partir de un cultivo bacteriano de 60 mL:

Quantum Prep Plasmid MidiPrep Kit (BioRad) Procedimiento explicado en el apartado 4.2.8.

4.2 METODOS

4.2.1 TRANSFORMACION BACTERIANA

El proceso de transformacion es el paso de introduccion del plasmido (apartado 4.1.4) al
interior de una célula, en este caso una bacteria, para su posterior expresion y modificacién
del plasmido dependiendo de la finalidad y siguiendo el protocolo de uso. Para este trabajo se
utilizaron células competentes de una cepa de expresién de Escherichia coli: BLR. (apartado

4.1.3).
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Inicialmente las cepas bacterianas se encuentran almacenadas a -80°C y es necesario
descongelarlas previamente. Se toman 20 pL de bacterias, de DNA plasmidico y se incuban en
agua-hielo a 4°C durante la coprecipitacidén de células y DNA. Tras la incubacién se realiza un
choque térmico a 42°C para facilitar la introduccién del plasmido en las bacterias y se procede
a incubar otra vez a 4 °C durante 2 minutos. Luego se afiade un volumen de 80 pL de S.O.C.
(apartado 4.1.4) y se incuban a 37°C a 250 rpm durante 1 hora. Pasada la hora, sobre una
placa de cultivo LB-Agar que contenga glucosa,y el antibidtico para el que tiene resistencia el
plasmido (Kanamicina), se siembra la mezcla de transformacion, se envuelve la placa en papel
de aluminio y se coloca bocabajo en la incubadora a 37°C durante 16-24 horas hasta la
observacion de colonias aisladas. La glucosa se aflade como fuente de energia y para inhibir al
operon Lac, que es el conjunto de genes estructurales y promotor que regula la expresion de
estos genes. Al inhibir al operdn, el gen del polimero no se expresa y Unicamente se produce

un crecimiento bacteriano.

4.2.2 PREPARACION DE MUESTRAS PARA BIOPRODUCCION

Para poder comenzar la bioproduccidn es necesario realizar un cultivo previo de las colonias
transformadas (apartado 4.2.1). Una vez se han obtenido colonias aisladas se procede a
realizar un andlisis cualitativo de las colonias para seleccionar la colonia mas productora o la
gue mas expresa el polimero recombinante.

Para ello hay que realizar un primer screening seleccionando 8 colonias que se encuentren
aisladas en la placa Petri y que tengan un tamano uniforme.

Primero en un tubo de 50 mL, se le afiaden 45 mL de medio TB (5 mL por cada colonia a picar
y un control negativo de esterilidad que sirve para verificar si hay algun otro tipo de
crecimiento bacteriano y comprobar que materiales y reactivos estan estériles), y 45 ulL del
antibiotico Kanamicina (el antibidtico se afiade en una dilucién 1:1000). Todo esto se reparte
en 9 tubos tipo Falcon de 50 mL vertiendo 5 mL en cada uno.

Después se procede a picar las colonias en la campana de flujo laminar. Para ello se coge un
asa de siembra previamente esterilizada al rojo vivo y enfriada antes de picar. Se toca la
colonia seleccionada, se lleva al interior de uno de los tubos que contienen el medio liquido y
se cierra dejando el tapdn flojo sujeto con cinta de carrocero para permitir la oxigenacién

durante la incubacidn, se esteriliza el asa y se repite el proceso en cada uno de los 8 tubos. El
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ultimo, el control de esterilidad, se deja sin picar, Unicamente contiene medio liquido con

antibidtico.

Por ultimo, se introducen los 9 tubos en la incubadora con agitacion 250 rpm a 37°C durante
16 horas.

Una vez pasadas las horas suficientes, se para la incubacién y se trasfiere 1 mL de cada uno de
los tubos en un tubo de 1.5 mL eppendorf. Estas muestras deben prepararse antes de
comenzar su analisis por electroforesis SDS-PAGE. La preparacién consiste en la eliminacién
del medio de cultivo de las células mediante centrifugaciones y lavados con agua desionizada.
Antes de cargar las muestras en el gel de poliacrilamida se resuspenden en agua desionizada,
se afiade 1/5 de tampdn de carga 5x y se hierven 5 minutos. Este buffer esta formado por unos
componentes (apartado 4.1.2) esenciales para poder caracterizar por electroforesis. Contiene
SDS, detergente anidnico encargado de desnaturalizar las proteinas y confiriéndolas carga
negativa; B -mercaptoetanol, agente reductor cuya funcidn es reducir los puentes disulfuro
separando las subunidades de la proteina dando lugar a proteinas lineales, facilitando que se
extienda el efecto de SDS y permitiendo que se muevan a través de los poros en funcion de su
masa molecular; Glicerol, reactivo para aumentar la densidad de la muestra antes de cargar
en los pocillos; Azul de bromofenol, colorante cuyo fin es trazar el frente de la electroforesis
y determinar cuando finaliza.

Una vez se ha determinado la colonia mas productora comparando la cantidad de proteina
del polimero respecto a la cantidad de proteinas enddgenas de la bacteria se realiza un
segundo analisis para obtener ‘las hijas’ de la colonia mas productora, es decir, se obtienen
colonias de un subcultivo realizado a partir de la colonia seleccionada en el primer analisis. y
se volvera a seleccionar la colonia mas productora. El procedimiento es el mismo que para el
primer analisis. De este segundo analisis se selecciona la colonia mds productora con la misma

técnica y comienza el proceso de produccion.
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4.2.3 BIOPRODUCCION
A partir de la colonia seleccionada (apartado 4.2.2) se comienza la produccion de los

polimeros (Tabla 4).

Tabla 4. Esquema de la biproduccion.

Preinéculo Inéculo Produccion
Contenedor: 1 FALCON 50mL 2 ERLENMEYER 250 mL 15 FLASKS 2L
Células: -picar colonia mas -100 pL preindéculo -14 mL inéculo
productora
Medio: -5 mL LB con -30 mL LB con -7,5L TB-LB AIM
Kanamicina Kanamicina con Kanamicina
Suplemento: -250 pL glucosa -1,5 mL glucosa
Tiempo: -incubar durante 16h -Incubar 4h -Incubar durante 16h

Todo el proceso de preparacion se realiza en la cabina de flujo laminar con un medio estéril.
El proceso inicia con la preparacién del preindculo a mediodia. Para ello se cultiva la colonia
mas productora en 5 mL de medio LB con antibidtico (Kanamicina) y 250 uL glucosa al 20 %
(m/v). Todo ello en un tubo de 50 mLy en otro tubo se prepara un control negativo (apartado
4.4.2) para controlar la esterilidad del proceso. Una vez preparado se introduce en la
incubadora dindmica durante 16 horas a 37°C y 250 rpm. Se anade glucosa para reprimir el
operdn de la lactosa. El operdn es un grupo de genes estructurales y promotores cuyo fin es
controlar la expresidon de estos genes. Al afiadir glucosa, la bacteria prefiere la glucosa a la
lactosa como fuente de energia, y por tanto no se activa el operdn Lac ya que el iniciador del
operdn es la lactosa, asi que no comienza la expresion génica, sino gue Unicamente se produce
el crecimiento bacteriano, ya que la glucosa esta actuando como represor de la traduccién
durante el crecimiento de la biomasa.

A primera hora de la mafiana se prepara el inéculo. Se toman 60 mL de medio LB, 60 plL
antibiético (Kanamicina) y 3 mL glucosa al 20 % (m/v). Se reparte a partes iguales en dos
erlenmeyers de 250 mL. Uno de ellos sera el control negativo y en el otro se le afiaden 100 pL
del preindculo. Se dejan los dos erlenmeyers toda la mafiana en la incubadora dinamica a 37°C

y 250 rpm. En este paso se quiere aumentar el crecimiento bacteriano en un medio mayor
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que el anterior y conseguir mayor producciéon. A mediodia-tarde se toman dos alicuotas de 1
mL en dos viales eppendorfs distintos para poder hacer un seguimiento mas delante de la
electroforesis y medir la absorbancia. Tras esto, se realiza la inoculacién en 15 Flasks de 2 L.
En cada flasks se afladen 500 mL de medio TB-LB AIM, 0,5 mL de antibiético (Kanamicina) y
1mL del inéculo preparado por la mafana. Se dejan incubando durante 16 horas en la
incubadora dindmica todos los flasks a 37°C y 250 rpm. No se ha afiadido glucosa porque se
han dejado crecer las bacterias en los pasos anteriores y ahora interesa que las bacterias
comiencen a expresar la proteina.

Al dia siguiente a las 8 de la mafana se toman 2 muestras de 1 mL cada una para medir la
absorbancia en un espectrofotémetro a 600 nm y asi saber si se puede parar la produccion y
comenzar los lavados o no y para analizar por electroforesis mas adelante. Antes de medir la
muestra se diluye 1:20 (v/v) en agua desionizada. La absorbancia va a indicar si el crecimiento
de las bacterias se encuentra en fase exponencial o en la estacionaria (Figura 9). Para ello es
necesario tomar medidas cada media hora y observar si la absorbancia varia o se mantiene

constante.

Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

\

\

Muerte \
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacién
(Lag)

Log nimero de células viables s

TIEMPO  m—

Figura 9. Representacidn de la curva de crecimiento bacteriano?
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4.2.4 RUPTURA'Y LAVADO CELULAR
Después de que las bacterias hayan llegado a la fase estacionaria, se para la produccién y

comienza la recoleccién de las bacterias en el minimo nimero de flasks mientras se van
enfriando en hielo para evitar que las bacterias sigan creciendo. Se transfiere el contenido de
los flasks en botes de centrifuga de 1 L y se centrifuga 15 minutos a 4°Cy 1700 xg en el rotor
basculante de 1 L (TX1000). Esto permite separar dos fases: una fase sélida denominada pellet
celular (donde se encuentran las bacterias) y una fase liquida denominada sobrenadante
(donde se encuentra el medio de cultivo). Se separan las dos fases por centrifugacion y con
una simple decantacién se deshecha el sobrenadante y se resuspende el pellet con el tampdn
de lavado (apartado 4.1.2). Se vuelve a centrifugar y separar hasta que el sobrenadante tenga
un aspecto incoloro y se elimine el medio de crecimiento. Todas las centrifugaciones se
ejecutan a 4°C para evitar que las proteasas degraden el polimero.
Al finalizar el lavado celular se procede a la ruptura de las bacterias. Para ello primero se
resuspende el pellet en un tampdn de sonicacion (apartado 4.1.2) en un volumen que
dependerd del volumen de cultivo usado y la absorbancia obtenida de la ultima muestra
medida antes de parar la produccién segun la siguiente relacién:

VTampén de sonicacisn = 5 X Vcultivo (en mL) X ABSgitima muestra
Ademas, se afladen también 2mL de PMSF (1mM) por cada litro de tampdn de sonicaciony 1
eppendorf de Benzamidina (ImM) (apartado 4.1.1). Estos inhibidores evitaran la degradacién
del polimero por parte de proteasas celulares. Las bacterias se llevan al sonicador (equipo
Hielscher UP400St) donde se produce la lisis celular durante 12 minutos al 100% de amplitud
y ciclos de 20 segundos ON + 20 segundos OF con pausas para refrigerar (20 segundos
funcionando, 20 segundos sin funcionar) en los que se somete a las bacterias a presiones altas
entre 1500-1800 bar. Todo esto a una temperatura de 4°C. Esto provoca la ruptura de la pared
celular y la membrana plasmatica liberando al exterior el contenido intracelular.
Tras la ruptura se realiza una centrifugacién con el rotor F14 durante 45 minutos a 15000xg y
4°C para separar el sobrenadante (donde se deberia encontrar el polimero) y el precipitado o
debris (donde se encontraran los restos celulares). Se toma una muestra de cada una de las
fases para su posterior andlisis en electroforesis antes de comenzar con la purificacion del

polimero.
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4.2.5 PURIFICACION POLIMEROS RECOMBINANTES
Una vez comprobado por electroforesis SDS-PAGE que el polimero se encuentra en la fase

liquida, comienza su purificacidn. El método utilizado son los ciclos de transicién inversa (ITC)
gue tienen en cuenta la transicién inversa con la temperatura que manifiestan este tipo de
polimeros. Este método sigue un protocolo de purificacién a partir de precipitaciones acidas
y salinas variando la temperatura

Comienza con una precipitacién acida del sobrenadante obtenido tras la sonicacién (apartado
4.2.4) obtenida afiadiendo gota a gota HCl a 4°C y con agitacién hasta llevarlo a pH 4 (apartado
4.1.1). Esto provocara una precipitacion de las proteinas dcidas y DNA que se eliminaran con
una posterior centrifugacion durante 45 minutos a 4°C y 16000xg. El sobrenadante obtenido
se somete a una transicion de fase incubandolo durante 2 horas a 42°C en un bano de agua
permitiendo que precipite el polimero al superar la temperatura de transicién del bloque
hidrofilico (apartado 4.1.3). En el sobrenadante, las proteinas solubles contaminantes se
separaran facilmente del polimero ya que no tienen la capacidad de transicién que posee la
elastina ni sus derivados poliméricos y a esa temperatura quedaran solubilizadas en el liquido
mientras que el polimero precipita.

El precipitado obtenido se separa centrifugando durante 15 minutos a 10000xg a 25°C. Se
solubiliza el precipitado en tris-base 20 mM (pH 8,8) (apartado 4.1.1) a 4°C en agitacion
durante 12 horas. Se repite la operacién de precipitaciéon caliente afiadiendo NaCl 1M
(apartado 4.1.1) y resuspensién en agua desionizada fria, hasta eliminar por completo las
proteinas enddgenas y demas contaminantes. La adicion de la sal tiene un efecto sobre la
temperatura de transicién facilitando asi la precipitacion del polimero al calentarlo por encima
de la Tt. Tras obtener el polimero purificado se somete a didlisis a 4°C para eliminar las sales y
después se liofiliza consiguiendo el polimero puro y deshidratado listo para las

caracterizaciones fisicoquimicas y su almacenamiento.

4.2.6 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. (SDS-PAGE)
Las electroforesis en geles de poliacrilamida (PolyAcrilamide Gel Electrophoresis) se realiza en

presencia de SDS (dodecil sulfato sddico), de ahi su nombre SDS-PAGE. El SDS se encarga de
desnaturalizar las proteinas rompiendo las interacciones no covalentes ademas de recubrir las
proteinas proporcionando carga negativa. Los geles estan formados por acrilamida,

bisacrilamida, SDS, tampdn-tris, PSA (encargado de formar radicales en disolucion que
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interaccionan con la acrilamida y bis acrilamida) y TEMED (iniciador de la polimerizacién)
(apartado 4.1.1). La acrilamida polimeriza entre si intercatenariamente con la bisacrilamida,
por lo tanto, variando la proporcion de estos dos reactivos se conseguirdn distintas
porosidades en los geles. Estos geles actian a modo de tamiz molecular retrasando el
movimiento de macromoléculas grandes. Los geles de poliacrilamida se dividen en dos:

Gel compactador o stacking gel: este gel difiere por la concentracién de acrilamida que es
menor permitiendo que los poros sean de mayor tamano. Y por la diferencia de pH debido a
la adicion del tampdn Tris. Asi pues, las proteinas de una muestra se concentran en una banda
al principio antes de pasar al resolving gel facilitando que vayan a la vez

Gel de resolucion o resolving gel: |a diferencia parte del tamafio de poro, el cual serd menor
que en el stacking gel debido a que la concentracion de acrilamida es mayor. Esto permite la
separacion de las proteinas en funcién de su masa molecular.

En este trabajo se realizaron geles del 10% (p/v) en acrilamida. Estos geles se realizan en un
soporte anadiendo el gel de resolucion primero, el gel compactador después y colocando un
peine para formar los pocillos donde se introducen las muestras y el marcador. Cuando
polimeriza se introducen en una cubeta que contiene Running buffer (apartado 4.1.1). Una
vez se ha formado el gel se introducen las muestras previamente preparadas (apartado 4.2.2)
en los pocillos del gel y se carga un marcador de peso molecular conocido (mezclas de
proteinas de peso molecular conocido y que se tifien uniformemente), NZY Bluesafe ©. Se
aplica una intensad de carga constante (25 mA/gel) durante 65 minutos y se va controlando
la electroforesis en funcidn de la altura del frente marcado por el azul de bromofenol. Una vez
termina la electroforesis se realiza la tincion de los geles en cloruro de cobre incubando
durante 5 minutos en agitacién. Se lava en agua destilada y se coloca el gel en un
transiluminador de luz blanca Gel DocTM EZ Image, y se realiza una captura fotografica.

Por ultimo, se analizan los resultados de la separacidén proteica Para ello hay que tener en
cuenta el retraso electroforético causado por la hidrofobicidad del polimero provocando que
las bandas aparezcan a un tamaiio de banda superior al real.

Esta técnica permite separarlas proteinas en funcién de su tamafio molecular y asi poder

conocer el peso aparente del polimero, su grado de pureza y el factor de retraso.
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4.2.7. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA
Para poder analizar el tamafio de fragmentos de DNA se utiliza una electroforesis en geles del

polisacarido agarosa. Se preparan geles en distintas concentraciones de agarosa en tampén
TAE (apartado 4.1.2). La agarosa es un polimero cuyas cadenas forman fibras helicoidales que,
tras la fusion en medio acuoso, al enfriarse solidifican formando una malla cuyo tamafio de
poros puede ser controlado con la concentracion y el tipo de agarosa. El tampdn utilizado
tiene un pH bdsico facilitando que los grupos fosfatos de DNA se encuentren cargados
negativamente, asi separar las moléculas de DNA sometidas a electroforesis que se
desplazaran al polo positivo en funcién de su tamaiio.

Estos geles se realizan en un matraz sobre el cual se afiade la agarosa y el tampon TAE, luego
se calienta hasta que se disuelva completamente. Una vez disuelto se vierte sobre un
formador donde se coloca un peine para formar los pocillos donde se cargaran las muestras y
el marcador y se deja enfriar (Figura 5).

Una vez polimerizado, el gel se introduce en una cubeta de electroforesis que contiene
tampon TAE. En los pocillos se cargan las muestras y un marcador NZY Ladder Il que contiene
14 fragmentos de DNA de tamafios y cantidades conocidas (Figura 10). Los geles se someten

a un voltaje fijo comprendido entre 2 y 7 V/cm entre los dos electrodos.

Gel Platform

~ S
\ Buffer Tanks

Band size (bp) ng/band

0000
3988

25
£808
4000 40
3000 30
2500 25

2000 20

1400 14

1000 100
800 80

800 60
400 40

200 20

Figura 10. A la izquierda, gel de agarosa polimerizando sobre el formador con el peine formando los
pocillos. A la derecha, cubeta de electroforesis. Debajo, tamafio de las bandas que se obtienen con el
marcador NZY Ladder IlI
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4.2.8 PURIFICACION DE PLASMIDOS
Se realiza una purificacion del plasmido procedente de una cepa de E. coli. con el fin de

determinar si las colonias transformadas contienen el plasmido correcto. Para ello se ha usado
el Kit Quantum Prep Plasmid MidiPrep Kit (Kit BioRad) el cual contiene un protocolo facilitado

por el fabricante cuyo esquema se muestra a continuacién (Figura 11).

Add Cell

e Suspension P
N\ Solution
Y 4 > - Y 4> -
' ey
£ )%
[/, v
Pellet bacteria by Add Lysis Buffer Centrifuge to Transfer supernatant to  Wash and elute
centrifugation followed by pellet protein GET™ Spin Column and plasmid DNA
Neutralizing Buffer precipitate centrifuge

Figura 11. Esquema del protocolo de extraccion y plésmido?

Brevemente, el proceso se inicia preparando un cultivo bacteriano de 60 mL. Tras esto se
procede a eliminar el medio de cultivo mediante una centrifugacién retirando el
sobrenadante. A continuacién, se aflade Buffer A1 conservado a 4°C para resuspender las
células. Este tampdn permite el lavado y permeabilizacidn de células, ademas contiene la
enzima RNAasa que se encarga de degradar RNA que pueda encontrarse en la disolucién
evitando que la relacion A260/A280 tenga valores superiores a 2. Una vez estan resuspendidas
se toma el Buffer A2, el cual realiza una lisis alcalina y es el encargado de romper parcialmente
la pared de la bacteria y permitir la salida del DNA plasmidico al medio extracelular. La ruptura
se produce debido a que contiene NaOH y SDS, medio lo suficientemente alcalino que provoca
la ruptura. Tras esto se afiade el Buffer A3 el cual contiene cloruro de guanidinio el cual
rompera los enlaces no covalentes que se formen entre DNA y otras biomoléculas ademas de
neutralizar el buffer A2. Para poder eliminar restos celulares que puedan encontrarse en
disolucién se realiza una centrifugacion separando el pellet (contiene restos celulares) y el
sobrenadante (contiene el DNA plasmidico). El sobrenadante se introduce a través de una
columna de extraccion en fase sdélida (SPE) y se centrifuga para que la muestra atraviese la

columna. El sorbente de la columna de silica va a tener afinidad Unicamente por el DNA del
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plasmido. Se afiade el buffer de lavado AW calentado previamente a 50°C encargado de
eliminar los interferentes que puedan haber quedado atrapados en la columna eluyéndolos
junto al buffer. Por ultimo, se afiade el buffer de elucién para facilitar la salida del DNA de la

columna, ya que tiene mas afinidad por el DNA que la silica de la columna y permite su elucion.

4.2.9 DETERMINACION CONCENTRACION Y PUREZA DEL PLASMIDO
Una vez se termina el proceso se toma una muestra de DNA plasmidico y se analiza la

concentracion y pureza, mediante las lecturas a 3 longitudes de ondas en un
espectrofotémetro de micromuestra NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). En la tabla que se
muestra a continuacidn se indica la pureza de la muestra (Tabla 5). La ratio de pureza
A260/280 indica si la contaminacion es debida a proteinas siendo a 280 nm la longitud a la
que absorbe el triptéfano y 260 nm las proteinas, mientras que la ratio A260/230 indica si la
contaminacién es debida a fenoles y carbohidratos siendo a 230 nm la longitud de onda que
absorben fenoles o carbohidratos. Dado que la absorbancia y la concentracidon pueden
relacionarse con la Ley de Lambert-Beer (ecuacion 1) pueden conocerse los valores de
absorbancia y concentracion mediante una regresion lineal:
A=ab-c
Ecuacion 1. Absorbancia en funcion de la concentracion de DNA de la disolucion.

Siendo A la absorbancia a una determinada longitud de onda A; a la absortividad a esa longitud
de onda, b el camino éptico de la radiacién y c la concentracion de la muestra que absorbe la
radiacion incidida. El blanco utilizado en la determinacién es el tampdn de elucién utilizado

para la purificacion del plasmido.
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Tabla 5 Valores de pureza del pldsmido del DNA

Valor (Unidades de
Relacién Pureza
absorbancia)
>2.0 Contaminacion con RNA
1.8-2.0 DNA de pureza 6ptima
1.6-1.8 DNA de pureza aceptable
A260/A280
Presencia de compuestos
<1.6 aromaticos
1.5-2.2 DNA de pureza éptima
Contaminacion con sales,
A260/A230
<1.5 carbohidratos y fenoles

4.2.10 SECUENCIACION DE DNA
La secuenciacidén es una técnica que permite determinar de manera exacta el orden de los

nucledtidos de un fragmento individual de DNA. El método utilizado para la secuencia del DNA
obtenido del pldasmido purificado (apartado 4.2.8). es el método Sanger. Este método se basa
en la interrupcidn de la sintesis de DNA mediante la inclusién de dideoxinucleétidos marcados
fluorescentemente permitiendo que su incorporacion pueda monitorizarse. La sintesis de DNA
se inicia en un punto Unico marcado con un cebador sintético. Al incorporarse los
dideoxinucledtidos se detiene la sintesis de DNA porque no hay ningun grupo hidroxilo en 3’
para la adicion del siguiente nucledtido, generando una serie de moléculas de DNA donde
cada una termina en la base representada por un dideoxinucleétido fluorescente
determinado. Por ultimo, se determinan estos fragmentos, previamente separados por
tamafio, a partir de un haz laser que excita las moléculas fluorescentes y cuya luz emitida es
llevada a un fotomultiplicador para amplificar la sefal y analizarla en un ordenador vy
representarla en un electroferograma.

La secuenciacion de los pDNA se lleva a cabo en la empresa Cenit Support Systems S.L. situada

en el Parque Cientifico de Salamanca (Villamayor).
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4.2.11 DIGESTION DE DNA MEDIANTE ENDONUCLEASAS
Las digestiones enzimaticas se llevan a cabo segun las indicaciones de la casa comercial que

proporciona la enzima. Una vez finalizada, la digestion se evalua mediante electroforesis de
DNA (apartado 4.2.9).

Las digestiones pueden realizarse con dos fines: analiticos y preparativos. Con fines analiticos
se utiliza para identificar fragmentos de DNA mientras que, con findes preparativos se utiliza
para recuperar y purificar DNA.

En este trabajo se realizaron dos digestiones: una con Xhol y otra con Dpnl, enzimas cuyos
sitios de reconocimiento se encuentran explicados en (apartado 4.1.3 enzimas de restriccion
tabla 3). Para la digestion de cada una se tomd 1 tubo de 1,5 mL donde se afiadid plasmido
purificado, enzima Xhol, tampdn Tango y agua desionizada Se tomd otro tubo eppendorf
donde se afiadié plasmido purificado, enzima Dpnl, buffer R y agua desionizada. Ambas

digestiones se incubaron en la incubadora estatica (Memmert) durante 12 horas a 37 °C.

4.2.12 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
4.2.12.1 Espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas se trata de una técnica analitica de analisis cualitativo y

cuantitativo que permite identificar un compuesto conociendo su masa molecular.

En esta técnica se obtiene un idn molecular, que es el de mayor masa molecular y a laizquierda
de este se encuentran los productos de fraccionamiento de la muestra. Esta técnica se divide
en 4 etapas: activacion (ionizacidn), para poder detectar los compuesto deben estar ionizados
ya que no detecta las especies neutras; Aceleracién (extraccion), una vez ionizados hay que
extraer los analitos de la fuente de iones y acelerarlos con diferencias de potencial; Analisis,
los iones acelerados se llevan un analizador el cual los ird separando segun su relacion m/z; y,
por ultimo la deteccidn, los iones separados han generado una corriente idnica que se
transforma en una corriente eléctrica y dara lugar a picos que se observan en el espectro de
masas.

La técnica MALDI-TOF se lleva a cabo por una fuente de iones de desorcion de laser asistido
por una matriz (MALDI) y un analizador de tiempo de vuelto (TOF). MALDI se trata de una
fuente de iones blanda (menos enérgica, produce menos fragmentacién) y trabaja en fases

condesadas (solidos o liquidos) muy util para el andlisis del polimero. TOF es un analizador
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adecuado para el analisis de este tipo de polimeros ya que tiene un rango de masa de 200-
300KDa.

La muestra se analizd en una concentracién de 5mg/mL en agua desionizada. Esta muestra se
mezcla con una matriz que protege al analito evitando su degradaciéon ademds de actuar como
diluyente, se incide con una radiacién de laser pulsante ionizando asi los analitos. Después son
enfocados al analizador mediante lentes. Al analizador los iones llegaran con distinta energia
cinética y para igualarla se utiliza un reflectdn el cual aplica un potencial que frena los iones
permitiendo asi que finalmente todos lleguen a la vez al detector.

El andlisis se realizé con el equipo Bruker Autoflex Speed (MALDI-TOF) perteneciente al

Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid.

4.2.12.2 Resonancia magnética nuclear de protdn (*H-RMN)

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica espectroscépica basado en las
propiedades magnéticas de los nucleos y es capaz de dar informacion estructural de los
compuestos. Al alcanzar un protén con una energia adecuada, sus estados nucleares,
inicialmente degenerados, se desdoblan en dos niveles de energia. Estos nucleos tendran
transiciones entre ambos niveles dando lugar al fendmeno de la resonancia. Como cada
nucleo vibrara a una frecuencia determinada dependiendo del entorno, se podran identificar
los distintos protones que componen el polimero.

La muestra se analizd en una concentracion de 20 mg/mL en agua deuterada utilizando el
equipo RMN 500 Hz Agilent Technologies del Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de
la Universidad de Valladolid.

4.2.12.3 Dispersion dindmica de la luz (DLS)
La técnica DLS (Dynamic Light Sctatering) permite analizar la medida del tamafio de entidades

submicrométricas sometidas a movimiento browniano y la carga superficial. EIl movimiento
browniano se trata de un movimiento aleatorio entre particulas en suspension y el disolvente
gue las rodea y depende del tamafio de las particulas y de la viscosidad del medio. La velocidad

del movimiento viene dada por la ecuaciéon de Stokes-Einstein (Ecuacion 2).

D kT
~ 3mnd,

Ecuacion 2. Ecuacion Stokes-Einstein.
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Donde k es la constante de Boltzman, T la temperatura absoluta, 1 la viscosidad del medio y
dn el diametro hidrodinamico.

Las muestras se analizaron en una concentracién de 1 mg/mL en agua desionizada tipo Mili-
Q. Antes de medirlas fueron filtradas con un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45 um
para eliminar posibles interferencias por encima de los 450 nm en las cubetas ZEN0O040 y
DTS1070 (Figura 12). Se utilizd el equipo Zetasizer Nano Series (Malvern) ubicado en el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid. Para realizar las

medidas se ha fijado la temperatura seguin ha sido necesario.

Figura 12. Cubetas usadas en DLS. A la izquierda cubeta DTS1070 utilizada para medir el potencial z. A la
derecha cubeta ZEN004O utilizada para medir el diametro de las particulas.

Tras la realizacidén de las medidas, se obtendran diferentes diagramas. Junto al diagrama de
distribucién de didmetro de particula se obtiene un correlograma (Figura 13). Este
correlograma representa la funcidén de correlacion, funciéon que registra todas las diferentes
frecuencias de intensidad obtenidas a lo largo del tiempo y que dependeran del tamafio de
las particulas. También en los resultados se obtendra el indice de polidispersidad (PDI), el PDI

es una medida adimensional de la distribucidn de tamafio.
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Figura 13. Diagramas obtenidos tras la medida del diémetro de particula. A la izquierda se muestra el
diagrama de distribucion de tamafio, a la derecha el diagrama de correlacion.
En el analisis el potencial Z se obtienen tres diagramas (Figura 14). Se obtiene un diagrama de
fases que permite la obtencién del diagrama de distribucién de carga y el valor del potencial

z, y un diagrama que muestra la variacién de voltaje/intensidad frente al tiempo que indica la

diferencia de potencial que se estd aplicando.
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Figura 14. Diagramas obtenidos tras la medida del potencial Z de la particula. A la izquierda se muestra el

diagrama de fases, en el centro se muestra el diagrama de distribucion de carga, y a la derecha se muestra el
diagrama de la variacion del potencial z.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PURIFICACION DEL PLASMIDO pET10NKKK
Para la bioproduccion del polimero 3K(El), se utilizaron técnicas de biologia molecular e

ingenieria genética. El primer paso es la construccién del plasmido con el gen insertado, El,
obtenido a partir del vector de expresién pET10 y proporcionado por el Grupo Smart Devices
for NanoMedicine de la Universidad de Valladolid previo a la bioproduccién del polimero. Este
pldsmido contiene el gen que se expresa para dar lugar al polimero de interés.

Para comprobar que la secuencia de nucledtidos del inserto es correcta se realiza una
purificaciéon del plasmido y se envia a secuenciar de forma automatica. La purificacién del
plasmido se realiza con el kit de NucleoSpin®Plasmid/ Plasmid (NoLid) Mini kit for plasmid DNA
purification (apartado 4.2.8). Una vez obtenido el DNA plasmidico se determina su
concentraciéon y pureza cuyos valores son: 106,5 ng/uL y unas ratios de pureza de
A260nm/280nm de 1,94, y para la ratio de A260nm/230 nm de 1,85. Ambos valores se
encuentran comprendidos en el rango de pureza éptima (apartado 4.2.9, Tabla 5) Estos
valores de pureza permiten que se pueda secuenciar el plasmido (Figuras 15 y 16). La
secuenciacion se realiza del extremo 5’ utilizando el primer comercial T7 y del extremo 3’ con
el primer comercial SP6. Se observa que las bases que codifican para las tres lisinas se
encuentran al inicio antes de comenzar el bloque hidrofilico y leyendo desde el extremo
opuesto la secuencia comienza por el bloque hidrofébico donde se observa el codén de
terminacidon en marco de lectura con dicho bloque, por lo que se puede afirmar que la

secuencia de nucledtidos del gen es correcta.
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Figura 15. Secuenciacion PETIONKKK desde el extremo 5’.
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Figura 16. Figura 1. Secuenciacion PETIONKKK desde el extremo 3'.

Debido al tamafio y repetitividad del gen, no es posible secuenciarlo entero por problemas
técnicos. En consecuencia, se realiza una digestién del pDNA con las enzimas de restriccidon
Xhol y Dpnl siguiendo las especificaciones suministradas por Thermo Scientific ™ (apartado
4.1.3.3). A continuacién, se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa que los
fragmentos del plasmido obtenido mediante digestion diagndstica son del tamafio correcto.

Como se observa en la Figura 17, el plasmido digerido con la enzima Xhol da como resultado

dos fragmentos con unos tamanos de 7152 y 785 bp. Mientras que al digerir el plasmido con
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la enzima Dpnl se obtienen 21 fragmentos puesto que esta enzima degrada el plasmido entero
excepto el inserto, por tanto, se puede ver el tamano del inserto, 3415bp. Ademas, se
comprueba también que ambas colonias contienen el pldsmido al haberse obtenido
resultados similares. Las calles #1 y #2 no han sufrido ningun tipo de digestién y Unicamente
aparece el pDNA con tres bandas que indican los diferentes isémeros topolégicos que puede

tomar, superenrollado, lineal y circular *°

«— Circular
_— '\
o Lineal
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Figura 17. Gel de agarosa analitico del 10% (p/v) tefiido con cloruro de cobre. A la izquierda, tras las bandas
del marcador (M) de referencia, se muestra la digestion de los plasmidos obtenidos de dos colonias (#1y
#2) con las enzimas Xhol y Dpnl. A la derecha, la digestion de las mismas colonias (#1 y #2) sin digerir.
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5.2 BIOPRODUCCION DEL POLIMERO 3K(EI)2
Tras la comprobacién de la idoneidad del plasmido se comienza con la bioproduccion del

polimero 3K(El)2, cuyo peso molecular tedérico es 93175 Da. Posteriormente se sometera a un
proceso de purificacidn y caracterizacién mediante diferentes técnicas.

Para la expresion de la proteina, se utilizé una cepa de E.coli BLR (DE3) competent Cells
(Novagen). Cepa utilizada principalmente para la expresidon de proteinas cuya secuencia
primaria es mondtona y por tanto puede tender a su recombinacidn génica, ademas necesita
unas condiciones y medios concretos para su correcto funcionamiento. Estos medios se
diferencian en su composicion y finalidad (apartado 4.1.3.2).

En primer lugar, se realiza una transformacion bacteriana en una placa Petri (apartado 4.2.1).
Tras la transformacidn, se realiza la siembra, para ello se seleccionan 8 colonias aisladas al
azar, se inoculan sobre medio TB y antibiético Kanamicina y se incuban durante 16 h a
37°C.Para la evaluacién de la expresién se realiza una electroforesis SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 10 % (p/v) (apartado 4.2.6) donde se muestra cual de esas colonias es la mas
productora. Se seleccionan las colonias 1 y 4 para realizar un segundo screening de un
subcultivo obtenido a partir de las dos colonias seleccionadas y escoger la mejor colonia para

la bioproduccidn. En el segundo andlisis se selecciona la colonia 4.3 (Figuras 18 y 19)
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Figura 19. Andlisis 2 del polimero 3K(El)2. Se
muestran los pesos moleculares de las bandas
cercanas al polimero. Con flechas azules se
encuentran indicados tamafios de banda del
marcador cercanos a la banda de la proteina.

Figura 18. Andlisis 1 del 3K(El)z. En las calles 1-
8 se observan las colonias bacterianas. En la
calle M se representa el marcador (Protein
Molecular Weigh Marker). Sefialado en azul la
banda correspondiente al polimero. La banda
de la proteina se encuentra indicado con una
flecha roja.

A partir de la colonia seleccionada del segundo analisis se inicia el proceso de bioproduccién
(apartado 4.2.3), el cual se repite dos veces para obtener mayor produccion. La produccion
inicial de 4,5 L se realiza en medio TB unido a medio LB AIM porque favorece en gran cantidad
la expresion del gen. Antes de parar la produccion se toman muestras desde primera hora y
se va analizando la absorbancia (Tabla 6). Estas absorbancias indican si el crecimiento
bacteriano ha llegado a su fin y es posible parar la produccién para poder comenzar con la
purificacién o si necesitan seguir en la incubadora mas tiempo, ademds que también dar una
idea de la cantidad de células que han crecido segun tenga valores mas altos o no. La
preparacién de las muestras para la absorbancia viene explicada en el apartado 4.2.3.

Como se puede observar, el aumento de la absorbancia desde el indculo hasta la dltima
muestra tomada antes de parar la producciéon que sucede en un transcurso de 24 horas
aproximadamente, indica que ha habido un crecimiento celular como se esperaba. En la

segunda produccion el crecimiento celular ha sido menor.
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Tabla 6. Valores de la absorbancia de las dos producciones.

Absorbancia a 600 nm

Produccién 1 Produccidn 2
Inéculo 2,1 1,7
Muestra 8:30 3,5 2,2
Muestra 9:00 3,7 3,5

5.3. PURIFICACION DE 3K(EI)2
Una vez parada la producciéon se procede a realizar la recoleccién, lavado y ruptura celular

(apartado 4.2.4) con el fin de eliminar el medio de cultivo y todo el medio intracelular que se
ha secretado tras la ruptura. Se toman muestras tanto del sobrenadante del material
sonicacién como del debris celular para su posterior andlisis por electroforesis. Es importante
realizar todo el proceso anterior a una temperatura constante de 4°C para evitar que la
proteina precipite, ya que se encuentra soluble a bajas temperaturas e interesa que se
encuentre en el sobrenadante.

Una vez finalizado el proceso de lavado y ruptura comienza la purificacién del polimero
(apartado 4.2.5). La purificacién del polimero se realiza mediante ciclos de transicién inversa
(ITC) gracias a la naturaleza termo-responsiva de estos materiales, que se originan

aumentando y/o disminuyendo la temperatura, realizando cambios de pH y afiadiendo sal.

5.3.1 PRIMERA ETAPA PURIFICACION: PRECIPITACION POR CAMBIO DE pH
En la primera etapa se realiza un cambio de pH a 4°C y se somete a una centrifugacién

separando el sobrenadante (fase liquida) del pellet (fase sélida). Posteriormente se realiza una
electroforesis de proteinas para controlar la primera etapa de purificacion (Figura 20). En este
paso se quiere eliminar proteinas enddgenas de la bacteria que sélo tienen caracter acido y
facilitar su precipitacion al volverse mas solubles porque han perdido la carga global puesto
gue se encuentran en el punto isoeléctrico y se vuelven neutras. Todo el proceso de
acidificacion se realiza a 4°C para facilitar la solubilidad del polimero y evitar su posible

degradacion proteolitica.
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Figura 20. Electroforesis de proteinas tras la acidificacion del 3K(El).. En la calle 1 se encuentra el debris (fase
sdlida) obtenido tras la sonicacion, en la calle 2 el sobrenadante obtenido tras la sonicacion, en la calle 3 se
encuentra el sobrenadante tras la acidificacion, y en la calle 4 el pellet dcido tras la acificacion. La calle M
representa el marcador (Molecular Weight Marker)

Se puede ver que la banda de la proteina con un peso molecular teérico de 93,175 kDa, a 100
kDa aproximadamente. Las calles 2 y 3 tienen una gran cantidad de la proteina que codifica
para el polimero que se esta purificando y las calles 1 y 4 no contienen practicamente la
proteina. Senal de que la proteina se encuentra en ambos casos en ambos sobrenadantes ya
que posee temperatura de transicion y ademds su Pl no es el mismo que el de las otras
proteinas.

Tras la separacion de las fases se realiza un calentamiento a 42°C de la fase liquida durante 2
horas, se centrifuga y se afade tris-base a la fase sdlida o pellet. Se mantiene en agitacién
durante 16 horas 4°C, se centrifuga separando las fases y se toma muestra de ambas para

llevar un control de la purificacién (figura 21).
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93,175 kDa

Figura 21. Electroforesis de proteinas tras el calentamiento y posterior resolubilizacion en tris-base del 3K(El).. En
la calle 1 se encuentra el sobrenadante obtenido tras la resolubilizacion a 4°C, en la calle 2 el sélido obtenido tras
la resolubilizacion a 4°C La calle M representa el marcador (Molecular Weight Marker).

Se puede ver que la banda de la proteina con un peso molecular tedérico de 93,175 kDa, a 100
kDa aproximadamente. La calle 1 posee una gran cantidad de la proteina dificiimente
cuantificable y la calle 2 no contiene casi nada de la proteina, por lo que se puede concluir que
el polimero se encuentra en la fase liquida. El resto de las proteinas al no poseer la

temperatura de transicion, a 4°C se encontraran en la fase sélida (calle 2).
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5.3.2 SEGUNDA ETAPA PURIFICACION: PRECIPITACION SALINA

Se realiza una segunda precipitacion del polimero para continuar con su purificacién. Para ello
se afiadié NaCl 1M a la disolucién resultante de la solubilizacién en Tris-base (pH 8) a 4°Cy se
lleva a calentar 2 horas a 42°C. Para analizar el proceso de purificacién se lleva a cabo una

electroforesis de proteinas cuyo resultado se observa en la Figura 22

93.175 kDa 100kDa

Figura 22. Electroforesis de proteinas tras la sequnda precipitacion del 3K(El)>. En la calle 1 se encuentra el
precipitado obtenido tras el calentamiento a 42°C. La calle M representa el marcador (Molecular Weight
Marker).

El polimero en la calle 1 deberia encontrarse como liquido a esa temperatura y como se
observa en la electroforesis se confirma que el polimero se encuentra en el precipitado,
aungue aun posee una gran cantidad de proteinas enddgenas que no se han conseguido
purificar. El sobrenadante es sometido a dos ciclos mas de enfriamiento-calentamiento para
purificarlo. Una vez purificado, con un porcentaje de pureza aproximado del 96%, el polimero
se procede a dializarlo para eliminar las sales que se han ido afiadiendo durante la purificacién.
Una vez dializado se liofiliza para obtener el polimero purificado y seco y asi se puede conocer

el rendimiento del producto purificado (Tabla 7).
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Tabla 7. Masas y rendimientos del polimero obtenidos tras el proceso de purificacion de las
dos producciones.

Produccion 1 Produccion 2
Masa obtenida 0,027g 0,121g
Rendimiento 3,6 mg/L 16,12 mg/L

El rendimiento de la segunda produccién fue mayor debido a la familiarizacién personal con
las condiciones de trabajo, de todas formas, se considera inferior a los obtenidos
anteriormente en el seno del grupo de investigacion para polimeros similares lo cual puede

deberse a la inclusion del bloque de lisinas en el extremo amino terminal®?.

5.4 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
El polimero obtenido se somete a una serie de caracterizaciones fisicoquimicas para

determinar su peso y pureza ademds de comprobar la estabilidad de las moléculas en
diferentes medios. Se han utilizado las técnicas de electroforesis SDS-PAGE, espectrometria
de masas (MALDI-TOF), dispersién dinamica de la luz (DLS) y RMN.

Las caracterizaciones fisicoquimicas se llevaron a cabo con la segunda produccién puesto que

la cantidad obtenida fue mayor.

5.4.1 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APARENTE POR ELECTROFORESIS SDS-PAGE
Se realiza una electroforesis SDS-PAGE del polimero a distintas cantidades tras la liofilizaciéon

(Figura 23). En ella pueden observarse las bandas mds anchas pertenecientes al polimero
3K(El)2 y otras bandas de menor intensidad y menor tamafio molecular que al parecerse tanto
entre si puede ser debido productos de la propia degradacién del polimero. Con el programa
informatico del equipo de visualizacion Gel Doc EZ se ha calculado el peso molecular.

El polimero 3k(El)2 tiene un peso molecular aparente de 98,028 kDa, que se asemeja al peso
molecular tedrico 93,175 kDa. La diferencia de peso entre ambos se debe al retraso
electroforético que sufren este tipo de polimeros debido a su hidrofobicidad por la presencia

del bloque de isoleucinas, y en este caso es del 18 %.
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135 kDa

100kDa 98,028 kDa

Figura 23. Electroforesis de 3K(El)z obtenido tras la liofilizacidn. Las calles 1,2,3,4 y 5 contienen 1mg/60 mL de
polimero afiadiendo en cada calle 5ul, 10ul, 15ul, 17ul Y 20ul respectivamente. La calle M representa el
marcador (Molecular Weight Marker). En rojo el peso molecular aparente del polimero

5.4.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS (MALDI-TOF)
El espectro de masas obtenido (figura 24) con MALDI-TOF (apartado 4.2.11.4) aparece un pico

mayoritario a 92434 Da que se corresponde con el idn molecular de 3K(El),2. Al comparar con
el peso molecular tedrico, 93414 Da hay un 1% de error que puede deberse al error de la
propia técnica y al gran tamano del polimero. Hay otros picos a 46146 Da que se supone que
se corresponden con su segunda ionizacién, 34165 Da con su tercera ionizacién y 24647 Da
con la cuarta ionizacién del 3K(El).. Por otro lado, hay unas sefiales minoritarias alrededor de
30020 Da que puede corresponderse con la posible degradacién del polimero como se ha visto
en el analisis por electroforesis SDS-PAGE.

Finalmente, al comparar los pesos moleculares tedricos, los pesos moleculares aparentes
obtenidos con SDS-PAGE vy los pesos moleculares esperados obtenidos con MALDI-TOF se

puede ver que practicamente coinciden.
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Figura 24. Espectro de Masas de 3K(El)z2 obtenido con MALDI-TOF en agua desionizada.

5.4.3 RMN

El espectro de *H-RMN obtenido del 3K(El)2 (anexo 3) sirve para comprobar que el nimero de

hidréogenos experimentales coincide con el nimero de hidrégenos tedricos, y que, por tanto,

su estructura es correcta. Estos datos se comparar en la Tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion de los protones de 3K(El)2.

Tipos de Hidrégenos Experimentales Tedricos
CHs 849.0 849.0
CH,y CH 1040,52 1214,7
NH - 28,7

Como se muestra en los resultados de la Tabla 8, al normalizar la sefial de los grupos metilo el

resto de las senales adquieren valores similares a los calculados tedricamente. Analizando el

resto de las sefiales se observa son similares. Los grupos NH estan presentes porque aparecen

en el espectro, pero la cuantificacién de los grupos amino es imposible hacerla puesto que los

protones sufren equilibrios con los deuterios presentes en el agua deuterada y con el tiempo

terminan desapareciendo. El hecho de que haya una diferencia entre los valores tedricos y

experimentales, siendo mayor el nimero de hidrégenos tedricos se debe a que las

predicciones tedricas son mas precisas dado que el polimero que se esta caracterizando es
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una macromolécula de grandes dimensiones y la estimacion del desplazamiento de los

protones con esta técnica conlleva a error.

5.4.4 DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

La caracterizacion fisica se inicia con el andlisis del didmetro hidrodinamico y la carga
superficial (Potencial Z) (apartado 4.2.12.3) a diferentes temperaturas y grados de agregacion.
Dada su naturaleza anfifilica, estos polimeros deben ser capaces de formar nanoparticulas,
evitando asi que el bloque hidrofébico de isoleucina entre en contacto con el agua mientras
que el bloque hidrofilico rodea el nucleo formando una corona que estd en contacto con el
agua. Para estudiar el tamafo y carga superficial de estas micelas se realizaron medidas por
debajo y por encima de la temperatura de transicién del polimero 1% poder analizar el paso
de moléculas a agregados. En las medidas del tamario de la particula es importante observar
también el indice de polidispersidad (PDI) que presentan. Si es cercano a 0,1 indica que la
particula es fundamentalmente monodispersa y la distribucién es uniforme, si, por el
contrario, es mayor de 0,1 sugiere que puede haber otros agregados en la disolucién.

El potencial z se encarga de medir la carga superficial de la particula, por tanto, es una forma
de predecir la estabilidad de la dispersion y la vida media de la particula. Se considera que
cuanto mayor sea el valor absoluto del potencial z, mayor serd la estabilidad de la particula.
Se comienza analizando el didmetro hidrodinamico midiendo a 4°C y a 42°C, que es una

temperatura superior a la temperatura de transicién descrita anteriormente (figura 25).

1 ~ PDI=0,05

Figura 25. Grdficas de distribucion del tamariio de la particula de 3K(El); a 4°C a la izquierda y a 42°C a la derecha.

Se puede observar que a baja temperatura aparecen dos distribuciones diferentes de tamafio,
lo que indica que se encuentra en forma de molécula con un tamafio de 10 nm el pico 1y en
forma agregada formando micelas *22° con un tamafio de 137 nm, el pico 2, esto provoca que

tenga un indice de polidispersidad alto (0,6). Sin embargo, a 42°C Unicamente se ve una
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distribucién con un tamafio de 256,5 nm y un indice de polidispersidad muy bajo (0,05). El
hecho de presentarse agregados a bajas temperaturas es un comportamiento no esperable
pues por debajo de la Tt deberia encontrarse Unicamente en su forma molecular no agregada..
Ademas, también se observa un aumento del diametro del agregado al encontrarse a 42°C
respecto a su forma agregada a 4°C. Quizas es debido a que al encontrarse a altas
temperaturas los agregados dejan de ser tan compactos como se veian a 4°C adquiriendo una
estructura algo mas abierta.

Posteriormente se realiza una medida del potencial z (Figura 26) a 42°C y dado que este
analisis puede ser potencialmente destructivo, se realizé una medida del tamafio de particula
antes y después para comprobar si la muestra se habia degradado. Ademas, se afiadio un
medio ligeramente salino (NaCl 10 mM) con el fin de permitir que la distribucion de cargas se
estabilice al provocar un apantallamiento de la particula y facilitar la conductividad de la

muestra.

Zeta Potential (mV)

Figura 26. Grdfica de distribucion de carga del potencial z del 3K(El):

Tras la medida, el tamafio y la distribucion de muestra no cambid (figura 27) y el potencial z
obtenido fue de -16,92 mV en su superficie. Potencial negativo lo suficientemente alto para

poder predecir que la particula es estable?! y no va a interaccionar consigo misma.
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Figura 27. Grdficas de distribucion de tamafio del 3K(El)2a 42°C. A la izquierda antes de medir el potencial Z, a la
derecha tras medir el potencial Z.

Por ultimo, se realizé el analisis del tamafno hidrodinamico mientras se ejecutaba una rampa
de temperaturas. Para ello se analizaron temperaturas entre 4 y 42°C para poder encontrar la
temperatura de transicién del polimero y estudiar el cambio de conformacién (anexo 4). Como
el polimero ya tenia dos distribuciones inicialmente, se analizé la intensidad de las
distribuciones y asi poder comprobar el posible cambio de intensidad con la temperatura (La
intensidad dependera del nimero de particulas que haya en la disolucién y también del
tamafio de las mismas).

Tras la finalizacion de la rampa puede observarse que las dos distribuciones iniciales a 4°C no
desaparecen en ninglin momento, sino que varian segun sus intensidades, por tanto, se puede
hacer una relacién entre ambas intensidades (Figura 28) y observar que a 30°C se produce un
salto entre intensidades indicando que a esa temperatura el polimero ha sufrido la transiciéon
y habrd agregados en mayor proporcion que particulas dispersas en disolucién. Es una
temperatura lejos de lo esperado al analizarla con esta técnica, ya que, en este tipo de
polimeros, el bloque hidrofébico suele sufrir la transicién a temperaturas entre 16-20°C?
mientras que el bloque hidrofilico tendria una Tt superior a 70°C considerando el pH neutro

de la disolucion.
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También se comprueba que al ir aumentando la temperatura gradualmente y no de forma
brusca el agregado que inicialmente tenia un tamaino de 111,16 nm a 4°C termind con un
tamafio de 47,4 nm a 42°C, es decir, que las micelas se compactan con el paso del tiempo y el

aumento de la temperatura.

Relacion intensidades
2,5

1,5

0,5

Intensidad pico 1/ Intensidad pico 2
—

0 10 20 30 40 50

Temperatura/ °C

Figura 28. Grdfica que muestra la relacion de intensidades de ambas distribuciones durante la rampa de
temperaturas.

5.4.4.1 ESTABILIDAD PARTICULA 3K(El)2
Se analiza la capacidad de una particula del polimero de formar agregados estables en

distintos medios a lo largo de un periodo de tiempo en condiciones fisiolégicas.

Se prepararon tres soluciones disolviendo 2mg/mL del polimero en frio. Una en medio salino
PBS (pH 7,4), otra en agua MQ y una tercera en PBS que contenia la proteina BSA, principal
proteina sanguinea, con una concentracion de 0,125 mg/mL. Se filtraron a 42C usando un filtro
de jeringa de PVDF de 0,45um 22y posteriormente se calentaron a temperatura fisioldgica de
379C. La presencia de la proteina BSA nos permite analizar la estabilidad de la nanoparticula
en condiciones semejantes a las fisioldgicas en medio sanguineo donde se encuentran otras
proteinas similares.

Las muestras se incubaron durante 10 semanas a 37°C. A lo largo de ese periodo de tiempo se
fueron realizando medidas (Figura 29) para seguir la evolucién de las nanoparticulas. Como se
puede ver en la figura 29, cuando el polimero se encuentra en agua MQ a temperaturas por

encima de su Tt, los agregados que se forman, en este caso micelas, tienden a aumentar a
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medida que van pasando las semanas adquiriendo un tamaifo mayor desde 149,2nm hasta
317,7nm donde se estabiliza. No pierde su estabilidad puesto que siguen siendo
nanoparticulas, pero se observa un movimiento de apertura en cada medida. Sin embargo, en
PBS se puede observar que el polimero se contrae debido al efecto solvatador de las sales y
se mantiene estable a lo largo del tiempo sin sufrir apenas cambios, partiendo de 35,12nm
hasta 34,63nm. En ambas condiciones el bajo PDI nos indica que las poblaciones son
monodispersas y estables.

En cambio, cuando la muestra de polimero se analizé en presencia de BSA se obtuvieron dos
distribuciones (anexo 5) a 6,33nm y 133,9nm . Una posibilidad es que una de las distribuciones
podia ser el didmetro de la nueva proteina introducida en la muestra. Se realizé una medida
con la proteina BSA disuelta en PBS (figura 30) y se obtuvieron unos diametros similares a los
de una de las distribuciones (pico 1 y linea gris de la Figura 29) de la muestra con el polimero
(anexo 5), confirmando asi que una de las distribuciones pertenecia al BSA y otra al polimero
(pico 2 y linea amarilla de la Figura 29) y que el BSA tiene comportamiento molecular sin
formar agregados.

Volviendo al andlisis de la muestra de polimero incubado con BSA en PBS, se puede ver que el
BSA ha afectado al polimero a lo largo del tiempo evitando que la particula llegue a
compactarse del todo y se encuentre un poco mas abierta. Esto puede ser debido a que el BSA
estd probablemente interactuando con el polimero y posiblemente se encuentre recubriendo

las nanoparticulas derivadas de este.
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Figura 29. Representacion del didmetro de las nanoparticulas de las diferentes muestras con polimero en
diferentes medios y una de control con BSA disuelto en PBS frente al tiempo (semanas) a una temperatura de

37°C.
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Figura 30. Grdfica de distribucion del tamafio de BSA disuelto en PBS a 37°C.
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Analizando los valores de PDI (Tabla 9), se puede decir que no existe una gran variaciéon en el

tamafio de los agregados en agua MQ o PBS, ya que valores <0,1 se consideran éptimos para

concluir que la poblacién en su mayoria es homogénea. Los valores de PDI en la muestra con

BSA no se encuentra en un rango éptimo debido a la aparicidn de las dos distribuciones.

Tabla 9. Valores de PDI y diametro de las particulas de las diferentes muestras.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 7 SEMANA 10

PDI Diametro PDI Diametro PDI Diametro PDI Diametro
nm nm nm nm

Polimero en 0,117 170,6 0,069 2487 | 0,085 354,3 0,093 360,4

agua MQ

Eg's'mero en 0,013 36,65 0,008 32,72 | 0,002 34,07 0,003 33,74

Polimero en

BSA Y PBS pico 6,369 6,220 5,110 5,096

1 0,259 0,356 0,622 0,640

Polimero en

BSA Y PBS pico 215,5 63,23 54,54 63,45

2

Estos resultados son muy favorables puesto que permite concluir que las nanoparticulas de

este polimero permanecen estables a lo largo de 10 semanas en condiciones similares a las

fisioldgicas
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6. CONCLUSIONES

1-Se ha bioproducido en Escherichia coli el polimero 3K(El); a partir de su gen correspondiente
(El)2 contenido en un plasmido de expresion. Los rendimientos obtenidos en las dos
producciones no fueron satisfactorios comparados con otros trabajos experimentales,
posiblemente debido a la inclusidn de las 3 lisinas en su extremo aminoterminal.

2-Se ha purificado el biopolimero mediante ciclos de transicion inversa comprobando que es
un método rdpido y sencillo y que permite purificar este tipo de polimeros considerando su
estructura primariay su Tt

3-Las técnicas empleadas para la caracterizacién fisicoquimica del polimero indican que posee
las composiciones y caracteristicas esperadas, excepto las posibles degradaciones observadas
en electroforesis SDS-PAGE pero que no se han visto en espectrometria de masas MALDI-TOF
4-Se ha comprobado la capacidad para formar nanoparticulas del polimero en diferentes
medios y su estabilidad a lo largo del tiempo.

5-En un medio semejante a las condiciones fisioldgicas con BSA, no muestra cambios
significativos del tamafio de la particula a lo largo del tiempo por lo que seria interesante su
posterior estudio en seres vivos.

6- Seria interesante en proximos estudios analizar la funcionalidad quimica de las lisinas del

3K(El),.
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8.ANEXO
ANEXO 1. ABREVIATURAS

Abreviatura Nombre completo
aa Aminoacidos
Bp/pb Pares de bases
B-Me beta-mercaptoetanol
BSA Albumina Sérica Bovina
cfu Unidad formadora de colonias (Colony
forming unit)
Da Dalton
DNA Acido desoxirribonucleico
DLS Dispersion dinamica de la luz
DMSO Dimetilsulfoxido
E.coli Escherichia coli
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ELP Polimero tipo elastina (Elastin-Like
Polymer)
H.O MQ Agua ultrapura
ITT Transicién inversa de la temperatura
ITC Ciclos de transicion inversa
kD Kilo Dalton
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LB Lysogeny Broth
mL Mililitros
MALDI-TOF Desorcion/lonizacidn por Laser asistida
por una matriz con detector de tiempo
de vuelo
mM Milimolar
ng Nanogramos
PBS Tampon fosfato salino
PDI indice de polidispersidad
pDNA DNA plasmidico
Pl Punto isoeléctrico
PMSF Fluoruro de fenilsulfonilmetano
PSA Persulfato amodnico
PVDF Poli(difluoruro de vinilideno)
Rf Factor de retraso
RMN Resonancia Magnético Nuclear
rpm Revoluciones por minuto
SDS Dodecil sulfato sédico
SDS-PAGE Electroforesis en Gel de poliacrilamida
S.0.C Super Optimal Broth
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TAE Tris acido acético-EDTA
B Terryfic Broth
Tt Temperatura de transicion
TEMED Tetrametiletilendiamida
Tris Tris(hidroximetil)aminometano
pL Microlitros
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ANEXO 2. CODIGO DE REPRESENTACION DE AMINOACIDOS

Nombre

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Acido Glutdmico
Glutamina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalalina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptéfano

Valina

Cddigo de tres letras

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
GIn
Gly
His
He
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val
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ANEXO 3. ESPECTRO DE RMN DEL POLIMERO 3K(El);
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ANEXO 4. DISTRIBUCION DEL TAMARNO DE LAS PARTICULAS DEL POLIMERO A DISTINTAS

TEMPERATURAS
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Grdfica de distribucion del tamaiio de polimero disuelto en agua desionizada a 4°C.
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8°C
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 8°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 12°C.
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14°C
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Grdfica de distribucion del tamariio de polimero disuelto en agua desionizada a 14°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 16°C.
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20°C

Size Distribution by Intensity v
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Grdfica de distribucion del tamariio de polimero disuelto en agua desionizada a 20°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 24°C.
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30°C

Size Distribution by Intensity v @
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Grdfica de distribucion del tamarfio de polimero disuelto en agua desionizada a 30°C.
37°C
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 37°C.

67



44°C

Size Distribution by Intensity @
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Grdfica de distribucion del tamarfio de polimero disuelto en agua desionizada a 44°C.
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ANEXO 5. DISTRIBUCION TAMARNO POLIMERO EN DIFERENTES MEDIOS

SEMANA 1
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Size Distribution by Intensity ~ @
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Grdfica de distribucion del tamariio de polimero disuelto en agua desionizada a 37°C.

POLIMERO EN PBS
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Grdfica de distribucion del tamarfio de polimero disuelto en PBS a 37°C.
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POLIMERO CON BSA EN PBS

Size Distribution by Intensity @
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Grdfica de distribucion del tamaiio de polimero con BSA disuelto en PBS a 37°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero disuelto en agua desionizada a 37°C.

70



POLIMERO EN PBS
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Grdfica de distribucion del tamariio de polimero disuelto en PBS a 37°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero con BSA disuelto en PBS a 37°C.
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SEMANA 7
POLIMERO EN AGUA MQ
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Grdfica de distribucion del tamarfio de polimero disuelto en agua desionizada a 37°C.
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Grdfica de distribucion del tamaiio de polimero disuelto en PBS a 37°C.
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POLIMERO CON BSA EN PBS

Size Distribution by Intensity &
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Grdfica de distribucion del tamaiio de polimero con BSA disuelto en PBS a 37°C.
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Grdfica de distribucion del tamarfio de polimero disuelto en agua desionizada a 37°C.
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POLIMERO EN PBS
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Grdfica de distribucion del tamaiio de polimero disuelto en PBS a 37°C.
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Grdfica de distribucion del tamafio de polimero con BSA disuelto en PBS a 37°C.
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