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1. RESUMEN

La elastina es una proteina de alto interés en el area de la Ciencia de biomateriales,
debido a sus propiedades de autoensamblaje, resistencia y elasticidad. El analisis de su
estructura permitioé establecer una relacion entre dicha estructura y las cualidades fisico-
quimicas de la molécula, despertando un interés por la sintesis de nuevos materiales
con un comportamiento similar. Asi, surgen los polimeros tipo elastina (ELP), que se
obtienen mediante técnicas de ingenieria genética, permitiendo sintetizar moléculas de
alta complejidad. La posibilidad de modificar las propiedades de estas moléculas para
llevar a cabo diversas funciones, asi como su elevada biocompatibilidad, hace de los
ELP unos excelentes candidatos para el desarrollo de biomateriales con aplicacion en
el area de la Biomedicina. En este trabajo se ha disefiado un gen recombinante tipo
elastina que codifica para el polimero VCAM-LAEL-EI, cuya secuencia de aminoacidos
determina su funcionalidad y autoensamblado en forma de micelas en disolucion
acuosa. Para su sintesis se han empleado distintas cepas de la bacteria hospedadora
Escherichia coli (E. coli), que posee una sencilla maquinaria de replicacion y traduccion
de DNA. La caracterizacion fisico-quimica del ELP sintetizado se ha realizado mediante
diversas técnicas: SDS-PAGE, MALDI-TOF, RMN vy dispersion de luz dinamica (DLS).

ABSTRACT

Elastin is a protein of great interest in the area of Biomaterials Science due to its self-
assembling, resistance and elasticity properties. Analysis of its structure enabled the
establishment of a correlation between such structure and the physicochemical
properties of the molecule, thereby sparking an interest in the synthesis of new materials
with similar behavior. Thus, elastin-like polymers (ELP) have emerged, obtainable
through genetic engineering techniques and allowing the synthesis of highly complex
molecules. The possibility of modifying the properties of such molecules to carry out
various functions, as well as their high biocompatibility, makes ELPs excellent candidates
for the development of biomaterials with application in the field of Biomedicine. In this
work, a recombinant elastin-like gene encoding for the polymer VCAM-LAEL-EI has been
designed, and whose amino acid sequence determines its functionality and self-
assembly in micelle form in aqueous solution. Different strains of the host bacterium
Escherichia coli (E. coli), known to possess a simple DNA replication and translation
machinery, have been used for its synthesis. The physicochemical characterization of
the synthesized ELP has been performed by several techniques: SDS-PAGE, MALDI-
TOF, NMR and direct light scattering (DLS).




2. INTRODUCCION

2.1. BIOLOGIA MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA

La Biologia Molecular es la disciplina cientifica que estudia los procesos que se
desarrollan en los seres vivos desde un punto de vista molecular. Se ocupa
principalmente de “la comprension de las interacciones entre los sistemas celulares,
especialmente entre el DNA (acido desoxirribonucleico), RNA (acido ribonucleico) y la
sintesis de proteinas, y cémo se regulan estas interacciones” [1]. Su impulso como
ciencia surge en el ano 1953 con la propuesta de la estructura del DNA por Watson y
Crick [2] y, desde entonces, los avances tecnoldgicos han permitido una gran evolucion
de esta disciplina, asi como el desarrollo de nuevas técnicas de investigacion, en las

que nos centraremos en este trabajo [3].

La Ingenieria Genética o Tecnologia del DNA recombinante se define como el conjunto
de técnicas y metodologias que permiten el aislamiento, seleccién y manipulacién del
DNA de un organismo, posibilitando el control y la transferencia del material genético
del mismo organismo o entre varios [4]. Asi, se han podido obtener grandes avances en
investigacion en numerosos campos como la Bioquimica, Medicina, Farmacologia,
Ciencias forenses o incluso Agricultura, permitiendo el desarrollo de nuevas técnicas o

la sintesis de nuevos materiales.

2.2. CLONACION DE DNA

Una de las bases para la Ingenieria Genética son las técnicas de clonacién de DNA. La
clonacion de DNA consiste en la introduccion de un fragmento de DNA, denominado
inserto, dentro de una molécula de DNA, denominada vector, que puede replicarse de
manera autébnoma e independiente al material genético de la célula hospedadora, para
obtener asi copias idénticas de dicho segmento génico y células modificadas

genéticamente [5].

La estrategia general de clonacidn sigue una serie de pasos necesarios: identificacion
del gen y extraccion, unidon a un sistema vectorial y, por ultimo, transferencia a otro
organismo hospedador para su ampliacion (Figura 1). Para ello, se emplean una serie

de herramientas: vectores de clonaje y enzimas de restriccion.
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Figura 1. Esquema de la estrategia general de clonacion. a) Identificacién de los fragmentos
génicos y aislamiento del DNA. b) Union de los fragmentos de DNA al vector de clonaje. En la
imagen se muestra un vector plasmidico. c) Introduccién del vector en una célula huesped para su
cultivo. [6]

2.2.1. Herramientas de clonacion: sistemas vectoriales

Los sistemas vectoriales o vectores de clonacién son moléculas de DNA de doble
cadena, de secuencia y mapa de restriccion conocidos, con capacidad de albergar un
fragmento de DNA exdgeno. Existen varios tipos de vectores de clonacién, como

bacteriéfagos, cosmidos, cromosomas artificiales y plasmidos. [5]

Estos ultimos, empleados en este trabajo, son moléculas de DNA circular (b DNA) de un
tamano entre 2 y 5 kbp y que pueden albergar insertos de hasta 15000 bp (pares de
bases). Se diferencian dos tipos de vectores plasmidicos con los que llevar a cabo una
clonacion: vectores de clonacién, cuya finalidad es el almacenamiento de secuencias y
obtencion de grandes cantidades de DNA, y vectores de expresioén, que permiten la

expresion del gen y por tanto la produccién de proteinas y en nuestro caso, del polimero.

Los elementos basicos que conforman un vector de clonacién son: un origen de
replicacion (ORI), que es unico y permite realizar una replicacion unidireccional; un
marcador de seleccion, gen que confiere resistencia a un antibidtico, y un sitio de
clonacion multiple (MCS, Multiple Cloning Site), que alberga una serie de secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion y en el que se produce la insercién de
fragmentos de DNA. Los vectores de expresion cuentan, ademas, con un sitio de unién
al ribosoma, precedente a la secuencia que codifica para el codén de iniciacion de la
traduccién (AUG).

Como célula hospedadora se pueden emplear diferentes huéspedes: bacterias,
levaduras, baculovirus, células humanas, efc. En este trabajo se emplean bacterias, por
su facilidad de manipulacién, propagacién y ya que se conoce bien su secuencia

reguladora de la expresion génica.
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2.2.2. Herramientas de clonacion: enzimas

Las herramientas moleculares que permiten la manipulacién del DNA son las enzimas.

Se han utilizado diferentes clases:

Las enzimas de restriccion o endonucleasas representan uno de los grupos de enzimas
mas importantes para la manipulacion del DNA. Catalizan la hidrélisis de los enlaces
fosfodiéster del DNA de doble cadena cuando reconocen patrones de secuencia
especificos (Figura 2), generando fragmentos de DNA conocidos como fragmentos de
restriccion. La serie de fragmentos originados por el corte con una o varias enzimas se

denomina mapa de restriccion, y permite la caracterizacion del DNA.
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Figura 2. Mecanismo de hidrdlisis del enlace fosfodiéster de una cadena de DNA por una enzima
de restriccion [7].

Las enzimas de restriccion se agrupan en tres familias de acuerdo con sus propiedades:
Tipo 1, II, lll. Las endonucleasas Tipo | y lll reconocen secuencias especificas de DNA 'y
cortan a una distancia variable y no especifica de la secuencia, poseen actividad
metilasa y se mueven a lo largo de la molécula de DNA con gasto energético (ATP). Sin
embargo, las mas empleadas en Ingenieria genética son las Tipo I, que reconocen y
cortan la secuencia de DNA en un punto definido. Estas ultimas suelen reconocer
secuencias palindromicas de 4 a 6 nucleétidos y siempre cortan en la misma secuencia,
generando extremos romos o cohesivos (Figura 3). Los extremos romos se generan por
corte en el centro del palindromo, sin dejar bases desapareadas, mientras que los
extremos cohesivos dejan de 2 a 4 nucledtidos desapareados en cada extremo
resultante. Estos extremos cohesivos pueden aparearse entre si 0 con otros extremos

cohesivos complementarios de otros fragmentos de DNA [8].
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Figura 3. Tipos de corte generados por endonucleasas Tipo Il. a) Extremos romos. b) Extremos
cohesivos, con sobresaliente en 5’ (izquierda) y 3’ (derecha). [9]

La nomenclatura de las enzimas restriccién se define del siguiente modo: tres letras en
cursiva, correspondientes al género (primera letra) y especie (segunda y tercera letra)
de la bacteria de la que han sido aisladas; una letra correspondiente a la cepa
bacteriana, si la hay y, por ultimo, un niumero romano que diferencia endonucleasas

aisladas de la misma cepa, por orden de descubrimiento.

Si bien las enzimas de restriccion cortan las hebras de DNA, otra herramienta clave sera
aquella que actie como “pegamento molecular”. Las enzimas de ligacion o ligasas son
enzimas que catalizan la formacién de uniones covalentes fosfodiéster entre diferentes
fragmentos de DNA complementarios, permitiendo asi la creacién de nuevas moléculas

recombinantes (Figura 4A).

Por ultimo, las enzimas alcalinas fosfatasas catalizan la defosforilacion de los extremos
generados por los cortes con las enzimas de restriccion, para prevenir la ligacion no

deseada de fragmentos de DNA con extremos cohesivos (Figura 4B).
A) DNAK
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Figura 4. A) Mecanismo de formacién de enlace fosfodiéster catalizado por enzimas de ligacion.
B) Mecanismo de defosforilacion catalizado por enzimas fosfatasas alcalinas [7].

2.3. BIOMATERIALES: ELASTINA Y POLIMEROS TIPO ELASTINA

Se define biomaterial como “sustancia disenada para adoptar una forma y que [...] se
utiliza para dirigir, mediante el control de las interacciones con componentes de sistemas

vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico”. [10]

Habitualmente empleados como soportes estructurales, esto es, prétesis funcionales,
los biomateriales también abarcan otros usos en aplicaciones médicas como agentes
de contraste de imagenes, productos de ingenieria tisular o sistemas de administracion
de farmacos, resultando esta ultima aplicacion de especial interés en este trabajo. Antes
de los afios 50, la tasa de rechazo del huésped a estos materiales era muy elevada y
por ello, ha sido el objetivo de las ultimas décadas la comprension de las interacciones
entre los biomateriales y los sistemas vivos, primando el desarrollo de nuevos
biomateriales que cumplan una serie de requisitos de funcionalidad, durabilidad y
biocompatibilidad [11]. La biocompatibilidad se refiere a "la capacidad de un material
para actuar con una respuesta adecuada del huésped en una aplicacién especifica" [12]
y, por tanto, debe definirse no sélo en funcién del material, sino de la relaciéon material-
huésped. Factores como la temperatura, el pH o el lugar de aplicacién pueden afectar
al comportamiento del material, y por ello se busca la mimetizacion de éste con otros de
origen natural. Asi, las proteinas estructurales de origen natural se situan en el foco de
atencion, y una rama de la investigacion en biomateriales se enfoca en la sintesis de
polimeros proteicos basados en estas proteinas. Este trabajo se centra en la elastina, y

en la sintesis de polimeros proteicos basados en su estructura [13, 14].
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2.3.1. Elastina

La elastina es una proteina fibrosa estructural presente en la matriz extracelular de las
células del tejido conjuntivo de animales vertebrados, sobre todo en pulmones, arterias,
piel y ligamentos, a los que confiere propiedades elasticas [15] y que se origina a partir
de su precursor tropoelastina. Este monémero de peso aparente de 70 kDa se compone
principalmente de residuos aminoacidicos apolares entre los que se incluyen Glicina
(G), Valina (V) y Prolina (P). Se diferencian dos tipos de dominios en su estructura: un
dominio hidrofébico, que se basa en la repeticidn de secuencias aminoacidicas de tipo
VPGXG (con X= cualquier aminoacido salvo prolina), y un dominio hidrofilico que
contiene residuos de lisina (K). La oxidacion de estas lisinas por accién de lisil-oxidasas
provoca el entrecruzamiento de la tropoelastina, originando asi las fibras de elastina [16-
18]. En humanos, la secuencia peptidica predominante en la elastina es VPGVG, en

este trabajo nos centraremos en este pentapéptido.

Estudios anteriores de la estructura de la elastina [19, 20] relacionan la secuencia
aminoacidica de la proteina con sus propiedades elasticas, y proponen un modelo de
horquilla o loop-B, derivada de las prolinas que generan giros estructurales repetidos
periddicamente en la secuencia peptidica, y la presencia de glicinas que poseen libertad
de giro. Actualmente este modelo se toma como base para la comprension del

comportamiento del polimero, estudiando los factores termodinamicos.

En disolucién acuosa, y dada la hidrofobicidad de las cadenas laterales de los
aminoacidos que componen en su mayor parte la elastina, la conformacién nativa del
polipéptido (o sus derivados) es en forma plegada o agregada. Sin embargo, esta
estructura es labil y bajo accion de una fuerza puede estirarse, sufriendo una
deformacion de > 150% [21] y recuperando la forma una vez finalizado el esfuerzo. En
esta forma estirada, los grupos hidrofilicos del polipéptido quedan orientados hacia el
interior de las fibras, permitiendo la acumulacién de agua en su interior, con una
hidratacion entre el 40 y 60% en composicion [22]. Estudios recientes [23] defienden
que la recuperacion de la estructura nativa se debe principalmente a efectos
hidrofébicos. Sin embargo, hasta la fecha se ha considerado que la fuerza de re-
enrollamiento de la elastina esta favorecida entrépicamente en un 85% [21] y, por tanto,

no se consideran factores excluyentes.

Asi, desde el punto de vista termodinamico, el estado estirado se encuentra
desfavorecido por la exposicion al exterior de los grupos hidrofébicos. A bajas
temperaturas, sin embargo, se favorece la estructura, ya que se genera una interaccién

entre los aminoacidos hidrofébicos y el agua en forma de clatrato, que es ligeramente
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exotérmica y por tanto reduce el factor entrépico. Por otro lado, a altas temperaturas, se
favorece la superioridad del factor entrépico sobre el entalpico, de modo que se
desestabiliza la estructura de clatrato y las cadenas laterales hidrofébicas interaccionan

entre si para dar lugar a un agregado o coacervado (Figura 5) [24, 25].
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Figura 5. Esquema del cambio conformacional de la elastina de su estado agregado (izquierda) a
estirado (derecha) en funcién de la temperatura. Se representan: dominios hidrofilicos (magenta),
entrecruzamiento entre dominios hidrofilicos (verde), dominios hidrofébicos (rojo), enlaces de
hidrégeno inter-peptidicos (negro), agua (azul). [16]

Como se observa, la transicién entre ambos estados con la temperatura resulta opuesta
al comportamiento habitual esperado en proteinas globulares (soluble a altas
temperaturas e insoluble a bajas temperaturas), por lo que se define como un sistema
con transicion inversa con la temperatura. Esta temperatura de cambio entre la

conformacion agregada y la estirada se denomina temperatura de transicion (Tt o TT).

La transicion inversa es dependiente no solo de la Ti, sino también de otros factores
fisicos del medio (fuerza ionica, pH, efc.). Las técnicas de ingenieria genética permiten
la modificacion o adicién de secuencias aminoacidicas que componen un polipéptido de
modo que modulen el comportamiento de dicho péptido ante estos factores, brindando
asi la posibilidad de sintesis de numerosos polimeros proteicos con propiedades

diversas. [26]

2.3.2. Polimeros tipo elastina (ELP)

Los polimeros tipo elastina (ELPs, Elastin-Like Polymers) son biopolimeros artificiales
con un esqueleto molecular basado en las secuencias peptidicas presentes en los
dominios elastoméricos de la elastina natural. El modelo para este tipo de polimeros
consiste en la repeticion del pentapéptido (VPGXG),, donde el residuo “X” puede ser
cualquier aminoacido a excepcion de la Prolina (P) [27]. Todos los ELP que presentan
esta férmula general son funcionales, y presentan una naturaleza “Smart’, esto es, una

transicion inversa con la temperatura sin pérdida de materia ni energia [28], y la
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temperatura de transicién sera dependiente de la naturaleza del aminoacido X y del
numero de repeticiones (n) del esqueleto [29]. Entre sus propiedades, ademas, destaca

su biocompatibilidad y caracter de autoensamblado [30].

Sin embargo, la sintesis de ELPs a partir de productos naturales o bien por métodos
quimicos presenta una serie de problemas, como la falta de control en la longitud de la
cadena polipeptidica a sintetizar, en la estereoquimica y la especificidad del producto.
Ademas, supone un alto coste y el uso de disolventes contaminantes [31]. Como
solucién, se plantea la sintesis de estos polimeros mediante técnicas de DNA

recombinante.

La modificacion de los genes permite la alteracion de las propiedades fisicoquimicas y
biolégicas del polimero a sintetizar, logrando una alta especificidad para su aplicacién y
con alto grado de complejidad [32]. Entre otras ventajas en su sintesis se destaca el
empleo de disolventes no contaminantes, presentandose asi como una alternativa mas
verde [33].

La sintesis de genes que codifican para la produccién de los ELP se realiza a través del
método iterativo-recursivo (Figura 6), que permite controlar tanto el orden de adicion
como el numero de fragmentos de DNA que componen el gen codificante para el
polimero. Como requisito, los fragmentos de DNA de interés contenidos en vectores
plasmidicos deben estar flanqueados por sitios de restriccion de una subclase de
endonucleasas denominada Il S (2.2.2) para poder seccionarlos. Asi, a través de ciclos
de clonacion denominados seamless cloning o “sin costuras” se pueden construir los
genes de forma unidireccional y sin introducir DNA exdgeno y, por ende, aminoacidos

indeseados en los sitios de union [34].
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Figura 6. Esquema de sintesis de un nuevo gen mediante el método iterativo-recursivo. [34]
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2.4. NANOPARTICULAS PARA LA ADMINISTRACION DE FARMACOS

Debido a su biocompatibilidad, el estudio de las aplicaciones de ELP se centra
mayormente en sus numerosas posibilidades de aplicacion en el campo de la medicina
[35, 36]. En los ultimos afos ha despertado interés la posibilidad de uso de ELPs para
formar vehiculos, como nanoparticulas (NPs), para la administracion de farmacos, y asi
solventar la problematica de la especificidad en los tratamientos y eliminacion de
residuos en el cuerpo [37]. Puesto que la sintesis de ELP esta genéticamente enfocada,
permite realizar modificaciones muy especificas de las secuencias del polipéptido en
funcion de las propiedades deseadas para éste. Asimismo, su comportamiento sensible
a la temperatura puede aprovecharse no soélo para su autoensamblaje, sino para la
liberacion del tratamiento bajo demanda y de forma dirigida a las células diana, de modo
que se redistribuye para no incidir en érganos vitales y disminuir asi los posibles efectos

secundarios del tratamiento [38].

Uno de los usos de los ELP como nanoportadores, y en el que nos centraremos en este
trabajo, es en la formaciéon de micelas poliméricas [39]. Estas son muy estables en
ambientes fisioldgicos, y la posibilidad de modificar sus aminoacidos hidrofdbicos les
permite distribuir farmacos insolubles en agua, que quedaran encapsulados en el centro

de la molécula (Figura 7).

—\-/\—/-\——

Hydrophobic block Hydrophilic block

heat heat
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T<CMT CMT<T<T, T>T,

Figura 7. Esquema de la transicion inversa de la temperatura de ELP que forma micelas
poliméricas. CMT: Temperatura critica micelar. [39]

2.4.1. Dibloque EI

En este trabajo se construye un ELP con un esqueleto anfifilico, compuesto por un
bloque hidrofébico (I) que contiene Isoleucina sustituyendo la primera Valina del
pentapéptido y un bloque hidrofilico (E) que contiene acido Glutamico en la posicion
huésped. La estructura del dibloque El se muestra en la Figura 8. Esta estructura

primaria dara lugar, al superar la T, a la formacion de micelas, donde el core, o interior,
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comprende la parte hidrofébica y la corona, o exterior, la parte hidrofilica, con un

didmetro aproximado de 50 nm y una T: esperada de 15 °C [40].

E50 IED

[(VPGVG),-(VPGEG)-(VPGVG),] 1 (VGIPG)yy | — | Esp | 1o | — | EI

Figura 8. Estructura del bloque El y secuencias aminoacidicas que lo componen.

La presencia de los residuos de Glu afecta a la solubilidad del polimero en funcion del
pH, que debera regularse para su purificacion a través de ciclos de cambio de
temperatura (4.2.15). Ademas, la carga superficial del polimero puede afectar a las
interacciones con la bicapa lipidica de la membrana celular. Las NP con carga neta
negativa o neutra no interaccionan de manera inespecifica con la membrana celular, de

carga también negativa, y entraran en las células siguiendo la via endocitica [29].

2.4.2. LAEL

Para seguir la via endocitica anteriormente descrita es necesario que el gen del polimero
a sintetizar contenga una secuencia con caracter portador. La secuencia LAEL
(LAELLAELLAEL) es un polipéptido pequefio que permite la internalizacién celular del
polimero a través de endosomas. Durante la maduracién de los endosomas tiene lugar
una disminucion del pH (~pH 5) y la secuencia LAEL cambia de conformacion de bucle
a a-hélice en la membrana endo-lisosomal. Este cambio conformacional aumenta la
permeabilizacion de la membrana celular y permite el escape endosémico del polimero
[41].

En tratamientos oncoldgicos, los nanoportadores aprovechan las caracteristicas
anormales de los tejidos cancerosos, como su elevada vascularizacion de tipo aberrante
con amplias fenestraciones y falta de drenaje linfatico. Esta caracteristica se denomina
efecto de permeacion y retencion aumentada o EPR (“Enhaced Permeability and
Retention effect’), y provoca que las nanoparticulas portadoras de farmaco se acumulen
en las zonas de alta vascularidad a concentraciones altas y queden retenidas durante

un periodo de tiempo mayor [42].

2.4.3. VCAM

Con el objeto de aportar direccionalidad al polimero tipo elastina se incluye una
secuencia de adhesion celular vascular o VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule).

Para comprender su funcion, primero se deben aclarar unos conceptos basicos.
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El factor de necrosis tumoral alfa o TNFa (Tumor Necrosis Factor a) es una proteina
perteneciente a la familia de las citoquinas liberada por células del sistema inmunitario
y que regula la respuesta inflamatoria, provocando la expresion de otras citoquinas o de
moléculas de adhesion celular, como pueden ser ICAM-1 (Intercellular adhesion
molecule-1) y VCAM-1, de interés en este trabajo [43]. VCAM-1 es una glicoproteina
transmembrana cuya expresion tiene lugar en la superficie de las células del endotelio.
En situaciones de niveles de inflamacion elevados o condiciones crénicas en algunas
enfermedades, como artritis reumatoide, asma, rechazo a trasplantes o cancer, también
puede expresarse en la superficie de otras células [44]. VCAM-1 interviene en la
respuesta inflamatoria mediante el reclutamiento de leucocitos, ayudandose de distintos
ligandos como ap-integrinas [45]. La unién de distintos ligandos a VCAM-1 en la
superficie de las células endoteliales puede inducir una cascada de sefializacion que
activa el flujo de calcio a través de la membrana, ocasionando la extravasacion de los

leucocitos [46].

La inclusion de una secuencia VCAM en el polimero tipo elastina provoca su direccion
hacia células de alta vascularidad en las que se ha generado la respuesta inflamatoria,
logrando una alta especificidad del tratamiento y evitando su dispersion a érganos

vitales para minimizar los efectos secundarios.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la bioproduccién y posterior caracterizacién del
polimero tipo elastina (ELP) VCAM-LAEL-EI que, debido a su composicion (2.42.4),
actua como nanoparticula transportadora micelar en condiciones fisiologicas. Este ELP
incorpora un sistema peptidico de afinidad por células de alta vascularidad, como
pueden ser células cancerosas, permitiendo la direccién especifica de tratamientos a

estas zonas.

Con el fin de cumplir el objetivo global del trabajo, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1. Sintesis mediante técnicas de Ingenieria Genética del gen VCAM-LAEL-EI que
codifica para la sintesis del polimero tipo elastina.

2. Generacion del vector de expresion p7-VCAM-LAEL-EI que permite la expresion
del gen codificante para el ELP en células hospedadoras y comprobacién de su
secuencia.

3. Produccion del ELP VCAM-LAEL-ElI a escala de laboratorio y purificacion
mediante ciclos de cambios de temperatura.

4. Caracterizacion fisico-quimica del ELP VCAM-LAEL-El mediante diferentes
técnicas: electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectrometria de
masas (MALDI-TOF), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y

dispersion de luz dinamica (DLS).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

En el siguiente apartado se listan todos los materiales empleados para la realizacion de

este trabajo. La pureza de los reactivos, de no indicarse otra, es de grado de biologia

molecular.

4.1.1. Reactivos quimicos

Tabla 1. Lista de reactivos empleados ordenados A-Z

Reactivo comercial Casa N° catalogo
Acido acético, 99.5% Thermofisher 124040025
Acido clorhidrico, HCI Thermofisher 463961000
Acido etilendiaminotetraacético disodio, EDTA ~ Formedium EDTA1000
Acrilamida VWR RC-001
Agarosa SeaKem® LE Lonza 50004
Azul de bromofenol, BPB Thermofisher A18469.18
Cloruro de Cobre (Il), CuClz2, 98% Thermofisher 206345000
Cloruro de Potasio, KCI Apollo Scientific IN2900
Cloruro Sadico, NaCl Formedium NACO02
Dimetil sulféxido, DMSO, 99.5% Thermofisher A16893.18
Dodecilsulfato de sodio, SDS Formedium SDS0500
Fluoruro de menilmetilsulfonio, PMSF Apollo BIP0329
Slgg.)%;nofosfato de sodio anhidro, NazHPO4, Thermofisher 10182863
E;:‘zigr&g,e;%g’;:ato de potasio anhidro, Thermofisher 11400113
Glicerol = 99% Thermofisher 10795711
Glicina Sigma Aldrich G8898
Glucosa monohidrato para micorbiologia Merck Chemical 49159
Hidrocloruro de benzamidina hidrato, 98% Thermofisher 10000550
Hidroxido Sédico, NaOH, = 97% Thermofisher 424335000
Isopropanol Thermofisher 327272500
Persulfato de amonio, PSA Thermofisher HC2005
Tabletas PierceTM inhibidoras de proteasas Thermofisher A32963
Tris-base ultra pura, Tris Formedium TRISO1
Tetrametilendiamina, TEMED Thermofisher 17919
B-mercaptoetanol Thermofisher 125472500
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41.2.

Disoluciones tamponadas

4.1.2.1. Tampones comerciales para enzimas

Tampon FastDigest Green 10x (Thermofisher) (pH 8.0)

Tampén Tango 10x (Thermofisher) (pH 7.9): 33 mM Tris-acetato, 10 mM acetato
de Magnesio, 66 mM acetato de Potasio, 0.1 mg/mL BSA.

Tampon rCutSmart (BioLabs) (pH 7.9): 50 mM acetato de Potasio, 20 mM Tris-
acetato, 10 mM acetato de magnesio, 100 pg/mL albumina recombinante.
Tampon T4 DNA ligasa 10x (Thermofisher) (pH 7.8): 400 mM Tris-HCI, 100 mM
MgClz, 10 mM DTT, 5 mM ATP.

4.1.2.2. Disoluciones tampoén

4.1.3.

Tampon TAE 1x (pH 7.5) para electroforesis de DNA. Composicion: 40 mM Tris,
19 mM acido acético, 1 mM EDTA.

Tampoén de muestras de DNA 5x (pH 8): 30% (v/v) Glicerol, 0.1% SDS, 0.05%
(m/v) BPB, 50 mM Tris, 0.05 mM EDTA.

Tampon de electroforesis 5x (pH 8.3) para SDS-PAGE. Composicién: 0.96 M
Glicina, 0.12 M Tris-Base, 0.02 M SDS

Tampon de muestra para SDS-PAGE 5x: (pH 6.8) 50% glicerol (v/v), 25% (v/v)
B-mercaptoetanol, 10% (m/v) SDS, 2% (v/v) BPB, 0.3 M Tris.

Tampoén de lavado 1x (pH 7.5) 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Base

Tampon de sonicacién (pH 8.0) 20 mM Tris-Base, 1 mM EDTA

Tampodn fosfato salino, PBS (pH 7.4): 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH.PO4, 137
mM NaCl, 2.7 mM KCI.

Marcadores de pesos moleculares y disoluciones de teiiido de geles

NZY Ladder Il DNA Maker (NZYTech, MB04403). Marcador de pesos
moleculares de DNA con un patrén de 14 bandas espaciadas en un rango de
200 a 10000 bp.

NZY Blue Protein Marker (NZYTech, MB14601). Marcador de pesos
moleculares de proteinas con un patrén de 11 bandas espaciadas en un rango
de 10 a 180 kDa.

Tincion GelRed 10000x en DMSO para geles de DNA (Biotium, 41002). Se
emplea en disolucion 1:10000 (v/v) en tampén TAE.

Tincion SYBR Safe 10000x en DMSO para geles preparativos de DNA
(Thermofisher, S33102). Se emplea en disolucion 1:10000 (v/v) en tampon TAE.
Cloruro de Cobre (ll): 0.3 M CuClz en agua desionizada.
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4.1.4. Materiales de Biologia Molecular y bioproduccion

4.1.4.1. Medios de cultivo bacteriano

Los medios de cultivo se preparan a partir de reactivos comerciales, con posterior

esterilizacion en autoclave durante 15 minutos a 121 °C y 1 atm.

Medio de autoinduccion LB (Luria Bertrani) sin elementos traza
(Formedium, AIMLB0110): Composicién: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de
levadura, 3.3 g/L (NH4)2SO4, 6.8 g/L KH2PO4, 7.1 g/L Na:HPO,, 0.5 g/L glucosa,
2.9 g/L lactosa, 0.15 g/L MgSOsa.

LB-agar (Formedium, LBD0201): medio sdlido que recubre las placas para
crecimiento bacteriano. Composicion: 15 g/L agar, 20 g/L triptona, 15 g/L extracto
de levadura, 20 g/L NaCl.

Medio de autoinduccion TB (Terrific Broth) sin elementos traza (Formedium,
AIMTB0110): Composicion: 12 g/L triptona, 24 g/L extracto de levadura, 3.3 g/L
(NH4)2S0., 6.8 g/L KH2PO., 7.1 g/L Na;HPO4, 0.5 g/L glucosa, 2.9 g/L lactosa,
0.15 g/L MgSOe..

SOC Medium (pH 7.0) (Fischer, 11528896): Medio de crecimiento super 6ptimo
con supresor de catabolismo. Composicion: 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de
levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOQOs, 20 mM
glucosa.

Antibiético Ampicilina (Formedium, AMP100). Se prepara una disolucion de
concentracion 1000x, tomando 100 mg/L en agua ultrapura y esterilizacion
mediante filtracién 0.2 mm en campana de flujo

Antibiético Kanamicina (Formedium, KAN0025). Se prepara una disolucion de
concentracion 1000x, con: 30 mg/mL en agua ultrapura y esterilizacién mediante
filtracion 0.2 mm en campana de flujo.

4.1.4.2. Cepas bacterianas

En este trabajo se emplean dos tipos de células huésped provenientes de distintas

cepas de la bacteria E. coli:

NZY5a Competent Cells (NZYTech, MB00401). Poseen una eficiencia cfu/ug
de plasmido = 10°. Estas cepas se emplean para etapas de clonacion en sintesis
de vectores plasmidicos

BLR (DE3) Competent Cells (Novagen, 69053). Con una eficiencia cfu/ug de
plasmido = 10’. Estas cepas se emplean en etapas de expresion de los
plasmidos para la produccion del polimero tipo elastina.
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4.1.4.3. Enzimas

Tabla 2. Enzimas empleadas en este trabajo con sus tampones de trabajo asociados

Enzima Tampén para digestion Casa . N° .
comercial Catalogo

EcoRI FastDigest FastDigest Green Buffer 10x ~ Thermofisher FD0274
Earl FastDigest FasDigest Green Buffer 10x Thermofisher FD0234
Earl Tampdn Tango 10x Thermofisher ER0231
Sapl Tampén Tango 10x Thermofisher ER1931
Vspl Tampén Tango 10x Thermofisher ER0911
FastAP - Thermofisher EF0651
rSAP rCutSmart 10x BioLabs MO0371S

T4 DNA Ligasa T4 DNA ligase Buffer 10x Thermofisher ELO0011

4.1.4.3.1. Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion son proteinas capaces de hidrolizar enlaces fosfodiéster de
ambas hebras de una cadena de DNA por sitios especificos, generando asi fragmentos
de DNA con secuencias conocidas en cada extremo denominados fragmentos de
restriccion. En la Tabla 3 se muestran los sitios de corte de las distintas enzimas
empleadas en este trabajo.

Tabla 3. Clasificacion de enzimas de restriccion en funcién del tipo de digestion y sus
correspondientes secuencias de restriccion

DIGESTION ANALITICA DIGESTION PREPARATIVA
Enzima Secuencia de reconocimiento | Enzima Secuencia de reconocimiento
EcoRI 5 GA[ATTC 3 Sapl 5 GCTCTTCN 3
FD 3 CTTAAGI® ap 3 CGAGAAGNNNNI5
Earl 5 CTCTTCN 3’ Earl 5 CTCTTCN 3
FD 3 GAGAAGNNNNI® €l 3 GAGAAGNNNNIS

5 ATITAAT &

Vsp ¥ TAATTAIS

4.1.4.3.2. Otras enzimas

- FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase): enzima fosfatasa alcalina que
cataliza la defosforilacion los extremos de las hebras de DNA.

« rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase): también es una enzima fosfatasa alcalina
que elimina grupos fosfato de los extremos del DNA.

« T4 DNA ligasa: su actividad ligasa le permite catalizar formaciéon de enlaces
fosfodiéster entre extremos 3’y 5’ del DNA.
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4.1.4.4. Vectores plasmidicos

4.1.4.4.1. Vector de clonaciéon

En este trabajo se usa como vector de clonacion una modificacién del vector pDriveAll
(pDA), obtenido a partir del vector de clonacion pDrive de Qiagen por el Dr. A. Ribeiro
[48].

El vector modificado es pD-LAEL-EI (Figura 9), que contiene el gen que codifica para
los bloques LAEL-EI. El plasmido tiene un tamano de 5627 bp y posee genes de
resistencia a los antibiéticos Ampicilina (AmpR) y Kanamicina (KanR). Cuenta ademas
con numerosos sitios de restriccidon para diferentes enzimas: 5 para Earl, 2 para EcoRl,
1 para Saply 5 para Vspl.

(46) Vspl Vspl (105)

ECoORI (307)
Earl - SapI (363)

(4776) Vspl

(4587) Vspl

pDA LAEL-EI

(4201) Earl 5627 bp

Earl (2052)

(3563) Vspl EcoRI (2097)

Earl (2302)

(2939) Earl

Figura 9. Esquema del plasmido pD-LAEL-EI, fragmentos génicos que lo componen y sitios de
restriccion de enzimas. En verde claro: genes de resistencia a Ampicilina y Kanamicina. En amarillo:
bloque LAEL. En verde oscuro y azul: bloque EI.

4.1.4.4.2. Vector de expresion

Como vector de expresion se emplea una modificacion del vector pET7, obtenido de

trabajos anteriores [49].

El vector modificado, p7-VCAM, es un plasmido preparado por GeneScript Biotech
Corporation (Figura 10) tiene un tamafio de 5564 bp, y contiene solo el gen de
resistencia a la Ampicilina. Cuenta con un sitio de restriccion para la enzima EcoRI, y
dos sitios de restriccion para Earl y Sapl, contenidos en un sitio de clonacion multiple
(MCS). Al final de este MCS se encuentra una secuencia aminoacidica que contiene la

ultima Valina y la sefal de terminacion de la traduccion en el extremo 3'. Los ORF (Open
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Reading Frames) son marcos de lectura de tripletes de bases nitrogenadas que
codifican para un polipéptido. El codon de iniciacion de la traduccion (que codifica para
el aminoacido Metionina), asi como la secuencia codificante para VCAM se encuentran
en el extremo 5’ del ORF marcado por el sitio de restriccion Ndel. Estas caracteristicas
permiten la modificacién del vector de expresion vy, por tanto, el polipéptido para el que
codifique estara el contenido en este ORF vy, concretamente, dentro del MCS del

plasmido.

(5305) Earl - Sapl EcoRI (53153)
(5240) Earl - Sapl

(5203) NdeI .
(5116) Vspl— (L

\ _— VspI (1212)

p7 VCAM
5564 bp

(3693) Vspl~
(3634) Vspl

Figura 10. Esquema del plasmido p7-VCAM, fragmentos génicos que lo componen vy sitios de
restriccion de enzimas. En verde: gen de resistencia a Ampicilina. En rojo: ORF que contiene la
secuencia de iniciacion de la traduccién y el gen VCAM. En azul: fragmento del MCS que contiene
la secuencia de terminacion de la traduccion.

4.1.4.5. Kits de purificacion y extraccion de DNA

Debido a la importancia de trabajar con fragmentos de DNA puros en todo momento, se
utilizan kits que cuentan con protocolos optimizados por la casa comercial. Asi, los
reactivos y cantidades a emplear, asi como la serie de pasos a seguir vienen

especificados en detalle para minimizar el error si se siguen rigurosamente.

« Plasmid DNA purification NucleoSpin® Plasmid MiniPrep (Macherey-Nagel,
740588.50). Se sigue el protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid NoL.id. Este
kit permite la purificacion de DNA plasmidico proveniente de cultivos de pequefio
volumen (5-10 mL).

* Quantum Prep Plasmid MidiPrep Kit (BioRad, 7326120). Similar al anterior,
permite la purificacion de DNA plasmidico proveniente de volumenes de cultivo
mayores (40 mL).
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« PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, K210012). Este kit permite la
purificacién de DNA extraido de geles de agarosa.

4.2. METODOS

4.2.1. Preparacion de placas Petri para cultivo bacteriano

Las placas Petri contienen LB-agar para cultivo bacteriano en medio sdlido. Para su
preparacion, se diluye LB-agar en agua ultrapura, en proporciones especificadas por el
fabricante. Se aplica un ciclo de autoclave a 121 °C durante 20 minutos para completa
disolucion y esterilizacion. Con el medio aun templado se afiade, si deseado, antibiético
(4.1.4.1) en proporcion 1/1000 (v/v) y se vierte un volumen aproximado de 30 mL en
cada placa. Una vez enfria, el medio solidifica y las placas estaran listas para ser

usadas.

4.2.2. Transformacion bacteriana

Una transformacion consiste en la introduccion de material génico exdgeno (DNA
recombinante) en una célula huésped, que lo incorpora en su DNA y es capaz de
expresarlo independientemente de su propio material genético, para obtener un elevado
namero de réplicas de este DNA recombinante. Se emplean células competentes y
vectores plasmidicos que poseen gen de resistencia a un antibidtico para la

diferenciacion con el material genético propio de la célula huésped.

Las células competentes o en estado de competencia presentan, en condiciones
determinadas, modificaciones en su pared y membrana celular que aumentan su
permeabilidad. Poseen alta eficiencia de transformacion (expresada en “unidades
formadoras de colonias” o cfu), que permiten la obtencién de gran cantidad de réplicas

de DNA exdgeno

Las etapas comunes para una transformacion, independientemente de la cepa

bacteriana empleada son las siguientes:

1) Incubacion a 4°C del DNA recombinante y las células competentes, para su co-
precipitacion.

2) Shock térmico a 42°C que provoca la permeabilizacion de la membrana celular,
y consiguiente introduccion del material exdgeno en las células. Los poros
generados en la membrana se cierran de nuevo por incubacion a 4 °C durante 2
minutos.

3) Adicion de SOC que favorece la transformacion. Incubacion 1 hora a 37 °C con
agitacion constante (225 rpm), facilitando un intercambio de aire entre el interior
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y el exterior del tubo de transformacién para la correcta oxigenacién de las
células.

4) A continuacién, se siembra un cierto volumen de la transformacion (20-150 uL)
en una placa LB-agar que contenga el antibiético para el que presenta resistencia
el vector plasmidico. Preferiblemente se siembran dos placas con diferente
volumen de transformacion, para comprobar la proporcionalidad entre nimero
de colonias y volumen sembrado. Las placas se incuban en la estufa a 37 °C
durante 16-18h.

5) De las placas se pueden seleccionar colonias aisladas para cultivar en medio
liquido para procesos de purificacion de DNA o de produccién de polimeros.

En la Tabla 4, se muestran las diferencias en los protocolos de transformacion para las

células competentes empleadas.

Tabla 4. Diferencias entre las transformaciones con células competentes NZY5a y BLR (DE3).

Células competentes NZY5a Competent Cells BLR (DE3) Competent Cells
Volumen de 100 ng de DNA por cada 50 yL 1 yL DNA en 20 uL de células
transformacion de células competentes competentes
Incubaciéon a 4 °C 30 minutos 5 minutos

Shock Térmico a 42 °C 40 segundos 30 segundos
Volumen SOC aiadido 450 uL 80 pL

4.2.3. Cultivo bacteriano en medio liquido

De placas Petri previamente sembradas se seleccionan de 4 a 8 colonias bien aisladas
y con buena morfologia, esto es, forma redondeada con los bordes definidos y no
excesivamente grandes. Se introduce una lanza estéril en cada una de las colonias y
estas se cultivan en un medio diferente dependiendo del propésito del cultivo y la cepa
bacteriana empleada. Los medios son LB o TB, y para el cultivo se toma un volumen de
5 a 40 mL, determinado por la funcion de este cultivo. El cultivo se deja crecer a 37 °C

por 16-18h (o/n) con agitacién a 225rpm.

4.2.4. Purificacion de DNA plasmidico

Para trabajar con plasmidos y llevar a cabo las reacciones enzimaticas deseadas, es
necesario extraer este DNA plasmidico del citoplasma bacteriano y que este se
encuentre puro en la disolucion, sin otros interferentes. En este trabajo se emplean dos
kits que siguen un protocolo de purificacién similar, basados en la lisis alcalina de la
célula huésped. Los protocolos vienen descritos en detalle por el fabricante, por lo que

se describe el principio fundamental de los pasos llevados a cabo:
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4.2.4.1. Protocolo NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)

Este protocolo diferencia volumenes de cultivo celular y reactivos empleados en funcion
de la naturaleza del vector plasmidico a purificar: para vectores de expresion (low-copy)

se empleara el doble de volumen con respecto a vectores de clonacion (high-copy).
A continuacion, se describen las etapas del protocolo:

1) Cultivo y recoleccion de células bacterianas. Se parte de un cultivo en 5 (o 10)
mL de medio LB.

2) Lisis celular y ruptura de RNA. La adicion de una RNAsa degrada el RNA celular
para evitar la co-purificacion con el plasmido. A continuacion, se lleva a cabo la
lisis celular con agentes desnaturalizantes (SDS y NaOH), seguido de una
neutralizacién y renaturalizacion del DNA plasmidico.

3) Etapa de aclarado. Separacion del DNA plasmidico y restos celulares por
centrifugacion.

4) Separacién de DNA por centrifugacion en columna de SPE con membrana de
silice.

5) Lavado y secado de la membrana de silice con tampén de lavado y tampén
conteniendo EtOH 95% para eliminacion de interferentes (DNA gendmico, RNA,
interferentes polares y tampones de lavado).

6) Elucion de DNA en 50 pL de buffer de elucion (5 mM Tris-HCI, pH 8.5).

Una vez purificado, se almacena el plasmido a 4°C para uso inmediato, o bien a -20°C

para largo plazo.

4.2.4.2. Protocolo QuantumPrep® Plasmid MidiPrep Kit

Similar al anterior, este protocolo permite la obtenciéon de mayor cantidad de plasmido

purificado ya que parte de un volumen inicial de hasta 50 mL.

4.2.5. Digestion con enzimas de restriccion

Se denomina digestion a la reaccién de corte de un fragmento de DNA mediante
enzimas de restriccién o endonucleasas. En este trabajo se emplean enzimas de Tipo
II, que reconocen una secuencia diana y la cortan por un sitio especifico, dejando
extremos cohesivos en las hebras de DNA (Tabla 3, 4.1.4.3.1) que pueden unirse entre

si o con otros extremos cohesivos complementarios de otro fragmento de DNA.

La digestién se lleva a cabo en las condiciones 6ptimas de trabajo de la enzima,

generalmente a 37 °C, en incubadora estatica. Los tampones adecuados, tiempos de
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reaccién, condiciones de inactivacion y cantidad de enzima empleada vienen

especificados por la casa comercial y varian para cada enzima.
Se diferencian dos tipos de digestiones:

- Digestion analitica: consiste en una digestion rapida, de caracter cualitativo para

la comprobacién de reacciones que se han llevado a cabo, como clonaciones o
ligaciones. Se toman 200-1000 ng de plasmido, el tampdén empleado es Green
Buffer Fast Digest, se afade la cantidad de enzima para reacciones rapidas
indicadas por la casa comercial, y se afiade agua ultrapura hasta completar el
volumen final, generalmente de 10-15 pL. Las digestiones analiticas requieren
alrededor de 30 minutos.

- Digestion preparativa: el objetivo de estas digestiones es obtener fragmentos

concretos de DNA (insertos o plasmidos) que surgen tras el corte con la enzima,
para purificarlos y emplearlos en procesos posteriores. Para la digestion
preparativa se toman entre 1-5 ug de plasmido, la cantidad de enzima y tampodn
adecuados especificados por la casa comercial y agua ultrapura hasta completar
el volumen final, de 50-80pL. El tiempo de reaccion es mayor, variable de 1-16h.

4.2.6. Defosforilacion de DNA

Antes de realizar la ligacion entre un inserto de DNA y un plasmido, se debe asegurar
que este ultimo no presente su forma nativa circular o, en su defecto, superenrollada,
sino que debe encontrarse linealizado para la correcta unién del inserto. La presencia
del plasmido en su forma circular, al que no se ligara el inserto deseado, provocara la
transformacion del nuevo plasmido en muy pequefas proporciones. Cuando un
plasmido ha sido digerido por enzimas de restriccion, estas dejan extremos
complementarios entre si que podrian volver a unirse en un proceso denominado self-
ligation, dando lugar al plasmido inicial. La hidrolizacién de los grupos fosfato de los

extremos del plasmido linealizado evita que esto tenga lugar (Figura 4, 2.2.2).

Para asegurar la efectividad de la defosforilacion, etapa crucial para el éxito de la
clonacion, se lleva a cabo dos veces, con distintas enzimas defosforilasas: FastAP y
rSAP. Las condiciones de reaccion (temperatura, tiempo y buffer adecuado) vienen
dadas por la casa comercial. La primera defosforilacion se realiza con FastAP, que actua
a 37 °C durante 10 minutos y se desactiva a 65 °C 5 minutos o bien por adicion de
tampon de carga de muestra de DNA si se va a realizar posteriormente un gel de
agarosa preparativo (4.2.8). La segunda defosforilacion se realiza son rSAP a 37 °C

durante 30 minutos y con desactivacion a 65 °C durante 5 minutos.
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4.2.7. Ligacion de DNA

La construccion del gen que codifica para la proteina de interés se lleva a cabo mediante
la unién de los insertos génicos purificados al plasmido linealizado y defosforilado. Para
catalizar la reaccién de ligacién se emplea la enzima T4 DNA ligasa, que unira los
extremos cohesivos de DNA resultado de la digestion con enzimas de restriccion

siempre que sean compatibles, es decir, que sus secuencias sean complementarias.

Se trabaja con una cantidad de plasmido de 20-100 ng, y en una relacion molar variable
con el inserto que permita la ligacidbn de manera éptima. La reaccidon se realiza en
tampon T4 ligase Buffer, con una cantidad de enzima determinada por el comerciante.
La incubacion se puede llevar a cabo a temperatura ambiente durante 30 minutos, o

bien para mayor efectividad, a 4 °C o/n.

4.2.8. Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA en geles de agarosa no desnaturalizantes es una técnica
empleada para la separaciéon, analisis y/o purificacion de fragmentos de DNA. La
separacion se basa en la migracién de las moléculas de DNA a través de una matriz
porosa por accién de un campo eléctrico, que viajan desde el anodo al catodo en funcion
de su peso molecular. La movilidad electroforética es inversamente proporcional al

logaritmo del numero de pares de bases de los fragmentos de DNA.

La agarosa es un polisacarido formado por $-D-galactosa y 3,6-anhidro-a-L-galactosa,
soluble en agua a temperaturas entre 50-60 °C y que solidifica a temperatura ambiente.
Forma la matriz porosa que ofrece un rango de separacion de DNA lineal de 100 pb a
60 kpb, modificable en funcién del porcentaje de agarosa que conforma el gel. En este

trabajo se preparan geles de agarosa del 0.8 y 1% segun la finalidad del gel (Tabla 5).

Para la preparacion del gel se disuelve la agarosa en tampdn TAE 1x. Las muestras se
introducen en los pocillos del gel con previa adicion de tampdén de muestra de DNA

(4.1.2.2) y junto a 5 yL de marcador de pesos moleculares (4.1.2.2) como referencia.

Una vez llevada a cabo la electroforesis, se transfiere el gel a un recipiente que contiene
una disolucion de tenido de un marcador fluorescente en tampoén TAE 1x, se deja tedir
unos minutos y se podra capturar una imagen con el sistema de toma de imagenes UV
Gel Doc™ (BioRad).

Se distinguen dos tipos de electroforesis de DNA: analitica, que permite la identificacion

cualitativa de fragmentos de DNA para la comprobacion del éxito de una reaccion, o
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preparativa, cuyo objetivo es el aislamiento, extraccién y purificacion de un fragmento
especifico de DNA (4.2.9).

Tabla 5. Principales diferencias entre las electroforesis de DNA analiticas y
preparativas realizadas en este trabajo.

Electroforesis analitica Electroforesis preparativa
Tampon TAE y solucién de tenido
Precauciones especiales - sin previo uso para evitar
contaminaciones
Volumen de gel ~30mL 50-60 mL
Porcentaje de agarosa 1% 0.8 %
Voltaje MV 60V
Tiempo de electroforesis ~1h ~2h
Solucion de tenido GelRed SYBR Safe

4.2.9. Purificaciéon de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Tras la realizacién de una electroforesis en gel de agarosa preparativa, es necesario
extraer del gel el fragmento de DNA de interés y purificarlo. Para ello se emplea el kit

kTM

PurelLin Quick Gel Extraction (4.1.4.5), que permite la purificacion de fragmentos

lineales de DNA empleando una centrifuga.

La banda correspondiente al fragmento de DNA de interés se localiza con ayuda de un
transiluminador de luz ultravioleta (SafeVIEW Fisherbrand) y se escinde con un bisturi.
La purificacion del fragmento de DNA consiste en la solubilizaciéon de la agarosa, y
posterior separacion del DNA por centrifugacion en una columna de SPE con membrana
de silice. Tras una etapa de lavado, se eluye el DNA en 50 pL de tampodn de elucion,

libre de agarosa del gel.

El DNA purificado se almacena a 4°C para uso inmediato o bien -20°C para

almacenamiento a largo plazo.

4.2.10. Determinacion de la concentracion y pureza de DNA

La concentracién y pureza del DNA purificado se puede medir mediante un
espectrofotometro. En este trabajo se utiliza un espectrofotometro de microvolimenes
NanoDrop™ One (Thermo Scientific). La relacion entre la absorbancia de la muestra y
su concentracion se rige mediante la ley de Lambert-Beer. Sin embargo, para acidos
nucleicos se emplea una modificacion de esta ley (Ecuacién 1), donde el coeficiente de
extincion molar (€) y el camino éptico (b) se combinan en un factor (f = 1/¢-b). Para DNA

bicatenario, el factor generalmente aceptado es de 50 ng-cm-pL™.
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c=A-f Ecuacion 1

La medicion de absorbancia se realiza a longitud de onda 260 nm, con correccion en
linea base a 280 nm (A260/280) y 230 nm (A260/230). Esto proporciona dos indices de

absorbancia, indicadores de la pureza de la muestra (Tabla 6).

Tabla 6. Grados de pureza del DNA asociados a los valores de absorbancia para
medidas con espectrofotdmetro NanoDrop™ One.

Relacidn Valor /adim. Pureza
>2.0 Contaminacion con RNA
1.8-20 DNA de pureza 6ptima
A260/280
1.6-1.8 DNA de pureza aceptable
<1.6 Presencia de compuestos aromaticos
1.8-2.2 DNA de pureza éptima
A260/230 <18 Contaminacion con sales,

carbohidratos o fenoles

4.2.11. Secuenciacion de DNA

Esta técnica permite conocer el orden exacto de las bases nitrogenadas (Adenina, A;
Timina, T; Citosina, C y Guanina, G) presentes en el plasmido, y de este modo
comprobar que las reacciones de ligacion han tenido lugar adecuadamente y la

secuencia del gen que codifica para el polimero de interés es correcta.

La secuenciacion de muestras de DNA plasmidico se ha realizado en Cenit Support
Systems S.L., en el parque Cientifico de la Universidad de Salamanca, a través del
método Sanger. Este método se basa en la desnaturalizacién del DNA, y posterior
adicidon de cebadores especificos para secuencias concretas de la hebra molde, que
permiten la unién de una DNA polimerasa que clonara este DNA. La DNA polimerasa
adiciona nucleodtidos, y aleatoriamente, nucledtidos modificados con fluorescencia
(didesoxinucleétidos) que actuan como terminadores de la secuencia. Asi, se obtienen
fragmentos de distintos tamafios que se podran identificar por electroforesis capilar, y

ordenar en funcioén de su longitud, obteniendo asi la secuencia completa.

4.2.12. Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis with
Sodium Dodecyl Sulphate, SDS-PAGE) es una técnica desnaturalizante que permite el
analisis e identificacion de proteinas. La separacion de las distintas proteinas se realiza
en funcion de su tamafio molecular, sometiendo a las muestras a un campo eléctrico

que las obliga a migrar a lo largo de una matriz porosa de poliacrilamida. La reaccién de
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formacion de esta matriz consiste en una polimerizacion radicalaria en cadena, iniciada
por persulfato de amonio (PSA) y tetrametiletilendiamina (TEMED), que actia como
catalizador. Monémeros de acrilamida y dimeros de bisacrilamida se van uniendo para

formar cadenas entrecruzadas.

Los geles de poliacrilamida utilizados, son geles discontinuos, esto es, tiene dos zonas

de diferente composicién y que cumplen diferentes funciones:

» Gel acumulador o concentrador (stacking gel): situado en la parte superior del
gel y encargado de concentrar las muestras en una banda estrecha. Se compone
de agua ultrapura, tampén Tris 0.5 M (pH 6.8), SDS al 10% (m/v), PSA, TEMED
y un bajo porcentaje de acrilamida (4%).

« Gel separador (resolving gel): ocupa la mayor parte del gel, y en éste tiene lugar
la separacion de las proteinas en funcién de su peso molecular. La diferencia en
composicion respecto del stacking gel reside en el tampon Tris, a mayor
concentracién y pH (1.5 M y pH 8.8), y en un mayor porcentaje de acrilamida.

El porcentaje de acrilamida del gel separador se elige en funcion del rango lineal de
separacion adecuado para las muestras. En este trabajo, para identificacion de

muestras de ~48.9 kDa se ha empleado un gel al 12% de acrilamida.

Las muestras a introducir en los pocillos del gel se deben preparar afiadiendo tampon
de carga de proteinas (4.1.2.2) en una proporcion 80/20 (muestra/tampdn), hervir
durante 5 minutos y centrifugar a 134000 rpm durante 5 minutos. Para comparar las
bandas obtenidas de las muestras, se introduce en el gel un marcador de peso
molecular (4.1.2.2). Las condiciones del campo eléctrico para este trabajo son: 700 mA
(max), 300 V (max), 150 W.

Una vez completa la electroforesis, se transfiere el gel a una disolucion de tefiido de
cloruro de cobre 0.3M en agua destilada durante 5 minutos y se puede capturar una

imagen con el sistema de toma de imagenes UV Gel Doc™ (BioRad).

4.2.13. Seleccion de colonias para la produccion del polimero

Previa a la produccion del polimero, se debe seleccionar una colonia bacteriana muy

productora, esto es, que permita la obtencion de una gran cantidad de polimero.

Se lleva a cabo una transformacién del plasmido conteniendo el inserto genético de
interés en una cepa bacteriana BLR, y un posterior cultivo en medio liquido de 8 colonias
seleccionadas, segun los pasos indicados en las secciones 4.22 y 423,

respectivamente.
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Se toma una alicuota de cada cultivo, se someten a lavados con agua ultrapura y se
prepara las muestras para insercion en un gel de poliacrilamida. Tras la resolucion del
gel o screening, se identifica la colonia o colonias que producen el polimero en mayor
abundancia. La colonia seleccionada se toca con el mango de Kolle, y se siembra por
agotamiento en una nueva placa Petri para incubar o/n a 37 °C. Se realiza un segundo
screening de 8 de las colonias hijas de la mas productora, y entre ellas se seleccionara

la colonia éptima para llevar a cabo la produccion del polimero.

4.2.14. Protocolo de bioproduccion de ELPs

La bioproduccion de ELPs se lleva a cabo en pasos realizados en 3 dias consecutivos.:

Dia 1: Preparacién del pre-indculo

El primer paso para la producciéon de polimeros tipo elastina es la preparacion de un
pre-inéculo. En un tubo Falcon de 50 mL se afiaden 5 mL de medio LB, 5 yL de
antibiético, en este caso Ampicilina, y 250 uL de glucosa 20% (m/V). La glucosa actua
como represor de la traduccion en E. coli, por lo que inhibe la expresion del gen durante
el crecimiento bacteriano. Con una lanza se pica la colonia seleccionada como mas
productora, se introduce en la disolucion y esta se deja o/n en un incubador a 37 °C con
agitacion constante (250 rpm). Se realiza un control negativo (tubo Falcon con los

mismos componentes salvo la colonia) para comprobar la esterilidad de los medios.

Dia 2: Preparacién del indculo e inoculacion

Una vez comprobado el correcto crecimiento del cultivo, se lleva a cabo la preparacion
del inéculo. En dos Erlenmeyer de 250 mL se anaden 50 mL de medio LB con 50 pL de
antibiotico Ampicilina, 1.5 mL de glucosa 20% y 100 uL del pre-indculo. Se incuba entre
4-6 h a 37 °C con agitacién 250 rpm.

A continuacioén, se procede a la produccion del polimero, que se realiza en 16 flasks de
2 L. En trabajos anteriores se ha comprobado que el volumen éptimo de produccion
corresponde a 250 mL de medio TB y 150 mL de LB, dando lugar a un volumen por flask
de 400 mL, y un volumen final de produccién de 6.4 L. En cada flask, ademas del medio,
se afaden 400 yL de antibidtico Ampicilina y 5 mL del indculo. De nuevo, los flask se

dejan incubando o/n a 37 °C y con agitacién a 250 rpm.

El volumen de cultivo por flask no supera 1/4 del volumen total del recipiente con objeto

de favorecer la oxigenacion del cultivo y asi, el crecimiento bacteriano.

En este paso también se realizan dos controles, positivo y negativo, para comprobar el

correcto crecimiento del cultivo y la esterilidad del medio.
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Dia 3: Detencion de la produccion vy lavado de células

Para poder detener la produccion se debe medir la absorbancia a 600 nm del cultivo.
Se toma una alicuota de 1 mL de uno de los flask, y se realiza una dilucién 1:10 en agua
ultrapura. Para hacer el blanco de medicion, la alicuota se centrifuga 45 s a 13400 rpm
y se realiza una dilucion 1:10 del sobrenadante. Tras media hora se realizara una
segunda medida de absorbancia de una muestra tomada del mismo flask. Si el valor de
la absorbancia a 600 nm permanece igual o disminuye, es un indicativo de que el
crecimiento bacteriano se encuentra en fase estacionaria y se puede detener la

produccion.

A continuacién, se lleva a cabo el lavado de células para la eliminacion de subproductos
del cultivo. En esta etapa es importante el mantenimiento del contenido a 4 °C para
evitar la degradacion por cambios de temperatura. El lavado de células comprende

pasos de centrifuga, que siempre se realizaran a 4 °C, 4200 rpm y 15 min.

El contenido de los flask se reparte en botes de centrifuga de 1 L, se centrifuga y se
descarta el sobrenadante. Si no se ha podido repartir anteriormente el contenido de
todos los flask, se reparte en este momento en los mismos botes. Tras la centrifuga, se
descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado adicionando tampdn de lavado
1x. La resuspension se traspasa a botes de centrifuga de 0.5 L para mayor comodidad,
se centrifuga y descarta el sobrenadante. Se repetira este paso hasta que el

sobrenadante salga incoloro.

El precipitado contiene las bacterias que han expresado el polimero de interés, por lo

que la siguiente etapa requerira romper dichas bacterias para la liberacién del polimero.

Ruptura de células

El ultimo paso en la produccién del polimero supone la ruptura celular mediante
sonicacion para su liberacién. El precipitado obtenido tras los lavados celulares se
resuspende en un volumen de tampon de sonicado, calculado a partir de la siguiente

ecuacion:

Vtampén sonicado = 9 * Veultivo * ADSaitima muestra Ecuacion 2

Se afiaden inhibidores de proteasas ya que la liberacién de estas durante la ruptura
celular, pueden provocar la degradacion del polimero. Se afiaden 2 mL de PMSF por
cada litro de tampdén de sonicado, 1 mM de benzamidina y una tableta con EDTA

inhibidora de proteasa por cada 50 pL de tampdn de sonicado.
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Se realizan ciclos de sonicacion de 20 segundos con pausas para refrigerar, 100%
amplitud, a baja temperatura (4 °C) y altas presiones (1500-1800 bar), durante 30
minutos. El equipo empleado es un sonicador Hielscher UP400St, perteneciente al

grupo de investigacion ProcerealTech.

Finalizada la sonicacion, se centrifuga la disolucion restante durante 90 minutos, a 4 °C
y 15000 x g. Se debera purificar el polimero que, en el caso de VCAM-LAEL-EI, quedara

en el sobrenadante.

Seguimiento del proceso

Durante el protocolo de produccion es importante la toma de alicuotas de los distintos
pasos intermedios (pre-inéculo, indculo, cultivo antes de detener la produccion) para
poder realizar un screening (4.2.12) y comprobar que la produccion se esta llevando a
cabo correctamente. Para preparar las muestras para electroforesis se deben
centrifugar a 13400 rpm durante 45 s, descartar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 1 mL de agua ultrapura, de nuevo centrifugar y descartar el sobrenadante.
El precipitado se resuspendera en un volumen de agua determinado por la absorbancia
final de la muestra, indicado en la Tabla 7. Se prepara la muestra con tampén de carga
de proteinas en proporcion 80/20 y se cargara un volumen en el pocillo del gel
determinado también por la absorbancia final de la muestra.
Tabla 7. Volumen de resuspension y de carga de muestras para electroforesis SDS-

PAGE en funcién de la medida de sus absorbancias finales en la produccion del
polimero.

Resuspender en agua

Abs (600 nm) Volumen a cargar:

ultrapura:
0.1-0.5 20 pL V =5/Abs
05-2 50 pL V=12.5/Abs
2-5 100 pL V =25/Abs
>5 200 pL V =50/Abs

También se deberan tomar muestras del sobrenadante y precipitado de sonicado para
comprobar su localizacion para posterior purificacién segun el procedimiento. Su

preparacion se lleva a cabo como indicado en el apartado 4.2.12.

4.2.15. Purificacion de ELPs

Para la purificacion del polimero tipo elastina se llevan a cabo sucesivos ciclos de
precipitacion y resuspension basados en las propiedades del polimero frente a los
cambios de temperatura (2.3). Todos los pasos de centrifugacion que comprenden las

etapas de purificacion se llevan a cabo a 15000 x g durante 20 minutos.
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En primer lugar, el sobrenadante de sonicado a 4 °C se acidifica con HCI 2 M hasta un
pH entre 3 — 4, para favorecer la precipitacion de otras proteinas inespecificas y restos
de las bacterias. La disolucion se centrifuga a 4 °C y en el precipitado quedaran los

restos bacterianos o debris.

A continuacion, el polimero presente en el sobrenadante se somete a una precipitacion
especifica por temperatura a 60 °C durante 2 horas vy, tras una centrifuga a 30 °C, el
polimero queda contenido en el precipitado. Por ultimo, este precipitado se resuspende

o/n en agua desionizada a 4 °C.

Los ciclos de precipitacion especifica y resuspension inespecifica se repiten hasta
completa purificaciéon del polimero, que se debe comprobar mediante una electroforesis
de proteinas (4.2.12).

Una vez puro, el sobrenadante obtenido tras las etapas de purificacion se somete a

dialisis, en cuatro cambios de 25 L de agua destilada y ultrapura a 4 °C.

Por ultimo, la disolucién de polimero se liofiliza en el equipo LyoQuest-55 Plus
perteneciente al Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de

Valladolid. Asi, se obtiene el polimero puro y seco, listo para ser caracterizado.
4.2.16. Caracterizacion fisico-quimica de ELPs

4.2.16.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los pasos para la formacién del gel y realizacion de la electroforesis vienen descritos

en el apartado 4.2.12.

Se realiza una disolucion de la muestra en agua ultrapura de 2 mg/mL, que se
resuspende a 4 °C o/n y, a partir de dicha disolucion, se preparan muestras a diferentes
concentraciones. Asi, se puede analizar el peso molecular aparente del polimero y su
movilidad electroforética, y comprobar la presencia de impurezas y su magnitud de

forma cualitativa.

4.2.16.2. Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La Desorcion/lonizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI) acoplada a analizadores de
tiempo de vuelo (TOF), es una técnica analitica que permite la identificacion y
cuantificacién de compuestos de diversa naturaleza, de forma especifica y con alta
sensibilidad, lo que la hace ideal para analisis de compuestos de naturaleza bioldgica y

de elevado peso molecular.
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La técnica se basa en la generacion, separacion y deteccion de iones en fase gaseosa.
La fuente ionizante es una fuente débil, que no provocara la fragmentacion del analito.
Para favorecer la ionizacion de la muestra bajo accién del laser, ésta se debe disolver
en un exceso de matriz acuosa/alcohdlica. Se obtiene un espectro de masas que
representa la abundancia idnica relativa de la muestra frente a la relacién masa/carga

(m/z). No aparece fragmentacion del analito y pueden aparecer iones de carga multiple.

El equipo utilizado para este trabajo fue el espectrometro de masas MALDI-TOF Bruker
Autoflex® del Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de

Valladolid, bajo manejo de los técnicos del laboratorio.

4.2.16.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica de determinacion estructural
basada en el estudio espectroscépico de ciertos nucleos atdmicos en presencia de un

campo eléctrico en la region de radiofrecuencias.

En este trabajo se ha realizado un espectro de RMN de proton ("H-RMN) y un espectro
bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation spectroscopy), para
comparar los protones tedricos correspondientes al polimero sintetizado y los protones

experimentales que muestre el espectro.

El equipo empleado es un espectrometro de 500 Hz de Aligent Technologies, localizado
en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid, y

manipulado por los técnicos encargados.

4.2.16.4. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) es una técnica no
invasiva que permite medir el tamafio y distribucion de tamafio de moléculas y particulas
en la regién submicrométrica. Permite la caracterizacion de particulas, emulsiones o

moléculas que se dispersan o disuelven en un liquido.

Se basa en el movimiento Browniano de dichas particulas o moléculas en suspension,
que provoca la dispersion en diferentes intensidades de la luz Iaser. Estas intensidades
fluctuan en funcién del tamano de las particulas, que se relaciona con su difusién en el

medio de acuerdo a la ecuacion de Stokes-Einstein:

kT

dy = Ecuacion 3
H 3nnD

Donde: du es el diametro hidrodinamico de la particula; k la constante de Boltzman, T la temperatura, n
la viscosidad del medio y D el coeficiente de difusion de la particula
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En un experimento de DLS se realizan medidas sucesivas de la dispersion generada
por las particulas, y la superposicién de estas medidas dara una correlacion entre ellas,
pudiendo construir una curva de correlacion. A mayor tamafo de particula, su
movimiento sera mas lento por lo que la dispersion generada en dos instantes sucesivos
sera muy parecida. De este modo, un ajuste de la curva de correlacion permite calcular
el coeficiente de difusién de las particulas y, por tanto, mediante una modificacion de la

ecuacion de Stokes-Einstein (Ecuacion 3), su tamafio (dn).

La interseccion de la curva de correlacion sobre el eje y se denomina intercepto, y se
emplea para evaluar la relacion sefal-ruido de la muestra y asi examinar la calidad de

los datos.

Los resultados en una DLS se muestran como una distribucion por intensidad. En
materiales biolégicos o polimeros la intensidad de la dispersion de las particulas es
proporcional al cuadrado de su peso molecular, por lo que es un indicativo del tamafo
de la muestra detectada, no de su concentracion en la muestra. Para conocer la

concentracién, se puede realizar una transformacion a una distribucion por volumen.

Una DLS proporciona, ademas, el indice de polidispersidad (PDI) de la muestra, esto es

la variacion en lo pesos moleculares de la particula.

Por otro lado, para obtener la medida del potencial Z se realiza un ensayo de dispersion
de luz electroforética, esto es, el analisis de la movilidad de la particula en un campo
eléctrico. El resultado proporciona el valor de la carga superficial de la particula, que da

una idea de la estabilidad de la dispersién y vida media de la particula.

El instrumento empleado ha sido el Zetasizer Advance Pro Red Label perteneciente al
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid. Las
cubetas empleadas han sido DTS1070 para las medidas de diametro hidrodinamico, y
ZENO0040 para la medida del potencial Z.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CONSTRUCCION DEL GEN VCAM-LAEL-EI

Para llevar a cabo la bioproduccion del polimero tipo elastina VCAM-LAEL-EI, primero
ha sido necesaria la construccion del gen que codifica para éste, que se ha llevado a

cabo en varias etapas:
5.1.1. Amplificacion y purificacion del plasmido pD-LAEL-EI

Empleando células competentes NZY5q, se lleva a cabo su transformacion con 100 ng
del plasmido pD-LAEL-El (4.2.2). El vector de clonacién pDA contiene genes de
resistencia a los antibiéticos Ampicilina y Kanamicina (4.1.4.4.1.), por lo que se realiza
un cultivo en medio LB-agar-Amp-Kan para evitar el crecimiento de las bacterias que no
hayan integrado el plasmido. Tras la transformacion, se seleccionan cuatro colonias con
buena morfologia, se cultivan en medio liquido LB-Amp-Kan (4.2.3) y se purifica su DNA
plasmidico (4.2.4.1.). Para comprobar la eficacia del proceso, se realiza un mapa de
restriccion (4.2.5) con la enzima EcoRl, para comprobar que los fragmentos originados
corresponden con los esperados tedricamente (Figura 11). Se puede observar que los
fragmentos generados para las 4 colonias tienen el tamafo esperado y es el mismo para
todas, por lo que se puede confirmar que la purificacién del plasmido pD-LAEL-EI ha
resultado exitosa. Tras la medicién de las concentraciones y pureza (4.2.10) se
selecciona aquella con mayor concentracion de DNA para la escision del inserto LAEL-
El, en este caso la colonia #2, con una concentracion de 353.7 ng DNA/uL y pureza

medida por UV-Vis adecuada.

Figura 11. Mapa de restriccion de pD-LAEL-EI con enzima EcoRI. Calle mk: marcador de pesos
moleculares de DNA. Calles 1-4: colonias #1-4.
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5.1.2. Escision y purificacion del inserto LAEL-EI

Para obtener el inserto LAEL-EI se realiza una digestion preparativa (4.2.5) del plasmido
pD-LAEL-EI con la enzima Earl, que flanquea ambos lados del inserto (Figura 12A). Sin
embargo, la digestion con Earl origina otros fragmentos de tamano similar al inserto, de
modo que no podria llevarse a cabo la separacién en el gel de agarosa. Para
solucionarlo, se realiza una co-digestién con Vspl/, que posee numerosos sitios de corte
en el plasmido y reduciran el tamafio de los fragmentos originados por Ear/ sin digerir el
inserto (4.1.4.4.1.). En la Figura 12B se muestra la banda correspondiente al inserto
LAEL-EI aislado en el gel, que puede escindirse con un bisturi. La banda de gel extraida
se purifica (4.2.9.) y se mide la concentracion del inserto, obteniendo un valor de 9.0 ng

DNA/uL. En un volumen de elucion de 50 uL, supone una cantidad de 450 ng.

El inserto obtenido esta preparado para introducirse en otros plasmidos que hayan sido
abiertos con enzimas de restriccion que corten secuencias dejando extremos cohesivos

complementarios, como son Earl o Sapl.
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Figura 12. A) Esquema de escision del inserto LAEL-EI del plasmido pD-LAEL-EI. B) Electroforesis
preparativa en gel de agarosa con Earl + Vspl del plasmido pD-LAEL-EI. En la primera calle se
muestra el marcador de pesos moleculares de DNA, y en la segunda el inserto LAEL-EI marcado
en azul, junto con otros fragmentos de DNA generados por la codigestion.

5.1.3. Amplificacion, linealizacién y purificaciéon del plasmido p7-VCAM

El plasmido p7-VCAM es un plasmido preparado por GeneScript Biotech Corporation,
cuya concentracion se ha diluido en agua ultrapura a 0.2 ug/uL. Se ha llevado a cabo
su transformacion en células competentes NZY5a (4.2.2.), a continuacion, cultivadas en
placa Petri con medio solido LB-agar-Amp, ya que el plasmido contiene el gen de

resistencia al antibidtico (4.1.4.4.2). Se realiz6 la transformacién de 1 uyg de DNA vy,
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debido a la alta eficacia de transformacién de las células (10° cfu/ug DNA) y la
concentraciéon de plasmido, el crecimiento en la placa ha sido excesivo, obteniendo un
incontable numero de colonias (orden de 10° colonias). Sin embargo, se ha podido
seleccionar una colonia aislada para su cultivo en medio liquido LB-Amp (4.2.3.) y
posterior purificacion del DNA plasmidico (4.2.4.2). La concentracion del plasmido
obtenida es de 27.8 ng/uL, que en un volumen de elucién de 600 L resulta en 16.68 ug
de DNA. Las absorbancias medidas en UV-Vis han sido las siguientes: A260/280 con un
valor de 1.69, y A260/230 con un valor de 0.8. Si se realiza una comparacién con la
Tabla 6 (4.2.10.), se comprueba que son algo bajas, lo que puede indicar la presencia
de impurezas provenientes de la propia bacteria, el medio de cultivo o el etanol presente

en el kit de purificacion.

Para la introduccion del inserto LAEL-EI en el vector de expresién p7-VCAM, es
necesario que éste se encuentre en su forma lineal y defosforilado. Se lleva a cabo una
digestion preparativa de 1 ug de DNA (4.2.5), empleando como enzima de restricciéon
Sapl. En el vector p7-VCAM, los sitios de corte para Sap/ se encuentran muy préximos
entre si (4.1.4.4.2), de modo que los fragmentos resultantes seran una secuencia
pequena de 65 bp que no es de interés ni puede visualizarse, y un fragmento de mayor
tamano que comprende la mayor parte del plasmido, y quedara en su forma lineal. Antes
de realizar la electroforesis, se lleva a cabo el primer paso de defosforilacién de los

extremos del plasmido con la enzima FastAP (4.2.6.).

A) B) : |
Sapl Sapl ;
Earl Earl ¢ o

VCAM R A |
1) Sapl
RN ¥
p7 VCAM 2) FastAP P7 VCAM /
3) rSAP 6000 bp 5499 p
5000 bp [EI

Figura 13. A) Esquema del plasmido p7-VCAM vy posicion de enzimas involucradas en su
linealizacidn B) Electroforesis preparativa en gel de agarosa del plasmido p7-VCAM digerido con
Sapl. En la primera calle se muestra el marcador de pesos moleculares de DNA, y en la segunda,
marcado de azul, el pldsmido linealizado sin un fragmento de 65 bp generado por el corte.




En la Figura 13B se observa una unica banda en el gel de agarosa, correspondiente al
fragmento de mayor tamafo del plasmido en su forma lineal, y que se escinde del gel
con un bisturi. El fragmento lineal de DNA se purifica (4.2.9.) y se realiza el segundo
paso de defosforilacion con la enzima rSAP, para asegurar que los extremos generados
por el corte con Sapl no se unan entre si en un proceso de “self ligation”. La
concentracién final del plasmido es de 3.7 ng DNA/uL, que en 50 uL de volumen de

elucion supone una cantidad de 185 ng de DNA.

5.1.4. Ligacién de p7-VCAM y LAEL-EI

Una vez obtenidos el inserto LAEL-EI y el vector de expresién p7-VCAM linealizado y
defosforilado, se procede a la ligacion de ambos mediante la enzima T4 DNA ligasa
(4.2.7.). Las enzimas de restriccion Earl y Sapl dejan extremos cohesivos (esto es, una
serie de nucledtidos sélo en una hebra de la doble cadena) que son complementarios
entre si, de modo que la unién especifica y unidireccional entre el inserto y el vector
plasmidico pueda llevarse a cabo (Figura 14). En una reacciéon de ligaciéon se debe
atender a la relacién estequiométrica del plasmido y del inserto, ya que una adicién en
exceso de este ultimo puede provocar su union en tandem, pero una relacion baja puede
afectar a la efectividad de la ligacién. Se toma una relacién 1:3 (plasmido: inserto),

haciendo reaccionar 50 ng de cada especie.

p7 VCAM E— p7 VCAM LAEL El
T4 DNA ligasa

Figura 14. Esquema de la reaccion de ligacion de p7-VCAM vy el inserto LAEL-El mediante la
enzima T4 DNA ligasa.

5.1.5. Amplificacion del plasmido p7-VCAM-LAEL-EI

Por ultimo, se lleva a cabo la amplificacion del nuevo plasmido obtenido p7-VCAM-
LAEL-EI. Primero, se realiza una transformacion bacteriana en células competentes
NZY5a (4.2.2) y se cultiva en placa Petri en medio LB-agar-Amp. A continuacion, se
seleccionan 4 colonias para cultivo en medio liquido LB-Amp (4.2.3.) y su posterior
purificacién (4.2.4.1). Una vez purificado, se realiza un mapa de restricciéon con la
enzima EcoRlI, que posee un unico sitio de corte en el plasmido, y permitird comprobar
la correcta insercién o no del fragmento LAEL-EI (Figura 15B). Se comprueba que para

las colonias #1, 2 y 4, la banda obtenida en el gel corresponde al tamano esperado para

45



el nuevo plasmido, mientras que para la colonia #3 la banda aparece a un tamafio mayor,

pudiendo haber sucedido una insercién en tandem del fragmento LAEL-EI.
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Figura 15. A) esquema del plasmido p7-VCAM-LAEL-EI, fragmentos que lo componen y sitios de
corte con enzimas EcoRI y Vspl. B) Mapa de restriccion del plasmido p7-VCAM-LAEL-EI con
enzima EcoRlI. Calle mk: marcador de pesos moleculares de DNA; Calle 1: plasmido de control p7-
VCAM; Calles 2-5: colonias #1-4.

La imagen de la electroforesis, sin embargo, no permite la diferenciacién de tamarios
con elevada exactitud, por lo que, para la comprobacién en ultima instancia del correcto
desarrollo de la reaccion de ligacion, se debe secuenciar el plasmido. Se comprueba la
secuencia de la colonia para la que se haya obtenido mayor concentracion, esta es la

colonia #1, con un valor de 115.4 ng DNA/pL.

5.2. SECUENCIACION DEL PLASMIDO p7-VCAM-LAEL-EI

La secuenciacion del plasmido (4.2.11.) proporciona resultados en forma de
electroferograma. En este, se observan una serie de picos, asociados a un color de
fluorescencia distinto para cada base nitrogenada, y cuya altura determina la certeza en
la lectura de las bases. La secuencia muestra la lectura de las bases nitrogenadas y los
aminoacidos para los que codifican los codones (grupos de 3 bases nitrogenadas) desde

el extremo N-terminal del plasmido al extremo C-terminal.

Asi, se puede comprobar la correcta (Figura 16A) y unica (Figura 16B) unién del inserto,
ya que tras la ultima Gly del bloque EI no se ha unido un segundo inserto LAEL-EI, sino
que se observa una Val final y el codén de terminacion de la traduccién en el extremo 3’
del MCS del plasmido.
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Figura 16. Electroferograma obtenido tras la secuenciacion del plasmido p7-VCAM-LAEL-EI en
Cenit Support Systems S.L. Direccidn de lectura del DNA 5’-3’ de izquierda a derecha. A) Secuencia
del fragmento VCAM y su unién con el fragmento LAEL. B) Secuencia base del bloque | y
finalizacion de la secuencia del gen VCAM-LAEL-EI con una Valina y codén de terminacion.

Una vez comprobada la correcta ligaciéon y secuencia del plasmido de expresion p7-

VCAM-LAEL-EI, se procede a la bioproduccién del polimero para el que codifica.

5.3. BIOPRODUCCION DEL ELP VCAM-LAEL-EI

Para la expresion del polipéptido codificado por el gen se emplea una cepa de E. coli
BLR (4.1.4.2.). Se realizan dos screening (4.2.13) para seleccionar la colonia mas
productora. Para ello, se atiende a la banda mas intensa, que correspondera al polimero.
En el primer screening se ha puesto en evidencia una homogeneidad en la produccion
y se ha elegido la colonia #2 ya que muestra una banda bien definida e intensa a la
altura del peso molecular esperado, ~48.89 kDa. Esta colonia, resembrada en las
mismas condiciones, ha dado lugar a colonias hijas de las que se ha elegido la #2.7.
(Figura 17).
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Figura 17. SDS-PAGE para anaélisis de la colonia mas productora del polimero VCAM-LAEL-EI. A)
Primer screening. Calle mk: marcador de pesos moleculares de proteinas. Calles 1-8: colonias #1-
8. B) Segundo screening. Calle mk: marcador de pesos moleculares. Calles 1-8: colonias #2.1-2.8.

A partir de esta colonia se han llevado a cabo dos producciones del polimero VCAM-
LAEL-EI (4.2.14.) descritas brevemente a continuacién: en la primera produccion se han
tomado 200 yL de pre-inoculo y se han llevado a 50 mL de medio LB (2x) para inocular.
Del inéculo se han cultivado 40 mL en un volumen final de 6.4 L. En la segunda
produccién se han tomado 100 uL de pre-indculo y llevado a 100 mL de medio LB. Del

indculo se han cultivado 75 mLen 6 L.

Se ha seguido el incremento de la biomasa bacteriana mediante medidas a 600 nm de
la absorbancia de los cultivos. Cuando el cultivo alcanza la fase estacionaria de
crecimiento se puede detener la produccién. Se muestran los resultados en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de las medias de las absorbancias medidas a 600 nm para dos
muestras de ambas bioproducciones en Flask.

Muestra Agoonm (1 1 0) Agoonm

. 8:30h (to) 0.386 3.86
Produccion 1

9:00h (tzo0) 0.380 3.80

. 9:00h (to) 0.379 3.79
Produccion 2

9:30h (ts0) 0.153 1.53

Acabada la fase estacionaria de cultivo se procede con el lavado de células mediante
los pasos de centrifuga descritos por el protocolo (4.2.14.). En la segunda produccion
se perdié 1/4 del volumen de la produccion en un paso intermedio de lavado, por lo que

se considera un volumen final de producciéon de 4.5 L.

Los valores de las absorbancias se han considerado para calcular el volumen de tampén
de sonicado de acuerdo a la Ecuacion 2. Sin embargo, para la segunda produccién, se
ajusto el valor calculado aproximandolo al volumen de 60 mL, que es el volumen minimo

que alcanza la sonda del equipo de sonicado.
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Tras la ruptura de células por sonicacion se realiza una electroforesis en gel de
poliacrilamida (4.2.12.) para comprobar que la bioproduccién del polimero ha sido
adecuada (Figura 18). Se observa que el polimero se encuentra en el sobrenadante de
sonicado, y una pequefia parte en el precipitado, que tras intentar resuspenderla se ha
considerado despreciable. Asi, se puede proceder a la purificaciéon del polimero desde

la fase soluble.
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Figura 18. SDS-PAGE de la segunda produccion del polimero VCAM-LAEL-EI. Calle mk: marcador
de pesos moleculares de proteinas. Calle 1: pre-indculo. Calle 2: Inéculo. Calle 3 y 4: dos muestras
del flask a to. Calle 5 y 6: dos muestras del flask a tso. Calle 7: sobrenadante del sonicado. Calle 8:
precipitado del sonicado.

5.4. PURIFICACION DEL ELP VCAM-LAEL-EI

La purificacion del polimero, presente en el sobrenadante de sonicado, se ha llevado a

cabo mediante la metodologia de ciclos de cambios de temperatura (4.2.15.).

En la purificacion de la primera produccidon se realizaron tres etapas de ciclos de
temperatura tras la acidificacion inicial del sobrenadante de sonicado. Se presentaron
problemas para la precipitacion del polimero a 60 °C y su resuspension a 4 °C, lo que
provocé la retencion del polimero en sobrenadantes y precipitados donde no
correspondia. Esto conllevo a la realizacion de tres etapas adicionales de purificacion
para recuperar el polimero, en las que se probaron, por separado, los efectos de la
adicién de NaCl 1 M y la modificacion del pH a condiciones de neutralidad. Una vez
recuperadas las retenciones se junté todo para realizar una ultima precipitacion

especifica (60 °C) en iguales condiciones de pH y salinidad.

En la purificacion de la segunda produccion, se llevaron a cabo tres etapas de ciclos de
temperatura, con adicién de NaCl 1 M y modificaciéon del pH a neutro para favorecer la

precipitacion especifica y la resuspension a 4°C. En la Figura 19A se muestra el
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screening de seguimiento del proceso. Se detectd una retencién del polimero en el
precipitado a 4 °C de la primera etapa, que fue recuperado mas adelante (Figura 19B).
Se observa como las calles 8 y 10, que muestran el sobrenadante a 4 °C de la segunda
y tercera etapa respectivamente, son practicamente idénticas, por lo que la ultima etapa
podria haberse evitado, ya que el polimero se encuentra aparentemente libre de

impurezas y presenta una banda intensa.
A) B)
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Figura 19. SDS-PAGE de seguimiento de la purificacion en la segunda produccion del polimero
VCAM-LAEL-EI. A) Screening de seguimiento del proceso completo. Calles: mk: marcador de
pesos moleculares de proteinas. Calle 1: sobrenadante tras adificacion a pH 4. Calle 2: precipitado
tras acidificacion a pH 4. Calle 3: sobrenadante a 30°C de la etapa 1. Calle 4: sobrenadante a 4°C
de la etapa 1. Calle 5: precipitado a 4°C de la etapa 1. Calle 6: sobrenadante a 30°C de la etapa 2.
Calle 7: sobrenadante a 4°C de la etapa 2. Calle 8: sobrenadante a 30°C de la etapa 3. Calle 9:
sobrenadante a 4°C de la etapa 3. B) Seguimiento de la recuperacion del polimero retenido en el
precipitado de la etapa 1. Calles: mk: marcador de pesos moleculares de proteinas. Calle 1:
sobrenadante. Calle 2: precipitado

La diferencia en la ejecucion de la purificacion en las dos producciones ha permitido
optimizar el método de purificacion para el polimero VCAM-LAEL-EI: se adicionara NaCl
1 M para facilitar la precipitacion especifica a 60 °C y por otro lado se neutralizara el pH
con Tris-base para favorecer la resuspension en agua ultrapura a 4 °C. Esto se debe a
que a pH neutro se modifican las cadenas laterales del acido Glutamico presente en el
polimero hasta su forma idnica, mejorando asi su solubilidad en agua a bajas

temperaturas.

Tras la purificacion por ciclos de temperatura, en ambas producciones se han eliminado

los restos de sales y tampdn Tris mediante dialisis como se indica en el apartado 4.2.15.

Por ultimo, se liofiliza una disolucidon del polimero en agua ultrapura, y se pesa el
polimero obtenido una vez listo y seco. En la Tabla 9 se indica la cantidad de polimero
obtenido para cada produccion, asi como su rendimiento por volumen de produccion.
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Tabla 9. Masa de polimero VCAM-LAEL-EI obtenida en dos producciones y
rendimiento de produccién en funcién del volumen de cultivo.

Cantidad de polimero /mg Rendimiento / mg-L"!
Produccion 1 320.3 50.05
Produccién 2 51.2 11.38

5.5. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL ELP VCAM-LAEL-EI

5.5.1. SDS-PAGE

Se ha realizado una electroforesis (4.2.16.1.) con distintas cantidades del polimero para
analizar su peso molecular aparente y la presencia y proporcién de impurezas (Figura
20). Las muestras se han preparado a partir de una disolucion 2 ug/uL del polimero en
agua ultrapura. El analisis de resultados se ha realizado en el programa ImagelLab,

donde se han seleccionado manualmente las bandas observadas.

Figura 20. SDS-PAGE para caracterizacion de la primera produccion del polimero VCAM-LAEL-
El. En rosa se muestran las bandas seleccionadas manualmente en el programa ImageLab para
cada muestra. Calles: Calle 2: marcador de pesos moleculares de proteinas. Calles 1,3-8: 1, 2.5,
0.5, 2,4, 6y 8 ug de VCAM-LAEL-EI, respectivamente.

Con las dos primeras muestras se ha calculado el peso molecular (PM) aparente del
polimero, obteniendo un valor medio de 50.91 kDa. El peso molecular esperado, sin
embargo, es de 48.89 kDa. Esta diferencia se debe al retraso electroforético habitual de
este tipo de proteina en el gel dada su alta hidrofobicidad por la presencia del bloque de

isoleucinas, y este retraso tiene un valor del 4.13%.
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Por otro lado, con las muestras de 0.5 a 8 pug se ha analizado la presencia de bandas
correspondientes a impurezas en funcion del porcentaje de cada banda en cada calle,
que da idea de la cantidad relativa de impurezas respecto del polimero. Como se
observa en la figura, para cantidades por debajo de 4 ug no son apreciables todas las
bandas, indicando que las impurezas correspondientes a tales pesos moleculares estan
en baja proporcién. Se ha realizado la media de porcentajes de banda para las tres
ultimas calles, que son las que presentan todas las bandas visibles.
Tabla 10. Pesos moleculares medios y porcentaje de banda correspondientes a las

bandas presentes en las calles 6-7-8 de la electroforesis de proteinas. Se numeran las
bandas en orden de apariencia en el gel de arriba hacia abajo.

PM medio % banda medio

Impureza 1 92.55 2.03
Impureza 2 78.13 1.81
Polimero 49.86 87.42
Impureza 3 44 .17 2.92
Impureza 4 38.53 2.00
Impureza 5 35.92 1.15
Impureza 6 29.22 2.67

La presencia de impurezas en baja proporcion puede deberse a una leve degradacién
del polimero, que es altamente sensible a los cambios de temperatura. En la Tabla 10
se puede observar que los porcentajes de banda correspondientes a las impurezas

toman valores menores del 3%, por lo que se pueden considerar descartables.

5.5.2. MALDI-TOF

Se ha realizado el analisis del peso molecular del polimero mediante la técnica MALDI-
TOF (4.2.16.2.). Se ha preparado una disolucion de la muestra de 1 ug/uL en agua
ultrapura. La matriz ha sido preparada por los técnicos de laboratorio encargados del
instrumento y se compone de una disolucion de 7.6 mg de 2,5-dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) en 375 pL de etanol, sobre la que se afiade una disolucién acuosa 18 mg/mL

de diamonio hidrogenocitrato (DHAC).

Se ha analizado el peso molecular del polimero obtenido en la primera produccion y de
una tercera produccidn realizada posteriormente, que ha seguido el protocolo de
purificacién optimizado en este trabajo. Para este ultimo se ha disuelto la muestra en
DMSO en lugar de agua ultrapura. El instrumento realiza tres andlisis por cada muestra
(ANEXOS). En la Figura 21 se muestra el primer espectro de masas obtenido para cada

una, y en la Tabla 11 se indican los valores para las tres medidas, asi como las medias.
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Figura 21. A) Espectro de masas obtenido para la primera produccion del polimero VCAM-LAEL-
El, muestra 1ug/uL en agua ultrapura. Se ha ampliado el ultimo pico a ~48kDa. B) Espectro de
masas obtenido para una tercera produccion del polimero, muestra 1ug/uL en DMSO.

El pico que aparece a la derecha (48583, 48919) en ambos espectros corresponde al
peso molecular (PM) del polimero. A la izquierda (23146, 24460) se observa otro pico,

que puede provenir de la fragmentacion del polimero. También se observan dos picos

minoritarios en ambos espectros, sin embargo, su intensidad es mayor en aquel de la

primera produccion. Puesto que el MALDI es una técnica altamente sensible, la mayor

intensidad de los picos puede dar idea de la presencia de impurezas, discutidas en el

apartado anterior (5.5.1.).
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Tabla 11. Picos correspondientes al peso molecular obtenidos en los espectros de
masas para la primera y tercera produccién del polimero VCAM-LAEL-EI y error
asociado a la medida por el propio equipo.

PM /Da PM medio * SD
/Da

48583

Produccion 1 48579 48582 £ 2.3
48583
48919

Produccién 3 48924 48921 +2.9
48919

El peso molecular esperado para el polimero es de 48.89 kDa. En la primera produccion
se obtiene un valor para el PM de 48.53 kDa, que se aleja del valor tedrico con una
desviacion del 0.63%. En la tercera produccién, que ha seguido el método optimizado
de purificacién y con muestra disuelta en DMSO, se observa una mejor linea de base
para el espectro, que puede deberse al cambio de disolvente. Los picos minoritarios
tienen una intensidad muy baja, casi despreciable. EI PM obtenido es de 48.92 kDa, con
una desviacion tan solo del 0.06% por lo que puede considerarse que esta Ultima
preparacion del polimero no ha sufrido degradaciones apreciables que han reducido su

secuencia.

5.5.3. RMN

Para analizar la estructura molecular del polimero e identificar impurezas se ha realizado
un espectro de proton (*H-RMN) y un espectro bidimensional (HSQC) de la primera
produccién del polimero (4.2.16.3.). Se ha preparado para ello una disoluciéon de 10 mg
de muestra en 0.75 mL de DMSO deuterado (d-DMSO) y se ha analizado en el equipo
RMN Aligent Technologies 500 Hz del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la

Universidad de Valladolid con la inestimable ayuda del técnico Dr. Sergio Ferrero.

En la Figura 22 se muestran los espectros obtenidos y la asignacion de sefales

observables.

Para realizar la asignacién de las sefiales se ha analizado la composicion en
aminoacidos del polimero, que es la siguiente: A3RG223E13QH:2leoLeKMP111SV1s3
(ANEXOS). Se han diferenciado los distintos tipos de protones presentes en cada
aminodacido en funcién de sus desplazamientos quimicos (8) con ayuda de tablas de
referencia [49] y de ese modo se han calculado los protones tedricos correspondientes

al polimero.
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Figura 22. Espectros RMN para la primera producciéon de VCAM-LAEL-EI, disolvente d-DMSO. A)
HSQC con la asignacién de protones de los aminoacidos mayoritarios. B) 1H-RMN con integrales

y zonas de picos asignadas. Los picos del disolvente: DMSO a & 2.5 ppm; H20 a & 3.3 ppm.
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El espectro bidimensional ha permitido diferenciar los tipos de protones de los
aminoacidos, y se han asignado las senales de aquellos mayoritarios en el polimero
(Pro, lle, Val, Gly), que dan sefiales mas intensas. Por otro lado, en el espectro de proton
se han calculado las integrales para los tipos de protones asignados y agrupados en
bloques con desplazamientos similares. La comparacion entre los calculos tedricos y los
resultados obtenidos experimentalmente se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Comparacion entre valores tedricos y experimentales de las integrales de
"H-RMN para el polimero VCAM-LAEL-EI.

. Valor Valor Desviacion
Picos Grupos - Integral . o
tedrico experimental Yo
1 CHs 438 1314 1314 0.00
2a CHsCa (Ala) 9
CCHLC 128 137 136 0.73
XCHs (Met) 3 1.49
2b CCH2Ca 518 740 729 '
CH 219
XCH2C 262
3 CHaa 446 708 707 0.14
4 CHa 353 353 353 0.00
=CH aromatico 4
47 472 -0.4
S =NH yNH peptidico 466 0 0.43
Desviacion media absoluta % 0.56

Como se puede observar, se han logrado asignar casi todas las sefiales del espectro.
Por comprobacién de valores de desplazamiento quimico en tablas de referencia, la
sefal comprendida en el grupo 2a que aparece a 6 1.25 ppm corresponde con valores
de 0 de acidos grasos, por lo que la aparicion de ese pico puede deberse a la presencia
de grasa en el tubo de analisis. La sefial a & 5.7 ppm que aparece en 'H-RMN no ha
sido asignable, ya que no esta presente en HSQC. En HSQC tampoco se observan las
sefiales correspondientes a los grupos -CHs de la Ala y Met, dado que estan en muy
baja proporcién respecto de los aminoacidos mayoritarios. Sin embargo, si se ha
considerado su mayor desplazamiento respecto de los grupos -CHs; del resto de

aminodcidos a la hora de calcular las integrales.

Los valores obtenidos para las integrales en "H-RMN se corresponden con los valores
predichos tedricamente con una desviacion absoluta minima por lo que se puede afirmar
que la estructura quimica del polimero es correcta. Cabe destacar la correspondencia
tan exacta de las integrales para los protones del enlace peptidico con los valores

teodricos.
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5.5.4. DLS

Por ultimo, se ha llevado a cabo el analisis del radio hidrodinamico y la carga superficial
(potencial Z) del polimero mediante DLS (4.2.16.4.), asi como la comprobacién de la

transicion inversa con la temperatura y aproximacién de esta T:.

El comportamiento esperado para este polimero, debido a su caracter anfifilico, es la

formacion de nanoparticulas micelares a temperaturas altas.

Se ha preparado una disolucion de 2 mg/mL del polimero en agua ultrapura, filtrada con
filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de poro 0.45 um, y se han realizado medidas a4 y

37 °C para estudiar el tamafo de molécula (Figura 23).

A) Size Distribution by Intensity [ C)

PDI =0.18

PDI =0.30 15
. 3r°c

4°C

Size Distribution by Volume )

B) Size Distribution by Volume - D)

Figura 23. Espectro DLS de la segunda produccion del polimero VCAM-LAEL-EI, 2 mg/mL en agua
ultrapura. A) Grafica de distribucién del tamafio por intensidad a 4 °C. B) Grafica de distribucion del
tamafio por volumen a 4 °C. C) Grafica de distribucion del tamafio por intensidad a 37°C. D) Grafica
de distribucion del tamario por volumen a 37 °C.

A 4 °C se observa la presencia de dos picos diferenciados: el pico 1 corresponde al
polimero, con un radio hidrodinamico de 12.97 nm. El pico 2 corresponde a particulas
de mayor peso molecular, pero en baja proporcién (3.9%) como puede observarse en la
grafica de distribucion por volumen (B), y que pueden ser agregados previos a la
transicion. A 37 °C, en cambio, se presenta solo un pico correspondiente al polimero en
su forma de nanoparticula, con un radio hidrodinamico de 51.50 nm y una proporcién

del 99% en la disolucion.
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Para el indice de polidispersidad (PDI) de una muestra se considera que por debajo de
0.1 la particula es fundamentalmente monodispersa y la distribucion es uniforme. Se
puede observar que, a 4 °C, los valores de PDI son elevados (0.30), que se deben a la
presencia de agregados moleculares en la disolucion, es decir, la agregacion del
polimero. A 37 °C, en cambio, el PDI se reduce a 0.18, por lo que se puede considerar

una distribucion casi monodispersa.

El comportamiento del polimero en funcién de la temperatura se comprueba mediante
una rampa de temperatura, de 4 a 37 °C, y en la que se espera diferenciar la T; (Figura
24). Las gréficas de distribucion por intensidad para cada temperatura se muestran en
ANEXOS.

140

120 - .
[ w .
100
E
c 80
2
E 60
40
20 e /
. “~ . #
0
0 5 10 15 Tt 20 25 30 35 40
TPrC

Figura 24. Distribucion del tamafio del polimero VCAM-LAEL-EI en funcién de la temperatura. En
rojo: temperatura de transicion entre el estado en disolucion y el estado de nanoparticula.

Se puede observar una diferencia notable del tamafio de la particula a bajas y altas
temperaturas, con una transicién clara entre 16 y 18 °C, por lo que se estima que la T
del polimero VCAM-LAEL-EI es de 17°C, por debajo de la temperatura en condiciones
fisiologicas.

Los valores de tamano de nanoparticula y T: obtenidos se aproximan a aquellos

descritos en bibliografia para ELPs con dibloque El [40].

La medida del potencial Z se ha realizado a 37 °C y en medio ligeramente salino (10
mM NaCl), y se ha realizado una medida del didmetro hidrodinamico de la particula en

estas condiciones (Figura 25).
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Figura 25. Espectros DLS de la segunda produccion del polimero VCAM-LAEL-EI, en 2 mg/mL de
agua ultrapura, 10 mM NacCl. A) Distribucion del potencial Z. B) Distribucién de tamafio de particula
por intensidad.

Como se observa en la Figura 25A, el valor obtenido para el potencial Z es de -14.52
mV, mientras que la nanoparticula mantiene las proporciones de tamafno indicadas

anteriormente a 37 °C (Figura 25B).

Se conoce por trabajos anteriores [50] que el potencial Z para el bloque El toma un valor
de -30 mV. El potencial para el polimero VCAM-LAEL-EI se reduce debido a la presencia
de aminoacidos con cadenas laterales positivas, como son la Arginina (R) y la Lisina (K).
El signo del potencial Z hace referencia a la carga neta del polimero que en este caso
es, como esperado, negativa, puesto que los acidos Glutamicos se encuentran situados

en la corona de la micela.

El potencial Z también da idea de la estabilidad de las particulas. Para los polimeros tipo
elastina, valores de potencial en torno a £20 mV indican su estabilidad para no formar
agregados. Por tanto, se demuestra que el polimero VCAM-LAEL-EI a temperatura
fisiolégica (37 °C) es estable en su forma de nanoparticula y no formara agregados

moleculares.
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6. CONCLUSIONES

Atendiendo al trabajo desarrollado en esta memoria, se pueden sacar una serie de

conclusiones sobre el mismo:

1.

Se ha sintetizado un gen codificante para el polimero tipo elastina VCAM-LAEL-
El mediante técnicas de ingenieria genética en un plasmido de expresion
bacteriano.

Se ha realizado la transformacion en células competentes BLR del plasmido p7-
VCAM-LAEL-EI que contiene el gen codificante para el polimero tipo elastina
obijetivo.

Se ha bioproducido en dos ocasiones el polimero tipo elastina VCAM-LAEL-EI,
con rendimientos de produccion de 50.05 mg/Ly 11.38 mg/mL, respectivamente.
Se ha optimizado un método de purificacion para el ELP VCAM-LAEL-EI, que se
ha puesto a prueba con la realizacién de una nueva bioproduccion por otra
persona, de la que se han obtenido resultados satisfactorios.

Se ha comprobado la presencia de impurezas en muy baja concentracion en el
polimero producido, mediante un analisis con SDS-PAGE.

Se ha comprobado, mediante la técnica MALDI-TOF, que el peso molecular del
polimero obtenido corresponde al esperado con una desviacion menor del 1%.
Se ha verificado por RMN que la estructura quimica del polimero corresponde a
la esperada a través de los picos obtenidos para cada tipo de protones en los
aminoacidos con una desviacion media absoluta del 0.56% respecto del valor
tedrico.

Se ha estimado por DLS una temperatura de transicién del polimero de 17 °C
mediante la modulacién del diametro hidrodinamico en una rampa de
temperatura de 4 a 37 °C.

Se ha comprobado el ensamblaje del polimero en forma de nanoparticulas por
encima de la T, con un diametro de 51.50 nm, y con una carga superficial de -
14.52 mV.
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ANEXOS

ANEXO |. Espectros de masas
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Figura 26. Espectro de masas de la primera produccion de VCAM-LAEL-EI, medida 2.
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Figura 27. Espectro de masas de la primera produccion de VCAM-LAEL-EI, medida 3.

67



LA

Laboratorio de Técnicas VCA,“TD{ILUAIAEFL}EI
Instrumentales UVa Dr..ﬂI’C:

n
1%

Figura 28. Espectro de masas de la tercera produccion de VCAM-LAEL-EI, medida 2.
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Figura 29. Espectro de masas de la tercera produccion de VCAM-LAEL-EI, medida 3.
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ANEXO IlI. Asignacion de protones en aminoacidos
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Figura 30. Asignacion de distintos tipos de protones de los aminoacidos del polimero VCAM-
LAEL-EI, asignacién de picos y calculo de integrales.
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ANEXO lIl. Distribucion de tamaiio del polimero en rampa de temperatura (DLS)
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Figura 31. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 4 °C
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Figura 32. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 8 °C
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Figura 33. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 12 °C
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) Size Distribution by Intensity v @
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Figura 34. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 16 °C
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Figura 35. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 18 °C
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Figura 36. DLS. Grafica distribucién del tamafio por intensidad a 20 °C
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Figura 37. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 24 °C
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Figura 38. DLS. Grafica distribucion del tamafio por intensidad a 37 °C
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