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1. RESUMEN

La elastina es una proteina con capacidad de autoensamblaje, elevada resistencia
mecanica y gran elasticidad. El andlisis detallado de su estructura ha permitido
comprender el origen de sus excepcionales propiedades fisicoquimicas, lo que ha llevado

al desarrollo de polimeros recombinantes tipo elastina (Elastin-Like polymers, ELPs).

Los ELPs destacan en el ambito de la nanotecnologia y la biomedicina. El disefio de
sistemas crecientes en complejidad, unido a sus propiedades de autoensamblado, permite

obtener geles y nanoparticulas muy utiles en la liberacion controlada de farmacos.

En este trabajo, se ha preparado un copolimero tipo elastina anfifilico recombinante,
3K(EI),, capaz de formar nanoparticulas en medio fisioldgico a partir de una cepa de
Escherichia Coli. El bloque hidrofilico presenta lisinas en su extremo y han sido
modificadas para incluir grupos alquino terminales en su estructura, posibilitando su
utilizacion en la quimica click. Esta metodologia se caracteriza por su alta especificidad,
rapidez y caracter no reversible, lo que la convierte en una herramienta ideal para la

modificacion de biopolimeros y el disefio de materiales avanzados.

La caracterizacion de los polimeros se ha llevado a cabo con diferentes técnicas:
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectrometria de masas (MALDI-
TOF), espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear (RMN). Las
nanoparticulas se han caracterizado mediante dispersion de luz dindmica (DLS) y
presentan didmetros en torno a 50 nm. El objetivo final se este trabajo de fin de grado es
optimizar la funcionalidad del ELP para aplicaciones en la administracion controlada de

farmacos.



1. ABSTRACT

Elastin is a protein with self-assembly capability, high mechanical resistance, and
exceptional elasticity. Detailed analysis of its structure has allowed us to understand the
origin of its exceptional physicochemical properties, leading to the development of

elastin-like recombinant polymers (Elastin-Like Polymers, ELPs).

ELPs stand out in the fields of nanotechnology and biomedicine. The design of
increasingly complex systems, combined with their self-assembly properties, allows for

the creation of gels and nanoparticles that are very useful in controlled drug delivery.

In this work, an amphiphilic recombinant copolymer, 3K(EI),, capable of forming
nanoparticles in a physiological medium from a strain of Escherichia coli, has been
prepared. The hydrophilic block presents lysines at its end, which have been modified to
include terminal alkyne groups in their structure, enabling their use in click chemistry.
This methodology is characterized by its high specificity, speed, and irreversible nature,
making it an ideal tool for the modification of biopolymers and the design of advanced

materials.

The characterization of the polymers has been carried out using various techniques:
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), mass spectrometry (MALDI-TOF),
infrared spectroscopy, and nuclear magnetic resonance (NMR). The nanoparticles have
been characterized by dynamic light scattering (DLS) and have diameters around 60 nm.
The final objective of this bachelor's thesis is to optimize the functionality of the ELP for

applications in controlled drug delivery.






2. INTRODUCCION

Un biomaterial es una sustancia disefiada para interactuar con sistemas bioldgicos y
utilizada, ya sea sola o como parte de un sistema complejo, para influir y controlar las
interacciones con componentes vivos en el desarrollo de tratamientos o diagndsticos
médicos. Los biomateriales pueden tomar forma de implantes o dispositivos médicos
(tejidos u organos artificiales, marcapasos, valvulas, capsulas para la liberacion de
farmacos, etc.) con el objetivo de reemplazar o mejorar las funciones de tejidos y érganos

dafiados o degenerados|[ 1 ].

Antes de los anos 40, la mayoria de los biomateriales producian una alta tasa de rechazo
por parte del cuerpo humano. Esto motivo que, en las tltimas décadas, la investigacion
se centrara en comprender las interacciones entre los materiales y los sistemas vivos. El
objetivo principal ha sido desarrollar nuevos biomateriales que cumplan con requisitos
clave como funcionalidad, durabilidad y biocompatibilidad. Actualmente, la
investigacion se enfoca en el desarrollo de materiales biomiméticos que imiten las
propiedades de los tejidos naturales, mejorando asi la biocompatibilidad y funcionalidad
de los implantes [ 2, 3, 4, 5 ]. El concepto de biocompatibilidad se define como “la
capacidad de un material para funcionar con una respuesta adecuada del huésped en una
aplicacion especifica” [ 6 ]. Estos dispositivos pueden imitar funciones biologicas
naturales y se adaptan a las necesidades tinicas de cada paciente, ofreciendo soluciones
mas eficaces y personalizadas en campos como la ingenieria de tejidos, la monitorizacion

de parametros fisioldgicos y la liberacion controlada de farmacos [ 7 ].

Actualmente, entre los materiales biomiméticos desarrollados se encuentran los de origen
proteico, que debido a su naturaleza pueden aprovecharse de los avances en
bioproduccion. Esta tecnologia permite fabricar estos materiales mediante procesos
biologicos combinando el uso de microorganismos, células o enzimas para generar

estructuras y compuestos muy complejos con propiedades especificas.

Un ejemplo de estos biomateriales son los polimeros tipo elastina (ELP, Elastin-Like
Polymers). Los ELPs son materiales inspirados en la elastina natural, una proteina
estructural del tejido conectivo que confiere elasticidad y resistencia a los tejidos como
la piel, vasos sanguineos o pulmones. Estos polimeros se han convertido en una

herramienta importante en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa.
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La secuencia de aminoacidos mas habitual en los ELPs es (VPGXG), pentapéptido donde
X puede ser cualquier aminoacido excepto la prolina, este se excluye porque neutraliza
una de las propiedades mds importantes de estos polimeros, que es su capacidad de
transicion de fase. Esto ocurre porque la prolina interfiere en el ordenamiento de las
cadenas y desestabiliza la conformacion de espiral-p. El aminoacido X juega un papel
crucial, ya que define la hidrofobicidad del bloque y determina su comportamiento

frente a cambios de temperatura [ 8 |.

Todos los ELPs que tienen esta formula general son funcionales y poseen una naturaleza
inteligente. Es decir, son capaces de experimentar una transicion inversa con la
temperatura (ITT, Inverse Temperature Transition) sin perder masa ni energia. La
temperatura de transicion (Tt) dependera tanto de la naturaleza del aminoacido X como
del nimero de repeticiones (n) en la estructura. Ademas, entre sus propiedades sobresalen

su biocompatibilidad y su capacidad de autoensamblaje [ 9, 10 ].

Esta transicion esta influenciada por otros factores como la concentracion, la presencia
de cosolventes, el pH y, especialmente, la temperatura. Al superar la temperatura de
transicion, el polimero se vuelve insoluble y precipita, adoptando una conformaciéon de
espiral B en la que las cadenas laterales presentan una estructura ordenada, estabilizada
por interacciones hidrofobicas y enlaces intramoleculares (Figura 1). Por el contrario, al
disminuir la temperatura de transicion, el polimero se disuelve y adquiere una
conformacion desplegada, con las cadenas laterales desordenadas y completamente

hidratadas, siendo el proceso completamente reversible [ 11 ].

Asociacion
Formacion de espiral-f3 Agregacion

Figura 1. Agregacion de los ELPs [ 11 ].
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En este trabajo se emplea el ELP denominado 3K(EI)2 que se encuentra representado en
la Figura 2. Este ELP ha sido disefiado y producido por el grupo de Biodispositivos
Avanzados para Nanomedicina de la Universidad de Valladolid, con un peso molecular
de 93175 Da. Es un copolimero de bloque de naturaleza anfifilica formado por un doble
dibloque o tetrabloque (EI)> con tres lisinas (K) en el extremo amino terminal. El bloque
hidrofilico E, siendo E acronimo del acido glutamico, presente en la posicion X del
pentapéptido, glutamato a pH neutro, que le confiere caracter polar. Estd constituido por
una secuencia de aminoacidos correspondiente a [(VPGVG)2(VPGEG)(VPGVG):]i0 y
presenta una temperatura de transicion superior a 70°C [ 12 ] en condiciones fisioldgicas.
El bloque hidrofébico I, siendo I acronimo de la isoleucina, presenta una secuencia

(VPGIG)e0 y una temperatura de transicion de 15°C [ 13 ].

Figura 2. Representacion del ELP 3K(EI): con las lisinas ubicadas en el extremo del
blogque E.

La diferencia entre las Ty de ambos bloques permite que, a temperatura fisiologica, uno
de los bloques permanezca soluble en medio acuoso, mientras que el otro se encuentre
insoluble. Como resultado, se forman micelas, en las cuales las regiones hidr6fobas se
orientan hacia el interior y las hidrofilicas quedan expuestas hacia el exterior,

hidratdndose [ 14 ] tal y como se representa en la Figura 3.
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Figura 3. Formacion de nanoparticulas [ 15 ].

A temperaturas superiores a la temperatura critica micelar (CMT) se forman micelas por
asociacion del bloque hidrofobico. Al superar la temperatura de agregacion las micelas se

compactan formando agregados [ 15, 16 ].

La mayoria de los medicamentos utilizados para tratar, prevenir enfermedades o aliviar
dolores fisicos son moléculas organicas pequeiias, como el paracetamol, el omeprazol etc.
Una vez en el torrente sanguineo, estas moléculas suelen ser filtradas rapidamente por el
sistema excretor y eliminadas en cuestion de minutos. Este proceso natural de
detoxificacion disminuye la eficacia de los farmacos, tanto hidrofilicos como
hidrofobicos. Ademas, los medicamentos hidrofobicos requieren la adicion de sustancias
quimicas que aumenten su solubilidad en el plasma sanguineo, ya que solo asi pueden ser
absorbidos y metabolizados. Sin embargo, estos compuestos tienen un limite de
exposicion tolerable relativamente bajo, por lo que su uso debe ser cuidadosamente
regulado. Para afrontar estos desafios en la administracion de medicamentos
hidrofébicos, se estan investigando vehiculos alternativos como los obtenidos con los
ELPs [ 17 ]. La naturaleza quimica de la secuencia de aminoacidos define la afinidad de
los ELPs por ciertos materiales y moléculas, permitiendo optimizar su uso en aplicaciones
biomédicas. En el caso de los nano-vehiculos, su disefio se basa en aprovechar las
propiedades anfifilicas de los ELPs, donde la parte hidrofobica actia como nucleo
protector para encapsular medicamentos insolubles en agua, mientras que la parte

hidrofilica facilita su estabilidad en el medio acuoso del plasma sanguineo [ 18 ].
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El ELP desarrollado en este trabajo se ha disefiado para incluir las lisinas, ubicadas
estratégicamente en el extremo hidréfilico, que pueden modificarse quimicamente para
lograr la funcionalizacion de las nanoparticulas. En este sentido, el objetivo futuro de este
trabajo es, a través de las lisinas modificadas del polimero, anclar el aptamero CD44.
Este aptamero, una corta cadena de nucledtidos, se une con gran afinidad a un receptor
de membrana, CD44, ubicado en la superficie celular que se ha establecido como un
marcador asociado a diferentes tipos de cancer debido a su alta expresion en tumores tales
como; colon, pancreas, mama, cabeza y cuello. Debido a esta sobreexpresion del CD44
se puede utilizar como diana especifica y se puede incluir en el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada para incrementar la eficacia del tratamiento y minimizar los efectos
secundarios en tejidos sanos [ 19 ]. La funcionalizacién de nanoparticulas con aptameros
dirigidos al CD44 se ha logrado en el grupo de investigacion mediante quimica click,

uniendo covalentemente aptameros a otros polimeros [ 20 ].

La quimica click fue definida por Sharpless como reacciones quimicas estereoespecificas
con total economia atomica realizadas bajo condiciones suaves y utilizando reactivos
facilmente disponibles [ 21 ]. Estas reacciones son rapidas, irreversibles y se llevan a cabo
con altos rendimientos, generando productos de muy alta pureza y estables, que pueden

aislarse facilmente. Algunas de las reacciones que se incluyen son:

1) Cicloadiccion dipolar [2+3] azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC). Es la
reaccion mas representativa de la quimica click, aunque tiene como limitacién el
uso de cobre como catalizador debido a su toxicidad en sistemas bioldgicos

(Figura 4).

c
-N—N'=N + ﬁ 0 N/

Figura 4. CuAAC [ 21 ].
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2) Cicloadiccion azida-alquino promovida por tension (SPAAC). Esta es una
variante sin cobre, mas adecuada si se va a llevar a cabo en un organismo vivo

(Figura 35).

Z-=z

~
-N—N'EN + |©* —

Figura 5. SPAAC [ 21 ].

La reaccion CuAAC se caracteriza por su eficacia y selectividad, debido a la reactividad
de los acetiluros de cobre (I) generadas in sifu. La interaccion de la azida con el centro de
cobre del acetiluro incrementa la nucleofilia del triple enlace, desencadenando una serie
de pasos que culminan en la formacion de un nuevo enlace C-N entre el carbono [-

nucleofilo del acetiluro y el nitrogeno electrofilo de la azida (Esquema 1).

N_ R
N~ N
>_f— (CuL.] RE—= R = base
2 —= [Culy - i {
Rpase - [CuL,] | base-H*
.'.-" ’ -\“\\
base-H* —/
| 1
N. R
N}_ {d R2——|Cul,]
R%  [CuLy
'!-. r{l H\I .-II
N NGl N-[Culd /RN
NI\.. Fk - . N_ .- | -
N~ R 2 N
HZ

Esquema 1. Mecanismo de cicloadicion dipolar [2+3] azida-alquino catalizada por
cobre [ 22 ].

La SPAAC es una reaccion [3 + 2] cicloadicion entre azidas y alquinos impulsada por la
tension del anillo, sin necesidad de catalizadores. Fue propuesta como alternativa a la

cicloadicion Huisgen catalizada por cobre (CuAAC), eliminando la toxicidad del cobre
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en aplicaciones biologicas. La tension del anillo en ciclooctinos reduce la energia de
activacion, permitiendo que la reaccion ocurra a temperatura ambiente y en condiciones
fisiologicas. Aunque SPAAC evita el uso de catalizadores toxicos y es altamente
especifica, su dependencia de ciclooctinos es una limitacion debido a su disponibilidad y

alto coste [ 23,24 ].

Asi, en este trabajo, se pretende preparar ambas posibilidades y para ello se prepararan
ELP funcionalizados con dos alquinos diferentes en el extremo terminal del bloque
hidrofilico. El primero de ellos usando un derivado del ciclooctino, denominado BCN-
OH, (1R,85,99)-biciclo[6.1.0]non-4-in-9-il-metanol y también, un alquino terminal de

cadena lineal, utilizando el 4-pentin-1-ol (Figura 6).

H
|@""\OH z 7 on

H
A B
Figura 6. A) BCN-OH, B)4-pentil-1-ol.
Una vez modificados los ELPs en su bloque hidrofilico con los grupos alquino terminales,
se llevara a cabo la caracterizacion de los polimeros y también de sus nanoparticulas. Una
vez comprobada la formacion de las nanoparticulas y su estabilidad se podra llevar a cabo

la reaccion click con el azida del aptdmero en condiciones suaves con y sin cobre y el

estudio de dosificacion de farmacos (Figura 7).

Quimica click |
! v N ————
A
< v K
3K(El),

A =alquino [ = aptamero

Figura 7. Esquema del diserio y funcionalizacion del polimero 3K(EI): mediante
reaccion click a 25 °C. A) Reaccion click entre el ELP modificado y el aptamero con

azida. B) Nanoparticula funcionalizada con el aptamero.
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3. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo general del trabajo es la bioproduccion de un ELP y su posterior
funcionalizacion para estudiar las nanoparticulas formadas en condiciones fisiologicas

con el siguiente plan de trabajo:

1.- Bioproduccién y purificacion del polimero 3K(EI) usando la cepa bacteriana
Escherichia coli (E.coli) proporcionado por Biodispositivos Avanzados para

Nanomedicina de la Universidad de Valladolid.

2.- Modificacion de los grupos amino de las lisinas terminales 3K(EI), dando lugar a dos
terminaciones alquino distintas: una con cadena lineal y otra con un derivado de

ciclooctino.

3.- Caracterizacion de los ELPs biosintetizados y modificados quimicamente, asi como

de la formacion de nanoparticulas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Lista de reactivos

Tabla 1. Reactivos comerciales y proveedores.

REACTIVO COMERCIAL CASA
Acido clorhidrico Thermo Fisher
Azul de bromofenol 2% Alpha Aesar
Acido etilendiamnotetraacético (EDTA) Sigma Aldich
Benzamidina Acros Organics
BCN-OH Cymit
4-pentin-1-ol Sigma Aldrich
Cloruro de cobre II (CuClI2) Thermo Fisher
Cloruro de sodio (NaCl) Formedium
DNA Marker: NZYDNA Ladder III NZYTech
Dodecilsulfato s6dico (SDS) Formedium

Fluoruro de fenilsulfonilmetano (PMSF) Sigma Aldrich

GELPed Nucleic Acid Stain Biotium
Glicerol Merck

Glicina Sigma Aldrich
Glucosa Sigma Aldrich
Kanamicina Formedium
NZY-Blue Protein Marker NZYTech
Persulfato amoénico (PSA) Merck
Tetrametiletilendiamina (TEMED) Thermo Fisher

Tris (Hidroximetil)aminometano (Tris base) | Sigma Aldrich

PBS Gibco Invitrogen




4.1.2 Medios de cultivo bacteriano
Medio Luria Bertani (LB): tryptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
pH 7.0.

LB-Agar: LB, 1,5% (p/v) Agar, pH 7.0.

Medio Terrific Broth Modificado (mTB): tryptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L,
glicerol 4 mL/L, (NH4)2S04 3,3 g/L, KH2PO4 6,8 g/L, Na2HPO4 7,1 g/L, glucosa 0,5
g/L, lactosa 2,0 g/L, MgS04 0,15 g/L.

Medio SOC (Super Optimal broth + Represor Catabélico): tryptona 20 g/L, extracto
de levadura 5 g/L, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM

glucosa.

4.1.3 Buffers

Buffer de sonicacién, pH 8: 10 mM Tris-base, | mM EDTA pH 8. Antes de su uso, se
afiade 1 mM PMSF.

TBS (buffer de lavado) pH 7,6: 20 mM Tris-base y 140 mM NaCl.

4.1.4 Soluciones de tincion

Cloruro de cobre II (CuClz): se prepara una disolucion 0,2M de CuCl; en agua destilada

Tabla 2. Disolventes organicos y proveedores.

DISOLVENTES CASA
Acetona Scharlau
Dietiléter Scharlau
Dimetilformamida Sigma Aldrich
Dimetilsulfoxidodeuterado Sigma Aldrich
Metanol Scharlau
Etanol Panreac
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4.2 Métodos

4.2.1 Transformacion bacteriana

Las placas Petri utilizadas para cultivos bacterianos en medio solido contienen LB-agar.
Se preparan diluyendo el medio LB-agar en agua ultrapura siguiendo las proporciones
indicadas por el fabricante. La mezcla se somete a un ciclo de autoclave a 121°C durante
20 minutos para asegurar la esterilizaciéon completa. Posteriormente, se atempera, se
completa con el antibiotico kanamicina y se distribuyen aproximadamente 30 mL de la
mezcla en cada placa Petri. Al enfriarse, el medio se solidifica y las placas estaran listas

para Su uso.

Etapas de la transformacion:

e Incubacion en frio. Se descongelan en hielo muestras de 20 puL de células
competentes previamente almacenadas a -80°C y se mezclan con 20 ng de DNA
plasmidico (correspondiente a 1pL de solucion a 20ng/uL) purificado. La
suspension se incuba en hielo durante 30 minutos para facilitar la coprecipitacion
de las células y el ADN plasmidico.

e Choque térmico. Tras la incubacion en frio, se aplica un choque térmico breve a
42°C durante 30 segundos. Inmediatamente después, se realiza una segunda
incubacion en hielo durante 2 minutos para atemperar las células transformadas.

e Adicion del medio SOC. Se afade un volumen de 80 pL. de medio SOC y se
incuban las células a 37°C bajo agitacion constante 250 rpm durante una hora.

e Siembra en placas. Se siembra la mezcla transformada sobre placas de agar LB

con glucosa y kanamicina.

Las placas son cubiertas con papel aluminio y colocadas bocabajo en una incubadora a
37°C durante un periodo de 16-24 horas. Durante este tiempo, las células transformadas

forman colonias.

A partir de las placas sembradas previamente, se seleccionan 8 colonias aisladas con una
morfologia adecuada. Con una lanza estéril, se toma material de cada una de las colonias
seleccionadas y se inoculan con 5 mL de medio TB (Terrific Broth) junto con 5 pL de
kanamicina. Los cultivos se incuban a 37°C durante 16-18 horas con agitacion constante

a 250 rpm.
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4.2.2 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) es
una técnica usada para el andlisis e identificacion de proteinas. La separacion de las
proteinas se basa en su tamafio molecular, lograda al someter las muestras a un campo
eléctrico que las hace migrar a través de una matriz porosa de poliacrilamida. La matriz
se forma mediante una polimerizacioén en cadena iniciada por persulfato de amonio (PSA)

y tetrametiletilendiamina (TEMED), que actua como catalizador.

Los geles utilizados constan de dos zonas con composiciones y funciones especificas

(Figura 8):

1. Gel acumulador o concentrador (stacking gel): Ubicado en la parte superior, su
funcién es concentrar las muestras en una banda estrecha antes de la separacion.
Estd compuesto por agua ultrapura, tampén Tris 0.5 M (pH 6.8), SDS al 10%
(m/v), PSA, TEMED y acrilamida.

2. Gel separador (resolving gel): Constituye la mayor parte del gel y es donde se
separan las proteinas segun su peso molecular. Contiene un tampén Tris (1.5 M,

pH 8.8) SDS al 10% (m/v), PSA, TEMED vy acrilamida.

El porcentaje de acrilamida se ajusta segun el rango de separacion necesario para

las muestras.

¢ Stacking
/

\ Resolving

Figura 8. Representacion de un gel de proteinas.
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Las muestras que se cargan en los pocillos del gel se preparan mezclandolas con tampon
de carga de proteinas en una proporcion 80/20 (muestra/tampon). El tampon de carga
contiene también SDS y beta mercaptoetanol para poder desnaturalizar completamente
las proteinas y dotarle de carga negativa equiespaciadas debido a la interaccion de 1
molécula SDS/aminoacido. Luego, se hierven durante 5 minutos para favorecer la
reduccién de los puentes disulfuro y se centrifugan a 13400 xg durante 5 minutos. Para
comparar los pesos de las bandas de proteinas, se incluye un marcador de peso molecular
en el gel. Se usa como marcador NZY Blue Protein Marker (NZYTech, MB14601).
Marcador de pesos moleculares de proteinas con un patréon de 11 bandas espaciadas en

un rango de 10 a 180 kDa.

Las condiciones del campo eléctrico que se usan son 200V, 150mA y voltaje constante
durante 45 minutos. Tras finalizar la electroforesis, el gel se transfiere a una solucion de
tincion con cloruro de cobre 0.3 M y luego en agua destilada durante 5 minutos.

Finalmente, se captura una imagen del gel en el equipo UV Gel DocTM (BioRad).

4.2.3 Seleccion de las colonias para la bioproduccion

Se debe seleccionar una colonia bacteriana altamente productora antes de comenzar con
la produccion del polimero a mayor escala. Para ello, se seleccionan ocho colonias

siguiendo con el proceso que hemos mencionado previamente.

De cada colonia se toma una alicuota, que se somete a lavados con agua ultrapura y se
prepara para su andlisis mediante SDS-PAGE. Tras la separacion de las bandas de las
proteinas se identifican la colonia que produce el polimero en mayor cantidad. La colonia
seleccionada se siembra por agotamiento (Figura 9) en una nueva placa Petri, la cual se

incuba a 37 °C durante la noche.
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Figura 9. Siembra por agotamiento.

A continuacion, se realiza un segundo screening con ocho colonias hijas derivadas de la
mas productora, seleccionandose finalmente la colonia Optima para proceder a la
produccion del ELP, siendo aquella que tenga la banda mas intensa y con la morfologia

mas adecuada.

4.2.4 Produccion de ELPs

El protocolo a seguir para la bioproduccion de ELPs consta de 3 dias:

Dia 1, preparacion del preindculo: En un tubo Falcon de capacidad SO0mL se afiaden SmL

de medio LB, kanamicina y 250 puL de glucosa al 20% (m/v). Con una lanza se pica la
colonia que se haya elegido como la més productora, se introduce en la disolucion y se
deja 18 horas en un incubador a 37°C y en agitacion constante con una velocidad de 250
rpm. Se realiza un control negativo en un tubo Falcon de 50 mL con los mismos

componentes, salvo la colonia, para comprobar la esterilidad del proceso.

Dia 2, preparacion de indculo e inoculacidon: Primero se comprueba el control negativo
para verificar la esterilidad del proceso y confirmar que el medio no estuviese

contaminado.

Se prepara el inoculo en 3 Erlenmeyers de 250 mL cada uno. Se afiaden 50 mL de medio
LB, 50 puL de kanamicina, 1.5 mL de glucosa al 20 % (m/v) y 100 pL de preinoculo. Se

incuba 6 horas a 37°C con agitacidon y con una velocidad de 250 rpm.
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Pasado el tiempo se comienza con la produccion del polimero que se realiza sobre 16
erlenmeyers de 2 L cada uno. Sobre cada uno de ellos se anaden 250 mL de medio TB y
150 mL de LB AIM como medio de cultivo, 400 pL de kanamicina y 5 mL del inoculo.
Todos los erlenmeyers se dejan incubando 18 horas a 37°C con agitacion y una velocidad
de 250 rpm. También se realizan 2 controles, positivo y negativo, para seguir

comprobando la esterilidad del medio.

Dia 3, detencién de la produccién y lavado de células: Antes de detener la produccion, se

necesita medir la absorbancia a 600 nm del cultivo. Para ello, se toma una alicuota de 1
mL de uno de los erlenmeyers y se realiza una dilucion 1:10 con agua ultrapura. Como
blanco de medicion, la alicuota se centrifuga durante 45 segundos a 13400 xg y del

sobrenadante se prepara una dilucion 1:10.

Pasados 30 minutos, se toma una segunda muestra del erlenmeyer y se repite la medicion
de absorbancia. Si el valor permanece constante o disminuye, se concluye que el cultivo

ha alcanzado la fase estacionaria y se puede detener la produccion (Figura 10).

Fases de crecimiento

Latencia Estacionaria

9.0
P G Turbidez 1075
8.0 Viables (densidad optica)
Log; ,organismos 4050 pensida
viables/ml i
7.0
-10.25
6.0
5.0 i
Tiempo

Figura 10. Crecimiento bacteriano.

La fase de latencia es el periodo inicial donde no hay aumento significativo. Durante

esta, las bacterias se adaptan al medio de cultivo sintetizando enzimas y moléculas
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necesarias para el crecimiento. Se continua con la fase de crecimiento rapido o
logaritmica donde la poblaciéon bacteriana se duplica, siguiendo una cinética
exponencial. En la fase estacionaria el crecimiento cesa y se mantiene constante, esta es
la fase donde se alcanza la maxima produccion del producto. Al alcanzar la fase de
muerte la poblacion bacteriana comienza a disminuir progresivamente. Esta fase se

caracteriza por una reduccion exponencial en el nimero de células.

4.2.5 Lavado de células

Para eliminar los subproductos del cultivo, se procede al lavado de las células,
manteniendo la temperatura a 4 °C para prevenir degradaciones. Este proceso incluye

pasos de centrifugacion, realizados siempre a 4 °C, 1700 xg, durante 15 minutos cada uno.

1. El cultivo se distribuye en botes de centrifuga de 1 L y se centrifuga.
Posteriormente, nos queda un sélido al cual denominamos precipitado (pellet)

donde se encuentran las bacterias y una disolucion que llamaremos sobrenadante.

2. Si queda contenido por procesar, se redistribuye en los mismos botes. Tras la

centrifugacion, el pellet se resuspende afiadiendo tampon de lavado.

3. La mezcla se transfiere a botes de centrifugacion mas pequefios de 0.5 L para
facilitar el manejo, se centrifuga nuevamente y se descarta el sobrenadante. Este

paso se repite hasta que el sobrenadante sea incoloro.

El precipitado resultante contiene las bacterias que han producido el polimero de interés.

4.2.6 Ruptura de células

El altimo paso en la produccion del polimero consiste en romper las células mediante
sonicacion (exposicion a ultrasonidos) para liberar el polimero. El precipitado obtenido
tras los lavados se resuspende en un volumen de tampon de sonicado, calculado utilizando

la siguiente formula:

VTamp(’)n de sonicacién = 5 X chltivo enmL X ABSlﬁltima medida
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Para evitar la degradacion del polimero causada por proteasas liberadas durante la ruptura

celular, se anaden los siguientes inhibidores de proteasa al tampon de sonicacion:
1) PMSF: 2 mL por cada litro de tamp6n de sonicacion.
2) Benzamidina: 1 mM.

3) EDTA: una tableta inhibidora de proteasas por cada 50 mL de tampon de

sonicacion.

La resuspension celular se somete a ciclos de sonicacion con las siguientes condiciones:

—_

) Duracion de cada ciclo: 20 segundos.

2) Pausas: Para evitar el sobrecalentamiento, manteniendo una temperatura de 4 °C.
3) Amplitud: 100 %.

4) Presion: 1500-1800 bar.

5) Duracidn total: 30 minutos.

El equipo utilizado es el sonicador Hielscher UP400St, perteneciente al grupo de

investigacion ProcerealTech.

Tras la sonicacidn, la mezcla se centrifuga durante 90 minutos a 4 °C y 15000 xg.

4.2.7 Toma de alicuotas y preparacion de muestras para seguimiento

Durante el protocolo de produccion, se toman alicuotas en las etapas de preinoculo,
in6culo y cultivo antes de detener la produccidn, asi como de los sobrenadantes y el
precipitado obtenidos tras la sonicacion para realizar un screening y verificar que la

produccion se esté llevando a cabo correctamente.
Se preparan las muestras para la electroforesis de la siguiente manera:

1) Centrifugacion inicial: Se centrifuga la alicuota a 13400 xg durante 45 segundos

y se descarta el sobrenadante.
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2) Lavado del precipitado: Se resuspende el precipitado en 1mL de agua ultrapura.
Se centrifuga nuevamente a 13400 xg durante 45 segundos y se descarta el

sobrenadante.

3) Resuspension final: Se resuspende el precipitado en un volumen de agua

determinado por la absorbancia final de la muestra. (7abla 3)

Tabla 3. Volumenes de resuspension del precipitado para cargar en SDS-PAGE

Abs (600nm) Agua ultrapura Volumen que cargar
0.1-0.5 20 uL V=5/Abs
0.5-2 50 uL V=12.5/Abs
2-5 100 uL V=25/Abs
>5 200 uL V=50/Abs

4) Preparacion para el gel: Mezclar la muestra con tampon de carga de proteinas en
una proporcion 80/20 (muestra/tampon). Cargar en la calle del gel un volumen

que también dependera de la absorbancia final de la muestra.

4.2.8 Purificacion del ELP

La purificacion del polimero se realiza mediante ciclos repetidos de precipitacion y
resuspension, aprovechando las propiedades del polimero frente a cambios de
temperatura. Todas las centrifugaciones durante este proceso se llevan a cabo a 16000 xg

durante 45 minutos.

Antes de comenzar con esta etapa se deben tomar muestras del sobrenadante y el
precipitado obtenidos tras la sonicacion para determinar la presencia del polimero en el

sobrenadante de sonicacion.

Una vez comprobado, se lleva a cabo la etapa de acidificacion. Se afiade, gota a gota, HCI
2 M hasta llevarlo a pH 4 y se mantiene a una temperatura de 4°C. Con ello favorecemos

la precipitacion de otros restos bacterianos indeseados.
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El polimero presente en el sobrenadante se somete a una precipitacion a 60 °C durante 2
horas. Después, se centrifuga a 25 °C localizando el polimero sobre el precipitado. Se
descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en Tris-base 20 mM (pH 8.8) a
4°C en agitacion durante 12 horas. El proceso de precipitacion caliente se repite afiadiendo
NaCl 1M, lo que facilita la precipitacion del polimero al superar su temperatura de
transicion (Ty). Esta temperatura marca el punto en el que el polimero se vuelve insoluble
debido a interacciones hidrofobicas provocadas por el aumento de la temperatura y la
presencia de sales. Tras cada precipitacion, el precipitado se resuspende en agua
desionizada fria, repitiendo el proceso hasta eliminar las proteinas endogenas y demas

contaminantes, como se refleja en el Esquema 2.

Sonicacion

Centrifugar 4°C 16000xg 45min

| » Precipitado

.¢.

Acidificacion +
Precipitado Sobrenadante
acido * > | acido
Precipitado - » Sobrenadante
caliente caliente
Precipitado_ N Sobrenadante +
frio N - frio
Precipitade < » Sobrenadante
caliente caliente
Precipitado _ -~ Sobrenadante
frio - | fria

1) Selleva apH 4 a una temperatura

de 4°C

2) Se centrifugar 4°C 16000xg v 45

minutos

1) Se resuspende en Tris-base pH

8.8 20mM

2) Agitacion ON -{}-
3) Se centrifuga 4°C 16000xg v 15

minutos

1) Seresuspende en agua ultrapura

fria

2) Se deja en agitacion ON 4
3) Secentrifuga 4°C 16000xg v 15

minutos

— 1) Se calienta durante 2 horas a 42°C
. 2) Secentrifuga a 25°C 10000xg v
15 minutos

i 1) Se afiade NaCl 1M
2) Se caliente 2 horas a 42°C
3) Se centrifuga 25°C 10000xg v 15
minutos

_¢_ Se deben tomar alicuotas para llevar un
control del proceso.

Esquema 2. Esquema general del procedimiento de purificacion de ELPs.
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Una vez confirmada su pureza por SDS-PAGE, el polimero en solucién se somete a

dialisis mediante 3 cambios de agua destilada y 1 cambio de agua ultrapura frente a un

volumen de 25 L.

Finalmente, la solucion se liofiliza utilizando el equipo LyoQuest-55 Plus del Laboratorio

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

Este proceso permite obtener el polimero seco, listo para su posterior caracterizacion.

4.2.9 Caracterizacion del ELP biosintetizado

4.2.9.1 MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite tanto la identificacion

como la cuantificacion de compuestos mediante el analisis de su masa molecular. Esta

metodologia se basa en la generacion, separacion y deteccion de iones en fase gaseosa,

proporcionando informacion sobre la relacion masa/carga (m/z) y la abundancia ionica

relativa de los analitos presentes en la muestra. El proceso se divide en cuatro etapas:

1.

Tonizacién: Los compuestos de interés deben ser ionizados para ser detectados,
ya que las especies neutras no interactuan con el sistema. En el caso de la
Desorcion/Ionizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI), esta ionizacién se

lleva a cabo mediante un laser pulsado de baja energia.

Aceleracion: Una vez ionizados, los analitos son extraidos de la fuente de iones

y acelerados utilizando diferencias de potencial eléctrico.

Analisis: Los iones acelerados son dirigidos hacia un analizador, donde se separan
segun su relacion m/z. En el caso del analizador de Tiempo de Vuelo (TOF), esta
separacion se logra midiendo el tiempo que tardan los iones en alcanzar el

detector, lo cual depende directamente de su masa y carga.

Deteccion: Los iones separados generan una corriente idonica que es convertida en

sefales eléctricas, representadas en forma de picos en el espectro de masas.

La técnica MALDI-TOF es especialmente adecuada para el andlisis de compuestos de

naturaleza biologica y elevado peso molecular. La matriz utilizada en MALDI actia como

un agente protector que evita la degradacion del analito durante la ionizacion, ademas de
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facilitar su desorcion eficiente bajo la accion del laser. Esto resulta util para el estudio de
polimeros, dado que el rango de masa del analizador TOF abarca valores desde 200 hasta

300 kDa.

Para este trabajo, la muestra fue preparada en una concentraciéon de 5 mg/mL en agua

desionizada.

El analisis se llevd a cabo utilizando el espectrometro de masas MALDI-TOF Bruker
Autoflex Speed, ubicado en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la

Universidad de Valladolid.

4.2.9.2 SDS-PAGE

Los pasos para formar un gel y la realizacion de un gel vienen descritos en el apartado

Electroforesis de proteina (SDS-PAGE).

Se prepara una disolucion inicial de la muestra en agua ultrapura a una concentracion de
2 mg/mL, la cual se resuspende a 4 °C durante 16 h para asegurar una homogeneizacion
completa. A partir de esta disolucién madre, se elaboran diluciones en serie para obtener
muestras a diferentes concentraciones. Este procedimiento permite evaluar tanto el peso
molecular aparente del polimero como su movilidad electroforética, ademas de permitir

la deteccion cualitativa de posibles impurezas y su respectiva magnitud.

4.2.9.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica de determinacioén estructural
basada en el estudio espectroscopico de ciertos nicleos atdmicos en presencia de un
campo eléctrico en la region de radiofrecuencias. En presencia de un campo magnético,
los nficleos con momento magnético, como los protones ('H), experimentan una
separacion de sus estados nucleares inicialmente degenerados, originando dos niveles de
energia discretos. Al absorber energia de radiofrecuencia a una frecuencia especifica,
estos nucleos transitan entre dichos niveles, fenomeno conocido como resonancia

magnética nuclear.
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En RMN, la frecuencia de resonancia de cada nucleo depende de su entorno quimico, lo

que permite identificar y caracterizar los distintos protones.

4.2.9.4 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) es una técnica no
invasiva que permite determinar el tamafio y la distribucion de particulas o moléculas. Se
basa en el movimiento browniano de las particulas en suspension, el cual provoca
fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada por un laser. Estas fluctuaciones estan
directamente relacionadas con el tamafo de las particulas a través de la ecuacion de

Stokes-FEinstein:

0 kT
B 3mnD

Donde:
e dpes el diametro hidrodinamico de la particula
e kes la constante de Boltzmann
e Tes latemperatura
e 7 es la viscosidad del medio dispersante
e D es el coeficiente de difusion de la particula.

En un experimento de DLS, se realizan mediciones sucesivas de la dispersion de luz
generada por las particulas, y estas mediciones se correlacionan para construir una curva
de correlacion. A mayor tamafio de particula, menor sera su velocidad de movimiento
browniano, lo que resulta en fluctuaciones mas lentas en la intensidad de la luz dispersada.
A partir del ajuste de la curva de correlacion, se calcula el coeficiente de difusion (D),
que, mediante la ecuacion de Stokes-Einstein, permite determinar el didmetro

hidrodindmico (dn) de las particulas.

El intercepto de la curva de correlacion sobre el eje se utiliza para evaluar la relacion
sefial-ruido de la muestra, lo que permite verificar la calidad de los datos obtenidos. Los
resultados de una medicion DLS se presentan tipicamente como una distribucién por

intensidad. En materiales biologicos o polimeros, la intensidad de la dispersion es
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proporcional al cuadrado del peso molecular de las particulas, lo que indica el tamafno
relativo de las especies detectadas, no su concentracion. Para estimar la concentracion,

puede realizarse una transformacion a una distribucioén por volumen.

Ademads, la DLS proporciona el indice de polidispersidad (PDI), que refleja la
variabilidad en los tamafios de las particulas presente en la muestra. Un valor bajo de PDI
indica una distribucion homogénea, mientras que un valor alto sugiere heterogeneidad en

el tamano de las particulas.

Por otro lado, la medida del potencial zeta se realiza mediante un ensayo de movilidad
electroforética, donde se analiza el desplazamiento de las particulas en un campo eléctrico
aplicado. El potencial zeta es un indicador clave de la estabilidad, ya que esta relacionado
con la carga superficial de las particulas. Un valor elevado del potencial zeta (positivo o
negativo) indica una mayor estabilidad debido a la repulsion electrostatica entre

particulas.

Para este estudio, se utilizd el equipo Zetasizer Advance Pro Red Label del Laboratorio
de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid. Las medidas de

diametro hidrodindmico se llevaron a cabo utilizando cubetas DTS1070, mientras que las

mediciones de potencial zeta se realizaron en cubetas ZEN0040 (Figura 11).

Figura 11. A la izquierda cubeta DTS1070 utilizada para medir el potencial z. A la

derecha cubeta ZEN0040 utilizada para medir el diametro de las particulas.
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4.2.9.5 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

El infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica analitica que permite
estudiar las interacciones entre la radiacion electromagnética en el rango infrarrojo y las
moléculas, proporcionando informacion sobre la estructura quimica y funcional de los
compuestos. Esta técnica se basa en la absorcion selectiva de luz infrarroja por parte de

las moléculas, lo que induce vibraciones en los enlaces quimicos caracteristicos.

La region mas utilizada en espectroscopia IR abarca longitudes de onda entre 4000 y 400
cm'. En esta zona, las bandas de absorcion correspondientes a diferentes tipos de enlaces
(por ejemplo, C-H, O-H, C=0, N-H) permiten deducir la presencia de grupos funcionales
especificos en la molécula. Ademas, la region inferior a 1500 cm™ proporciona

informacion sobre la estructura global de la molécula.

4.2.10 Modificacion quimica del ELP (3K(EI)2)

La modificacién de los extremos terminales de los grupos amino de las lisinas del ELP se

llevaré a cabo para incluir un grupo alquino en la estructura:

4.2.10.1 Funcionalizacion del polimero con un derivado de ciclooctino [ELP-I]

1) Sintesis del carbonato derivado del BCN-OH (1) [ 24 ].

|©§:---u\oi0©

Foérmula: C;;H;NOjs
Mm: 315.11 g/mol

NO,

Se disolvi6 BCN-OH (50 mg, 0.333 mmol, 1 equiv.) en DCM anhidro (2 mL) y se le
afnadio piridina (0.27 mL, 3.33 mmol, 10 equiv.) y 4-nitrofenilcloroformiato (170 mg, 0.8
mmol, 2.4 equiv.). Después de agitar durante 3 horas a temperatura ambiente, se adiciond

una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL) y se extrajo con DCM (3 x 5 mL). La fase
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organica se seco con MgSOa anhidro, se filtr6 y se concentr6é a vacio. El residuo se
purificéd mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (DCM/Hexano 1:1) para

obtener el compuesto 1 (78 mg, 0.25 mmoles, 74%) como un aceite amarillo.

TH NMR (500 MHz, CDCL) §: 8.29 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 4.42
(d, J= 8.3 Hz, 2H), 2.37 — 2.22 (m, 7H), 1.62 (m, J = 12.9, 4.0, 1.6 Hz, 2H), 1.56 — 1.49
(m, 1H), 1.12 - 1.04 (m, 2H).

2) Obtencion del polimero modificado con el extremo terminal ciclooctino (ELP-I)

ELP-I

Se disolvieron 50 mg de ELP (1 equiv., 1.6:10~ mmoles NH>) en 1 mL de DMF anhidra
bajo atmosfera inerte. En un matraz independiente se prepard una concentracion 0.01 M
de 1 en DMF, y se alicuot6 el compuesto 1 (0.33 mg, 1.07-10* mmoles, 0.67 equiv.) en
0.1 mL de DMF junto con TEA (0.7 mL, 4.8-10"> mmol, 3 equiv.). Ambas soluciones se
mezclaron y se agitaron a temperatura ambiente durante 48 horas. Se adicion6 eter
dietilico (10 mL) para precipitar el polimero. Se llevo a cabo un proceso de
centrifugacion, resuspension del precipitado y lavado con éter dietilico (3 x 10 mL) y uno
con acetona. Finalmente, tras completar todos los lavados, el precipitado se disolvio en
agua ultrapura a 4 °C y se someti6 a dialisis con agua ultrapura (3 x 5 L). Se liofilizé y se

obtuvo una masa de ELP-I de 22.3 mg (64 %).

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d°) §: 8.3-7.4 (m, 1238 H), 4.5-1.0 (m, 4113 H), 1.0-0.6 (m,
2526 H) ppm

IR (ATR): 3290, 2963, 2876, 1624, 1520, 1444, 1231, 1027 cm’".
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4.2.10.2 Funcionalizacion del polimero con un alquino lineal [ ELP-II]

1) Sintesis del carbonato derivado del 4-pentin-1-o0l (2) [ 25 ]

Férmula: C;,H,;NOs
Mm: 249.06 g/mol
Se disolvio 4-pentin-1-ol (50 mg, 0.59 mmol, lequiv.) en DCM anhidro (5 mL) y se
afiadi6 TEA (0.8 mL, 5.9 mmol, 10 equiv.). Posteriormente se afiadié gota a gota el 4-
nitrofenilcloroformiato (305 mg, 1.42 mmol, 2.4 equiv.) disuelto en DCM (10 mL). Una
vez completada la adicion se dejé reaccionar durante 2 horas. Se adicioné agua a la
disolucion y se extrajo con DCM (3 x 5 mL). La fase organica se secé con MgSOa4 anhidro,
se filtrd y se concentrd a vacio. El residuo obtenido fue purificado mediante cromatografia
en columna con silica gel (DCM/Hexano 1:10). Se obtuvo el compuesto 2, como aceite

amarillo (88 mg, 0.35 mmol, 60 % de rendimiento).

TH NMR (500 MHz, DMSO-d®) § 8.32 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 4.33 (t, J = 6.4 Hz, 3H),
2.87 (t, J= 2.7 Hz, 1H), 2.34 — 2.29 (m, 2H), 1.92 — 1.86 (m, 2H).

2) Obtencion del polimero modificado con el extremo terminal alquino de cadena

lineal (ELP-II) (2).

ELP-II

Se disolvié 50 mg de ELP (1 equiv., 1.6-10 mmoles NH») en 1 mL de DMF anhidra
bajo atmosfera inerte. En un matraz independiente, se prepard una concentracion 0.02 M
de 2 en DMF, y se adiciono una alicuota del compuesto 2 (0.27 mg, 1.07-107 mmoles,

0.67 equiv.) en DMF (0.05 mL) junto con TEA (0.7 mL, 4.8 -10~ mmol, 3 equiv.). Ambas
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soluciones se mezclaron y se agitaron a temperatura ambiente durante 48 horas. Se
adiciono eter dietilico (10 mL) para precipitar el polimero. Se llevo a cabo un proceso de
centrifugacion, resuspension del precipitado y lavado con éter dietilico (3 x 10 mL) y uno
con acetona. Finalmente, tras completar todos los lavados, el precipitado se disolvid en
agua ultrapura a 4 °C y se sometio a dialisis con agua ultrapura (3 x 5 L). El polimero en
disolucion se recupero y se liofilizé para obtener el producto final. La masa del ELP-IT

fue de 26 mg con un rendimiento del 74 %.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Bioproduccion del 3K(EI)2

Se procedio a la bioproduccion del polimero 3K(EI)2, cuyo peso molecular teérico era de
93175 Da. Posteriormente, el polimero fue sometido a un proceso de purificacion y

caracterizacion mediante diversas técnicas.

Para la expresion de la proteina, se empled la cepa Escherichia coli BLR (DE3)
Competent Cells (Novagen). Esta cepa requiere condiciones especificas de cultivo y

medios definidos para garantizar su correcto funcionamiento.

Inicialmente, se realiz6 una transformacion bacteriana, que se define como el proceso
mediante el cual una bacteria internaliza ADN exo6geno del medio externo y lo integra en
su material genético [ 26 ]. El cultivo se sembr6 en placas Petri con medio selectivo para
la bacteria transformada debido a la presencia del antibidtico. Tras la transformacion, se
llevo a cabo la siembra de colonias en el medio liquido para la produccion del polimero
recombinante. Se seleccionaron para la siembra colonias aisladas y con morfologia

adecuada, es decir, con una forma redonda, bordes bien definidos y tamafio moderado.

Para evaluar la expresion del polimero, se realizé un analisis por electroforesis SDS-
PAGE en gel de poliacrilamida al 10 % (p/v) que separa las proteinas totales bacterianas
respecto a su peso molecular. Cada calle representa la muestra correspondiente a las
colonias seleccionadas previamente en placas de Petri durante el cultivo. El analisis
permite identificar las colonias con mayor nivel de produccion, selecciondndose la

colonia 7 para un segundo screening (Figura 12).
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100kDa

Figura 12. SDS-PAGE para andlisis de la colonia mas productora del polimero 3K(EI)>
tras el primer screening.

Tras el primer screening, se procedié a identificar la colonia con mayor capacidad
productora, caracterizada por presentar una banda de intensidad notable y una morfologia

adecuada, esto es, forma redondeada con bordes definidos y no excesivamente grandes.

Tras elegir la colonia 7 como la mas productora, esta, se cultivo en una nueva placa Petri
con el objetivo de obtener una poblacion mdas productora. A partir de la colonia
seleccionada durante el segundo andlisis, se inicia el proceso de bioproduccion. La
produccion se lleva a cabo con 6,4 L en total de en un medio TB junto con medio LB
AIM, ya que esta combinacion favorece significativamente la expresion génica. Durante
el proceso, se toman muestras a intervalos regulares desde las primeras horas para medir

la absorbancia, lo que permite monitorear el crecimiento bacteriano (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de absorbancia durante la produccion.

ABSORBANCIA 1 2 3
LABORATORIO 0.112 0.159 0.149

Las mediciones de absorbancia indican si el crecimiento ha alcanzado su fase final, la
fase estacionaria cuando se produce la expresion del ELP, permitiendo decidir si detener
la produccién y proceder con la purificacion, o si se requiere prolongar la incubacion.
Ademas, estos valores dan una estimacion de la cantidad de células presentes, siendo

mayores valores indicativos de un mayor crecimiento celular.
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5.2 Purificacion del ELP

Tras detener la produccion, se procede a la recoleccion, lavado y ruptura celular. Este
proceso tiene como objetivo eliminar el medio de cultivo y los componentes intracelulares
insolubles liberados tras la ruptura celular. Se recolectan muestras tanto del sobrenadante
obtenido después de la sonicacion como del sedimento celular para su posterior analisis

mediante electroforesis.

Es fundamental realizar todas estas etapas a una temperatura constante de 4°C para
prevenir dos eventos desfavorables, la protedlisis enzimatica a cargo de las proteasas
bacterianas y por ende la degradacion del ELP, asi como la precipitacion de ELP, ya que
este permanece soluble a bajas temperaturas, lo que asegura que se mantenga en el

sobrenadante.

Una vez completadas las etapas de lavado y ruptura, se inicia la purificacion del polimero.
Este proceso se basa en ciclos de transicion inversa (ITC), aprovechando la naturaleza
termosensible de estos materiales. La purificacion se lleva a cabo mediante distintos

procesos descrito en el parrafo 4.2.8.

1) Primera etapa de purificacidn: precipitacion por cambio de pH.

Se realiza un ajuste de pH a 4°C, seguido de una centrifugacion que permite separar el
sobrenadante (fase liquida) del precipitado (fase solida). En estas condiciones el ELP de
interés deberia mantenerse soluble mientras que la mayoria de los contaminantes, las
proteinas bacterianas, se desnaturalizan y precipitan. En este paso, se busca eliminar
proteinas enddgenas de la bacteria con caracter acido. En este estado, estas proteinas
pierden su carga neta, lo que las hace mas insolubles. El proceso de acidificacion se
realiza a 4°C para mantener la solubilidad del polimero y prevenir su degradacion

proteolitica.

Tras la separacion de las fases, la fase liquida se somete a un calentamiento a 42°C
determinando la agregacion y precipitacion del ELP, seguido de una nueva
centrifugacion. Posteriormente, a la fase sélida se le afiade Tris a pH 8.8, y se mantiene
en agitacion constante durante 16 horas a 4°C, a esta temperatura el ELP se vuelve
nuevamente soluble. Finalmente, se realiza una centrifugacion para separar las fases y se

toman muestras de ambas para controlar el proceso de purificacion.
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2) Segunda etapa de purificacion: precipitacion con NaCl.

Se realiza un segundo ciclo de precipitacion con la temperatura del polimero. Para ello,
se afiadid cloruro sédico (NaCl) como agente salino hasta alcanzar una concentracion
final de 1M a la solucién resultante de la solubilizacion en Tris-base (pH 8).
Posteriormente, la mezcla se sometio a calentamiento a 42°C durante 2 horas obteniendo
un precipitado que se disuelve como se ha descrito anteriormente. El proceso de
purificacion se analiza mediante electroforesis de proteinas. Se debe de repetir este
proceso hasta que el polimero esté puro como se puede observar en la electroforesis de la

Figura 13.

100kDa ELP

Figura 13. SDS-PAGE tras la ultima etapa de purificacion del ELP.

El polimero se someti6é a un proceso de dialisis a 4°C después de la purificacion para
eliminar las sales acumuladas durante las etapas de purificacién. Posteriormente, el
polimero fue liofilizado, obteniendo el material seco, lo que permitié determinar el

rendimiento del producto final (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimientos de la produccion del ELP

PRODUCCION 1 PRODUCCION 2
MASA 0.021g 0.238¢
RENDIMIENTO 2.8 mg/L 31.71 mg/L
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El rendimiento obtenido en la segunda produccion fue 10 veces mayor en comparacion

con la primera, debido a una mejor familiarizacion con las condiciones de trabajo.

5.3 Modificacion de las lisinas terminales de ELP para incluir grupos alquino.

La modificacion del polimero 3K(EI)> se llevdo a cabo con dos alquinos terminales
diferentes a través de los grupos NH» de las lisinas del polimero. El primero de ellos,
ELP-I, con un derivado de ciclooctino y el otro, ELP-II, con un alquino de cadena lineal.

El esquema general de la funcionalizacion se representa en el Esquema 3:

0O /©/N02 base i /©/ DMF jl ELP
+ 3K(EID), —_— //.\O N/
//‘OH + Cl)'LO — /O (o) ELP Et3N / H

DCM

CARBONATOS ELP-I
1y2 ELP-II

Esquema 3. Funcionalizacion del ELP con alquinos terminales a través de las lisinas.

La modificacion del polimero se llevo a cabo en DMF, debido a que el polimero en este
medio no presenta transicion inversa y es completamente soluble.

5.3.1 Modificacion de las lisinas terminales del ELP con grupos ciclooctino.

Para preparar un intermedio capaz de reaccionar con los grupos amino de las lisinas del
polimero se llevo a cabo la sintesis de carbonatos. El derivado BCN-OH utilizado en este
trabajo es muy frecuente en trabajos biologicos dado que permite llevar a cabo la quimica
click sin cobre en condiciones fisioldgicas. La reaccion esta descrita en la literatura segin

el Esquema 4.
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NO,

[ ]: 0] [: ] DCM
el el
| '\OH + CI)I\O oy ' |[>§H I\O)J\O

H

BCN-OH Cloroformiato de p-nitrofenol 1

Esquema 4. Obtencion del carbonato 1 a partir del derivado de ciclooctino BCN-OH.

En esta reaccion, se observd que la variaciéon en la cantidad de equivalentes del
cloroformiato empleado tuvo un impacto significativo en los resultados obtenidos. Se
optimizaron sus equivalentes y se observo una mejoria de los rendimientos de la reaccion,

pasando de un rendimiento del 42 % al 74 %.

5.3.1.1 Funcionalizacion del ELP con el derivado de ciclooctino.

Para llevar a cabo la reaccion del ELP con el derivado de carbonato se utiliz6 DMF como

disolvente y una base (TEA) a temperatura ambiente segln el Esquema 5.

& o DMF & o
|©§---'\O)Lo/© +  KKK-(ED, —— = |©%""\OJ\ ~FLP
y TEA H ”

1 ELP ELP-1

NO,

Esquema 5. Funcionalizacion de las lisinas del ELP con compuesto 1.

Para calcular la cantidad de compuesto 1 que se necesita para modificar tnicamente 2 de
las 3 lisinas del polimero 3K(EI): se llevaron a cabo los célculos segun la siguiente

ecuacion:

1mm0l3K(EI)2) ( 3mmol NH,

— 1.6 x 10~3mmol NH
93175 mg 1 mmol 3K(EI)2) mmot V2

50mg de ELP X (
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2equiv1

1.6 X 1073 mmol NH, x = 1.1 X 10" 3mmol de 1

3 equiv NH,

_3 myg
m (1) = 1.1 X 10°mmol X 310 —— = 0.33mg
mmol

Para activar las lisinas del polimero se disolvié el ELP en DMF durante 15 minutos con
TEA seguido de la adicion del compuesto 1 disuelto previamente en DMF dejandose
reaccionar durante 48 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion
se adiciono éter dietilico para purificar el polimero por precipitacion aprovechando que
es insoluble en éter y acetona. Se llevd a cabo un proceso de lavado y centrifugacion
repetido tres veces con eter dietilico y con acetona. Finalmente, el residuo se disolvio en
agua ultrapura a 4 °C y se dializd y liofiliz6 para obtener el ELP-I modificado con el

derivado de ciclooctino con 64 % de rendimiento.

5.3.2 Modificacion de las lisinas terminales del polimero con alquino de cadena
lineal.

Para preparar el otro intermedio capaz de reaccionar con los grupos amino de las lisinas
del polimero se llevd a cabo en paralelo la sintesis del carbonato derivado de un alquino
de cadena lineal. Se utilizo este derivado para preparar otro material que pudiera presentar
mejor afinidad con las cadenas del ELP y poder comparar posteriormente su
funcionalidad en la formacion de nanoparticulas. La reaccion estd descrita en la literatura

y se ha reproducido para obtener un rendimiento del 60% segln el Esquema 6.

N NO
o %2 pem Q J@/ ’
—_—
Z > oH + CI)J\O ; WOJ\O
y
pent-4-in-1-ol Cloroformiato de p-nitrofenol 2

Esquema 6. Obtencion del carbonato (compuesto 1) a partir de pentinol.
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5.3.2.1 Funcionalizacion del ELP con alquino de cadena lineal

Para llevar a cabo la reaccion del ELP con el derivado de carbonato 2 se utilizd6 como se
ha definido previamente DMF como disolvente y una base (TEA) a temperatura ambiente

segun el Esquema 7.

2 O 2
+ KKK-(El), ———————>» _ELP
WO o 2 TEA WO H
2
ELP ELP-II

Esquema 7. Funcionalizacion de las lisinas del ELP con un alquino de cadena lineal.

En esta reaccion se ha calculado la cantidad del compuesto 2 de la misma manera que

para ELP-I para modificar 2 de 3 lisinas en 50 mg de ELP:

1 mmol 3K(EI)2) ( 3mmol NH,

ELP x
>0mg de ( 93175 mg 1 mmol 3K (ED),

) = 1.6 X 10~3mmol NH,

3 Zequiv2 3
1.6 X 107° mmol NH, X = 1.1 X 10"°mmol de 2

3 equiv NH,

_ mg
m(2) = 1.1 x 103mmol x 249

= 0.27
mmo mg

La reaccion se ha llevado a cabo en las mismas condiciones que la de ELP-I y se ha
obtenido en este caso un rendimiento del 74 % en la preparacion de ELP-II después de

su purificacion y liofilizacion.
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5.4 Caracterizacion fisico-quimica de los ELPs

Se lleva a cabo la caracterizacion del polimero para determinar el peso molecular
mediante MALDI-TOF y su composicion quimica por RMN e IR.

5.4.1 MALDI-TOF

El espectro de masas obtenido por MALDI-TOF (Figura 14) muestra un pico mayoritario
a 92205 Da, que corresponde al i6n molecular del polimero 3K(EI).. Al comparar con el
peso molecular teorico, 93175 Da, se obtiene un error del 1%. Ademas, se observan picos
adicionales correspondientes a: 46181 Da (segunda ionizacioén), 36259 Da (tercera
ionizacion) y 25217 Da (cuarta ionizacidn). Otros picos presentes en el espectro podrian

atribuirse a una posible degradacion del polimero.
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25217 a s
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Figura 14. Espectro de Masas del ELP 3K(EI); obtenido con MALDI-TOF en agua

desionizada a 4°C.
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5.4.2 RMN

Con el fin de analizar la composicion quimica del polimero y detectar posibles impurezas,

se llevo a cabo un analisis por resonancia magnética nuclear de proton en DMSO-d® (*H-

RMN). Se ha utilizado DMSO deuterado (0.75 mL) porque es un disolvente polar que

permite solubilizar el polimero (5 mg), y en el cual no presenta comportamiento

termosensible (Figura 15).
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Figura 15. *H-RMN en DMSO-d® del ELP 3K(El)2.

La integral en un espectro de RMN representa una medida proporcional al nimero de

atomos de hidrégeno de cada sefial observada y se pueden identificar cuatro regiones

relevantes:

1. Hidrégenos del grupo CHs:

desplazamientos inferiores a 1 ppm.

Estos originan sefiales caracteristicas a
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2. Hidrégenos del grupo CH:: Estas sefiales aparecen en un rango que va entre 1.0-
5.0 ppm dependiendo de si estdn unidos a un carbono o a un heterodtomo.
3. Hidrogenos del grupo CH: Suelen aparecer en un intervalo de entre 3.0-5.0 ppm.

4. N-H peptidicos: aparecen entre 7.5-8.5 ppm.

Para realizar la asignacion de las sefiales, se ha analizado la composicion de aminoacidos
del polimero para distinguir los distintos tipos de protones y verificar su desplazamiento
atendiendo a tablas de referencia habituales de elucidacion estructural. En la Tabla 6 se
pueden observar el nimero de *H teoricos y la comparacion con los experimentales del

espectro de la Figura 16 asi como su desviacion.

Tabla 6. Asignacion de tipos de protones y comparacion entre valores tedricos y

experimentales de las integrales de *H-RMN para el polimero 3K(El)..

ABREVIATURA CANTIDAD CH3 CCH2C CCH2Ca CH2a CHa CH {H peptidic NH2
G 441 0 0 0 441 4] 0 441 4]
E 20 0 0 40 0 20 (0] 20 4]
1 120 240 120 0 0 120 120 120 0
K 3 0 3 [} 0 3 0 3 3
P 221 0 0 442 221 221 (0] 0 4]
Vv 301 602 0 0 0 301 301 301 0
M 1 0 1 0 0 1 0 0 4]
TOTAL 1107 842 124 488 662 35157 421 885 3
%3 x2 w2 %2 x1 ¥l %1 2
INTEGRALES 2526 248 976 1324 666 421 885 3]
TIPOS DE ] DESVIACION
EXPERIMENTALES | TEORICOS
PROTONES | %
CHs 2526 2526 0
CH2y CH 4113 3635 12%
N-H peptidicos 1238 885 28%

Figura 16. Comparacion de los *H tedricos con los experimentales.

Sin embargo, al comparar el RMN del ELP con los de sus modificaciones (ELP-1y ELP-
I1), tal y como se refleja en la Figura 17, no se observan diferencias significativas. Esto
es porgue en el polimero so6lo se ha pretendido modificar dos lisinas y esta dentro del

error de la técnica.
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Figura 17. Comparacion de *H-RMN en DMSO-d®: Azul) ELP, verde) ELP-I, rojo)
ELP-II.
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En la Figura 18 se muestra el espectro de IR del polimero sin modificar (ELP), sefialando

las bandas mas caracteristicas.
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Figura 18. Espectro IR del ELP 3K(EI)>.
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La sefial a 3400cm™! corresponde con la banda de tension (stretching) del enlace N-H de

los grupos amino presentes en el polimero. A 1600cm™ se observa una banda intensa de

vibracion del enlace C=0.

También se llevo a cabo el espectro de IR de ELP-I y ELP-II y tampoco se observaron

diferencias significativas como cabia esperar (Figura 19).

ELP-I |

ELP-II I

3600 2000

Figura 19. Comparacion de espectros de IR del ELP, ELP-1y ELP-II.

5.4.4 Dispersion de luz dinamica (DLS, DYNAMIC LIGHT SCATTERING)

La DLS se utilizara en este trabajo para estudiar el autoensamblado del polimero en su
respuesta con la temperatura. Con esta caracterizacion se mide el tamafio y la carga
superficial (potencial Z) de las particulas a diferentes temperaturas y estados de
agregacion. Debido a su naturaleza anfifilica, estos polimeros tienen la capacidad de
formar nanoparticulas. Este fenomeno ocurre cuando el blogue hidrofdbico de isoleucina

evita el contacto con el agua, mientras que el bloque hidrofilico rodea el nicleo formando
una corona que interacciona con el medio acuoso.

Para estudiar la formacion de nanoparticulas y evaluar el tamafio y la carga superficial,

se realizaron mediciones a distintas temperaturas para determinar a su vez la temperatura
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de transicion del polimero. Esto permitio analizar el autoensamblado desde moléculas

individuales hasta la formacién de agregados.

La disolucion se prepard disolviendo el polimero ELP en agua ultrapura a una
concentracion de 2 mg/mL durante 24 h a 4 °C. Posteriormente, esta disolucion fue
filtrada mediante un filtro de 0.45 um para eliminar particulas no deseadas para medir el
tamanio de particula. El primer experimento se llevé a cabo con una rampa de temperatura
para estudiar el comportamiento del polimero entre 4°C y 37°C para determinar la Tt
(Figura 20). Una vez alcanzada la temperatura se estabiliza durante un minuto antes de
realizar la medida. Estas medidas se hicieron por duplicado. Las gréficas de las
distribuciones medidas a distintas temperaturas se encuentran recogidas en el Anexo 1.
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Figura 20. Distribucion por volumen del ELP, 3K(El)2, en funcion de la temperatura.

En naranja se destaca la temperatura de transicién del polimero.

Se han recogido los datos de la distribucion en volumen para realizar la rampa de
temperaturas ya que esta medida demuestra el porcentaje real de las moléculas en la
muestra. Siempre es muy mayoritario el pico de la medida de diametros hidrodindAmicos

en torno a 10 nm a temperaturas por debajo de la Tt (22 °C). A temperaturas por encima

51



de la Tt aparecen nanoparticulas monodispersas con tamafos que se estabilizan en torno

a 50 nm.

En la siguiente Figura 21 se representan las medidas recogidas a dos temperaturas
estabilizadas previamente durante 24 h para comprobar el tamafio de las particulas cuando

se forman a 37 °C de forma subita.

N F 4°c I\ 37°C

B) A 4°C . A 37 °C

Volume (Percent)
B &

Figura 21. A) Grdficas de distribucion por intensidad del ELP. B) Grdficas de

distribucion por volumen del ELP.

A 4° C se observa la presencia de dos picos en la grafica de la izquierda (A): el pico de
la izquierda corresponde con tamafios de 13 nm. El pico de la derecha corresponde a
particulas de mayor peso molecular, pero en baja proporcion (3.9 %) como puede
observarse en la gréafica de distribucion a 4 °C por volumen (B). A 37 ° C, en cambio, se
presenta solo un pico con un diametro hidrodindmico de 50 nm que representa el 99 % en

la disolucion con un PDI de 0.05.

En las mediciones del tamafio de las particulas, se obtuvo también el indice de
polidispersidad (PDI). Un PDI cercano a 0 indica que las particulas son principalmente
monodispersas, con una distribucion de tamafio uniforme. Por el contrario, un PDI

cercano a 1 sugiere la presencia de otros agregados en la disolucién.
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El potencial Z se utilizé para medir la carga superficial de las particulas, lo que constituye
un indicador de la estabilidad de la dispersion y de la vida media de las particulas. En este
contexto, un mayor valor absoluto del potencial Z, positivo o negativo, esta asociado con
una mayor estabilidad de las particulas. Por otro lado, para medir el potencial Zeta,
después de medir el tamafio, se ajusté la concentracion de salinidad de la solucion de ELP
(2 mg/mL) a 10 mM de NaCl antes de llevarla a 37 °C. Este paso fue necesario debido a
que la presencia de iones en solucion influye directamente en la estabilidad electrostatica

del sistema y permite obtener mediciones confiables del potencial Zeta.

Se llevo a cabo la medida del tamafio de todos los polimeros (ELP, ELP-1y ELP-11) y del
potencial Z a 4°Cy 37 °C.

La formacién de nanoparticulas a 37 °C se repite en el ELP-I1 y en ELP-II. Ejemplo de

ello son la Figura 22y Figura 23.

A) . 400 N\
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Figura 22. ELP-I: A) Grdficas de distribucion por intensidad B) Grafica de distribucion

por volumen.
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Figura 23. ELP-II: A) Grdficas de distribucion por intensidad B) Grdficas de

Los resultados a 37 °C se han resumido en la siguiente Tabla 7:

Tabla 7. Mediciones a 37°C del ELP, ELP-1y ELP-II.

distribucion por volumen.

ELP ELP-I ELP-I1I
Tamafio / nm 47 66 58
PDI 0.05 0.07 0.03
Potencial Z / mV -17 -20 -29

De los resultados de la tabla se puede resumir que hay un ligero aumento de tamafio
cuando se modifica la superficie de la particula a través de las lisinas. El PDI indica que
la distribucion de tamafio de las nanoparticulas es muy homogénea y el potencial Z del
ELP-1'y ELP-II se ve aumentado confirmando que las lisinas han sido modificadas.



6. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo la bioproduccion del ELP, 3K(EI),, mejorando el
rendimiento, de 2.8 mg/L en la primera produccion a 31.7 mg/L en la
segunda. Lo que indica que finalmente se adquiri6 la destreza esperada

durante mi aprendizaje en el proceso de bioproduccion.

El polimero fue purificado utilizando ciclos de transicidon inversa. Este
método demostro ser eficiente, rapido y sencillo, permitiendo la purificacion

de este tipo de polimeros en funcidén de su temperatura de transicion (T).

Se realiz6 la caracterizacion del ELP biosintetizado mediante SDS-PAGE,
MALDI-TOF, '"H-RMN e IR. Los resultados de la caracterizacién mostraron

que el producto obtenido era conforme al esperado.

Se ha funcionalizado el ELP para obtener dos polimeros modificados ELP-I
y ELP-II mediante la inclusién de dos grupos alquinos terminales a través de

las lisinas del polimero que posibiliten la reaccion click en el futuro.

Los tres polimeros han demostrado su capacidad de formar nanoparticulas a
37 °C en medio acuoso con tamafos en torno a 50 nm, de caracter

monodisperso con PDI de 0.05 y cargas superficiales en torno a -22 mV.
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8. ANEXOS

ANEXO 1- DLS:

Medidas de la distribucion de tamafio del ELP con rampa de temperatura
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Figura 24. DLS. A) Grdfica de distribucion del tamario por intensidad. B) Grafica de

distribucion del tamario en volumen.



ANEXO II: "H-RMN de los compuestos 1y 2
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Figura 25. 'H-RMN en CDCI;3 del compuesto 1.
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Figura 26. "H-RMN en CDCl;3 del compuesto 2.
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ANEXO III: "H-RMN del ELP-I y ELP-II.
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Figura 27. 'H-RMN en DMSO-d® del ELP-I.
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Figura 28. '"H-RMN en DMSO-d° del ELP-II.
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