Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by UPCommons. Portal del coneixement obert de la UPC

Biomecanica, Vol.19, 2011, pp 8-16

Los polimeros tipo elastina y su utilizacion como tags
para la purificacion de proteinas
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Resumen

Actualmente, una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en la purificacion de proteinas
recombinantes es la cromatografia de afinidad. Sin embargo, esta técnica es costosa, requiere de equipo
especializado y es dificil de escalar. Por tanto, es deseable el desarrollo de métodos mds economicos
y técnicamente mas sencillos. Uno de estos métodos estd basado en aprovechar las caracteristicas
termosensibles y el comportamiento inteligente de los polimeros tipo elastina (ELP) para purificar
una proteina de interés. El bajo coste que esta metodologia requiere permitiria disminuir el precio
de diversas proteinas de interés biomédico en el mercado, con las consiguientes repercusiones que
ello conlleva a la hora de su aplicacion en clinica.

Por tanto, el presente articulo pretende indagar en la utilizacion de los ELP como tags para la
purificacion proteica, gracias al disefio y la produccion de construcciones de fusion compuestas por
la proteina diana de interés unida al tag elastomérico. Ademas se resaltaran otros efectos colaterales
positivos que la presencia del ELP puede aportar a la proteina quimeérica.

Palabras clave: Polimeros tipo elastina, transicion inversa con la temperatura, construcciones de
fusion, purificacion proteica.

Abstract

Currently, chromatography is one of the most commonly used techniques to achieve protein
purification. Nevertheless, such technique requires specialized equipment and is difficult to scale-up.
Therefore, the development of new, simpler and broadly applicable purification methods to circumvent
these problems is desirable. One such approach takes advantages of the thermo-sensitive and smart
behavior of the elastin like polymers (ELP) to purify the target protein. The low-cost of carrying out
such methodology may permit us to decrease the price of diverse biomedical useful proteins, with
the consistent impact that such fact entails when applying in clinic.

Therefore, the aim of this article is to clarify some aspects related to the use of the ELP as protein
purification tags. For such use, it is necessary to design and produce fusion constructs between the
target protein and the elastomeric tag. Moreover, apart from protein purification, further effects of
the presence of the ELP in the fusion construct would be described.

Keywords: Elastin like polymers, inverse transition with temperature, fusion constructs, protein

purification.
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Introduccion

Los materiales bioldgicos gozan de unas pro-
piedades extraordinarias que son fruto de miles de
afos de evolucion, durante los cuales, la seleccion
natural ha permitido que solo los mejores disefios
perduren. De ahi que resulte muy interesante crear
materiales artificiales que mimeticen a los natu-
rales. Ademas, el proposito de la ciencia de ma-
teriales no deberia ser tan solo copiar los disefios
naturales, sino mejorarlos, creando compuestos
bio-inspirados con propiedades mas avanzadas
que no estan presentes en la naturaleza. Para llevar
a cabo este proposito, la biotecnologia nos propor-
ciona una serie de herramientas que nos permiten
imitar y mejorar los disefios biologicos, para la
creacion asi de nuevos dispositivos que satisfagan
completamente nuestras necesidades. Un ejemplo
muy significativo de esta relacién entre material
bioldgico y material bio-inspirado lo constituyen
la elastina y los polimeros tipo elastina respecti-
vamente.

La elastina y los polimeros tipo elastina

La proteina elastina es uno de los constitu-
yentes mas importantes de la matriz extracelular.
Su papel principal es aportar elasticidad a los te-
jidos [1, 2], aunque su funcién bioldgica no esta
limitada exclusivamente a esta tarea, sino que la
elastina juega un papel activo en modular el com-
portamiento celular y en promover la reparacion
tisular [3].

La secuencia aminoacidica de la elastina tie-
ne regiones gobernadas por la presencia de moti-
vos repetidos como VPGG, VPGVG, APGVG y
VGVAPG. Estos motivos adquieren una estructu-
ra tal que permiten que la elastina sufra grandes
deformaciones sin ruptura y que, una vez que el
estrés desaparece, ésta recupere su conformacion
original [4]. Este proceso tiene la peculiaridad de
ocurrir sin pérdida energética, puesto que la ener-
gia requerida para estirar la proteina es recuperada
una vez ésta vuelve a su estado original, debido
a que este ultimo paso es pasivo. Este compor-
tamiento energético de la elastina se asemeja al
funcionamiento de un utensilio muy cotidiano: un
muelle, lo que ejemplifica la extrapolacion de los
disefios biologicos a la construccion de maquinas
artificiales. Pero a diferencia de un muelle, la elas-
tina, cuando se encuentra en disolucién acuosa,
presenta la capacidad de sufrir el cambio de un
estado enrollado (ordenado) a un estado estirado
(desordenado) como consecuencia de un aumento
en la temperatura. Esta caracteristica tan peculiar

ha sido la principal responsable de que la elastina
haya despertado un gran interés en la comunidad
cientifica. Dicho interés ha dado como resultado
el desarrollo de un amplio abanico de polimeros
tipo elastina.

Los polimeros tipo elastina (ELP, “Elastin Like
Polymers”) son polipéptidos artificiales cuya se-
cuencia mimetiza los motivos repetidos presentes
en la elastina natural. Los polimeros tipo elastina
mas comunmente utilizados consisten en repeti-
ciones del motivo (VPGXG)n, donde el residuo
invitado “X” puede ser cualquier aminoacido ex-
cepto prolina, y donde “n” representa el nimero
de repeticiones del pentapéptido. El desarrollo de
las técnicas de biologia molecular ha permitido la
construccion de genes sintéticos, disefiados espe-
cificamente para una aplicacion. La introduccion
de un determinado gen en un microorganismo
nos permite obtener el polimero proteico recom-
binante “a la carta” [5] y con un control absoluto
de su secuencia. Asi, los ELP producidos biosin-
téticamente se les estd comenzando a denominar
ELR (“Elastin Like Recombinamers”) [6]. Con
este nombre se pretende evocar tres caracteristicas
identificativas: 1) su similitud con la proteina na-
tural elastina; 2) su obtencion recombinante; 3) su
caracter polimérico.

Ademas de las propiedades especificas propor-
cionadas por un disefio particular, los ELR man-
tienen las propiedades inherentes de la elastina.
En otras palabras, la similitud a nivel de secuen-
cia entre la elastina y los ELR se traduce en una
similitud en otra serie de propiedades, como las
propiedades mecanicas [7], la biocompatibilidad
[8-11], la naturaleza termosensible y el comporta-
miento autoensamblable [12], siendo quizas estas
dos ultimas las mas llamativas.

La naturaleza termosensible y el comportamiento
autoensamblable de los ELR

Como se anticipo anteriormente, la elastina vy,
consecuentemente, los ELR, sufren una transicion
molecular reversible entre dos estados conforma-
cionales en respuesta a cambios en la temperatura
[13]. Asi, en una solucioén acuosa, por debajo de
cierta temperatura (a la que llamamos temperatura
de transicion, Tt), el polimero permanece disuelto
¢ hidratado mediante hidratacion hidrofoba. Esta
hidratacion se caracteriza por la existencia de es-
tructuras tipo clatrato rodeando los residuos apo-
lares del polimero (figura 1.B). Sin embargo, por
encima de la Tt, las moléculas de agua colocadas
alrededor de los restos apolares pierden este orden
por la agitacion térmica: el estado estructurado del
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agua formando los clatratos deja de ser posible y
la cadena polipeptidica se pliega hidrofobicamen-
te formando una fase separada, en la que el poli-
mero adopta una estructura regular llamada espiral
B (figura 1.A) [14], constituida basicamente por
una sucesion de horquillas  (figura 1.C).

Es un hecho destacable que los ELR sean
capaces de alcanzar estructuras mas ordenadas
cuando se aumenta la temperatura, pues en la ma-
yoria de las proteinas, un aumento de la tempera-
tura provoca desplegamiento y desnaturalizacion.
Para entender este proceso desde el punto de vista
termodindmico, hay que tener en cuenta el siste-
ma en su globalidad. Durante el calentamiento, el
polimero se pliega hidrofébicamente, lo que va a
provocar un aumento del orden local. Sin embar-
go, la magnitud de este orden va a ser altamente
superada por el desorden originado por la ruptu-
ra de las estructuras de clatrato, ruptura originada
como consecuencia de la agitacion térmica. Por
tanto, este aumento de la entropia es la que actia
como fuerza motora del plegamiento, facilitando
que AG <0.

La cantidad de energia térmica requerida para
desencadenar el proceso de transicion inversa
depende de la relacion entre el agua y la cadena
polimérica. Numerosos parametros, como la con-
centracion polimérica [15], la longitud del ELR,
la composicion aminoacidica [16], el pH [17] o

la fuerza ionica [18], son capaces de modular esta
relacion, determinando la formacion de clatratos
de diferente grado de perfeccion. Por tanto, estas
variables han de ser consideradas cuando se define
una determinada temperatura de transicion.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente des-
crito, este proceso de contraccion inducido por es-
timulos ambientales lo podemos considerar como
la conversion de energia térmica o quimica en
trabajo mecanico util. Ademas, el plegamiento es
completamente reversible bajando la temperatura
de la muestra por debajo de la Tt. Por todo ello,
los ELR pueden ser considerados como “maqui-
nas moleculares gobernadas ambientalmente” [7,
19]. En relacion con esto, los ELR han sido califi-
cados como polimeros inteligentes [20], pues son
capaces de percibir el microambiente, y de sufrir
cambios en respuesta a €l.

El grado de conocimiento alcanzado en rela-
cion a la estructura y funcion de estos materiales,
su biocompatibilidad, sus propiedades mecanicas
y su naturaleza inteligente han convertido a los
ELR en unos compuestos muy atractivos para la
investigacion biomédica y biotecnolégica [5, 6,
21-25]. La primera area en la que estos polimeros
encontraron su nicho fue en la ingenieria de teji-
dos. No obstante, un amplio rango de nuevas apli-
caciones, entre las que se encuentra la purificacion
proteica, esta siendo desarrollado.
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Figura 1. A: Representacion de las cadenas extendida y plegada de los polimeros tipo elastina. B:
Representacion de la estructura tipo clatrato que forma el agua alrededor de restos apolares. C: Es-

quema con la posicion de los principales atomos
de los polimeros tipo elastina.

que participan en la conformacion en Horquilla B




Purificacion de proteinas recombinantes gra-
cias a la utilizacion de ELR como tags

Un hecho destacable y que constituye la idea
basal de la purificacion de proteinas recombinan-
tes gracias a la utilizacion de ELR como tags es
que el comportamiento inteligente de los ELR se
mantiene cuando dicho polimero es incorporado
en una construccion de fusion [26]. Por tanto, la
capacidad de responder a estimulos ambientales
aportada por el ELR se hace extensible a las pro-
teinas de fusion con ELR. Esta propiedad ha per-
mitido el desarrollo de un procedimiento de purifi-
cacion proteica basada en ciclos de calentamiento
(o en su caso adicion de sales o cambios de pH),
enfriamiento y centrifugacion conocido como ITC
“Inverse Transition Cycling” o ciclos de transi-
cion inversa [26, 27] (figura 2). El método ITC es
barato pues para llevarlo a cabo s6lo se necesitan
reactivos poco costosos, como el cloruro de sodio
para desencadenar la transicion de fase y apara-
tos disponibles en cualquier laboratorio estandar,
como bafios térmicos y centrifugas para separar la
proteina de fusion del resto de los contaminantes
celulares.

Finalmente, y de un modo similar a otro tipo
de tags, el ELR puede ser escindido de su protei-
na diana gracias a la introduccion en la proteina
de fusion de una secuencia polipeptidica de reco-

nocimiento por alguna proteasa especifica. Una
vez producida la ruptura entre ambas partes, se
realizaria un nuevo ciclo de transicion inversa, a
fin de separar la proteina diana del ELR libre. No
obstante, la separacion de nuestra proteina diana
de la proteasa utilizada para la escision implica-
ria la necesidad de utilizar cromatografia (figura
3). Para evitar este problema, se han desarrollado
construcciones tripartitas en las que el eslabon de
union entre el ELR y la proteina diana es la se-
cuencia inteina [28]. Esta secuencia se caracteriza
por su capacidad de auto-cortarse bajo determi-
nadas condiciones (temperatura ambiente, y pH
neutro).

El ELR [V5A2G3-90], constituido por 90 pen-
tapéptidos, donde valina, alanina, y glicina estan
presentes como residuos invitados en un ratio
5:2:3, se ha descrito en la bibliografia como un tag
util para la purificacion de un amplio rango de pro-
teinas [29]. No obstante, es aconsejable optimizar
tanto el disefio de la proteina de fusion como las
condiciones del protocolo de ITC para conseguir
una maximizacion del rendimiento. Por tanto, para
conseguir una purificacion exitosa de una proteina
dada, han de tenerse en cuenta una serie de para-
metros, como: longitud del ELR, composicion de
los residuos invitados, caracteristicas fisico-quimi-
cas de la proteina diana y la ubicacion amino o car-
boxiterminal del ELR en la construccion de fusion.
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C: Eliminacién del sobrenadante
D: Resolubilizacion.

Figura 2. Esquema simplificado de la purificacion de proteinas de fusion con ELR mediante ITC.
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Longitud del ELR y composicion de los aminoa-
cidos invitados

Se ha descrito en la bibliografia que el rendi-
miento de la proteina de fusion disminuye con-
forme la longitud del ELR utilizado aumenta
[30, 31]. Para determinar qué longitud del ELR
es la mas idonea para purificar una proteina dia-
na concreta es necesario probar empiricamente
diferentes ELR. Hay que tener en cuenta que la
reduccién del tamano del ELR utilizado como tag
no solo implica un incremento en el rendimien-
to, sino también un comportamiento de transicion
considerablemente mas complejo [30]. Por tanto
debe encontrarse un punto de equilibrio entre la
minimizacién del ELR aconsejable para mejorar
el rendimiento, y la maximizacién necesaria para
facilitar la purificacion y evitar la formacion de
micelas y nanoparticulas que no pueden ser recu-
peradas por centrifugacion. Como se indico ante-
riormente, uno de los factores que afectan a la Tt
es la longitud del ELR, y por tanto, la utilizacién
de tags mas pequeiios requiere de la incorporacion
de residuos invitados mas hidrofobicos para con-
seguir asi mantener una Tt suficientemente baja.
Este punto es de importancia critica, ya que altas
temperaturas durante el protocolo de ITC pueden
causar la desnaturalizacion de la proteina diana.

Por otra parte, las caracteristicas fisico-quimicas
de los aminodacidos invitados también tienen fuertes

implicaciones en la sensibilidad del ELR a la sal. Se
ha descrito en la bibliografia que los residuos invi-
tados alifaticos hacen que el ELR sea sensible a la
concentracion de sal solo de una forma modesta. La
incorporacion de residuos ionizables en la secuen-
cia del ELR provoca un aumento en la sensibilidad
a la sal del ELR, y por tanto, la cantidad de sal re-
querida para inducir la transicion de fase es menor
[32]. No obstante, el efecto que los aminoacidos
cargados tienen en la Tt debe ser compensado con
la introduccion de residuos hidrofobicos.

Caracteristicas fisico-quimicas de la proteina dia-
na

Debido a la proximidad molecular entre el
ELR y la proteina diana, ésta ultima puede modi-
ficar las propiedades fisico-quimicas del ambiente
que rodea al ELR, y en consecuencia, puede modi-
ficar la Tt del ELR fusionado con respecto al ELR
libre. Esta variacion en la Tt producida como con-
secuencia de la fusion de la proteina diana al ELR
se designa como parametro ATt. El signo del para-
metro ATt va a depender del tipo de interacciones
experimentadas entre ambas partes de la proteina
de fusion. Por tanto seria deseable disefiar un ELR
de forma que sus interacciones con la proteina dia-
na ayudaran a la formacién de grandes agregados
durante la purificaciéon, mejorando de esta forma
la eficiencia del proceso [33].
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Figura 3. Separacion del tag elastomérico de la proteina diana mediante el tratamiento con una

proteasa especifica.



Ubicacion amino o carboxiterminal del ELR en la
construccion de fusion

La posicion relativa de la proteina diana con
respecto al tag ELR en la construccion de fusion
es otra variable importante en el control del nivel
de expresion y actividad especifica de las protei-
nas de fusion. No hay una regla clara que nos per-
mita determinar a priori qué ubicacion es la mas
adecuada. En principio, si la proteina diana libre
se expresa a altos niveles, es preferible optar por
una ubicacion carboxi-terminal del tag elastoméri-
co. Esta colocacion implica que el ELR se traduce
después de que la sintesis de la proteina diana se
haya completado, lo que minimiza el riesgo de que
el ELR pueda interferir con el proceso de plega-
miento de la misma. Por otra parte, se han des-
crito casos en los que la posicion amino-terminal
del ELR ha permitido incrementar la expresion y
la solubilidad de una proteina diana, cuya forma
libre se caracteriza por los bajos niveles de ex-
presion. Eso puede ser explicado en base a que el
ELR puede prevenir estéricamente la agregacion
intermolecular de las cadenas de proteina diana
nacientes. En definitiva, la expresion proteica es
un proceso complejo y por tanto, si es posible, es
recomendable estudiar ambas variantes de la pro-
teina de fusion [31, 34].

Esta aproximacion consistente en la purifica-
cioén de proteinas recombinantes gracias a la uti-
lizacion de tags elastoméricos ha sido, en algunos
casos, modificada ligeramente con el fin de ade-
cuarla a su objetivo de purificacion de proteinas
cuando éstas se expresan a muy bajas concentra-
ciones o cuando dichas proteinas son anticuerpos.
En el primer caso, la novedad con respecto a la
técnica genérica consiste en la adicion de ELR li-
bre en exceso, de forma que, gracias al efecto de
cooperatividad positivo que muestran estos poli-
meros, se favorezca la transicion, la formacion de
grandes agregados, y la consiguiente separacion
de la proteina de fusion del resto de los componen-
tes celulares [35, 36]. En el caso de la purificacion
de anticuerpos, se ha desarrollado recientemente
una nueva estrategia de purificacion, conocida
como EMAC (ELP-Mediated Affinity Capture) y
que consiste en la combinacion de la capacidad de
responder a estimulos ambientales aportada por el
ELR con la especificidad y alta afinidad existente
entre los anticuerpos y sus proteinas de union [37].
En esta aproximacion, la proteina diana es una do-
minio de unién a anticuerpos (como por ejemplo
la proteina G). Una vez que haya tenido lugar la
interaccion de la proteina G con el anticuerpo, se

proporciona el estimulo ambiental que ocasione la
transicion del ELR. El paso final implica la incu-
bacion con un tampoén de elucion a fin de separar
la construccion de fusion del anticuerpo.

Funciones adicionales del ELR en la construc-
cion de fusion

Las construcciones quiméricas, compuestas por
un ELR fusionado con una proteina de interés (de-
nominadas en ocasiones con el término anglosajon
castellanizado de “proteinas ELRyladas™), nacie-
ron como una estrategia para conseguir una puri-
ficacion proteica exitosa. No obstante, el papel del
ELR en la construccion proteica no esta limitado a
esta funcion, sino que la presencia del tag elastomé-
rico puede tener efectos beneficiosos adicionales.

Proteccion estérica frente a la agregacion y frente
al ataque por proteasas

Se cree que los tags ELR pueden ayudar al ple-
gamiento correcto de la proteina diana gracias a la
prevencion estérica de la agregacion entre inter-
mediarios del plegamiento. Ademas, estos efectos
estéricos también pueden ser utiles para evitar la
degradacion de dicha proteina diana por parte de
proteasas. En este caso, el ELR actuaria como una
especie de escudo protector (figura 4). En relacion
a estos efectos estéricos, la siguiente pregunta a
responder seria determinar si la presencia del ELR
puede enmascarar e interferir con la actividad bio-
logica o con las modificaciones postraduccionales
necesarias de algunas proteinas. No obstante, se han
descrito numerosos ejemplos de proteinas ELRyla-
das activas y correctamente glicosiladas [38, 39].

Transportadores de proteinas farmacéuticas acti-
vas

Uno de los principales problemas de los com-
puestos farmacéuticos es que tienen un tiempo de
vida medio en suero muy corto. No obstante, se
ha descrito que este parametro puede ser alargado
mediante la ELRylacion. Es logico pensar que el
incremento en tamafio, causado por la presencia
del ELR hace que la proteina diana sea menos sus-
ceptible a ser filtrada en los glomérulos, y por tan-
to la construccién quimérica permanezca durante
mas tiempo en el organismo. Un ejemplo ilustra-
tivo de este efecto lo constituye la ELRylacion de
un dominio del anticuerpo monoclonal que reco-
noce TNF, y conocido por las siglas TNF-VhH. La
construccion de fusion TNF-VhH-ELR, descrita
en [40] presenta un tiempo de vida medio 24 veces
mayor que la proteina TNF-VhH libre.
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Direccionamiento especifico de la proteina diana

En el tratamiento del cancer, una aproximacion
usada cominmente consiste en direccionar trans-
portadores macromoleculares al tumor de forma
pasiva. Esta aproximacion se basa en que los va-
sos sanguineos del tejido tumoral presentan una
mayor permeabilidad que los presentes en el tejido
sano. Como consecuencia, los transportadores ma-
cromoleculares se extravasan y se acumulan pre-
ferencialmente en el tejido tumoral, y no en el teji-
do sano. Pero en el caso concreto de la utilizacion
de ELR como transportadores, hay que sefialar
una ventaja adicional: su capacidad de responder
a estimulos térmicos, lo cual supone un beneficio
extra a la hora de conseguir la localizacion especi-
fica. En este sentido, se ha disehado una proteina
ELRylada, caracterizada por permanecer disuelta
a la temperatura fisiologica (37 °C), mientras que
a 41.5 se agrega. De esta forma, la construccion
circula libremente a temperatura corporal, pero se
agrega y localiza en un punto concreto como con-
secuencia de la aplicacion de calor externo sobre

dicho punto. El estado agregado es el responsable
de incrementar la concentracion de la misma en el
punto diana [41].

Construccion de matrices biomiméticas

La creacion de construcciones quiméricas com-
puestas por un ELR junto con un factor de creci-
miento pueden tener un gran potencial en el campo
de la medicina regenerativa. La idea consiste ba-
sicamente en realizar una proteina tripartita, com-
puesta por un ELR la secuencia de reconocimiento
por una proteasa especifica de tejido, y el factor
especifico. El ELR tendria la funciéon de dotar al
material del comportamiento mecéanico y de la bio-
compatibilidad requeridas, mientras que la secuen-
cia de reconocimiento por la proteasa especifica ac-
tuaria de eslabon de union entre el ELR y el factor.
Ante la presencia de una proteasa especifica de teji-
do, dicho eslabon seria escindido, quedando el fac-
tor libre para ejercer su accion estimuladora sobre
sus células diana, promoviendo efectos especificos
relacionados con la reparacion y la remodelacion.

LEYENDA
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Figura 4. Esquema representativo de la proteccion que un tag elastomérico puede ejercer ante la
degradacion proteolitica de la proteina diana como consecuencia de efectos estéricos que impiden
la accesibilidad de la proteasa a su secuencia sustrato: (A) El ELR ejerce un papel de escudo pro-
tector; (B) En ausencia del tag elastomérico, la proteasa alcanzaria su secuencia substrato, con la

consiguiente degradacion de la proteina diana.



Conclusion

El comportamiento mecanico-elastico, la bio-
compatibilidad y el comportamiento termosensi-
ble han convertido a los ELR en el punto de mira
de muchas investigaciones cientificas, y fruto de
ello es la aparicion de un nimero, cada vez mas
amplio de aplicaciones biomédicas y biotecnolo-
gicas. De entre ellas, este articulo ha pretendido
esclarecer las bases y el fundamento de la utili-
zacion de los ELR como tags para la purificacion
proteica. Ademas, también se ha ejemplificado
como la presencia del tag elastomérico en la cons-
truccion de fusion no solo nos permite llevar a
cabo una correcta purificacion de la proteina dia-
na, sino que proporciona beneficios adicionales.
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