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RESUMBK

La hip-tesis del ARNA Worl do es, a d2za de
cientifica para tratar de arrojar algo de luz sdbsecomienzos de la vida celulan nuestro planeta.
Define la sintesis prebibtica degertos componenteprimordiales su evolucion bioquimica y las
propiedades questoshubiesen otorgado a Iggimeros organismedlegando a suponerentajas
fundamentales parsu supervivencia y asimas adelantedar origen a@oda la biodiversidad que
conocemos actualmentdviediante estudios basados en rutas de sinteistintos modelos
estructurales ynsayodde interaccion con moléculas conocidas en el presente, se intentan elucidar
estas incognitasriginales para que puedaer aplicables y servir de utilidagh la bioquimca
moderna. En este sentidmciendo uso de&cnicas como la RMN, fluorescenc@D y PAGEentre
otras este trabajo representa un esbozo sobre el estiedaigunas de estgposiblesmoléculas,
haciendo hincapié en pequeiios péptidos posiblemente prebjétis propiedades estructuralesuy
actividad frente adiferentes tipos deRNAs y sus unidades molecularesl material genético
primordial por excelenciaComo resultado hemos podido conocer la estructura, plegamiento y
actividad de estas moléculashemos identificado cuales son los residuos esenciales para su
estabilidad y hemos tratado de mejorar sus propiedades de interaccion con pequefios ligandos
nucleotidicos En definitiva, hemos queriddacer patente la posibilidad de una coexistencia entre
pépidos y RNAs en las etapalefinidas por la hipétesis de un presint@ Nhe pt i d eEstdéo r | d ¢
estudios han servido al mismo tiempo para extraer numerosas conclusiones adicspalds al
disefio de péptidos y nos han permitido también conocer con etabedos fendmenos de

interaccién entre proteinagpgquenos ligandos, tales como RNAs, NTPs o arenos.
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Introduccién

Es inusual encontrar un libro sobre biogquingesmeralque no comience abordando el tema
sobre el origemle la vida y defina a continuaciédmo dicha disciplina estudia los mecanismos que
tienen lugar en las células que componen los organismos vivos. Todos y cada uno de estos proceso
son fruto de la interaccién entre un enorme abanico de biomoléculas gulaslénorganicas,
formadas a su vez por componentes efgales, cuyo comportamiento se encuentra definidaipar
serie de leyes fisicoquimicas. Existe, por tanto, una inevitable relacion entre la vida y las leyes que

rigen este universo en su mayoriarte.

1.1. Abiogénesisy moléculas prebidticas

¢, Cuales fueron los procesos por los que tuvo lugar la formacion de las primeras moléculas
organicas? Esta preguntas el establecimiento del concepto de cél@looke 166% y d
descubrimiento de la existencia das enzimas(Buchner 189y fue adquiriendo un gran
protagonisme especialmente durante el siglo Xgfacias a los avances tecnoldgicos que ilan
dando lugar a nuevos hallazgos técnicas empleadas en la actualidaduales fueron los
compuestosprimigenios que posibilitaron la posterior apariciéde complejs supramoleculares
establesy con propiedades autorreplicativas durante los origenes de la vidaestro plaata?
Desde | a aparici-n del concepto de fisopa pri m
(Oparin 1924 Haldane 192py los experimentos de Mer y Urey (Urey 1952 Miller 1953), durante
los afios 50gesta cuestidrha sidoun motivo de estudio inherena la propia bioquimica. Las
principales teorias se centran en la busqueda de unas funciones o propieadesadas para
estas moléculag, mas en concret@n aquellascaracteristicague se considan esenciales en las
primeras etapas de la evoldgiprebidtica: estabilidad, interaccion, polimerizacion, autorreplicacion
y, finalmente, funcion. La mayoria de los modelos propuestos tienen en comudn la busqueda de las
condiciones de reaccion propicias para que tuviesen lugar determinados mecanisnoos quien
propiciasen la aparicion de moléasilorganicas complejas estables, que tuviesemropiedades
mencionadasPor ello, los estudiosealizadosal respecto se centran las principales unidades
estructurales de las que se componen los sisten@égibbs actuales:acidos nucleicos,
aminoacidos, azucarefyipidos.
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Introduccion

Ya en el célebre experimento ideado por Milldeniendo en cuenta las circunstancias
ambientales definidas en la atmdsfera primigenia propyestUrey, al hacer reaccion@ak,, NHs,
H, y H2O, hirviendo la mezcla y administrando descargas durante una semana para promover la
formacion de radicalesepudieron detectar trazas de aminoacidos mediante cromatografia en papel.
Se encontron principalmente Gly, Asp, Ala y un derivadel acido aminobutirico, relacionado
directamente con el metabolsimo de S&ly (Figural). Durante los aés siguientes se realizaron
experimentos similares aprovechando los avances cientificos y tecnoldg@mo®llados hasta la

fecha con el objeto ddlevar a cabo la sintesis de moléculas organicas cfaspbe determinadas

=» PHENOL (0.3% NH,)

Figura 1. Cromatografia en papel en la que se indica lacpres i a de Asp, G| yn-butiAcb, @ntrt

otras especies no identificadas (A y B), corrida primero en una disolucidon acuosa de acido acético y butanol y

fenol. El revelado que permiti6 observar los diferentes aminoacidos sed realiz ninhidrina. La certeza en
identi ficaci - nnbuigco &qocd daraldlebidara que se observan puntos pero de forma m

(Miller 1953).

condicionesEs por ello quela lista de compuestos que podian ser obtenidos de forma viable en un
supuestanundo prebidtico iba aumentm afo tras afjal igual que las posibles condiciones en las

que estos podian surgiEntrelos modelos iniciales destaebexperimento de ktthews and Moser,

en el que se emplatha atmdsfera menos reductora formada por HCN;, \¥apor de agua;atno

resultado de la reaccion se obtuvieron péptidos de hastesitRos, ademas de varios aminoacidos

no observados en experimentos anteriores. Recientemente, el mismo procedimiento llevado a cabc
por Miller 45 afios atras fue reproducido por triplicado porghg de Badaempleando los mismos
compuestos de partida y aplicando descargas eléctricas durante una semana haciendo uso de U
generador Tesl@Johnson et al. 2008 simulando que estatmosfera primigenia hipotética era
también rica en H,S (Parker et al. 20)1 los resultados fueron analizados mediante
MALDI -TOF-MS y HPLC con deteccion de fluorescencia erraigo de luz ultravioleta. Asa lo

largo de los experimentos realdos desde entonces, se ha demostrado que la siietasisode
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Introduccion

todos los amino&cidosanonicos o0 naturales, excepcién délrp, Asny GlIn, es perfectamente
plausible en una atmdsfera reductora formada por compuestos sencillos cgniNHgHHCN, HS
y H20, sobre la cual se aplicalescargas eléctricas. Adicionalmerdemo ya se ha mencionade,
ha detectado también la aparicion de pequefios péptidos de hasta 12 residuos, asi como la presenc
de aminoacidosno estandaresjue hubiesen podidser precurs@s deotros menos estables o
provenir del metabolismde estoscomo es el caso de la Orn, posible precursor de Arg, Glu.y Pro

Es interesante sefialar que arfdrmacion de aminoacidos en condiciones prebioazeste
predileccion por la aparicion derfnas L sobre las formas durantelos procesos de sintesis. Ello
daria pie a pensar que esta autocatalisis asimétrica natural pudo originar la homoquiralidad presente
en los compuestos aminoacidicos que conocemos actualnmanteual a su vezinfluy6
probablementesobre la quiralidad de los azucares que forman parte de los acidos nucleicos. Esta
enantioselectividad, que parece ser clave tanto en la estructura como en la funcionalidad de las
macromoléculas contemporaneas, es otro de los misterios que abdegen de la vida en términos
moleculares wiembra dudas sobre la exclusividieEl RNA como compuesto representativo durante
estos primeros estadi(Bodlech2001; Bielski and Tencer 20QBreslow and Cheng 2010

Por otro ladp experimentosimilares a loglescritosal comienzo de este aparta@mnpoco
arrojaban luz sobre el origen de los azlcarks yucleobases que forman parte denlodedidos
Los mecanismos propuestos para la sintesivotantode ribosa como de lipida® basaba en el
uso de gcerol obtenido a partir de formaldehi@eber 1992 En cuanto a las bases nitrogenadas,
las principales hipotesis se centeaiben el uso deormamiday su precursorgianurode hidrégenp
como compuestde partida A pesar de la dificultad que hubiese entrafiado su formacién en la
atmésfera primitiva propséa, las reacciones de sintesis también podrian haber ocurrido en
condiciones hidrotermales plausiblesobre superficies salinas con catalizadores inorganicos tales
como fosfatos, carbonatos o silica{@o 1961 Sanchez et al. 196Ferris et al. 197:8-erris1993
Huber and Wachtershauser 208tankensteiner et al. 2006aladino et al. 2031Aun con todo el
rendimierio de las reacciones de sintesis de ribosa, de nucleobasksposierior condensacidie
ambosparadar lugar dos nucledsidos & muy limitado, sobre todo en el caso @empuestogon
bases nitrogenadas pirimidinic&s por ello que recientemenge propus un mecanismo alternativo
en el que, en lugar de buscar la sintesis de azucares y nucleobases por separaddgranaiitaen
después, se appor obtener intermedios de reaccion quengduyesenel enlace critico yo fuese
necesaria la condensacion de ambos compuestos por separado. En este modela saldteuna
reaccion de sintesampleando, como reactivos inicialemmamida, cianoacetileno, giceraldehido y
gicolaldehido en disolucion acuosa y en presaheifosfato inorganicds este fosfato inorganico el
gue, gracias a sysopiedades sirve a la vez comlementaamponante y catalizaddgvoredendo

23



Introduccion

la obtencion de los nucleétidos monofosfggudiendo ademésaber participado en la formacion de
AMP, ADP yATP (Figura2).

Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de

_0 O._OH , ) .
C I O” sintesis de pirimidinas. En azul se observan los pasos
o He | =0 i P seguidos en un adelo en el que la condensacion eidre
o 1 base nitrogenadw la ribosa no era factible debido a las
Ny HO l propias condiciones de reaccién. En verde, el modelo
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Centrandonos en lausqueda déas condicionegjue hubiesen podido dar origenesbs
componentegrebiodticosse han postulado diversas teoriasda una de ellas con sm@ menos
partidarios y detractoresSin tener en cuenta el origen extraterrestre de la vida o panspermia
(Arrhenius 1903 Pizzarello 200Y, que no trata directamente el origen de la wadda Tierrasino
que loftraslad@, nos encontramos con que cada unalde hipotesiamas defendidas nos ofrece
conceptos muy interesantebener en cuenta los aspectoasmmportantes de cada uno de ellos
servirade ayuda a la hora de ificar un modelo no excluyentdor ejemplo,hay teoriasque
defienden la importancia de las superficies minerales coeservorio de agentes reductores,
cofactores @atalizadores en lagacciones de sintesis de compuestos organicos comaldgpsez
gue sirven comoambiente establgue promueve los diferentes procesos de reacgirsea por
fendmenos dadsorcionjnteraccidnelectrostatica, apilamiento o favoreciendo la polimer&adie
mondémers (Bernal 1949 Wachtershauser 1992 ambert 2008 Kawamura et al. 2031 Otras
hipotesisapoyan la idea de que los lipidos fueron las primeras moléculas organicas estables con
capacidad autorreplicative que las vesiculas formadasdeeron servir como reactores para la
guimica abidticgSegre and Lancet 2008egre et al. 2001Basandosereel bajo rendimientg la
inestabilidad de los oligbmeros y pukros de algunos de los modelos de sintesis propuestos,
tambiénexiste gran aceptacion en cuanto al origen de la vida en condiciones hidrot¢Healest
et al. 1992 Marshall 1994 Andersson et al. 20Q00Aubrey et al. 2000 No obstante,los
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ribonucledtidos de una tierra primordial no hubiesen soportado estas condiciones a menos que
formase polimeros o existiealyin tipo demecanismo para evitar su degradadi®awamura et al.
2005H. Surgeasilateoria mas aceptada actualme,la teoriade A RN A |, M/oualdbardaremos
a continuacién teniendo presenigela mayoria de ideas propuestas el resto de hipotesi® son

necesariamente incompatibles.

1.2. ElI ARNA World 0y la evoluciéon de una teoria

Actualmente, la mayoria de descubrimient@ntificos realizados al respecto coinciden en
reconocerl RNA como la primera biomolécula capaz de formar estructioagplejasestables, con
propiedades cataliticas yrtc@apacidad de autorreplicaciorar€ce por tantg que podriame estar
ante el corstituyente primordial de los primeros entes vivee cuatro mil millones de afos
(Schidlowski 1988 Gesteland et al. 200@ywater 2012 O eso es, al menos, lo que afirma la
hip-t eRNAWorttie,! Ifia m8s aceptada hoyometuvotuganestp ar a
fendmeno o conjunto de fémenos ded transcendenciaCuando esteérmino fue acufadpor
Walter Gilbert en 1986Gilbert 1986, el RNA ya parecia tener un papel crucialles teorias sobre
el origen de la vida desdmtes dda década déos 70 (Crick 1968 Orgel 1968. Es posible que
hastahace 30 afotales conceptos careciesen de los apoyosrmmpisuficientesperograciasa
descubrimientogan relevantegomo la existencia de las ribozim@&uger et al. 1982Guerrier
Takada et al. 1983 lasrutas de sinteside novode cadenas dBNA ideadas mas recientemente
(Powner et al. 20Q9estahipotesiscada vez ha ido cobrando mas fuerza y evolucionando del mismo
modo que las moléculas que intenta describir. Por ello, a dia deehlogbla incluso de dos ramas d
esta hipétesis dehundo deRNA: la primordial y la contemporané@ech 2011 La primera, habla
hipotéticamente de una era dondeR®&A tenia capacidades funcionales a la vez que servia de
almacénpara la informacién genéticaalsegunda, nos propone un mumdebiéticoen el qudas
moléculas compuestas por ribonucledtitersan funcionesmasespecificas, al igual que ocurre con
los sistemas bioldgicos actualmengarticipando en catélisis deacciones bioquimicasaduccion
de nRNAs, regulacién de la expresion génica e incluso proteccion frente a sgeméenos
(ribozimas, rim s wi t c he s, (BanectrabR0O0Golirés et al. 2009Wang et al. 2010
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1.3. ARNAept i de:uMalteinadiva viable

En la hipdtesis delmundo dé RNA se defiende qudos acidos ribonucleicosueron
molécula esenciats para la evolucion prebibdticaen parte porser capees de catalizar la
polimerizacion @ aminoacidoy la unidn de pequefios péptidoBasdndaos en los modelos de
sintesis prebidtica descritos anteriormeptgptidos yaminoacidosserian unos candidatos mas que
aceptables para coexisjunto a losRNAs en un mundo primigeniosurgiendode forma casi
inevitableelc o n c e pt o-peptiele VlioRAN.A J u edteaérntincs@postulala idea deque la
cohabitacion entre aminoécidos y ribonucleétidos en condicisnpgestament@rebioticasfue
relevante para la catalisis deréplicacion y polinerizacion de ambos compuestpssibilitando asi
la formacién de lasibonucleoproteinay complejosmacromolecularegjue mas tarde pudiesen
llegar a favorecer facondiciones esenciales parajparicion de un protdbosoma parafinalmente
dar lugar almundo delDNA que hoy conocemofi Giulio 1997 Collins et al. 2009Kurland
2010.

Numerosos estudios atribuyéss propiedades autocataliticas y autorreplicativas propias de
los RNAs (Wochner et al. 20)ltambiéna péptidos sencillof_ee et al. 1996Severin et al. 1997
Issac et al. 20Q1llssac and Chmielewski 2002Se conocen procesos cataliticos entre &cidos
ribonucleicos y péptidos, que permiten favorecer la interaccioncaeidn y la polimerizacion de
ambos (lllangasekare and Yarus 199Matsumura et al. 20Q3Tamura and Schimmel 20p2
inclusg en algunos trabajos,e va m8s all 8 y s eprehiadresto deletapas n
con los acidos nucleicos peptidicos (PNA) como molécula diigsen 200). una suerte de
hibridos disefiados inicialmente para ser usados en terapia génitzs que el esqueleto de
azucasfosfato es sustituido por residuos aminoacidicos snmw enlaces peptidicosaciéndolos
mas estables que IBNAs.

Asi mismo, tal y como defienden alguna de las teorias expuestas, lipidos y azucares surgirian
en este mundo primigenio durante alguna de las etapas mencignaalsos se encontrarian
direcamente relacionados con los péptidos prebiot{@usroughs et al. 2032 segun parece, la
flexibilidad estructural que los caracteripabiese sido cruciaén la evolucion quimica de los
primeros compuestos prebidticos hacia la formacién de amadéculas mejor adaptadas a las
caracteristicas del medio. A su vez, estas macromoléculas supondrian evidentes ventajas para Iz
supervivencia de los protmrganismosEs por ello que surgen teorias como la del mundo de las
fiboras de amiloides y acidos iu@ei cos ( AANA Worl do) , en |l a que
péptidos mediante la interaccion de las cargas con los grupos fosfato y darian lugar a la formacion y
crecimiento de fibras de amiloide, cuyas estructuras secundarias, al disociarse, paomaver
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hibridacion y replicacién de las cadenas nucleotidicas. Las vesiculas formadas a partir de lipidos
también podrian cumplirun papel contendor y de compartimentacion de dichos procesos, para
después permitir la separacion entre macromoléculas cenemés capacidades (elongacion,
replicacion, etc.jBraun et al. 2012

En definitiva, se hace patente que todos estos descubrimientos giran en torno a la idea de un
mas que de sobra aceptado mundo prebiético, cuyas etapas iniciales tienen como principales
protagonistas a foaminoacidos, péptidos y acidos ribonucleicos. Es por eso que durante este trabajo
se ha tratado de conocemejor como interaccionan entre si y cuales serian las propiedades

estructurales y funcionales de los complejos formados.
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Objetivos

En este trabajo saretendecomprobaia viabilidad de lacoexistencia entre péptidosRNAS
en un plausibleambiente prebiéticoCentandonos en la evolucién de estas piutomoléculs,
nuestros objetivos experimentales se han basado en las ideaknda lmas contemporanea de la
hipétesis deFRNAWor | do y en |1 os conc e pli&rliopd97 Hemesa d o s
queridoponer a pruebk hipétesis de la generacion de nucleétidos y aminoacidos en las condiciones
extremas de un ambiente prebidtico, que mas tarde podrian laatwefudar a la coexistencia de
acidos ribonudicos y péptidos. Estas moléculas, al ser capaces de interaccionar entre si, permitirian
después la formacién de los complejos que supondrian una ventaja evolutiva para pfamover

supervivenciale los organisws de ese hipotético mundo primige(de Vladar 201p(Figura3).

Estabilidad Interaccion Interaccion
Polimerizacion Autorreplicacion  Funcionalidad

Moléculas
o Nucledtidos
organicas Amlnoaados RNAs R|b02|mas s NA
- D S

complejas

generadas al — AZUCU PEDUd\OSJ Proteinas RNPs
Lipidos
azar -
Mundo | Mundo ' Mundo I :
e L Mundo RNP | Mundo DNA
Primigenio i Pre-Péptidos & RNA | Péptidos & RNA | .

OPTIMIZACION EVOLUTIVA

Figura 3. Representacion esquematica de la eveluti d e n u e s RNAgeptideweoar | dl® , A desde ur
primigenio hasta nuestros dias. De una mezcla de compuestos orgforivasios bajo condici@s putativamente
prebioticas, so aquellas moléculas con estructuras estables capaces derjmar habrian superado los fuertes
requisitos evoltivos de esas primeras etapdsjesarrollo de propiedades de autorreplicacion y la interaccion entre ellos
permitirian después catalizar la formacion de moléculas mas complejas con capacidadealdéanespefitas hasta

que, finalmentecon la aparicion del protdbosoma y la seleccion natural d@NA como reservorio genético daria
comienzo el mundo dEINA.
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Partiendo del disefio de péptidaencillospresuntamentprebidticos durante este trabajo se
hancumplidode forma concretls siguientes objetivos:
1- Disefar péptidogue adoptaran conformacionesicoidalesy poseeramfinidad por los RNAs.
2- Realizar un estudio estructural de estos nuevos péptidos.
3- Probar su accion frente a RNAs de diversa estabibtdaformacional.

4- Estudiarlos efectos de la supresion de fesiduos @erminales aromaticos da estructura de
péptidosformados por aminoacidos putativamente prebidticos

5- Poner a prueba lzapacidad de unién de arenos con estos péptidos prehidticos
6- Disefarpéptidossencillos que puedan adoptarenat r uct ur a. en horqui |l | a
7- Determinar la estructura y estabiliddel dichos péptidos

8- Monitorizarla interaccidn entrestos péptidog los diferentes NTPs.
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Estudios Previos

3.1. PéptidosKIA : secuenciapresuntamente prebidicas ricas en Lys

En base anétodos de disefio droléculas aminoacidicggesuntamenterebiotica (Crick
1953 Schafmeister et al. 199Zhang et al. 2002se propusauna serie dgéptidosformados
mayoiitariamentepor posibles residuos generados en condiciones prebidticas. Sin ninguna intencion
de resar credibilidad da idea de que €@NA fuese la primera biomolécula quesaecio era Tierra,
si podriamos considerar a estos compuegitms candidatos validos para haber compartido ese
ARNWor |l do con | o sSig@iendockstas premisas| seaiios atras se llevod a cabo el
estudio estructural y funcional den conjunto deposibles péptidos prebidticos de estructura
helicoidal y caracteristicas anfipatisaLa estructura primaria de estogptidos, englobados dentro
de la serie de compuestosnde mi nadlkdl AGersiegue unacommestapar20i a c
aminoacidos distribuidode la siguientananera Ac-AKAXAAXXKAXAAXXKAGGY -NH,, donde
Aix0 puede e modoAguease estudialore los péptidos resultantesdds tas posibles
combiracionegjue se pueden obtermin 4 lle y 2 AlaBoon et al. 2004 Trasanalizar la estructura
y estabilidad de los péptidos y poner a prueba la interacciém motnoOmeros se observo quos |
monomeros de diez de ellos interaccionaban para dar lwgruaturaselicoidales déipo glébulo
fundido; dos pareciamueda desestructuradosios seautoasociabarpara dar lugar a filamentos
helicoidales de varias micras de longif{&dost et al. 2005(Figura4) y € caso nassorpradente fue
el de KIA7, quepresentaba una elevaddadslidad con respecto al resto de péptidos de esta misma

Figura 4. Imagen obtenida mediante AFM en la que pueden observars
fibras formadas ©por el p®pti do ¥
presencia de NaCl 1M. La prueba decidi6 llevarse a cabo tras obse
cambios en los espectros dB € al haberse percibido cierta turbidez dural
la manipulacion de las muesti@sost et al. 2006

pm 1 2 3

familia y, al contrario que ellos, presentaba una fluorescencia del ANS mucho raenor
comparacion coe | el evado c o rdetectaded su estrecturtARS és arefluodbforo

de gran utilidad empleado para detectarfaonaciones de glébulo fundid@a que e secuestrado

por los bolsilloshidr6folos generadQsEl hecho de que el ANS tuviese impedimentos para acceder

a las zonasidrofobas de KIA7juntoconl a el evada proporci-n de est
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sugeriaque el péptido era capaz de adoptaa conformacidnietraméricaestable y bien plegada
conocida como conformacidnf o ur h e | oseiaurta dispdsiciéncespackl de los monémeros
en forma dgiXo( i f o ur -b bh @ Oy peeseltabaina cooperatividadntre las unidadesmilar
a la olservada en proteinas nativa@n este tipo de dominig$iarris et al. 1994Kamtekar and
Hecht 1995Hill and DeGrado 1998

Mediante experimentos de centrifugacion analitica, se corrobor6 la presencia de estructuras
oligoméricas en las muestras estudiadas, apoyando la idea de las conformaciones tetraméricas
deducidas a partir de los resultados obtenidos por RMN y las estrdognadasen los célculos de
dinamica moleculai.os NOEs intermoleculares detectados mediante espectroscopia de RMN y los
experimentos de MS realizados para detemtéaceor puengs disulfuroentre péptido£GsKIA7
(con extremos modificados afiadiendo tres Gly y und, @gsmitieron conocer que las hélices de los
cuatromondémeros que formabanalillo se encontraban orientadas de forma antiparalela dos a dos
al ber gandb ohdmfobdi éncel centrdAsi, se hizo patente el hecho de que péptidos
compuestogpracticamentgoor solo tres tipos deaminoacidos pueden dar lugarcanformaciones
estableson ciertaespecifiedad estructural

En trabajos posteriores, el objetivo fued estudio de dichos péptisiotetraméricos
helicoidales, la variabilidad de su secuencia y la contribucién a la integridad estructural de cada uno
de los aminoacidos propuestos durante su disefio. Como fruto de estas nuevas investigaciones surgi

la familia de los péptidos KIA7.

3.2. PéptidosKIA7 : tetrAmeros helicoidalesunion y degradacion deRNAs

Centrandose en los tetrdmeros helicoidales formdd@nte el analisis de los péptidos KIA
se propuso eldisefid una nueva bateria de compuesios péptidos HKA7, con una secuencia
Ac-AKAAAAAIKAIAAIIKAGG «NH; con los extremos modificadogn la que elextremo
C-terminal se modific6 empleando diferentes aminoacidoPlie, His, lle, Trp o Tyr)o se elimind
provocando la delé@n de uno( K1 A @ qas( KI A7 glepesios residuos carboxiterminales
Mediante estudios de estabilidad conformaciors& pretendiacomprobarcuél era la expresion
minima de este tipo de compuestos para que péptidos sencillos pindiesedado lugar a proteinas
especificamente plagas a un ambiente prebibticél mismo tiempo, se intentélucidar el papel
de los residuos @&rminales en el establecimiento de estructuras estdliesz & la Osa et al.
2007 LépezAlonso et al. 2010 Después de analizar la esttura y estabilidad de los polipéptidos

36



Estudios Previos

las investigaciones llevadas a cabo permitieron descubrirpguee adoptar un@onformaciéon
tetraméricainica bien definida y establdas proteinasde esta serieequieren de una secuencian

una extensiomle al menos 20 aminoacsl@n laque es preciso que el residugeZminal tenga una
cadena lateral aromaticBn el caso destas estructuras helicoidalpgptidos de menor tamafio son
demasiado sencillos y presentan estructuras total o parcialmente despleyabes se ha
descubierto que secuencias menores son capac
estables.

Los péptidos KIAZven aumentada su estabilidad a medida que incrementa el tamafio y la
hidrofobicidad de los grupos aromaticdsig” < His” < Tyr < Phe <Trp) (L6pezAlonso et al. 201D
(Figura5). Los aminoacidse aromatice, con ayuda del giroofmado jor las Gly,son capacesle
orientarse hacia el bolsilleidrofolo estableciendinteracciones de van der Waatlsn los residuos

adyacentes Higura 6). Por otro lado, la variante KIA7l de estos péptidogon un residuo

— . g
£ 10000} ' | £ -s000
G ) ] [
o 3 5
g X >
S olgh | £-10000
o =
A £
= g
o) : o -15000
10000} =
g -20000
20000b M. oo Lt b ]
200 220 240 260 0 20 40 60 80
Wavelength {(nm) temperature (°C)

Figura 5. Espectros de CD, en el rango de luz UV cercano, donde pueden observarse de forma representa
estructura como la curva de desnaturalizacion de algunas de las variantes de los péptidos KIA y KIA7. Las r
encuentran a una comteacion de 120 pM en presencia de NaCl 0,2 M y en disolucion 940186 DO tampomda
pH 5.0 con H/NaAc 10 mMKIAS5 (rojo) y KIA10 (naranja) parcialmente desestructurados y con temperaturas d
menores de 20 UC; KI AT (negro) y KIAT7I (ver dedgvilc
estadisticoy temperaturas de fusion muy bajas; KIARRoleta), KIA7Y (azul claro) yCGsKIA7 (azul oscuro), ca
curvas tipicas de conformaciones en hdliggemperaturas de fusion de hasta 7Ql%pez dda Osa et al. 2007

carboxiterminal de lle, quedaba totalmente desplegada en agua y soOlo daba lugar a los tetrameros
helicoidales en presencia daltas concentraciones de ghlaaSO, 0,5M). Aun con todo,dichos
péptidos peor plegados poseiama estabilidad moderada frente al intercambio H/D, un
desplegamientoétmico cooperativo y un nuclebidrofobo estrechamente empaquetado. Riar, e
desentrafiar cuanto afecta la ausencia de grupos aromaticos a la estructura de este tipo de compuest
fue una de las prioridademn los ensayos posteriores, logates se detallan mas adelaete el
capitulob.
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Figura 6. Superposicion de diez estructuras calculadas para diferentes variantes
de KIA7: KIA7Y, en rojo (PDB: 2jo4)KIA7F, en azul (PDB: 2jo5)KIA7H, en

verde y KIA7W, en naranja. Cabe destacar el emptamientodel grupo
aromético Gterminal(con Tyr, Phe, His y Trgespectivamenjenhacia el bolsillo
hidréfobo(LopezAlonso et al. 2010

También se puso a prueba la capacidadhteaccion y la funcionalidade los péptidos mas
estructurade de la seriefrente aRNA's de di stinta naturaleza:
enfermedads comaAlzheimer yParkinsonya que controla la proporcion tsformas de proteina
tau encargadas de estabilizar los microtubulos en las neuronas del sistema nervioso central) de

estructuaenfi s t-learop 0 (t ambi ®n d e n o-fazomw anchorqudla§DtSpouzecandu r a
Schellenberg 20Q05Rosenmann et al. 20L2un ssRNA sin estructura definida y el tRI\)I'rAde E.

coli. Como resultado se encontré queptidos sencillos de 20 residuos, compuestos en su mayoria
por aminoaddos putativamente prebidticospn capaces de interaccionar cBMNAs y catalizar la
digestion de &cidos ribonucleicosn estructura definida deria selectivagn presencia de ciertos
cationesdivalentes gredominantemente MYy Mn®") (Figura7). La interaccién con los pépbs
KIA7 aumenta la velocidad de degradacién de los RNAseiactor de 1810%, un valorsimilar al
observado erconstrucciones artificialegue se han creado hasta la fecha intentando imitar el
rendimiento logrado por las ribonucleasas natur@fonova et al. 200;7Kovalev et al. 2008 La
hipotesis principal se basa en qasbs péptidos provocan camb conformacionales en las
estructuras bien definidas de los RNAs los que permanecen unidos mediante interacciones
coulombiams o fuerzas de van der Waals. Es entonces cuando tienellagague electrofilicpor

parte de los aminoacidos basismbe el sustituyenteMPH de los grupos fosfato que quedan menos

protegidos
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Figura 7. Resultados de un ensayo en gel desnaturalize@eP AGE al 20% tras 56 horas de reaccion entre difer
p®ptidos Kl A(zquigrda)Ri gxesedclaOde cationes divalentes y EDTA, a7 30 °C, con un:
concentraciones finales de péptido y RNA de @89 y 0,4 respectivamente. El marcador de tamafio mostrau
formado por una mezcla de ssDNA con 24, 20, 16, 12 y 8 nucle6tidos. Se pueden observar los productos de
ribonuckolitica de +KIA7H (una variante de KIA7H sin los gruposadetil y Gamida terminales), KIA7H y KIA7V
La identidad de las bandas mas nitidas fue determinada mediante MS: a) RNA ifmBtC25’ ° b) A4-C25
c) U12-C25, d) A13C25, e) pppGUL2>p y § A4-Ul2>p (LépezAlonso et al. 2010 Los sitios de cor
predominantes en el RNA U10 se encuent r a(Waranietdli 1099 d

3.3. Quimica prebidtica y sintesis peptidicaArqg frente alL ys

Conocidas algunas de las propiedades que debian de poseer estos péptidos a la hora de d:

lugar a estructuras establg bien plegadasapaces de interaccionaon RNAs, la idea que surgi6é a
continuacion fue la de obtener péptidos similafesmados exclusivamentpor aminoacidos

plausiblementegorebidticosy que tuviesen mejores capacidades de unidon a acidos nuckestes.

seria uno de los requisitos indispensables para poder defender la cohabitacion entre péptidos y RNA

en un posible ambiente primigenio, por lo que dirigimos nuestro interés hacia los dominios ricos en

Arg (ARMSs), presentes fundamentalmente en proteinee se unen a RNA y que en la mayoria de

los casos resultan ser dominios esenciales para la funcionalidasl rdaclamolécula de las que
forman partgLazinki et al. 1989 Frankel and Smith 199®erezCanadillas and Varani 20R1En

base a esto, se propuso sustituir las Lys de los péptidaspor Arg, surgiendo de esta forma los

péptidosRIA7.
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RIA7

Aunque, al igual que Lysa Arg podria no parecer el candidato perfecto como aminoéacido
putativamente prebioticlAmend and Shock 1998 rifonov 200Q Higgs and Pudritz 2009como
se ha mencionado, su presenciaey frecuenten pépdos y proteinas que se unen a RN¥A&iss
and Narayana 1998Por ello, en este proyectogs propusimos incluir Arg en fasecuencias de
KIA7 y asi intentar mejorar su estabilidad y capacidad de interaccion con los RNAs dentro de un
hi pot ®tpepti@EAworl do. Al i gual qgWesan sommestpsr e d e
solo por Ala, Gly, lle yun residuo aromatico-€@rminal (Tyr erel caso de RIA7Y, el péptido sujeto
a los experimentos realizaddsforma representativaademas dérg ocupando el lugar de las Lys.
Hemosestudia® la estructura y la esilidad conformacional de los péptidos RJA&i como su
actividad frente a RNAde diversa naturalezaediante experimentos de D@onitorizacién de la
desnaturalizacion, ensayosid&ercambio de hidrogeno, espectroscopia de RMidpectrmetriade
fluorescencia  entre otras técnicas Escogimos RIA7Y (estructura  primaria:
Ac-ARAAAA AIRAIAAIIRAGGY -NH,) como péptido de referencia para el resto de compuestos de
la misma familia, al suponer un comportamiento similar al de sus homologos con Lys, entre los que
KIA7Y posda unas capacidades de plegamiento e interaccion con RNAs interndedias del
conjunto de moléculaiez-Garcia et al. 2002 Ademas de por la capacidad de union a RNA que
caracteriza a los motivos ricos en Arg, pensamos también que el cambio otorgaria ados péas
mayores capacidades de reconocimiento e interaccionlasorécidos nucleicosgracias a la
flexibilidad de la cadena lateral de la Arg y a las propiedades del grupo guanidino. Esta clase de
sustituyentes podria dar lugar a un mayor niumero de gsuéathidrogeno, tanto con las bases
(especialmente si existen apareamientebl)Gcomo con los grupos fosfato del &cido nucleico
(Cheng et al. 2003Woods and Ferre 20D5pudiéndose tambiéformar interacciones del tipo
cation’ con | as b a $Dewhertyil®9p @ igatusoalleégarsaocurrir fenomenos de

apilamiento con el RN (Figura8).

2500 ———— Figura 8. Gréaficoen el que seesumen los datos extraidos de una
: 1 base de datos dateracciones proteifRNA en la que se recogen
B Stacking ] - >
B H-bond las estructuras en alta resolucién dasta 42 complejos
2000 . - RNA-protdna no redundantesdepositados en elPDB
B Electrostatic g ; ) . .
(http://www.bioc.rice.edu/~shamoo/prid.h)mEl estudio muestra

los aminoacidos que interaccionan preferentemente con RNA a
través de puentes de hidrogeno (verde), interacciones
electrostéatias (azul) o fendmenos de apilamiento (rojgh el
grafico de menor tamafio se recogen los valores obtenidos para los
residuos que presentan interacciones mas dékileservando el
diagrama de barras se puede ver perfectamente que la Arg seria el
candidato perfecto para formar parte de un péptido que
interactuase con RNfMMorozova et al. 2006
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En principio, ¢ intercambio de Arg por Lys en la secuencia de péptidos KIA7 no deberia
afectar demasiadola estructura de los compuestos, sobre sddenemos en cuenta que las cadenas
laterales de estos aminoacidos bd@sise situarian orientadas hacia el exterior de las hélices.
Ademas, tal y como demuestraigunos estudios, la Arg por siisma otorgaria una estabilidad
superior a la ofrecida por los residuos de lsspecialmenten lo concerniente a ssensibilidad
térmica (MenendezArias and Argos 1989Mrabet et al. 1992Betts and Russell 20D3Segunlas
estructuras de proteinas almacenasiatas bases de datos actuaeda podido también descubrir
gue a menor longitud en la estructura de los péptidbisoidalesmayor es la frecuencia mda que
Lys y, en nayor medidaArg, aparecen en las secuenciasagenhisnos (Wang and Feng 2003La
capacidad para formar puentes de hidrogeno y su caracter anfipatico son dos de las propiedades clav
gue habrian hecho a la Amredominantesobre otros aminoacidosn estructura de proteinas
capaces déormarse en condiciones extremasta mayor frecuencia de aparicgEmlos organismos
mas primitivosexplicaria también que dicho residuo esté tan degenerado desde el punto de vista del
codigo genético actual, pudiendo ser codificado por hasta seisesoddarentegWhite 1992.

Otros autorestratan de dar explicacion a su aparicion a partir de la evolucion quimica de la Lys u
Orn (McDonald and Storriecombardi 2010. En cualquier caso, todas estas hipo6tesis se centran en
desentrafar las primeras etapas que dieron origen a su aparicion, ya que no parece haber ningun
duda sobre la necesidad de contar con la Arg en lasesecc i as pept2dicas de
pept i deKastovagi ed a. 200PerezCano and Fernanddecio 2010.

4.1. Caracterizacion estructural: conformacioni f o u r hel i x bundl eo

Conocidaslas estructuras representativas de la familia de péptidos KIA7, nos propusimos
elucidar laconformacién adoptada por RIAANn péptidode secuencia analoga cAng en ugar de
Lys. Teniendo en cuenta que el intercambio de un aminoécido basico por debenta alteraas
estructurasera de esperarnaconformacdn tetrameéricahelicoidal en forma de ovilloquizascon
cierta alteracidon en la ordenacion espacial debldmracter desnaturalizante del grupo guanidino y
la deslocalizacién de las cargas en los extremos de las cadenas laterales de Ehsegtrglio
estructural se llevd a cabo mediaatesayos por espectroscopia de RMN, Céhgayos de dindmica

molecular
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RIA7
4.1.1. CD: estructuras helicoidales de estabilidad similar & de péptidos con Lys

El péptido RIA7 fue analizadoinicialmente mediantedicroismo circular, empleando el
material y los métodos descritos en la sec8i@de este miwo trabajo En el caso concreto de los
experimentos de CD de RIAA toncentracion de las muestras fue de-1&00 uM (635 UM para
los experimentos de estabdd térmica) con NaCl 0,21 M en 90% HO/10% DBO, todo ello
tamponado a pH 5.0 con H/NaAc &M (condiciones idoneas para realizar también las medidas de
RMN) y fueron escaneadas a razon de 20 nm/min, recogiéndose 4 acumulaciones por, dspect
forma que los valores dgD aparecemn nuestros resultadosmo elipticidad molar[{J]). También
se llevaron a cabo experimentos de desnaturalizacion térmica, monitorizando la sefial a 222 nm a
diferentes intervalos de temperaturas, destl® -5 °C hasta 85 °C en intervalos de 0,5 °C
(aumentandose la temperatura unos 40 °C cada Aodgs las muestras recuperaron su elipticidad
inicial al enfriarse hasta la temperatura de partida y el valor de tempaeratgspondiente al valor
intermedio entre lalipticidadméxima y minimdue tomado como valor medio de desnaturalizacion
térmica, exepto para los casos en los que la desestructuracion de la molécula era patente. La
estabilidad térmica del péptido y la constante del equilibrio de desnaturalizacién (K) se calcularon
suporiendo unmodeloextendidode dos estados para RI&R el quedesplgamiento y disociacion
se encuentran vinculaddSe considera el siguiente equilibrio de plegamiento/desplegamiento entre

conformaciones tetramérigplegaday unidades monoméricaesnaturalizadas

P 1$ 1

+ )
Donde Gesla concentracion de RIAZn términos de tetrameros y €s la fraccion de péptido que
se encuentra desnaturalizado, cuyos valores se conocieron, en preseame@teniendo en cuenta
la siguiente ecuacion:

& — 3

Donde fiyo, Anodo y Ado s on s|erpsrimgntalmenten sstadomatieolyi pt i
en estado desnaturalizado respectivamenuna temperatura da@ackmann et al. 1998
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Después, de acuerdo cos kcuacioned e  YHofi W{5ibbs se determinaron la entalpia y
la entropia mediante la regresion lineal entre In Ky 1/T, donde T es la temperatura abasluta.
curvas resuéintes de estos experimentos de CD fueron similares a las obtenidas con las variantes
mas estables de KIA7 analizadas en las anteriores publicacionessfdeaudros de CD, adquiridos a
25°C (Figura 9A), mostraban mos claros valores minimos a 221 y 208 nm y un maximo a
longitudes de onda inferiores280 nm, lo que indica que RlA&toptaclaramente unastructura de
hélice U. Como se ve reflejado en el experimento de desnaturalizacion téfntaa 9B), el
péptido es bastante estable,(@ 5 0 & @Yedeyobservar que los valores maximo y minimo
caracteristicos de la estructunalicoidal apenas varian después de alcanzarse la temperatura de

fusion, de lo que se deduce que la desnaturalizacion es reversible

Figura 9. A) Experimento de CD de muestras de R]JAntes (azul) y despué®sjp) de alcanzar leemperaturale fusion
en una disolucién con NaCl 0,2 M en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.8G; BpEnsayo @& estabilidad térmica
para RIA7en disolucién NaCl 0,2 M, en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.0.

En base a experimentos adicionales de demalaacion térmica, llevados a cabo con
distintas concentraciones tanto de RIA7 como de KIA7, variando ademas la proporciélde N
presente en las muestras, pudimos concluir que la estabilidad térmica de una y otra clase de péptido:
es equivalente, unaex que se tienen en cuenta las condiciones experimentales en cada caso
(Apéndicel).
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