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RESVMEN

La hipotesis del “RNA World” es, a dia de hoy, la propuesta mas aceptada por la comunidad
cientifica para tratar de arrojar algo de luz sobre los comienzos de la vida celular en nuestro planeta.
Define la sintesis prebidtica de ciertos componentes primordiales, su evolucion bioquimica y las
propiedades que estos hubiesen otorgado a los primeros organismos, llegando a suponer ventajas
fundamentales para su supervivencia y asi, mas adelante, dar origen a toda la biodiversidad que
conocemos actualmente. Mediante estudios basados en rutas de sintesis, distintos modelos
estructurales y ensayos de interaccion con moléculas conocidas en el presente, se intentan elucidar
estas incAognitas originales para que puedan ser aplicables y servir de utilidad en la bioquimica
moderna. En este sentido, haciendo uso de técnicas como la RMN, fluorescencia, CD y PAGE entre
otras, este trabajo representa un esbozo sobre el estudio de algunas de estas posibles moléculas,
haciendo hincapié en pequefios péeptidos posiblemente prebidticos, sus propiedades estructurales y su
actividad frente a diferentes tipos de RNAs y sus unidades moleculares, el material genético
primordial por excelencia. Como resultado hemos podido conocer la estructura, plegamiento y
actividad de estas moléculas; hemos 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 querido hacer patente la posibilidad de una coexistencia entre
péptidos y RNAs en las etapas definidas por la hipotesis de un presunto “RNA-peptide World”. Estos
estudios han servido al mismo tiempo para extraer numerosas conclusiones adicionales respecto al
disefio de péptidos y nos han permitido también conocer con mas detalle los fenémenos de

interaccion entre proteinas y pequefios ligandos, tales como RNAs, NTPs o arenos.






1. iNTRODVCCIiON






Introduccion

Es inusual encontrar un libro sobre bioquimica general que no comience abordando el tema
sobre el origen de la vida y defina a continuacion cémo dicha disciplina estudia los mecanismos que
tienen lugar en las células que componen los organismos vivos. Todos y cada uno de estos procesos
son fruto de la interaccion entre un enorme abanico de biomoléculas y moléculas inorganicas,
formadas a su vez por componentes elementales, cuyo comportamiento se encuentra definido por una
serie de leyes fisicoquimicas. Existe, por tanto, una inevitable relacion entre la vida y las leyes que

rigen este universo en su mayoria inerte.

1.1. Abiogénesis v moléculas prebioticas

¢Cuéles fueron los procesos por los que tuvo lugar la formacion de las primeras moléculas
orgénicas? Esta pregunta, tras el establecimiento del concepto de célula (Hooke 1665) y el
descubrimiento de la existencia de las enzimas (Buchner 1897) fue adquiriendo un gran
protagonismo, especialmente durante el siglo XX, gracias a los avances tecnologicos que han ido
dando lugar a nuevos hallazgos y técnicas empleadas en la actualidad. (Cudles fueron los
compuestos primigenios que posibilitaron la posterior aparicién de complejos supramoleculares
estables y con propiedades autorreplicativas durante los origenes de la vida en nuestro planeta?
Desde la aparicion del concepto de “sopa primitiva” propuesto por Oparin y Haldane en los afios 20
(Oparin 1924; Haldane 1929) y los experimentos de Miller y Urey (Urey 1952; Miller 1953), durante
los afios 50, esta cuestion ha sido un motivo de estudio inherente a la propia bioquimica. Las
principales teorias se centran en la busqueda de unas funciones o propiedades determinadas para
estas moléculas y, mas en concreto, en aquellas caracteristicas que se consideran esenciales en las
primeras etapas de la evolucidn prebiotica: estabilidad, interaccion, polimerizacion, autorreplicacion
y, finalmente, funcidon. La mayoria de los modelos propuestos tienen en comun la busqueda de las
condiciones de reaccion propicias para que tuviesen lugar determinados mecanismos quimicos que
propiciasen la aparicion de moléculas organicas complejas estables, que tuviesen las propiedades
mencionadas. Por ello, los estudios realizados al respecto se centran en las principales unidades
estructurales de las que se componen los sistemas bioldgicos actuales: acidos nucleicos,

aminoacidos, azUcares y/o lipidos.
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Introduccion

Ya en el célebre experimento ideado por Miller, teniendo en cuenta las circunstancias
ambientales definidas en la atmosfera primigenia propuesta por Urey, al hacer reaccionar CH;, NHs,
H, y H.0, hirviendo la mezcla y administrando descargas durante una semana para promover la
formacion de radicales, se pudieron detectar trazas de aminoacidos mediante cromatografia en papel.
Se encontraron principalmente Gly, Asp, Ala y un derivado del &cido aminobutirico, relacionado
directamente con el metabolsimo de Ser y Glu (Figura 1). Durante los afios siguientes se realizaron
experimentos similares aprovechando los avances cientificos y tecnologicos desarrollados hasta la

fecha, con el objeto de llevar a cabo la sintesis de moléculas organicas complejas en determinadas

=» PHENOL (035 NH,)

Figura 1. Cromatografia en papel en la que se indica la presencia de Asp, Gly, Ala y 4cido a amino-n-butirico, entre
otras especies no identificadas (A y B), corrida primero en una disolucidn acuosa de &cido acético y butanol y después en
fenol. El revelado que permiti6 observar los diferentes aminoacidos se realizd con ninhidrina. La certeza en la
identificacion de acido o amino-n-butirico es poco clara debido a que se observan puntos pero de forma muy débil
(Miller 1953).

condiciones. Es por ello que la lista de compuestos que podian ser obtenidos de forma viable en un
supuesto mundo prebiotico iba aumentando afio tras afio, al igual que las posibles condiciones en las
que estos podian surgir. Entre los modelos iniciales destaca el experimento de Matthews and Moser,
en el que se empled una atmosfera menos reductora formada por HCN, NH3 y vapor de agua; como
resultado de la reaccion se obtuvieron péptidos de hasta 12 residuos, ademas de varios aminoacidos
no observados en experimentos anteriores. Recientemente, el mismo procedimiento llevado a cabo
por Miller 45 afios atras fue reproducido por triplicado por el grupo de Bada, empleando los mismos
compuestos de partida y aplicando descargas eléctricas durante una semana haciendo uso de un
generador Tesla (Johnson et al. 2008) o simulando que esta atmosfera primigenia hipotética era
también rica en H,S (Parker et al. 2011); los resultados fueron analizados mediante
MALDI-TOF-MS y HPLC con deteccion de fluorescencia en el rango de luz ultravioleta. Asi, a lo

largo de los experimentos realizados desde entonces, se ha demostrado que la sintesis de novo de
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Introduccion

todos los aminoécidos candnicos o naturales, a excepcion de Trp, Asn y GIn, es perfectamente
plausible en una atmosfera reductora formada por compuestos sencillos como CH4, NH3, HCN, H,S
y H,0, sobre la cual se aplican descargas eléctricas. Adicionalmente, como ya se ha mencionado, se
ha detectado también la aparicion de pequefios péptidos de hasta 12 residuos, asi como la presencia
de aminodcidos no estdndares que hubiesen podido ser precursores de otros menos estables o
provenir del metabolismo de estos, como es el caso de la Orn, posible precursor de Arg, Glu y Pro.

Es interesante sefialar que en la formacion de aminoacidos en condiciones prebidticas existe
predileccién por la aparicion de formas L sobre las formas D durante los procesos de sintesis. Ello
daria pie a pensar que esta autocatalisis asimétrica natural pudo originar la homogquiralidad presente
en los compuestos aminoacidicos que conocemos actualmente, la cual a su vez influyd
probablemente sobre 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 rodean al origen de la vida en términos
moleculares y siembra dudas sobre la exclusividad del RNA como compuesto representativo durante
estos primeros estadios (Podlech 2001; Bielski and Tencer 2007; Breslow and Cheng 2010).

Por otro lado, experimentos similares a los descritos al comienzo de este apartado tampoco
arrojaban luz sobre el origen de los azlcares y las nucleobases que forman parte de los nucle6tidos.
Los mecanismos propuestos para la sintesis de novo tanto de ribosa como de lipidos se basaba en el
uso de glicerol obtenido a partir de formaldehido (Weber 1992). En cuanto a las bases nitrogenadas,
las principales hipotesis se centraban en el uso de formamida y su precursor, cianuro de hidrogeno,
como compuestos de partida. A pesar de la dificultad que hubiese entrafiado su formacién en la
atmdsfera primitiva propuesta, las reacciones de sintesis también podrian haber ocurrido en
condiciones hidrotermales plausibles o sobre superficies salinas con catalizadores inorganicos tales
como fosfatos, carbonatos o silicatos (Oro 1961; Sanchez et al. 1967; Ferris et al. 1978; Ferris 1993;
Huber and Wachtershauser 2006; Plankensteiner et al. 2006; Saladino et al. 2011). Aun con todo, el
rendimiento de las reacciones de sintesis de ribosa, de nucleobases o de la posterior condensacion de
ambos para dar lugar a los nucleosidos era muy limitado, sobre todo en el caso de compuestos con
bases nitrogenadas pirimidinicas. Es por ello que recientemente se propuso un mecanismo alternativo
en el que, en lugar de buscar la sintesis de azlcares y nucleobases por separado para intentar unirlos
después, se optd por obtener intermedios de reaccion que ya incluyesen el enlace critico y no fuese
necesaria la condensacion de ambos compuestos por separado. En este modelo se lleva a cabo una
reaccion de sintesis empleando, como reactivos iniciales: cianamida, cianoacetileno, giceraldehido y
gicolaldehido en disolucién acuosa y en presencia de fosfato inorganico. Es este fosfato inorganico el

que, gracias a sus propiedades sirve a la vez como elemento tamponante y catalizador, favoreciendo
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la obtencidn de los nucledtidos monofosfato, pudiendo ademas haber participado en la formacion de
AMP, ADP y ATP (Figura 2).

Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de

O” sintesis de pirimidinas. En azul se observan los pasos
HQ | =0 seguid(_)s en un modelo en el que la cond_ensacién_ entre la

‘ o 1 base nitrogenada y la ribosa no era factible debido a las
propias condiciones de reaccion. En verde, el modelo

KQ» propuesto por Sutherland y sus colaboradores para obtener

nucleétidos monofosfato estables en condiciones de
reaccion, a pH neutro y con un rendimiento aceptable. Del
mismo modo, se han propuesto rutas similares para la
sintesis de nucle6tidos de purina (Powner et al. 2009;
Powner et al. 2010).

Centrandonos en la bdsqueda de las condiciones que hubiesen podido dar origen a estos
componentes prebidticos se han postulado diversas teorias, cada una de ellas con mas o menos
partidarios y detractores. Sin tener en cuenta el origen extraterrestre de la vida o panspermia
(Arrhenius 1903; Pizzarello 2007), que no trata directamente el origen de la vida en la Tierra sino
que lo “traslada”, nos encontramos con que cada una de las hip6tesis mas defendidas nos ofrece
conceptos muy interesantes. Tener en cuenta los aspectos mas importantes de cada uno de ellos
servird de ayuda a la hora de unificar un modelo no excluyente. Por ejemplo, hay teorias que
defienden la importancia de las superficies minerales como reservorio de agentes reductores,
cofactores o catalizadores en las reacciones de sintesis de compuestos organicos complejos, a la vez
que sirven como ambiente estable que promueve los diferentes procesos de reaccion, ya sea por
fendmenos de adsorcion, interaccion electrostatica, apilamiento o favoreciendo la polimerizacion de
monomeros (Bernal 1949; Wachtershauser 1992; Lambert 2008; Kawamura et al. 2011). Otras
hipotesis apoyan la idea de que los lipidos fueron las primeras moléculas orgénicas estables con
capacidad autorreplicativa y que las vesiculas formadas pudieron servir como reactores para la
quimica abidtica (Segre and Lancet 2000; Segre et al. 2001). Basandose en el bajo rendimiento y la
inestabilidad de los oligbmeros y polimeros de algunos de los modelos de sintesis propuestos,
también existe gran aceptacion en cuanto al origen de la vida en condiciones hidrotermales (Hennet
et al. 1992; Marshall 1994; Andersson et al. 2000; Aubrey et al. 2009). No obstante, los
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ribonucleétidos de una tierra primordial no hubiesen soportado estas condiciones a menos que
formase polimeros o existiese algin tipo de mecanismo para evitar su degradaciéon (Kawamura et al.
2005). Surge asi la teoria mas aceptada actualmente, la teoria del “RNA World”, la cual abordaremos
a continuacion teniendo presente que la mayoria de ideas propuestas por el resto de hipdtesis no son

necesariamente incompatibles.

1.2. El “RNA World” v la evolucion de una teoria

Actualmente, la mayoria de descubrimientos cientificos realizados al respecto coinciden en
reconocer al RNA como la primera biomolécula capaz de formar estructuras complejas estables, con
propiedades cataliticas y con capacidad de autorreplicacion. Parece, por tanto, que podriamos estar
ante el constituyente primordial de los primeros entes vivos hace cuatro mil millones de afios
(Schidlowski 1988; Gesteland et al. 2006; Bywater 2012). O eso es, al menos, lo que afirma la
hipotesis del “RNA World”, la mas aceptada hoy en dia para tratar de explicar cdmo tuvo lugar este
fendmeno o conjunto de fenémenos de tal transcendencia. Cuando este término fue acufiado por
Walter Gilbert en 1986 (Gilbert 1986), el RNA ya parecia tener un papel crucial en las teorias sobre
el origen de la vida desde antes de la década de los 70 (Crick 1968; Orgel 1968). Es posible que
hasta hace 30 afios tales conceptos careciesen de los apoyos empiricos suficientes, pero gracias a
descubrimientos tan relevantes como la existencia de las ribozimas (Kruger et al. 1982; Guerrier-
Takada et al. 1983) o las rutas de sintesis de novo de cadenas de RNA ideadas mas recientemente
(Powner et al. 2009), esta hipotesis cada vez ha ido cobrando més fuerza y evolucionando del mismo
modo que las moléculas que intenta describir. Por ello, a dia de hoy, se habla incluso de dos ramas de
esta hipdtesis del mundo del RNA: la primordial y la contemporanea (Cech 2011). La primera, habla
hipotéticamente de una era donde el RNA tenia capacidades funcionales a la vez que servia de
almacén para la informacion genética. La segunda, nos propone un mundo prebidtico en el que las
moléculas compuestas por ribonucleotidos tenian funciones mas especificas, al igual que ocurre con
los sistemas bioldgicos actualmente, participando en catalisis de reacciones bioquimicas, traduccién
de mRNAs, regulacion de la expresion genica e incluso proteccion frente a agentes externos
(ribozimas, riboswitches, microRNAs...) (Ban et al. 2000; Collins et al. 2009; Wang et al. 2010).
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1.3. “RNA-peptide World”: una alternativa viable

En la hipotesis del mundo del RNA se defiende que los acidos ribonucleicos fueron
moléculas esenciales para la evolucién prebidtica, en parte por ser capaces de catalizar la
polimerizacion de aminoéacidos y la unién de pequefios péptidos. Basdndonos en los modelos de
sintesis prebiotica descritos anteriormente, péptidos y aminoacidos serian unos candidatos mas que
aceptables para coexistir junto a los RNAs en un mundo primigenio, surgiendo de forma casi
inevitable el concepto de “RNA-peptide World”. Junto con este término se postula la idea de que la
cohabitacion entre aminoécidos y ribonucledtidos en condiciones supuestamente prebioticas fue
relevante para la catalisis de la replicacion y polimerizacion de ambos compuestos, posibilitando asi
la formacion de las ribonucleoproteinas y complejos macromoleculares que mas tarde pudiesen
llegar a favorecer las condiciones esenciales para la aparicidon de un proto-ribosoma, para finalmente
dar lugar al mundo del DNA que hoy conocemos (Di Giulio 1997; Collins et al. 2009; Kurland
2010).

Numerosos estudios atribuyen las propiedades autocataliticas y autorreplicativas propias de
los RNAs (Wochner et al. 2011) también a péptidos sencillos (Lee et al. 1996; Severin et al. 1997;
Issac et al. 2001; Issac and Chmielewski 2002). Se conocen procesos cataliticos entre &cidos
ribonucleicos y péptidos, que permiten favorecer la interaccion, replicacion y la polimerizacion de
ambos (lllangasekare and Yarus 1999; Matsumura et al. 2003; Tamura and Schimmel 2003) e
incluso, en algunos trabajos, se va mas alla y se habla de un “PNA World” previo al resto de etapas,
con los acidos nucleicos peptidicos (PNA) como molécula clave (Nielsen 2007): una suerte de
hibridos disefiados inicialmente para ser usados en terapia génica, en los que el esqueleto de
azucar-fosfato es sustituido por residuos aminoacidicos unidos por enlaces peptidicos, haciéndolos
mas estables que los RNAs.

Asi mismo, tal y como defienden alguna de las teorias expuestas, lipidos y azlcares surgirian
en este mundo primigenio durante alguna de las etapas mencionadas y ambos se encontrarian
directamente relacionados con los péptidos prebidticos (Burroughs et al. 2012); segun parece, la
flexibilidad estructural que los caracteriza hubiese sido crucial en la evolucion quimica de los
primeros compuestos prebidticos hacia la formacion de macromoléculas mejor adaptadas a las
caracteristicas del medio. A su vez, estas macromoléculas supondrian evidentes ventajas para la
supervivencia de los proto-organismos. Es por ello que surgen teorias como la del mundo de las
fibras de amiloides y acidos nucleicos (“ANA World”), en la que los acidos nucleicos reclutarian
péptidos mediante la interaccion de las cargas con los grupos fosfato y darian lugar a la formacién y

crecimiento de fibras de amiloide, cuyas estructuras secundarias, al disociarse, promoverian la
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hibridacién y replicacion de las cadenas nucleotidicas. Las vesiculas formadas a partir de lipidos
también podrian cumplir un papel contendor y de compartimentacion de dichos procesos, para
después permitir la separacion entre macromoléculas con diferentes capacidades (elongacion,
replicacion, etc.) (Braun 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 prebiotico, cuyas etapas iniciales tienen como principales
protagonistas a los aminoacidos, péptidos y acidos ribonucleicos. Es por eso que durante este trabajo
se ha tratado de conocer mejor como interaccionan entre si y cuales serian las propiedades

estructurales y funcionales de los complejos formados.
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Objetivos

En este trabajo se pretende comprobar la viabilidad de la coexistencia entre péptidos y RNAs
en un plausible ambiente prebidtico. Centrandonos en la evolucion de estas proto-biomoléculas,
nuestros objetivos experimentales se han basado en las ideas de la linea méas contemporanea de la
hipotesis del “RNA World” y en los conceptos planteados por Di Giulio (Di Giulio 1997). Hemos
querido poner a prueba la hipotesis de la generacion de nucleoétidos y aminoécidos en las condiciones
extremas de un ambiente prebidtico, que mas tarde podrian haber dado lugar a la coexistencia de
acidos ribonucleicos y péptidos. Estas moléculas, al ser capaces de interaccionar entre si, permitirian
después la formacion de los complejos que supondrian una ventaja evolutiva para promover la

supervivencia de los organismos de ese hipotético mundo primigenio (de Vladar 2012) (Figura 3).

Estabilidad Interaccion Interaccion
Polimerizacion Autorreplicacion  Funcionalidad

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

complejas A Péptid b
generadasal — ZUCU ePtU roteinas RNPs
Lipidos
azar -
Mundo | Mundo ' Mundo I :
. L Mundo RNP | Mundo DNA
Primigenio i Pre-Péptidos & RNA | Péptidos & RNA | .

OPTIMIZACION EVOLUTIVA

Figura 3. Representacion esquematica de la evolucion de nuestra idea de “RNA-peptide world”, desde un mundo
primigenio hasta nuestros dias. De una mezcla de compuestos organicos, formados bajo condiciones putativamente
prebidticas, solo aquellas moléculas con estructuras estables capaces de polimerizar habrian superado los fuertes
requisitos evolutivos de esas primeras etapas; el desarrollo de propiedades de autorreplicacion y la interaccion entre ellos
permitirian después catalizar la formacion de moléculas méas complejas con capacidades funcionales especificas hasta
que, finalmente, con la aparicién del proto-ribosoma y la seleccion natural del DNA como reservorio genético daria
comienzo el mundo del DNA.
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Partiendo del disefio de péptidos sencillos presuntamente prebidticos, durante este trabajo se
han cumplido de forma concreta los siguientes objetivos:
1- Disefar péptidos que adoptaran conformaciones helicoidales y poseeran afinidad por los RNAs.
2- Realizar un estudio estructural de estos nuevos péptidos.
3- Probar su accion frente a RNAs de diversa estabilidad conformacional.

4- Estudiar los efectos de la supresion de los residuos C-terminales aromaticos en la estructura de
péptidos formados por aminoéacidos putativamente prebioticos.

5- Poner a prueba la capacidad de union de arenos con estos péptidos prebioticos.
6- Diseriar péptidos sencillos que puedan adoptar una estructura en horquilla f3.
7- Determinar la estructura y estabilidad de dichos péptidos.

8- Monitorizar la interaccion entre estos péptidos y los diferentes NTPs.
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Estudios Previos

3.1. Péptidos KIA: secuencias presuntamente prebidticas ricas en Lys

En base a métodos de disefio de moléculas aminoacidicas presuntamente prebioticas (Crick
1953; Schafmeister et al. 1997; Zhang et al. 2002) se propuso una serie de péptidos formados
mayoritariamente por posibles residuos generados en condiciones prebidticas. Sin ninguna intencién
de restar credibilidad a la idea de que el RNA fuese la primera biomolécula que aparecié en la Tierra,
si podriamos considerar a estos compuestos unos candidatos validos para haber compartido ese
“RNA World” con los acidos nucleicos. Siguiendo estas premisas, unos afos atras se llevé a cabo el
estudio estructural y funcional de un conjunto de posibles péptidos prebidticos de estructura
helicoidal y caracteristicas anfipaticas. La estructura primaria de estos péptidos, englobados dentro
de la serie de compuestos denominada “serie KIA”, sigue una secuencia consenso compuesta por 20
aminoacidos distribuidos de la siguiente manera: Ac-AKAXAAXXKAXAAXXKAGGY-NH;, donde
“x” puede ser Ala o Ile, de modo que se estudiaron los péptidos resultantes de todas las posibles
combinaciones que se pueden obtener con 4 lle y 2 Ala (Boon et al. 2004). Tras analizar la estructura
y estabilidad de los péptidos y poner a prueba la interaccion entre monomeros se observd que los
monomeros de diez de ellos interaccionaban para dar lugar a estructuras helicoidales de tipo glébulo
fundido; dos parecian quedar desestructurados; dos se auto-asociaban para dar lugar a filamentos
helicoidales de varias micras de longitud (Frost et al. 2005) (Figura 4) y el caso mas sorprendente fue
el de KIA7, que presentaba una elevada estabilidad con respecto al resto de péptidos de esta misma

Figura 4. Imagen obtenida mediante AFM en la que pueden observarse las
fibras formadas por el péptido KIA13, a una concentracion de 120 uM en
presencia de NaCl 1M. La prueba decidi6 llevarse a cabo tras observarse
cambios en los espectros de CD vy al haberse percibido cierta turbidez durante
la manipulacion de las muestras (Frost et al. 2005).

pm 1 2 3

familia y, al contrario que ellos, presentaba una fluorescencia del ANS mucho menor en
comparacion con el elevado contenido de hélice a detectado en su estructura (ANS es un fluoréforo
de gran utilidad empleado para detectar conformaciones de glébulo fundido ya que es secuestrado
por los bolsillos hidréfobos generados). El hecho de que el ANS tuviese impedimentos para acceder

a las zonas hidréfobas de KIA7, junto con la elevada proporcion de estructura en hélice o detectada,
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sugeria que el péptido era capaz de adoptar una conformacion tetramérica estable y bien plegada
conocida como conformacion “four helix bundle”. Poseia una disposicion espacial de los monémeros
en forma de “X” (“four helix X-bundle”) y presentaba una cooperatividad entre las unidades similar
a la observada en proteinas nativas con este tipo de dominios (Harris et al. 1994; Kamtekar and
Hecht 1995; Hill 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 estructuras logradas en los calculos de
dinamica molecular. Los NOEs intermoleculares detectados mediante espectroscopia de RMN y los
experimentos de MS realizados para detectar enlaces por puentes disulfuro entre péptidos CG3KIA7
(con extremos modificados afiadiendo tres Gly y una Cys), permitieron conocer que las hélices de los
cuatro mondmeros que formaban el ovillo se encontraban orientadas de forma antiparalela dos a dos,
albergando un “bolsillo” hidr6fobo en el centro. Asi, se hizo patente el hecho de que péptidos
compuestos practicamente por solo tres tipos de aminoacidos pueden dar lugar a conformaciones
estables con cierta especificidad estructural.

En trabajos posteriores, el objetivo fue el estudio de dichos péptidos tetraméricos
helicoidales, la variabilidad de su secuencia y la contribucion a la integridad estructural de cada uno
de los aminoéacidos propuestos durante su disefio. Como fruto de estas nuevas investigaciones surgio

la familia de los péptidos KIA7.

3.2. Péptidos KIA7: tetrameros helicoidales, union v degradacion de RNAs

Centrandose en los tetrdmeros helicoidales formados durante el andlisis de los péptidos KIA,
se propuso el disefid una nueva bateria de compuestos: los péptidos KIA7, con una secuencia
Ac-AKAAAAAIKAIAAIIKAGGH-NH, con los extremos modificados, en la que el extremo
C-terminal se modificé empleando diferentes aminodcidos (¢: Phe, His, lle, Trp o Tyr), o se elimind
provocando la delecién de uno (KIA7A) o més (KIA7AAA) de estos residuos carboxiterminales.
Mediante estudios de estabilidad conformacional se pretendia comprobar cual era la expresion
minima de este tipo de compuestos para que péptidos sencillos pudiesen haber dado lugar a proteinas
especificamente plegadas en un ambiente prebidtico. Al mismo tiempo, se intentd elucidar el papel
de los residuos C-terminales en el establecimiento de estructuras estables (Lopez de la Osa et al.
2007; Lopez-Alonso et al. 2010). Después de analizar la estructura y estabilidad de los polipéptidos,
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las investigaciones llevadas a cabo permitieron descubrir que para adoptar una conformacién
tetramérica Unica, bien definida y estable, las proteinas de esta serie requieren de una secuencia con
una extension de al menos 20 aminoacidos, en la que es preciso que el residuo C-terminal tenga una
cadena lateral aromatica. En el caso de estas estructuras helicoidales, péptidos de menor tamafio son
demasiado sencillos y presentan estructuras total o parcialmente desplegadas, si bien se ha
descubierto que secuencias menores son capaces de formar estructuras en hebra B y amiloides
estables.

Los péptidos KIA7 ven aumentada su estabilidad a medida que incrementa el tamafio y la
hidrofobicidad de los grupos aromaticos (His* < His® < Tyr < Phe < Trp) (L6pez-Alonso et al. 2010)
(Figura 5). Los aminoacidos aromaticos, con ayuda del giro formado por las Gly, son capaces de
orientarse hacia el bolsillo hidrofobo estableciendo interacciones de van der Waals con los residuos

adyacentes (Figura 6). Por otro lado, la variante KIA7l de estos péptidos, con un residuo
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Figura 5. Espectros de CD, en el rango de luz UV cercano, donde pueden observarse de forma representativa tanto la
estructura como la curva de desnaturalizacion de algunas de las variantes de los péptidos KIA y KIA7. Las muestras se
encuentran a una concentracion de 120 uM en presencia de NaCl 0,2 M y en disolucién 90% H,0/10% D,0 tamponada a
pH 5.0 con H/NaAc 10 mM. KIA5 (rojo) y KIAL0 (naranja) parcialmente desestructurados y con temperaturas de fusion
menores de 20 °C; KIA7A (negro) y KIA7I (verde) con minimos a A = 200 nm caracteristicos de estructuras de ovillo
estadistico y temperaturas de fusion muy bajas; KIA7F (violeta), KIA7Y (azul claro) y CG3;KIA7 (azul oscuro), con
curvas tipicas de conformaciones en hélice o y temperaturas de fusién de hasta 70 °C (Ldpez de la Osa et al. 2007).

carboxiterminal de lle, quedaba totalmente desplegada en agua y sélo daba lugar a los tetrdmeros
helicoidales en presencia de altas concentraciones de sal (Na, SO, 0,5 M). Aun con todo, dichos
péptidos peor plegados poseian una estabilidad moderada frente al intercambio H/D, un
desplegamiento térmico cooperativo y un nucleo hidréfobo estrechamente empaquetado. Por ello,
desentrafiar cuanto afecta la ausencia de grupos aromaticos a la estructura de este tipo de compuestos
fue una de las prioridades en los ensayos posteriores, los cuales se detallan mas adelante en el
capitulo 5.
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Figura 6. Superposicion de diez estructuras calculadas para diferentes variantes
de KIA7: KIATY, en rojo (PDB: 2jo4); KIATF, en azul (PDB: 2jo5); KIA7H, en
verde; y KIA7W, en naranja. Cabe destacar el empaquetamiento del grupo
aromatico C-terminal (con Tyr, Phe, His y Trp, respectivamente) hacia el bolsillo
hidréfobo (L6pez-Alonso et al. 2010).

También se puso a prueba la capacidad de interaccion y la funcionalidad de los péptidos mas
estructurados de la serie frente a RNAs de distinta naturaleza: RNA 110 (relacionado con
enfermedades como Alzheimer y Parkinson, ya que controla la proporcion de isoformas de proteina
tau encargadas de estabilizar los microtdbulos en las neuronas del sistema nervioso central) de

estructura en “stem-loop” (también denominado estructura de tallo-lazo o en horquilla) (D'Souza and
Schellenberg 2005; Rosenmann et al. 2012), un ssRNA sin estructura definida y el tRNAIyr de E.

coli. Como resultado se encontré que péptidos sencillos de 20 residuos, compuestos en su mayoria
por aminoacidos putativamente prebioticos, son capaces de interaccionar con RNAs y catalizar la
digestion de acidos ribonucleicos con estructura definida de forma selectiva, en presencia de ciertos
cationes divalentes (predominantemente Mg®* y Mn?*) (Figura 7). La interaccién con los péptidos
KIA7 aumenta la velocidad de degradacién de los RNAs en un factor de 10%-10% un valor similar al
observado en construcciones artificiales que se han creado hasta la fecha intentando imitar el
rendimiento logrado por las ribonucleasas naturales (Mironova et al. 2007; Kovalev et al. 2008). La
hipdtesis principal se basa en que estos péptidos provocan cambios conformacionales en las
estructuras bien definidas de los RNAs, a los que permanecen unidos mediante interacciones
coulombianas o fuerzas de van der Waals. Es entonces cuando tiene lugar el ataque electrofilico por
parte de los aminoécidos basicos sobre el sustituyente 2’-OH de los grupos fosfato que quedan menos
protegidos.
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Figura 7. Resultados de un ensayo en gel desnaturalizante urea-PAGE al 20% tras 56 horas de reaccion entre diferentes
péptidos KIA7 y RNA 110 (izquierda) en presencia de cationes divalentes y EDTA, a pH 7.2 y 30 °C, con unas
concentraciones finales de péptido y RNA de 0,15-0,60 y 0,4 respectivamente. EI marcador de tamafioc mostrado esta
formado por una mezcla de ssDNA con 24, 20, 16, 12 y 8 nucledtidos. Se pueden observar los productos de la actividad
ribonucleolitica de +KIA7H- (una variante de KIA7H sin los grupos N-acetil y C-amida terminales), KIA7TH y KIA7W.
La identidad de las bandas mas nitidas fue determinada mediante MS: a) RNA intacto ° pppG1-C25°, b) A4-C25,
c) U12-C25, d) A13-C25, e) pppGl-Ul2>p y f) A4-Ul12>p (Lépez-Alonso et al. 2010). Los sitios de corte
predominantes en el RNA 110 se encuentran indicados por las flechas en la imagen de la izquierda (Varani et al. 1999).

3.3. Quimica prebiotica v sintesis peptidica: Arg frente a Lys

Conocidas algunas de las propiedades que debian de poseer estos péptidos a la hora de dar
lugar a estructuras estables y bien plegadas capaces de interaccionar con RNAS, la idea que surgio a
continuacion fue la de obtener péptidos similares, formados exclusivamente por aminoéacidos
plausiblemente prebidticos y que tuviesen mejores capacidades de union a &cidos nucleicos. Este
seria uno de los requisitos indispensables para poder defender la cohabitacion entre péptidos y RNAs
en un posible ambiente primigenio, por lo que dirigimos nuestro interés hacia los dominios ricos en
Arg (ARMs), presentes fundamentalmente en proteinas que se unen a RNA y que en la mayoria de
los casos resultan ser dominios esenciales para la funcionalidad de las macromoléculas de las que
forman parte (Lazinski et al. 1989; Frankel and Smith 1998; Perez-Canadillas and Varani 2001). En
base a esto, se propuso sustituir las Lys de los péptidos KIA7 por Arg, surgiendo de esta forma los
péptidos RIA7.
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Aunque, al igual que Lys, la Arg podria no parecer el candidato perfecto como aminoacido
putativamente prebidtico (Amend and Shock 1998; Trifonov 2000; Higgs and Pudritz 2009), como
se ha mencionado, su presencia es muy frecuente en péptidos y proteinas que se unen a RNAs (Weiss
and Narayana 1998). Por ello, en este proyecto, nos propusimos incluir Arg en las secuencias de
KIA7 y asi intentar mejorar su estabilidad y capacidad de interaccion con los RNAs dentro de un
hipotético “RNA-peptide world”. Al igual que sus predecesores, los péptidos RIA7 estan compuestos
solo por Ala, Gly, lle y un residuo aromatico C-terminal (Tyr en el caso de RIA7Y, el péptido sujeto
a los experimentos realizados de forma representativa), ademas de Arg ocupando el lugar de las Lys.
Hemos estudiado la estructura y la estabilidad conformacional de los péptidos RIA7, asi como su
actividad frente a RNAs de diversa naturaleza, mediante experimentos de DC, monitorizacién de la
desnaturalizacion, ensayos de intercambio de hidrégeno, espectroscopia de RMN y espectrometria de
fluorescencia, entre  otras  técnicas. Escogimos RIA7TY (estructura  primaria:
Ac-ARAAAAAIRAIAAIIRAGGY-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 poseia unas capacidades de plegamiento e interaccion con RNAs intermedias dentro del
conjunto de moléculas (Diez-Garcia et al. 2012). Ademas de por la capacidad de unién a RNA que
caracteriza a los motivos ricos en Arg, pensamos también que el cambio otorgaria a los péptidos unas
mayores capacidades de reconocimiento e interaccion con los &cidos nucleicos, gracias 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 nimero de puentes de hidrégeno, tanto con las bases
(especialmente si existen apareamientos G-U) como con los grupos fosfato del acido nucleico
(Cheng et al. 2003; Woods and Ferre 2005), pudiéndose también formar interacciones del tipo
cation-n con las bases nitrogenadas (Dougherty 1996) o incluso llegar a ocurrir fendmenos de

apilamiento con el RNA (Figura 8).

2500 ————TrT"—rT— ——r Figura 8. Gréafico en el que se resumen los datos extraidos de una
: base de datos de interacciones proteina-RNA en la que se recogen

B Stacking S 4
B Hbond las estructuras en alta resolucién de hasta 42 complejos

2000 RNA-proteina no redundantes depositados en el PDB

(http://lwww.bioc.rice.edu/~shamoo/prid.html). El estudio muestra
los aminoacidos que interaccionan preferentemente con RNA a
través de puentes de hidrégeno (verde), interacciones
electrostaticas (azul) o fenémenos de apilamiento (rojo). En el
grafico de menor tamafio se recogen los valores obtenidos para los
residuos que presentan interacciones mas débiles. Observando el
diagrama de barras se puede ver perfectamente que la Arg seria el
candidato perfecto para formar parte de un péptido que
interactuase con RNA (Morozova et al. 2006).
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En principio, el intercambio de Arg por Lys en la secuencia de péptidos KIA7 no deberia
afectar demasiado a la estructura de los compuestos, sobre todo si tenemos en cuenta que las cadenas
laterales de estos aminoacidos béasicos se situarian orientadas hacia el exterior de las hélices.
Ademas, tal y como demuestran algunos estudios, la Arg por si misma otorgaria una estabilidad
superior a la ofrecida por los residuos de Lys, especialmente en lo concerniente a su sensibilidad
térmica (Menendez-Arias and Argos 1989; Mrabet et al. 1992; Betts and Russell 2003). Segun las
estructuras de proteinas almacenadas en las bases de datos actuales se ha podido también descubrir
que a menor longitud en la estructura de los péptidos helicoidales mayor es la frecuencia con la que
Lys y, en mayor medida Arg, aparecen en las secuencias de los mismos (Wang and Feng 2003). La
capacidad para formar puentes de hidrdégeno y su caracter anfipatico son dos de las propiedades clave
que habrian hecho a la Arg predominante sobre otros aminoacidos en estructuras de proteinas
capaces de formarse en condiciones extremas. Esta mayor frecuencia de aparicién en los organismos
mas primitivos explicaria también que dicho residuo esté tan degenerado desde el punto de vista del
codigo genético actual, pudiendo ser codificado por hasta seis codones diferentes (White 1992).
Otros autores tratan de dar explicacion a su aparicion a partir de la evolucion quimica de la Lys u
Orn (McDonald and Storrie-Lombardi 2010). En cualquier caso, todas estas hipétesis se centran en
desentrafiar las primeras etapas que dieron origen a su aparicién, ya que no parece haber ninguna
duda sobre la necesidad de contar con la Arg en las secuencias peptidicas de un posible “RNA-
peptide World” (Kashiwagi et al. 2009; Perez-Cano and Fernandez-Recio 2010).

4.1. Caracterizacion estructural: conformacion “four helix bundle”

Conocidas las estructuras representativas de la familia de péptidos KIA7, nos propusimos
elucidar la conformacién adoptada por RIA7, un péptido de secuencia analoga con Arg en lugar de
Lys. Teniendo en cuenta que el intercambio de un aminoécido basico por otro no deberia alterar las
estructuras, era de esperar una conformacion tetramerica helicoidal en forma de ovillo, quizas con
cierta alteracion en la ordenacion espacial debido al caracter desnaturalizante del grupo guanidino y
la deslocalizacion de las cargas en los extremos de las cadenas laterales de las Arg. El estudio
estructural se llevé a cabo mediante ensayos por espectroscopia de RMN, CD y ensayos de dinamica

molecular.
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4.1.1. CD: estructuras helicoidales de estabilidad similar a la de péptidos con Lys

El peptido RIA7 fue analizado inicialmente mediante dicroismo circular, empleando el
material y los métodos descritos en la seccion 8.3 de este mismo trabajo. En el caso concreto de los
experimentos de CD de RIA7, la concentracion de las muestras fue de 120 - 600 uM (635 pM para
los experimentos de estabilidad térmica) con NaCl 0,2 - 1 M en 90% H,0/10% D0, todo ello
tamponado a pH 5.0 con H/NaAc 10 mM (condiciones idoneas para realizar también las medidas de
RMN) y fueron escaneadas a razén de 20 nm/min, recogiéndose 4 acumulaciones por espectro, de
forma que los valores de CD aparecen en nuestros resultados como elipticidad molar ([®]). También
se llevaron a cabo experimentos de desnaturalizacién térmica, monitorizando la sefial a 222 nm a
diferentes intervalos de temperaturas, desde -2 o -5 °C hasta 85 °C en intervalos de 0,5 °C
(aumentéandose la temperatura unos 40 °C cada hora). Todas las muestras recuperaron su elipticidad
inicial al enfriarse hasta la temperatura de partida y el valor de temperatura correspondiente al valor
intermedio entre la elipticidad maxima y minima fue tomado como valor medio de desnaturalizacion
térmica, excepto para los casos en los que la desestructuracién de la molécula era patente. La
estabilidad térmica del péptido y la constante del equilibrio de desnaturalizacion (K) se calcularon
suponiendo un modelo extendido de dos estados para RIA7 en el que desplegamiento y disociacion
se encuentran vinculados. Se considera el siguiente equilibrio de plegamiento/desplegamiento entre

conformaciones tetraméricas plegadas y unidades monoméricas desnaturalizadas:

N, & 4D (1)

[D]* _ 256:C3-Fp
N 1-Fp

K= 2)
Donde C; es la concentracion de RIA7 en términos de tetrameros y Fp es la fraccion de péptido que
se encuentra desnaturalizado, cuyos valores se conocieron, en presencia de urea, teniendo en cuenta

la siguiente ecuacion:

1
=

Fp = 3)

0
=}

Donde “y”, “n” y “d” son los valores de elipticidad obtenidos, experimentalmente, en estado nativo y

en estado desnaturalizado respectivamente, a una temperatura dada (Backmann et al. 1998).

45



RIA7

Después, de acuerdo con las ecuaciones de Van't Hoff y Gibbs, se determinaron la entalpia y
la entropia mediante la regresion lineal entre In Ky 1/T, donde T es la temperatura absoluta. Las
curvas resultantes de estos experimentos de CD fueron similares a las obtenidas con las variantes
mas estables de KIA7 analizadas en las anteriores publicaciones. Los espectros de CD, adquiridos a
25°C (Figura 9A), mostraban unos claros valores minimos a 221 y 208 nm y un maximo a
longitudes de onda inferiores a 200 nm, lo que indica que RIA7 adopta claramente una estructura de
hélice a. Como se ve reflejado en el experimento de desnaturalizacion térmica (Figura 9B), el
péptido es bastante estable (T, =~ 50 °C) y se puede observar que los valores maximo y minimo
caracteristicos de la estructura helicoidal apenas varian después de alcanzarse la temperatura de

fusion, de lo que se deduce que la desnaturalizacién es reversible.
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Figura 9. A) Experimento de CD de muestras de RIA7, antes (azul) y después (rojo) de alcanzar la temperatura de fusion
en una disolucién con NaCl 0,2 M en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.0 y 25 °C. B) Ensayo de estabilidad térmica
para RIA7 en disolucién NaCl 0,2 M, en presencia de H/NaAc 10 mM a pH 5.0.

En base a experimentos adicionales de desnaturalizacion térmica, llevados a cabo con
distintas concentraciones tanto de RIA7 como de KIA7, variando ademas la proporcion de NaCl
presente en las muestras, pudimos concluir que la estabilidad térmica de una y otra clase de péptidos
es equivalente, una vez que se tienen en cuenta las condiciones experimentales en cada caso
(Apéndice 1).
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4.1.2. RMN: orientacion antiparalela de las hélices en la conformacion tetramérica

Los espectros de RMN fueron obtenidos mediante los equipos y fundamentos descritos en el
apartado de materiales y métodos 8.5. Los experimentos 1D *H, 2D TOCSY (tm = 60, 80 y 100 ms),
2D NOESY (tn = 60, 80 y 100 ms) y 2D 'H-**C y 'H-®"N HSQC, nos permitieron conocer las
posibles interacciones intra e intermoleculares que tienen lugar en el caso de RIA7; pudimos obtener
informacion acerca de la estructura predominantemente helicoidal de los péptidos y, tras deducir la
presencia de estructuras tetraméricas, fuimos capaces de calcular un modelo molecular basado en las
asignaciones de las resonancias correspondientes a cada uno de los NOEs detectados. Haciendo uso
de estos mismos métodos, logramos también realizar experimentos de intercambio protén/deuterio,
para asi detectar la formacion de puentes de hidrdégeno. Una vez adquiridos y procesados los
espectros de RMN mediante el software TopSpin, pudimos asignarlos totalmente empleando las
premisas convencionales del campo de la RMN (Wiithrich 1986; Markley et al. 1998). Como
resultado, comprobamos la existencia de NOEs tipicos de estructuras en hélice o estables e
interacciones intermoleculares entre protones correspondientes a residuos de monomeros diferentes,
al igual que ocurria en el caso de los péptidos KIA7 (Apéndice 2). Se detectaron de forma
independiente las sefiales correspondientes a los protones o de la Gly 18, con una separacion de casi
1 ppm, un indicio caracteristico de la formacion de un giro estructuralmente estable, algo también
descrito para los péptidos con Lys. Los numerosos NOEs observados pertenecian a las interacciones
propias de residuos adyacentes en una estructura con conformacién en hélice a (1HN-1HN(”+1),
"HN-"HB i+1y 0 "HN-"Hay;, i+13.4). Multiples sefiales, coincidentes con los desplazamientos quimicos
de 4tomos del residuo de Tyr 20, indicaban la importancia del aminoacido carboxiterminal a la hora
de dar lugar a una estructura especificamente plegada, de modo que el residuo aromatico parecia
encontrarse orientado hacia el bolsillo hidréfobo del ndcleo de la molécula (Willis et al. 2000).
Ademas, los NOEs entre residuos N y C-terminales y los NOEs de largo alcance observados entre
residuos bastante distanciados, sirvieron como indicativos claros de una orientacion antiparalela de

los monémeros de RIA7 dentro de la estructura tetrameérica (Figura 10).
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(Diez-Garcia et al. 2012).

_________

Los experimentos 2D *H-*C HSQC (Figura 11) fueron de gran ayuda a la hora de asignar las
sefiales solapadas de atomos de distintos residuos y también fueron empleados para analizar las
diferencias entre los desplazamientos quimicos de RIA7 y los correspondientes a los aminoacidos
equivalentes en un ovillo estadistico (Wishart et al. 1991), con el fin de comprobar qué aminoacidos

formaban parte de las estructuras helicoidales (Figura 12).
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" B === e g | Figura 11. Espectro 2D *H-*C HSQC de RIA7 en
N G18CA-HA2 — © 7l i D0 al 100%, tampén H/NaAc 10 mM y NaCl 200
| G18CA-HA3 | mM a pH 5y 5°C. Las sefiales entre los a&omos
G19 — 'Ha y Ca para cada uno de los residuos se
o muestran usando el cédigo de aminoacidos de una
1 sola letra. Los espectros fueron asignados
totalmente para luego emplear los resultados en los
andlisis de desplazamientos quimicos. Ademas, se
" puede observar la diferencia entre los ‘Ha de
™ Gly 18 (en azul), una evidencia caracteristica de que
el péptido se encuentra estructurado de manera
especifica y forma un giro en esa posicion, tal y

i como ocurria en el caso de los péptidos KIA7.
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4.1.3. Intercambio H/D y los residuos terminales mas expuestos al medio

Monitorizando el efecto del agua pesada presente en el medio sobre los protones menos
protegidos de los residuos del péptido RIA7, a través de la adquisicion de espectros 1D *H y 2D *H-
'H TOCSY, pudimos comprobar qué grupos NH se encontraban més expuestos al solvente (Ala 1,
Arg 2, Ala 3, Ala 4, Gly 18 and Gly 19) y cuéles formaban puentes de hidrégeno dentro de la
disposicion en hélice a (el resto) (Figura 13). Al comparar los espectros de las muestras con 10% y
100% de D,O, era evidente la pérdida de sefiales correspondientes a los protones amidicos que
presentaban una mayor libertad al encontrarse fuera de las estructuras helicoidales, al experimentar
un intercambio mucho mas rapido con los atomos de deuterio presentes en la disolucion. Los
experimentos TOCSY fueron de gran utilidad a la hora de confirmar la identidad de los residuos
cuyos protones sufrian un intercambio mas lento. Tanto el factor de proteccion (PF) como la
estabilidad conformacional (AGnx) fueron calculados para cada uno de los *HN, a partir de las tasas
de intercambio observadas y las tasas de intercambio intrinsecas para grupos amidicos de pequefios
péptidos desestructurados, siguiendo los parametros indicados en los trabajos de Englander

(Connelly et al. 1993).
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Figura 13. Espectros de
RMN 1D (izquierda) vy
TOCSY (derecha) de una
disolucion de RIA7 2,3 mM,
NaCl 0,2 M vy tampon
H/NaAc 10 mM apH 5y 5°
C, con 90% H,0/10% D,O
(negro) y 100% de D,O
(rojo). Se puede apreciar
cudles son los residuos
protegidos del intercambio
H/D tras afadir D,O al
medio. Las sefiales
correspondientes a los *He de
los anillos de Tyr 20 fueron

empleadas a la hora de
normalizar el &rea de los
picos que presentaban

intercambio (Diez-Garcia et
al. 2012).

La energia libre correspondiente a la estabilidad del péptido se calcul6 empleando la ecuacion

de Gibbs: AG = - RT In 1/P, donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta y P el

factor de proteccion (P = kc/Kex), €l cual es el inverso de la constante de equilibrio entre los estados

abierto y cerrado (Kop) (Hvidt and Nielsen 1966). Esta ecuacion supone de forma implicita que el

intercambio de los atomos de hidrogeno se produce segun el mecanismo EXII, méas propio de

moléculas estables a pHs intermedios o bajos, por el que la constante de desplegamiento es mucho

mayor que la constante de intercambio intrinseco (Bruix et al. 2008) (Apéndice 3). Con el fin de

asegurarnos de que, efectivamente, el intercambio en el caso de los protones amidicos de RIA7

seguia un mecanismo de este tipo, se llevaron a cabo una serie de experimentos de RMN a diferentes

condiciones de pH, integrando los picos de los distintos *HN empleando alguna de las sefiales de la

cadena lateral de la Tyr 20 para normalizar los valores, ya que dichos &tomos no se ven afectados por

el intercambio (Figura 14). Para calcular las constantes de intercambio intrinsecas para cada residuo,

segun la secuencia peptidica y las condiciones de temperatura y pH, se empleo el programa SPHERE
(http://www.fccc.edu/research/labs/roder/sphere/) (Bai et al. 1993; Connelly et al. 1993).
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Figura 14. A) Intensidad detectada de los picos correspondientes a alguno de los atomos de hidrogeno mas estables que
componen los péptidos RIA7, los cuales presentan un intercambio mas lento al encontrarse formando parte de las
estructuras helicoidales del péptido. La constante de intercambio calculada en cada caso durante los experimentos de
intercambio H/D, viene indicada junto a las curvas resultantes. B) Diagrama indicando el factor de proteccion (eje
vertical izquierdo) y la estabilidad de los *HN por residuo (eje vertical derecho). Los valores correspondientes a alguno
de los residuos no aparecen debido a que se encuentran por debajo del rango de deteccidn, ligeramente por encima de
AG =500 cal/mol (Diez-Garcia et al. 2012).

4.1.4. Dinamica molecular para la obtencion de la estructura tridimensional de RIA7

Para determinar la estructura de RIA7, recurrimos al programa CYANA 3.0, el software
especialmente disefiado para el calculo automatico de estructuras a partir de datos de RMN (Guintert
et al. 1997; Guntert 2003; Lopez-Méndez and Giintert 2006), siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 8.6.1. Partiendo de los valores de los desplazamientos quimicos recogidos, las restricciones
de distancia derivadas de mas de 1800 NOEs y los impedimentos angulares calculados con el
programa TALOS+ del paquete NMRPipe (Shen et al. 2009), pudimos calcular un modelo
estructural representativo para los tetrameros compuestos por hélices a dispuestas de forma
antiparalela dos a dos (Figura 15). A diferencia de los péptidos KIA7 (mejor plegados), en el caso de
RIA7, las diferentes estructuras empleadas en la obtencion de una conformacién promedio presentan
una mayor movilidad en las cadenas laterales de los residuos, especialmente en aquellos situados en
los extremos N y C-terminal. Parece que existe una mayor libertad espacial y ello provoca una ligera
curvatura en las hélices monoméricas. Un modelo estructural correspondiente a este péptido fue
depositado en la base de datos de modelos proteicos (PMDB ID: PM0077977) (Castrignano et al.
2006).
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Restricciones de distancia NOEs Figura 15. Imagen estereoscdpica de la estructura de
— RIA7: siguiendo una conformacion “four helix X
Corto alcance, (i-j) > 1 1076 bundle”, con las cadenas laterales de Ile (gris) y Tyr
Medio alcance, (i-j) <5 556 (purpura) orientadas hacia el nucleo hidréfobo y las
Largo alcance, (i-j) > 5 224 Arg (azul) expuestas hacia el exterior. En el calculo de
la estructura se tuvieron en cuenta un total de 1856
Total 1856 restricciones de distancia derivadas de los NOEs
asignados en los espectros de RMN adquiridos. Junto
RMSD (A) a estas lineas, en unas tablas, se resumen algunos de
Esqueleto peptidico (N, Ca, C) 1,88 los datos es.tadlstlco-s extraidos del célculo de la
. estructura (Diez-Garcia et al. 2012).
Todos los atomos pesados 2,57

4.2. Interaccion con RNAs v formacion de agregados

Una vez conocida la estructura de RIA7, la orientacion de las cadenas laterales de los
aminoacidos expuestos al medio, y la forma y disposicion de los residuos que conforman el nucleo
de la proteina ocupado por un bolsillo hidréfobo, la siguiente fase del proyecto fue analizar la
capacidad de interaccion de estos péptidos frente a RNAs de diversa naturaleza: RNA 110, con una
estructura estable en horquilla (Varani et al. 1999) y (AUUCU)y un RNA con una estructura menos
usual, relacionado con enfermedades como la ataxia espinocerebelar tipo 10, una enfermedad
autosomica dominante causada por la expansion de estas repeticiones en el intrén 9 del gen SCA10
(Handa et al. 2005). Para ello, se realizaron unos experimentos iniciales con PAGE cuyos resultados,
como veremos a continuacion, hicieron necesario el empleo de nuevas técnicas para el analisis
electroforético de la interaccion entre el péptido y los acidos nucleicos. La sintesis de los RNAs
empleados se desarrollé mediante transcripcion in vitro, tal y como se resume en la seccién 8.1.2,
usando la RNA polimerasa del fago T7, obtenida segun el procedimiento ideado por Studier
(Davanloo et al. 1984).
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4.2.1. PAGE vertical y horizontal en presencia de cationes divalentes y EDTA

Con el fin de determinar la capacidad de unién a RNAs y el efecto ejercido por RIA7 sobre
los mismos, se llevaron a cabo ensayos de actividad del péptido frente a diferentes acidos
ribonucleicos en presencia de cationes divalentes (Ni**, Zn* 0 Mg®") o EDTA. Las alicuotas de estos
microensayos fueron analizadas mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20% con urea,
cuyo protocolo de preparacion se encuentra resumido mas adelante en el apartado 8.2.1. Al mismo
tiempo que se pusieron a prueba las propiedades de RIA7, también se comprobo la actividad de
KIA7I (estructura poco definida) y +KIA7H- (parcialmente plegado) frente al RNA t10. Se usaron
las pruebas con este Gltimo péptido como control positivo de la catalisis de la degradacion de los
RNAs durante los experimentos, ya que se habia comprobado que no necesitaba encontrarse
especificamente plegado para presentar actividad frente a los acidos ribonucleicos (Lopez-Alonso et
al. 2010). La capacidad de union a RNAs de KIA7I fue puesta a prueba por primera vez en este
trabajo; las muestras cargadas en los pocillos de los geles no presentaban un patrén de bandas
diferente del observado para el RNA por separado, ni siquiera en presencia de cationes divalentes o
EDTA, lo que no daba indicios para pensar que hubiese algun tipo de interaccion o de que el péptido
afectase a la integridad de 110, probablemente a causa del cardcter poco estructurado de KIA7I. Las
propiedades de dicho peptido seran definidas con mas detalle en el capitulo 5.

Al contrario que +KIA7H-, que si mostraba claras evidencias de promover la catalisis de la
degradacion del RNA, sobre todo en presencia de MgCl,, RIA7 mostraba un patron de bandas
inusual (Figura 16). El problema radicaba en que, en vista de estos resultados, no estabamos seguros
de si RIA7 estaba catalizando la degradacion del RNA o, si por el contrario, ejercia un efecto
protector sobre el mismo, ya que t10 parecia presentar algo de degradacion por si mismo en esas
condiciones experimentales. Lo que si que se podia asegurar que estaban teniendo lugar fendmenos

de interaccion entre péptidos y acidos nucleicos.
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Figura 16. Gel desnaturalizante de urea-PAGE
al 20% en el que se cargaron las muestras de uno
de los experimentos realizados para comprobar la
actividad de RIA7 frente a t10, en tampoén
MOPS 50 mM pH 7 y urea 2,8 M. Las muestras
fueron incubadas a temperatura ambiente durante
26 dias. De izquierda a derecha: conjunto de
marcadores de tamafio formado por ssDNAs de

YN NnnNnNn iz diferente longitud (4, 8, 16, 24, 32, 37, 53 y 63
‘; , | , L ,‘ nucleétidos); t10 34 UM; 110 34 pM + ZnCl,
DD oLl j 1,1mM: t10 34 pM + EDTA-4Na-6H,0 220

UM: 110 34 pM + MgCl,-6H,0 1,1 mM; RIA7
22 UM; RIA7 22 M + 110 34 pM; RIA7 22 pM
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Para comprobar si RIA7 se unia a RNA y actuaba como agente protector frente a la hidrolisis
del ligando, se decidié llevar a cabo una serie de ensayos con mezclas de ambos compuestos en
presencia de RNasa A. Tras analizar los productos de reaccion mediante técnicas de urea-PAGE
desnaturalizante, en un primer momento pensamos que la interaccion entre el péptido rico en Arg y
110 mostraba ciertas propiedades cataliticas de la degradacion del RNA, aungque de manera muy sutil
en comparacion con la actividad observada para las variantes KIA7. Esta diferencia entre las
capacidades cataliticas de una y otra familia de péptidos se deberia probablemente, ademas de a la
presencia de las cadenas laterales de Arg en lugar de Lys y la distribucidn espacial de estos residuos
cargados, a la influencia de la geometria espacial del esqueleto peptidico y la distinta rigidez de sus
estructuras a la hora de interaccionar con los RNAs (Barbier and Brack 1992). Aun con todo, no se
descartd la posibilidad de que la degradacion observada pudiera corresponder a la proporcion
minoritaria de RNA que no formaba agregados con RIA7 (cargados positivamente), y quedaba
totalmente expuesta a la degradacion por parte de la RNasa. Es por ello que, segun esta hipdtesis, el
péptido ejerceria un papel protector, detectandose una cantidad de productos de degradacion menor

que en el caso de las muestras sin el péptido (Figura 17).
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M1 23456 789 Figura 17. Gel desnaturalizante de urea-PAGE al 20% con las
muestras del experimento para comprobar la actividad de RIA7
frente a 110 en presencia de concentraciones crecientes de RNasa
A, en tampon MOPS 50 mM pH 7 y urea 2,8 M. M: conjunto de
marcadores de tamafio formado por distintos SSDNAs (4, 8, 16, 22,
32, 40, 48 y 55 nuclettidos); 1: RIA7 500 uM; 2: t10 40 uM; 3:
RIA7 1 mM + 110 40 uM; 4: 110 40 uM + RNasa A 3,2 nM; 5:

; mezcla 4 + RIA7 1 mM; 6: 110 40 uM + RNasa A 32 nM; 7:

mezcla 6 + RIA7 1 mM; 8: t10 40 uM + RNasa A 320 nM y 9:

— mezcla 8 + RIA7 1 mM. En este caso, los experimentos se llevaron

- a cabo con un exceso de péptido para asegurarnos mejor de cuél era

su influencia sobre el RNA, de modo que tendriamos hasta 3

tetrdmeros de RIA7 por molécula de RNA en cada mezcla de

- - — reaccion. Para una relacion molar mayor se lograron resultados
similares.

Adicionalmente, con el fin de elucidar el tipo de interaccién que tenia lugar, se decidio
abordar este tipo de experimentos desde un punto de vista diferente, mas novedoso, empleando
también la electroforesis en gel de poliacrilamida, pero en esta ocasion realizando el montaje con un
soporte en posicion horizontal y preparando las muestras en condiciones nativas, en ausencia de urea.
Los pocillos se dispusieron en el centro de un gel con un 20% de Ac/Bis-Ac esperando que, en caso
de existir cierta interaccion con el RNA, el complejo RIA7-RNA obtuviese una carga neta positiva y
las bandas observadas tras revelar el gel apareciesen desplazadas hacia la zona donde estuviese el
catodo en la cubeta de electroforesis, habiéndose desplazado en la direccidn opuesta a la seguida por
el RNA o sus fragmentos, si es que tuviese lugar un proceso de degradacion. Se pusieron a prueba
diferentes métodos de tincion para poder revelar los resultados de las pruebas realizadas con estos
singulares geles (azul de toluidina, tincion con plata y/o Stains-All). Como resultado, tras cargar las
mezclas de reaccion después de varios dias de incubacion a temperatura ambiente, obtuvimos un
interesante patrén de bandas para el caso de las muestras con RIA7. Lamentablemente el péptido no
era detectado de forma visible, probablemente a causa de su caracter cationico, debido a quedar
disperso en el tampon de la cubeta de electroforesis o puede que a causa del grosor de los geles. El
RNA si que era perfectamente visible con cualquiera de los métodos puestos a prueba, por lo que
fuimos capaces de descubrir que la mezcla RIA7-t10 daba lugar a una banda difuminada a lo largo
del desplazamiento de las muestras a través del gel; se detectaba ademas una disminucién de la
intensidad para la banda correspondiente al RNA integro, lo que no ocurria ni para el caso de
+KIA7H-, ni para el caso de las muestras desnaturalizadas por calentamiento 5’ a 90 °C (Figura
18A). Es complicado evaluar la contribucion de la migracion de ambos compuestos por separado,

pero la explicacion para esta banda difuminada podria encontrarse en un efecto estabilizante, por el
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que los complejos acido nucleico-proteina parecen ser mas estables en el gel que en solucién. El gel
impide la difusion de los compuestos asociados, manteniendo la concentracion de complejo y
proteina y DNA libres al menos tan alta como en el equilibrio de union en solucién (Lane et al. 1992;
Sidorova et al. 2010). Ademas, la movilidad de los RNAs en el caso de los experimentos PAGE
desarrollados en condiciones nativas, estaria favorecida por el mayor plegamiento de los compuestos,
promovido a su vez por los cationes presentes en los geles. Los experimentos de PAGE vertical en
estado nativo corroboraron los resultados al obtenerse un fondo difuso en el caso del pocillo
correspondiente a las muestras de RIA7 con 110, quedando en el gel una banda intensa a una altura
mayor que la banda dibujada por la muestra que Unicamente contenia el RNA.

En presencia de un acido nucleico de estructura menos usual, como es el caso de (AUUCU)y,
el patrén de bandas no seguia este comportamiento, por lo que pudimos comenzar a deducir la
existencia de cierta especificidad del péptido RIA7 por RNAs con una estructura correctamente
definida (Figura 18B). En cualquier caso, la interaccion entre péptido y RNA t10 para dar lugar a un
complejo de mayor tamafio qued6 asi demostrada, dando sentido a la turbidez y formacion de cierto
precipitado observados a la hora de preparar las muestras. Segun los geles resultantes, o bien estos
agregados poseian una carga neta positiva, o bien eran retenidos por el tamafio de poro de las
construcciones e iban perdiendo poco a poco las moléculas de péptido unidas al RNA, permitiendo
su avance hacia el &nodo y generando la banda difusa observada. Es por ello que fueron necesarias
pruebas complementarias para aclarar las dudas surgidas en lo concerniente a la estequiometria de la

interaccion entre ambas moléculas.

Figura 18. Geles nativos de PAGE al 20% horizontal (izquierda) y vertical (derecha). A) 1: +KIA7H- 22 uM;

2: RIA7 22 uM; 3 y 6: RNA 110 227 uM; 4 y 7: +KIA7H- 182 uM + 110 114 uM; 5y 8: RIA7 182 uM + 710 114 uM.

Las muestras fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente y las alicuotas correspondientes a los pocillos 6, 7

y 8 fueron calentadas previamente 5’ a 90 °C,

dejando que se enfriasen a temperatura

A B ambiente antes de cargarlas en los pocillos

del gel. B) Las concentraciones finales

cargadas en el gel fueron de 500, 50 y 48 uM

para RIA7, (AUUCU), y 110,

respectivamente. Las mezclas de reaccion 1:1

llevan RIA7 353 uM, (AUUCU)g 9 uM o 110

11 puM, es decir, 9-10 tetrdmeros de RIA7 por

molécula de RNA. Los siguientes pocillos,

contienen 2, 5 0 10 veces la concentracion de

RIA7 que hay en el nombrado como pocillo

H 1:1. Se puede apreciar facilmente como las

bandas de t10 en presencia del péptido RIA7

se difuminan y sufren un retraso mayor

durante el desplazamiento que el observado

en el caso de la banda correspondiente al

- o RAY RNA por separado, lo cual no ocurre en los
+(AUUCU), +110 pocillos con las muestras con (AUUCU)q.

1:1
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4.2.2. Deteccion de agregacion mediante espectrometria de fluorescencia

En vista de los resultados observados tras los experimentos de PAGE, fueron necesarios
métodos complementarios para poder conocer con mas detalle qué tipo de interaccion tenia lugar
entre el péptido RIA7 y los RNAs. Ademas, se tratd de encontrar evidencias claras de la formacion
de agregados que parecia tener lugar entre dichos compuestos, en lugar de presenciarse los
fendmenos de catalisis de la degradacion de los RNAs con la eficacia observada en el caso de sus
homologos con Lys. Para conseguir esto, se hizo uso de la espectrometria de fluorescencia. Se
realizaron medidas de intensidad de la fluorescencia detectada, tanto para las longitudes de onda de
excitacion (es decir, la dispersién de luz a 90°), como para las longitudes de onda de emision
caracteristicas de los residuos aromaticos de Tyr (Aex =287 nm y Aem = 309 nm) presentes en el
péptido. EIl procedimiento utilizado se puede encontrar en el apartado 8.4.1. Ya que el RNA no
presenta fendmenos de fluorescencia, la sefial detectada era exclusivamente debida a los residuos de
Tyr de RIA7. De este modo, en caso de que existiese difraccion, estaria causada por la formacion de
agregados (Benjwal et al. 2006).

Para preparar las diferentes series de muestras, elegimos un rango de condiciones teniendo en
cuenta el nimero de cargas presentes en cada molécula: 4 cargas positivas por molécula de RIA7, 12
por tetrdmero; 47 cargas negativas (debido a que el primer NTP afiadido mantiene sus grupos
fosfato) para el RNA (AUUCU)gy 27 cargas negativas por molécula de RNA 110, con 25 nt. De este
modo, segun la relacion de cargas, las distintas mezclas estequiométricas RIA7:RNA puestas a
prueba fueron aproximadamente las siguientes: 1:0, 40:1, 20:1, 8:1, 4:1, 2:1, 1:1y 1:3, 0 loque es lo
mismo, se pusieron a prueba diferentes condiciones experimentales que van desde 1 hasta 125
tetrameros de RIA7 por molécula de RNA (Figura 19A). Como resultado, se pudo observar que el
mayor grado de agregacion parecia detectarse cuando la relacion de cargas entre el péptido y el RNA
se encontraba entre 2 y 4 cargas positivas por cada carga negativa. La formacién de agregados, para
las muestras en las que la concentracion de péptido era mucho mas alta que la concentracion de t10
(80, 40 y 16 tetrameros por molécula de RNA), era menor a la detectada cuando la concentracion
alcanzaba la estequiometria Optima para la generacion de los aductos (4-8 tetrameros por molécula
de RNA). Este hecho nos daba a entender que la agregacion detectada era debida a la interaccion
entre ambos componentes y no estaba causada por particulas formadas por ellos de manera
independiente. Parece ser que la interaccion entre RIA7 y el RNA 110 no era debida Unicamente a
fuerzas electrostaticas, sino que habria que tener en cuenta también otro tipo de interacciones, tales
como interacciones hidréfobas o fendmenos de apilamiento con las cadenas laterales de los residuos

que forman parte del péptido.
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Con el fin de despejar las posibles dudas al respecto, se realizaron pruebas similares en
presencia de concentraciones crecientes de KCI (Hofmeister 1888; Green 1931; Green 1932;
Melander and Horvath 1977; Kunz et al. 2004; Hirano et al. 2007). Asi, se pudo comprobar que a
pesar de reducir el efecto electrostatico de las interacciones entre el péptido y los RNA, a causa del
apantallamiento ejercido por los iones disueltos, la formacion de agregados continuaba siendo
patente hasta [KCI] = 100 mM. Esto demuestra la gran estabilidad de los aductos y sugiere la
existencia otro tipo de interacciones de unién amén de las puramente electrostaticas (Figura 19B).
Los experimentos se realizaron tanto para el RNA t10, con estructura en horquilla, como para
(AUUCU)g, con una conformacion menos definida. Aunque en los ensayos de fluorescencia iniciales
no existia ninguna diferencia relevante entre las muestras con un &cido nucleico u otro, en las

pruebas disefiadas en presencia de concentraciones variables de sal si que se apreciaban cambios en
los espectros resultantes.

Figura 19. A) Espectros de fluorescencia
(Aex = 287) que muestran la interaccion
entre RIA7 y RNA 110 en el caso de
muestras con distinta cantidad de
tetrameros del péptido por molécula de
RNA, medidos a 25 °C. La concentracion
de RIA7 tomada como referencia (en
mezclas de reaccion de 1 a 8 tetrAmeros
por cada &cido nucleico y en la muestra
con solo RIA7) fue de 53 uM y las
disoluciones se realizaron en tampon KPi
10 mM pH 7. La presencia de agregados
B (AUUCU) (izquierda) es detectada al observar que
9 existe dispersion de luz a 90° y la
fluorescencia de los residuos de Tyr del
péptido es detectada a una longitud de
onda de 309 nm (derecha). De forma
complementaria, este mismo tipo de
experimentos se Ilevaron a cabo usando el
RNA (AUUCU),, con un plegamiento
menos comun, observandose resultados
similares (Diez-Garcia et al. 2012).
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B) Intensidad detectada a 287 (fraccion en agregacion, en rojo) y 309 nm (fraccion libre, en azul) durante los
experimentos de fluorescencia de RIA7, con (AUUCU)g vy 110 en presencia de concentraciones crecientes de KCI, a
25 °C y con tampdn KPi 10 mM pH 7. La estequiometria de las mezclas de reaccion era de 4 tetrdmeros de péptido por
molécula de RNA. En esta ocasién podemos observar diferencias notables entre ambos RNAs, de lo que se deduce
cierta especificidad por el RNA mas estructurado a la hora de la formacion de los agregados. En ambos casos, las
medidas se tomaron en un rango de 260-350 nm, cada 1 nm, con un tiempo de integracion de 0,2 s/nm y una apertura
para las rendijas de entrada y salida de 3 mm.
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Teniendo en cuenta que la union a RNAs ocurriria cuando el péptido se encontrase en su
forma tetramérica especificamente plegada y no en su forma monomérica, en vista de las sefiales
correspondientes a la formacién de agregados, se podria deducir que era a bajas concentraciones de
sal (0-200 mM) cuando la formacidn de los tetrdmeros se encontraba mas favorecida. Es por ello que
la formacion de agregados incrementaba de forma significativa desde bajas concentraciones hasta
concentraciones de KCI mayores de 200 mM para ambos acidos ribonucleicos, observandose una
mayor facilidad para la formacion de los complejos en el caso de 110, que presenta maximos de
agregacion a concentraciones de sal inicialmente menores. Para la concentracion maxima de sal
afiadida (500 mM), la presencia de agregados disminuia drésticamente en ambas muestras, incluso
por debajo de la detectada en ausencia de sal, probablemente debido a la completa neutralizacién de
la nube de cargas presente en los complejos y el apantallamiento total de las interacciones
electrostaticas entre péptido y RNAs. Asi, tras monitorizar la tendencia seguida por la intensidad de
la sefial de fluorescencia correspondiente a (AUUCU)y, se demostrd que las fracciones de tetrameros
de RIA7Y libre y formando agregados fluctuaban a medida que se formaban los complejos con el
RNA mientras la concentracion de sal permanecia baja, para después alcanzar concentraciones de sal
tan elevadas que prevenian la formacion de los tetrameros y, por consiguiente, también la de los
complejos. Parecia existir un equilibrio entre tetrdmeros en agregacion y tetrdmeros libres, debido a
una unién débil que se veia afectada por los cambios en la red ionica del medio. Por el contrario, en
el caso de 110, con un plegamiento estable y bien definido, se pudo observar una tendencia hacia la
formacion de agregados mucho maés estables, cuya proporcion se mantenia desde la adicion de
pequefias cantidades de sal, lo que favorecia la disposicion de RIA7 en forma de oligdmeros. Cuando
la concentracion de sal era demasiado alta, esta predileccion por adoptar la disposicion tetramérica
desaparecia y la formacion de complejos era neutralizada, detectdndose entonces la fluorescencia
correspondiente a casi todo el péptido libre presente en la disolucién en su forma monomérica. Se
puso de manifiesto que la formacion de los tetrameros y agregados, ademas de venir definida por las
interacciones electrostaticas entre los compuestos, se veia también influenciada por la estabilidad de
la conformacion tetramérica helicoidal de RIA7 y la correcta estructuracion de los RNAs,
detectandose una unién mas estable entre los péptidos RIA7 y acidos nucleicos de conformacién mas
definida (Figura 20).
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Figura 20. Esquema que ilustra el comportamiento de los péptidos RIA7 (rodeados de cargas positivas), que dan lugar a
las estructuras tetraméricas helicoidales en forma de X y que al interaccionar con RNAs monocatenarios de estructura
definida, como es el caso de 110 (representado en la imagen rodeado de cargas negativas), forma agregados que
precipitan, hasta que la concentracion de sal en el medio es lo suficientemente grande como para producir su escision,
obteniendose por un lado parte de los complejos péptido-RNA formados Y, por el otro, moléculas de RNA y péptido en
su forma monomérica. Habria que prestar especial atencion a la estequiometria de formacion de los complejos y
agregados y a la carga neta que estos adquiririan, la cual se ha hecho patente a lo largo de todos los experimentos de
PAGE llevados a cabo.

4.2.3. CD: interaccion con RNAs de estructura definida

Los experimentos de dicroismo circular, ademas de permitirnos comparar la correcta
estructuracion de las hélices de RIA7 respecto a la de sus homdlogos con Lys, sirvieron también para
corroborar la presencia de agregacion entre péptidos y RNAS, tanto en presencia como en ausencia
de diferentes concentraciones de sal. Al mismo tiempo, se pudo detectar la interaccién con los RNAs
y la formacion de agregados, a pesar de la ya conocida dificultad que entrafian dichos experimentos
en presencia de precipitados, los cuales hacen mas dificil discernir con claridad entre fendmenos de
interaccion y fendmenos de agregacion (Mascotti and Lohman 1997). Al contrario de lo observado
en recientes publicaciones acerca de diferentes ARMSs de importancia biomédica (Bayer et al. 2005),
para el caso de los tetrameros helicoidales estudiados, no parece existir una adaptacion
“camalednica” del plegamiento de los péptidos para permitir la interaccion con los acidos nucleicos

segun cual sea su estructura. En los experimentos con RIA7, ademas de detectarse cambios
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atribuidos a los RNAs, se detectaron también variaciones en las sefiales correspondientes al péptido;
la interaccion entre ambos compuestos no ocurria al estar estos en su forma extendida, sino que
mantenian en cierta medida su correcto plegamiento inicial. Tanto en el caso de la interaccion con
110, como en los resultados obtenidos para la mezcla RIA7 con (AUUCU)q, las curvas espectrales
generadas diferian de las predicciones correspondientes que se pudieron calcular a partir de los
valores detectados durante los experimentos con ambos compuestos de forma aislada (Figura 21). Al
comparar el patrén de elipticidad molar de la suma de los espectros que se obtenian por separado con
el seguido por los valores experimentales de las mezclas de reaccidn, encontrabamos similitudes en
la region correspondiente al RNA, pero existian discrepancias entre los espectros calculado y
experimental a las longitudes de onda correspondientes a la presencia de péptido helicoidal. Puesto
que los experimentos fueron llevados a cabo con un ligero exceso de RNA respecto de la
concentracion final de RIA7 (al menos dos moléculas de RNA por tetramero), con el fin de
discriminar mejor entre interaccion y agregacion, estos resultados indicaban que la diferencia en los
cambios observados alrededor de los 220 nm eran debidos a la interaccion entre RIA7 y los acidos

ribonucleicos.
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Figura 21. Espectros UV de CD de RIA7 100 uM (linea continua azul); RNA 110 0 (AUUCU)g 48 uM (linea continua
roja); mezcla de reaccion con RIA7 100 uM y RNA 48 uM (linea discontinua verde); cdlculo de la suma de los espectros
del péptido y el RNA por separado (linea discontinua gris); diferencia entre los valores de la mezcla experimentales y
calculados (linea discontinua punteada negra). Los valores del eje de ordenadas se encuentran expresados en unidades de
elipticidad molar. El péptido presenta el espectro tipico de estructuras en hélice o, mientras que el RNA parece tener una
forma espectral representativa de conformaciones en horquilla con un dominio bicatenario de tipo A (Hung et al. 1994;
Kypr et al. 2009). En el caso de las muestras en presencia de (AUUCU),, se prefirié omitir la parte correspondiente a los
valores de elipticidad caracteristicos del péptido ya que, en este caso, al tratarse de un RNA de mayor tamafio, con una
intensa absorbancia, para la misma concentracion de 110 existia demasiado ruido de fondo como para considerar fiables
los valores obtenidos en esa franja de A y el voltaje alcanzado podia llegar a dafiar el espectropolarimetro. En cualquier
caso, se observa el mismo comportamiento descrito en el caso de las medidas de las muestras con 110 (Diez-Garcia et al.
2012).
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Como se ha dicho, era complicado realizar hipétesis basadas en este tipo de espectros de CD,
ya que habria que tener en cuenta otros muchos aspectos como la precipitacion de los agregados o0 un
apantallamiento de la sefial entre compuestos. En esta ocasion se intent0 evitar esto al seleccionar
una estequiometria de reaccion que permitiese la interaccion entre péptidos y RNA, generandose
complejos y también agregados, aunque no de forma mayoritaria. En los experimentos de CD con
proporciones de péptido respecto de RNA O&ptimas para la agregacién, se puedo observar
perfectamente como la sefial correspondiente a los tetrameros helicoidales era méas clara a medida
que disminuia la concentracion de t10, cuya sefial si se veia reducida, pero en ninguno de los casos
alcanzaba los valores hallados para los compuestos de forma aislada. Esto significaba que se
detectaban las sefiales tanto del RNA existente en la muestra como del péptido libre o unido, que ain
no se encontraba formando parte de los agregados. Es por ello que, a pesar de contar siempre con la
misma concentracion de RIA7 en todas las muestras, la forma de los espectros entre los datos
calculados y los experimentales era diferente. Concretamente, las diferencias méas evidentes se
observaron en el caso de la region correspondiente al patrén dibujado por las estructuras helicoidales
y también en los valores maximos de elipticidad molar a 260 nm, cuyo valor maximo fue detectado
en las muestras de RNA por separado y no se alcanzé de nuevo, aunque en algunas de las muestras la
concentracion de RNA fuese mayor (Figura 22). Aungue se detecte un cambio en el espectro del
RNA 110 por la interaccion con RIA7, el plegamiento del mismo se mantiene en cierta medida y las
variaciones observadas sugieren que parte de la doble hélice de RNA pasa de la forma A a la B en
presencia del péptido. Ademas, en los experimentos con (AUUCU)g, un RNA de estructura menos
definida, observamos que en las muestras con RIA7 se detectaba una mayor elipticidad a 260 nm. Se
puede deducir entonces que el conjunto de conformaciones detectado para el RNA adoptaria una
conformacién mas desplazada hacia una forma A de la doble hélice en presencia del péptido.

Cabe destacar que en los ensayos de desnaturalizacion térmica llevados a cabo para los
distintos RNAs utilizados no se observaron cambios relevantes en los valores de elipticidad molar
obtenidos, antes y después de la renaturalizacion, es decir, que dichos RNAs presentaban una
desnaturalizacion reversible. Durante estos experimentos se emplearon los mismos parametros de
barrido usados en los ensayos con RIA7, a excepcion de que la sefial era detectada a 260 nm vy el

intervalo de temperaturas monitorizado iba desde -2 a 75 °C.
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Figura 22. Espectros de CD observados para muestras de RIA7 + RNA 110 a diferentes relaciones molares, teniendo en
cuenta una concentracion tetramérica fija de 25 pM. La concentracion del RNA por separado es de 48 pM, el doble que
en el caso de la muestra con estequiometria 1:1. Los ensayos se realizaron a 25 °C en tampon H/NaAc 10 mM pH 5. Se
puede apreciar como, aun superando en diez veces la concentracion de péptido presente, cinco veces la concentracion de
la muestra solo con 110, no se alcanzan los mismos valores que en este Ultimo caso, a causa de la agregacion y el
promediado de las sefiales del RNA y el péptido (Diez-Garcia et al. 2012).

4.2.4. Monitorizacion por RMN de las moléculas de RNA libres y en los aductos

Contemplando la posible existencia de un equilibrio entre las moléculas de RIA7 y RNA
libres en disolucion, las que se encuentran unidas entre si y las que dan lugar a agregados que
precipitan, se disefio una serie de experimentos de espectroscopia de RMN monodimensional para
comprobar qué especies se encontraban mayoritariamente disueltas en las muestras, cuales formaban
parte de las particulas que provocaban la turbidez observada y cual era la composicion del
sobrenadante que quedaria tras centrifugarlas. Los espectros de las muestras analizadas mostraron
que la presencia de sal (NaCl 200 mM) altera la region bicatenaria de la horquilla del RNA 110,
perdiéndose las sefiales correspondientes a los pares G=U, menos estables. La adicién de RIA7 a las
muestras de RNA con sal no modificaba los espectros, de modo que la estructura de t10 no se veia
afectada, tal y como se habia deducido tras observar los graficos resultantes de los experimentos de

CD. Si que existia un ligero desplazamiento en las sefiales al comparar los espectros de los
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experimentos realizados a 25 °C con los llevados a cabo a 5 °C, temperatura a la cual el RNA parece

encontrarse algo mejor estructurado. Al analizar el sobrenadante recogido tras la centrifugacion de

muestras con un exceso de RIA7 (aproximadamente 2 tetrameros por molécula de RNA),

encontramos las mismas sefiales detectadas en los experimentos iniciales, correspondientes a los

puentes de hidrogeno formados entre los pares de bases de t10; también se observaron las sefiales

propias del péptido RIA7, tanto en su forma plegada como desplegada (Figura 23). Estos resultados

eran consistentes con la idea de que el RNA 110 se unia a la forma tetramérica y especificamente

plegada de RIA7 y no a su forma monomérica y desplegada, tal y como se observéd en los ensayos en

presencia de iones, dependiendo de la densidad de carga positiva presente en la superficie de

tetrdmeros y monomeros (Lohman et al. 1980).
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Figura 23. A la izquierda, los espectros 1D de
RMN del RNA 110 en tampdén D/NaAc 10 mM
pH 5, con DSS 50 uM, en presencia de NaCl
200 mM y RIA7 a una concentracion
equivalente a la del RNA en determinadas
muestras, a 5 y 25 °C. Los espectros de la base
pertenecen a la muestra con una concentracion
de péptido 8 veces superior a la del RNA
presente, centrifugada para que los agregados
formados precipitasen en el fondo del tubo de
resonancia. Se puede observar como el
aumento de la temperatura conlleva la
desaparicion de algunas de las sefiales propias
de protones imino formando puentes de
hidrogeno entre los pares de bases de t10 (bajo
estas lineas), las cuales se recuperan de nuevo
al regresar a la temperatura inicial (Varani et
al. 1999; Diez-Garcia et al. 2012).
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4.3. Residuos aromaticos terminales en el disefio de péptidos

Continuando en esta linea, el siguiente objetivo seria el de estudiar en qué medida y de qué
manera influia la presencia de residuos aromaticos en el extremo C-terminal de este tipo péptidos
pequefios en lo que concierne a la estabilidad y estructuracién de los mismos. Para llevar a cabo los
ensayos pertinentes se eligio el péptido KIA7I, el Unico de la serie KIA7 que carecia de este tipo de
residuos en esa posicion terminal y poseia cierta conformacion tetramérica helicoidal, aunque
solamente en presencia de altas concentraciones de sal. Al mismo tiempo se analizaron otros
péptidos poco o nada estructurados de la misma familia para corroborar los resultados obtenidos.
Enfocando esta idea desde el punto de vista de la abiogénesis, se tuvo en cuenta la existencia de
pequefias ribozimas que emplean aminoacidos como cofactores (Roth and Breaker 1998; Szathmary
1999; Turk et al. 2010), logrando aumentar asi sus capacidades cataliticas. Es 16gico pensar que lo
mismo podria haber sucedido con péptidos como KIA7I, compuestos aromaticos sencillos y RNAs
en un mundo primordial. La idea era averiguar si una lle, junto con alguna clase de areno, podria
llegar a ocupar el lugar de un aminoacido aromatico en este tipo de moléculas sin comprometer su
integridad estructural. Por ello, llevamos a cabo experimentos analogos a los realizados con el
péptido KIAT7I pero, en esta ocasion, incluyendo en las pruebas realizadas la presencia de diferentes
arenos (fenol, anilina, anisol, naftaleno, o-xileno, p-xileno, tolueno y benceno). Con ello
comprobariamos si gracias a la interaccion con compuestos ciclicos sencillos la estructura de KIA7I
podia asemejarse de algun modo a la de sus homdlogos més estables. Como se mencionara de forma
mas detallada a continuacion, la interaccion entre estos péptidos sencillos y los hidrocarburos
aromaticos mas simples ayudé también a dilucidar mejor la influencia que tienen dichos
componentes sobre las proteinas con dominios parcialmente desplegados, ademas de los ya de sobra
conocidos efectos nocivos sobre los acidos nucleicos que poseen algunos de sus metabolitos
(Sabbioni 1994; Wang et al. 2012).
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Como objetivo siguiente, comenzamos con los ensayos de caracterizacion estructural que nos
permitiesen definir de forma clara cual era el comportamiento conformacional predominante en este
compuesto. Como se ha mencionado en el apartado 3.2, KIA71 presentaba curvas de CD tipicas de
proteinas desplegadas pero daba lugar a estructuras de “four helix bundle” en presencia de altas
concentraciones de sal. Una vez conocida la conformacion que adopta en el espacio, nos
centrariamos en los ensayos sobre su interaccion con diferentes arenos, para poner a prueba la
importancia de los grupos aromaticos C-terminales en lo referente a la estabilidad del plegamiento de

estos péptidos presuntamente prebidticos.

5.1. Caracterizacion estructural: tetrameros y extremos C-terminales libres

Durante los estudios sobre los péptidos KIA7, ensayos preliminares de KIA7I mostraron que
presentaba una conformacion parcialmente desplegada, a menos que se monitorizase el péptido en
presencia de un agente estabilizante, como por ejemplo el Na,SO4, que aumentaba el efecto
hidr6fobo del medio favoreciendo la estructuracion del péptido (Hofmeister 1888). Sabiendo esto, la
mayoria de los ensayos experimentales llevados a cabo para elucidar el comportamiento del
plegamiento de KIA7I se realizaron en presencia de altas concentraciones de sal.

5.1.1. Poca dispersion en espectros de RMN

Usando equipos Bruker (600 mHz y 800 mHz) se adquirieron espectros 1D 'H, 2D TOCSY
(tm = 60, 80 y 100 ms), 2D NOESY (tm = 80 y 150 ms) y 2D *H-*N y *H-*C HSQC de KIATI,
tanto en 100% D,O como en 90% H,0/10% D,O y a una concentracion de péptido de entre
1,0y 25 mM. Con el fin de reducir el apantallamiento de los pulsos, causado por los efectos
electrostaticos ejercidos por los iones de las sales, en la mayoria de los casos se emplearon tubos de
3 mm de didmetro. Los espectros TOCSY y NOESY de KIA7I iniciales mostraban una disminucion
considerable en la dispersion de las sefiales y existia mucho solapamiento entre ellas, en
comparacion al conjunto de resonancias obtenidas en los espectros de variantes mas estables y con

estructuras mejor definidas, tales como los péptidos KIA7 con residuos aromaticos o el péptido RIA7
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descrito en el capitulo anterior. Aproximadamente la mitad de las Ala y dos de cada tres residuos de
Lys tenfan valores de desplazamiento quimico para *Ha, *Co y **CP caracteristicos de estructuras
helicoidales y que se alejaban de los valores tipicos de estructuras en hebras B, lazos u ovillo
estadistico (Wishart et al. 1991) (Apéndice 4), lo cual también habia podido vislumbrarse en los
espectros de CD en presencia de altas concentraciones de sal (Lopez de la Osa et al. 2007). Por
ejemplo, Lys 2 presentaba unos valores de & para *Ca (57.7 ppm) y *Ha (4.16 ppm) en el rango de
los desplazamientos quimicos tipicos de una hélice o, aunque algo mas bajos que los valores
intrinsecos de referencia en el caso de las sefiales de 'Ho. Ello indicarfa la formacion de una
estructura helicoidal parcial (20 - 40%). No obstante, las resonancias de *Ha y 'Ho’ de Gly 18
estaban degeneradas, al contrario de lo que ocurre con las variantes mas estables, donde se
detectaban bien diferenciadas con valores de 0.64-0.67 ppm en KIA7Y, KIA7F, KIATH y RIA7, y
de hasta 0.99 ppm en KIA7W. Esta pérdida de singularidad en los desplazamientos quimicos es una
buena evidencia para poder asegurar que la estructura de giro, adoptada por la Gly 18 de manera tan
especifica en las otras variantes de KIA7, no es algo predominante en el caso de KIA7I. Segln estos
resultados, la Ile C-terminal se encontraria desordenada y por lo tanto seria incapaz de ocupar el
bolsillo hidrofobo, ocupado por la cadena lateral de los residuos aromaticos en los derivados mas
estables. Ademas, al no encontrarse suficientes NOES tipicos de hélices a (‘HN-"HN i1y, "HN-"Hpy;,
i+1) O 1HN-1Ha(i, i+134)), la estructura no podia determinarse con total seguridad (Diez-Garcia et al.
2011).

Los espectros de HSQC fueron de gran ayuda a la hora de asignar las resonancias de los
distintos sistemas de espin correspondientes a Ala, lle, Lys y Gly, aunque el solapamiento de algunas
de las sefiales en la mayoria de las ocasiones dificultaba la asignacion de los residuos de forma
individual (Figura 24). Gracias a los calculos de MD detallados méas adelante, sabemos que esto es
debido a la mayor diversidad estructural que KIA7I presenta con respecto a KIA7Y, F, W o H, al
tener la lle C-terminal mayor libertad de movimiento y al no poseer ningin residuo aromatico para
inducir cambios en protones cercanos por la deslocalizacion de electrones n cuando se aplica el

campo magnético.
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Figura 24. A) Espectros 2D TOCSY (azul, t,, = 80
ms) y 2D NOESY (rojo, t, = 150 ms). Las sefiales
marcadas corresponden a los desplazamientos
quimicos generados entre los protones *Ha y los *HN
de los residuos indicados. Se puede observar un
solapamiento evidente entre las sefiales como ocurre,
por ejemplo, en el caso de Ala 1y Lys 2. B) Espectro
2D de RMN *H-">N HSQC en abundancia natural de
KIAT7I, de gran utilidad para poder asignar de forma
individual algunas de las sefiales que presentaban
solapamiento en el resto de experimentos de RMN,
como es el caso de la Ala 1y la Lys 2 mencionadas
anteriormente. La resonancia observada a 7.6 ppm
corresponde a la resonancia solapada de los *HN de
los residuos de Lys. A pesar del prolongado tiempo de
adquisicién con que se llevo a cabo este experimento
(2dias), no se detectaron todas las sefiales que se
esperaban encontrar, muy probablemente debido a la
baja abundancia natural del isétopo de nitrogeno en la
muestra. C) Espectro 'H-*C HSQC de KIA7I en
abundancia natural. Los picos se muestran segin un
coédigo de dos letras: la primera indica el tipo de
aminodcido y la segunda el &4tomo que posee ese
desplazamiento quimico. Algunos de los NOEs entre
"Ha y 2Ca de Alay Lys del recuadro si que presentan
O propios de estructuras en hélice a. Los espectros
fueron adquiridos a partir de muestras de KIA71 1,0 -
2,5 mM, en 0,50 M Na,SO, a pH 5y 5° C, en un
tampdn D/NaAc 10 mM y 90% H,0/10% D,0. Como
referencia para establecer el punto en 0 ppm y estandar
interno para el resto de & se emple6 DSS 50 uM (Diez-
Garcia et al. 2011).
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5.1.2. Dinamica molecular: extremos C-terminales con estructura aleatoria

Ante la imposibilidad de realizar calculos estructurales a partir de los espectros de RMN con
la fidelidad deseada, se recurrio a calculos de dindmica molecular para elucidar el comportamiento
estructural del péptido KIA7l y monitorizar la evolucion de las estructuras mayoritaria y
energéticamente mas favorables. Para ello, tal y como se resume en el apartado 8.6.2, se emplearon
el paquete de modelado SYBYL-X y el software AMBER v11 (Case et al. 2005). Inicialmente se
obtuvo un conjunto de 10 modelos estructurales de KIA7I basandonos en las estructuras de KIA7Y
(PDB: 2jo4), elucidadas en los trabajos anteriores mediante RMN. Este péptido ya ha sido utilizado
también por los creadores de TALOS+ en la optimizacion de SPARTA+, un software dedicado a la
prediccion de desplazamientos quimicos a partir de los datos de angulos de torsion y secuencias
homologas recogidas en una base de datos generada a partir de las coordenadas extraidas del PDB.
Hecho esto, se crearon modelos para cada estructura, acompafiados de los contraiones
correspondientes, sometiéndolos a 1000 etapas de minimizacion de energia en vacio usando un limite
de distancia de 10 A, es decir, despreciable. Mas tarde, se “hidrataron” las estructuras anadiendo
moléculas de H,O a los modelos, de forma que se afiadieron 6800 moléculas de agua del tipo
TIP3PBOX en una “caja” de dimensiones 60 x 65 x 60 A. En esta ocasion, se continuaron
consolidando las condiciones de minimizacion de energia, realizandose 5000 etapas de minimizacion
hasta que la desviacion cuadratica media de los gradientes de energia fuese menor de 0,1 kcal-mol’
LA™ De este modo, se intensificaron las etapas de minimizacion de la energfa (10000 pasos de
dindmica molecular de 0,002 ps) hasta alcanzar un equilibrio energético a lo largo de 1,3 ns para
cada uno de los diez modelos estructurales de partida. Con el fin de controlar la eficiencia de los
calculos estructurales durante el proceso, cada cierto tiempo se almacenaban los resultados obtenidos
y se analizaban usando los programas MolMol (Koradi et al. 1996) y Mage (Richardson and
Richardson 1992). Los resultados finales fueron empleados para preparar las imagenes de algunas de
las estructuras mas representativas de KIA7I (Figura 25A). Las conformaciones calculadas parecian
divergir significativamente después de varios cientos de ps sugiriendo, tal y como se propuso en vista
de los resultados de los experimentos de RMN, que KIA7I era capaz de adoptar un conjunto de
conformaciones con una notable diversidad estructural, la cual se hacia evidente sobre todo al
observar los extremos C-terminales de los peptidos.

Las a-hélices de las variantes de KIA7 con residuos aromaticos son rectas o ligeramente
curvadas y los residuos C-terminales se encuentran orientados hacia el bolsillo hidréfobo. En el caso

del péptido KIAT7I, tal y como demotraron los analisis de los angulos ¢ y v de las estructuras
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generadas durante la simulacion (Apéndice 5), se observé que los tetrdmeros conservarian la
estructura helicoidal pero los extremos C-terminales G-G-I carecerian de una conformacion Unica
(Figura 25B). Ademas, estos tetrameros parecian poseer cierta tendencia a que dos o tres de las
hélices presentasen pliegues en los que fallaba el puente de hidrdégeno entre un grupo amida y un
grupo carbonilo aceptor dentro del enlace peptidico. Estos pliegues reducian el tamafio de los
bolsillos hidr6fobos en los extremos de las hélices para acomodar la cadena lateral del residuo de lle,
de menor tamario que los residuos aromaticos. Por lo tanto, queda demostrado que los residuos de lle
del extremo C-terminal presentaban cierta variedad de conformaciones y patrones de unién por
puentes de hidrégeno con los residuos adyacentes. En los compuestos KIA7 con F, H, Wo Y en la
posicion 20, esta unién tiene lugar de forma mas especifica, mientras que para KIA7I el residuo
terminal tenia mayor libertad y nos encontramos con que podia adoptar diversas orientaciones, segun
las interacciones por puente de hidrogeno que se formasen. Un modelo estructural representativo de

una de estas conformaciones fue depositado en la PMDB: ID-PM0077491.

Figura 25. A) Imagen estereoscopica de un modelo
estructural de KIA7I calculado mediante protocolos de
dindmica molecular. Se observa que los tetrdmeros
conservan la estructura helicoidal. El esqueleto peptidico se
muestra en blanco, las Ala en naranja, las Lys en azul, las
Gly como G y los puntos rojos indican los grupos NH que
pierden el enlace de hidrégeno haciendo que las hélices se
curven mas que en el caso de las variantes de KIA7 con una
mayor estabilidad. El resto de puentes de hidrogeno estan
sefialados en marrén. B) Los extremos C-terminales G-G-I
carecerian de una conformacién predeterminada, de modo
que las lle finales se encontrarian desordenadas y por lo
tanto serian incapaces de ocupar correctamente el bolsillo
hidr6fobo, como ocurre en el caso de los compuestos
aromaticos (Diez-Garcia et al. 2011).
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5.2. Interaccion con arenos, predominantemente benceno v fenol

Ha quedado demostrado que KIA7l puede tener la capacidad de originar estructuras
tetraméricas helicoidales de manera parcial y sin una conformacion predeterminada Unica. ¢Qué
ocurriria entonces si, ante la falta de un residuo C-terminal que definiese una estructura polipeptidica
estable y bien diferenciada, péptidos ligeramente desplegados como este interaccionasen con
diferentes arenos presentes en el medio? ¢Podria esta interaccion servir para desplazar ese equilibrio
entre las diversas conformaciones hacia una unica estructura especificamente plegada? Estas fueron
las preguntas que sugirieron la idea de realizar ensayos de interaccion entre KIA71 y diferentes
compuestos aromaticos simples (fenol, anilina, anisol, naftaleno, o-xileno, p-xileno, tolueno y
benceno), monitorizando el efecto sobre la estructura del péptido mediante espectroscopia de RMN y
ensayos de fluorescencia del ANS. A su vez, con el fin de asegurarnos de la generalidad de los
hallazgos, realizamos también experimentos similares con péptidos y proteinas de diferente
naturaleza estructural y cierta importancia en el ambito de la biomedicina (KIA7W, CG3KIA?7,
APi1-40 y HEWL).

5.2.1. Espectroscopia de RMN: NOEs intermoleculares

Dada la baja solubilidad en agua de benceno y tolueno, para el estudio de su interaccion con
KIA7I mediante RMN se llevo a cabo el procedimiento siguiente: cuidadosamente se depositaba una
pequefia gota de 50 uL de areno puro sobre una solucion 90% H,0/10% D,0 con KIA7l 2.5 mM y
Na,SO4 0,50 M, en tampon D/NaAc a pH 5.0 y 5 °C, con y sin DSS 50 uM. Después, se incubaban
las muestras preparadas durante 18 h a 4° C y con cuidado se retiraba la gota de areno haciendo uso
de una pipeta. El protocolo se optimizd realizando un seguimiento de la concentracion de areno
disuelto en la muestra con espectros de RMN 1D 'H para comprobar que durante la incubacion
transcurriese el tiempo suficiente; parte del areno quedaria disuelto en la fase acuosa y evitariamos
después sefiales muy grandes a causa de un exceso del mismo, las cuales podrian solaparse con el
resto de picos detectados e impedirnos discernir bien entre si las sefiales eran debidas a la interaccién
o al areno libre, tal y como se ilustra en el apartado 8.5.

Las muestras se prepararon siguiendo las indicaciones arriba enunciadas, en presencia y en
ausencia de arenos, tanto para KIA7l como para los demas péptidos y proteinas puestos a prueba:
alguna de las variantes de KIA7 mas estables y mejor plegadas, tales como KIA7W (a una
concentracion de 3 mM) y CG3KIA7 (2 mM y en presencia de NaCl 200 mM); el polipéptido del
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Alzheimer APj.4, rico en residuos hidréfobos y que a pH neutro se encuentra en una forma
monomérica intrinsecamente desordenada (0,22 mM, con tampdén K;HPO, 10 mM a pH 7.0 y 25° C);
y una proteina bien plegada de estructura conocida, como lo es la HEWL (2,9 mM, a pH 4.0 y 35°
C). Para todos ellos se adquirieron espectros 1D *H, ademas de espectros 2D NOESY para APi.40
y 2D 'H-3C HSQC para el caso de la lisozima. En alguno de estos Gltimos espectros centramos el
pulso de excitacion para *3C a 120 ppm con el fin de observar, ademés de las sefiales
correspondientes a los picos de correlacién *H-"3C de los grupos aromaticos del enzima, asi como las
sefiales debidas a los nucleos del benceno.

Los resultados obtenidos mostraron cambios relevantes para las muestras de KIA7I en
presencia de benceno y fenol. Aunque el benceno posee un espectro de resonancia con una sefial
singlete fina, con una anchura de linea caracteristica de 1,9 Hz a 7.42 ppm, en presencia de KIA7I
esta sefial se ensanchaba sustancialmente (16,0 Hz) y aparecian NOEs con picos gque se encontraban
a 1.50 y 0.88 ppm (Figura 26). Estos NOEs en los espectros de RMN eran del mismo signo que las
sefiales de KIA71 y se asignaron a Ala Hp, Ile Hy y H3 y Lys Hy, residuos pertenecientes al nucleo
hidrofobo de KIA7I, donde parecian estar uniéndose algunas de las moléculas de benceno. No se
observaron cambios significativos en los valores de desplazamiento quimico para el benceno o

KIAT7I, por lo que se pudo afirmar que el compuesto aromético no adoptaba una conformacion

Figura 26. Regiones de los espectros 1D *H (encima) y 2D

‘ - @ +KIA7I NOESY (t, = 80 ms) de muestras de KIA7I en presencia y
| ausencia de benceno o fenol (debajo). En los espectros 1D
N | @ hay que resaltar las diferencias en la anchura e intensidad de
'.; | OH los picos del benceno (también experimentadas por las

_ _u ML l’ @’+ KIA7I sefiales correspondientes al DSS) y el cambio de posicion de
‘\J‘ OH los picos del fenol. En el caso de los espectros 2D, destacan

— @ los NOEs formados entre los residuos del bolsillo hidréfobo y
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magnética fija o Unica al unirse a KIA7I y, ademas, no inducia cambios en la estabilidad en la
estructura del tetrdmero al unirse a la proteina. Los experimentos se llevaron a cabo tanto en
presencia como en ausencia de DSS, el compuesto usado como referencia para los desplazamientos
quimicos, obteniéndose evidencias de interaccion similares también con él. Lo més interesante al
respecto, y que ocurria unicamente en el caso del benceno, era que las sefiales del DSS no variaban
en presencia de KIA7I, pero si lo hacian cuando los tres compuestos (DSS, benceno y KIA7I) se
encontraban presentes en la muestra (Figura 27). Es entonces cuando las sefiales del grupo trimetilo
del compuesto de referencia se volvian mas anchas (1,9-17,5 Hz) y aparecian NOEs entre picos de
benceno y el grupo trimetilo del DSS. Todo ello nos aportd claras evidencias para deducir que el
DSS por si solo no se unia a KIA7I, pero si lo hacia en presencia de benceno. En este sentido, se sabe
que el DSS se une a polipéptidos de carga positiva parcialmente estructurados, tales como las
fibrillas de amiloide AP del Alzheimer (Laurents et al. 2004). También se ha puesto de manifiesto
que la union del DSS tiene lugar de forma caracteristica en proteinas con estado conformacional de
glébulo fundido (Shimizu et al. 1994). Teniendo en cuenta todos estos datos y consideraciones,
parece plausible que la union del benceno favorece de algin modo el desempaquetamiento del

nucleo hidrofobo de KIA7I, dandole la libertad suficiente para permitir la union con el DSS.
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Figura 27. A) Espectros de RMN de KIA7I en presencia de benceno y fenol, adquiridos con Na,SO4 0,5 M, en H/NaAc
10 mM, a pH 5y 5 °C. Espectros 1D 'H de fenol en azul, KIA7I + fenol en rojo, benceno en verde y KIA7I + benceno en
purpura. En las regiones ampliadas se pueden apreciar los cambios observados en los compuestos aromaticos (izquierda)
y en el DSS (derecha). B) Regiones del espectro 2D NOESY (1, = 80 ms) de KIA7I + fenol 1,0 mM (izquierda), KIA7I
+ benceno en disolucion acuosa (centro) y KIA7I + benceno + DSS y 50 uM (derecha) (Diez-Garcia et al. 2011).
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En cuanto a la interaccion del fenol con KIA7I, se obtuvieron evidencias de union
semejantes, tales como cambios en las sefiales de desplazamiento quimico y ensanchamientos en las
sefiales de resonancia del fenol, ademéas de NOEs intermoleculares entre el compuesto aromatico y
grupos metilo de Ala e lle de KIA7I (Figura 26). No obstante, solo se observd un NOE débil entre el
DSS y KIA71 y no se detectaron NOESs entre el compuesto aromatico y el DSS. Esto sugeria que la
unién del fenol a KIA7I era mas débil que en el caso de la unién entre el polipéptido y el benceno,
probablemente a causa de su mayor polaridad.

Con el fin de averiguar cdmo de generalizada era la unidén del benceno a proteinas, se
realizaron experimentos de RMN para obtener los espectros correspondientes a otras cuatro proteinas
diferentes: KIA7W, CG3KIA7, el polipéptido amiloide APi.40 del Alzheimer y HEWL. En presencia
de KIA7W, el benceno aparecia como una sefial fina (pico a 7.42 ppm con una anchura a media
altura de 2 Hz), reflejando la falta de union (Figura 28A). En el caso de CG3KIA7, se obtenian
resultados similares, pero en presencia de APi40 €l pico sufria un ensanchamiento considerable
(33 Hz) (Figura 28B). La unién del benceno a AP;-40 Se corrobor6 al detectar NOEs entre el areno y
el polipéptido en los espectros 2D NOESY (Figura 28C). En cuanto a los resultados en presencia de
HEWL, el singlete del benceno se solapaba con resonancias de la proteina en los espectros de RMN
1D *H y 2D homonucleares, pero se resolvia como un pico fino en el espectro *H-*C HSQC (Figura
28C) y los residuos aromaticos de la proteina poseian los mismos valores de desplazamiento quimico
que se obtuvieron en ausencia de benceno (Wang et al. 2000). Basandonos en estos resultados,
pudimos concluir que el benceno se unia principalmente al polipéptido de estructura desordenada
APi-40, Pero no a las proteinas bien plegadas KIA7W, CG3KIA7 y HEWL.
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Figura 28. Espectros de RMN de muestras
correspondientes a diferentes proteinas en presencia de
benceno. A) Parte de los espectros 1D 'H de KIA7W
(3 mM) solo (negro) y en presencia de benceno (rojo),
disuelto siguiendo el protocolo detallado anteriormente,
en solucion 90% H,0/10% D,O, a pH 5 y 5 °C.
B) Region de los *HN de los espectros 1D *H del
polipéptido amiloide APi.4o del Alzheimer (0,22 mM)
solo (negro) y en presencia de benceno (rojo), en solucién
90% H20/10% D20, con K,HPO, 10 mM a pH 7 vy
25°C. C) Region alrededor del pico del benceno en el
espectro 2D NOESY de HEWL (2,9 mM) con benceno
en solucion 100% D,0, a pH 4 y 35 °C. D) Espectro 2D
NOESY de AB;.4 + benceno y DSS 50 uM, adquirido en
90% H,0/10% D,0O con K,HPO, 10 mM a pH 7. Se
muestran las sefiales tanto positivas (negro) como
negativas (rojo). Cabe destacar que los picos con la sefial
de benceno (estrellas purpuras) a 4.60 ppm (H,0), 1.36 y
0.89 ppm (estos dos ultimos con H alifaticos de APi.40),
tienen el mismo signo que el polipéptido, lo que indica
que el benceno esta interaccionando con él y contacta con
los grupos alifaticos de Ala e lle. (Diez-Garcia et al.
2011).

5.2.2. Fluorescencia del ANS: conformaciones parcialmente desplegadas

En vista de las conclusiones extraidas de los experimentos de RMN, que parecian mostrar

indicios de que el benceno se unia a péptidos parcialmente desplegados o de estructura

predominantemente desordenada, decidimos llevar a cabo ensayos de fluorescencia en presencia de

ANS. Los detalles acerca de este tipo de fluoréforos extrinsecos podemos encontrarlos en el apartado

8.4.2. Basandonos en las caracteristicas de dicho compuesto, se empled ANS en buffer Tris 10 mM a
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pH 7.0 para estudiar KIA71 y otras variantes con empaquetamientos con una estabilidad mayor
(KIA7Y, KIA7F y CG3KIA7) o menor (KIA7A, KIATAAA y KIAS). EI ANS por si solo, disuelto en
buffer, posee una baja emision de fluorescencia cuya maxima longitud de onda (Agm max) €S de
534 nm, la cual no se veia afectada por la adicion de benceno o fenol. En presencia de KIA7I, la
intensidad de emision del ANS incrementaba tres o cuatro veces su valor y la Aem max disminuia hasta
los 490 nm aproximadamente (Figura 29A). Segun esto, el ANS se uniria a KIA7I y el entorno de
unién del ANS se haria menos polar, probablemente al interaccionar el ANS con las regiones no
polares de los extremos en los pares de KIA7I, los cuales estan ocupados por residuos aromaticos en
otras variantes de KIA7. En presencia de ambos, benceno y KIA71, el ANS mostré una desviacion
hacia el azul significativa y un incremento en la intensidad de emision. Esto sugeria que el benceno
era capaz de intercalarse en el bolsillo hidréfobo de KIA71 y “aflojar” su empaquetamiento de forma

que los grupos no polares quedaban mas expuestos para la interaccion con el ANS.
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Figura 29. Resultados de los experimentos de fluorescencia con los diferentes péptidos (120-200 uM), en presencia de
ANS (120 uM), con tampén Tris 10 mM pH 7. Se usO un espectrometro Jobin Yvon Fluoromax 4 equipado con un
control de temperatura mediante un dispositivo Peltier y empleando una cubeta Hellma QS de 3x3 (volumen de
0,10 mL). Se us6 una Agx = 365 nm y los espectros de emision fueron recogidos en un rango de A desde 400 a 650 nm,
tomando medidas cada 1 nm. El tiempo de integracién fue de 0,5 s/nmy la apertura de las rendijas, tanto de salida como
de entrada, fueron fijadas a 3 nm. La concentracion del ANS se determiné mediante absorbancia, usando un
€350nm = 5000 M*.cm™ (Weber and Young 1964). Las muestras se prepararon por triplicado y después se promediaron
los resultados finales. A) Grafico de la emision de fluorescencia registrada a 25 °C, en millones de fotones (“counts™) por
segundo, respecto a las diferentes longitudes de onda monitorizadas durante el escaneo de las muestras: ANS (o), ANS +
KIAT7I (), ANS + benceno (¢), ANS + benceno + KIA7I (#), ANS + fenol (0), ANS + fenol + KIA7I (m), ANS +
naftaleno (A) y ANS + naftaleno + KIA7I (A). B) Histograma de la emision del ANS en las muestras con los diferentes
péptidos, en presencia (+) o ausencia (-) de benceno, a 2 °C (Diez-Garcia et al. 2011).

79



KIA7I

En los estudios anteriores ya se habia demostrado que mientras la variante especificamente
plegada KIA7Y adopta una conformacion “four helix bundle” bastante estable y no da lugar a un
significativo aumento en la fluorescencia del ANS, KIAS5, una variante desordenada de esta (posee la
misma composicion aminoacidica, pero con la posicion de algunos de los residuos de Ala e lle
intercambiados entre si), da lugar a un fuerte aumento en la fluorescencia del ANS e induce una
considerable disminucion de la Agm max (BOON et al. 2004). En este trabajo, hemos podido comprobar
por vez primera el efecto de estas variantes de KIA sobre la emision de fluorescencia del ANS, tanto
en presencia como en ausencia de benceno. Esencialmente, no se observaron cambios en la
fluorescencia del ANS para las variantes de KIA mas estables y plegadas de forma especifica
(KIA7Y, KIAF y CG3KIAT), con o sin benceno. Por el contrario, las variantes peor estructuradas o
desplegadas (KIA7A, KIA7AAA y KIAS5) inducian un aumento significativo en la fluorescencia del
ANS, efecto que se veia incrementado en presencia de benceno (Figura 29B). El efecto observado en
la fluorescencia del ANS para KIA7I, en estas mismas condiciones, se encontraria en un nivel
intermedio al de estos dos casos. Estos resultados nos permitieron sugerir que la capacidad del
benceno para contribuir en la formacion de estructuras hidrofobas empaquetadas mas holgadamente,
depende del grado de estructuracion de las proteinas, siendo esta capacidad mayor para las proteinas
menos estructuradas.

Por ello, para apoyar esta idea, se determindé ademas la influencia que tienen otros
compuestos aromaticos sobre la fluorescencia del ANS. Para la preparacion de las muestras se
coloco una gota de 10 pL del compuesto aromatico (benceno, tolueno, o- 0 p-xileno, anisol o
anilina), un grano de fenol o un poco de naftaleno sobre una fase acuosa sin mezclarlos. Las
muestras se incubaron en hielo durante 18 horas y después fueron colocadas en la cubeta al menos
tres minutos antes de realizar las medidas. Como resultado, encontramos que mientras los
compuestos aromaticos tenian efectos nulos o moderados en la Aem max del ANS en ausencia de
KIATI, benceno, tolueno y o-xileno, en presencia del péptido, incrementaban la desviacion de la
emision del ANS hacia el azul y daban lugar a los mayores incrementos en la intensidad de la
fluorescencia emitida. p-xileno, naftaleno, anisol, anilina y fenol, por el contrario, tenian efectos méas
débiles sobre la fluorescencia emitida por el ANS (Figura 30) cuando estaban acompafiados de
KIA7I. Basandonos en estos resultados propusimos que benceno, tolueno y o-xileno, los arenos mas
apolares y de menor tamafio puestos a prueba, no quedarian confinados en el bolsillo hidr6fobo pero
si penetrarian en ¢l y “aflojarian” la conformaciéon estructural de la proteina para permitir un

plegamiento mas favorable y la union al ANS (Diez-Garcia et al. 2011).
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Figura 30. Diagramas de emision de fluorescencia del ANS de KIA7I con diferentes compuestos aromaticos. Las
medidas se tomaron en muestras con Tris buffer 10 mM a pH 7 y 25 o0 2 °C, a una concentracién del péptido de
120-200 uM y del ANS de 120 pM. A) Aem max del ANS para distintos arenos en presencia (e) o ausencia (o) de KIA7I.
B) Intensidad de la fluorescencia del ANS a la Agm max para esos mismos compuestos en presencia (@) o ausencia (o) de
KIA7I.

Con la intencién de conocer mas a fondo el tipo de interacciones que mediaban en la
interaccion entre péptido, areno y ANS, estos mismos experimentos de fluorescencia se llevaron a
cabo en soluciones acuosas de Na,SO4 (0,5 - 1,0 M), en tampon H/NaAc 10 mM a pH 5.0 y 5° C. En
ausencia de KIA7I y en presencia o ausencia de benceno, incrementando las concentraciones de sal,
se producia una disminucion en la intensidad de emisién de fluorescencia del ANS al incrementar la
concentracion de Na SOy, sin detectarse cambios en la posicion del maximo. En presencia de KIAT7I,
la intensidad de la emision de fluorescencia del ANS aumentaba y sufria una desviacion hacia
longitudes de onda menores, cambios que se veian acrecentados en presencia de benceno (Figura
31). Estos descubrimientos corroboraron la unién de KIA71 y benceno observada por RMN en estas
mismas condiciones y por fluorescencia del ANS a pH 7.0 en buffer Tris 10 mM sin Na;SOa.
Ademas, el incremento de la intensidad de emision del ANS y la desviacion hacia longitudes de onda
menores, en presencia de KIA7I, era observable a concentraciones mayores de Na,SO, y estos
cambios son aln mas significativos al afadir benceno. Es por ello que, como el Na;SO, aumenta la
fuerza de las interacciones hidrofobas debido al efecto Hofmeister, estos resultados podrian
atribuirse a la presencia de asociaciones mas fuertes entre ANS, benceno y las fracciones no polares

de KIATI.
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Figura 31. Gréaficos de fluorescencia del ANS de muestras de KIA71 en tampén H/NaAc 10 mM pH 5 a varias
concentraciones de Na,SO, y 5 °C, realizando barridos desde 400 a 600 nm. A) Espectro de emision de fluorescencia del
ANS, con y sin sal, y en presencia y ausencia de benceno. B) Espectros similares a los de A pero con KIA7I. C) dem max €
D) intensidad de la fluorescencia del ANS de muestras de KIA71 en presencia (rojo) o ausencia (azul) de benceno a

distintas concentraciones de Na,SO,.
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Con los estudios de los péptidos helicoidales descritos en los apartados anteriores ha quedado
demostrado que pequefios péptidos formados por 20 residuos, compuestos Unicamente por
aminoacidos putativamente prebioticos, son capaces de formar estructuras terciarias y cuaternarias
especificamente plegadas y establecer relaciones de interaccion de forma selectiva con RNAs
estructurados de forma especifica. La incognita que surge ahora es si estamos ante la minima
expresion de lo que podrian llegar a ser los compuestos formados en condiciones abi6ticas con los
que los acidos nucleicos pudiesen haber compartido un supuesto “RNA-peptide World”. En este
sentido, hasta ahora nos habiamos centrado en el estudio de péptidos capaces de adoptar
conformaciones en hélice o, una de las estructuras secundarias mas estudiadas, dadas las propiedades
de las interacciones locales que otorgan gran estabilidad a las formas plegadas especificamente
(Chakrabartty and Baldwin 1995) de los compuestos aminoacidicos.

Con la idea de hallar péptidos con propiedades similares, pero de complejidad mas reducida,
dirigimos nuestro interés al estudio de estructuras en horquilla B, como otro de los tipos de
plegamiento que podrian haber surgido en un mundo prebidtico con facilidad (Brack and Orgel 1975;
Lewandowska et al. 2010). A diferencia de las hélices a, la formacion de este tipo de estructuras a
partir de secuencias polipeptidicas cortas seria perfectamente viable en condiciones prebidticas;
ademaés, poseen capacidades de autoensamblaje, uno de los requisitos que deberian de cumplir las
moléculas prebioticas en los inicios de la abiogenesis (Bourbo et al. 2011). En base a esto y teniendo
en cuenta que cadenas de menor longitud pueden dar lugar a estructuras de este tipo, ¢por qué no
contemplar también la posibilidad de la existencia de péptidos con una conformacion de horquilla 3
en este mundo primigenio? Por ello, realizamos un cambio de perspectiva desde el punto de vista de
estos péptidos prebidticos y se disefid una serie de compuestos denominados KIAB, presuntamente
capaces de adoptar una estructura de horquilla B antiparalela, formada por 12 residuos ordenados
segun la siguiente secuencia de aminoacidos: HIKIDGKoIKH, siendo ¢ el mismo residuo
aromatico (His, Phe o Trp), lo que aportaria estabilidad a la estructura al generarse interacciones con
las cadenas laterales de residuos adyacentes, al mismo tiempo que permitirian la aparicion de
fendmenos de apilamiento entre los anillos aromaticos enfrentados en la diagonal (de Alba et al.

1999; Wu et al. 2010), tal y como se explica con més detalle a continuacion.

85



KIAB

6.1. Diseio estructural y funcional

La composicion aminoacidica de los péptidos KIAB se disenid “de novo” a partir de
resultados y datos recogidos en los numerosos estudios realizados dentro de nuestro grupo de
investigacion, siguiendo un algoritmo similar para su creacion (de Alba et al. 1997; de Alba et al.
1999; Pantoja-Uceda et al. 2006; Santiveri et al. 2011). Los péptidos KIAB estan formados por
aminoacidos en su mayoria prebidticos y poseen His en sus extremos N y C terminales, algo que
junto con el establecimientos de interacciones con el par ¢¢ podria favorecer el plegamiento estable
de la molécula (Figura 32). Las interacciones hidrofobas, los puentes de hidrégeno, las asociaciones
de tipo cation-n o incluso quizas las interacciones por apilamiento, serian las fuerzas principales que
definirian la estabilidad de este tipo de horquillas B. Gracias a los numerosos grupos hidréfobos y
cargas expuestos en su superficie, se esperaria también que fuesen capaces de unirse a acidos
nucleicos y nucledtidos, tales como el ATP.

Para ocupar las posiciones correspondientes a los residuos del par ¢¢ Se escogieron
compuestos aromaticos que segun sus propiedades podrian adaptarse mejor a una conformacion de
este tipo, sin afectar demasiado a la estabilidad de las estructuras. En este sentido, se escogio disefiar
péptidos con pares formados por His, Phe o Trp. Las His, los residuos aromaticos méas polares y
versatiles, son capaces de formar diversos tipos de interacciones, poseen formas cargadas, tienen
sustituyentes capaces de actuar como donadores y aceptores en puentes de hidrégeno y no son muy
hidrofobos. Ademas, es el aminoacido aromatico que se ha encontrado en mayor proporcion durante
los experimentos en distintas condiciones putativamente prebioticas descritos en el capitulo 1. Phe,
mas hidréfobo que His, requeriria de condiciones abidticas mas complejas, no podria participar en

puentes de hidrogeno, pero si seria capaz de formar parte de interacciones cation-rn. En el caso del

NH;~

| Figura 32. Representacion esquematica de la
Chy secuencia de KIA. En la figura podemos observar
£H2 cHy tanto los puentes de hidrégeno formados entre los
sustituyentes C=0 y N-H de los grupos amida que
componen el esqueleto peptidico de la molécula
(en azul), como las interacciones generadas entre
los atomos * y Ho de residuos adyacentes (flechas
rojas). Estas Ultimas daran lugar, en los espectros
de RMN adquiridos, a NOEs caracteristicos de la
estructuracion de los péptidos siguiendo esta
conformacion de horquilla B con las hebras
situadas de forma antiparalela. En conjunto, todos
estos fendmenos de interaccion por puentes de
hidrégeno, sumados a la influencia de las
interacciones por apilamiento y los enlaces cation-
n alrededor de los aminoacidos aromaticos,
deberian de aportardn una mayor estabilidad a los
péptidos KIAB.
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Trp, aungue adn no se ha descubierto una ruta de sintesis prebidtica plausible para el mismo, es el de
mayor tamafio e hidrofobicidad, puede formar interacciones n-m por apilamiento e interacciones de
tipo catibn-t mucho mas estables que His o Phe, ademas de ser capaz de formar un puente de
hidrégeno.

En lo concerniente a la longitud de las hebras que forman parte de cada horquilla, en estudios
anteriores se demostr6 que existe una limitacion en la longitud de las mismas (Santiveri and Jimenez
2010). Horquillas B con hasta 5 aminoacidos por hebra, como es el caso del péptido estudiado, son
capaces de adoptar estructuras cuya estabilidad aumenta al crecer su longitud. No obstante, este
aumento de la estabilidad es causado probablemente por un cambio en la conformacién de las hebras
que, a medida que ven incrementada su longitud, presentan un predominio mayor hacia la formacion
de hélices o (Stanger et al. 2001). Por tanto, parece que la opcién de 5 residuos por hebra elegida
para el péptido KIAB era muy apropiada para asegurar que nuestro estudio se centrase en una
conformacion de tipo horquilla B. La disposicion de Gly en posiciones intermedias de la molécula es
otro de los factores que evitaria el predominio de plegamientos que adoptasen una conformacion en
hélice a, al igual que ocurre con la presencia de aminoacidos voluminosos y con cadenas laterales
ramificadas (Chakrabartty et al. 1991).

Las interacciones entre los residuos que forman parte del giro existente entre las dos hebras
parecen tener un importante papel en la estabilidad y el plegamiento de péptido. Asn seria el
aminodcido ideal para ocupar alguna de las posiciones en el giro pero, a diferencia de Asp, hasta la
fecha no se ha sintetizado en condiciones prebidticas (Zaia et al. 2008). Por ello, para ocupar dicha
posicidn se eligieron Asp y Gly teniendo en cuenta sobre todo que la cadena lateral de los residuos
junto a la Gly sirven para que se establezcan las interacciones necesarias con los aminoacidos
adyacentes, que sera lo que defina los angulos de la zona de giro en las horquillas (de Alba et al.
1997; Griffiths-Jones et al. 1999) y, por ende, afecte a la disposicion de las hebras en el espacio.

Otro de los factores que podrian influir sobre los péptidos KIAPB a la hora de formar la
estructura de horquilla serian las His terminales. Si bien los extremos no se encontraban modificados,
en detrimento de la estabilidad de la molécula (Kier et al. 2010), el hecho de que estuviesen
ocupados por estos residuos dotados un grupo imidazol, capaz de encontrarse cargado, podria
favorecer la formacion de estructuras mas estables; ello influiria sobre las interacciones
electrostaticas de los residuos de las hebras y afectaria también a la conformacion espacial de la
horquilla (Eidenschink et al. 2009). El caracter anfipatico de las hebras también otorgaria cierta
estabilidad a la molécula y favoreceria la formacién de la horquilla. No obstante, hubo que tener en
cuenta que las propiedades de las His cambian dependiendo del pH del medio, poseyendo un caracter
cationico a pHs bajos y siendo capaces de actuar, en su forma neutra, como donadores y aceptores en
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puentes de hidrégeno y como aceptores en interacciones de tipo . Al situar las His en los extremos
podrian establecerse mayor numero de interacciones con los residuos cercanos, en concreto con los
grupos aromaticos de las cadenas laterales de los residuos de His, Phe o Trp segun las diferentes
especies analizadas (KIABH, KIABF y KIABW, respectivamente). Esta versatilidad estructural
podria haber supuesto una gran ventaja para los péptidos prebioticos.

Dentro del disefio estructural ideado, estos residuos aromaticos se dispusieron de forma que
diesen lugar a un “microdominio” dentro del péptido que favoreceria la interaccion entre los residuos
a través de interacciones hidréfobas, de tipo m-m y/o cation-n. Ademas, dichos aminoacidos se
encontraban flanqueados por residuos de Ile, muy buenos candidatos para entrar a formar parte de las
estructuras laminares al tratarse de residuos ramificados en . Podrian establecerse interacciones por
puente de hidrégeno con los grupos peptidicos que forman parte del esqueleto de las horquillas 3, asi
como interacciones cation-x entre los anillos de Trp y los grupos de las cadenas laterales de residuos
proximos (Tatko and Waters 2004; Feverati et al. 2012), al contrario de lo que sucede en las
estructuras con conformacion en hélice (Slutsky and Marsh 2004).

De este modo, gracias a estos residuos hidréfobos, a los anillos aromaticos mas expuestos y a
las cargas positivas existentes, los péptidos KIAB podrian ser capaces de unirse a ribonucleotidos
trifosfato, tal y como detallaremos después. Se han disefiado péptidos y se conoce la existencia de
proteinas que poseen laminas B en sus superficies para favorecer su funcion de interaccion con
nucleotidos y cadenas de acidos nucleicos. Esta capacidad de interaccion, junto a la sencillez de su
estructura y la posibilidad de adoptar estructuras secundarias estables, los capacitaria para haber
formado parte del mundo prebi6tico junto a los RNAs, pudiendo desempefiar diferentes funciones,
siendo capaces de servir como cofactores o agentes protectores frente a factores degradantes
(Subramanya et al. 1996; Butterfield et al. 2005; Stewart and Waters 2009).

6.2. Determinacion estructural: horquilla B con giro de tipo 1’

Gracias a tecnicas de CD y espectroscopia de RMN, pudimos elucidar la estructura y
estabilidad de los diferentes péptidos KIAP analizados. KIABW presentaba espectros de CD y RMN
propios de una estructura de horquilla B con las hebras situadas de forma antiparalela, a excepcion de
los residuos Gly 7 y Asp 8, disefiados para formar parte del giro. En lo concerniente a los péptidos

con pares HH y FF, a pesar de tratase también de residuos arométicos que bien podrian dar lugar a
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interacciones de tipo cation-n o apilamientos entre Si, No se encontraron pruebas para afirmar que son
capaces de dar lugar a una estructura Unica, estable y especificamente plegada con una conformacion
preferente. Parece que el tamafio del aminoacido aromatico influia directamente a la hora del
establecimiento de estas interacciones por apilamiento en los pares ¢¢. His y Phe, con una cadena
lateral menos voluminosa que el Trp, no eran capaces de dar lugar a ese apilamiento con el residuo
situado en diagonal y las moléculas no llegaban a alcanzar la estructuracion y el plegamiento que se
encontraban favorecidos en KIABW, la variante con Trp, cuyo microdominio WW recuerda a las
cremalleras de triptofano (Cochran et al. 2001). Por lo tanto, este péptido de secuencia

HWIKIDGKWIKH, es en el que centramos la mayoria de nuestros estudios.

6.2.1. RMN 1D: formas plegada y desplegada de los péptidos KIAB

Para realizar los experimentos de espectroscopia de RMN se emplearon los mismos equipos
Bruker usados en los ensayos con los péptidos helicoidales presuntamente prebioticos y haciendo uso
de las mismas premisas a la hora de la adquisicion y asignacion de los espectros (Wiithrich 1986;
Markley et al. 1998). Inicialmente se llevaron a cabo experimentos 1D H en abundancia natural,
pudiéndose observar la diferencia entre los picos bien resueltos y poco solapados de KIABW vy los
picos solapados que se podian apreciar en el caso de las variantes con His y Phe (Figura 33). Los
desplazamientos quimicos en ¢l caso de KIABH y KIABF presentaban solo una ligera desviacion con
respecto a los detectados para pequefios péptidos desestructurados, mientras que los & de los residuos
de KIABW, a excepcion principalmente de los dos residuos que forman el giro, eran los propios de
una estructura en lamina B (Figura 34). En este ultimo caso, el patron de desplazamientos quimicos
observado para los residuos de Asp y Gly del giro se correspondia con el mostrado por giros de

tipo I’ en esta clase de conformaciones (Shen and Bax 2012).
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Figura 33. Region de los espectros 1D de RMN de KIABH (arriba, en verde), KIABF (centro, en negro) y KIAPW
(abajo, en morado), a una concentracion de péptido aproximada de 3 mM, en tampén H/NaAc 10 mM, a pH 5, 5°C y con
DSS 50 uM, adquiridos gracias al software TopSpin. Es evidente la diferencia en la dispersion de las sefiales para una y

otra variante del péptido, especialmente en el caso de KIABW.
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Figura 34. Andlisis conformacional de desplazamientos quimicos en el que se comparan las diferencias entre los
desplazamientos quimicos de 'Ha entre KIABH (izquierda, en verde, a pH 5), KIABF (centro, en negro, a pH 5) y
KIABW (derecha, en morado, a pH 6.4) con una conformacion de ovillo estadistico para cada uno de los aminoécidos
que componen la secuencia de los péptidos (Williamson 1990; Wishart et al. 1991). Las lineas discontinuas horizontales
indican que se han alcanzado los valores tipicos de una poblacion compuesta al 100% por estructuras de laminas  y las
lineas continuas delimitan las diferencias de & para las que se puede afirmar plenamente que los residuos en la poblacion
total de péptido detectada poseen una conformacion de lamina f.
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6.2.2. CD: apilamiento del par WW y diferencias de plegamiento segiin pHy T

Los espectros de dicroismo circular llevados a cabo nos permitieron comprobar que la
interaccion entre Trp 2 y Trp 9 tenia lugar mediante fendmenos de apilamiento, descartando un
acercamiento de tipo “cara contra borde” entre las cadenas laterales de los residuos (Andersen et al.
2006). A diferencia de este ultimo caso, donde el valor minimo detectado para la elipticidad molar a
210 nm deberia de poseer un valor absoluto similar al del valor méximo observado a 225.5 nm, el
valor absoluto de ®22550m €ra, al menos, la mitad del detectado a 210 nm (Figura 35A y B). Dicho
valor de elipticidad a 225,5 nm correspondia a la interaccion por apilamiento que se establece entre
los residuos de Trp.

Adicionalmente, se corroboré también la mayor proporcion de conformaciones del péptido
especificamente plegadas dependiendo del pH y la temperatura a la que se encontrasen las muestras,
de forma que, a menor temperatura y a un pH suficiente para que las cadenas laterales de las His
estuviesen en su forma neutra, el valor de ®zssnm aumentaba, es decir, existia un mayor
plegamiento. Por contra, parece que el péptido KIABW poseia una baja T, (Figura 35C), algo que se
explicaria mas tarde gracias a los datos obtenidos por RMN, en los que no se apreciaba una
poblacion de péptido formada exclusivamente por una conformacion completamente organizada del
mismo. Esto daba a entender que el plegamiento tenia lugar de forma réapida. No se pudo calcular
una temperatura de fusion de forma clara ya que la transicion entre las formas plegada y desplegada
ocurria de forma demasiado gradual, lo cual es un rasgo caracteristico de los péptidos cuya estructura
no se encuentra plenamente plegada. Ademas, también habria que tener en cuenta la contribucién del

giro B de tipo I', obteniéndose una mezcla de sefiales (Hutchinson and Thornton 1994).
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Figura 35. Espectros de CD de muestras de KIABW analizados usando un espectropolarimetro JASCO J-810, cubetas
con un paso Gptico de 0,1 cm, a una concentracion del péptido de 110 uM y A) pH 4.6 o B) pH 8.2, a diferentes
temperaturas (-2, 5, 25 y 50 °C). Los espectros se adquirieron empleando un promedio de 6 barridos, una velocidad de
escaneo de 50 nm/min y un ancho de banda de 1,2 nm. C) Grafico de ®xs55,m a valores crecientes de temperatura (2 °C
por minuto), tanto a pH 4.6, como a pH 8.2.
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6.2.3. Determinacion estructural de KIABW mediante RMN

Empleando los mismos equipos y razonamientos usados durante la adquisicion de los
experimentos de RMN iniciales, se llevaron a cabo también experimentos de RMN 1D *H, 2D
TOCSY, 2D COSY, 2D NOESY y 2D *H-"*N y *H-*C HSQC en abundancia natural, con el fin de
elucidar la disposicion de los diferentes residuos en los péptidos KIAB, conocer la estructura de los
mismos y obtener modelos moleculares a partir de los desplazamientos quimicos y NOEs asignados.
Un hallazgo interesante fue el encontrar que resonancias correspondientes a los atomos *HB3 (-0.11
ppm) y *Hy3 (-0.06 ppm) de Lys 4 se encontraban tan apantalladas que estaban desplazadas mas alla
del pico de DSS tomado como referencia. También existia una gran desviacion en el caso de las
sefiales de uno de los atomos *HpP (0.49 ppm) y los *Hy (0.77 y 0.52 ppm) de Lys 11, lo que
significaba que ambos residuos se encontraban proximos a los anillos aromaticos de los residuos de
Trp y se veian influenciados por el efecto de apantallamiento de la nube electrénica que los rodeaba
(Figura 36).
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Dado que los residuos de His pueden presentar estados diferentes dependiendo de pH,
encontrandose cargados positivamente a pH bajo y en su forma neutra a pH superiores a 7,
decidimos llevar a cabo la adquisicion de espectros de RMN 1D a diferentes pHs con el fin de
monitorizar el efecto de la variacion de las cargas en la estructura de los péptidos. Se construyeron
diagramas de 6 segin el pH de las muestras para las His terminales 1 y 12, los residuos mayormente

afectados por la diferente acidez o alcalinidad de las disoluciones. Asi podriamos calcular el pKa de
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las His dentro del péptido y seriamos capaces de deducir cémo la titulacion de las His influia en la
estructura y estabilidad de las horquillas . Adaptando la ecuacion de Henderson-Hasselbach a los
desplazamientos quimicos de los atomos *He2 de los residuos mencionados, obtuvimos valores de
pKade59+0,1paralaHis1y6,8+0,1enelcaso de laHis 12, menory mayor respectivamente al
valor de pKa = 6,5 observado para una His perteneciente a un péptido desestructurado (Grimsley et
al. 2009). Los espectros 1D correspondientes a las muestras con KIABH y KIABF realizados a pH
basico, para que las His perdiesen su carga positiva, resultaron en una ausencia de estructura para
KIABH y la presencia de precipitados a pH > 7 para el caso de KIABF.

Centrandonos en la variante KIABW, las curvas de titulacion obtenidas (Figura 37)
permitieron deducir un aumento de la poblacion con una conformacion especificamente plegada del
péptido a medida que aumenta el pH. Al mismo tiempo, se pudimos apreciar una complicidad
evidente entre el descenso del valor de los & de His 12 y los de Lys 4 (pKa 'Hp = 6,83 £ 0,05 y 'Hy =
6,5 = 0,1), algo que no ocurria con el resto de residuos, cuyos desplazamientos quimicos no variaban
demasiado (0.1-0.3 ppm) al aumentar el pH. Probablemente esto fuese debido a las interacciones

= — electrostaticas, tanto en el caso de las cadenas laterales de la
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menor proporcion de péptido especificamente plegado.
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En los espectros bidimensionales, ademas de las sefiales tan apantalladas de la Lys 4 ya
mencionadas, tras asignar por completo los espectros obtenidos por RMN, se aprecié también un
distanciamiento entre los *Ha de la Gly 7 (A8 = 0.7 ppm), reflejando su diastereoisomeria, otro claro
signo del plegamiento especifico ya observado en el caso de los péptidos helicoidales estudiados y
un resultado caracteristico de las Gly situadas en los giros que forman parte de este tipo de hebras
(Santiveri et al. 2004). Esta separacion apenas era notable en el caso de las variantes con His y Phe
(0.15 ppm). Aun con todo, aunque segun estos resultados existian indicios de una conformacion
plenamente estructurada, probablemente debida a una estructuracién al 100% del esqueleto
peptidico, la fraccion plegada no pudo ser calculada a partir de los desplazamientos quimicos de la
Gly 7 ya que, como se demostré anteriormente en los experimentos de CD, el péptido no adoptaba
una Unica estructuracion completamente definida ni siquiera a -2° C. Esto se dedujo también de los
experimentos de RMN realizados en 100% D0, en los cuales solo se observo parte de las sefiales
correspondientes a los protones amidicos que formaban el conjunto de puentes de hidrégeno entre
residuos adyacentes que estabilizaban la estructura de los péptidos. Por un lado, pudimos apreciar los
NOEs creados en torno a la red de puentes de hidrogeno creada entre los atomos de hidrogeno y
grupos carbonilo del esqueleto peptidico (por ejemplo, NOEs entre los *HN de lle 3e lle 10, lle 5 e
lle8 0 lle 8y Asp 7) o entre estos y los *Ha, alguno de ellos enfrentados (NOEs entre *Ho de Trp 2y
Lys 11, Lys 4y Trp 9 0 Asp6 y Gly 7; y NOEs *HN-Ha de His 12-Trp 2, lle 3-Lys 11, Ile 10-Lys 4,
lle 5-Trp 9, lle 8-Asp 6 e lle 8-Gly 7). Por el otro, fuimos capaces de detectar los NOEs propios de la
red de interacciones entre las cadenas laterales de aminoacidos cercanos, tanto debidas a
interacciones electrostéticas o de tipo catidn-n (por ejemplo, se detectaron NOEs entre *HC de Trp 9
y 'Hp de Lys 11; *HC de Trp 2 y *HP de Lys 4; entre "Hp de Asp 6 y 'H5 de Ile 5; 'H51, €1 o { de Trp
9y 1HB, g, 0y yde Lys 4; o entre 'H51, el 0 CdeTrp9y "He, § y v de Lys 4), como a fenomenos de
apilamiento entre los grupos indélicos de los Trp (NOEs entre *HB y *H8, *He, *HC o *Hn de los Trp
2 y 9 apilados de forma antiparalela) (Apéndice 7). Las sefiales correspondientes a los protones del
anillo de Trp se encontraban por encima de los 6.5 ppm (region donde aparecerian las sefiales
debidas a NOEs *He-"H(), un claro indicio de que, tal y como se pudo deducir de los datos obtenidos
durante los experimentos de CD, estaban participando en interacciones por apilamiento y no en
interacciones de tipo “cara contra borde”, que fueron descartadas. Los NOEs entre los grupos amino
de residuos inmediatamente contiguos son mas propios de las conformaciones en hélice a. Por ello,
fueron obviados los NOEs correspondientes a las estructuras estadisticamente aleatorias que se
generaban hasta alcanzar el plegamiento energéticamente mas favorable. Si se consideraron aquellos
NOEs establecidos con los grupos amino de los residuos que se encuentran fuera de las hebras de la

horquilla y forman el giro entre ellas. En definitiva, estamos ante un péptido estructurado de forma
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especifica y estable, aunque no se llega a alcanzar una poblacion formada totalmente por estructuras
100% plegadas, existiendo también cierta fraccion de moléculas en su forma desplegada.

6.2.4. Calculo de la estructura mediante dinamica molecular

Empleando los desplazamientos quimicos observados al resolver por completo los espectros
obtenidos por RMN (Apéndice 6), haciendo uso de CYANA y AMBER, el software empleado para
el célculo de las estructuras de KIA7l y RIA7, pudimos calcular la estructura representativa del
péptido KIABW que, tal y como indican sus valores para la funcién blanco y de RMSD, se trata de
una estructura bien definida (Figura 38). En la conformacion resultante los residuos de Trp se
disponian de modo que las interacciones por apilamiento entre sus atomos se encontraban
favorecidas sobre los emparejamientos “cara contra borde”, algo que ya se habia supuesto de
manifiesto después de no observarse las sefiales entre los *He y *HC, que son representativas de esta
ultima clase de disposicion y aparecen en la region de los espectros NOESY comprendida entre 5y 7
ppm (Eidenschink et al. 2009; Santiveri and Jimenez 2010). Este tipo de interacciones en diagonal
entre residuos de Trp, en forma de pares de WW, favorecen la estabilidad de las horquillas 3 incluso
en mayor medida que los puentes disulfuro. Como pudo apreciarse en el modelo estructural, se
establecia un gran numero de interacciones entre los anillos inddlicos y las cadenas laterales de los
residuos adyacentes, especialmente los cargados positivamente, gracias principalmente a
interacciones de tipo cation-n (Santiveri and Jimenez 2010). Ambos residuos de Trp se encontraban
enfrentados de forma antiparalela entre si y orientados hacia el exterior, méas alejados de los puentes
de hidrogeno formados entre los atomos del esqueleto peptidico, lo que apoyaria la idea de que los
pares WW no ejercen un efecto estabilizador sobre este tipo de interacciones dipolo-dipolo. En vista
de estos resultados y tras estudiar modelos en los que se simuldé una mutacion en estas posiciones,
introduciendo residuos de His o Phe en las estructuras de KIABW, fue evidente suponer que a causa
del menor volumen de sus cadenas laterales, era imposible la formacién de pares HH o FF. Era de
esperar entonces que las secuencias de KIABH y KIAPF no hubiesen podido dar lugar a

conformaciones similares a las de la variante con el par WW.
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Figura 38. Imagen estereoscépica de las 20 estructuras de KIABW energéticamente mdas favorables, calculadas a partir
de la asignacién de un total de 176 picos, entre los que se observaron 121, 31 y 24 NOEs de corto, medio y largo alcance,
respectivamente. Las cadenas laterales de las His estan representadas en verde, las lle en gris, las Lys en amarillo, la Gly
en azul, el Asp en rojo y los Trp en morado. Tras los calculos realizados para obtener estas 20 estructuras, se llevo a cabo
ademas una serie de ciclos de refinamiento en un ambiente acuoso empleando AMBER. Adicionalmente, a través de
programas de célculo de interacciones intramoleculares (Gallivan and Dougherty 1999; Tina et al. 2007) se obtuvo
informacion acerca de las diferentes interacciones presentes en las horquillas 3. Bajo la imagen, en unas tablas, se
resumen los diferentes datos estadisticos del calculo de la estructura, asi como los resultados adquiridos tras los andlisis
de interacciones intramoleculares.

Restricciones de distancia NOEs Interaccciones intramoleculares
Corto alcance, (i-j) > 1 121 Interacciones hidréfobas (<5 A)
Medio alcance, (i-j) <5 31 Trp2-Trp9
Largo alcance, (i-j) > 5 24 lle5-1le 10
Total 176
Enlaces de H en el esqueleto (NH-OC)

RMSD (A) lle5-Lys8
Esqueleto peptidico (N, Ca, C') 0,210 Gly7-1le5
Todos los atomos pesados 0,591 Lys8-1le5

lle10-1le 3
Grafico de Ramachandran* % His 12 - His 1
Angulos en las regiones mas favorecidas 87,2
Angulos en regiones permitidas 12,8 Entre residuos aromiticos (4.5 - 7 A)
Angulos en regiones adicionales 0 Trp2-Trp9
Angulos en regiones no permitidas 0 (Angulo diedro = 157,98°)
*Apéndice 8.

Catién-r (<6 A)

Asignaciones estereoespecificas 9 Trp2-Lys4 (143,239
Restricciones angulares (®,¥) 16 Trp9-Lys1l (121,499
Funcién blanco en CYANA (A%)" 0,24
Energia en AMBER (Kcal-mol™)" -324+ 4
Violacién maxima ()" 0,15
N° de Violaciones > 0,4 A" 0
Longitudes de enlace (A)" 0,0099 + 0,0002
Angulos de enlace (°)" 2,97 + 0,02

*Valores promedio de los 20 conférmeros.
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Ademas de la estabilidad otorgada por el par WW, se tuvieron en cuenta también los 5
puentes de hidrogeno establecidos entre los grupos amida del esqueleto peptidico, que contribuian a
aumentar la estabilidad entre las hebras. La horquilla presentaba cierta torsion, de modo que el
angulo formado entre el puente de hidrogeno en los extremos y el que se encuentra antes del giro es
de unos 150°. En una de las caras se establecian interacciones entre el grupo imidazol de la His 12 y
las cadenas laterales hidréfobas de Ile 3, lle 5 e lle 10 (Figura 39B). En el giro, el grupo carboxilo de
Asp 6 se encontraba a unos 5 A del grupo amino cargado de la Lys 8, lo que favoreceria las
interacciones electrostaticas entre ambos. En la cara opuesta, ambos residuos de Trp establecian
interacciones por apilamiento entre los &tomos de sus cadenas laterales. Los grupos amino de la Lys
4y la Lys 11 se disponian a 3,2 A de los anillos inddlicos del Trp 2 y el Trp 9, por lo que las
interacciones de tipo cation-z entre ellos se veran favorecidas (Figura 39A). Por su parte, la cadena
lateral de la His 1 parecia adoptar varias conformaciones diferentes. Esto era consistente con los
resultados obtenidos al analizar las titulaciones realizadas, de forma que la desprotonacion de His 12
parecia afectar en mayor medida al plegamiento global de la molécula debido a que establecia un
mayor numero de interacciones con los residuos cercanos, lo que a su vez afectaba a las conexiones

que estos pudiesen tener con los aminoacidos contiguos, algo que no era tan evidente para la His 1.

Figura 39. Diagramas de superficie
en los que se refleja la distribucion
del potencial electrostatico existente
en KIABW, tanto en la zona donde se
detectan las interacciones entre el par
WW vy las Lys adyacentes (A),
orientados hacia un lado de la
horquilla, como en el lado opuesto,
donde tienen lugar las interacciones
entre distintas lle e His 12 (B). El
potencial eléctrico de las cadenas
laterales de los distintos residuos,
desde -0,5 kcal-mol™-e* (rojo) hasta
0,5 kcal-mol™-e? (azul), se calculd
empleando MolMol (Koradi et al.
1996) y las estructuras generadas
gracias a los datos RMN (en verde, el
esqueleto peptidico con los atomos
pesados de una de ellas). La figura B
se corresponde con la molécula
representada en A, pero girada 180°
sobre el eje vertical.

97



KIAB

6.3. Propiedades de interaccion con NTPs de manera especifica

Observando el modelo estructural calculado para KIABW, hay que destacar el hecho de que
los residuos cargados positivamente estaban orientados hacia el par WW y se disponian hacia el
exterior de la estructura. Esto favoreceria sobremanera la interaccién con ligandos anionicos
presentes en el medio, tales como &cidos nucleicos y nucledtidos. Teniendo esto en mente, se disefio
una serie de experimentos de fluorescencia y RMN para tratar de encontrar evidencias de la union de
este tipo de péptidos a los diferentes NTPs: ATP, GTP, CTP y UTP. La deteccion de interaccion es
importante para la posible formacion de péptidos KIABW en un ambiente prebidtico en el que

estuviesen también presentes las unidades méas simples del RNA.

6.3.1. RMN 1D: estequiometria 1:1 para los complejos KIABW-ATP

Para elucidar la estequiometria reflejada durante la formacion de los complejos entre
moléculas de péptido y ATP, se recurrié a una baterfa de 11 experimentos 1D *H. En ellos se
pusieron a prueba diferentes fracciones molares de ATP (xatp = [ATP]/([ATP] + [KIABW]) (4)),
desde 0 hasta 1, en intervalos con una diferencia de 0,1. Usando los & de atomos clave, tales como
'H8 y 'H1' del ATP o, por parte del péptido, algunos de los protones de W2 (*H(3), K4 (*He2, *He3,
"Hy2 y 'Hy3), G7 (*Ha3), W9 (*H(3), K11 (*Ho) y H12 (*H82), pudimos construir diagramas de Job
basandonos en el siguiente grupo de ecuaciones para realizar el tratamiento de los datos usando
KaleidaGraph (Butterfield and Waters 2003) (Figura 40):

Ao
2-[Ro]{[Rol+[Sol+Kp — v/([Rol+[So]+Kp)2—4-[Ro][Sol}

60bS = SR + 5)

. Sobs—OR

[complejo] = =2=—"-[Ro] - Xr, ©)
o

Siendo, dops y Or l0s desplazamientos quimicos observados en presencia y en ausencia de ATP

respectivamente, A, la maxima diferencia entre & observada cuando estuviésemos ante la maxima

poblacion de complejos que se podia formar, [Ro] Y [So] las concentraciones de péptido y ATP que

participaban en la formacion de los complejos y Kp la constante de disociacion de los mismos.

98



KIAB

Figura 40. Diagrama de Job obtenido a partir de los
desplazamientos quimicos observados en los espectros de
RMN de muestras con proporciones ATP:KIABW diferentes,
que nos permite calcular la constante de disociacion de los
1 complejos (Kp), comparando las curvas experimentales
4 resultantes con los valores calculados para constantes
determinadas. Encontramos asi que la Kp de los complejos
1 formados entre el péptido y el ATP parece encontrarse en
4  torno a 20 uM. Se adquirieron espectros para muestras con
diferentes concentraciones de ATP, aumentando un 10% la
1 proporcién de ligando con respecto a la concentracion de
4 péptido. Los experimentos se llevaron a cabo en 99.9% de
D,0, en presencia de D/NaAc 10 mM a pH 5. Se programaron
1 32 barridos por espectro y se usaron pulsos con presaturacion
¥ para reducir la intensidad de la sefial del agua detectada a
1 causa de trazas residuales detectadas.

04
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D
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[TTTTTT I T IT T[T T T
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0.2 0.4 0.6 0.8
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Al igual que ocurriria més adelante durante los experimentos de fluorescencia, en esta
ocasion tampoco se pudo obtener un valor representativo de Kp observable para las muestras con
GTP, ya que el calculo realizado con los atomos elegidos daba resultados demasiado variados como
para poder obtener una constante de disociacion con suficiente precision. Ello fue probablemente
debido a que, en el caso de la union a GTP, existian poblaciones de péptidos con conformaciones
plegadas, desplegadas y parcialmente plegadas, segun la region de la horquilla que estudiasemos.
Los valores de Kp se encontraban en un margen demasiado grande como para asegurar cual era la

constante que pertenecia a la forma mas estable del complejo.

6.3.2. Espectros de fluorescencia propios de fluoroforos situados en la superficie

Haciendo uso del espectrofluorimetro Jobin Yvon Fluoromax 4, empleado también en los
andlisis de fluorescencia de los péptidos KIA7 y RIA7, llevamos a cabo ensayos de fluorescencia
para una serie de muestras de KIABW en presencia de ATP, GTP, CTP y UTP, con el fin de analizar
una posible especificidad en la unién entre los péptidos y los distintos nucleétidos. La bateria de
experimentos realizados nos permitié obtener maltiples resultados de los valores de fluorescencia
segun la concentracion de NTP a diferentes temperaturas y pHs. Tras recabar los datos de las sefiales
detectadas a la longitud de onda de emision y no detectar ningun tipo de dispersion de luz, pudimos

afirmar que no ocurrian fenémenos de agregacion entre los componentes de las muestras. La
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fluorescencia detectada a la Agy s variable, dependiendo de los factores de apantallamiento que
afecten a los residuos aromaticos, ya sea por una internalizacion de estos en la estructura de la
molécula o a causa de la union a ligandos. Asi, se realizaron tres experimentos por cada una de las
condiciones propuestas, los cuales a su vez se repitieron por triplicado. Inicialmente, en presencia de
ATP se pusieron a prueba diferentes condiciones de pH (4, 5, 6 y 7) y temperatura (5, 15 y 25 °C),
con el fin de realizar un analisis comparativo de los resultados obtenidos y poder optimizar el
procedimiento. Tras la optimizacién, con el resto de compuestos Unicamente se realizaron los
ensayos a 5° C y pH 5. Como resultado, para el caso de los complejos formados entre KIABW y ATP
apH 5y 5°C, se obtuvo una Kp = 0,7 mM. Estas fueron las Unicas muestras que dieron lugar a
graficas de disociacion no lineales a las que poder aplicar la siguiente ecuacion, de modo que a

menor pH y mayor T se lograrian valores de Kp aparente mayores (Figura 41):

Kp lo + loo" 1
ATP-KIABW —— ATP + KIABW [ = fo ™
1+
Kp

Donde I, 1, e I son, respectivamente, las intensidades de fluorescencia observada, inicial y la
detectada cuando se alcanza la saturacion en la formacion de complejos; [L] es la concentracion de
ligando, en este caso un NTP y Kp, es la constante de disociacion.

Aunque los NTP presentan cierta absorcion de luz a la Agx por sus elevados coeficientes de
extincidn, los valores no se corrigieron ya que la pérdida de sefial era despreciable. Lo mismo ocurria
con las diferencias entre los anélisis en los que existia cierta dilucion del péptido al afiadir cantidades
crecientes de NTP y los ensayos que se llevaron a cabo a concentraciones constantes de KIABW. Los
resultados obtenidos fueron précticamente idénticos por lo que, en pos de la optimizacién
experimental, esa ligera dilucion se considerd también despreciable. Como veremos mas adelante, la
evidente diferencia entre la constante de disociacion calculada mediante RMN y la obtenida de los
ensayos de fluorescencia era debida a las pequefias concentraciones de compuestos empleadas en la
preparacion de las muestras, por lo que se considerd esta constante como una Kp aparente. No
obstante, dada la gran optimizacion de los recursos a la hora de realizar estos experimentos de
fluorescencia, los datos observados fueron perfectamente viables a la hora de establecer

comparaciones entre los resultados obtenidos con los diferentes nucledtidos puestos a prueba.
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Figura 41. Experimentos de fluorescencia llevados a cabo para muestras de KIABW. A) Gréfico de intensidad de la
fluorescencia en funcién de la concentracién de ATP a pH 4 y diferentes temperaturas. Se puede observar que la
temperatura no influye demasiado en la capacidad del ligando para apantallar la fluorescencia emitida por los Trp del
péptido. El apantallamiento térmico del que se habla en el apartado 8.4.3, en este caso parece ser despreciable a causa de
la estabilidad de las interacciones existentes entre los residuos de la horquilla. B) Grafico en el que se recogen las
diferentes Kp calculadas a partir de los valores de intensidad de la fluorescencia detectada segun los distintos valores de
pH y temperatura puestos a prueba. A temperatura y pH mayores es cuando los valores de Kp aparente se hacen mayores.
C) Experimento de fluorescencia que muestra las distintas gréaficas obtenidas a pH 4 y 5 °C para los cuatro NTPS. La
ausencia de curvatura en el caso de los perfiles de las muestras con GTP, UTP y en menor medida CTP, no hizo posible
la aplicacion de la ecuacion 7 para el célculo de una Ky aparente. Mientras que la curvatura de las gréficas indica la
presencia de unos fluoréforos situados en la superficie, mas accesible a los ligandos, su linealidad por el contrario, es un
indicativo de que, o bien los fluor6foros se encuentran enterrados dentro de la estructura peptidica, o se unen muy
débilmente a los ligandos que impiden la deteccion de su fluorescencia. Estos resultados se basan en los experimentos de
fluorescencia realizados a una concentracion de péptido stock de 254 uM y de 4,3 mM para el caso de los NTPs. La
longitud de onda elegida para el haz de excitacién fue de 297 nm, con el fin de detectar la fluorescencia emitida por los
residuos de Trp a una A = 354 nm (Aass = 280 NM Y £max = 5500 M™.cm™ en solucién acuosa a pH 7), al mismo tiempo
que se intenta minimizar la pérdida debida a la absorbancia de luz por parte de las bases nitrogenadas de los nucle6tidos
trifosfato (Aaps = 259, 253, 271y 262 nm para ATP, GTP, CTP y UTP respectivamente con gmqy de 15400, 13700, 9000 y
10000 M™*.cm™, en solucién acuosa a pH7) y asi poder asegurarnos de que la sefial recibida se debia exclusivamente a los
residuos del péptido (Lakowicz 2006).

Adicionalmente, se compararon las muestras que contenian KIABW y ATP con las muestras
a las que se afadia GTP, CTP o UTP y se construy0 un diagrama del apantallamiento
(“quenching”, Q) sufrido por la sefial de fluorescencia emitida por los Trp, tras la union de los
diferentes NTPs y la formacion de los complejos (Figura 42). EI maximo de fluorescencia detectado
a 354 nm era propio de residuos de Trp situados en la superficie de las proteinas (Albani 2008). La
curvatura de las graficas tambien era debida a la diferente accesibilidad que presenta cada uno de los
dos residuos ante la interaccion con los ligandos que provocaban el apantallamiento, tal y como
mostraron los diagramas de Stern-Volmer en los que las muestras con ATP y GTP parecian seguir un
patron propio de apantallamientos dindmicos (Ksveps > 1 mM™). Es posible que el analisis de
fluorescencia de compuestos con mas de un fluoroforo sea complejo, pero si que pudimos extraer
algunas conclusiones respecto al apantallamiento que sufrian los dos Trp en funcion de su

disposicién y la estabilidad de la unién a cada NTP. Los residuos de Lys y sobre todo His (segun el
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pH del medio) y los grupos carbonilo de los enlaces peptidicos cercanos a los Trp, podrian provocar
también cierto apantallamiento dindmico debido a la transferencia electronica entre ellos (Alston et
al. 2004; Lakowicz 2006).

0 e . ’ 1 1
o o2 04 06 08 1 12
[NTP] (mM)

Figura 42. Diagrama de apantallamiento de la fluorescencia emitida por los Trp de KIABW a 354 nm (Agx = 297 nm), a
diferentes concentraciones de ATP (rojo), GTP (verde), CTP (morado) o UTP (azul), una concentracion de péptido
inicial de 320 uM, pH 5 y 5 °C. Qops = (Io - lops) / 1o, donde I, e lgps SON las intensidades de fluorescencia detectada en
ausencia y en presencia de los diferentes NTPs, segin las distintas concentraciones empleadas. Las sefiales de
apantallamiento correspondientes a las muestras a las que se afiade ATP manteniendo la concentracion de péptido
constante, sin que exista ningln tipo de dilucion (negro), poseen valores de apantallamiento similares a las muestras en
las que dicha dilucidn se considera despreciable. La desviacién estandar teniendo en cuenta los valores obtenidos durante
los ensayos por triplicado se muestra en forma de lineas horizontales. En los casos en los que estas lineas no son visibles,
el error en la medida es tan bajo que queda oculto tras los simbolos empleados para la representacion de los resultados.

Las diferencias en la dependencia de este apantallamiento, en funcion de la concentracion de
NTP, se observaron sobre todo en los resultados obtenidos con ATP y CTP, frente a los logrados
para GTP y UTP, alcanzdndose los mayores valores de apantallamiento en el caso de la interaccion
con la adenosina. Puesto que los cuatro nucleotidos tienen en comun la ribosa y los tres grupos
fosfato, dejando a un lado las diferentes especies que se puedan formar de cada uno de los cuatro
compuestos en funcién del pH (predominaria la forma NTP*) (Crisponi et al. 1993), parece que
existia cierta especificidad dependiendo de los sustituyentes de la base nitrogenada que pudiesen
formar interacciones con los residuos del péptido mas cercanos (Lys y Trp) y cuéles son los
sustituyentes del nucleotido que quedaban mas alejados del péptido y expuestos al medio, pudiendo

establecer interacciones con la moléculas de agua circundantes (Figura 43).
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] Figura 43. Esquema representativo en el que se
{ ilustra la influencia de los sustituyentes mas alejados
de la estructura peptidica, en el caso de las bases
nitrogenadas de los diferentes NTPs. Dichos
sustituyentes serian capaces de actuar como grupos
donadores (verde) o aceptores (rojo) si se
estableciesen puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua del medio, pudiendo entorpecer
en mayor o menor medida la estabilidad de la unién
a KIABW (ATPo A>CTPo C>GTPo G>UTPo
U). La capacidad de los diferentes NTPs para formar
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua (U
> G > C > A) parece estar directamente relacionada
con la unién al péptido y, por tanto, este modelo
estaria de acuerdo con los resultados obtenidos
durante los ensayos de apantallamiento de Ila
fluorescencia explicados anteriormente. Los residuos
de Trp del par WW, que se separan cierto grado para
acomodarse a la union con el ATP, se encuentran
coloreados en morado.

2----Z

El ATP es el nucled6tido trifosfato que mejor parecia interaccionar con los Trp, apantallandose
mucho mas la fluorescencia emitida a una concentracién mucho menor que en el caso del resto de
NTPs puestos a prueba. Existia una evidente diferencia entre el apantallamiento que sufre la sefial
emitida por los Trp en el caso de la union a ATP (Qops ~ 0,75 con [ATP] = ImM), seguido del
detectado en las muestras de CTP (Qqps =~ 0,60) y, muy por debajo de estos, el experimentado por las
muestras en presencia de GTP y UTP (Qops ~ 0,30). Estos valores descartaban que la interaccion de
KIABW con los NTPs estuviese influenciada por impedimentos en la disposicion espacial de los
compuestos, ya que valores similares de apantallamiento ocurrian tanto en el caso de los nucle6tidos
trifosfato con purinas (ATP y GTP) como con pirimidinas (CTP y UTP). Parece que los grupos
fosfato y los sustituyentes de las bases nitrogenadas cercanos a la ribosa interaccionarian con los
anillos indolicos de los Trp y algunos de los atomos que se encontrasen proximos a ellos. No
obstante, el resto de grupos méas alejados del azlcar se adaptarian peor a la estructura del péptido,
sobre todo cuanto mas electronegativo fuese el caracter de los sustituyentes méas expuestos al medio,
situados en las posiciones 2 y 4 de las pirimidinas y 2 y 6 de las purinas: grupos amino en el caso de
ATP; grupos carbonilo en el caso de UTP; y NH, en la posicién 4 0 2 y C=0 en la posicion 2 0 6
para los casos de CTP o GTP, respectivamente. Es posible que las moléculas de NTP con grupos
carbonilo méas expuestos y més alejados de la influencia electrostatica de los pares WW de KIAPW

(como seria el caso de GTP, UTP y, en menor medida, CTP) viesen favorecida también su union a
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las moléculas de agua del medio a través de puentes de hidrdgeno. Se estableceria entonces una
competitividad entre la unién de estos NTPs a los residuos del péptido y a las moléculas del
disolvente, lo que afectaria de forma negativa a la union con KIABW vy, por extension, evitaria el

apantallamiento de la sefial emitida por los Trp.

6.3.3. RMN: NOEs intermoleculares y desplazamiento de sefiales segun pHy T

Inicialmente, se monitoriz6 el efecto de la temperatura sobre una mezcla de KIABW y ATP
mediante la adquisicién de espectros de RMN 1D *H, primero aumentando la temperatura desde 5 a
50° C y después observando los efectos de un enfriamiento de la muestra desde 47,5 hasta 4° C.
Parece que era en condiciones de baja temperatura cuando encontrabamos una mayor proporcion de
péptido especificamente plegado aunque, de nuevo, no se observaban los picos correspondientes a
una estructura completamente plegada- A temperaturas elevadas tampoco se detectaban solamente
las sefiales representativas de una poblacion de péptido formada mayoritariamente por las
conformaciones desordenadas. Esto, al igual que ocurria en los ensayos del péptido de forma aislada,
nos daba a entender que existia un equilibrio entre ambas construcciones, es decir, que la transicion
entre estructuras plegadas y conformaciones en estado desnaturalizado tenia lugar de forma gradual
hacia esta ultima disposicion, a medida que aumentaba la temperatura, y mostraba ademas, que al
disociarse el ATP el péptido se desplegaba. Los resultados obtenidos durante la desnaturalizacion
térmica y los recogidos al enfriar la muestra eran similares y no se apreciaban fenémenos de
agregacion relevantes, seguramente gracias a la carga neta positiva del péptido que lo hacia mas
soluble en agua. Por tanto, pudo afirmarse que los cambios en las estructuras son reversibles, aunque
no parecian poseer la estabilidad caracteristica de los péptidos prebioticos KIA7 y RIA7 estudiados
anteriormente, cuyas propiedades de estabilidad y plegamiento se asemejaban mas a las observadas
en el plegamiento de proteinas existentes en la naturaleza (L6pez de la Osa et al. 2007; Diez-Garcia
et al. 2011).
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En la titulacion llevada a cabo para diferentes proporciones molares de KIABW respecto de
ATP, pudieron observarse cambios evidentes en los picos correspondientes a *H de residuos del
péptido. Los espectros 1D *H adquiridos a 5° C y pH 5 mostraban claramente un desplazamiento de
las sefiales, tanto del ATP (*H8 -0.7 ppm-, *H2 -0.8 ppm-, *H1’' -1 ppm-), como del péptido
(Lys 4 *Hy3/*HP3 -0.9 ppm-, Trp 9 *HN -0.25 ppm-, Lys 11 *Ha -0.3 ppm-) (Figura 44A). Estos
cambios en los & de los protones detectados para ambos compuestos eran también observables al

elevar la temperatura (Figura 44B).
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Figura 44. A) Espectros 1D 'H de KIABW en presencia de
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Ademés, se adquirieron espectros 2D (NOESY, TOCSY, *H-">N HSQC y *H-*C HSQC en
abundancia natural, estos Gltimos tanto para la region aromatica como alifética, a diferentes anchuras
espectrales) para muestras de KIABW en presencia de ATP. En ellos volvian a ser evidentes los
cambios en las sefiales observadas también en los espectros 1D durante la titulacion en presencia de
ATP, modificandose el empaquetamiento del péptido para mantener la unién con el ligando (Figura
45).
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Figura 45. Zona del espectro de RMN 2D heteronuclear *H-*C HSQC en la que se detectan las sefiales correspondientes
a los protones de las cadenas laterales aromaticas de las muestras de KIABW antes (negro) y después (rojo) de afiadir el
ATP. Las muestras estaban compuestas por péptido a una concentracion de 6 mM, en presencia 0 no de ATP 12 mM, en
tampdn H/NaAc 10 mM y con DSS 50 uM. Los espectros se adquirieron a pH de 6.4 y 5 °C de temperatura, empleando
un tiempo de mezcla de 150 ms.
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Entre las sefiales encontradas para las muestras con ATP, se detectaron NOEs entre los

4tomos de hidrégeno de las cadenas laterales de Trp 2 (*HB, *H3, *He, *Hn y *HO) y Trp 9 (*He, *Hn y

'H?) y los hidrégenos del adenosin trifosfato que no intercambian con el disolvente, tales como el

'H8 de la base nitrogenada y los *H1’, 2’ y 3’ de la ribosa (Figura 46).
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Figura 46. Rango de desplazamientos quimicos
de los espectros 2D NOESY (rojo) y TOCSY
(azul) en el que se detectan las sefiales de los
protones de los residuos aromaticos de las
muestras de KIABW, de forma aislada
(izquierda) y en presencia de ATP (derecha). En
ellos podemos observar tanto las resonancias
debidas a la interaccion entre los pares WW,
como los diferentes NOEs existentes entre los *H
de la ribosa y alguno de los residuos del péptido,
especialmente en el caso de las muestras con
ATP, en cuyos espectros se detectaron hasta 31
NOEs intermoleculares entre los &tomos de
hidrégeno de la ribosa y los pertenecientes a los
anillos indolicos de los triptéfanos. Se hace
evidente que la interaccion entre los NTPs vy el
par WW provoca un desplazamiento de las
sefiales de los residuos que forman puentes de
hidrégeno, los cuales otorgan también estabilidad
a la molécula. Los experimentos se llevaron a
cabo con un T, de 150 ms, aun pH de 6.4y 5 °C,
con una concentraciones de péptidoy NTP de 6 y
12 mM respectivamente, en tampon H/NaAc 10
mM y con DSS 50 uM.

Estos resultados se corroboraron después mediante analisis conformacionales de los

desplazamientos quimicos y modelos de dinamica molecular, calculados a partir de las listas de
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asignaciones realizadas en los espectros de RMN. En los concerniente al analisis conformacional,
similar al llevado a cabo para el péptido por separado (Figura 34), habria que destacar el hecho de
que el perfil dibujado por la AS *Ha para KIAPW se mantenia en el caso de las sefiales detectadas a
partir de las muestras del péptido con ATP, es decir, que la estructura de horquilla f no se veia
demasiado alterada por la interaccion con el nucledtido. Segun los modelos moleculares calculados,
el ATP interaccionaria con el par WW de KIABW estableciéndose las interacciones mencionadas
con ambos Trp, sin modificarse demasiado la hebra B, pero causando una apertura en el apilamiento
existente entre los fluoréforos (Figura 47). Esto provocaria, ademas, una pérdida en el alabeo
existente entre las hebras, al igual que ocurre cuando agentes intercalantes como el EtBr
interaccionan con las dobles hélices del DNA. El angulo entre el primer puente de hidrogeno del
esqueleto peptidico y el mas cercano al giro es de unos 73° y el angulo diedro formado por los planos
de los residuos aromaticos de Trp pasa de 157,98° a 113,87°, lo que permite al anillo de adenina del
ATP intercalarse entre el par WW, estableciéndose un apilamiento con uno de los Trp y una

interaccion de tipo “cara contra borde” con el otro.

Figura 47. Modelos de KIABW con ATP calculados a partir de la asignacion de un total de 309 NOEs, entre los que se
observaron 172, 54 y 83 NOEs de corto, medio y largo alcance, respectivamente. A partir de las 20 estructuras con una
funcion blanco mas baja, se realizaron calculos de refinamiento usando AMBER. Las cadenas laterales de los Trp del par
WW estén coloreados en morado y la molécula de ATP en rojo. En la tabla que hay bajo estas lineas se resumen los
diferentes datos estadisticos extraidos del calculo de la estructura y el andlisis de interacciones intramoleculares,
realizados del mismo modo que para el caso de la estructura del péptido sin ATP.

Restricciones de distancia NOEs Interaccciones intramoleculares
Corto alcance, (i-j) > 1 172 Interacciones hidréfobas (<5 A)
Medio alcance, (i-j) <5 54 Trp2-Trp9
Largo alcance, (i-j) > 5 83 lle 3-1le 10
Total 309 lle3-1lle5
lle5-1le 10
RMSD (A)
Esqueleto peptidico (N, Ca, C') 0,693 Enlaces de H en el esqueleto (NH-OC)
Todos los a&tomos pesados 0,841 lle 3-1le 10
lle5-Lys8
Grifico de Ramachandran* % Gly7-1le5
Angulos en las regiones més favorecidas 88,9 Lys8-1lle5
Angulos en regiones permitidas 11,1 lle10-1le3
Angulos en regiones adicionales 0 His 12 - His 1
Angulos en regiones no permitidas 0
*Apéndice 8. Entre residuos aromaticos (4,5 - 7 A)
Trp2-Trp9
Asignaciones estereoespecificas 13 (Angulo diedro = 113,87°)
Restricciones angulares (®,¥) 16
Funcién blanco en CYANA (A%)" 0,30 Cation-n (<6 A)
Energia en AMBER (Kcal-mol™)" -1111+18 Trp9-Lys1l (110,759
Violaciéon maxima (A)* 0,35
N° de Violaciones > 0,4 A* 0
Longitudes de enlace (A)" 0,0116 + 0,0004
Angulos de enlace (°)" 3,3+0,2

*Valores promedio de los 20 conférmeros.

108



KIAB

La cola de grupos fosfato, cargada de forma negativa, interaccionaria con los grupos amino
de Lys 4y Lys 11, cargados positivamente, cuyas cadenas laterales se alejarian de los Trp al haberse
perdido las interacciones por apilamiento para permitir la entrada de la base nitrogenada. Aunque
este tipo de interacciones es dificilmente identificable mediante los experimentos de RMN a causa de
la falta de las sefiales correspondientes, si son observables en cualquier tipo de experimento de
“docking” automatico que tenga en cuenta las interacciones electrostéaticas que puedan producirse
(Macindoe et al. 2010). Teniendo en cuenta ¢l modo en el que el ATP se une al péptido KIABW, si
consideramos similares para todos los nucledtidos tanto las interacciones electrostaticas con los
grupos fosfato, como las que se establecen entre los protones de la ribosa y las cadenas laterales de
los Trp, lo que regiria principalmente los fendmenos de union a los diferentes NTPs seria la mayor o
menor internalizacion de las bases nitrogenadas entre los pares WW. Estas premisas podrian también
explicar los fendmenos detectados en los experimentos de fluorescencia, teniendo en cuenta el
apantallamiento provocado por la unién de los NTPs. El hecho de que las muestras con GTP y UTP
presentasen un menor apantallamiento podria ser debido a que, de acuerdo con las estructuras
obtenidas a partir de los & de los espectros de RMN, la union no se producia de forma clara con
ninguno de los residuos que actuaban como fluoroforos. De este modo, quedaban libres para seguir
emitiendo fluorescencia, al contrario de lo que ocurre en el caso de las muestras con ATP y en menor
orden con CTP, donde ambos Trp estar interaccionando con los nucledtidos sufriendo un

apantallamiento mayor.
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Hemos demostrado que pequefios péptidos putativamente prebioticos ricos en residuos de
arginina son capaces de formar estructuras plegadas especificamente, con un motivo estructural tipo
“haz de cuatro hélices” o “four-helix bundle”, en la que las cadenas laterales de los residuos menos
polares se orientan hacia el centro dando lugar a un bolsillo hidr6fobo, mientras las cadenas laterales
de los aminoacidos cargados quedan expuestas al exterior. Al igual que los péptidos KIA7, este tipo
de estructuras cumple con el patron hidroéfobo-hidréfilo que deberian tener las primeras moléculas
complejas en un entorno abidtico (Brack and Orgel 1975; Longo and Blaber 2012). Ademas, los
péptidos RIA7 poseen una estabilidad conformacional similar a la observada en péptidos KIA7 y dan
lugar a agregados en presencia de RNAs, pero sin catalizar la degradacion del modo en que lo hacen
sus homologos ricos en Lys.

Las propiedades de estabilidad de los péptidos RIA7, a las concentraciones y presencia de sal
definidas, son similares a las observadas para los péptidos KIA7, algo bastante sorprendente dado el
parecido estructural de la cadena lateral de la Arg con el grupo guanidino de ciertos agentes
desnaturalizantes (Mason et al. 2004). La mayor distancia a la que se sitGan las cargas de la cadena
lateral de la Arg, la deslocalizacion de estas o la capacidad de favorecer la estabilidad del nucleo
hidr6fobo de los tetrameros captando las moléculas de agua del medio (Scott et al. 2008; Lim et al.
2009), pueden ser las causas de la estabilidad de estas estructuras tetraméricas helicoidales.

La sustitucion de Lys por Arg en la secuencia de este tipo de péptidos no afecta
significativamente a su estructura, como demuestran los bajos valores de RMSD entre las estructuras
de RIA7 y KIA7: RMSD promedio de 1,45 A para la estructura de cada una de las hélices por
separado y un RMSD de 2,30 A para el tetrdmero completo (Subbiah et al. 1993; Krissinel and
Henrick 2004; Velankar et al. 2012) (Figura 48). El escaso efecto estructural de estas modificaciones
puede ser util en el disefio de peptidos y proteinas donde se quiera alterar la funcionalidad sin afectar
la estructura. Particularmente relevante seria el caso de proteinas de union a membrana, donde este
tipo de sustituciones tienen interés para favorecer la internalizacion de las mismas (Hong and Su
2011; Walrant et al. 2012).

Por otra parte, los resultados de los estudios de interaccion de RIA7 con RNA indican que
dicha interaccion se produce con una estequiometria peculiar, de modo que las interacciones
electrostaticas no son las Unicas fuerzas que permiten la unién a RNA, sino que otro tipo de fuerzas
estan presentes participando en la formacion de los complejos, como por ejemplo: interacciones
hidrofobas, puentes de hidrogeno o fuerzas de van der Waals. Estos resultados sugieren que los
residuos de Arg permiten formar una red de interacciones que estabiliza los complejos proteina-

RNA. Esta observacion podria ser trasladada a un punto de vista mas evolutivo y, mas
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especificamente, serviria para apoyar la existencia de un “RNA-peptide World”, ya que la formacion
de estos complejos supondria la aparicion de mecanismos evolutivos mas eficientes.

Las secuencias de los péptidos KIA7 y RIA7, asi como los métodos empleados durante el
estudio de sus propiedades, pueden servir de ejemplo para ensayos de estabilidad e internalizacion
celular de compuestos de importancia biomédica similares (Fuchs and Raines 2006; Okuyama et al.
2007; Ng et al. 2008; Sundlass and Raines 2011), dado que se ha demostrado que el intercambio de
los residuos de Lys y Arg alteran la funcionalidad y capacidad de interaccion de los péptidos, sin ello
suponer grandes cambios conformacionales dentro de la estructura de los mismos y sin afectar

apenas a su estabilidad.

Figura 48. Representacion grafica de la estructura
de RIA7Y (PMDB ID: PMO0077977) y la
estructura de KIA7Y depositada en el PDB (2jo4).
El alineamiento se realiz6 para la totalidad de los
atomos del esqueleto (las cuatro hélices). Se
obtuvo un valor de RMSD de 2,30 A. Las hélices
correspondientes al péptido RIA7, con Arg en
azul, se muestran en colores oscuros, mientras que
los monomeros de KIA7, con Lys en verde, se
identifican con colores claros. Se puede apreciar
que la disposicion estructural apenas se encuentra
modificada por la presencia de Arg en lugar de
Lys.

Aunque se haya podido detrerminar la composicion exacta de los agregados formados entre
los péptidos RIA7 y los distintos RNAs, si que se intentaron realizar espectros de las particulas
precipitadas disolviendo las muestras en urea, pudiéndose averiguar la estequiometria de los
agregados y observandose cierta estabilidad en ellos, aunque no fuese comparable con la que poseen
ciertos amiloides. Un analisis espectral en profundidad de estos agregados requeriria la utilizacion de
RMN de sélidos, una técnica que se alejaba de los objetivos de este proyecto, pero que seria
interesante poner a prueba en futuros estudios.

Gracias al andlisis estructural del péptido KIA7I, uno de los compuestos menos estables de la
familia KIA7, constituido solo por cuatro aminoacidos prebidticos (Lys, lle, Ala y Gly), hemos
descubierto que es también capaz de adoptar estructuras tetraméricas helicoidales tipo “four helix

bundle”, aunque con mayor variabilidad conformacional que sus homélogos con residuos aromaticos
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C-terminales. La lle carboxiterminal da lugar a cierta diversidad conformacional, por lo que
concluimos que los compuestos aromaticos en dicha posicion son necesarios para lograr un
plegamiento especifico en esta clase de proteinas sencillas. KIA71 se une a compuestos aromaticos y
lo hace de forma preferente a aquellos de menor volumen molecular y una menor polaridad, si bien
dichos compuestos no se unen Unicamente al bolsillo ocupado por la cadena lateral de los residuos
aromaticos en las variantes de KIA7 mas estables.

Tras monitorizar la fluorescencia del ANS y observar el comportamiento de este péptido
frente a moléculas como el DSS en presencia de benceno, se confirma que la union al benceno
perturba la estabilidad del nucleo estructural de KIA7I, pasando a adoptar una conformacion de tipo
glébulo fundido. Estos ensayos dieron pie a realizar estudios sobre la generalidad del efecto del
benceno en proteinas de diversa naturaleza conformacional. Como resultado, se puede afirmar que el
benceno se une también a otros polipéptidos estructuralmente desordenados, tales como el péptido
AP del Alzheimer, pero no a proteinas especificamente plegadas y de mayor estabilidad estructural,
como HEWL o KIA7W. Basandonos en estas observaciones, podemos decir que el benceno se une y
perturba la estructura de proteinas parcialmente plegadas o con estructura desordenada. Un tercio de
las proteinas de eucariotas contiene al menos un dominio desordenado bajo determinadas
condiciones de pH o temperatura, si tiene lugar la unién con un ligando o cuando ocurre algun tipo
de modificacidn quimica (fosforilacion, glicosilacion, etc.). A menudo, estas proteinas intervienen en
procesos de regulacion génica, sefalizacion y desarrollo celular, por lo que los dominios
desordenados o parcialmente desestructurados podrian estar estrechamente relacionados con
enfermedades cancerosas (Dunker et al. 2001; Garza et al. 2009) y es que, al igual que las numerosas
regiones desordenadas del RNA y DNA, muchas de las proteinas que interaccionan con ellos
también poseen dominios igualmente desordenados (Dyson 2012). Se sabe que el benceno y otros
compuestos aromaticos son nocivos para la salud humana. Estudios anteriores han demostrado que
este efecto puede deberse a la capacidad de estos compuestos aromaticos para intercalarse entre las
bases nitrogenadas del DNA y el RNA e inducir mutaciones en el marco de lectura y otros errores
durante la traduccién. Del mismo modo, ahora sabemos que el benceno también es capaz de unirse a
proteinas moderadamente desplegadas y alterar asi su estructura, al afectar al empaquetamiento de
los nacleos hidréfobos, permitiendo su unién a otros ligandos o dando lugar a modificaciones
quimicas, lo que daria lugar a alteraciones en las interacciones proteina-proteina y podria incluso
llegar a originar formas proteicas aberrantes desde el punto de vista fisiologico. En este dltimo caso,
la deteccidn de regiones susceptibles de sufrir modificaciones por la interaccion con este tipo de
compuestos aromaticos seria facilmente detectable mediante la fluorescencia del ANS mencionada
en este trabajo, pudiéndose realizar incluso in vivo (Hadley et al. 2011).
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La elucidacion estructural y el andlisis de interaccion con NTPs en el caso de péptidos KIAB
nos permiten considerar una estructura de horquilla B como alternativa a los péptidos helicoidales
como moléculas predominantes en un plausible escenario prebidtico junto con los RNAs, gracias a
la sencillez de su estructura y sus propiedades de autoensamblaje e interaccion con acidos nucleicos.
Ya se conoce la capacidad de algunas laminas B para formar lo que se conoce como amiloides,
proteinas muy estables, capaces de soportar condiciones extremas de temperatura, acidez y
degradacion, gracias a interacciones de van der Waals, hidréfobas o por puente de hidrogeno. Un
ejemplo de estas estructuras amiloides lo encontramos en los priones, moléculas capaces de
autoensamblarse y favorecer la propagacion de su propia conformacion, alguna de cuyas variantes
parece estar compuesta en su totalidad por aminoacidos plausiblemente prebi6ticos, por lo que
algunos autores han llegado a proponer un mundo prebio6tico con amiloides como origen (Maury
2009; Braun et al. 2012; Greenwald and Riek 2012). Laminas 3 con una estructura como la aqui
estudiada, ademéas de estar presentes en la formacion de amiloides e incluso de los hidrogeles
descubiertos recientemente (Rughani and Schneider 2008), tienen una presencia notable en proteinas
globulares y a menudo son los dominios que promueven el plegamiento o agregacion de las mismas
(Blanco et al. 1994; Brutscher et al. 1997). También parecen desempefiar funciones esenciales en el
inicio de la traduccion (Hodel et al. 1997; Matsuo et al. 1997; Tomoo et al. 2002) o regulando
patrones de transcripcion (Halfmann et al. 2012) y por ello se consideraron durante este trabajo como
estructuras perfectamente viables para la coexistencia de un mundo prebidtico junto a los acidos
nucleicos.

La especificidad por la unién preferente a ATP y, en menor medida a CTP, indica que los
péptidos con conformacion en horquilla f podrian haber tenido un papel como cofactor o como
agente protector en las diferentes etapas de un posible mundo abidtico y las sucesivas etapas
evolutivas posteriores, hasta la aparicion de las protocélulas. La manera en la que KIAPW
interacciona con el ATP, de forma mucho mas evidente que con el resto de NTPs, muestra la
especificidad que pueden llegar a alcanzar moléculas tan simples, si se proponen la secuencias
aminoacidicas apropiadas durante su disefio, en base a las propiedades de las diferentes
combinaciones de residuos. Asi, se ha demostrado que los pares WW son esenciales en la estabilidad
de este tipo de moléculas y, al parecer, pueden considerarse también como un excelente
microdominio de unién a &cidos nucleicos, llegando esta interaccion a favorecer la estabilidad
estructural de los peptidos. Nuestros resultados confirman que las estructuras en horquilla B no estan
solo estabilizadas por los puentes de hidrégeno formados entre atomos del esqueleto. Las
interacciones de tipo cation-n y los fendmenos de apilamiento entre las cadenas laterales de los
residuos Trp y algunos residuos adyacentes también juegan un papel importante.
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Discusién General

Somos conscientes de que alguno de los residuos que forman parte de los péptidos disefiados
como presuntos compuestos prebidticos aun no han sido encontrados a una concentracion relevante
en los diferentes experimentos ideados hasta la fecha (Doi et al. 2005; Longo and Blaber 2012).
Segun esto, en condiciones abioticas, encontrariamos mas probable la formacidén de estructuras
peptidicas con conformacion en hélice a o la aparicidon de estructuras amiloides, que el surgimiento
de horquillas B sencillas similares a las descritas, ya que estas precisan de residuos de Trp para
adoptar una disposicion estable. Aldn con todo, si bien no estariamos delimitando cronolégicamente
la aparicién de esto residuos, lo que si parece haber quedado demostrado es que, en especial Lys, Arg
y Trp, son aminoacidos que parecen haber sido claves en la evolucion bioquimica. Ademas, con el
paso de los afios, la cantidad de compuestos sintetizados en condiciones putativamente prebidticas, al
igual que el nimero de propuestas para tratar de dar una explicacion plausible del origen de la vida,
han ido en aumento gracias a los avances cientifico-técnicos logrados. Es por ello que no es de
extrafiar que existan mas opiniones que otorgan gran importancia a la formacién de péptidos incluso
antes de surgir el “RNA world” (Reiner et al. 2006; Rode et al. 2007). El papel de dichos residuos y
péptidos en el origen de la vida en la Tierra es todavia una cuestion abierta a debate (Fishkis 2011;
Danger et al. 2012), por lo que se hace patente que hoy en dia este tipo de investigaciones despiertan
un interes similar al que suscitaban hace mas de 50 afios. Por eso confiamos en que, en el futuro, el
trabajo realizado aqui sera de utilidad para desarrollar una teoria completa que explique las

cuestiones planteadas por la abiogénesis.
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CONCLVSIiONES

1- Los peptidos RIA7, disefiados con secuencias mayoritariamente compuestas por aminoacidos
presuntamente prebiodticos y ricas en Arg, presentan una estabilidad préxima a la de sus
homologos con Lys, a pesar de la similitud de la Arg con ciertos agentes desnaturalizantes. La
sustitucion de las Lys por Arg no entrafia variaciones relevantes ni en la estructura, ni en la
estabilidad de este tipo de péptidos.

2- Los péptidos RIA7 son capaces de adoptar estructuras helicoidales tetraméricas con una
conformacién en haz de cuatro hélices dispuestas dos a dos formando una X, enfrentadas de
forma antiparalela en cada par.

3- Los péptidos RIA7 interaccionan con ssRNAs favoreciendo un correcto plegamiento de los
mismos e incluso dando lugar a la formacion de agregados compuestos por complejos
RNA-péptido.

4- KIAT7I, un péptido compuesto en su totalidad por aminoacidos putativamente prebidticos, segun
los mecanismos descritos hasta la fecha, posee un extremo carboxiterminal desordenado capaz de
adoptar varias conformaciones en las que se establecen distintos puentes de hidrégeno entre la lle
terminal y los residuos adyacentes. La sustitucion de los residuos arométicos C-terminales por lle
ha corroborado la importancia estructural de los mismos para que este tipo de péptidos adopten
una conformacion unica y completamente plegada, ya que las lle no se adaptan de manera tan
eficaz al nacleo hidrofobo formado en el tetrdmero helicoidal.

5- Los analisis de interaccion entre peptidos KIA7l y compuestos aromaticos sencillos revelaron que

los arenos no se unen Unicamente al nucleo hidréfobo de los haces tetraméricos formados por las
hélices. La estructura de los péptidos KIA7I no se ve alterada por la interaccion con arenos y
mantiene zonas accesibles a la union con otros ligandos.
El benceno, el areno mas simple y menos polar, presenta una especial disposicion hacia la
interaccion con compuestos peptidicos con estructuras menos estables y se une de forma
especifica a dominios con conformaciones de tipo glébulo fundido. Esta observacion es
especialmente relevante, dado el carcter nocivo de este tipo de compuestos y la abundancia de
dominios intrinsecamente desordenados en las proteinas celulares.

6- El péptido KIABW, compuesto por 12 aminodcidos, es capaz de adoptar una estructura en
horquilla B especificamente plegada, con hebras de cinco residuos conectadas de forma
antiparalela a través de un giro de tipo I'. La presencia del par WW es crucial para la formacion de
estructuras estables, mientras que compuestos con residuos de Phe o His, ocupando la misma
posicion, dan lugar a conformaciones desplegadas.

Dado que aln no se conoce una ruta de sintesis prebi6tica viable para la formacion del Trp, este
resultado indicaria la no existencia de este tipo de horquillas § en un mundo primigenio.
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7- El anélisis conformacional de KIABW muestra diversos tipos de interacciones que favorecerian la
estabilidad estructural de la horquilla B: puentes de hidrogeno entre grupos carbonilo y amino de
los enlaces amida del esqueleto peptidico, interacciones electrostaticas entre los atomos de las
cadenas laterales de residuos que se encuentran proximos entre si e interacciones debidas a
fendmenos de apilamiento entre los Trp del par WW, estableciéndose también interacciones de
tipo cation-n con algunos de los amino&cidos cercanos.

8- Se ha demostrado que los péptidos KIABW son capaces de unirse a ribonucleotidos trifosfato,
observandose una mayor interaccion sobre todo con ATP y, de forma maés sutil, con CTP,
intercalandose entre el par WW situado en la superficie de las horquillas .
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Materiales y Métodos

8.1. Sintesis de RNAs

Para la obtencion de los RNAs empleados durante los diferentes ensayos de actividad y
pruebas de interaccion con los péptidos estudiados se optimizd un procedimiento de sintesis

mediante transcripcion in vitro haciendo uso de la polimerasa del fago T7 (EC: 2.7.7.6.).

8.1.1. Sintesis de la polimerasa del fago T7

La RNA polimerasa del fago T7 (T7 RNAP) (Moffatt et al. 1984) es capaz de catalizar los
procesos de inicio, elongacion y terminacion de la transcripcion de todo el DNA virico, sintetizando
las cadenas de RNA en direccion 5'—3’, mientras que el enzima del huésped es inactivado. T7
RNAP se une, de forma especifica, Gnicamente a los promotores de DNA virico y, al contrario que
otras RNA polimerasas dependientes de DNA, no es una enzima multisubunitaria y su mecanismo de
transcripcion es mucho mas simple, ya que no precisa de primers para comenzar la transcripcion.
Reconoce el DNA molde y cataliza la formacion del enlace fosfodiéster entre el primer par de NTPs,
con especificidad por el GTP como nucleétido inicial (Cheetham and Steitz 1999; Kennedy et al.
2007). La Kp de este primer dinucleétido es de 2 mM, de 80 uM la del segundo y de 5 uM para el
resto de NTPs unidos durante la fase de elongacion (Bandwar et al. 2002; Anand and Patel 2006).
Estas caracteristicas hacen del fago T7 un excelente modelo de estudio de las diferentes etapas de la
transcripcion dependiente de DNA, y de la T7 RNAP una herramienta idonea para la sintesis in vitro
de RNA.

Para su obtencion in vitro, la secuencia completa del gen codificante de la T7 RNAP ha sido
introducida en el plasmido de sobreexpresion pAR1219, cuya expresion esta sujeta a la regulacion
ejercida a través del promotor lac UV5 y un gen codificante del represor lac, denominado lacl,
pudiéndose inducir la expresion con IPTG. Este compuesto es capaz de unirse a lacl, dejando libre la
region operadora y permitiendo que la RNAP se una al promotor lac UV5 para dar comienzo a la
transcripcion, que no se detendrd, al no ser el IPTG metabolizado por la bacteria. Debido a que la T7
RNAP podria ser degradada por la proteasa OmpT, usamos una cepa de E. coli que ademas de poseer
el plasmido que contiene el gen de la RNA polimerasa es también deficiente en las proteasas Lon y
OmpT: BL21/pAR1219, denominado también pT7-911 (Davanloo et al. 1984; Grodberg and Dunn
1988; Zawadzki and Gross 1991; Vinayak et al. 1995; Li et al. 1999; Karberg et al. 2001).

El primer paso de la sintesis es sembrar una placa de LB + Amp con la cepa pT7-911. Se
dejan crecer las bacterias durante toda la noche a temperatura ambiente o durante unas horas a 37 °C

123



Materiales y Métodos

(Cooper and Helmstetter 1968; Kubitschek and Freedman 1971). Después se prepara un preinoculo
de 80 mL en un matraz con LB + Amp en medio liquido, usando una de las colonias de la placa,
incubandolo a 37 °C en agitacion durante 24 horas. Para la preparacion de 1 L del medio de cultivo
liquido de LB + Amp se usaron 10 g de triptona, 5 g de extracto de levaduras, 10 g de NaCly 1 mL
de ampicilina (100 mg/mL), la cual se afiade justo antes de inocular las células. Al dia siguiente, en 4
matraces con 250 mL de LB + Amp se afiadieron 12 mL de preindculo por recipiente y se dejaron a
37 °C, en agitacion, mientras se monitoriza la replicacion celular tomando alicuotas cada cierto
tiempo y midiendo su densidad Optica alrededor de los 600 nm empleando un espectrofotometro
portatil (Toennies and Gallant 1949; Bradford 1976). Cuando la ODgy nm €S de 0,6 (= 45 min), las
células han alcanzado su punto algido de replicacion. Es entonces cuando se procede a inducir la
transcripcion del plasmido afiadiendo 250 uL. de IPTG 0,5 M por matraz, manteniendo la agitacion
1 h mas a 37 °C. De forma paralela, 0,5 mL de preindculo en 10 mL de LB + Amp, sin inducir la
transcripcion con IPTG, sirven para tener un control negativo con el que comparar los resultados
obtenidos y comprobar posibles fendmenos de contaminacion. Transcurrida una hora se recoge el
pellet centrifugando los indculos 10 min a 6000 rpm y 4 °C, desechando el sobrenadante y
calculando después la cantidad de células obtenidas en cada caso. Para llevar a cabo el lisado de las

bacterias, se prepararon las siguientes soluciones:

A (Binding Buffer) B (Washing Buffer) C (Elution Buffer)

KPi pHS 1M 25 mM 25 mM 25 mM
NaCl 5M 300 mM 300 mM 300 mM
Imidazol pHS8 1,5M 10 mM 20 mM 300 mM
PMSF 99% 20 pg/ml 20 pg/ml 20 pg/mi
Beta mercaptoetanol* 0,1% 0,1% 0,1%

* Para anular el efecto de posibles ribonucleasas liberadas durante la lisis celular se eligi6 este compuesto en lugar del
DTT, porque su menor poder reductor seria mas conveniente durante la elucion en las columnas de Ni.

Las etapas del lisado celular se llevan a cabo a baja temperatura, para evitar en la medida de
lo posible la desnaturalizacion proteica. Para realizar el lisado se emple6 una prensa de French,
resuspendiendo inicialmente las inducciones afiadiendo 1 mL de disolucién A por cada 0,1 g de
pellet resultante. Una vez obtenido el lisado, antes de hacerlo pasar por la columna, se centrifugo
durante 30 min a 11000 rpm, tomando esta vez el sobrenadante resultante y almacenando una
alicuota de 20 pL, proceso que repetimos en cada una de las etapas de la purificacion para el
posterior andlisis de los resultados mediante SDS-PAGE. Para evitar obstrucciones en el circuito de
la cromatografia de afinidad, la fraccion soluble se filtr6 empleando filtros de 0,45 pum. Después de

hacer pasar unos 50-100 puL de agua mili-Q por el circuito, se hicieron circular 50-100 pL de
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disolucién C con un flujo maximo de 2 mL/min, antes de conectar una columna de Ni de 5 mL,
evitando la formacion de burbujas de aire a su través. Primero se hacen pasar 20-30 mL de tampon
C, después 20-30 mL de tampén A y finalmente el sobrenadante resultante de la lisis celular,
recogiendo sobre hielo la elucién a partir de los 5 mL, para evitar perder proteina en caso de que se
sature la columna. La T7 RNAP presente en las muestras queda adherida a los cationes de la
columna, especialmente por la afinidad con alguna de sus 22 His. Tras lavar el circuito y la columna,
primero con 20-25 mL de disolucion A y después con 15 mL de disolucion B, se usa disolucion C
para eluir la proteina, tomando 7 fracciones de 2 mL al comienzo de la elucion y, después, 10-15 mL
del resto para no desechar nada si quedase algo de proteina en la columna. Con el fin de corroborar
que las diferentes etapas del proceso de purificacién se han llevado a cabo de manera correcta, se
emplea un gel de poliacrilamida al 12,5% en condiciones desnaturalizantes, tal y como se explicara

mas adelante en el apartado 8.2.1 (Figura 49).

Figura 49. Gel resultante de la SDS-PAGE al 12,5%

kDa realizada, en condiciones desnaturalizantes, durante la
200 primera purificacion de una de las sintesis de T7 RNAP
116,3 que se llevaron a cabo durante este proyecto. De izquierda
97,4 a derecha, las alicuotas correspondientes a las diferentes
66,3 etapas que componian el proceso de purificacion:

marcador de tamafio comercial MK12; sobrenadante
obtenido durante la lisis celular; primera elucién tras hacer
circular el lisado; lavado con disolucion A; lavado con
disolucién B; fracciones de 2 mL (1-7) y lavado con
disolucion C. En caso de detectarse una cantidad
considerable de proteina en la elucion del sobrenadante del
lisado por primera vez, como es el caso, significa que la
columna ha quedado saturada por la gran cantidad de
proteina generada. Se opté entonces por realizar una
segunda purificacion con la fraccion recogida en esa etapa.

55,4

36,5
31

Tras reconocer las fracciones que contenian una mayor proporcion de la T7 RNAP, se llevé a
cabo una primera dialisis durante 24 horas a 4° C, en agitacién y empleando membranas de dialisis
con un tamafio de poro de 6-8 kDa, en un buffer de dialisis compuesto por NaPi 20 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Glicerol 5% y NaCl 10 mM. Al dia siguiente, se recogid el resultado de la
primera dialisis, se centrifugé la muestra 5 min a 5125 rpm y se desechd el sobrenadante. Tras
resuspender el pellet, en 10 mL de un tampdn similar al empleado anteriormente pero con una
concentracion final de NaCl 100 mM, se dializ6 la proteina por segunda vez en las mismas
condiciones, se centrifugd la muestra resultante 15 min a 7000 rpm y se recogi6 el sobrenadante.

Tomando alicuotas durante ambas dialisis, mediante una SDS-PAGE al 12,5% con diluciones de las
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mismas, se pudo comprobar que la purificacion de la T7 RNAP habia sido realizada con éxito. Para
el calculo de la concentracion y el alicuotado del enzima, se tuvo en cuenta un peso molecular para la
T7 RNAP de 100000 g-mol™ y un &zg0nm de 140000 M™.cm™. Se midieron el volumen total de
muestra y su absorbancia a 280 nm (empleando como blanco el mismo tampén usado durante la
segunda didlisis) para poder calcular la cantidad de proteina sintetizada. EI enzima se almacend a -
20° C, en alicuotas de 500 uL preparadas a una concentracién de 1 mg/mL, empleando un tampon de
dilucién compuesto por: KPi 10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 mM, DTT 5 mM, glicerol 50% y KCI
200 mM.

8.1.2. Sintesis de RNAs mediante transcripcion in vitro

Inicialmente, la T7 RNAP reconoce las secuencias de dsDNA molde a través de la region que
contiene el promotor del enzima. Al principio, el enzima sufre una serie de procesos abortivos en los
que sintetiza, de forma repetitiva, pequefios fragmentos de RNA que libera al medio hasta que los
transcritos comienzan a adquirir una mayor longitud. Entonces, el complejo de elongacion sufre un
cambio conformacional, adopta una conformacion mas estable, conocida como burbuja de
transcripcion, y la T7 RNAP entra en una fase de procesividad que finalizara al encontrar una sefial
de terminacion o al liberarse del molde (Yin and Steitz 2002; Steitz 2009). Para que el enzima lleve a
cabo su funcién necesitamos un DNA molde con la secuencia promotor reconocida por la T7 RNAP
(5" TAATA CGACT CACTA TAG 3), unida a su secuencia complementaria (5’ CTATA GTGAG
TCGTA TTA 3'), la cual habra que afiadir a la secuencia de DNA disefiada para la obtencion del
RNA monocatenario deseado. Ademés, en el medio de transcripcion, se necesita Mg?* y NTPs para
dar lugar al RNA que se pretende obtener.

Antes de llevar acabo la sintesis se tomaron las precauciones necesarias para evitar la
degradacion de los RNAs resultantes, incluida la limpieza de la poyata y el material de laboratorio
con una solucién comercial, RNaseZap, para eliminar posibles trazas de RNasas. Tras la
optimizacion del proceso de sintesis in vitro de los RNAs usados durante este proyecto (t10: 5’
GACGT GTGAA GGTAC TCACA CTGCC TATAG TGAGT CGTAT TA 3’y (AUUCU)g: 5’
AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT AGAAT CTATA
GTGAG TCGTA TTA 3), el protocolo comienza con la hibridacion entre las secuencias de DNA

del promotor de T7 RNAP vy la disefiada para la transcripcion de cada RNA. Para ello, se realizo la
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mezcla de ambos acidos nucleicos en igualdad de concentraciones (10 uM) y se calentd 5 min a
90° C, para después dejar que se enfriase lentamente a 37° C durante unas horas y conseguir una
region de dsDNA con el promotor que, dada su alta especificidad, sera reconocida por el enzima para
transcribir la secuencia sSDNA situada a continuacion.

Puesto que la concentracién de Mg®* es determinante para obtener buenos resultados durante
la transcripcién, una vez conocidas las condiciones Optimas de reaccion, se procedié a realizar el
ensayo de transcripcion in vitro empleando MgCl, 20 - 45 mM (dependiendo del plegamiento de
cada RNA), buffer de transcripcion 1x (TB 5x: Tris HCI 200 mM pH 8, DTT 25 mM,
tetraclorhidrato de espermina 5 mM, NaCl 25 mM, Tritén X-100 0,05% y PEG 400 mg/mL, en agua
libre de RNasas), NTPs 4 mM, DNA 500 uM, inhibidor de RNasas 32 U/mL y T7 RNAP 300 nM,
hasta un volumen final de 10 mL por transcripcion. La reaccion se lleva a cabo a 37° C durante 4
horas y pasado este tiempo se detiene, afladiendo EDTA 40 - 90 mM (una concentracion 2 veces
superior a la empleada para MgCl,) y NaAc 10%, y precipitando el resultado con 25 mL de EtOH
100%. Previamente se tomo6 una alicuota para comprobar, usando urea-PAGE al 20%, que la
transcripcion habia transcurrido de forma correcta y tras detener el proceso se dejé precipitar la
muestra durante toda la noche a 4 °C.

El RNA resultante se purifica mediante geles desnaturalizantes de urea-PAGE al 20%,
utilizando cubetas de electroforesis EV500 y preparando geles los suficientemente grandes como
para poder cargar el producto obtenido durante las transcripciones de 10 mL. Para cargar el RNA en
los geles, previamente se centrifugan las muestras que se habian dejado precipitando el dia anterior,
durante 10 min a 10000 rpm y 4° C, retirandose el sobrenadante; se resuspende el precipitado en
15 mL de EtOH 70%, se vuelve a centrifugar la muestra a 10000 rpm, durante 10 min y a 4° C,
retirando de nuevo el sobrenadante y, finalmente, se resuspende el precipitado en 500 uL de urea
como maximo, junto con 200 pL de la mezcla de BPB y xileno cianol usada para el seguimiento del
RNA a través del gel. Después de correr las muestras en el gel a 400 - 600 V hasta la distancia
deseada, observandose la emision de luz por parte de los acidos nucleicos a una A = 460 nm, al ser
excitados con una lampara UV a 365 nm, se disecciona la banda del gel que contiene el RNA
purificado.

Para eluirlo de la matriz del gel, se corta en fragmentos de menor tamafio que son
introducidos en un sistema Elutrap con el que obtenemos el RNA transcrito en disolucion,
controlando su presencia durante el proceso mediante espectrofotometria a 260 nm. Juntando todas
las muestras resultantes, se mide el volumen total obtenido y se afiade NaAc 10% y EtOH 100%, este
ultimo en una proporcion tres veces superior al volumen obtenido. Tras centrifugar la preparacion

durante 10 min a 10000 rpm y 4° C, desechamos el sobrenadante y redisolvimos el precipitado en
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1 mL de agua libre de RNasas, para proceder después a realizar la dialisis del RNA, empleando
membranas con un tamafio de poro de 2 kDa. Al igual que se hizo durante el proceso de sintesis de la
T7 RNAP, se toman alicuotas para monitorizar la presencia del RNA a lo largo de toda la
purificacion. Tras el proceso de didlisis, se liofilizaron las muestras de los diferentes RNAS
sintetizados in vitro y se almacenaron a -20° C para su posterior uso durante los diferentes ensayos
descritos en este trabajo. En ellos se tuvo en cuenta que, dado que el primer dinucleétido formado
durante la reaccion de transcripcion por parte de la T7 RNAP mantiene los tres grupos fosfato del
NTP afadido inicialmente, a la carga de los RNAs sintetizados enzimaticamente habria que sumarle

2 cargas negativas extra.

8.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Puesto que las biomoléculas poseen una carga neta, estas se veran afectadas por la presencia
de un campo eléctrico. Esta es la premisa por la que la electroforesis en gel se ha convertido en una
técnica fundamental para la bioquimica y biologia moleculares, permitiendo diferenciar, separar y
cuantificar compuestos bioldgicos dependiendo de su carga, tamafio y pl, en funcion del campo
eléctrico aplicado y el tamafio de poro de la matriz que compone los polimeros que forman los geles
en los que se internan las moléculas (Kohlrausch 1897; Raymond and Weintraub 1959; Raymond et
al. 1962; Davis 1964; Ornstein 1964). Mas adelante, haciendo hincapié en el uso de los geles de
poliacrilamida dirigidos a ensayos con proteinas de entre 5y 2000 kDa y acidos nucleicos con menos
de 1 kbp, segln su tamafio de poro uniforme, detallaremos los dos tipos de electroforesis en gel que
podemos considerar si tenemos en cuenta la composicion de los geles de poliacrilamida y los
tampones que llenaran la cubeta de electroforesis.

Los acidos nucleicos, cargados negativamente, migraran hacia el electrodo positivo, donde
tiene lugar un proceso de oxidacién, mientras que los péptidos y proteinas, usualmente cargados de
forma positiva a excepcion de alguna molécula con un bajo pl, se desplazaran hacia el electrodo
negativo, donde se da la reduccion. Por una parte, DNA y RNA se desplazaran de forma diferente,
siendo la velocidad de migracion de moléculas bicatenarias inversamente proporcional a su tamafio.
Por otra parte, el cDNA como los plasmidos da lugar a bandas mdltiples y las hebras monocatenarias
adoptan plegamientos mas complejos, por lo que tendran recorridos mas complicados a lo largo del
gel (Brody and Kern 2004).
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En el caso de los péptidos y proteinas, la electroforesis en gel es de gran utilidad a la hora de
conocer el peso molecular de dichos compuestos, diferenciarlos seglin sus estructuras o carga, asi
como también conocer el numero de subunidades que los componen o la pureza con la que se ha
logrado purificarlos. Por lo tanto, gracias a estas propiedades y al hecho de que se trata de un método
sencillo y altamente reproducible, PAGE ha sido una técnica indispensable para el desarrollo de este
proyecto, teniendo una especial precaucion a la hora de manipular la acrilamida por sus propiedades
neurotdxicas y cancerigenas.

Dejando a un lado la electroforesis bidimensional empleada para la separacion de mezclas de
proteinas, entre los ensayos de PAGE mas empleados podriamos destacar principalmente dos tipos

de condiciones experimentales: desnaturalizantes y en estado nativo.

8.2.1. PAGE en condiciones desnaturalizantes

Para facilitar el seguimiento durante el desplazamiento en el gel de moléculas con un
plegamiento mas complejo, se recurre a compuestos desnaturalizantes tales como el dodecilsulfato
sodico o la urea, con el fin de obtener las formas desplegadas de las mismas y que la velocidad de
migracion dependa exclusivamente del tamafio de los compuestos y no de la conformacion que
adopten (Weber and Osborn 1969). El SDS podria promover la formacion de estructuras no nativas
con conformacion en hélice a, por lo que, a excepcion de los geles construidos para monitorizar la
purificacion de la T7 RNAP, se prefirio la urea como agente desnaturalizante.

Durante la sintesis y purificacion del enzima empleada en los ensayos de transcripcion in
vitro se recurri6 a geles de SDS-PAGE para monitorizar la presencia de la proteina, cuya
construccion siguid el sistema de los dos geles: un gel de separacion por el que migrarian las
muestras y, sobre él, un gel de concentracion para que todas ellas comiencen a difundirse en el gel al
mismo tiempo (Laemmli 1970). El gel de separacion estd compuesto por una mezcla al 12,5% de
acrilamida/Bis 29:1, Tris HCI 250 mM pH 8.8, SDS al 1%, APS al 1% y TEMED al 0,1%, estos dos
ultimos compuestos afiadidos al final para catalizar la polimerizacion de los geles. Para el gel de
concentracion se realizd una mezcla similar pero con acrilamida/Bis 29:1 al 5%. Antes de la
polimerizacion del gel de carrera, se afiade algo de isopropanol para lograr una interfase uniforme y
prevenir que el oxigeno impida la formacion del gel, retirandolo antes de afiadir la mezcla de
concentracion. Se afiaden 2 - 5 uL de muestra junto con unos 5 pulL de tampdén de carga (una
disolucion acuosa de glicerol 10%, Tris HCI 25 mM pH 6.8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 1%, BPB
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0,005% y xileno cianol 0,005%), calentando las muestras a 90° C durante 5 min. Si fuese necesario,
este tipo de técnica puede variarse segun el tamafio de los compuestos que se deseen detectar o
separar, de forma que modificando la composicion de los geles y los tampones usados durante la
electroforesis se puede lograr una separacién efectiva de proteinas de entre 1 y 100 Da, como ocurre
por ejemplo en el caso de los geles de tricina-SDS-PAGE, en los que la mayor carga y fuerza ionica
de la tricina permitiran una migracion de las proteinas mas eficaz (Schagger 2006; Simpson 2006;
Haider et al. 2012). En cuanto al tampdn de electroforesis, se empled un buffer compuesto por Tris
base 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS 0,1% para llenar la cubeta del montaje, que se conect6 a
unos 35 mA.

Para preparar los geles de urea-PAGE en condiciones desnaturalizantes, se usaron geles a
diferente concentracion dependiendo de las propiedades de las moléculas analizadas, de modo que un
gel de urea-PAGE al 10% contiene: acrilamida/bis 29:1 al 10%, urea 7M, TBE 10x pH 8.2 (solucion
acuosa de Tris base 0,9 M pH 8.2, &cido borico 0,9 My EDTA 10 mM), APS 1% y TEMED al 0,1%.
Se cargaron entre 0,5 - 4 uL de las mezclas de reaccion preparadas, junto con 5 - 8 uL deurea 7 M y
2 uL de tamp6n de carga (BPB 0,005%, xileno cianol 0,005% y urea 7M), calentandolas 5 min a 90°
C justo antes de depositarlas en los pocillos del gel. Como tampén de electroforesis se empleé TBE

1x y la fuente de alimentacion se conect6 aproximadamente a 35 mA.

8.2.2. PAGE no desnaturalizante

En el caso de los experimentos de interaccion entre péptidos y RNAs llevados a cabo durante
este proyecto, al querer realizar mediante PAGE una anélisis de movilidad de los complejos, pero sin
correr el riesgo de que ocurriese algin tipo de alteracion en las estructuras de los mismos, se
realizaron una serie de experimentos de electroforesis en gel, en condiciones nativas, sin ningdn
agente desnaturalizante que pudiese afectar a las muestras (Kleist 1972; Garner and Revzin 1981). El
protocolo seguido para la preparacion de los geles es similar al llevado a cabo durante la obtencion
de los geles de urea-PAGE, salvo que en lugar de emplear el tampon TBE se usé TBM (TBM 10x:
Tris base 0,9 M, pH 8.4, &cido borico 0,9 M, MgCl, 30 mM) para la preparacion tanto de los
polimeros como del buffer de electroforesis se prescindié de la urea. Los cationes divalentes
presentes en el tampdn ayudaran a que los RNAs adopten un plegamiento optimo y facilitaran su

migracion (Koculi et al. 2007) a través de los geles que, en estas condiciones nativas, se prepararon
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con acrilamida/bis 19:1 por ser mas aconsejable para la deteccién de compuestos que se encuentren a
baja concentracion. La PAGE en estado nativo realizada en montajes horizontales se propuso,
siguiendo el mismo procedimiento, teniendo en cuenta la diferencia del grosor en los geles y sin

realizar un calentamiento previo de las muestras que pudiese llegar a provocar su desplegamiento.

8.2.3. Métodos de Tincion

En lo que respecta a los métodos de revelado, teniendo en cuenta el tipo de andlisis que se
quiera realizar, el tamafio y la concentracion de los compuestos cargados en el gel, podremos elegir
entre un amplio abanico de métodos de tincion o revelado. En el presente trabajo se emplearon
métodos de tincion con azul de Coomassie o tincién con plata para el caso de las proteinas, y un
revelado con azul de toluidina para monitorizar la presencia de los RNAs. En ambos casos también
se recurrio a la tincion con Stains-All, un tinte comercial capaz de tefiir el DNA de azul, el RNA de
purpura y las proteinas de caracter acido de rojo, cuya accion puede complementarse con el resto de
procesos de tincion.

Durante el revelado con azul de Coomassie, con una sensibilidad en la deteccion de unos 100
ng de compuesto, los geles adquieren una tonalidad azul a un pH superior a 2 en el caso del tinte
usado: azul brillante de Coomassie R-250 (Meyer and Lamberts 1965). La forma G-250, con dos
grupos metilos adicionales, es empleada mayormente en los ensayos de PAGE azul en condiciones
nativas gracias a que aporta una carga neta negativa para todas las proteinas a las que se une (Wittig
et al. 2010).

De forma alternativa, tal y como se detalla en este trabajo, se puede llevar a cabo un revelado
con plata de forma aislada o realizando una tincién doble que permita detectar proteinas que no han
podido visualizarse con el azul de Coomassie, al poseer este método una sensibilidad hasta 100 veces
superior (Kerenyi and Gallyas 1973; Blum et al. 1987; Chevallet et al. 2006). Este procedimiento es
muy empleado en andlisis de esta clase debido a su gran sencillez: los iones de plata (sulfatos o
nitratos) se unen a las proteinas y acidos nucleicos para después, al reducirse, dar lugar a un color
marron amarillento caracteristico, denotando la presencia del compuesto al que se unen. Los
resultados obtenidos durante los experimentos de movilidad a través de geles en estado nativo de los
complejos péptido-RNA fueron negativos, probablemente a causa del grosor de los geles

horizontales sobre los que se aplicd este método, ya que el rango de concentraciones tanto de los
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péptidos como de los RNAs presentes en el gel (3-20 uM) era mas que suficiente para haber podido
apreciar alguna sefial de utilidad cualitativa.

Durante los experimentos con RNAs, el azul de toluidina, muy empleado en medicina e
histologia, fue el compuesto elegido para la tincién de los geles construidos. Durante el revelado, al
tratarse de un compuesto cationico bésico, es capaz de unirse predominantemente a compuestos
acidos cargados negativamente (Bolt and Zerlett 1958; Popa and Bosch 1969; Chieco et al. 1993;
Erkilic and Bayram 2009). A pesar de la sencillez del procedimiento, por este Gltimo proceso de
lavado que puede ser demasiado laborioso si se realiza de forma manual, fue preferible el uso de
Stains-All.

Como se ha mencionado anteriormente, el Stains-All es un compuesto comercial que permite
tefiir DNA, RNA vy proteinas de caracter acido con diferentes tonalidades, aunque la tincion de
compuestos poco acidos desaparece rapidamente con la exposicion a la luz (Dahlberg et al. 1969;
Goldberg and Warner 1997). De nuevo, este compuesto tampoco permitio detectar la fase peptidica
de los complejos cargados en los geles horizontales de PAGE en condiciones nativas, probablemente

a causa del caracter cationico de los mismos (Sharma et al. 1989).

8.3. Dicroismo circular (CD)

La espectroscopia de UV-CD se fundamenta en la propiedad que tienen las moléculas
quirales para absorber de manera diferente la luz circularmente polarizada. Esta diferencia en la
absorcion resulta en una rotacion del plano de polarizacion que, junto a la dispersion rotatoria dptica
causada por los distintos indices de refraccion, provoca una elipticidad (®) en el haz de luz
polarizada que es el angulo de la tangente entre el eje menor y mayor de la elipse formada. Asi,
segun la ley de Lambert-Beer: AAbs (A) = Aj (M) - Ab (A) = [er () - e (M)]-1-c= Ae (A)-1-c, siendo Ay
¢ la absorbancia y el coeficiente de extincién molar para cada una de las polarizaciones circulares a
una determinada longitud de onda, I el paso de luz y c la concentracion de la muestra.

Los resultados observados en los espectros de CD suelen expresarse como elipticidad molar,
([®] = 3298 AAbs), en valores de deg-cm?-dmol™. Para detectarla se emplea un espectropolarimetro
que cuenta fundamentalmente con: una ld&mpara de Xe y unos monocromadores para generar la
fuente de luz linealmente polarizada inmovil; un conjunto de prismas y espejos para dirigir el haz

hacia la muestra evitando la pérdida de intensidad y la formacion de ruido; un modulador
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fotoelastico (generalmente un cristal de ZnSe) que se comprime y expande al aplicar una frecuencia
de oscilacion de 50 kHz para para generar los haces de luz circularmente polarizada a derecha e
izquierda respectivamente, desfasados m/2 al atravesarlo; una celda con la muestra sobre la que
incidiran los haces de luz y un fotomultiplicador que actuara como detector para recoger la radiacion
resultante (Kelly et al. 2005). En nuestro caso, durante los experimentos de CD se emplearon un
espectropolarimetro JASCO J-810, dotado de un dispositivo Peltier para el control de la temperatura,
asi como unas cubetas de cuarzo con un paso de luz de 1 mm.

En el caso de los péptidos, son los atomos de los grupos amida que componen el esqueleto
peptidico los que més interaccionan con el haz de luz polarizado (N, C y O acttGan como croméforos)
y a causa de la deslocalizacion que sufren sus electrones encontramos transiciones de energia entre
los diferentes orbitales . También habra que tener en cuenta la influencia de las cadenas laterales de
Tyr, Phe y Trp, los fluorocromos mas importantes a considerar, a la hora de realizar medidas en la
zona del espectro de luz visible (Hirst 1998; Woody and Koslowski 2002). En el caso de los acidos
nucleicos, los espectros representativos, tanto de RNA como de DNA, muestran diferencias
dependiendo del nimero de hebras que los formen y del tipo de empaquetamiento que presenten,
teniendo en comun unas sefiales negativas a 205 y 220 nm aproximadamente y una positiva a
A =270 nm (Kypr et al. 2009).

Determinados ordenamientos espaciales de aminoacidos poseen espectros de dicroismo
circular caracteristicos, tal y como hemos podido observar a lo largo de los experimentos realizados
(Figura 50). Asi, encontramos que estructuras de ovillo estadistico poseen una valor de elipticidad
ligeramente positivo a 230 nm debido a la transicion n-m* (transicion rotacional que crea un
momento dipolar magnético debido a un desplazamiento circular de la carga) y en los que se detecta
una gran transicion m-n* (momento dipolar eléctrico, a causa del desplazamiento lineal de la carga)
de signo negativo a 195 nm; las conformaciones en hélice a muestran espectros de CD con valores
negativos para la transicion n-z* a 222 nm y para n-n* a 208 nm, encontrandose esta Ultima dividida
a causa del ordenamiento estructural que provoca un acoplamiento entre los dipolos de cada enlace
peptidico, lo que da lugar también a una sefial positiva a = 192 nm para esta transicion; con las
estructuras de lamina B también se observa este tipo de acoplamiento para la transicion m-m*,
detectandose para el caso de las estructural antiparalelas una sefial negativa a 218 nm y una positiva
a 195 nm. La interaccion con ligandos o moléculas del medio, la formacion de oligémeros o la
diferente proporcién de los dominios estructurales que forman parte de los compuestos mencionados
puede alterar los valores representativos de los mismos, tal y como ocurrié con los péptidos RIA7

estudiados.
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Debido a estas capacidades de deteccion, por su simplicidad, rapidez y al tratarse de un
método no destructivo para la muestra, el andlisis por CD se ha convertido en un complemento
perfecto para otros métodos mas precisos, tales como la RMN. Por ello, ha sido una herramienta
indispensable para la realizacidn de este proyecto, ya que es un método muy empleado actualmente
para la elucidacion de estructuras secundarias y para la monitorizacion de posibles cambios debidos a
la interaccién con ligandos o a la variacion de las condiciones del entorno, tales como pH, agentes
desnaturalizantes, T, etc.

8.4. [Espectrometria de fluorescencia

Al igual que el uso de la espectroscopia por CD, los ensayos de fluorimetria han sido de gran
utilidad a lo largo de este trabajo, tanto para los andlisis de interaccion con RNAs en el caso de los
péptidos RIA7, como para los experimentos entre arenos y KIA7l o los ensayos de KIABW en
presencia de NTPs. Ya sea a través de métodos de dispersion de luz para la deteccion de formacion
de agregados, la monitorizacion de fluorescencia en ensayos de unién a ANS o el calculo del
apantallamiento de la fluorescencia debido a la interaccion con los grupos aromaticos que la emiten,
esta ha sido otra de las técnicas experimentales cruciales para nosotros. Ademas, es una técnica muy
empleada para detectar ciertas conformaciones de péptidos, segun el grado de union a determinados
ligandos, tal y como ocurre con, por ejemplo: la tioflavina T, un compuesto que se une de forma

especifica a amiloides y provoca un aumento de la fluorescencia y un desplazamiento de las sefiales
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hacia el rojo en los espectros de emision de fluorescencia; o el ANS, empleado durante este trabajo,
que interacciona con estructuras de globulo fundido y cuyas propiedades detallaremos a
continuacion.

Péptidos y proteinas suelen contener una pequefia proporcion de Tyr o Trp en su
composicion, capaces de absorber luz a una determinada longitud de onda UV para después emitir
fotones. (Lakowicz 2006). Gracias a su gran sensibilidad, la espectrometria de fluorescencia nos
permite obtener informacidn acerca de cambios en el medio y variaciones en la estructura de los
péptidos y proteinas (alteraciones en la transicion de una conformacion a otra, asociacion de
subunidades, agregacion, uniones a ligando, fendmenos de desplegamiento o desnaturalizacion).
Incluso nos permitird distinguir si el entorno de las moléculas analizadas es polar (350 nm), o
hidrofobo (< 335 nm) con solo detectar la longitud de onda a la que aparece el pico maximo de
emision de fluorescencia para el Trp (Gonnelli and Strambini 2005). La fluorescencia emitida por un
compuesto viene caracterizada por varios parametros, tales como la intensidad (IF = ngn-E, siendo
Nem €l numero de fotones emitido), el rendimiento cuantico (O = Ngm / Naps, SieNdo Naps €l nimero de
fotones absorbido) o el tiempo de vida medio (1o, tiempo que el fluoréforo permanece en el estado
excitado).

Los experimentos se llevan a cabo en un espectrofluorimetro modelo Jobin Yvon
Fluoromax 4 dotado de un dispositivo Peltier para el control de la temperatura. De forma muy
general, se compone de una fuente de luz de excitacion (lampara de arco de Xe, en nuestro caso) que
se hace pasar a través de un filtro o monocromador para seleccionar la longitud o longitudes de onda
deseadas y después incidir sobre la muestra. Parte de esta luz incidente es absorbida por la muestra y
si algunas de las moléculas presentes en ellas son capaces de emitir fluorescencia, tras pasar por un
segundo filtro, esta llegara al detector o fotomultiplicador equipado con un contador de fotones. Este
segundo filtro estard normalmente situado a 90° respecto al haz de luz de excitacion incidente para
evitar interferencias de reflexion o transmisién y lograr mejorar la relacion sefial/ruido. En el caso de
los detectores multicanal, que recogen la intensidad de luz en todas las longitudes de onda de forma
simultanea, sera innecesario el uso del segundo monocromador. En el equipo empleado, al poseer
monocromadores dobles y una fuente de luz de excitacion continua, podemos registrar tanto un
espectro de excitacion, como un espectro de fluorescencia, para asi comprobar que las variaciones
detectadas no son debidas a cambios en la absorcién de fotones por parte de la muestra. Para
contener las muestras se hizo uso de una microcubeta de cuarzo con un volumen de 0,13 mL y un

paso de luz de 3 mm, colocada en un portacubetas.
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8.4.1. Dispersion de luz

En los estudios de interaccion del péeptido RIA7 con RNAs de diferente naturaleza estructural
se pudo observar cierta turbidez durante la preparacion de las muestras al afiadir ambos
componentes, lo que condujo a pensar en la posibilidad de que existia un fendmeno de agregacion
entre ellos. Entre las pruebas realizadas para confirmar la formacion de agregados destacaba la
deteccion de dispersion de luz a 90° para el haz de excitacion empleado en los ensayos de
fluorescencia (Amiri et al. 2012). Se decidio usar unas Agx lo suficientemente elevadas como para
evitar que la absorbancia de los RNAS (emax ~ 10000 M™*-cm™, por nucleétido, a 260 nm), con un
coeficiente de extincién muy superior al de las Tyr (emax = 1400 Mt.cm™, a 280 nm), pudiese
interferir en la emision de fluorescencia por parte de las moléculas del péptido. Asi, estando seguros
de que la sefal detectada era completamente debida a la totalidad de los residuos de Tyr de RIA7 que
actuaban como fluoro6foros, en caso de que existiese difraccion debida a la formacion de agregados,
podriamos observarla mediante la deteccion de dispersion de luz a la longitud de onda de excitacion.

Al igual que otros métodos basados en la dispersion de luz, tales como la espectroscopia de
Raman (Oladepo et al. 2011) o los ensayos de dispersion de luz tanto estatico como dinamico, que
usualmente emplean l&seres infrarrojos para detectar pardmetros vibracionales en las nubes
electronicas de las moléculas, en el caso de la fluorimetria estamos también ante una técnica
altamente sensible. Al contrario que los fendmenos de fluorescencia, en el caso de la dispersion de
luz lo que se detecta no es una transicion electronica entre diferentes estados energéticos, sino que se
monitoriza la luz que es desviada tras su interaccion con la materia. Asi, cuando los fotones de
energia colisionan con los 4&tomos de las moléculas, pueden hacerlo de dos formas: no elastica, si los
fotones desviados poseen una energia distinta de la que tienen los fotones incidentes, en cuyo caso
habra tenido lugar algun tipo de interaccion con la molécula; o elastica, si no existe una diferencia de
carga neta en ninguna de las partes, de modo que los fotones desviados tendran el mismo valor de
energia que los fotones incidentes, produciéndose entonces la dispersion de luz. Para este tipo de
experimentos de monitorizacion de la agregacion, en nuestro caso, tomamos ventaja de este ultimo
tipo de colision también denominada dispersion de Rayleigh, el mismo fendmeno que da explicacion
al color en el cielo de nuestro planeta (Hof 2003).

Aunque estos mismos experimentos podrian realizarse mediante los anélisis por UV-CD
explicados anteriormente, se decidié usar la fluorimetria al ofrecer resultados mas fiables
optimizando al méaximo los recursos de los que se disponia (Benjwal et al. 2006). Como se pudo
observar, al hacer pasar un haz de luz polarizada a través de las muestras, dado que presentaban
particulas formadas por la agregacion, en lugar de ser absorbida por los fluoroforos, esta era
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dispersada y podia ser detectada en el mismo rango de longitudes de onda que la luz empleada para
la excitacion. Asi, pudimos realizar un seguimiento de la fluorescencia de los residuos de Tyr y de la
formacion de agregados de manera simultanea, detectando la intensidad de la luz recibida a las Agm Y

Aex, respectivamente.

8.4.2. Fluorescencia del ANS

Cuando la molécula de estudio, en este caso el péptido KIA7I, carece parcial o totalmente de
una proporcion de fluoréforos intrinsecos (Trp o Tyr) lo suficientemente grande como para ser
detectada, se recurre a un compuesto externo que aporte la capacidad de absorcion y emisién de luz
necesarias para, Como es nuestro caso, averiguar algo sobre su estado conformacional. Entre los
compuestos que se emplean destacan: fluoresceina, DNS, ITC, TNS, ANS, GFP, etc. En esta ocasion
se empled el ANS, un fluoroforo extrinseco que es capaz de unirse a péptidos y proteinas de forma
no covalente y presenta una ligera fluorescencia (Aaps max = 374 nm y &max~ 6,8.10° M™*.cm™) que
aumenta al interaccionar con ellos y al disminuir la polaridad del medio que lo rodea, desplazandose
el maximo detectado hacia longitudes de onda menores (Aem max = 454 nm, ®¢ ~ 0,98 y 19 = 16 ns)
(Albani 2008). Se ha demostrado que la fluorescencia del ANS se ve incrementada cuando
interacciona con conformaciones de glébulo fundido parcialmente estructuradas, pero esto no ocurre
en el caso de estados en conformacion de ovillo estadistico poco plegados o completamente
desplegados (Semisotnov et al. 1991). Esta caracteristica fue empleada para realizar un seguimiento
de como la interaccion con los diferentes arenos afiadidos al medio podia afectar a la estructura del
péptido. Aunque la fluorescencia de los compuestos aromaticos por si mismos es casi nula, si son
capaces de absorber luz UV a A = 200 - 300 nm, por lo que se utiliz una Aex = 365 nm para evitar la
pérdida de intensidad de luz y asegurarnos que toda la fluorescencia detectada era debida al ANS
(Cockell and Knowland 1999; Bhartia et al. 2008).
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8.4.3. Apantallamiento

Se ha demostrado que moléculas que presentan fluorocromos en su estructura pueden verse
sometidas a fendmenos de apantallamiento por la presencia de compuestos externos que alteren el
rendimiento cuéntico de la fluorescencia, tal y como parece ocurrir en mayor o menor medida en el
caso de los péptidos KIABW estudiados, al interaccionar con los diferentes NTPs. Se habla de
apantallamiento dindmico en caso de que el “quencher” colisione de alguna forma con los
fluoré6foros provocando una pérdida de energia y de apantallamiento estatico si se establece una
interaccion entre ambos, como ocurriria en nuestro caso, donde parece existir una unién
péptido-ligando entre los péptidos KIABW y los NTPs. Teniendo en cuenta los diferentes parametros
que definen la fluorescencia de un compuesto, mencionados anteriormente, este apantallamiento
supondria un descenso en el numero de fotones emitidos (ngm) Yy, por lo tanto, una menor intensidad
(I¢) para la fluorescencia detectada, lo que a su vez repercutiria de forma negativa en el valor del
rendimiento cuantico de la misma (®g). Por el contrario, el tiempo de vida medio (o) no variaria ya
que seguiriamos detectando el valor ofrecido por los fluoroforos que no se encontrasen formando
complejos, a diferencia de lo que ocurriria en el apantallamiento dinamico donde la pérdida de
energia tras la colision daria lugar a un to menor. Como se ha podido comprobar a lo largo de los
experimentos de fluorescencia, también existe un apantallamiento térmico que provoca un aumento
de la eficacia del apantallamiento a medida que se eleva la temperatura. Ello ocurre debido a que, a
mayor temperatura, crece el nimero de colisiones intramoleculares teniendo lugar alteraciones en la
dindmica de los &tomos que forman parte del entorno en el que se encuentran los fluoréforos.

Los péptidos KIABW fueron disenados de forma que los residuos de Trp enfrentados en
diagonal actuasen como un dominio capaz de otorgar estabilidad y facilitar una correcta
estructuracion de las horquillas formadas. No obstante, dicho par Trp-Trp también es muy
susceptible de sufrir apantallamiento dinamico por la facilidad para donar electrones que se observa
en el estado excitado de los anillos inddlicos, lo que ocurre especialmente cuando los Trp presentan
un alto grado de exposicion al solvente. Aungque no fuésemos capaces de diferenciar entre la
aportacion a la fluorescencia de cada uno de los dos residuos de Trp, si que pudimos monitorizar el
apantallamiento de la emisién y con ello logramos realizar hip6tesis sobre la disposicion del par

WW, el plegamiento de las horquillas 3 y las diferencias en la interaccion con los NTPs.
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8.5. Espectroscopia de RMN

La RMN se fundamenta en la interaccion de la radiacion electromagnética con los nucleos
atdbmicos en presencia de un campo magnético, la cual, al depender del entorno en el que se
encuentren nos da informacion acerca de la disposicion y propiedades fisicoquimicas de los mismos.
Dichos nucleos deben de ser susceptibles al campo magnético, es decir, poseer un momento
magnético de espin distinto de cero, por ejemplo: *H, *3C, °N, 'O, *°F o *!P. De cara a los analisis
por espectroscopia de RMN, es preferible que dichos atomos tengan una abundancia natural lo mas
elevada posible y un nimero cuéntico magnético o de espin nuclear (m) de 1/2 para lograr que las
sefiales obtenidas sean lo suficientemente claras e intensas. Estos nicleos estan caracterizados por un
momento angular intrinseco o espin (1) y un momento magnético () asociado que dependera de la
orientacion del espin y es el parametro que se manipula durante los experimentos de RMN. Al
introducir la muestra en los espectrometros de RMN y aplicar el campo magnético, los is6topos con
I = 1/2 pueden orientarse de dos formas adoptando dos estados para m (+1/2 o -1/2, también
denominados arriba y abajo o o y ). En ausencia de un campo magnético, las energias de esos
estados se encuentran degeneradas, es decir, son iguales y existe el mismo nimero de &tomos en un
estado que en el otro, haciendo p = 0. Al someter dichos atomos a un campo magnético (By), | queda
orientado en la misma direccion que el campo (en el eje +z), haciendo que p deje de ser nulo al
encontrarse el estado de menor energia alineado del mismo modo y el de mayor energia en la

direccion opuesta (-z). Segun el efecto Zeeman,

AE = B2 ®)

la diferencia de energia entre ambos estados depende, de forma proporcional, de la intensidad del
campo magnético aplicado. Mediante la ecuacion del Bolzman,

1:]_2 = e ©
se puede calcular la poblacién de atomos en uno y otro estado de espin, existiendo una predileccion
por orientarse hacia el estado de menor energia. Las componentes del vector de espin variaran en el
plano xy al precesionar este alrededor del campo magnético en z, con una frecuencia denominada
frecuencia de resonancia de Larmor (mo) (Levitt 2008).

En el equilibrio, al sumarse todas estas componentes, dan lugar a una componente de
magnetizacion neta (M) orientada en la misma direccion que By y con una magnitud proporcional a

la diferencia de poblaciones atdbmicas en uno u otro estado. Asi, para lograr que exista una situacion
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de resonancia entre o y B, habra que aplicar una radiacion electromagnética de frecuencia similar a la
diferencia de energia entre ambos (=~ MHz), denominada frecuencia de Larmor (v, dependiente de
una constante giromagnética vy):

Y-Bo
Vv = o (10)

Aplicando un pequefio pulso con una frecuencia similar a v en un plano perpendicular a By
generaremos un segundo campo magnético (B;) con el que podremos inducir cambios en las
poblaciones de estados de espin. Durante el tiempo que dure el pulso, se inducen rotaciones de los
espines nucleares, generandose una magnetizacion macroscépica orientada en una direccion
determinada. Al finalizar el pulso, los nucleos vuelven a la situacion de equilibrio emitiendo
radiacion electromagnética (“Free Induction Decay” o FID).

No obstante, no todos los nucleos presentes en la muestra, aunque sean de isétopos similares,
resuenan de la misma forma, ya que existen efectos locales debidos a los demas nucleos préximos y
un efecto de apantallamiento de la resonancia causado por las nubes electrénicas que hay alrededor,
por lo que habrd que considerar un campo efectivo (Ber) diferente de By segun el entorno
fisicoguimico en el que se encuentre cada nucleo. Del mismo modo, la diferencia de energia entre los
estados fundamental y excitado variard, obteniéndose diferentes picos en los espectros de RMN,
correspondientes a las distintas frecuencias de resonancia. Por lo tanto, esta técnica nos permitira
conocer detalles sobre la composicién quimica de las moléculas a nivel atomico. Es por ello que se
ha convertido en una herramienta indispensable para la investigacién bioquimica moderna, ya que
nos ofrece la oportunidad de realizar estudios estructurales con resolucion atémica en condiciones
muy similares a las fisiologicas, caracterizar las propiedades dindmicas de las macromoléculas
bioldgicas y monitorizar su interaccion con las moléculas del medio para conocer mejor su
funcionalidad (Wiithrich 1986; Levitt 2008).

En nuestro caso, hemos hecho uso de espectrometros Bruker de 600 (14,1 T) y 800 MHz
(18,8 T) y tubos de resonancia tanto de 3 como de 5 mm, ademas de tubos Shigemi en caso de
disponer de poco volumen de muestra con una concentracion aceptable. El espectrémetro de 800
MHz posee una criosonda que enfria la bobina de deteccion de radiofrecuencias y reduce el ruido
térmico, mejorando mucho la relacion sefial/ruido en los espectros, lo que consigue minimizar el
tiempo de duracion de los espectros y la concentracion necesaria para las muestras analizadas. En
ocasiones también habra que llevar a cabos protocolos de preparacion de las muestras adaptados a las
necesidades de nuestros experimentos, tal y como se hizo durante la preparacion de las muestras para

la optimizacion de los experimentos de KIA71 en presencia de distintos arenos (Figura 51).
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Figura 51. Protocolo llevado a cabo para la preparacion de las
muestras de KIA7I en presencia de diferentes arenos. Los
cambios en la concentracion de areno (benceno en este caso)
disuelto en agua fueron controlados durante tres dias por RMN
— con espectros 1D 'H. El pico de resonancia caracteristico del
W droplet benceno en este ejemplo, posee un & de 7.42 ppm, y Su area es
- alrededor de un 13% el area del pico del DSS empleado como
referencia. Inicialmente, el &rea de dicho pico se mantuvo
estable durante 40 horas y después aumentd hasta alcanzar el
35% del area del pico del DSS. Tras 90 horas de incubacidn, se
retird la gota de benceno con una pipeta y la sefial detectada
para el areno era similar a la obtenida antes de retirar la gota de
compuesto. La concentracion del compuesto aromatico se
N mantiene estable durante 40 horas, para después mezclarse y
alcanzar la zona captada por la bovina del detector, mientras
que la gota de areno puro permanece en la parte superior (Diez-

- A ! Garcia et al. 2011).

0.75 mL D20

Durante la adquisicion de los espectros de RMN, con el fin de tener un 6 = 0 ppm para usar
como referencia y asignar el resto de 6 correspondientes para cada uno de los picos que aparecen, se
puede emplear tetrametilsilano (TMS), acido 3-tri(metilsilil)propiénico-D4 (TMSP o TSP) o, como
usamos durante nuestros experimentos, 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio (DSS), que no
genera interferencias con las resonancias de los nucleos de las muestras analizadas, es soluble en
agua y su sefial no es dependiente de ciertas variables del entorno, como si ocurre con el TSP, cuya
sefial es sensible a los cambios de pH. Estos dos ultimos compuestos poseen mayor solubilidad en
disolventes acuosos y un punto de ebullicion mayor, mientras que el TMS es mas empleado en
disoluciones organicas. Todos ellos daran lugar a unos picos singletes caracteristicos, debidos a la
resonancia idéntica de los atomos de hidrégeno alrededor de los a&tomos de Si, los cuales se
identificaran a O ppm y nos serviran como sefiales de referencia, si bien en los casos del TSP y DSS
pueden detectarse otros picos, pero con una intensidad mucho menor. Ademas, durante el analisis
estructural de KIA7I, se recurrié al DSS para comprobar la estructura de los péptidos, ya que se trata
de un compuesto con una conocida capacidad para unirse a proteinas parcialmente estructuradas o

con conformacion de globulo fundido (Shimizu et al. 1994; Laurents et al. 2004).
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8.5.1. Espectroscopia monodimensional (1D)

La aplicacion de la espectroscopia de transformada de Fourier (FT) permite realizar la
adquisicion de un espectro de RMN en un tiempo reducido, al realizarse un barrido simultaneo de
todo el rango de frecuencias, es decir, de todos los ntcleos de interés independientemente de su 9.
Aplicando la FT logramos transformar la funcién de tiempo FID (f(t)) en una combinacion lineal de
ondas armonicas de frecuencia dependiente de los tiempos de relajacion, o lo que es lo mismo, en

una representacion espectral (F(v)):
FOv) = [ f(®)-eVtdt= [ f(t)-cosvtdt+if . f(t) senvtdt 1)

Correspondiendo las componentes real e imaginaria a las sefiales absortivas y dispersivas,
respectivamente.

En los experimentos de pulsos de suele distinguir una fase de preparacion en la que se aplican
uno o varios pulsos de radiofrecuencias que reorientan los espines nucleares, para pasar después a
una fase de deteccion, en la que el sistema de espines vuelve al equilibrio emitiendo la FID. Con el
fin de obtener una mayor sensibilidad en las sefiales (mejor relacién sefial/ruido en los espectros
finales) esta secuencia de pulsos se repetird el numero de veces programado.

En los espectros obtenidos, cada uno de los picos adquiridos corresponde a la frecuencia de
resonancia de los nudcleos detectados y poseen un determinado desplazamiento quimico concreto
respecto de la frecuencia tomada como referencia (Sppm) = [(©sefial - Oreferencia)/ Oreferencia] - 10°). La
escala de desplazamientos quimicos permite expresar las frecuencias de resonancia,
independientemente de la intensidad del campo magnético aplicado B, (Lian and Roberts 2011). Si
existe algun tipo de acoplamiento escalar entre nicleos proximos (transmitido a través de los enlaces
y dependiente de los angulos diedros) tendra lugar una transferencia de magnetizacion entre ellos y
las sefiales correspondientes se observaran en forma de multipletes, con varios picos separados cierta
distancia, segun el nimero de nucleos que estén implicados y la intensidad de las interacciones, la
cual se encontrard definida por la constante de acoplamiento (J), también independiente de By
(Derome 1987).

En péptidos y proteinas desplegadas las sefiales de resonancia de nicleos 'H tienden a
agruparse de forma caracteristica en ciertas regiones de los espectros, mientras que en el caso de
proteinas plegadas, al encontrase estos ndcleos en microentornos distintos, las sefiales de 'H
muestran una mayor diversidad de desplazamientos quimicos. Asi, por ejemplo, a través de la

monitorizacion de esta diversidad o dispersion en el conjunto de & detectados, hemos podido realizar

142



Materiales y Métodos

un seguimiento de los procesos de plegamiento y desplegamiento de los péptidos RIA7 y KIABW, en
funcion de diferentes condiciones de temperatura, pH, concentracion, presencia de ligandos, etc.

8.5.2. Espectroscopia multidimensional

Debido a la gran cantidad de atomos de las macromoléculas, es frecuente que los
desplazamientos quimicos de los numerosos nucleos queden solapados en los espectros de RMN.
Aqui es donde la espectroscopia de RMN multidimensional juega un papel crucial, al permitirnos
diferenciar entre nlcleos con desplazamientos quimicos muy similares.

La secuencia general de pulsos para un espectro bidimensional se muestra de forma
esquematica en la Figura 52. Al igual que en espectroscopia monodimensional, la variacion de la
sefial durante el tiempo de adquisicion (t2) es lo que se conoce como FID y su transformada de
Fourier da lugar a una sefial de frecuencia caracteristica. En espectroscopia 2D se realizan varios
experimentos del mismo tipo variando para cada uno de ellos el tiempo de evolucién (t1), la
variacion de la magnetizacion con el tiempo t1, para cada valor de tiempo t2, origina una curva
similar a la FID sobre la que también se puede realizar una transformada de Fourier. El resultado de
un experimento de estas caracteristicas consiste en una matriz de datos cuya transformada de Fourier
en ambos dominios de tiempo, t1 y t2, origina el espectro bidimensional en el que cada sefial es
funcién de dos frecuencias: w1l en la dimension vertical y o2 en la horizontal. Las sefiales
pertenecientes a la diagonal del espectro 2D homonuclear corresponden al espectro 1D, mientras que
las sefiales fuera de la diagonal correlacionan los nacleos entre los que se ha producido transferencia

de magnetizacién durante el periodo de mezcla tp,.

Preparacion | Evolucion Mezcla Deteccion Figura 52. Secuencia general de pulsos
de un espectro de RMN bidimensional.

F N
v
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v

Dependiendo del tipo concreto de experimento bidimensional, puede eliminarse parcialmente
el solapamiento y ademas se puede obtener informacién diversa que dependerad del fendmeno que

relacione los valores de frecuencias en ambas dimensiones.
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La secuencia general de pulsos consta, en primer lugar, de un periodo de preparacion que
permite al sistema llegar al equilibrio y convertir la magnetizacion longitudinal en transversal. A
continuacion, hay un periodo de evolucion en el que se registra informacion sobre una frecuencia que
evoluciona durante t;. Durante el tiempo de mezcla, el sistema parte de un estado de no equilibrio y
se produce una transferencia de magnetizacion del nucleo cuya frecuencia evoluciond con t; a un
nacleo con el que esté conectado, escalar o dipolarmente, y cuya frecuencia evolucionara durante el
tiempo de deteccion t,. En funcion de cdmo sea este periodo de mezcla se obtendran los diferentes
experimentos bidimensionales entre dos ndcleos de distinta frecuencia. El resultado sera un pico de
correlacion en el espectro bidimensional entre dos protones de distinta frecuencia. Si en la Figura 52
se introducen un mayor nimero de periodos de evolucién y de mezcla se obtienen los espectros tri-
(3D) y tetradimensionales (4D), que son necesarios para la determinacion de estructuras de
biomoléculas de elevado peso molecular.

Los experimentos multidimensionales: pueden ser de correlacion homonuclear (como COSY,
TOCSY y NOESY), en los que intervienen resonancias correspondientes al mismo tipo de ndcleos
en todas las dimensiones, y heteronucleares, si se excitan y se detectan sefiales de diferentes nucleos.
En este proyecto, se usaron experimentos heteronucleares del tipo HSQC. Los espectros de RMN 2D
COSY y TOCSY nos sirvieron para conocer los acoplamientos escalares entre protones que
mostraban interacciones a traves de enlace en las moléculas estudiadas, es decir, que nos permitieron
identificar los diferentes aminoacidos que formaban parte de los péptidos estudiados. Los NOEs
entre las sefiales situadas entre 7-10 (protones amidicos) y 4-6 ppm (protones o) fueron de gran
ayuda durante la asignacion de las cadenas laterales y el reconocimiento de los diferentes
aminodcidos. Los experimentos 2D NOESY fueron de utilidad para identificar los NOEs debidos a
procesos de intercambio quimico entre protones y asi monitorizar cambios estructurales u otros
procesos dinamicos. Los espectros *H-C y H-"N HSQC ofrecieron resultados cruciales para
identificar residuos con sefiales de proton solapadas. En nuestro caso, estos experimentos se
realizaron en abundancia natural, aunque su sensibilidad aumentaria enormemente si las muestras se
enriqueciesen isotépicamente con *C 0 **N.

El analisis conformacional de & y la interpretacion de los NOEs detectados fueron empleadas
para el célculo de las conformaciones secundarias y estructuras 3D calculadas mediante software
especializado, asi como también nos permitieron realizar estudios sobre funcionalidad, interaccion
con ligandos, propiedades de plegamiento y monitorizacion de la conformacion respecto a diferentes

solventes o valores de pH y temperatura.
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8.5.3. Asignacion de espectros

Para lograr identificar las diferentes sefiales detectadas en los experimentos de RMN, se
tienen en cuenta valores de referencia para los desplazamientos quimicos recogidos en diferentes
bases de datos, tales como la base de datos de resonancia magnética bioldgica (Ulrich et al. 2008),
asi como el apantallamiento que sus sefiales puedan sufrir, tanto para aminoacidos como para
nucleotidos. Para la asignacion de los espectros se identifica en primer lugar la sefial de referencia
correspondiente a 0 ppm. La estrategia a seguir comienza con la asignacion de los protones amidicos
de la cadena principal, los cuales presentaran sefiales con los protones de las cadenas laterales en los
diferentes residuos, al menos hasta los protones  de las mismas. Las sefiales entre los residuos
dependeran de las estructuras que los péptidos adopten, cada una de las cuales tendra sefiales de
RMN caracteristicas (‘HN-"HN(j+1), "HN-"HBy; i+1y 0 "HN-"Hoy 4134 en el caso de las hélices a o las
detectadas entre los residuos enfrentados en el caso de las laminas B). Asi, tendremos grupos de
sefiales para cada residuo de forma individual, correlaciones secuenciales entre residuos
inmediatamente adyacentes y grupos de sefiales que podemos asociar a fragmentos concretos de las
moléculas. Los diferentes experimentos de RMN 2D heteronucleares fueron de gran ayuda a la hora
de asignar los protones cuyas sefiales quedaban solapadas en los espectros NOESY. Las
ambigliedades que puedan aparecer tras la asignacion preliminar de los espectros serdn después
exhaustivamente analizadas en funcion de las estructuras esperadas, tal y como fue necesario hacer

en el caso de la asignacion de los espectros de KIABW.

8.6. Procedimientos de dinamica molecular (MD)

Durante los ultimos afios, los estudios de dinamica molecular han adquirido un gran
protagonismo en los estudios estructurales y de interaccién de péptidos y proteinas, gracias a los
avances informaticos y su aplicacion al calculo de los parametros bioquimicos que definen el
comportamiento de las biomoléculas (Levitt 2001; Dodson et al. 2008). Asi, desde los postulados
iniciales de van der Waals y Boltzmann, englobando los primeros estudios realizados empleando la
mecénica clasica, semiclésica, célculos que recogen pardmetros mecano-cuanticos o mecanica
estadistica, los calculos de dindmica molecular actuales se nutren de todo ello para centrarse en el

estudio de la energia interna, la reactividad y la disposicion espacial de moléculas cada vez mas
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complejas (Alder and Wainwright 1957; Rahman 1964; McCammon et al. 1977). En este sentido, a
lo largo de este proyecto, hemos empleado varias herramientas de calculo que nos han permitido
determinar la estructura de los péptidos estudiados a partir de datos extraidos de los experimentos de
RMN. Los valores de desplazamiento quimico, las constantes de acoplamiento de cada espin nuclear,
los tiempos de mezcla seleccionados y los NOEs detectados, nos proporcionaran informacion acerca
del comportamiento de las moléculas analizadas, las diferentes conformaciones existentes y el

plegamiento de las mismas (Prompers and Bruschweiler 2002; Koller et al. 2008).

8.6.1. CYANA

Tras la adquisicion de los espectros de RMN y la asignacion semiautomatica de los
desplazamientos quimicos obtenidos, empleando los programas Sparky (Goddard and Kneller) y
CcpNmr (Vranken et al. 2005), se lleva a cabo un célculo de las estructuras de los péptidos
estudiados con el programa CYANA (Giintert et al. 1997; Guntert 2003; Lopez-Méndez and Guntert
2006). La asignacion de los NOEs a distancias inter-protonicas especificas se llevo a cabo de manera
automatica por el propio programa CYANA, aunque en la mayoria de los casos, fue necesario
asignar, revisar y seleccionar de forma manual las sefiales inter o intramoleculares correspondientes a
la forma especificamente plegada de los compuestos analizados. De la misma forma que su
predecesor DYANA (Glntert et al. 1997), el calculo de CYANA, tanto manual como automatico,
nos permiten realizar el calculo de modelos estructurales en tres dimensiones a partir de una
secuencia primaria dada, unas listas de picos y otras de desplazamientos quimicos extraidos de los
experimentos de RMN multidimensionales. Adicionalmente, podemos introducir otros parametros
como angulos de torsién, restricciones de distancia 0 rangos de tolerancia distintos a los
predeterminados.

Observando los archivos de salida generados tras el calculo, hay que revisar las restricciones
que presenten violaciones de distancia, asi como aquellas que no se correspondan con las asignadas
manualmente. Para que las restricciones entre protones observadas sean consideradas asignaciones
mayoritariamente validas, se deben de cumplir una serie de requisitos: debe haber una correlacién
entre los desplazamientos quimicos y la posicion de los picos, tienen que adaptarse correctamente a

la red tridimensional y deben de encontrarse préximos en la estructura preliminar calculada.
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Inicialmente, CYANA realiza una lectura y asignacion de los picos (.peaks), en base a una
lista de desplazamientos quimicos (.prot) extraidos de los experimentos de RMN, pudiéndose incluir
los picos correspondientes a *H, **N y/o *C. Los picos asignados se convierten en restricciones de
distancias interprotonicas. CYANA utiliza también otro tipo de restricciones, como restricciones de
angulos de torsion del esqueleto (.aco) derivadas de valores estadisticos de desplazamientos
quimicos obtenidas por el programa TALOS (Delaglio et al. 1995).

En un primer célculo se obtienen limites de las distancias de las restricciones experimentales
propuestas (.upl), las cuales se usaran durante el paso siguiente para lograr las coordenadas. Al
mismo tiempo, se obtienen valores estadisticos donde se nos indicaran los posibles errores
encontrados durante el proceso, el porcentaje de atomos asignado y un conjunto de datos que nos
daran una idea de la fiabilidad del calculo. A partir de estos archivos de distancias y angulos,
CYANA realizara el célculo de un nimero determinado de conférmeros segun la secuencia dada,
obteniéndose el archivo con la estructura tridimensional (.pdb) y también una lista de las violaciones
encontradas para los limites y restricciones propuestos (.ovw). De este modo, podremos revisar los
posibles NOEs que hayamos podido asignar errdneamente y editar la lista de distancias. Este proceso
se repite hasta lograr conformaciones consistentes con las restricciones experimentales.

Cabe destacar que, para el caso de la conformacion de KIABW calculada en presencia de
diferentes NTPs, fue necesario introducir las coordenadas espaciales de los atomos de estos ligandos
en la libreria que usa CYANA para que reconociese los desplazamientos quimicos asignados para
dichos compuestos. Gracias a paquetes de software como MOLMOL (Koradi et al. 1996) y PyMOL
(DeLano 2002), dedicados a la representacion grafica de las moléculas resultantes, podremos
monitorizar los resultados obtenidos en los diferentes formatos durante cada una de las etapas del

calculo. El analisis de las estructuras se llevé a cabo empleando este mismo software.

8.6.2. AMBER

Una vez determinadas las estructuras con CYANA, se procedio a realizar un refinamiento con
el programa de dindmica molecular AMBER (Kollman et al. 2002). Este paquete se utiliz6 para
refinar las estructuras experimentales de los péptidos KIAB, y para obtener un modelo teérico, en el
caso de KIATI, en el que la informacion experimental (nimero de NOEs) no era suficiente para

determinar la estructura. AMBER es un paquete de dinamica molecular que, al contrario de
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CYANA, trabaja en el espacio de coordenadas cartesianas y hace uso de un campo de fuerzas mucho
mas sofisticado que este. Ademas permite realizar refinamientos de la estructura teniendo en cuenta
el solvente de manera explicita. En AMBER podemos introducir los datos de los espectros de RMN
de forma muy similar a como se hace con CYANA, definiendo un término de potencial que depende
de las violaciones de las restricciones experimentales, ya sean restricciones de distancias o angulares.

Para el célculo de los modelos teéricos de KIA7I, partimos de 10 conformaciones de KIA7
donde mutamos el residuo de Tyr por lle con el programa SYBYL, un programa grafico que
combina diferentes paquetes de modelado molecular y quimica computacional. Se afiadieron iones
CI" para anular la carga neta del sistema, dado el caracter cationico de los péptidos KIA71. En primer
lugar se realiz6 una minimizacion en vacio con un nimero maximo de 1000 ciclos, utilizando un
limite de distancias de 10 A para las interacciones electrostaticas. Sequidamente se realizé un célculo
en un entorno acuoso, para lo cual se definié una caja de hidratacion con moléculas de agua con el
modelo TIP3P (“transferable interatomic potential”, con potenciales de 3 cargas) (Jorgensen et al.
1983; Mahoney and Jorgensen 2000). Esta caja de hidratacion contenia alrededor de 6800 moléculas
de agua repartidas en una caja de 234 nm®, seleccionando unos radios adecuados para que no
provocasen ningun tipo de interferencia o solapamiento con los &tomos de los péptidos. Se realizo
una minimizacion de 5000 ciclos y se sometié todo el sistema a un proceso de equilibrado del
solvente en el que las coordenadas del péptido permanecian fijas (opcion ibelly). Posteriormente se
realizaron sucesivos calculos en los que se liberaba el movimiento del soluto de manera paulatina,
hasta permitir el movimiento sin restricciones de todo el sistema. En este momento se considera el
sistema equilibrado y comienza la llamada fase “productiva” del célculo de dinamica molecular. Este
célculo consistio en 10000 ciclos de dinamica molecular, equivalentes a 0,002 ps cada uno (Diez-
Garcia et al. 2011).

En el caso de los procesos de refinamiento de las estructuras de KIABW el procedimiento
llevado a cabo fue similar, teniendo en cuenta que para la minimizacion de la funcion blanco, en el
caso de los experimentos con ATP, habria que considerar dos moléculas por separado. Para ello, del
mismo modo que ocurrio durante los calculos con CYANA, se modifico la libreria de AMBER para
el caso del ATP. Ademas, como en esta ocasion partiamos de estructuras basadas en los resultados
obtenidos por RMN, en lugar de recurrir a un modelo explicito del solvente, empleamos un entorno

acuoso de manera implicita, usando el modelo generalizado de Born (Pantoja-Uceda et al. 2009).
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Apéndice

Apéndice 1. Grafico de los valores de AG y In K en funcién de la temperatura (° K), calculados empleando la expresion
de la ecuacion 2 (Pag. 45), usando los resultados experimentales de Fp a diferentes concentraciones de tetramero:
0,03 mM, la concentracién de tetrdmero de RIA7 empleada para los experimentos de CD; 0,30 mM y 0,58 mM, las

~ooe In K 0.30 mM tetra -
In K 0.58mM tetra *
In K 0.03 mM tetra .

DG (keal/mol) 0.30 mM
DG (keal/mol) 0.58mM
DG (keal/mol) 0.03mM

empleadas en los experimentos de intercambio H/D para
KIA7Y (Lépez-Alonso et al. 2010) y RIA7,
respectivamente. Los valores de In K (eje vertical
izquierdo y simbolos vacios) permitieron calcular la AG

-16 : —— 18 (eje vertical derecho y simbolos con relleno) haciendo uso
9 [ -7 .
IO eeetttt de la ecuacion de Gibbs: AG = -RT In K. A 25° C, la
*e 1} - - -z 7
-18 | Jetee®”® > 17 diferencia en la concentracion de tetrdmeros entre KIA7 y
I PR, o 16 RIA7 en los experimentos de intercambio H/D,
I L | - . ’ - -
20 | e 2 corresponde a una diferencia en la energia libre de Gibbs
sa® . .
i 15 = de 1,17 kcal/mol. Este valor concuerda con la diferencia de
-22 £ estabilidad de 1,0 kcal/mol observada en dichos
< _ B 14 § experimentos. Por lo tanto, teniendo en cuenta el efecto de
-24 | adaas la concentracion mencionado, se puede afirmar que los
Laaatatet 118 <., experimentos de intercambio de hidrgeno muestran que la
26 “AA“‘ PO 2 404 12} way estabilidad de KIA7 y RIA7 es similar. El valor de 16,8
JPUFecL Y .,“.““‘ >] mol  kcal/mol determinado para una concentracion tetramérica
A - ] ’ .
-28 st o | 11 de RIA7 de 0,03 mM (monomércia de 120 pM) responde a
L et et _ estas mismas deducciones, correspondiéndose con una
'[?%53’2.5 00033 00033 00-03‘4 ‘0-053125 AG = 18 + 2 kcal/mol calculada para KIA7 en las mismas
' ) T K ) ' condiciones experimentales.
Residuo THN; "N "Ho; BCa "HB; BCp "Hy,; BCy, "Hy,; BCy, 'Hs; Cs "He "H
N-Ac-CH; 2.16; 24.85
Alal 8.38; 118.8 4.29; 55.37 1.52;19.20
Arg2 8.66; 126.8 4.20; 59.00 1.91; 30.09 1.79, 1.65; 28.03 3.23;43.59 7.29 6.98, 6.52
Ala3 8.66; 123.5 4.18; 54.71 1.49; 18.53
Ala 4 8.27;122.2 4.04; 55.54 1.34;17.87
Alas 8.20; 1186 3.86; 55.36 1.50; 18.08
Ala 6 7.85; 119.9 4.11;55.17 1.52; 18.67
Ala7 8.17; 1233 4.25;55.37 1.41;18.20
Ile 8 8.32; 117.6 3.54; 63.55 1.62; 36.93 1.12, 0.66; 29.38 0.34; 18.41 0.39; 13.61
Arg9 7.82;120.0 4.01; 60.25 1.97, 1.65; 28.70 1.90; 27.88 3.31, 3.23; 43.79 7.40 7.04, 6.60
Ala 10 9.13; 122.7 3.84; 55.38 1.52; 18.50
Tle 11 8.41;121.6 3.56; 66.25 1.88; 38.61 2.23,0.90; 30.54 0.80; 17.46 0.71; 14.24
Ala 12 7.91;122.1 4.18; 55.62 1.57;18.36
Ala 13 7.96; 119.2 4.25; 55.04 1.60; 18.09
Ile 14 7.97;124.0 3.94; 65.15 2.35;38.71 1.72,1.26; 29.42 0.96; 17.35 0.67; 15.18
Ile 15 7.40;119.8 3.78; 62.41 2.07; 36.55 1.76, 1.19; 28.30 1.02; 18.20 0.82; 10.74
Arg 16 8.65; 130.6 4.15; 59.40 1.97, 1.88; 30.56 1.77; 27.93 3.25;43.79 7.34 7.00, 6.60
Ala 17 8.41;121.6 4.15; 55.04 1.52; 18.38
Gly 18 7.57;100.4 4.09, 3.44; 44.95
Gly 19 7.62; 106.1 3.82;45.91
Tyr 20 7.62;117.0 4.46; 57.91 3.12,2.74; 39.49 7.12 6.70 9.34
C-NH, 7.85,7.18; 106.5

Apéndice 2. Tabla en la que se resumen los 8 (ppm) encontrados para los diferentes atomos asignados manualmente
durante los experimentos de espectroscopia de RMN realizados para RIA7 en 90% H,0/10% D,0 y tampén H/NaAc 10
mM a pH 4.5y 5°C, con DSS 50 uM. Los valores en negrita molde se corresponden con las sefiales detectadas para **C
y los valores en negrita cursiva con los observados para °N. La desviacion estandar para todos los residuos asignados es

menor de 0.01 ppm.
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2'5_'l"'l"'l"'l"'l"'l"'l"'_
[ » ]
2| 4 —e—logA12 y=-54067 +1.2304x R=1
[ ] -B— logR16 y=-4.6695+1.1325x R=1
% 15F 4 —o—loglt1 y=-47727+1.0528x R=0.958
=k ] ==M==ioglg Y =-46047+1.0079x R=0.985
n; 1F J
g e’ ]
"~ 05 [ { --m—1ogA13 y=-5.1902+1.1968
[ o ] -—-e—-logR9 y=-11.066+24287x R=1
of ] —v—logit4 y=-80376+1.5703x R=0.975
P T A TR T TR TR T TR M =1,2627 +0,5065 s

48 5 52 54 56 58 6 6.2
pH

Apéndice 3. Gréfico representativo de los valores de intercambio obtenidos para los diferentes protones amidicos cuya
sefial fue integrada con respecto a la sefial de *He de Tyr 20, que no se veia afectada por la presencia del D,O. En caso de
que el proceso de intercambio mostrase un mecanismo descrito como de tipo EXII (usualmente para valores de pH bajos
y proteinas estables), la velocidad de intercambio H/D dependeria de la concentracion de iones OH" presente en el medio,
a diferencia de lo que ocurre en un mecanismo de tipo EXI (observado a valores de pH > 10 o menores si la proteina es
poco estable), donde la velocidad de intercambio viene limitada por la velocidad de desplegamiento de la proteina. Segin
esto, mediante el calculo de la velocidad de intercambio observada (kqs), usando una ecuacion exponencial, y
recurriendo a una representacion grafica del log Kps respecto al pH, podemos ver que en la mayoria de los casos la
pendiente de las rectas obtenidas es aproximadamente 1. Esto quiere decir que la velocidad de intercambio es
directamente proporcional a la concentracion de iones hidroxilo del medio, o lo que es lo mismo, la velocidad de
intercambio aumenta 10 veces por cada unidad de pH, tal y como describe el modelo EXII. Una vez demostrado el
comportamiento de RIA7 en este tipo de ensayos, pudimos calcular con total seguridad la energia libre conformacional
(AG) del péptido y asi conocer su estabilidad a partir de los datos de intercambio.

Residuo 'HN; °N 'Ha; “Ca "Hp; “Cp "Hyy,13; BCy; 'Hy,; ®Cy,  'H$;“Cé  'Heg; PCe 'H
General
Ala (helicoidal) 4.14;54.8 1.46;18.2
Ala (no helicoidal) 4.28;52.3 1.39; 19.1
Gly 4.00; 45.1
Ile 4.16; 60.8 1.90; 38.5 1.48,1.15;27.2 0.94;17.5 0.87;12.9
Especifico
N-Ac-CH; 2.13;24.6
Ala1 8.67; 130.7 4.17;54.7 1.48;18.1
Lys 2 8.68; 119.4 4.16;57.7 1.87;32.1 1.58; 25.4 1.72;29.1  2.99;41.8 7.62
Ala3 8.34 4.10; 53.7 1.43;18.5
Lys 9 4.15; 58.7 1.90; 32.6 1.51; 24.9 1.71;29.1 299;41.8 7.62
Lys 16 8.54 4.29; 56.0 1.83;32.9 1.41;24.9 2.99;41.8 7.62
Gly 19 8.04; 108.0 3.96; 45.1
Ile 20 7.83;118.7 4.13; 60.8 1.89; 38.5 0.85;17.4
C-NH, 7.74,7.20; 110.9

Apéndice 4. Tabla resumen en la que se recogen desplazamientos quimicos (ppm) observados para KIA71 en Na,SO,4 0,5
M, en 90% H,0/10% D,0 y tampo6n D/NaAc 10 mM a pH 5 y 5 °C, ademas de los valores representativos (Generales) de
Ala, Gly e lle. Los valores correspondientes a los & de *C y ®N se muestran en negrita molde y negrita cursiva,
respectivamente. La identificacién en algunos atomos de las Lys se basa en la asignacién parcial para los &tomos de Lys
9, ya que existe una alta probabilidad de que dicho residuo adopte una conformacién helicoidal, mientras que en el caso
de Lys 2y Lys 16 esta conformacién estaria desordenada.
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Apéndice 5. Representacion esquematica del espacio angular ¢ y w ocupado por los residuos de KIA71 en cuatro de los
péptidos que componen el tetrAmero. Se puede observar que, mientras la mayoria de los aminoacidos adoptan una
conformacidn helicoidal, los esqueletos peptidicos de los segmentos C-terminales, Gly-Gly-lle-NH,, adoptan gran
diversidad de disposiciones.
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Apéndice 6. Tablas en la que se recogen los & (ppm) de los espectros de RMN asignados, en la medida de lo posible,
para los péptidos KIAP adquiridos en 90% H,0/10% D,0 y tamp6n D/NaAc 10 mM a 5 °C y pH 5, salvo en el caso de
los experimentos de KIABW escogidos, que fueron llevados a cabo a pH 6.4 (rojo) y 7 (verde) en 90% H,0/10% D,O y a
pH 9.2 (azul) en 100% D,O. Los valores de desplazamiento quimico de C figuran en negrita molde y los
correspondientes a *°N se encuentran escritos en negrita cursiva:

Residuo THN; N "Ha; BCa ll-lll; '3C|3 'Hyl; 13Cyl 'Hy;; 13C72 'Hs; BCo 'He; BCe Otros
KIABH
His 1 5.00 3.39;29.1 7.40 8.70
His 2 9.08;122.4 4.79 3.21;29.4 7.32 8.65
Ile 3 8.56; 124.7  4.16; 61.1 1.81; 38.8 1.46,1.17;27.2 0.87;17.4 0.87;12.8
Lys 4 8.60;127.2  4.34;54.6 1.79; 33.2 1.37;24.9 1.71;29.2 3.01; 42.1
Ile 5 8.51;1249 4.17;60.8 1.86; 38.8 1.48,1.19; 27.2 0.90; 17.4 0.89; 12.8
Asp 6 8.65; 1255 4.68 2.78,2.75; 40.8
Gly 7 8.51;110.2  3.98,3.89; 45.4
Lys 8 8.29;120.3  4.25;56.4 1.73; 32.9 1.33;24.9 1.66; 29.1 2.98;42.1
His 9 8.64;119.7 4.72 3.27,3.15; 28.8 7.30 8.63
Ile 10 8.29;120.3 4.11;61.1 1.80; 38.9 1.41,1.15;27.2 0.82;17.4 0.80; 12.8
Lys 11 8.59;124.3  4.28;56.4 1.79; 33.2 1.41; 24.9 1.69; 29.3 3.00; 42.1
His 12 7.96; 123.2  4.51;56.7 3.31,3.12; 29.98 7.24 8.63
KIABF
His 1 4.23; 54.7 3.26;29.8 7.22 8.33
Phe 2 8.80 4.71;57.6 3.04;39.3
lle 3 8.36 4.10; 60.2 1.70; 39.1 1.42,1.09; 27.0 0.82;17.2 0.82; 12.6
Lys 4 8.46 4.29; 55.9 1.76; 32,9 1.34; 24,6 1.67; 28.9 2.93; 41.6
Lle 5 8.54 4.18; 60.5 1.84; 38.8 1.46,1.15; 27.1 0.88;17.2 0.83; 12.6
Asp 6 8.71 4.58; 54.2 2.76, 2.65; 41,0
Gly 7 8.53 3.91, 3.6; 45,2
Lys 8 8.22 4.28; 54.2 1.67; 32,9 1.29, 1.26; 24,6 1.62;28.9 2.94; 41.6
Phe 9 8.37 4.65; 57.6 3.08, 3.00; 39.7 7.23 7.33 £7.30
Ile 10 8.16 4.08; 60.5 1.75; 38.7 1.42;27.0 0.82,0.76; 17.1
Lys 11 8.46 4.21;56.2 1.80; 32,9 1,43; 24,6 1.72; 28.9 2.99; 41.8
His 12 8.32 4.47;56.7 3.22,3.07; 29.9 7.25 8.56
KIABW+ATP
His 1 4.35;56.3 3.25,3.13;31.2 7.10; 120.0 8.09; 138.3
Trp 2 9.03 5.16; 57.2 3.14,2.91; 30.9 7.14;1271 7.25;120.1  £7.39,6.92;
114.6, 120.1
n7.14; 1245
Tle 3 9.39 4.64; 60.1 1.66; 42.1 1.37,0,95; 27.2 0.80; 17.3 0.68; 13.7
Lys 4 8.54 4.33;55.0 1.06, -0.40; 31.8 0.43,0,19; 24.7 1.01; 29,1 2.30; 41.3
Ile 5 8.86 4.19; 59.9 1.67;39.9 1.37,1.02; 26.9 0.81;17.4 0.81; 12.4
Asp 6 9.41 4.26; 55.2 2.92,2.58; 39.7
Gly 7 8.55 4.10, 3.40; 454
Lys 8 7.74 4.60; 54.5 1.84,1.73;35.2 1.41;24.7 1.68; 29.1 3.03; 42.2
Trp 9 8.74 4.89; 57.6 3.08, 3.00; 29.8 7.18;127.2 7.28;120.1  (7.44,6.94;
114.9,121.9
n7.17; 124.6
Ile 10 9.67 4.56; 59.8 1.88; 41.2 1.42,1.25;27.0 0.82;17.3 0.82; 12.9
Lys 11 8.28 3.76; 55.9 1.16,0.21; 32.4 0.65, 0,32; 24.5 1.19, 1.09; 29.0 2.67;41.9
His 12 8.41 4.40; 56.7 3.05,2.79; 31.3 7.03; 119.5 8.25; 136.6
KIABpW+GTP
His 1 4.60 3.42,3.30 7.33 8.10
Trp 2 5.12 3.16, 2.98 7.14 10.17,7.29  £7.39,6.88
17.08
Ile 3 9.28 4.62 1.69 1.38,0.97 0.80 0.72
Lys 4 8.44 4.36 1.06, -0.25 0.42,-0.12 1.03 2.32,2.25
Ile 5 8.80 4.18 1.66 1.35,0.99 0.80 0.76
Asp 6 9.38 4.25 2.90, 2.58
Gly 7 8.62 4.07, 3.40
Lys 8 7.69 4.59 1.83,1.72 1.38 1.70 3.02
Trp 9 8.69 4.90 3.09, 3.00 7.20 10.04,7.30  £7.40,6.89
n7.17
Ile 10 9.62 4.49 1.83 1.38,1.21 0.80 0.79
Lys 11 8.23 3.66 1.16, 0.36 0.57,0.39 1.23 2.67,2.62
His 12 8.55 4.41 3.13,2.89 6.90 8.06

ATP — 3C1’89.46, 3C2’ 77.22, 3C3' 72.76, 13C4’ 86.32, 13C5’ 67.89, 13C8 141.6, 'H1' 5.73, 'H2' 4.31, 'H3' 4.42, 'H4’ 4.32, 'H5' 4.27 y 'H8 8.05.
GTP — 'H1'5.65, 'H2' 4.28, "H3' 4.55, 'H4’ 4.43 y 'H8 7.87.
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Residuo 'HN; SN 'Ha; BCa 'HB; BCp "Hy,; BCy, "Hy,; BCy, 'Hs; BCs 'He; BCe Otros
KIABW
His 1 4.25 3.25,3.15 6.60 7.16
4.09; 56.0 3.13, 2.99; 32.7
3.60 2.75, 2.65
Trp 2 8.89 5.06 3.37,3.11 10.26 {751,712
5.28;57.0 3.30, 3.03; 31.2 7.21 10.22 £7.49
5.04 3.11,2.84 {7.44,6.89
1n7.28
n6.99
Ile 3 9.54 4.60 1.96 1.49,1.32 0.89
9.37 4.65; 60.2 1.70; 42.0 1.38,0.98; 27.3 0.82;17.1 0.68; 13.4
4.45 1.83 1.33,1.20 0.70 0.65
Lys 4 8.45 5.02 1.24,0.15 0.60 1.13 242,234 £7.70
8.45 4.45; 54.9 1.11,-0.11; 31.8 0.51, -0.06; 24.5 1.04; 28.9 2.25; 40.99
4.24 0.99, -0.313 0.35, -0.22 0.86 2.13, 2.06 {7.65
Ile 5 8.87 4.26 1.75 1.45 1.10 0.89
8.92 4.23; 60.0 1.74; 39.9
4.05 159 1.29 0.92 0.70
Asp 6 9.39 4.35 2.95,2.63
9.42 4.30; 55.1 2,94, 2,61; 39.7
4.10 2.77,2.42
Gly 7 8.89 4.11, 3.50
8.56 3.98, 3.89; 45.3
3.93,3.24
Lys 8 7.88 4.60 1.88,1.80 1.44 1.74 3.07 £7.03
7.83 4.61;54.5 1.86, 1.78; 35.0 1.44;24.5 1.73; 29.0 3.03; 42.0
7.89 4.44 1.69, 1.60 1.26 1.56 2.87
Trp 9 8.72 5.03 3.22,3.11 10.21 £7.54,7.00
8.73 4.72;57.44 3.20, 3.08; 29.8 7.27 10.18 £7.50
4.76 3.02,2.90 £7.48,6.92
17.30
n7.08
Ile 10 9.32 4,70 1.76 1.45,1.06 0.89 0.79
9.63 4.61; 59.6 1.97; 40.8 1.49, 1.35; 27.0 0.87;17.3 0.84;12.4
7.95 4.42 1.46 1.14,0.80 0.64 0.42
Lys 11 8.48 3.99 1.38,0.72 0.82, 0.64 1.26 2.75 {7.36
8.50 3.99;55.9 1.27,0.49; 32.3 0.77,0.52; 24.4 1.20, 1.07; 28.6 2.66; 41.62
3.80 1.17,0.43 0.70, 0.26 0.89 2.45 £7.36
His 12 8.44 4.50 3.14,2.89 6.41 7.23
8.54 4.41;57.2 3.06, 2.78; 31.8
8.29 4.16 2.92,2.56
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Apéndice 7. Tablas con los NOEs establecidos entre los atomos 'H de residuos diferentes en el péptido KIAPW, sin y
con ATP, segln el tipo de interaccion que se esperaria encontrar entre ellos. La distribucién en X de estos mapas de

contactos es un indicativo de que la estructura secundaria del péptido adopta una conformacion en ldémina f3:

KIABW His 1 Trp 2 Ile 3 Lys 4 Ile 5 Asp 6 Gly7 Lys8 Trp 9 Ile 10 Lys 11 His 12
His 1 82- 83
Trp 2 a-N p2-¢ p2-81 2-N a-o a-N
B-N (2-83 p2-02 {2-51 d1-a 2-B2
d1-y2 Q2-¢ d1-p2 el-p3
3-y2 Q2-y2 el-Q2 €1-62
3-N 02-p2 el-g
3- (2-¢l 2-N
Q2-a
{2
Ile 3 N-a N-62 N-C2 N-N N-a
N-B N-C N-B
v2-51 a-N N-y2
v2-C3 B-N
v2-N
Lys 4 N-C3 N-a a-N 83-a3  o-N N-C2 a-N
B-C3 N-B B-N &-a3 v3-N -0 N-y2
y2-C2 N-y2 v-N y-a3 B3-51
83-C2 32-N 83-61
e02 ¢-N 63-¢l
B2 e-61
e-¢gl
v2-31
v3-N
7€
Ile 5 N-o a-N N-N N-N N-a
N-p p-p
N-y 31-N
31-B
Asp 6 N-a N-N o-N
N-61 a-N
p-p p-N
B-61
Gly 7 03-63 N-N N-N N-N
a3-g N-a N-a
a3-y N-B a2-y
Lys 8 N-o N-N N- N-N a-N
N-v3 a-N B-N
y-02 v-N
Trp 9 p2-g2 2-N N-y3 a-N N-a a-N B-C
B2-61 -0 N-B B-N @3-N
el-02 {2-N N-y
S1-p2 51-B3
2-2 81-63
{2-¢l 5l-¢
o1-y2
€1-63
el-g
Gy
Ile 10 N-(2 N-N N-o N-a a-N B-el
81-C2 B-N v2-N N-B B-N 51-52
y2-N d1-¢l
Lys 11 83-62 N-(2 a-N N-C3 N-o a-N
-0 B N-B a-B3
a-01 a-02
a-(2 B-N
B3-¢l
62-¢l
e-¢l
o
His 12 N-a el-p N-a
B2-¢2 82-51 N-B
€l-61 B3-a
52-0
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+ATP His 1 Trp 2 Ile 3 Lys 4 Ile5 Asp6 Gly7 Lys8 Trp9 1Ilel0 Lys 11 His 12 ATP
His 1 a-N a-y2 82-y2 -0 B-02
B-N a-81 82-81 el-62
N-52 B-N el-p
B-a €l-61
32-B gl-y2
62-y1
Trp 2 N-a a-N €3-p £3-a N-€3 €3-N a-N 2-3 a-N p-H8
N-B - €3-y1 3-N a-p2 a-o Q-y a-62 51-H8
a-y1 3-N 3+ a-g3 a-f Q2-¢ 2-N €3-H8
a-81 3-p B-€3 31-a n2-N (2-H8
a-y2 {3-y1 B-C 81-¢ n2-p3 {2-H2'
€3-N {3-61 €3-N el-8 n2-8 {2-H3'
€3-B3 el-e n2-¢ n2-H8
GB n2-H2'
n2-H3’
Tle 3 N-B N-a yl-a v1-N N-N N-a B-62
a-p N-€3 y1-€3 yl-o N-B v1-B
B-62 N-G3 v1-33 N-y12 81-B
B-el -0 y2-0 31-B 51-52
y1-62 B-€3 Sl-a
y2-0 B-C3 81-83
v2-32
y2-¢l
Sl-a
51-82
d1-¢l
Lys 4 N-G3 N-y1 a-N v-N v-N o- a-N
0-€3 a-yl a-B v2-0 3-N §-01 N-y2
B-C3 v-N 3-N d-¢l
5-a3 e-81
€2-a el
£3-02
Ile 5 N-a a-N vl-a N-N N-a N-y1
N-y p-p y2-N
- 2B
Asp 6 N-a N-N a-N
B-p a-N B-N
B-y2 -0
B-N
Gly 7 N-y N-y2 N-N N-N
N-8 o-y1 N-a a-p
a-€2 N-fB
a3-8 a-o
a-y2
Lys 8 N-y N-N N-a N-N a-N €72
N-3 N-B -0l B-N
33N
Trp 9 N-€3 o-0. a-N N-a a-N €3-N €l-H8
B2-a 81-8 N-B a-p €3-a el-H2'
B-C 8l-¢ N-83 B-N 3-a €3-H8
p3-€3 el-d -H8
€3-N €l-¢ C-H3'
€3-a {2-H2'
€3-B n2-H8
B n2-H1’
n2-H2'
n2-H3'
Ile 10 N-e3 N-N N-o v1-N v2-& N-o o-N Sl-a
B-N v2-N N-B B-N 81-62
B-61 B-a v2-N
y12-N Y2-a
Lys 11 B-a N-n2 8-2 a-N N-&3 N-a a-N
N-a o-n2 a-€3 N-B a-p
o-o £-01 a-C3 N-y2 0-02
a-81 el o-y2 B-N
B2-a 02 v-N
B3-n2 &en2
v G2
d-¢l
His 12 62- N-a B-y1 a-81 N-a
82-¢l N-p2 B-61 82-81 N-B
62-a 82-B N-y
82-81 B-a
82-a

En negro, los NOEs debidos a interacciones *HN-'HN, *HN-"Ha o *Ho-"Ha.
NOEs debidos a otro tipo de interacciones: en azul, por contactos hidréfobos y, en verde, por uniones de tipo cation-r.
En rojo, los NOEs fruto de fenémenos de apilamiento entre los residuos aromaticos.
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Apéndice 8. Graficos de Ramachandran en los que se pueden observar los angulos diédricos ¥ versus @ para los
aminoacidos del péptido KIABW en muestras tanto sin ATP (izquierda), como con ATP (derecha). Observando que los
valores de los angulos para los distintos aminoacidos se encuentran en las regiones tipicas de hojas 3, a excepcion de los
residuos que componen el giro, podemos hacernos una idea de cual serd la estructura secundaria del péptido, la cual
parece mantenerse al afiadir el ATP. El porcentaje de aminoacidos en cada una de las regiones de los mapas figuran en
las tablas de valores estadisticos correspondientes junto a los modelos estructurales calculados en cada caso (Figura 38 y
Figura 47, respectivamente) y fueron obtenidos a partir de los datos de NMR adquiridos, empleando el médulo
informatico PROCHECK (Laskowski et al. 1996).
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