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[_i J Una coleccion sencilla de pequeiios bloques
de construccion se aplican al disefo
[—‘ - y la fabricacion de estructuras nanométricas,
| \ programadas para adoptar cualquier forma deseada

as proteinas, las “nanomdquinas” fundamentales para la vida, han
ilustrado a un gran nimero de cientificos que, como yo, se dedican al
desarrollo de nanomaquinaria. Constituyen moléculas de gran tamafio:
contienen entre cientos y miles de dtomos; oscilan entre unos pocos
nandmetros (milmillonésima parte de un metro) y unos diez nanémetros
de ancho. Nuestro organismo cuenta con al menos 20.000 proteinas. Entre
otras funciones, son responsables de la contraccién muscular, la digestion
de la comida, la construccién de los huesos, la deteccién del entorno y el
reciclaje permanente de cientos de pequefias moléculas en nuestras células.

En 1986, siendo estudiante universitario de quimica, sofiaba con la posi-
bilidad de disefiar y sintetizar macromoléculas (moléculas con més de 100
atomos) que realizaran las asombrosas tareas que llevan a cabo las proteinas
y otras mas. Mi experiencia con la programacién de ordenadores empez6 con
la aparicién de los primeros TRS-80, a finales de los afios setenta. Pensaba
que seria maravilloso si la construccién de maquinas moleculares complejas
fuera tan facil como el desarrollo de programas informaticos. Me proponia
crear un “lenguaje de programacién para la materia”: una combinacién de
software y quimica que describiera la forma de una nanomdquina y deter-
minara luego la secuencia de procesos que deberia realizar un quimico o
un robot para la construccién del nanodispositivo.

Sin embargo, la construccién de nanomdquinas a partir de proteinas de
disefio tropieza con un obstidculo importante. Una proteina consta de una
cadena lineal simple, formada por una secuencia especifica de aminodaci-
dos extraidos de un repertorio de tan sélo 20. Hasta aqui bien. Pero las
caracteristicas de una proteina y las funciones que desempeiia dependen de
su forma. Al poco de constituirse, la cadena aminoacidica colapsa en una
marafia de hélices y otras estructuras, a través de un complejo proceso de
plegamiento proteico. La secuencia de aminoacidos determina la forma final,
pero predecir qué forma proteica corresponde a una secuencia aminoacidica
concreta constituye uno de los mayores retos cientificos por resolver.

OBTENCION DE NANOESTRUCTURAS de inspiracion proteica: a partir de una coleccion
de bloques de construccién moleculares (abajo) disefiados para unirse entre si se
fabrican macromoléculas rigidas cuya forma final esta predeterminada. El proceso guarda
semejanza con la construccién de estructuras a partir de piezas de lego.
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Unos 20 afios después de empe-
zar a soflar con la construccién de
nanomaquinas, mi laboratorio ha
desarrollado un método de produc-
ciéon de macromoléculas con formas
predecibles, asi como los programas
informédticos necesarios para el dise-
o de las mismas. Nuestro trabajo
se inspira en la modularidad de las
proteinas naturales. No remeda, en
cambio, el colapso espontaneo de las
cadenas aminoacidicas; evitamos asi
el problema del plegamiento.

Con el desarrollo de esa técnica
nos proponemos crear moléculas que
lleven a cabo funciones especificas.
Por boton de muestra: sensores, ma-
cromoléculas que cambian de forma
y color cuando se unen a moléculas
diana concretas, como la glucosa,
toxinas o armas quimicas. La forma-
cion del nuevo enlace desencadena en
el sensor el movimiento conjunto de
dos grupos fluorescentes; ello provo-
ca un cambio de color que indica la
presencia de la molécula diana en la
muestra. Se aplica el mismo método
a la creacién de moléculas bisagra
que se abren y cierran en respuesta
a una sefial externa, lo que constitu-
ye un paso hacia la construccién de
accionadores, valvulas moleculares y
memorias de ordenador.

En ultima instancia, nuestra técnica
conducird a un método mas refinado
de construccién de nanomdquinas. Se

m Las proteinas corresponden a
nanomaquinas naturales que
cumplen multiples funciones
biolégicas. Constan de cade-
nas aminoacidicas flexibles
que adoptan conformaciones
complejas; por esa razén no
resulta tarea féacil la prediccion
de la forma, ni de la funcion
de nuevas proteinas.

Se han desarrollado bloques
de construccién moleculares,
los bis-aminoacidos, que se
unen entre si para formar
estructuras de tipo proteico
que poseen formas rigidas,
altamente predecibles y pro-
gramables.

Las aplicaciones potenciales
de estos bis-péptidos incluyen
farmacos, enzimas, sensores
quimicos, nanovalvulas y dis-
positivos de almacenamiento
de memoria para ordenadores.
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utilizaria para la fabricacién de nano-
herramientas complejas; por ejemplo,
un ensamblador que, al igual que el
ribosoma responsable de la sintesis
proteica en las células, montaria na-
nomadquinas bajo control externo del
programador. Por ahora, esta segunda
fase del proyecto pertenece al domi-
nio de los suefios.

Lecciones de la naturaleza
Cuando acabé mis estudios universi-
tarios en 1990, pensaba que el camino
para la construccién de nanomdaquinas
dependia de la deduccién de las re-
glas que rigen el plegamiento protei-
co y de su aplicacion a la obtencién
de nuevas proteinas. Entré, por esas
fechas, en el grupo de cristalografia
de proteinas de Robert M. Stroud,
de la Universidad de California en
San Francisco. Los cristalégrafos
obtienen cristales de las proteinas y
determinan luego, mediante rayos X,
la disposicién tridimensional exacta
de sus dtomos. Esa herramienta me
permiti6 valorar con detalle la com-
plejidad y belleza de la estructura
proteica.

Inverti cuatro afios en la consecu-
cién de 4HBI1, una proteina sintéti-
ca. Comencé por ensamblar un gen
artificial y lo inserté en bacterias,
que llevaron a cabo la expresion del
mismo: es decir, fabricaron la pro-
tefna codificada por el ADN. Cris-
talicé luego la proteina resultante.
Por fin, determiné su estructura cris-
talina. Result6 excitante comprobar
que 4HB1 adoptaba la conformacién
proyectada.

Pero 4HB1 no nos llevé a ningu-
na parte. Se comportaba s6lo como
una proteina artificial perfectamente
plegada. El experimento no desvel6
las reglas sencillas que necesitdba-
mos para crear otras proteinas con
la forma deseada, lo que nos llen6
de frustracién. Sucedia lo contra-
rio: la complejidad del plegamiento
proteico sugeria que tales reglas po-
dian no existir. En 1997, mientras
terminaba el doctorado, llegué a la
conclusién de que una forma mejor
de fabricar nanomaquinas a medida
consistiria en obtenerlas a partir de
un nimero limitado de bloques de
construcciéon que no adoptaran la
forma final mediante el sistema de
plegamiento proteico.

La idea no era nueva. En 1995,
Brent Iverson, de la Universidad de

Texas en Austin, habia desarrollado
bloques de construccién que se unian
entre si para generar polimeros cor-
tos. Los oligémeros conseguidos se
autoensamblaban luego para generar
estructuras plegadas conforme los
grupos dadores ricos en electrones
atrafan a los grupos aceptores defi-
cientes en electrones.

Al propio tiempo, Sam Gellman, de
la Universidad de Wisconsin en Ma-
dison, y Dieter Seebach, del Instituto
Politécnico Federal Suizo en Zurich,
estaban desarrollando otros polime-
ros sintéticos: beta-péptidos, cadenas
flexibles de beta-aminoacidos (mo-
léculas en su mayoria no naturales
cuya estructura difiere ligeramente
de la de los aminodcidos habituales,
los alfa-aminoécidos) que se pliegan
en hélices retorcidas.

Esos nuevos métodos de construc-
cién de macromoléculas que adop-
taban una forma especifica parecian
arrojar nueva luz a la cuestion. Sin
embargo, no hacian mas que sustituir
un problema de plegamiento por otro.
La dificultad estribaba en que las
proteinas naturales y esas moléculas
sintéticas poseen cadenas de molé-
culas conectadas mediante enlaces
sencillos que confieren a la estruc-
tura un alto grado de libertad para
retorcerse en cualquier posicion a lo
largo de toda su longitud. El modo
en que uno de estos mondémeros se
orienta para adquirir la forma final
depende de la compleja interaccion
entre las fuerzas de atraccién y fuer-
zas de repulsién que operan entre los
distintos bloques de construccién a
lo largo de la cadena.

Yo tenia en mente un método mas
radical: se trataba de ganar control
sobre la forma del producto final
mediante la eliminacién del sistema
habitual de plegamiento. Para ello
se requerian bloques de construccion
rigidos, que se unieran a través de
pares de enlaces: se obtendrian asi
macromoléculas rigidas en escalera.
Esa idea se habia ensayado con an-
terioridad. En 1987, Fraser Stoddart,
entonces en la Universidad de Shef-
field, introdujo el concepto de “lego
molecular”: la formacién de cintas y
collares moleculares a partir de blo-
ques de construccion.

Me agregué al grupo de Gregory
Verdine, de la Universidad de Har-
vard, con el propdsito de aprender
quimica orgdnica sintética. Tras dedi-
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DIFERENCIAS ENTRE BIS-PEPTIDOS Y PROTEINAS NATURALES
PROTEINAS NATURALES

A partir de un repertorio de 20 aminoacidos que se enlazan entre si, los organismos
fabrican cadenas flexibles: se denominan péptidos cuando constan de pocos aminoaci-
dos y proteinas cuando son de mayor tamafio. Los amino&cidos se unen mediante en-
laces amida entre los grupos amina y acido carboxilico. La forma final de la proteina
depende del complejo juego de interacciones que tienen lugar entre los aminoacidos

a lo largo de la cadena. Esta complejidad hace que resulte extremadamente dificil
predecir qué forma adoptara una secuencia de aminoacidos determinada.

Aminoécidos
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@ —

PROTEINA

22 2
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Acido
carboxilico

Enlace
amida

Amina

BIS-PEPTIDOS SINTETICOS

Los quimicos han sintetizado una biblioteca de bloques de construccion, los bis-
aminoacidos, que cuentan con dos pares de aminas y acidos carboxilicos. Cuando
se unen entre si, estos monémeros forman una cadena rigida, o bis-péptido, que
posee una forma predecible, predeterminada por la secuencia de bis-aminodcidos.
Por tanto, se pueden disefar y construir nanoestructuras simplemente mediante la
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*é:ﬁ
e

éﬂxw

g

combinacién de bis-amino&cidos en un orden especifico.

BIS-PEPTIDOS

gﬁb
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car dos afios a la sintesis de aminoa-
cidos y a la busqueda de un camino
para mi ambicioso proyecto, encontré
un articulo sobre la dicetopiperazina:
un anillo de seis 4&tomos que contiene
dos grupos amida. Los enlaces amida
mantienen unidos los aminoacidos
que constituyen una cadena protei-
ca, igual que una fila de personas
tomadas de la mano. En una diceto-
piperazina, dos aminodcidos se unen
como dos personas frente a frente y
con las manos enlazadas, cerrando
un anillo con los brazos.

Los quimicos han desarrollado nu-
merosas reacciones para la formacion
de enlaces amida entre aminoéacidos.
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La estructura de la dicetopiperazina
es sobradamente conocida, pues ésta
constituye uno de los subproductos
indeseados que interfieren en la sin-
tesis de proteinas. Utilizaria la for-
macién de la dicetopiperazina para
unir mis bloques de construccién.
El resto de la idea cuajé enseguida.
De acuerdo con la imagen anterior,
los dos “brazos” de un aminoacido
corresponden a una amina y un dcido
carboxilico (a diferencia de los brazos
de las personas, sin embargo, estos
grupos quimicos apenas sobresalen
del cuerpo). Un enlace amida vendria
a ser, pues, una mano izquierda que
sujeta una mano derecha. Un bloque

de construccién, o mondémero, equi-
valdria a un grupo de dos personas
atadas fuertemente (por ejemplo, es-
palda con espalda), cada una con los
brazos enfrente de ella. Para conectar
un mondmero con el siguiente, una
de las dos “personas” del primer mo-
némero sostendria ambas manos de
una de las dos personas del segundo
mondémero: se formaria asi el anillo
de dicetopiperazina.

En términos quimicos, cada mo-
némero constaria de una molécula
rigida compuesta, en su mayor par-
te, por atomos de carbono. En ella
se alojarfan dos aminoécidos, cuyas
aminas y dcidos carboxilicos habrian
de situarse de suerte tal, que pudie-
ran enlazarse con otros mondémeros.
Dos monémeros se unirfan median-
te un aminoacido de cada uno, que
reaccionarian para formar un anillo
de dicetopiperazina. Denominamos a
estos mondmeros “bis-aminoécidos”,
ya que cada uno contiene dos ami-
noicidos. Y dado que las cadenas
de aminodcidos se llaman péptidos,
una cadena de bis-aminoacidos seria
un “bis-péptido”.

Bis-aminoacidos y bis-péptidos
Con los “planes” de una serie de
bloques de construccién en la mano,
puse en marcha un nuevo laboratorio
en la Universidad de Pittsburgh. Allj,
mis colaboradores y yo desarrollaria-
mos la quimica sintética necesaria
para hacer realidad nuestro suefio.
En dos afios, Christopher Levins,
uno de mis primeros doctorandos,
habia sintetizado los primeros bis-
aminodcidos. Empez6 con la hidroxi-
prolina, un componente (disponible
comercialmente) del coldgeno, la pro-
teina que fortalece el cartilago, los
ligamentos y tendones. (Otro grupo
habfa utilizado con anterioridad esa
molécula para la obtencién de estruc-
turas semejantes a nuestros disefios
monomeéricos.)

Mediante una ruta sintética de
nueve etapas, Levins transformé
la hidroxiprolina en cuatro tipos
de bloques de construccién: pro4
(254S), pro4(2S4R), pro4(2R4S) y
pro4(2R4R). Los llamamos “pro4”
ya que todos guardan semejanza con
el aminoacido prolina y cuentan con
un aminodcido adicional sobre el
carbono 4. Las etiquetas “S” y “R”
indican la orientacién de los grupos
unidos al carbono 2 y al carbono 4.
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Amina
enmascarada

carboxilico

En la practica, los bis-aminodcidos se sintetizan con grupos protectores,

0 enmascaradores, para evitar la formacion indiscriminada de enlaces entre ellos.
Mediante una serie de etapas (no ilustradas aqui), se unen dos mondémeros

(por ejemplo “pro4” y “hin”): se induce la formacion entre ellos de un anillo de
dicetopiperazina (verde). La rigidez de éste y los otros anillos resta flexibilidad

a la estructura y asegura la predictibilidad de la forma resultante.

pro4

Enlace amida

Acido —

hin
)

L Enmascarador liberado

©@— Oxigeno eliminado

Enmascaradores
3 eliminados

© Carbono

@ Oxigeno

@ Nitrégeno

© Hidrégeno

& Enmascarador

Los cuatro productos se mantienen
estables (en forma de polvo seco)
tras meses de almacenamiento a tem-
peratura ambiente.

Sintetizamos esos bloques de
construccién monoméricos con gru-
pos protectores unidos a las aminas
(para evitar la formacién de enlaces
amida hasta el momento deseado) y
con uno de los acidos carboxilicos
en forma de éster (una versién mo-
dificada, menos reactiva). Para sin-
tetizar un bis-péptido, ensamblamos
los bloques de construccién en la
secuencia de interés mediante enlaces
sencillos; los unimos luego mediante
un segundo enlace para aumentar la
rigidez. A través de esas dos fases,
Levins obtuvo las primeras estructu-
ras sencillas hechas de monémeros
de pro4.

Se acomete la primera fase con
la técnica de sintesis en fase sélida.
Para ello se utilizan bolitas de resina
polimérica que incorporan un grupo
amina. El 4cido carboxilico del pri-
mer bloque de construccién forma un
enlace amida con una de las aminas;
de ese modo, el bloque de construc-
cién queda fijado sobre la bolita de
resina. Trabajar con un exceso de blo-
ques de construccién asegura que
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todas las aminas de la resina po-
sean un bloque de construccién
unido a ella. Un lavado rdpido con
un disolvente arrastra los productos
secundarios y los bloques de cons-
truccién sobrantes. A continuacion,
se elimina, mediante un lavado con
una base, el grupo protector de una de
las dos aminas del nuevo bloque de
construccion afiadido (las dos aminas
poseen grupos protectores distintos,
de manera que se produce la remo-
cién de sélo uno de ellos). Se afiade
un segundo bloque de construccidn,
que se une al primero mediante su
acido carboxilico y la amina libre. Se
elimina, entonces, la proteccién de
una de sus aminas, se aflade un tercer
mondmero, y asi sucesivamente.

Este proceso de construccién avan-
za con lentitud. La adicién de un
mondémero tarda alrededor de una
hora, pues debe esperarse a que casi
todas las aminas libres incorporen su
bloque de construccién. Para nuestra
fortuna, el trabajo se automatiza con
robots empleados para la sintesis de
péptidos; construyen en paralelo y
sin dificultad un nimero notable de
secuencias.

Cuando se termina una cadena, se
elimina, mediante un acido fuerte, la

bolita de resina polimérica; se quita
luego el grupo protector de la segunda
amina de cada bloque de construc-
cioén. Se acomete entonces la segunda
fase de la sintesis bis-peptidica: me-
diante la adicién de una disolucién
bésica se logra que la amina libre de
cada bloque ataque al éster del bloque
precedente para formar un segundo
enlace amida. Con dos enlaces amida
conectando cada par de bloques de
construccién adyacentes, la molécu-
la gana rigidez y adopta una forma
predecible y bien definida.

Pronto descubrimos que los bis-
péptidos eran solubles en agua y
otros disolventes orgdnicos polares
(disolventes que se mezclan con el
agua). La hidrosolubilidad de los bis-
péptidos facilita su estudio; asimis-
mo, sugiere que podriamos utilizarlos
para el desarrollo de nuevos medica-
mentos, pues éstos deben disolverse
y dispersarse a través del torrente
sanguineo.

Programacion de formas

Los bis-aminoacidos que componen
nuestros bis-péptidos se unen de
modo similar a como lo hacen las
piezas del lego. En concreto, guardan
semejanza con los ladrillos cuyo re-
lieve superior se adapta a los huecos
de su cara inferior. Mediante el apila-
miento de varios ladrillos del mismo
tipo se obtiene una superficie curva;
la forma depende de qué aminoacido
se escoja. A partir de sélo dos tipos
de ladrillos se construyen 2V formas
distintas (N corresponde al nimero de
ladrillos en la pila). Un bis-péptido de
10 bloques de longitud, hecho a partir
de nuestros cuatro bis-aminodcidos
tipo pro4, podria adoptar cualquiera
de un millén (419) de formas. Cuanto
mas amplio sea el abanico de bloques
de construccién, mayor serd nuestra
capacidad de controlar la forma final
de la macromolécula. El desafio se
centra, pues, en el disefio y sintesis
de secuencias “bis-aminoacidicas”
utiles.

La clave para el disefio de bis-
péptidos con formas determinadas
reside en el conocimiento de la forma
que nuestros bis-aminodcidos adop-
tan cuando se unen entre si. Esta
informacién —que vendria a ser el
tamafio de cada ladrillo y la curva-
tura de sus relieves— constituiria
la base para nuestro “lenguaje de
programacién de la materia”. Una
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