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| ntroduccion

La fisica ha dominado una gran parte de la ciencia del siglo XX hasta la
irrupcion, en las ultimas décadas, de la bioquimica y en particular de la biologia
molecular. Si analizamos la historia veremos que practicamente toda la fisica
moderna se desarrolld en la primera mitad del siglo. Pero la fisica y la bioquimica
han crecido mucho mas unidas de lo que uno podria pensar en un principio.
Numerosos fisicos ilustres se han interesado por los problemas biologicos e
incluso han tenido relevantes aportaciones a la ciencia. Quizas uno de los mas
relevantes fue Francis Crick que, junto con James Watson propusieron el modelo de
la estructura del ADN en 1953.

Sin embargo, la presencia de fisicos involucrados en el estudio de problemas
biolégicos no es habitual y, posiblemente, el nexo histérico de unién entre fisicos y
bidlogos han sido las técnicas experimentales desarrolladas por los primeros para
uso de los segundos. Por ejemplo, el descubrimiento de la radioactividad por parte
de Marie y Pierre Curie dio lugar muchos afios mas tarde, hacia 1946, a la
descripcion de muchas rutas metabodlicas mediante el uso de isétopos radioactivos
en las reacciones bioquimicas. Hoy en dia el uso de isétopos radioactivos en un
laboratorio de biologia molecular es una realidad cotidiana. Todos los
descubrimientos fisicos relacionados con los modelos atomicos simples; particulas
elementales como el electrén; las teorias de dualidad onda-corpusculo etc... de
principios del siglo XX, posibilitaron la invencién del microscopio electrénico en la
década de los 30 y el desarrollo de la cristalografia de rayos X. Y no debemos
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olvidar el desarrollo de la resonancia magnética nuclear, otra técnica desarrollada
por fisicos y de gran importancia, no so6lo en investigacion sino también en
biomedicina. Y ya mas recientemente, el desarrollo tecnolégico de sistemas de
posicionamiento mecanico con precision  sub-nanométrica  (materiales
piezoeléctricos) dio lugar a la invencion de los microscopios de proximidad: el
microscopio de efecto tanel, el microscopio de fuerzas y el microscopio Optico de
campo cercano. Sin duda, el crecimiento espectacular del conocimiento bioquimico
durante las Ultimas cuatro décadas se debe directamente al desarrollo de
poderosas técnicas de investigacion.

FISICA BIOQUIMICA Y BIO.MOL.

1900 Planck Cuantos de energia

Drude Modelo de conductividad eléctrica
1905 Einstein Efecto fotoel éctrico

Teoria de larelatividad especial

1911 Onnes Descubrimiento de la superconductividad

Rutherford Modelo del d&tomo de Rutherford
1912 Bohr Modelo del &tomo de Bohr
1914 Franck

Hertz Estados estacionarios del atomo de Bohr
1915 Einstein Teoriade larelatividad general
1916 Sommerfeld  Generalizacion del &omo de Bohr
1918 Bohr Principio de correspondencia
1921 Landé Explicacion efecto Zeeman anémalo
1922 Stern

Gerlach Cantizacion espacial del atomo de Bohr
1922 Cataan Multipletes

Sommerfeld  Introduce un nuevo ndimero cuantico
1923 Compton Aspectos corpusculares de laluz
1924 deBroglie Dualidad onda-corptsculo
1924 Estadistica de Bose-Einstein
1924 Kramers Teoria cuantica de la dispersion
1925 Pauli Principio de exclusién
1925 Heisenberg Mecénica cuéntica, principio de incertidumbre
1926 Schrédinger  Mecénica cuéntica ondulatoria
1926 Fermi Estadistica de Fermi
1927 Davisson

Germer Difraccion de electrones
1928 Dirac Ecuacion relativista del electron
1930- Lawrence Aceleradores de particulas

Fisicade altas energias. Fisica nuclear

1931 Ruska, Knoll  Microscopio electronico
1938 Hahn,

Strassmann Fisicadel Uranio
1945 Bomba atémica




Introduccién

17

1945
1947

1948

1950

1953
1955
1956
1958
1959
1960
1965

1966
1967

1968
1970-
1977
1980
1982
1986
1985
1996

1997
2000

FISICA
Sanger
Bardeen
Shockley
Brattain
Gamow
Feymann
Hershey
Chase
Watson, Crick
Sanger, Tuppy
Landau
Kornberg
Ochoa
Perutz
Ochoa, Nirenberg
Khorana
Gell-mann Quarksy Modelo Estandar
Penziasy Wilson Rad. de fondo del universo

El transistor
Teoriade Big Bang
Electrodinamica cuantica

Teorias liquidos cuanticos

Arber,
Nathans, Smith

Berg y Lobban
Sanger

Klug
Binnigy Rohrer Mic. de efecto tlnel

Binnig,
Gerber y Quate  Mic. de fuerzas atdmicas

Mullis
Celera genomics

Sanger Center
MIT

BIOQUIMICA Y BIO.MOL.
Técnicas de secuenciacion de proteinas

Demostraron que €l ADN es el material genético
Modelo tedrico de la estructura del ADN
Secuenciade lainsulina

Mecanismos de sintesis de acidos nucleicos
Mecanismos de sintesis de acidos nucleicos
Difraccion de Rayos X de una proteina

El cédigo genético

Aislamiento de laenzima ADN ligasa

Descubrimiento de los enzimas de restriccion
Tecnicas de ADN recombinante

13Molecula de ADN recombinante

Técnicas de secuenciacién de acidos nucleicos
Corte selectivo del ADN mediante mét. quimicos
Estructura de la cromatina

Regulacién génica en eucariotas

Estructura cristalogréfica del complejo ADN-prot.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Genomade lalevadura

Clonacion de animales (la oveja Dally)

Secuenciacion del genoma humano

Vision personal de los avances mas espectaculares del siglo XX en fisica y en bioquimica. En negrita
aparecen los cientificos mas relevantes. Como se puede observar la fisica domina la primera mitad del siglo
mientras que la biologia molecular o hace en la segunda mitad.

En mi opinién, la fisica puede aportar mucho a la comprensién de los
sistemas mas complejos que existen en la naturaleza: los sistemas biologicos.
Esta es la motivacion principal que me impulsé a la hora de aceptar el reto que me
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propuso mi director de tesis hace ya mas de cuatro afios. Este reto consistia en
investigar en el campo de la biofisica utilizando el microscopio de fuerzas. Pero,
¢qué es “hacer biofisica” La respuesta es, ciertamente, complicada. Quizas,
considerar a la biofisica como la disciplina que estudia los sistemas biol6gicos
desde un punto de vista fisico sea una definicion acertada. Y esto nos lleva a la
siguiente pregunta: ¢coOmo podemos estudiar sistemas biologicos con el
microscopio de fuerzas? Esta es, precisamente, la cuestion sobre la que gira esta
tesis. Por eso no es mi intencion responderla en este momento y lo que hago es
animarles e invitarles a que lean y disfruten de este trabajo que intenta resumir la
labor investigadora desarrollada durante los més de cuatro afios de estancia en el
Laboratorio de Nuevas Microscopias en la Universidad Autonoma de Madrid.

El Laboratorio de Nuevas Microscopias es sin duda un referente mundial en
técnicas de campo cercano, principalmente en microscopia de efecto tunel (STM) y
en microscopia de fuerzas atbmicas (AFM). Acercar la biologia molecular y la fisica
en un laboratorio en el que practicamente no se tenia ninguna experiencia en
material biolégico no ha sido una tarea sencilla. En la actualidad el Laboratorio de
Nuevas Microscopias dispone de la instrumentacién basica de un laboratorio de
biologia molecular que permite manipular ADN. Aparatos que permiten preparar
disoluciones de todo tipo al pH apropiado; realizar cortes con enzimas de
restriccion o hacer una electroforesis; visualizar el resultado en un transiluminador
o tomar una fotografia del resultado del gel.

Esta tesis esta dividida en 4 capitulos y 2 anexos. El primer capitulo esta
dedicado a las técnicas de medida del microscopio de fuerzas orientadas a la
visualizacién de moléculas bioldgicas. Los otros tres capitulos se refieren a tres
aspectos que intentan abarcar el amplio espectro de aplicaciones de la
microscopia de fuerzas a sistemas bioldgicos. El primero de ellos es un concepto
fisico y trata sobre el estudio de las propiedades eléctricas de la molécula bioldgica
por excelencia: el ADN (capitulo 2). EI segundo aspecto usa una capacidad
esencial del AFM como es la visualizacion de superficies. En este caso aplicado a
un polimero de una proteina llamada tau que forma unos filamentos de estructura
caracteristica que son responsables en parte de la demencia senil de Alzheimer
(capitulo 3). El tercer tema abordado en esta tesis es puramente bioquimico y se
refiere a las interacciones entre biomoléculas. En concreto entre proteinas y entre
ADN y proteinas (capitulo 4). Los tres temas estan ordenados de forma que vamos
de un problema mas fisico hacia un problema mas bioquimico. El primero de los




Introduccién 19

anexos que incluyo intenta proporcionar unas nociones béasicas de biologia
molecular, especialmente orientadas a aquellos lectores no familiarizados con los
términos y la nomenclatura bioquimica basica y muy Gtiles para comprender esta
tesis en su totalidad. Hacia la parte final de ese anexo incluyo parte de los trabajos
realizados con pinzas 6pticas en diferentes estancias en el laboratorio del Prof.
Carlos Bustamante en la Universidad de California en Berkeley. El otro anexo
muestra una manera alternativa a la hora de calibrar el microscopio de fuerzas que
consiste en usar moléculas de ADN de tamafio conocido. La tesis finaliza con las
correspondientes secciones de conclusiones, publicaciones, bibliografia y
agradecimientos.

Aplicaciones de la microscopia de fuerzas a estudio de sistemas de
molécul as biol dgicas individuales

+ Bioquimico

—

Microscopio de Fuerzas Atomicas

Esguema que muestra la estructura de la presente tesis doctoral.







1. Métodos no invasivos para medidas

en material bioldgico

1.1. Introduccion.

Por material biolégico nos referimos a las moléculas o conjuntos de
moléculas que desempefan algun papel dentro del ser vivo. Es, ciertamente, un
concepto muy amplio y vago que no se caracteriza por una uniformidad en
tamafos. Material bioldgico es una molécula de ADN que tiene un diametro tipico
de 2 nm, pero también lo es una célula completa de varias decenas de micras.

Desde el punto de vista de las propiedades mecanicas, la caracteristica
comun de los materiales biolégicos es que son blandos. Sin embargo, tampoco
hay uniformidad en los modulos de Young de diferentes tipos de células ni entre
los diferentes componentes que forman una célula. Asi, por ejemplo, mientras el
modulo de Young de una célula blanda de musculo es de 50-70 Pa (Maksym et al.
2000) el de un fibroblasto es de 2.2 kPa (wu et al. 1998). Ya dentro de la célula,
mientras los filamentos de actina o los microtibulos tienen un médulo de Young de
1 GPa (Alberts et al. 1994; Janmey. 1995) polimeros como el ADN tiene un médulo de
Young de 0.340 GPa (Gromiha et al. 1996). A pesar de la gran dispersion en los
valores del modulo de Young del material biolégico, éstos son siempre, al menos
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dos érdenes de magnitud menores que las constantes elasticas de otros solidos.
Por ejemplo el médulo de elasticidad de un cristal de silicio es 166 GPa (Launay.
1956) y el del cristal de hierro vale 234 GPa (Rayne & Chandrasekhar. 1961; Ashcroft &
Mermin. 1976). Por tanto si algo tienen en comun proteinas, membranas, acidos
nucleicos, lipidos, etc... es que son materiales blandos. Sin embargo, no es ésta la
caracteristica que hace unico al material bioldgico sino el caracter de vida que hay
intrinseco en él, es decir la posibilidad de llevar a cabo un proceso quimico o
biol6gico en medio acuoso.

Por tanto, si queremos estudiar materiales biolégicos debemos tener en
cuenta que tratamos con materiales blandos que preservan sus propiedades
fisicas y biolégicas en medio liquido. ElI Microscopio de Fuerzas Atomicas o AFM
(Atomic Force Microscopy) (Binnig et al. 1986) es la Unica técnica que permite la
caracterizacion topografica de moléculas biologicas individuales en su medio
fisiologico y con una resolucion del orden del nandmetro. No es por tanto gratuito
qgue durante los ultimos 10 afios se hayan creado grandes expectativas en torno al
AFM como una técnica con grandes posibilidades en biologia molecular.

Sin embargo, mientras el AFM es actualmente una técnica enormemente
extendida en diversas disciplinas, no ha tenido todavia la repercusién esperada en
el campo de la biofisica. En mi opinion, tres factores explican este hecho. Por una
parte, a fecha de hoy la técnica no es tan sencilla y estandar como lo es, por
ejemplo, la microscopia electrénica. Esto, sin duda, no facilita un acercamiento de
los bidlogos a la técnica pues en la mayoria de los casos se necesita un técnico
fisico que obtenga las medidas e interprete los resultados lo que, muchas veces,
no es tarea sencilla. Por otra parte, mientras los sistemas de operacién de la
microscopia de fuerzas en medio ambiente o en condiciones de vacio han
experimentado un fuerte desarrollo y caracterizacion no ha ocurrido lo mismo para
medidas en medio liquido, lugar donde tiene un nicho importante el AFM en
biologia. Esto es porque la operacién en liquido es, sin duda, mucho mas
complicada que en aire ambiente o en vacio. La tercera razon es que la
microscopia de fuerzas es una técnica Unica solamente si su operacion cumple los
tres requisitos antes mencionados: estudio de moléculas individuales, en su medio
fisiolégico y con una resolucion de ~nandmetro. La falta de alguna de estas tres
caracteristicas hace que el AFM ya no sea la mejor técnica a utilizar. Por ejemplo
si se quiere sacrificar la alta resolucion, la técnica a utilizar es la microscopia
Optica, con la que el estudio de procesos bioldgicos in vivo es posible (Howard et al.
1989). Si lo que se busca es la maxima resolucién posible, entonces la
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caracterizacién por resonancia magnética nuclear (NMR) o por rayos X son las
técnicas que consiguen la maxima resolucion (~A) (Kim et al. 1995). Por Gltimo si el
interés principal es el estudio de procesos biolégicos que dependen de la fuerza en
moléculas individuales, sin importar su caracterizacion topogréfica, la técnica de
las pinzas opticas es la mejor eleccion (Wuite et al. 2000).

El desarrollo de métodos de medida y operacion que garanticen la alta
resolucion y el estudio de moléculas individuales en medio fisiolégico es un
aspecto clave para potenciar el AFM en biologia. En este sentido esta escrito este
capitulo en el que me centro en las técnicas de medida de esta microscopia mas
apropiadas para el estudio de material bioldgico en aire ambiente y en medio
liquido.

El capitulo comienza con una breve introduccién a la microscopia de fuerzas.
A continuacion muestro los tres métodos de medida topografica utilizados en esta
tesis: el modo contacto o CM (Contact Mode), los modos dinamicos de modulacion
en amplitud o DAFM (Dynamic Atomic Force Microscopy) y el método de salto o JM
(Jumping Mode). Tras describir los métodos de medida, analizaré su aplicacion a
los dos ambientes empleados: aire y liquido. Veremos que mientras en aire
ambiente el método mas apropiado para visualizar material biol6gico es el DAFM,
en medio liquido el mejor método es el JM.

1.2. Fundamento de la microscopia de fuerzas

El microscopio de fuerzas pertenece a la familia de la microscopia de
proximidad o SPM (Scanning Probe Microscopy) en la que se encuentra el
microscopio de efecto tunel o STM (Scanning Tunneling Microscopy) (Binnig & Rohrer.
1982); el microscopio O6ptico de campo cercano 0 SNOM (Scanning Near-
field Optical Microscopy) (Pohl. 1990) y el microscopio de fuerzas o AFM
(Atomic Force Microscopy) (Binnig et al. 1986). Los microscopios de proximidad se
basan en la interaccion que existe entre una sonda muy afilada y una superficie. Al
igual que un ciego usa sus dedos para leer en lenguaje Braille, el AFM utiliza una
punta muy afilada de radio de curvatura tipico de 10 nm que pasa sobre una
superficie. El microscopio de fuerzas nos proporciona una imagen amplificada de
la topografia de la superficie. EI mecanismo por el cual el AFM adquiere una
imagen de la topografia es mantener constante la interaccion, entre la punta y la
superficie, a medida que la muestra se mueve en la direccibn Xe Y. Este




24 1. Métodos no invasivos para medidas en material biologico

movimiento de la muestra se realiza mediante un tubo piezoeléctrico, que ademas
del movimiento en XY permite también el movimiento en la direccion Z. La
interaccion se mantiene constante gracias a un sistema de realimentacion que
ajusta de manera precisa el valor Z del piezo, aplicando el voltaje apropiado. La
representacion de estos voltajes constituye la imagen topogréafica de la muestra. El
AFM es, por tanto, un microscopio de barrido.

Una de las partes esenciales del AFM es la sonda o punta que explora la
superficie, ya que ésta es el sensor de la interaccion. Normalmente, estas puntas
estan construidas en silicio o en nitruro de silicio mediante técnicas de
microfabricacién® y se encuentran al final de una palanca de magnitudes
micrométricas (micropalanca) de 100-200 um de longitud y 20-40 um de ancho. La
constante de fuerza (K) y la frecuencia de resonancia (ares) SON las caracteristicas
esenciales de las micropalancas y varian entre 0.015 N/m y 100 N/m y entre 5y
500 kHz respectivamente.

Figural.l. Esquema de Ilos
componentes basicos de la parte mecanica
Micropalanca del microscopio de fuerzas utilizado: la
micropalanca con el sistema de deteccion,
la muestra y € tubo piezoeléctrico para
realizar €l barrido en XYZ.

Fotodiodo

Tubo piezoeléctrico

La deteccion del movimiento de la micropalanca se realiza habitualmente
haciendo incidir un haz laser sobre el extremo de la misma. El haz reflejado se
hace incidir sobre un fotodiodo segmentado en 4 sectores. La sefial resultante de

! Desde el punto de vista técnico, el investigador necesita utilizar micropalancas de baja constante de fuerza
(para minimizar cualquier dafio sobre la muestra) y altas frecuencias de resonancia. Si tenemos en cuenta la
ecuacion de un oscilador arménico, ae=Y(K/m), la tinica manera de conseguirlo es usando masas pequefias
solamente accesibles usando técnicas de microfabricacion.
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la diferencia de intensidad entre los cuadrantes superiores e inferiores mide la
deflexion de la micropalanca y esta sefial es proporcional a la fuerza normal.
Analogamente, la diferencia de intensidad entre los cuadrantes laterales mide la
torsion de la micropalanca y es proporcional a la denominada fuerza lateral.

Los componentes esenciales de la mecanica de un microscopio de fuerzas
tipico son: la micropalanca, el sistema de deteccion de la deflexion de la misma, la
muestra y el tubo piezoeléctrico que realiza el barrido en XYZ. Un esquema donde
se muestra la disposicion de estos elementos se puede ver en la Fig.1.1.

Otra de las caracteristicas de un microscopio es la resolucion que alcanza. La
resolucién del microscopio de fuerzas depende de muchos factores: del medio
ambiente en el que se trabaje; de la técnica de medida topografica que se emplee
y de la muestra utilizada entre otros. Por estos motivos no es facil hablar de
nameros absolutos en lo que concierne a la resolucion del AFM. Sin embargo
algunos numeros que conviene tener siempre presentes son que en medio
ambiente y con técnicas de no contacto (éstas son generalmente las condiciones
empleadas en esta tesis) se alcanza resolucion sub-nanométrica en la direccién Z
y del orden del radio de la punta en la direccién X e Y2. En cuanto al barrido en XY
el tamafio tipico varia desde imagenes de pocas decenas de nm hasta de varias
decenas de micras.

Hoy en dia el microscopio de fuerzas es una herramienta comdn en una gran
variedad de laboratorios de investigacion y la técnica es perfectamente conocida
para la mayoria de la comunidad cientifica. Por esta razén, no es mi intencién
realizar una explicacion detallada y exhaustiva de las diferentes microscopias de
campo cercano ni en concreto del AFM. Para una explicacion mas detallada del
AFM véase (Luna. 1998; de Pablo. 2000; Gil. 2001); para el STM (Pascual. 1998; Custance.
2002) y para el SNOM véase (Pohl. 1990).

El microscopio de fuerzas utilizado en esta tesis esta construido integramente
en el Laboratorio de Nuevas Microscopias de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM).
Una version muy similar la comercializa Nanotec Electrénica S.L. La fotografia del
mismo se muestra en la Fig.1.2. En la misma figura aparece un corte longitudinal

2En e Cap. 3, en @ que se estudian las posibilidades de la caracterizacion estructural de biomoléculas con
AFM se desarrolla con més detalle el tema de laresolucion del AFM.
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de la cabeza del microscopio que muestra el camino éptico del laser. El sistema
empleado se caracteriza por un laser de longitud de onda, A : 635 nmy 3.5 mW de
potencia para detectar la deflexion de la micropalanca y por el sistema de
adquisicion de datos que se realiza de manera digital mediante un procesador
digital de sefial o DSP (Digital Signal Processor). EI AFM utilizado permite la
adquisicion de imagenes usando modos dinamicos y de contacto (ver
Seccion. 1.3) y la visualizacion 6ptica de la superficie simultaneamente. La
adquisicion, la representacion y tratamiento de las imagenes se realizd con el
programa wWsxM disponible en http:/iwww.nanotec.es.

Fotodiodo

Micropalanca )

Figura 1.2. Fotografia del microscopio de fuerzas empleado durante el desarrollo de esta tesis (izda.)
y corte longitudinal de la cabeza del microscopio (dcha.) en el que se pueden ver las partes mas importantes:
el laser, € camino del haz laser (rojo), la micropalancay el fotodiodo.

1.3. Técnicas de medida topograficaen AFM

El potencial V que describe la interaccion entre la punta de un AFM y la
superficie de la muestra que se quiere analizar puede tener distintos origenes y
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contribuciones. Dependiendo del sistema a estudiar una interaccién predomina
sobre las demas. De manera general las interacciones mas importantes en AFM
son: la interaccion repulsiva de corto alcance que origina las fuerzas de contacto,
en las que se incluye la fuerza normal a la superficie y las fuerzas laterales; la
interaccibn magnética y electrostatica que originan las fuerzas magnéticas y
electrostaticas de largo alcance y la interaccion de van der Waals (vdW) que da
origen a las fuerzas de alcance intermedio®. Si se trabaja en medio ambiente
debemos afadir la interaccion capilar que surge de la presencia de la pelicula de
agua adsorbida en la superficie. Esta pelicula origina las fuerzas de adhesién®.

VA
Figura 1.3. Curva cualitativa que

describe el potencial de interaccion
entre punta-muestra en un AFM en aire
ambiente. La presencia de un minimo
muy marcado permite definir una regién
de fuerzas negativas, atractiva o de no
: contacto y una regién de fuerzas
4, positivas, repulsiva o de contacto.

F>0 ° F<0

De manera general el potencial que gobierna la interaccién punta-muestra en
un microscopio de fuerzas viene descrito por la curva de la Fig.1.3. Ya que la
fuerza es F=-0V/or se puede definir una regién atractiva o de no contacto (F<0) y
otra repulsiva o de contacto (F>0). Los modos de medida en AFM se pueden
dividir en dos grupos: estaticos y dinamicos. Dentro de los modos estaticos el
modo de contacto es el mas usado. Este modo de medida trabaja en la region
repulsiva de la Fig.1.3. Los modos dindmicos pueden trabajar tanto en la region
repulsiva como en la atractiva. En los siguientes apartados describiré los modos de

% Las fuerzas intermoleculares de van der Waals son en general menos intensas que otras interacciones
atractivas de largo alcance como son la interaccion electrostética o la magnética. Para la microscopia de
fuerzas, la fuerzas de van der Waals entre una esfera (punta) y un plano (muestra) vale: FVdW(z)=—HR/622
siendo H laconstante de Hamaker, R el radio de la puntay z la distancia punta-muestra.

* Debemos afiadir en este contexto que las fuerzas de adhesién tienen principalmente dos origenes: uno
quimico segin la interaccién quimica de las superficies y otro proveniente del menisco liquido que se forma
en aire ambiente. En medio acuoso esta interaccion Ultima desaparece y las fuerzas de adhesion se reducen en
varios ordenes de magnitud.
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medida utilizados en esta tesis: el modo de contacto, el modo dinamico de
modulacion en amplitud y el modo de salto.

1.3.1. Modo clasico de contacto

El método de contacto fue el primer modo de medida utilizado (Binnig et al.
1986). Este modo de operacién trabaja en la zona repulsiva de la Fig.1.3 y funciona
manteniendo la deflexién de la micropalanca (la fuerza) constante®. Mientras la
deflexion de la micropalanca se mantiene constante el tubo piezoeléctrico realiza
el barrido en XY y el sistema ajusta la altura Z para mantener la deflexidon
constante. El voltaje aplicado en la direccion Z nos define la superficie a una
determinada fuerza de contacto. El parametro principal de este modo de medida
es, por tanto, la fuerza que se aplica sobre la superficie.

i) i)

Micropalanca

Z+AZ
A/ X e )
Muestra

Figura 1.4. Modo clasico de contacto. La deflexion de la micropalanca se
mantiene constante a lo largo de la imagen (i y ii). El voltaje que le llega al piezo Z se
adapta para mantener esta fuerza moviendo la muestra la distancia AZ.

1.3.1.1. Lasfuerzas laterales

Debemos detenernos en este apartado pues este tipo de fuerzas son de gran
importancia a la hora de medir muestras blandas siendo ademas consideradas
como las més destructivas.

Las fuerzas laterales se refieren normalmente a las relacionadas con la
torsion de la micropalanca. La constante de torsion de la micropalanca (Kyy) es, en
general, mucho mayor que la constante de fuerza normal (K=K) con lo que para
el mismo desplazamiento la fuerza lateral es siempre mayor que la normal. Este

5 Habituamente a la fuerza que proviene de la deflexion de la micropalanca en sentido vertical se le
denomina fuerza normal y es éstala sefial que utiliza el sistema parala realimentacion.
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tipo de fuerzas estan presentes en el modo de medida de contacto (Fig.1.5A) y
pueden arrastrar material e incluso llegar a cortarlo. En este caso la punta se
comporta como un cuchillo a escala nanométrica. Este tipo de fuerzas laterales se
derivan del barrido del piezo en la direccion X. Los modos dindmicos se
desarrollaron, en principio, para eliminar este tipo de fuerzas laterales. Sin
embargo estos modos de operacion no eliminan totalmente las fuerzas laterales ya
que siempre que se produzca contacto entre punta y muestra vamos a tener una
fuerza lateral que se deriva de la fuerza normal segun se muestra en la Fig.1.5 B.
Los angulos entre la micropalanca y la superficie a menudo no son despreciables 'y
se pueden tener fuerzas laterales de hasta el 10% de la fuerza normal, valores que
normalmente son destructivos.

. ~Y

Fycos(a)
Fs n(m
\\

FN
D, Micropalanca D) Ciii) .
AZ
— B. °
Y Y Y
A Muestra A’ AX

Figura 1.5. Fuerzas laterales derivadas del barrido en X (A) presentes en € modo clasico de contacto.
Fuerzas laterales derivadas de las fuerzas normales cuando se produce contacto entre punta y muestra si no
se desplaza la punta sobre la superficie (B) y cuando hay desplazamiento (C). El momento en el que se
produce el contacto (i) la micropalanca entra con un determinado &ngulo de incidencia (¢). El movimiento
del piezo Z continlia hasta que se alcanza una determinada deflexion (ii). Como consecuencia del movimiento
AZ se produce un desplazamiento AX de la punta sobre la muestra que actia como un cuchillo.

Por ultimo debemos notar otro tipo de fuerzas laterales que, aunque mucho
menores que las descritas en las partes A y B de la Fig.1.5., también estan
presentes cuando se tiene contacto entre punta y muestra. Estas fuerzas se
muestran en la parte C de la Fig.1.5. En primer lugar la micropalanca incide con un
angulo a. A medida que la base de la micropalanca se acerca a la superficie
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(evolucién del punto B) se produce un desplazamiento (AX) del punto A que induce
una fuerza de cizalla en este caso en la direccidon del eje de la micropalanca.

De la Fig.1.5 se deduce también que cuanto mayor sea la fuerza aplicada
mayores son las fuerzas laterales. En este sentido cualquier método de medida
que involucre contacto con la muestra va a tener fuerzas laterales y como
consecuencia si queremos minimizar las fuerzas laterales es necesario también
minimizar la fuerza normal.

1.3.2 Dynamic Atomic Force Microscopy (DAFM)

Los modos dinamicos se empezaron a desarrollar en 1987 (Martin et al. 1987;
Thundat et al. 1993), como un intento de minimizar el dafio que se producia en las
muestras debido a las fuerzas de friccion derivadas del barrido. El método consiste
en hacer oscilar la micropalanca con una determinada amplitud (tipicamente entre
10 y 100 nm) cerca de su frecuencia de resonancia libre y mantener constantes
segun se hace el barrido en XY la amplitud de la oscilacion o la diferencia de fase
entre la sefial excitadora y la deflexién de la micropalanca®. Ya que la amplitud de
la oscilacion de la micropalanca depende fuertemente, y en primera aproximacion
de manera lineal, de la distancia punta-muestra en las proximidades de la
superficie, mantener una amplitud constante significa mantener una distancia
punta-muestra constante. Estas distancias son tipicamente de pocos nhanémetros.
A pesar de que en las primeras etapas del desarrollo de esta técnica algunos
investigadores mostraban evidencias de que la oscilacion de la punta tenia lugar
en ausencia de contacto con la muestra (Anselmetti et al. 1994), se generalizé la idea
de que la punta de la micropalanca tocaba intermitentemente la superficie por lo
gue a este método de medida se le llamé Tapping Mode (Zhong et al. 1993; Dreier et al.
1994; Hansma et al. 1994; Putman et al. 1994). Esto es posiblemente lo que ocurre en
medio liquido pero en medio ambiente o en ultra alto vacio se demostro,
posteriormente, que el contacto entre punta y muestra no ocurria siempre y que
era posible obtener una imagen en régimen de no contacto (Giessibl. 1995; Kitamura &
Iwatsuki. 1995; Sugawara et al. 1995; Veyana et al. 1995; Luna et al. 1998; de Pablo et al. 2000a;

® Algunos autores definen el modo dinamico de modulacién de amplitud a aquel en e que e paréametro de
realimentacion es la amplitud de oscilacion y modo dinamico de modulacion en frecuencia cuando €l
parametro de control es la frecuencia de resonancia o €l desfase entre sefial excitadora y respuesta de la
micropalanca. El primero es el més extendido y se usa habitualmente en medio ambiente mientras que €l
segundo es el modo utilizado en Ultra Alto Vacio (UHV).
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San Paulo & Garcia. 2000). Ya que, desde un punto de vista practico, la manera de
operar el microscopio es exactamente igual en modo contacto intermitente que en
modo de no contacto muchos autores siguen utilizando de manera erronea el
término Tapping para designar un modo de medida en el que no hay contacto entre
punta y muestra. Se ha demostrado que el que se produzca contacto o0 no,
depende de las condiciones experimentales (Luna et al. 1998; Nony et al. 1999; de Pablo
et al. 2000a; San Paulo & Garcia. 2000). Nuestros experimentos muestran que en medio
ambiente la mayor calidad y nitidez de imagenes se consigue cuando no se
produce contacto entre la punta y la muestra (Moreno-Herrero et al. 2000). Una
descripcion detallada de la teoria de los modos dinamicos del AFM se puede
encontrar en (Nony et al. 1999; Garcia & Pérez. 2002; San Paulo. 2002).

La Fig.1.6 nos muestra un esquema que describe el modo de funcionamiento
del modo dinamico de no contacto. La amplitud de la oscilacion es proporcional, en
primera aproximacion, a la distancia de la punta a la superficie. Si mantenemos
esta amplitud constante, mantendremos también constante la distancia punta-
superficie (d). Por tanto, si la punta encuentra un objeto de altura AZ, el sistema de
realimentacion se veré obligado a suministrar el voltaje correspondiente al piezo Z
para que éste se desplace esa misma cantidad.

i) i)
Z+ AZ

<, <

T Td

T Az

Figura 1.6. Esquema que muestra € funcionamiento del modo dinamico de no
contacto. La micropalanca se hace oscilar cerca de su frecuencia de resonancia libre. El
valor de la amplitud se utiliza como sefial de feedback. Como la amplitud depende
fuertemente de la distancia punta-muestra, el sistema se ve obligado a retraer €l piezo Z la
cantidad AZ (la altura del objeto) para mantener la distancia punta-muestra (d) constante.

El modo dindmico utilizado en esta tesis realiza la modulacién en amplitud.
Los parametros tipicos utilizados en aire ambiente se muestran en la Fig.1.7. Las
puntas utilizadas son de 0.75 N/m con frecuencias de resonancias tipicas de
77 kHz.
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Figura 1.7. Parametros tipicos de operacion en DAFM utilizando micropalancas de 0.75 N/m. La
figura de la parte superior nos muestra la frecuencia de resonancia de las micropalancas empleadas
(~77 kH2). En la parte inferior se muestran las curvas de amplitud, fuerza normal y fase frente a la distancia
punta-muestra.

La parte superior de la Fig.1.7 nos muestra la curva de resonancia y la
amplitud libre muy lejos de la superficie de la muestra que es tipicamente de
160 nm. Las micropalancas utilizadas son consideradas blandas si las
comparamos con las micropalancas empleadas habitualmente para los modos
dinAmicos que son de 40 N/m. Por esta razdn aparece una fuerte disminucién en
amplitud a medida que nos acercamos a la muestra hasta que la curva de amplitud
entra en un régimen en el que disminuye fuertemente con la distancia. En este
momento nos encontramos a una amplitud tipica de 40 nm (ver graficas de
amplitud en la parte inferior). El punto de control se sitia levemente por debajo de
este punto de inflexion en la amplitud (~10%). En las graficas de la parte inferior
podemos ver los parametros tipicos de operacion: amplitud, distancia punta-
muestra etc. Por otra parte es interesente la forma cualitativa de la curva de
amplitud frente a distancia. Se observa una discontinuidad que algunos autores
achacan al salto a la regién repulsiva (Nony et al. 1999; San Paulo & Garcia. 2000). Todas




1.3. Técnicas de medida topogr afica en AFM 33

nuestras medidas se han realizado por encima de esta discontinuidad (es decir
usando una amplitud de ~35nm y distancias punta-muestra tipicas de 5 nm)
Nuestra experiencia muestra que si se opera por debajo de la discontinuidad (de
30 nm hasta 0 nm) las imagenes aparecen con baja calidad y se producen dafios
irreversibles sobre las muestras sugiriendo que nos encontramos en un régimen
de contacto intermitente (ver también: San Paulo & Garcia. 2000). Este aspecto también
se demuestra en los datos de la fase (desfase entre sefal excitadora y respuesta
de la micropalanca). El hecho de que la fase disminuya con la distancia indica que
Nnos encontramos en un régimen atractivo o de no contacto mientras que como se
puede ver por debajo de la discontinuidad la fase aumenta lo que demuestra que
estamos en régimen de contacto intermitente (Nony et al. 1999). También se aprecia
un aumento del ruido por debajo de la discontinuidad. Es importante resaltar que a
pesar de que la amplitud disminuye, el valor de la fuerza normal es nulo hasta que
la punta salta al contacto y en donde l6égicamente la amplitud se anula. La
ausencia de fuerza normal medible es una prueba evidente de la sensibilidad de
los modos dinamicos.

1.3.3. Jumping Mode (JM)

Durante los ultimos afios se han desarrollado diversos métodos para estudiar
la interaccion punta-muestra y minimizar las fuerzas. Entre los principales
destacan Jumping Mode (JM) (de Pablo et al. 1998), Pulsed Force Mode (PFM) (Rosa-Zeise et
al. 1997) 0 Force Volume (FV) (Digital Instruments), todos ellos basados en la idea
introducida en 1994 por van der Werf et al. (van der Werf et al. 1994). El modo de
funcionamiento de estos métodos es muy similar. La imagen es dividida en un
namero discreto de puntos y se realiza una curva de fuerza frente a distancia en
cada uno de estos puntos. Los tres modos de medida citados se diferencian en la
manera de tratar los datos y en los métodos de adquisicion. Mientras JM y FV son
métodos de software implementados en una electronica digital, el PFM esta
implementado usando una unidad analégica que trabaja en paralelo con la
electronica. Otra diferencia importante es que, mientras JM y PFM almacenan solo
ciertos puntos importantes de la curva de fuerza frente a distancia, el FV almacena
toda la curva.

En cada punto de la imagen, JM realiza un ciclo que tiene dos partes, una
con feedback y otra sin él. Durante la primera parte del ciclo el feedback se
establece para obtener un determinado valor de fuerza normal, es decir, la
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distancia punta-muestra se ajusta de tal forma que la fuerza ejercida alcance un
determinado valor. Durante la segunda parte del ciclo el feedback se desconecta y
la punta se separa de la muestra. En el punto mas alejado de la superficie la punta
se mueve lateralmente hasta el punto contiguo de la imagen y entonces se vuelve
a aproximar a la superficie. A continuacion el feedback se vuelve a conectar y
comienza un nuevo ciclo. Durante todo el proceso, la posicion Z del piezo, la
fuerza y en principio cualquier otra magnitud puede ser medida. A partir de estos
datos en cada punto de la imagen, la posicidon Z a la que se obtiene el valor de
fuerza normal, prefijado por el usuario, y la adhesion (fuerza necesaria para
despegar la punta de la muestra) se calculan en tiempo real y se representan
como dos imagenes distintas.

En la Fig.1.8 se muestra una curva de fuerza frente a distancia obtenida en
medio ambiente con una micropalanca de constante de fuerza de 0.75 N/m. En (A)
la micropalanca se acerca a la superficie de la muestra, cuando llega al punto (B)
la punta siente una fuerza atractiva y se adhiere a la muestra debido a las fuerzas
capilares. En (C) se alcanza la maxima deflexion y el feedback es conectado
durante un tiempo. Finalmente se retrae el piezo Z alcanzdndose la méxima
adhesion en el punto D. En el punto mas alejado de la muestra (A) se produce el
desplazamiento lateral de la punta con respecto a la muestra.

Los parametros fundamentales para la operacion de JM son cuatro: el valor
de set point que selecciona la maxima fuerza normal; la separacién maxima entre la
punta y la muestra (Jump off), el tiempo en el que se mantiene el feedback a la
maxima fuerza y el tiempo de acercamiento o alejamiento para cada curva de
fuerza frente a distancia. Estos dos ultimos tiempos estan controlados por los
parametros Control Cycles (CC) y Jump Sample (JS). La velocidad a la que se
adquiere una imagen depende de estos dos ultimos valores de las frecuencias de
interrupcion del DSP. Los procesos de acercamiento y alejamiento se controlan a
una frecuencia de interrupcion de 40 kHz (f;s) y el proceso de feedback a
15 kHz (fce)’. El tiempo que se tarda en adquirir una imagen usando JM se puede
calcular usando la Ecu. 1-1.

" Las frecuencias de interrupcion dependen del DSP utilizado. Las aqui mencionadas son del DSP
(TMS320C32)
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Timage :(£+J—S+CJ- N (1-1)

fCC fJS

donde C es una constante que incluye el tiempo que se tarda en cambiar entre
frecuencias (aproximadamente 0.13 ms) y N es el nimero de puntos de la imagen
(normalmente 256x256).
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imagen siguiente.

Es importante notar que la fuerza total (Fi) (EC. 1-2) que se ejerce sobre la
muestra viene dada como suma de la fuerza aplicada (Fap) Yy que se fija por el
usuario y la fuerza de adhesién (F,y) que depende de las condiciones
experimentales y del tipo de muestra (Fig.1.8). En este contexto cualquier
procedimiento para minimizar las fuerzas de adhesion minimizara también las
fuerzas totales ejercidas sobre la muestra.
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l:tot = |Fad | + Fap (1'2)

Los parametros de JM estan intimamente relacionados. Normalmente valores
altos de Jump Off (como es el caso de las medidas en aire ambiente) supone el uso
de valores altos de Jump Sample y de Control Cycles y por tanto velocidades bajas
de barrido. En los siguientes apartados describiré la operaciéon de éste método en
aire ambiente y en medio liquido.

1.4. Métodos no invasivos para medidas en aire ambiente

Como ya hemos comentado nuestro objetivo es emplear técnicas de medida
gue no destruyan o modifiquen las muestras biolégicas. La curva tipica que
muestra el potencial de interaccion frente a la distancia (Fig.1.3) en aire ambiente
abre la posibilidad de medidas en régimen de no contacto al estar claramente
definidas las regiones atractivas y repulsivas. Por otra parte la presencia de
fuerzas laterales como las que se producen en el modo de contacto deben de ser
evitadas a toda costa. Por estos motivos de los tres métodos de medida
topogréafica expuestos en la seccion 1.3, decidimos centrarnos en los modos
disefiados para minimizar las fuerzas laterales: el DAFM y el JM.

A continuacion expondré los resultados obtenidos sobre muestras de ADN
adsorbido sobre mica al aplicar estos dos métodos de medida. Las muestras se
prepararon segun se detalla en la seccion 2.3.1. El experimento realizado es muy
sencillo y los resultados se ilustran en la Fig.1.9. En primer lugar obtenemos una
imagen en DAFM (A), a continuacion en la misma regién obtenemos otra en JM (B)
y finalmente volvemos a adquirir una imagen en modo dinamico para observar las
diferencias (parte C). La primera impresion es que mientras el DAFM permite
obtener imagenes nitidas y con buena resolucion las imagenes de JM presentan
inestabilidades y ruido.

En los apartados D-G se muestran detalles de las zonas mas importantes de
las Fig.1.9 Ay C en los que se pueden ver diversas alteraciones realizadas sobre
la muestra. Por ejemplo se pueden producir roturas en las moléculas de ADN
(detalles F y G) o movimiento de las mismas (D y E). También se aprecia el
desplazamiento de material desde puntos proximos (D y E) o desde otros puntos
de laimagen (Fy G).
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Figura 1.9. Comparativa de JM y DAFM en aire ambiente sobre moléculas de ADN adsorbidas sobre
mica. (A) es una imagen adquirida en DAFM, a continuacién se adquiere una imagen en JM (B) y
posteriormente se vuelve a tomar una imagen en DAFM (C). En (D-G) se muestran detalles de las imagenes
(A) y (C) donde se puede ver € efecto de las medidas en JM sobre muestras blandas en aire ambiente.

La constante de fuerza de las micropalancas fue escogida de manera que
fuesen lo mas blandas posibles pero que permitiesen la adquisicibn en modo
dinamico con el fin de comparar JM y DAFM. No nos fue posible operar en no
contacto con micropalancas de constante de fuerza menores de 0.5 N/m en aire
ambiente ya que las fuerzas capilares tienden a adsorber la punta, por esta razén
las micropalancas empleadas fueron de 0.75 N/m. Por otro lado, JM al aire
tampoco permite usar valores de constante de fuerza muy bajos porque en este
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caso el desplazamiento del piezo Z que hay que realizar para superar la adhesién

es demasiado grande.

DAFM JM
Constante de Fuerza (N/m) 0.75N/m 0.75N/m
Frecuencia de resonancia (kHz) 80 kHz No se aplica
Q 100 No se aplica
Amplitud (nm) 10 nm 100 nm
Contacto No S
Tiempo de contacto No se aplica 1.3ms
Fuer za aplicada (nN) No se aplica 5nN
Desplazamiento lateral fuerade Si Sj
contacto
Tiempo por punto (ms) 2ms 6 ms
Ciclospor punto 150 1
Tiempo de imagen 120 s >360 s
Dispositivo experimental adicional Si No

Tabla 1-I. Parametros experimentales de los modos DAFM y JM usados
para las medidas en aire ambiente.

En principio las dos técnicas utilizadas fueron disefiadas para minimizar las
fuerzas laterales presentes en el modo de contacto, sin embargo las imagenes de
la Fig.1.9 y los datos de la Tabla 1-1 presentan al JM como un modo de medida
claramente desfavorable frente al DAFM en muestras blandas en medio ambiente.
Para entender el caracter invasivo del JM debemos remitirnos a los diagramas de
la Fig.1.5 y a la Fig.1.10. Es importante recordar que en JM la punta se desplaza
perpendicularmente al plano medio de la superficie y paralelamente al mismo
siempre fuera del contacto. Lo que podemos ver es que dependiendo de la
posicion relativa entre la punta y la molécula se puede producir dafio irreversible.
En particular si la posicién relativa entre la punta y la muestra es la que aparece en
la Fig.1.10 C, entonces las fuerzas laterales derivadas de las fuerza normal (Fy,
ver Fig.1.5 B) produciran un desplazamiento de la molécula provocando una
deformacion irreversible (Fig.1.10 D).

En medio ambiente el pardmetro que determina el dafio sobre las muestras
es la presencia o no de contacto de la punta con la superficie. La existencia de
fuerzas capilares presentes en medio ambiente suponen fuerzas de adhesion del
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orden de decenas de nN (Fig.1.8). Son precisamente estas fuerzas capilares las
que impiden usar micropalancas mas blandas. Nuestros resultados con otras
moléculas biologicas en medio liquido muestran que fuerzas superiores a ~0.5 nN
provocan modificaciones irreversibles sobre las mismas. Valores de fuerza
menores que ~1nN son practicamente imposibles de conseguir al aire con
técnicas en las que exista contacto entre punta y muestra. Nuestros resultados
muestran que usando el modo DAFM con los parametros descritos en la Tabla 1-|
no se produce contacto entre la punta y la muestra, ya que en el caso de que éste
se produjera las fuerzas laterales derivadas de la fuerza normal, que
presumiblemente seria del orden de la fuerza de adhesién, (ver seccion 1.3.1)
deberian estar presentes y provocarian un dafo irreversible sobre las muestras.

Lineadela
molécula Eje delapunta

A A
Punta ‘
Molécula
jl
@ W 0 @ ' '

(d)
Figura 1.10. Efecto de la fuerza lateral sobre una molécula de ADN. Cuando €l
gje de la molécula y de la punta coinciden no se produce desplazamiento lateral (parte a
y b). Sn embargo cuando la punta toca de forma lateral la molécula una fuerza no
despreciable es capaz de producir un desplazamiento irreversible de la molécula (parte ¢

y d).

Las dimensiones laterales del ADN medidas con DAFM son del orden de
15 nm. El microscopio de fuerzas presenta el fenomeno de dilacion con la
superficie cuando el tamafio de los objetos a visualizar, como es el caso del ADN,
es menor que el radio de curvatura de la punta. A partir de argumentos
geométricos se puede estimar este radio a partir del didametro de la molécula
medida y del tamafio real de la misma (Bustamante et al. 1993; Margeat et al. 1998).
Estimaciones del radio de la punta coinciden con los valores nominales del
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fabricante (en torno a 20 nm). Una descripcion mas detallada sobre el fenomeno
de dilacion se da en el Cap. 3.

Aunque nuestros resultados presentan al JM en clara desventaja para
obtener imagenes al aire, no se debe subestimar el potencial de la técnica para
obtener mapas de adhesion local (de Pablo et al. 1999) 0 el estudio de la interaccién
punta-muestra en distintos materiales y a humedades relativas diferentes (Gil et al.
2001).

Por tanto para medidas sobre material biologico en medio ambiente el modo
de medida mas apropiado es el DAFM, ya que bajo las condiciones
experimentales descritas en la Tabla 1-l se obtienen imagenes reproducibles y sin
aparente dafio con una resolucion lateral del orden del radio de la punta. Es
necesario mencionar aqui que las imagenes presentadas en esta tesis obtenidas
en aire ambiente han sido adquiridas, salvo que se especifique lo contrario,
usando este modo de medida.

1.5. Métodos no invasivos para medidas en liguido

No existe en la actualidad otra técnica que presente las potenciales virtudes
que tiene el AFM para la caracterizacion de moléculas individuales con alta
resolucion en su medio fisiolégico. Por esta razdén es especialmente importante
desarrollar métodos que permitan conseguir los tres factores clave: moléculas
individuales, alta resolucion y medio nativo.

Las fuerzas presentes entre una punta y una superficie en medio liquido se
pueden explicar en términos de dos fuerzas: las fuerzas de van der Waals (vdW) y
la fuerza electrostatica de la doble capa de Debye o fuerza EDDL (Electrostatic
Debye Double-Layer Force) tal y como se propone en la teoria DLVO llamada asi por
Derjaguin y Landau (Derjaguin & Landau. 1941) y Verwey y Overbeek (Verwey & Overbeek.
1948).

La fuerza de vdW surge de la interaccion entre los dipolos inducidos en
atomos y moléculas. Ya que todos los materiales son polarizables este tipo de
fuerzas aparecen siempre entre cualquier tipo de atomo o superficie. La fuerza
entre dos atomos es relativamente débil y de corto alcance, con una disminucién
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proporcional a r  para separaciones pequefias y r ® para distancias mayores. El
calculo de esta fuerza en sistemas de muchos atomos es un problema complicado
ya que la fuerza entre atomos individuales no es aditiva y el tratamiento moderno
de las fuerzas vdW, conocida como la teoria de Lifshiftz es una combinacion de
electrodindmica cuantica y de datos espectroscéopicos. Afortunadamente, si
asumimos aditividad, lo que es una aproximacion razonable en muchos casos, se
pueden derivar algunas ecuaciones sencillas. Por ejemplo para una esfera de
radio Ry un plano separados una distancia r, la fuerza vdWw vale:

(1-3)

donde H es la constante de Hamaker que depende de las propiedades dieléctricas
de los materiales que interacttan y del medio entre ellos. Habitualmente las
fuerzas vdW son atractivas, aunque también pueden ser repulsivas. La constante
de Hamaker define el grado de intensidad de esta fuerza. Para hidrocarbonos en
agua es 0.2-1x10?° J, para metales en agua 0.8-5x10%° J y para metales al aire
30-40x10%° J (Butt et al. 1995). Tipicamente la constante de Hamaker es al menos un
orden de magnitud menor en medio liquido que en aire ambiente con lo cual las
fuerzas vdW en medio liquido son mucho menores que al aire.

La fuerza EDDL es la otra contribucion a la fuerza DLVO. Esta fuerza surge
de las cargas superficiales presentes en las intercaras. La carga superficial es
cancelada por los contra-iones disueltos que se ven atraidos hacia la superficie por
el campo eléctrico pero a su vez dispersados por la superficie para aumentar su
entropia. Los iones y la superficie cargada es lo que se denomina doble capa de
Debye o DDL (Debye Double-Layer). Cuando otra superficie se acerca, aparece una
interaccion electrostatica fruto de la superposicion de la DDL de ambas
superficies, que da origen a una fuerza de origen electrostatico conocida como
fuerza EDDL.

Para potenciales superficiales bajos (por debajo de 50 mV) la fuerza EDDL
entre una esfera y un plano tiene un comportamiento exponencial con la distancia.
Por ejemplo la fuerza EDDL entre una esfera (punta) y un plano (muestra) vale:

AROO 2/t (1-4)
m&o

FepoL =
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donde Res el radio de la esfera (punta), osy ot son las densidades superficiales de
la superficie y de la punta, & la permitivididad del vacio y ¢y la constante dieléctrica
del medio. Esta disminucion exponencial se caracteriza por la distancia de Debye
Ap la cual depende la temperatura, del medio y de la valencia i6nica g y la
concentracion, ¢, del electrolito i componente del liquido (Israelachvili. 1991). Ya que
habitualmente los experimentos se realizan a temperatura constante y el medio es
agua la dependencia principal de Ap viene dada por g; y por ¢;:

nm (1-5)

donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, e la unidad de
carga, & es la permitividad del vacio y &, la constante dieléctrica del medio,
normalmente agua (valor macroscopico ¢, = 81). Notar la fuerte dependencia de la
longitud de Debye con la valencia de los iones.

Ya que en medio liquido tendremos las dos tipos de fuerzas, vdW (atractivas)
y EDDL (repulsivas), es posible controlar la repulsion entre las superficies a partir
de la concentracion de iones presentes en la solucion (concentracion de sales y de
protones (pH)). Algunos autores calculan que estas fuerzas de interaccion en
liquido van desde pocos nN hasta pocos pN dependiendo de las tampones
empleados (Miiller et al. 1999). La mayoria de los experimentos presentados en la
tesis realizados en medio acuoso utilizaron un tampén PBS (Phosfate Buffered
Saline) (0.1 M NaCl, pH 7.4).

En resumen, la situacion en medio liquido es radicalmente distinta a la que se
presenta en medio ambiente. La interaccién capilar, muy importante en aire
ambiente, desaparece y la interaccion de van der Waals se atenua. Las fuerzas
EDDL pueden ser minimizadas jugando con la concentracion de iones y el pH. De
manera general la forma que tiene la curva que nos describe las interacciones en
medio liquido se muestra en la Fig 1.11. Si la comparamos con la mostrada en la
Fig.1.3, la principal diferencia que salta a la vista es la practica ausencia del
minimo local que define las regiones de contacto y de no contacto. En efecto, la
posibilidad de trabajar en no contacto en medio liquido no esta clara y todavia se
encuentra en discusion.
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VA
Figura1.11. Curva general que
describe el potencial de interaccion entre
r punta-muestra en un AFM en medio
\_, > liquido. Las areas de interaccion repulsiva
y atractiva no estan tan claramente
marcadas como ocurre en aire ambiente.
F:f; F<0

Desde el punto de vista técnico, en medio liquido la operacién del
microscopio es siempre mas complicada que en aire ambiente. Se necesita
disefiar un recipiente (celda liquida) en el que se encuentre la muestra y el liquido
en el que se sumerge. Este liquido en general posee un pH y una concentracion de
sales determinada en el cual las biomoléculas son funcionales y que se denomina
tampon. El uso de distintos tampones supone un mantenimiento de la celda liquida
y una limpieza cuidadosa para no contaminar el experimento actual con otro
pasado. Por este motivo las muestras deben prepararse siempre en el momento
de hacer el experimento y se desechan una vez terminado el mismo. Los
experimentos no exceden en general mas de unas horas con lo cual el crecimiento
de microorganismos que pudiesen contaminar de manera permanente la celda
liquida es muy improbable. La presencia de un medio liquido supone el disefio de
otras partes del microscopio que no deben entrar en contacto con el mismo, como
es el caso de la pieza en la que se apoya la micropalanca y de procedimientos
diferentes, como por ejemplo la manera de fijar la micropalanca con el soporte.
Habitualmente para medidas en aire la micropalanca se pega con un adhesivo
conductor. Sin embargo, en medio liquido cualquier tipo de contaminacion debe
ser evitada, y por esta razon se emplean adhesivos insolubles en agua, como son
la parafina o la grasa de vacio. Este es s6lo un ejemplo que ilustra que el cambio
de medio conlleva importantes reformas instrumentales y de procedimiento.

El empleo del modo de contacto y del JM en medio liquido no presenta
ninguna modificacién adicional en la mecanica del microscopio ya que no se
requiere ninguna modificacion sobre la micropalanca y los métodos estan
implementados por software. No ocurre o mismo con los modos dinamicos en los
gue se debe hacer oscilar la micropalanca a su frecuencia de resonancia mediante
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un piezo laminar. La necesidad de aislar este piezo del medio liquido supone un
disefio mas complejo de la pieza sobre la que se coloca la micropalanca.

1.5.1. DAFM en medio liquido

La aplicacion de los métodos dinamicos en medio liquido produjo resultados
espectaculares incrementando la resolucion respecto a los modos clasicos de
contacto (zhong et al. 1993; Bustamante et al. 1994; Hansma et al. 1994; Putman et al. 1994;
Bustamante et al. 1997). Un estudio de los métodos no-invasivos en medio liquido
tiene, por tanto, una parada obligada en los modos dinamicos. Para poder utilizar
el método dinamico descrito en la seccién 1.3.2 tenemos que hacer oscilar la
micropalanca a su frecuencia de resonancia. En la Fig.1.12 se muestran diversos
meétodos empleados en esta tesis para hacer oscilar la micropalanca.

A Piecito Z B

e

Tampoén

A _ < Micropalanca .
* (P
Celda l i Muestra Piecito 7 Muestra
C ezo X
liquida
C Micropalanca D Micropalanca

conductora magneética

ﬂ Bobina : \Muestra
E

Figura 1.12. Esguemas que muestran la estructura de la celda liquida empleada y diferentes métodos
de hacer oscilar la micropalanca en medio liquido y empleados en esta tesis.(A) para oscilar la micropalanca
se coloca un pequefio piezo en la parte trasera de la celda liquida. (B) €l piezo se coloca debajo de la
muestra con lo que e movimiento de la muestra induce e movimiento de la micropalanca. (C) DAFM
electrostatico y (D) DAFM magnético. En estos dos Ultimos casos la micropalanca se hace oscilar mediante
un campo eléctrico o mediante un campo magnético.
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En primer lugar (Fig.1.12 A) se puede hacer oscilar todo el soporte en el que
se encuentra la micropalanca meditante un pequefio piezo Z. Este es el método
que utiliza el sistema comercial de Digital Instruments. El principal problema de este
método es la excitacion de numerosas resonancias de los distintos elementos
presentes en la celda liquida debido a la propagacion del sonido a través del medio
liquido. En la Fig.1.13 se muestra un espectro de frecuencias obtenido usando
este método de excitacion de la micropalanca.

1404 * 21.3kHz

120

100+ Figura 1.13. Espectro de resonancia
801 de una micropalanca de 0.75 N/m en medio

60
40+
201

liquido al hacerla oscilar mediante el
método descrito enla Fig.1.12 A.

Amplitud (mV)

o+
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Frecuencia (kHz)

Uno de los problemas de colocar el piezo Z sobre todo el bloque de la celda
liquida era la gran masa que debia mover. Por esta razon decidimos colocar el
piezo de excitaciéon justo debajo de la muestra (Fig.1.12 B). Nétese que en este
método de excitacion el piezo Z no esta en contacto fisico con la micropalanca. Sin
embargo, al hacer oscilar la muestra que se encuentra a pocas micras de distancia
de la micropalanca, ésta también oscila. El movimiento de la masa de aire
presente entre la muestra y la micropalanca es lo que la hace oscilar. Las curvas
de resonancia libre, y los parametros de operacion de este método al aire son
comparables a las obtenidas mediante métodos tradicionales (comparese la
Fig.1.14 con la 1.7). Curiosamente la inestabilidad presente en la amplitud se
encuentra mucho mas cercana del contacto en este experimento si se compara
con los resultados de la figura 1.7. Las imagenes de grafito pirolitico obtenidas con
este método en aire ambiente poseen una calidad y resolucién comparable a las
obtenidas con el método tradicional de excitacion de la micropalanca mediante un
pequefio piezo situado en contacto con la micropalanca (ver Fig.1.15 A).
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Figura 1.14. Parametros de operacion de DAFM al aire cuando se hace oscilar la micropalanca
mediante el método descrito en la figura 1.12 B.

Para emplear este método, que en aire presentaba buenos resultados, en
medio liquido tuvimos que aislar el piezo Z que estaria inmerso en el tampoén. El
espectro de resonancias que se obtuvo fue muy similar al expuesto en la Fig.1.13
a pesar de que el volumen de agua empleado era de tan solo 200 ul. Una imagen
de grafito obtenida en agua se muestra en la Fig.1.15 B.

Figura 1.15. Imagen de HOPG obtenida mediante el método de la figura 1.12 B en aire ambiente (A) y
en agua (B).

La presencia de numerosas resonancias dificulta la operacion de los métodos
de excitacion acusticos en medio liquido. Por un lado no es sencillo encontrar la
resonancia de la micropalanca y por otro la presencia de resonancias cercanas
puede provocar saltos en la distancia Z en la imagen debido a que el sistema
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puede cambiar de pico de resonancia y seguir otra resonancia que no es la de la
micropalanca.

Un tercer método empleado fue excitar la micropalanca mediante un campo
eléctrico (Fig.1.12 C). Para ello realizabamos un contacto en la micropalanca de
silicio® y un segundo electrodo se colocaba debajo de la muestra. De esta manera
se puede aplicar un campo alterno y excitar la micropalanca a su frecuencia de
resonancia. Si se aplica un voltaje U entre la punta y la muestra de la forma:

U = Asin(ot) (1-6)
se crea un campo eléctrico que da lugar a una energia de interaccién V:

V(d) = %C(d)u 2 1-7)

Ya que la fuerza es F=-0V/od, entonces vemos que la fuerza seguird una
frecuencia que vale 2w

_ ac(d)

F= A’ cos(2m t) + Cte (1-8)

Esto es importante ya que para excitar a la frecuencia de resonancia de la
micropalanca (ares) debemos aplicar una sefial al piezo Z de frecuencia wres/2.

Figura 1.16. Imagen de la superficie de
’ vidrio obtenida mediante € método de
excitacion electrostatico ilustrado en la
Fig.1.12 C, en aire ambiente

8 El silicio empleado en las micropalancas utilizadas es conductor con resistividades tipicas de 0.01-
0.025 Q.cm
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También es posible obtener imagenes en aire ambiente utilizando este
método de excitacion (Fig.1.16). Sin embargo al introducirlo en medio liquido la
oscilacion de la palanca se atenua tanto que no es posible modular en amplitud.

El cuarto método utilizado se basa en excitar la micropalanca mediante un
campo magnético, M-DAFM (Han et al. 1996) (Fig.1.12 D). Este es el método
empleado por la casa comercial Molecular Imaging. Para excitar la micropalanca,
que debe estar recubierta de un material magnético, se coloca una pequefia
bobina (L=4.7 mH, 50 mA, 20.5 Q) debajo de la celda liquida, a través de la cual
que se hace pasar una corriente. El campo magnético que produce una bobina de
dimensiones (I : longitud; a: radio) a una distancia z, del borde de la bobina es
axial y lineal con la corriente y vale (Reitz et al. 1986):

B(w) =C(l,a,2)u N I (@)k (1-9)

siendo N el numero de espiras de la bobina, C (I,a,z0) una constante que depende
de las dimensiones de la bobina y k un vector unitario en la direccion axial de la
bobina. Este campo magnético alterno excita la micropalanca. Sin embargo el
método no es tan sencillo pues en un circuito RL la corriente alterna que circula
depende de la frecuencia, debido al caracter resistivo de la bobina a altas
frecuencias. La corriente que pasa por un circuito RL vale:

V(o)

“Rqu + L2w2 '

siendo V(w) la sefal de voltaje alterno que se aplica en los bornes del circuito, Ry
la resistencia ohmica equivalente y L la induccion de la bobina. Como el campo
magneético es proporcional a la corriente, una manera de aumentar el campo es
minimizar la impedancia total del circuito introduciendo un condensador en serie
con la bobina. Para el circuito RCL, la corriente vale:

| (@) = (1-10)

| () = (1-11)

donde la impedancia se puede reducir a Re Si ajustamos C=1/Le*. Podemos
realizar un sencillo calculo para obtener el orden de magnitud de los
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condensadores que debemos emplear. Para L=4.7 mH y en aire ambiente
(f~75 kHz, «o=2#f) debemos emplear condensadores de ~1 nF. Si queremos
emplear el método magnético en medio liquido (f~25kHz) deberemos usar
condensadores de ~10 nF alrededor de un orden de magnitud mayores que en
aire. La realidad experimental es que los valores de los condensadores empleados
siempre fueron un orden de magnitud menores que los calculados, posiblemente
debido a otros elementos resistivos y capacitivos presentes en el circuito.

La principal ventaja del método magnético tanto en medio ambiente como en
medio liquido es que solo se excita la resonancia de la micropalanca eliminando
asi cualquier tipo de resonancia secundaria proveniente de otras partes del
microscopio. Una de las desventajas es que las micropalancas deben ser
evaporadas con un material magnético, por ejemplo cobalto. El uso de este
método en aire ambiente no presenta ninguna dificultad y pueden ser empleados
los pardmetros expuestos en la Fig.1.7.

La Fig.1.17 muestra los pardmetros tipicos de operacién en medio liquido.
Las micropalancas usadas fueron de 0.75 N/m sobre las que se evaporé 300 nm
de cobalto. Si se compara esta figura con la correspondiente de DAFM en aire
(Fig.1.7) se observan importantes diferencias. En primer lugar la frecuencia de
oscilacion es mucho menor, aproximadamente un factor 3, en torno a 25 kHz. Esto
se debe a un fuerte aumento de la masa efectiva de la micropalanca en medio
liquido (tipicamente un factor 10) ya que ésta debe mover la masa del liquido que
la rodea. Como se puede ver la operacion a bajas frecuencias permite registrar
valores de fuerza normal en distintos puntos de la oscilacion. Sin embargo, no
debemos tener en cuenta los valores absolutos de amplitud pico a pico de esta
curva ya que el DSP no es lo suficientemente rapido para registrar la oscilacion
completa y los valores de amplitud de la deflexién estan infravalorados. Lo que si
es correcto es la forma general de la curva de fuerza normal. En concreto se
observa que en cuanto la amplitud disminuye el valor medio de la fuerza normal
aumenta sugiriendo la posibilidad de contacto intermitente entre punta y muestra®.
Mas aun, los datos de la fase muestran que ésta aumenta en cuanto la amplitud
disminuye lo que indica que no hay posibilidad de operar con estos parametros en
régimen de no contacto (Nony et al. 1999). Notar, también, que la amplitud de la

® Recuérdese que en aire ambiente la amplitud de la oscilacion decrecia sin aparente variacion de la fuerza
normal.
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fuerza normal se hace cero justo cuando la amplitud se anula. Es, por cierto,
interesante que la parte final de la curva de amplitud se atenta de manera gradual
sin que haya ninguna inestabilidad como ocurre en aire con el salto al contacto
(Fig.1.7 y 1.8). Por otra parte, dada la dureza de las micropalancas empleadas las
fuerzas ejercidas estan en el orden de los nN, valores destructivos para material
blando (Persson. 1987). Otro aspecto importante es la ausencia de la inestabilidad
gue aparecia en aire ambiente. En aire ambiente esta inestabilidad es debida al
cambio de la zona atractiva a la repulsiva. En medio liquido esto no ocurre lo que
sugiere que el cambio entre ambas regiones se produce de manera gradual.
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Figura1.17. Parametros de operacion en M-DAFM utilizando micropalancas de 0.75N/m y
evaporadas con 300 nm de Cobalto. La figura de la parte superior nos muestra las curvas de amplitud y fase
muy lgjos de la muestra y la de la parte inferior las curvas de amplitud y fuerza normal frente a distancia en
las proximidades de la superficie.

El método magnético de oscilacion en liquidos decidimos emplearlo en
muestras de ADN adsorbido sobre mica. ldealmente las muestras bioldgicas
deben estar adheridas al substrato de manera firme para evitar que el barrido las
mueva pero, por otro lado, esta interaccion no debe ser tan fuerte que modifique su
estructura fisiolégica. Por estos motivos la preparacion de las muestras en medio
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liquido no es una tarea sencilla. Las muestras aqui presentadas se prepararon
siguiendo el protocolo descrito en la seccion 2.3.2.

o2
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Figura 1.18. Imagen de ADN adsorbido sobre mica en tamp6n PBS'y obtenida usando M-DAFM. En
la parte de la derecha se ha representado un perfil de una de las moléculas. Se obtiene una altura tipica de
las moléculas de menos de 1 nm.

La Fig.1.18 muestra una imagen de moléculas de ADN adsorbidas sobre
mica tomada con DAFM magnético. La altura media de las moléculas de ADN es
menor que 1 nm lo que coincide con otros trabajos (Bustamante et al. 1992; Hansma et
al. 1992; Lyubchenko et al. 1993; Shaiu et al. 1993; Hansma et al. 1996; Thomson et al. 1996;
Lyubchenko et al. 1997; Maeda et al. 1999; Ye et al. 2000) pero esta muy por debajo de la
altura nominal del ADN que es 2 nm. El valor medido con DAFM en medio liquido
es similar al que se obtiene en aire ambiente usando la misma técnica. Diversas
causas se apuntan para explicar la baja altura medida en aire ambiente con DAFM
como son la deformacion inducida por la punta (Bustamante et al. 1992; Lyubchenko et al.
1993; Yang & Shao. 1993); la deshidratacion de la molécula (Bustamante et al. 1997) 0 la
presencia de restos de sal provenientes de la preparacion (Shaiu et al. 1993; Vesenka
et al. 1993). En medio liquido estas dos ultimas posibilidades deben ser
descartadas. Posiblemente, si se produce contacto entre la punta y la muestra la
baja altura se deba a la deformacién de la molécula por la punta.

1.5.2. IM en medio liguido

A partir de los experimentos realizados con DAFM en medio liquido se
deduce que la posibilidad de operacidon en no contacto es complicada y que
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habitualmente hay contacto entre punta y muestra. Ya que se produce contacto,
debemos buscar métodos en los que éste sea lo mas controlado y delicado
posible. En este caso, la amplitud de la oscilacion ya no es un buen parametro a
controlar sino la méxima fuerza que se ejerce sobre la muestra. En este escenario
el JM se presenta como el método ideal a priori.
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Figura 1.19. Esquema que
muestra las diferentes partes de
un ciclo de JM en medio liquido.
La curva de fuerza frente a
distancia se caracteriza por la
ausencia de salto al contacto y de
20 25 30 35 adhesion. La curva se tomd con
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En la Fig.1.19 se muestra una curva de fuerza frente a distancia donde se
observan las caracteristicas esenciales de la operacion en liquidos, que son dos:

1.- Ausencia de adhesién. En medio liquido no tenemos fuerzas capilares con
lo cual la adhesion se minimiza. Esto no significa que nunca tengamos fuerzas de
adhesion en liquidos, sino que si existen tienen otro origen: principalmente quimico
o bioquimico. La ausencia de fuerzas de adhesion es esencial para la operaciéon de
JM en liquidos ya que no son necesarios amplios recorridos en la direccién Z
(altura del salto) para despegar la punta de la muestra. Esto permite reducir el
parametro de salto (Jump Off) y en consecuencia su parametro de muestreo
( Jump-Sample) lo que supone un recorte considerable en el tiempo de adquisicion.
Es posible operar JM en liquido con un salto de tan s6lo 10 nm. Recordemos que
este valor es similar a la amplitud de oscilacion del DAFM. En este sentido JM en
liquido y DAFM son muy similares, diferenciandose esencialmente en la frecuencia
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de oscilacion de la micropalanca, que en JM ( f;,) la determinan otros factores. De
la Ec. 1.1 se deduce facilmente que f;, se puede calcular segun:

(1-12)

Parametros tipicos empleados en medio liquido son 8-20 para CCy 20-100
para JS con lo cual la frecuencia de oscilacién de la palanca esta alrededor de
0.8-0.2 kHz. Ya que JM realiza una curva de fuerza frente a distancia en cada
punto, este valor marca el tiempo de adquisicion de una imagen.

Tampoco tenemos la tipica inestabilidad de salto al contacto que aparece en
aire ambiente. La entrada al contacto se produce de manera gradual. Segun el
modelo de Hertz (Hertz & Reine. 1882), el radio de contacto (a;) es:

8 =3—= (1-13)

donde F, es la fuerza normal, R el radio de la punta y E el médulo de Young
efectivo que vale JE" =(1-v2a)/Emesra + 0= Vima)/Epma  €ON Epunta, Emuesiras ¥
Vountas Vinuestra [0S modulos elasticos y los coeficientes de Poison de la punta y de la
muestra. Por otra parte la pendiente (m) de la curva de fuerza frente a distancia
(Fig.1.19) esta relacionada con la dureza del sistema punta-muestra. Esta
pendiente depende de la constante de fuerza de la micropalanca (K) y de la dureza
('s) del contacto punta-muestra de la forma:

1 1 1
E—:-FE (1'14)

La dureza del contacto entre punta y muestra viene dada por la relacion
s=E" -a, segln el modelo de Hertz. Por tanto el comportamiento de la pendiente
de la curva de fuerza frente a distancia medida en liquido indica que, mientras en
aire ambiente el radio de contacto varia de manera subita de cero a un valor no
nulo, en liquido el radio de contacto varia de forma gradual y suave.

En esta region las fuerzas provenientes de la capa doble de Debye, es decir
la interaccién electrostatica de los iones en el medio liquido pueden jugar un papel
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importante. Por esta razén es interesante realizar curvas de fuerza frente a
distancia jugando con los parametros de fuerza iénica (concentracion de iones y
pH) para minimizar esta interaccion.

2.- Fuerzas de decenas de pN. La ausencia de fuerzas de adhesion permite
usar micropalancas de muy baja constante de fuerza (hasta 20 pN/nm) con lo que
se pueden adquirir imagenes aplicando una fuerza de tan solo 0.1 nN. Diversos
estudios dan este valor de fuerza como el limite para evitar deformaciones en la
superficie de las proteinas (Muller et al. 1995; Muller et al. 1997). NGtese que las fuerzas
en liquidos son alrededor de 2 6rdenes de magnitud menores que en aire ambiente
(comparar las graficas de las Fig.1.8 y 1.19).

1.5.2.1. Experimentos sobre ADN

En la Fig.1.20 se muestra una imagen de ADN adsorbido sobre mica en
medio liquido tomada con JM aplicando una fuerza maxima de ~150 pN. La calidad
es comparable a la de imagenes tomadas en DAFM en aire ambiente. Sin
embargo hay una diferencia esencial y es que mientras las medidas sobre ADN
usando DAFM dan una altura para el ADN de menos de 1 nm (Fig.1.18) la altura
medida con JM (1.8+0.3 nm) esta, dentro del error experimental, de acuerdo con la
altura nominal de la molécula. Ademas, experimentos realizados usando JM con
micropalancas de constante de fuerza intermedia (0.1 N/m) y aplicando una fuerza
de ~300 pN permiten medir una altura comprendida entre los dos valores
apuntados anteriormente (1.4+0.3 nm) (Moreno-Herrero et al. 2002b). EStos resultados
sugieren que la altura medida en el ADN depende de la fuerza que se le aplica, es
decir que la principal causa de la baja altura que presenta el ADN en medio liquido
es debida a la compresion por la punta. Esto también significa que las fuerzas
involucradas en DAFM en liquidos con micropalancas de 0.75-0.5 N/m son
considerablemente mayores que las producidas con JM y como consecuencia
comprimen mas la molécula.

Si asumimos que la ley de Hooke es aplicable para calcular la deformacion
del ADN en medio liquido:

Ah

- (1-15)

m| o
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con Ah la deformacion, h la altura de la molécula (2 nm), E el modulo de Young del
ADN (0.34x10° N/m?) y P la presién ejercida por la punta sobre la molécula. Para
una fuerza maxima aplicada de 300 pN y asumiendo un &rea de contacto de 4 nm?
la deformacion es ~0.4 nm. Si la fuerza la reducimos a la mitad (150 pN) entonces
la deformacion también lo hara. Si tenemos en cuenta la deformacién calculada
segun la ecuacion anterior, los valores que se obtienen para la altura de la
molécula coinciden bastante bien con los obtenidos en JM.

La Fig.1.21 nos muestra un esquema que simula la deformacién ejercida por
la punta sobre la molécula de ADN en medio liquido (Moreno-Herrero et al. 2002a).

B 2 B

Altura (Angstoms)

S

Figura 1.20. Imagen de ADN adsorbido sobre mica tomada en tampén PBSy usando JM. En la parte
de la derecha se ha representado un perfil de una de las moléculas. Se obtiene una altura tipica de las
moléculas de 1.8+0.3 nm, valor que esta de acuerdo con la altura nominal del ADN.

Figural.2l. Esguema
gue muestra e modelo de
compresion del ADN por medio
de la punta de un AFM. La
punta y la molécula de ADN
. estan representadas a escala.

Contacto
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La anchura a media altura de las moléculas de ADN medida en liquido esta
en torno a 10 nm, valor considerablemente menor que el medido con DAFM en
aire ambiente. Sin embargo la nitidez que se obtiene con DAFM al aire no se
alcanza en medio liquido cuando visualizamos moléculas biologicas. La
interaccion molécula-substrato es mucho mas deébil en medio liquido que en aire
ambiente, de hecho posiblemente las interacciones molécula-substrato y punta-
molécula son en muchos casos muy similares. Por esta razon no es posible ejercer
altas fuerzas sobre las moléculas ya que sino se despegan de la superficie. Por
otra parte nuestra experiencia nos muestra que es necesario ejercer cierta fuerza
sobre la muestra para conseguir la maxima nitidez. Este aspecto es debido a que
debemos penetrar la DDL para poder acercarnos a las moléculas. En
consecuencia, debemos buscar la concentracién ionica apropiada y alcanzar un
compromiso entre el valor maximo de fuerza normal y la nitidez de las imagenes.

Figura 1.22. Imagenes de ADN sobre mica usando JM (A), CM (B) y JM (C) obtenidas de manera
consecutiva sobre una misma zona. Mientras que las imagenes de JM presentan reproducibilidad y buena
calidad. Lasimagenes de contacto presentan baja calidad y distorsion.

Parece claro que un parametro clave para las medidas en liquido es la fuerza
normal. EI método clasico de contacto también permite obtener una imagen para
un valor de fuerza normal constante. Para comparar el JM con el CM realizamos
un experimento similar al mostrado en la Fig.1.9 pero en medio acuoso. Primero
obtenemos una imagen en JM, a continuacion cambiamos al método de contacto y
finalmente volvemos a adquirir una imagen en JM. Este experimento se muestra
en la Fig.1.22.

Como se puede observar la imagen en modo contacto presenta baja calidad
y distorsiéon en las moléculas. Sin embargo, contrariamente a lo que cabria pensar,
durante el barrido en contacto practicamente no se ha modificado la superficie, tal




1.5. Métodos no invasivos para medidas en liquido 57

y como muestra la imagen posterior obtenida en JM (Fig.1.22 C). La fuerza
ejercida en el modo contacto fue de 100 pN, la misma que la empleada en JM. La
baja calidad que muestra la imagen de contacto es debida al movimiento de las
moléculas mientras se realiza el barrido pero se concluye que las fuerzas
empleadas no son suficientes para despegar las moléculas de la superficie.

1.5.2.2. Experimentos sobre el bacteriofago ¢29

Para extender el modo de operacion JM a otras moléculas mayores iniciamos
una colaboracion con el grupo de la Dra. Margarita Salas de Centro de Biologia
Molecular de la UAM, grupo de reconocido prestigio internacional por sus
investigaciones sobre el bacteriofago ¢29 (Bernad et al. 1989; Serrano et al. 1990).

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias. Como todos los virus, los
bacteri6fagos son metabdlicamente inertes en su estado extracelular y se
reproducen usando el metabolismo de la célula huésped, que en el caso del ¢29
es la bacteria Bacillus subtilis. EI mecanismo por el cual estos virus infectan
bacterias consiste en introducir su genoma en la célula huésped de manera que
éste utiliza la maquinaria celular para llevar a cabo el ciclo vital del fago. El
resultado es la completa destruccion de la célula con la lisis de la misma y la
liberacion de cientos de virus que pueden infectar nuevas bacterias. El
bacteriofago ¢29 estd formado por tres partes principales: una cabeza con forma
de icosaedro prolato y con filamentos, en la que se encuentra el material genético
altamente condensado; un cuello o conector con 12 apéndices, lugar por el que
sale el ADN del virus para infectar a la bacteria y una cola que sirve para anclarse
sobre la bacteria que va a ser infectada (Anderson et al. 1966; Carrascosa et al. 1981).
Esta estructura es claramente visible en imagenes de microscopia electronica
como la que se muestra en la Fig.1.23.

A partir de estas imagenes de microscopia electrénica se ha podido
determinar que el bacteriofago ¢29 posee una cabeza en forma de icosaedro
prolato de 41.5x31.5 nm (largo x alto) y un complejo cuello-cola de 15x41 nm
(ancho x largo) (Carrascosa et al. 1982). Los primeros trabajos con microscopia de
campo cercano sobre este organismo se remontan a 1985 con el STM (Baro et al.
1985). Sin embargo debido a la pobre conductividad del material biolégico el
microscopio de fuerzas ha ido ganando terreno al microscopio de efecto tlnel.
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Figura 1.23. Imagen de
microscopia €lectronica que
muestra numer 0sos
bacteriéfagos ¢29 (imagen
sacada de (Vifiuela & Salas. )).
Las tres partes caracteristicas
del virus: cabeza, conector y
cola son claramente visibles.

La Fig.1.24 muestra los resultados obtenidos con DAFM en aire ambiente.
Los resultados de microscopia de fuerzas son comparables a las imagenes de
microscopia electrénica (Fig 1.23). Las tres partes del virus se distinguen
perfectamente. No se distingue, sin embargo, las estructuras filamentosas de la
cabeza, posiblemente debido al proceso de secado. En aire ambiente los virus
tienen unas dimensiones de 30 nm x 65 nm x 115 nm (altura x ancho x largo) y
presentan un hundimiento de la cabeza en su parte central que achacamos a la
deshidratacion y a las fuerzas de atraccion hacia la superficie que distorsionan la
molécula. Sin embargo, es importante notar que la altura de estas moléculas
medida en aire ambiente se encuentra muy cercana a su altura nominal, hecho
gue no ocurria con el ADN. Esto posiblemente se debe a que el genoma del virus
se encuentra compactado a altas presiones en el interior de la cabeza a
densidades proximas a las del ADN cristalizado (Smith et al. 2001), lo que hace que
no se distorsione la capsida.

Otro aspecto interesante observado es que, al igual que en las preparaciones
de microscopia electrénica (Carrascosa et al. 1982), algunos virus se encuentran
vacios. Esto se aprecia claramente porque las alturas de estas moléculas medidas
con AFM en aire ambiente son mucho menores que las del resto (~20 nm) y
porque la capsida se encuentra hundida y deformada en la parte central. También
hemos observado que los virus expulsan su material genético con el tiempo al
estar adsorbidos sobre una superficie, lo cual dificulta poder obtener imagenes de
microscopia de fuerzas de los virus en su medio fisiol6gico.




1.5. Métodos no invasivos para medidas en liquido 59

4o Cabeza Apendm%D
. 257 A ¥ Cola
E 20
= 151 ¥
S 101
< 5

0

0 25 50 75 100 125
nm

Figura 1.24. Imagenes de microscopia de fuerzas del bacteriéfago ¢29 obtenidas mediante DAFM en
aire ambiente. La imagen de la izquierda (A) muestra un campo amplio de 4 umx 4 umen el que se observan
numerosas moléculas. En (B) se muestra una representacion tridimensional de un detalle de alta resolucién
de tres de €ellas. En (Cy D) una molécula individual es analizada en detalle mostrando las tres partes
caracteristicas del virus. cabeza, apéndices del conector y cola.

Los bacteri6fagos también han sido visualizados usando JM en medio
fisiolégico (Fig 1.25). Como ya se comento antes, hemos observado que los virus
pierden el material genético con el tiempo al estar adsorbidos. Este hecho supone
gue sea dificil encontrar moléculas de virus completos. Ademas, la baja adhesién
al substrato que presentan en medio liquido hace que sea, en general, una
molécula mucho mas dificil de visualizar que el ADN. El caracter longitudinal de la
molécula de ADN implica una gran superficie de contacto. Los virus poseen una
estructura mas esférica con poca superficie de contacto con lo que la adherencia
al substrato es menor.

Las dimensiones de los bacteri6fagos medidas usando JM en medio liquido
son 32 nm x 65 nm x 115 nm (altura x ancho x largo). En general las moléculas
aparecen menos comprimidas contra el substrato. La depresion observada en aire
ambiente no aparece cuando se mide en medio liquido y la forma icosaédrica es
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mucho mas marcada. Las alturas medidas coinciden con la altura nominal del
virus. Estos resultados indican que el JM reproduce la estructura nativa que la
molécula presenta en medio liquido.
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Figura 1.25. Imagen de microscopia de fuerzas del bacteriéfago ¢29 obtenida en JM en tampdn PBS.
La estructura icosaédrica de la cabeza se observa claramente en e perfil mostrado en B. La altura de la
molécula es mayor que la obtenida en aire ambiente con DAFM.

1.6. MM versus DAFM en liquido

Hasta la fecha para la mayoria de las medidas sobre muestras biologicas
realizadas en medio liquido se ha usado DAFM, bien mecanico o bien magnético.
Sin embargo, el DAFM en medio liquido presenta algunos inconveniente técnicos
ausentes en JM. Hemos visto que lo conveniente es excitar la micropalanca
magnéticamente. Este hecho supone la evaporacion de un material magnético
sobre las puntas, aspecto que en numerosas ocasiones no es sencillo. No
solamente la evaporacion puede ser un problema sino también evitar que el
material magnético se desprenda de la micropalanca al introducirla en el tampon.
Este aspecto es de gran relevancia ya que la pérdida de material magnético
implica una disminucion en la amplitud de oscilacién y el consiguiente cambio en la
distancia punta-muestra. Estos fenOmenos aparecen en las imagenes como
inestabilidades o saltos bruscos en las alturas. Otro inconveniente técnico de usar
DAFM en liguidos es la complicacion en el disefio de la celda liquida en la que hay
que incorporar un pequefio solenoide para excitar la micropalanca, ademas de los
circuitos externos que hay que emplear para producir el campo magnético.
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DAFM IM
Constante de Fuerza (N/m) 0.75N/m 0.02 N/m
Frecuencia deresonancia (kHz) 25 kHz No se aplica
Q 10 No se aplica
Amplitud (nm) 10 nm 10 nm
Contacto Probablemente si Si
Tiempo de contacto No esta claro 0.5ms
Fuer za aplicada (nN) No estaclaro 0.1nN
Desplazamiento lateral fuera de No esta claro S
contacto
Tiempo por punto (ms) 2ms 3ms
Ciclospor punto 50 1
Tiempo deimagen 120s 180s
Dispositivo experimental adicional S No

Tabla 1-11. Parametros experimentales de los modos DAFM y JM usados para
las medidas en aire ambiente.

En la Tabla 1-11 se muestran los parametros tipicos de operacion de ambos
métodos en medio acuoso (Moreno-Herrero et al. 2002c). De manera general vemos
gue las condiciones de operacion de ambos métodos se aproximan cuando se
usan en medio liquido con la diferencia esencial de que DAFM controla en
amplitud y JM en fuerza normal. Ventajas del DAFM al aire como son la velocidad
de barrido (~3 min por imagen), el numero de ciclos por punto o las altas
frecuencias de resonancia dejan de ser tales en medio liquido. JM en liquido
adquiere una imagen en poco mas de 3 minutos y el nimero de ciclos y la
frecuencia de resonancia de la micropalanca en DAFM en liquido se reduce en un
factor 3.

El principal problema del DAFM en medio liquido es que la operacion en
régimen atractivo o de no contacto no esta clara con lo que la magnitud ideal a
controlar ya no es la amplitud o el desfase sino la fuerza normal, siendo este
parametro el de control en JM. Por otra parte la fuerte interaccion hidrodinamica de
la palanca con el medio que la rodea produce una fuerte atenuacion de la amplitud
de oscilacién y en consecuencia un bajo factor de calidad (Q). Con el objeto de
mejorar el factor Q se han desarrollado diversos métodos (Dirig et al. 1992; Mert et al.
1993; Tamayo et al. 2001). La idea de estos métodos es minimizar el factor de
atenuacion que existe en medio liquido.
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La ecuacion de movimiento en una dimension de un oscilador no lineal de
masa puntual amortiguado y forzado es (Marion & Thornton. 1995):

mZ+bz+kz = Fycos(wt) + F. (2) (1-16)

siendo my k la masa efectiva y la constante de fuerza de la micropalanca; b el
factor de atenuacion; Fo cos(wt) la fuerza de excitacion externa y Fin(2) el conjunto
de fuerzas de interaccion entre la punta y la muestra. La frecuencia de resonancia
de la micropalanca (ares) Y €l factor de calidad Q valen:

b? MO, e i
Wyes = wo_ﬁ Q—T (1 17)

siendo ay la frecuencia de resonancia libre que vale ay’=k/m. Habitualmente en los
experimentos realizados al aire el factor Q es del orden de 100 o mas y las
ecuaciones anteriores se simplifican: ares~an Yy Q~wonvb. En medio liquido el factor
de calidad se atenta enormemente alcanzando valores tipicos de 5 o incluso
menos, con lo que estas aproximaciones no son validas. Por otra parte la solucion
estacionaria de la ecuacién de movimiento de la micropalanca es de la forma:

Z(t) = Acos(w t - 5) (1-18)

donde 6 es el desfase entre la sefial excitadora y la respuesta de la micropalanca.
La idea para aumentar el factor Q en liquidos es la siguiente: como hemos visto el
factor de calidad es inversamente proporcional al factor de atenuacion (b). Por
tanto si minimizamos este valor aumentaremos el Q. Por otra parte b va, en la
ecuacion de movimiento, multiplicado por z que vale z= Acos(wt—6 +7/2). Si
afadimos este factor a la ecuacién podremos ajustar la constante A" para
minimizar el factor de atenuacion y asi aumentar el factor de calidad:

mz +bz+ kz = F, cos(o t) + GAcos(wt — & + 71/2) + F. (2) (1-19)

El método consiste por tanto en afadir a la sefal de excitacidon una seal
proporcional a la respuesta de la micropalanca y desfasada en 90°(Tamayo et al.
2001).
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El método de aumentar el factor de calidad no estaba implementado alun en
el sistema empleado durante esta tesis. Sin embargo se debe notar que el
aumento del factor Q no cambia la fisica de la interaccion entre punta y muestra.

Otra posible solucion para operar el DAFM en medio liquido es utilizar
micropalancas blandas pero de alta frecuencia de resonancia (Viani et al. 1999). Para
un oscilador ligeramente amortiguado el factor de calidad se puede aproximar a
Q=~wy/Aw con lo que un aumento de la frecuencia de resonancia libre también
aumentaria el factor de calidad. Este tipo de micropalancas ya han demostrado
parte de su potencial para visualizar interacciones entre proteinas en tiempo real
(Viani et al. 2000). Lamentablemente, este tipo de puntas no se encuentran
disponibles comercialmente.

JM en liquidos también presenta algunas limitaciones. Por un lado las
actuales micropalancas de 20 pN/nm poseen bajas frecuencias de resonancia (en
torno a 7 kHz) lo que impide aumentar la velocidad de barrido ya que entonces se
excitaria la resonancia de la propia micropalanca. Con el objeto de solucionar este
problema se han fabricado micropalancas que poseen altas frecuencias y baja
constante de fuerza como ya comentamos anteriormente (Viani et al. 1999).

Por otro lado la amplitud del ruido térmico de la micropalanca sigue una
ecuacion de la forma (Butt & Jaschke. 1995):

AZigrmico :\ 4|?j|iT :% nm (1'20)

siendo K la constante de fuerza de la micropalanca, ks la constante de Boltzmann
y T la temperatura. El uso de micropalancas de baja constante de fuerza supone
grandes amplitudes de ruido térmico con la consiguiente dificultad técnica para
encontrar el valor medio de la deflexion en el cual realizar la realimentacién. El
ruido que se observa en la Fig.1.19 es precisamente ruido térmico de la
micropalanca (50 pN en nuestro caso). Desde el punto de vista tedérico el uso de
micropalancas de mayor constante de fuerzas es mejor siempre que el control de
la fuerza sea muy preciso, sin embargo las limitaciones técnicas obligan a emplear
micropalancas mas blandas pues asi cualquier imprecision en el control de la
fuerza no tiene consecuencias graves para la muestra.
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1.7. Mapas de adhesion en liquidos

Al igual que el modo DAFM permite obtener simultaneamente con la imagen
de topografia imadgenes del desfase entre la sefial excitadora y la respuesta de la
micropalanca, JM puede adquirir, simultdneamente con la topografia, mapas de
adhesion. Este aspecto es especialmente relevante cuando se intentan estudiar
interacciones especificas en tiempo real entre biomoléculas mediante la
funcionalizacion de las micropalancas.

En la Fig.1.26 se muestran imagenes de adhesién de las dos muestras
mostradas en este capitulo obtenidas con JM en medio fisiolégico. Como se puede
ver la adhesion es practicamente nula sobre las moléculas adsorbidas, mientras
gue es distinta de cero en el substrato. Recientes experimentos nos muestran que
esta adhesion es debida a la adsorcion de sales u otros productos quimicos
presentes en el tampodn de las muestras sobre el substrato. Notar que tipicamente
la adhesion no sobrepasa 0.5 nN.

Figura 1.26.
Mapas de adhesién
sobre ADN (B) y sobre
el bacteriofago ¢29 (D)
obtenidos en JM a la vez
gue se adquieren sus
correspondientes
imagenes de topografia
(AyC).
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1.8. Resumen

La microscopia de fuerzas se presenta como una técnica de caracterizacion
Gnica en el campo de la bioquimica y la biologia molecular siempre que permita la
visualizacién de moléculas individuales en su medio fisiol6gico y con resolucion
nanometrica.

El desarrollo de métodos de medida y operacion que permitan la obtencion
de imagenes en los supuestos anteriores es un aspecto clave para potenciar el
AFM en biologia.

En medio ambiente es posible operar el microscopio en régimen atractivo o
de no contacto. Esta posibilidad hace que el modo DAFM, que permite la
operacion en no contacto, sea preferible a métodos que involucren contacto como
el JM para visualizar materiales blandos.

En medio liquido la posibilidad de trabajar en el régimen de no contacto no
esta clara y habitualmente se produce contacto entre punta y muestra. En este
contexto, mientras no se desarrollen modos de medida que eviten el contacto con
la muestra, el parametro a controlar debe ser la fuerza que se aplica sobre la
muestra. Estos razonamientos nos han llevado a desarrollar JM como un modo de
operacion que controla el valor de la fuerza normal, con lo que es preferible al
DAFM en medio liquido. JM permite obtener imagenes aplicando una fuerza
normal maxima de ~100 pN, valor éste considerado como umbral para producir
dafio irreversible sobre el material bioldgico.

Los experimentos realizados sobre ADN en medio liquido usando DAFM y JM
muestran que la altura de la molécula depende de la fuerza normal que se aplica
sobre ella y sugieren que en la operacion de DAFM en medio liquido se produce
contacto mecanico de la punta con la muestra.

A la vista de los buenos resultados obtenidos sobre ADN, hemos
generalizado el uso de JM en liquido a otras moléculas de mayor tamafio como es
el bacteriofago ¢29, presentando al JM como una técnica general de visualizacion
de moléculas individuales en medio fisiolégico con alta resolucion.
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JM presenta algunas ventajas sobre DAFM en liquidos: no necesita un
montaje experimental adicional al que se necesita para medir en el modo clasico
de contacto; no se necesita modificar las puntas y permite la obtencion,
simultdneamente con la topografia, de mapas de adhesién, una magnitud
relevante para el estudio de interacciones entre moléculas.

JM también tiene algunas limitaciones fundamentales como son la velocidad
de barrido debida a la frecuencia de resonancia de las micropalancas y la amplitud
del ruido térmico debido a la baja constante de fuerza de las puntas.




2. Propiedades fisicas de biomol éculas:
la conductividad eléctricadel ADN

2.1. Introduccion.

En los préximos capitulos expondré los resultados obtenidos en las tres
lineas de investigacion principales de mi tesis doctoral. Aunque todas ellas se
caracterizan por el estudio de biomoléculas mediante el microscopio de fuerzas,
los problemas estudiados son muy distintos entre si. En primer lugar estudiamos
una propiedad fisica — la conductividad eléctrica— de una biomolécula (el ADN),
linea de investigacion que podria incluirse dentro de un programa de fisica de la
materia condensada. El segundo tema de investigacion intenta explorar las
capacidades de la microscopia de fuerzas para la caracterizacion estructural de
biomoléculas. Este es un tema mas biofisico que el primero. Por Gltimo nos
ocupamos de un problema bioquimico como son las interacciones entre
biomoléculas estudiadas con el microscopio de fuerzas. Por tanto los préximos tres
capitulos muestran tres aplicaciones de la microscopia de fuerzas que involucran
moléculas biolégicas con una clara evolucion desde un problema fisico hacia un
problema bioquimico.
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La motivacion principal del trabajo expuesto en este capitulo era la busqueda
de un conductor molecular. En los ultimos afios se ha iniciado una carrera frenética
en busca del conductor nanométrico que cambie el concepto de microelectrénica a
nanoelectronica. Estos hechos han abierto una nueva rama de la ciencia
denominada nanotecnologia o tecnologia basada en el nanémetro. Sin duda el uso
de moléculas de tamafo tipico de pocos nandmetros como parte esencial de los
circuitos electrénicos constituira la nueva era nanotecnoldgica. Numerosos hilos
moleculares han sido propuestos como posibles candidatos para constituir los
nuevos nano-circuitos: nanohilos de oro (Pascual et al. 1993), moléculas organicas
(Rosei et al. 2002), monocapas autoensambladas (Datta et al. 1997), fibras de pentéxido
de vanadio (Muster et al. 2000), hanotubos de carbono o CNT’s (Carbon Nanotubes)
(lijima. 1991; Mintmire et al. 1992) y también el ADN (Fink & Schonenberger. 1999). Sin
embargo mientras en algunos de ellos sus propiedades eléctricas han sido
perfectamente contrastadas, como es el caso de los CNT, en otros como en el
ADN la situacion no estéa clara. Durante los 4 afos de trabajo de investigacion he
tenido la suerte de ser testigo de primera fila del nacimiento del boom de la
conductividad del ADN (Fink & Schonenberger. 1999) y posiblemente también de su
muerte (de Pablo et al. 2000c; Gbmez-Navarro et al. 2002b).

En este estudio hemos empleado dos tipos de moléculas: ADN procedente
del bacteriéfago A (.-ADN') y ADN modificado con metales M-ADN (Lee et al. 1993).
Los trabajos mostrados en este capitulo sobre A-ADN se pueden dividir en dos
partes. La primera parte fue iniciada junto con P. J. de Pablo y constituyé una parte
de su tesis doctoral. En esta parte se estudiaron las propiedades eléctricas del
ADN basandonos en las ideas empleadas en el estudio de propiedades eléctricas
de nanotubos de carbono (de Pablo et al. 2000b), en las que se realiza un contacto
mecanico entre la molécula de ADN y la punta metélica del AFM. La segunda parte
la constituye los experimentos realizados sobre ADN en los que no hay contacto
mecanico con las moléculas. En esta segunda parte es justo reconocer la
participacion de C. Gémez-Navarro.

La ultima parte de este capitulo describe los trabajos de fabricacion,
caracterizacion topografica y estudio de las propiedades eléctricas de un nuevo

! ADN en formap de secuencia aleatoria
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tipo de ADN que tiene la peculiaridad de que incorpora iones divalentes metalicos.
Esta nueva molécula se denomina M-ADN.

2.2. Contexto histérico

Hasta abril de 1999, la opinién general sobre la condicién eléctrica del ADN
era que era una molécula aislante. Trabajos previos con STM mostraban la gran
dificultad para obtener imagenes de la molécula biolégica debido a la pobre
conductividad de la misma (Salmeron et al. 1990; Garcia et al. 1992; Dunlap et al. 1993).
Guckenberger et al. obtuvieron en 1994 imagenes de STM de ADN adsorbido sobre
mica. En aquellos experimentos explicaron que las imagenes se obtuvieron
gracias a la presencia de una capa de agua adsorbida sobre la muestra, la cual
contiene iones H® (Guckenberger et al. 1994). A pesar de que los experimentos
negaban posibles aplicaciones tecnolégicas con el ADN, el interés por usar al ADN
como un conductor molecular no decay6. En 1998 se uso la estructura cuasi-
unidimensional del ADN para adsorber clusters de plata y usar el nuevo hilo
molecular como conductor (Braun et al. 1998). En abril de 1999 se publicé en la
revista cientifica Nature un sorprendente y revolucionario trabajo firmado por los
investigadores Fink y Schonenberger (Fink & Schonenberger. 1999) en el que mostraban
un comportamiento lineal de la corriente y resistividades para la molécula del ADN
de 10* Q-cm. Para una molécula de ADN con una longitud de micras, esta
resistividad supone resistencias tipicas de pocos MQ. Estas caracteristicas
eléctricas convertian al ADN en un conductor excepcional capaz de transportar
~nA al aplicar unos pocos voltios. A partir de este trabajo un grupo reducido pero
muy activo de investigadores se emplearian en reproducir o refutar los hallazgos
de Fink y Schonenberger con el fin de averiguar si el ADN realmente presentaba un
comportamiento de conductor molecular.

Desde la aparicion del citado articulo en 1999, numerosos trabajos han sido
publicados con resultados dispares. Dependiendo del trabajo el ADN puede ser un
buen conductor con caracteristica I/V lineal (Fink & Schonenberger. 1999), un conductor
con un gap que aumenta con la temperatura (Porath et al. 2000), un aislante bastante
bueno (Guckenberger et al. 1994; Braun et al. 1998; de Pablo et al. 2000c; Storm et al. 2001;
Gomez-Navarro et al. 2002b) 0 incluso un superconductor con una pequefia resistencia
a temperatura ambiente (Kasumov et al. 2001). Ademas el ADN puede ser dopado
para convertirlo de semiconductor a conductor metalico con caracteristica I/V lineal
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(Rakitin et al. 2001). A partir de los trabajos publicados seria justo considerar al ADN
como una molécula milagrosa ya que presenta una conductividad que abarca 10
ordenes de magnitud!

Medir las propiedades eléctricas de una molécula tan pequefia no es tarea
sencilla. De hecho, todos los trabajos antes mencionados obtienen sus resultados
mediante métodos distintos: microscopio de efecto tanel (Guckenberger et al. 1994);
microscopio de proyeccidon (Fink & Schonenberger. 1999); técnicas de atrapamiento
electrostatico entre dos electrodos micro-fabricados (Porath et al. 2000) O
simplemente mediante la colocacion de la molécula de ADN sobre dos pequefios
electrodos (Rakitin et al. 2001). Nosotros decidimos aplicar las técnicas empleadas en
los experimentos realizados sobre CNT al ADN (de Pablo et al. 2000b; de Pablo et al.
2001), pero para ello debemos controlar, en primer lugar, la preparacion de
muestras de ADN sobre distintos substratos.

2.3. Preparacion de muestras de ADN

En la actualidad existen diversos protocolos para adsorber moléculas de ADN
sobre diferentes substratos. La molécula de ADN, es quizas una de las moléculas
gue presenta mayor densidad de carga (1 carga negativa cada 0.34 nm) a pH
normal (Ver Anexo A). Por esta razon, la interaccion que predomina en el proceso de
adsorcion es la interaccion electrostatica. Generalmente se emplea una molécula
puente entre el ADN vy el substrato que normalmente también presenta una carga
superficial. Historicamente, la molécula 3-aminopropyltrietoxysilane o APTES
(Sigma-A3648) fue la molécula pegamento elegida para pegar moléculas de ADN
sobre mica (Bustamante et al. 1992; Lyubchenko et al. 1992) y en general todavia se
emplea (Umemura et al. 2001). EI APTES es una molécula que contiene un grupo
amino (NHz") en un extremo y un Si en el otro. El Si reacciona con el substrato de
forma que la superficie exhibe una carga positiva dada por los grupos amino. El
APTES se puede utilizar para adsorber ADN a substratos como vidrio u oxido de
silicio. La principal desventaja del uso del APTES es que, debido a la fuerte carga
que presenta, no permite discriminar entre ADN y otras moléculas, pegando
también a la superficie las impurezas presentes en la solucién. Esto exige el
empleo de muestras de gran pureza. Existen otros métodos mas selectivos, como
puede ser el empleo de tioles (Hegner et al. 1993; Hegner et al. 1995), pero mucho mas
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complicados. En numerosos casos se sacrifica cierta limpieza por un
procedimiento rapido y sencillo.

En cuanto a los substratos que se emplean el mas extendido es la mica. La
mica posee ciertas propiedades que la convierten en el substrato idoneo para
adsorber moléculas biologicas para microscopia de fuerzas. En primer lugar
cuando se exfolia presenta una superficie limpia, atbmicamente plana y con carga,
aspecto este ultimo muy apropiado para adsorber biomoléculas pues éstas en
general también tienen carga. Lo habitual para adsorber moléculas de ADN sobre
mica es utilizar iones divalentes, como Zn?* or Mg2+ (Thomson et al. 1996).

2.3.1. Preparacion de muestras de ADN usando MgCl,

El protocolo para preparar muestras de ADN adsorbido sobre mica consiste
en una mezcla final de 1-10 mM MgCl, y 10-100 ng de ADN diluido en un tampdn
estandar Tris-EDTA (pH 7.5). Esta solucion se deposita sobre un disco de mica
recién exfoliado, se deja adsorber durante un minuto, se aclara con agua ultrapura
y desionizada (agua milli-Q) y se seca con aire 0 N,. Preparar una muestra de
ADN siguiendo este protocolo lleva menos de 5 minutos. La concentracion de ADN
se ajusta a partir de las imagenes de AFM. La Fig.2.1 muestra diferentes imagenes
de ADN sobre mica. Este tipo de preparacion es la preferida si la muestra se va a
emplear en aire ambiente. Para medio liquido es preferible usar la preparacion con
APTES pues fija las moléculas al sustrato de manera mas firme.

Figura 2.1. Imagenes de ADN sobre mica. Las muestras fueron preparadas utilizando
iones Mg?* (drcha.) y Co®* (izda.) segiin se describe en la seccion 2.3.1.
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2.3.2. Preparacion de muestras de ADN usando APTES

La preparacion de muestras de ADN usando APTES es mas complicada que
usando MgCl, y mas larga (1 hora). En primer lugar es necesario cargar
positivamente los substratos. Para cargar los substratos se sumergen durante 15
minutos en una solucién 0.1% de volumen de APTES disuelto en agua milli-Q. A
continuacioén los aclaramos con 2-propanol y con agua. Luego los secamos con N3
o aire. De esta manera los substratos se encuentran cargados positivamente.
Luego depositamos 15-30 ul de solucién con ADN durante una hora. Se debe
poner especial atencion en que la gota depositada sobre el substrato no llegue a
evaporarse. Si la evaporacion, debido a las condiciones atmosféricas, es muy
fuerte, se puede colocar la muestra en una atmésfera hUmeda. Si las muestras se
quieren visualizar al aire debemos aclarar con agua y secarlas con aire o nitrégeno
seco. Si por el contrario las muestras se quieren visualizar en su medio fisiolégico
debemos omitir el paso del secado, colocarlas en la celda liquida y llenarla con el
tampon apropiado. Es importante no dejar que la muestra llegue a secarse.

Siguiendo este protocolo es posible adsorber ADN sobre varios substratos:
SiO,, vidrio, zafiro o mica. En la Fig.2.2 se muestran imagenes de ADN adsorbido
en diferentes substratos.

Figura 2.2. ADN sobre mica (A), vidrio (B) y zafiro (C) depositado utilizando APTES para cargar
positivamente la superficie de los substratos.

2.4. Experimentos con contacto

En este apartado resumiré los resultados obtenidos en los experimentos
basados el contacto mecéanico de la punta de AFM con las moléculas de ADN. El
experimento reproduce el montaje experimental utilizado para medir la
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conductividad de CNT’s (de Pablo et al. 2000b). Consiste en adsorber moléculas de
ADN sobre un substrato aislante como la mica; evaporar un electrodo de oro sobre
una parte de las moléculas y realizar un contacto mecanico entre la punta metélica
de AFM y las moléculas de ADN que a su vez estan conectadas a tierra mediante
el electrodo de oro. En el punto de contacto se aplica una rampa de voltaje (V)
entre la punta y el electrodo y se mide la corriente (I) que circula por el circuito y
gue, necesariamente, debe pasar por la molécula. En la Fig.2.3 se muestra un
esquema que explica la preparacion de la muestra asi como el aspecto de las
muestras utilizadas.

Medidas que eran directas y reproducibles con CNT, resultaron en una
ausencia de corriente cuando se empleaban moléculas de ADN. Las corrientes
descritas por Fink y Schonenberger deberian ser facilmente medibles con nuestro
montaje experimental, pero nunca se midieron. Aplicamos hasta 12V pero no
medimos corriente alguna por encima de nuestro nivel de ruido (1 pA). Nuestro
resultado contrastaba con los resultados que se seguian publicando en revistas de
alto prestigio como el articulo que aparecié en Nature en febrero de 2000 (Porath et
al. 2000). En este articulo se estudiaban las propiedades eléctricas de moléculas
cortas de ADN que tenian la peculiaridad de tener una secuencia definida por
Citosinas (C) y Guaninas (G). Estos experimentos presentaban al ADN como una
molécula semiconductora con un gap de 2V vy resistencias de 3GQ a 4 V. El
tamafo de las moléculas que emplearon era de tan so6lo 10 nm de longitud y la
resistividad medida fue en su caso de 10 Q-cm.

Canastilla de oro

MYYYWWVWWANMMAN

NS

Oro

Hilo de wolframio

Figura 2.3. Esquema mostrando la preparacion de las muestra (parte izda) y el aspecto general de la
muestra tras la evaporacion. Las moléculas de ADN se ven claramente saliendo del electrodo de oro.
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Con el fin de aumentar la sensibilidad de nuestras medidas, realizamos
nuevos experimentos con moléculas de mayor tamafo. ElI genoma del
bacteriéfago A esta disponible comercialmente y se caracteriza por ser una unica
molécula de secuencia aleatoria de ~44000 pares de bases (pb) o ~15 um de
longitud (A-ADN Sigma D9768). Con estas moléculas conseguimos realizar redes de
ADN conectadas por dos electrodos metélicos separados 4 um. El canal de 4 um
tenia una longitud de pocos milimetros, con lo que podiamos estimar el nimero de
moléculas que conectaban ambos electrodos a partir de una imagen de AFM de un
area local. Estimamos que teniamos decenas de miles de moléculas conectando
ambos electrodos. Una vez preparada la muestra, medir la caracteristica | vs'V del
circuito es trivial. Lamentablemente este experimento confirmé nuestros resultados
anteriores: ausencia de corriente en moléculas de ADN adsorbidas en mica. Este
tipo de experimentos aumentaron la cota superior de la resistividad de las
moléculas a 10° Q-cm, valor ya muy por encima de los resultados publicados. La
Fig.2.4 muestra una imagen AFM de las muestras empleadas para este tipo de
experimento.

Figura 2.4. Imagen de AFM dela
muestra empleada para medir la
conductividad de A-ADN. La longitud de
estas moléculas permite conectar los
dos electrodos de oro que se encuentran
separados una distancia de menos de
2 um. Varias moléculas que conectan
los electrodos son visibles en la imagen.

Por otra parte calculos teoricos, basados en la teoria del funcional de la
densidad, realizados sobre pequefios fragmentos de ADN Poly(dG)-Poly(dC)
predecian un comportamiento mas aislante cuanto mayor era el desorden
introducido en la molécula. La variable desorden se refiere a la aleatoriedad en la
secuencia de bases. En nuestro caso, el ADN empleado se puede considerar de
secuencia aleatoria.
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2.4.1. Experimentos en Poly(dG)-Poly(dC)

Céalculos tedricos y resultados experimentales como los que se mostraban en
(Porath et al. 2000) indicaban que la configuracion C-G era la mas favorable para una
posible conduccion eléctrica en el ADN. Por estos motivos decidimos adsorber
moléculas de ADN de secuencia Poly(dG)-Poly(dC)?. Este tipo de moléculas tienen
citosinas en una de las cadenas y guaninas en la complementaria. EI primer
problema que tienen este tipo de moléculas es su longitud. Ya que no existen en la
naturaleza, los productos artificialmente elaborados soélo tienen decenas de
nanometros de longitud. Este hecho nos obligé a emplear nuevas mascaras en la
evaporacion con el fin de conseguir escalones de oro de pocas decenas de
nandémetros (Fig.2.5).

A pesar de que los escalones de oro de las nuevas evaporaciones tenian un
ancho de poco mas de 50 nm (comparable al diametro de la punta), y era posible
hacer un contacto mecanico muy cerca del oro, reprodujimos los resultados
anteriores una vez mas.

1000
X[nm

Figura 2.5. Imagen de AFM de moléculas de ADN de secuencia conocida Poly(dG)-Poly(dC). El
escalén de oro obtenido en esta evaporaciones de sdlo 50 nm como se puede observar en € perfil de la
derecha.

Paradodjicamente, en la literatura seguian apareciendo trabajos que
mostraban resultados contradictorios con los nuestros. Por ejemplo el articulo
publicado en Appl. Phys. Lett. por Cai et al (Cai et al. 2000). En este trabajo median

2 Poly(dG)-Poly(dC) (Sigma P3136) Polydeoxyguanylic acid-Polydeoxycytidylic acid sodium salt.
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corriente en redes de cadenas de ADN Poly(dG)-Poly(dC) contactando las
moléculas con una punta metalizada de AFM en un experimento muy similar a los
nuestros. O incluso el articulo publicado en enero de 2001 en Science (Kasumov et al.
2001), en el que describian una conductividad de las cadenas de ADN similar a la
de los nanotubos de carbono a temperatura ambiente y una transicion a
superconductor a 1 K. Posteriormente se publicaron otros trabajos en los que
afirmaban un transporte de corriente por huecos y por tunel entre bases de
Adenina (Giese et al. 2001). El experimento de Kasumov et al. completaba la gama de
posibilidades para el ADN que abarcaba desde superconductor a muy buen
aislante.

2.4.2. Medidas con otros metales y en otros substratos

Puesto que no se alcanzaba un consenso sobre el comportamiento eléctrico
del ADN, decidimos trabajar sobre otros factores que pudiesen afectar a nuestras
medidas: el metal evaporado y el substrato sobre el que se adsorben las
moléculas de ADN.

Algunas publicaciones (Kasumov et al. 2001) sefialaron la importancia que
podria tener el contacto metal-ADN a la hora de estudiar sus propiedades
eléctricas. La funcion de trabajo del metal que realiza el contacto con el ADN
puede ser un factor importante a la hora de inyectar electrones sobre la molécula.
Por este motivo decidimos emplear otros metales. A parte del oro usamos plata,
estafio y carbono. El oro y la plata son metales de caracteristicas similares. Ambos
tienen funciones de trabajo parecidas, 4.25eV y 4.31 eV respectivamente, asi
como bajas temperaturas de fusion (21200-1300 K) (AIP handbook). Estos metales
se pueden evaporar facilmente por sublimacién térmica, sencillamente haciendo
pasar una corriente por un hilo que rodea al grano de oro o de plata tal y como se
muestra en la Fig.2.3. El estafio se evapora, también, facilmente y tiene una
funcion de trabajo menor, 3.62 eV. Por ultimo evaporamos carbono. Segun
Kasumov et al. el contacto del ADN con el carbono podria ser un factor
determinante. El carbono tiene una funcion de trabajo de 4.39 eV, presenta
temperaturas de fusion muy altas (por encima de los 3000 K), y se evapora por
sputtering 0 por sublimacion producida por un arco eléctrico. Es por tanto mucho
mas dificil de evaporar que los metales empleados antes. En la Fig.2.6 aparecen
imagenes de las muestras usando distintos metales.
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El oro y la plata dieron resultados similares. El estafio presenta un
crecimiento columnar con lo cual no es facil obtener un buen contacto entre el
ADN vy el electrodo. Ademas, al no formar una pelicula continua la conduccion para
peliculas delgadas era muy baja. Con el carbono tuvimos muchos problemas. En
primer lugar es dificil de evaporar si no se tiene el sistema apropiado de sputtering.
Por otra parte debido a la alta difusion que presenta cuando toca la superficie los
atomos de carbono difundian por debajo de la mascara empleada. El problema de
la evaporacion lo solucionamos haciendo pasar una corriente elevada por una
seccion pequeia de carbono. Este proceso provoca que se evapore carbono por
sublimacion ya que se alcanzan temperaturas muy elevadas en el arco eléctrico
gue se produce. Para minimizar la difusion de los atomos de C por la superficie de
la mica se realizaron evaporaciones en las que la muestra se mantuvo a baja
temperatura (100 K). Sin embargo a pesar de los esfuerzos, no fuimos capaces de
conseguir unas muestras con una calidad similar a la obtenida en muestras de oro
o plata: las moléculas de ADN se veian débilmente en las evaporaciones de
carbono. La baja calidad de las imagenes nos obligd a desechar el uso del
carbono como electrodo.

A pesar de los problemas en las evaporaciones y de la baja calidad de las
imagenes decimos repetir el experimento basico del contacto. En ningun caso se
detectd corriente por encima del nivel de ruido eléctrico.

I - (lub\\
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Figura 2.6. Imagenes de microscopia de fuerzas de ADN adsorbido sobre mica en
donde se han hecho contactos usando diferentes metales: oro (A), plata (B), y carbono (C).

Los resultados anteriores probaban que la unién metal-ADN no era un factor
clave en nuestras medidas, al menos con los metales empleados. Por otra parte al
aplicar una tension al ADN la carga suministrada, debia irse por el substrato en
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lugar de por la molécula en si. Esto implicaba que la resistividad de la molécula era
al menos similar a la del substrato. En esta linea se prepararon muestras sobre
otros substratos como vidrio o zafiro de resistividades superiores a la de la mica
(Fig.2.2). El uso de otros substratos esta bastante limitado debido a la baja altura
de las moléculas de ADN adsorbidas (0.8 nm). Esto implica que debemos emplear
substratos extraordinariamente planos como es el caso de la mica.

El empleo de otros substratos, de diferentes resistividades, tampoco cambio
nuestra conclusion principal: el ADN adsorbido se comporta como una molécula
aislante.

2.5. Experimentos sin contacto

La principal objecion a los experimentos descritos hasta este momento era el
contacto punta-molécula. Con el objeto de eliminar este posible problema
desarrollamos el siguiente experimento en el cual no se produce contacto alguno
entre la punta de la micropalanca y la molécula a estudiar.

~10 nm

Substrato

C
o,)(:?
%

Figura 2.7. Esquema que muestra la idea principal de los experimentos de electrostatica sobre
moléculas largas.

El principio fisico de estos experimentos esta relacionado con las fuerzas
electrostaticas presentes entre un objeto metalico y un dieléctrico. Estas fuerzas
estan determinadas por la densidad de cargas méviles y fijas. La habilidad de las
cargas moviles para moverse determinara las propiedades eléctricas del objeto.
Desde un punto de vista electrostatico cualquier conductor molecular puede ser




2.5. Experimento sin contacto 79

reducido a un simple circuito con una resistencia (R) y un condensador (C) en
serie (Fig.2.7). En esta situacion las cargas pasan a través de la resistencia
cargando el condensador. La cantidad de carga suministrada a las placas del
condensador puede ser medida mediante un detector de fuerza que fijamos a la
placa superior del condensador. Las placas del condensador se atraen debido a la
fuerza electrostatica que existe entre ambas. El sensor de esta balanza electrotatica
a escala nanométrica puede ser la micropalanca de un AFM (Terris et al. 1989;
Schoenenberger & Alvarado. 1990; Hao et al. 1991; Hu et al. 1995).

Para medir esta fuerza hacemos oscilar la micropalanca de frecuencia de
resonancia ap y constante de fuerza K a su frecuencia de resonancia libre
mientras se registra la amplitud de la oscilacion y la diferencia de fase entre la
sefal excitadora y la respuesta de la micropalanca. Si aplicamos una diferencia de
potencial constante entre la punta y la molécula (U ) se induce un campo eléctrico
de forma que la energia de interaccion entre la punta y molécula (Vpunta-muesra) Vale
(ver Ec. 1-7):

1
Vpunta—muestra (2= E C(29)-U 2 (2' 1)

donde C(2) es la capacidad existente entre punta y muestra y dependiente de la
distancia entre ambas®. Como consecuencia tenemos una fuerza atractiva de
origen electrostatico (Fe) que depende de la distancia entre la punta y la muestra
que vale (ver Ec. 1-8):

oV (2) 10C(2), .-
Fe(2) = — =-= U 2-2
(D=—— > o (2-2)
La ecuacion de movimiento de la micropalanca sera:

mz+bz+kz=F,cos(wt) + Fs(2) (2-3)

Una de las formas de resolver esta ecuacion es asumir que la fuerza de
interaccion es lineal con la distancia (aproximacion armoénica) de forma que
Fo(2) = Fo(zo) + F2(2,)(z- 2,) donde z es la posicion de reposo de la micropalanca en

% En e sentido riguroso tenemos dos condensadores en serie: la molécula y la atmésfera gaseosa que existe
entre puntay molécula. Si la molécula es conductora €l sistema se reduce a un Unico condensador entre punta
y molécula.
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presencia de la fuerza de interaccion. Se puede demostrar que en este caso la
nueva frecuencia de resonancia es*:

a)o’ =w, 1—@ (2-4)

Ya que el valor de la constante de fuerza efectiva de la micropalanca F'(z) es
en general mucho menor que el valor de la constante nominal K entonces
podemos aproximar la Ec. 2-4 por:

’ 1 ,
0y ~ wo(l—R Fe(zo)j (2-5)

con lo cual vemos que los cambios en la fuerza electrostatica con la distancia
originan un desplazamiento de la frecuencia de resonancia de la micropalanca
hacia valores menores que su frecuencia de resonancia libre que vale:

Ao (1 3dF
ol 2K ) dz

(2-6)

z

Figura 2.8. Experimento de |a interaccién el ectrostatica sobre nanotubos de carbono. En la imagen de
la izquierda aparecen nanotubos de capa simple distribuidos de manera aleatoria sobre un substrato de
oxido de silicio y parcialmente cubiertos por un electrodo de oro (Upnia-muesra=0). En la imagen de la derecha
tenemos una diferencia de potencial de 2 V entre la punta y el electrodo de oro. Como consecuencia de la
interaccion electrostatica los nanotubos parecen engordar o brillar. (Imagenes de (de Pablo et al. 2001))

* Para una descripcion més detallada ver (San Paulo. 2002)




2.5. Experimento sin contacto 81

Al sacar a la micropalanca de su frecuencia de resonancia natural se produce
una disminuciéon de la amplitud (ver Fig.1.6) y puesto que el sistema de
realimentacion debe mantener la amplitud constante, el sistema reacciona
retrayendo el piezoeléctrico y separando la punta de la muestra para recuperar el
valor de amplitud de oscilacion prefijado. Como la distancia media entre la punta y
la muestra aumenta, se produce una perdida en resolucion que se traduce en un
efecto topografico en las imagenes: las moléculas conectadas al electrodo de oro
parecen aumentar de tamafo, engordar o brillar. Este efecto es claramente visible
sobre nanotubos de carbono (Fig.2.8).

Es importante notar que en este experimento la punta nunca llega a tocar la
superficie. Es por tanto un método no-invasivo. Si las moléculas fueran aislantes,
éstas no se cargarian y en consecuencia no habria desplazamiento en la
frecuencia de resonancia, no habria cambio en amplitud de oscilacion de la
micropalanca, no habria cambio en la distancia media punta-muestra y finalmente
ningun cambio en la imagen topografica.

2.5.1. Experimento electrostatico sobre ADN

El experimento realizado sobre nanotubos de carbono se repitid sobre
muestras de ADN de cadena aleatoria (A-ADN) y de secuencia definida Poly(dG)-
Poly(dC). En la Fig.2.9 se muestra el experimento realizado sobre este ultimo tipo
de moléculas. En la imagen de la izquierda podemos ver una representacion
tridimensional del escalén de oro y de las moléculas de ADN que se encuentran
parcialmente cubiertas por él. En esta imagen no se ha aplicado ninguna diferencia
de potencial entre la punta y la muestra. En la imagen de la derecha se aplica una
diferencia de potencial de 1.8 V, valor suficiente para perder la resolucién en el
electrodo de oro pero no en la molécula de ADN cuya imagen topogréfica
permanece inalterada.

Este experimento demuestra que el fenomeno de engorde que sufren los
nanotubos (Fig. 2.8) no ocurre en el ADN (Fig.2.9), sugiriendo que estas moléculas
poseen una resistividad del orden de la del substrato en el que estan adsorbidas.

Quedaba sin embargo realizar el experimento electrostatico sobre CNT y
ADN conjuntamente. Para ello es necesario adsorber en la misma superficie
ambas moléculas. Estos experimentos se detallan en la seccion proxima.
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Figura 2.9. Moléculas de ADN de secuencia Poly(dG)-Poly(dC) adsorbidas sobre mica y parcialmente
cubiertas por un electrodo de oro. En la imagen de la izquierda no se aplica ninguna diferencia de potencial
entre punta y muestra, mientras que en la de la derecha hay aplicados 1.8 V entre la punta y el electrodo de
oro. Se aprecia una pérdida de resolucion en el oro mientras que las moléculas de ADN no sufren ninguna
alteracion.

2.5.2. Experimento electrostatico sobre ADN y nanotubos

Para adsorber conjuntamente CNT y moléculas de ADN usamos el protocolo
descrito en la seccion 2.3.2, es decir empleamos la molécula APTES para cargar
positivamente la superficie de la muestra. El protocolo de preparacién de los CNT
estd compuesto de los siguientes pasos: en primer lugar deben ser tratados con
SDS® u otro surfactante para cargar su superficie negativamente, a continuacion
se someten a ultrasonidos para separar los nanotubos entre si y finalmente se
centrifugan para decantar las particulas mas pesadas®. En la Fig.2.10 se muestran
imagenes de AFM en las que aparecen moléculas de ADN y nanotubos de
carbono adsorbidos sobre distintos substratos: mica, vidrio y zafiro. Ambas
moléculas son facilmente distinguibles por su aspecto ademas de por su altura ya
gue los nanotubos presentan una altura de 1.4 nm frente a los 0.8 nm del ADN.

Una vez co-adsorbidas ambas moléculas se realiz6 la evaporacion de oro y
se repitio el experimento electrostatico descrito en la seccion anterior. El resultado
del experimento se ilustra con las imagenes de la Fig.2.11. En esta figura se puede
ver una molécula de ADN y un CNT adsorbidos sobre un substrato aislante y

® SDS 0 Sodium Dodecyl Sulfate (Sigma L-4522)

® Ladisolucién con CNT fue suministrada por M2 Teresa Martinez (Ins. Carboquimica, Zaragoza)




2.5. Experimento sin contacto 83

parcialmente cubiertos por una pelicula de oro. La imagen de la izquierda se tomo
en ausencia de voltaje entre punta y muestra y la de la derecha con una diferencia
de potencial de 3 V. A partir de las imagenes se puede ver que mientras los
nanotubos presentan un aumento de las dimensiones topograficas como era
previsible, las moléculas de ADN no presentan ningun cambio en la imagen
topografica. Esto significa que las cargas libres presentes en el oro no han pasado
a la molécula de ADN, lo que implica que la conductividad DC del ADN es
despreciable.

Figura 2.10. Imégenes de AFM de nanotubos y moléculas de ADN co-adsorbidas sobre distintos
susbtrados (de izquierda a derecha: mica, vidrio y zafiro)

Figura2.11. Experimento electrostatico sobre ADN y nanotubos co-adsorbidos sobre mica y
parcialmente cubiertos con oro. En la parte de la izquierda no hay aplicada ninguna diferencia de potencial
entre la punta y la muestra y en la derecha se aplican 3 V. Las conclusiones que se desprenden de las
imagenes es que mientras el nanotubo presenta un aumento de tamafio debido a la interaccion electrostatica
las moléculas de ADN no presentan contraste alguno.
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La electrostatica trata sobre sistemas de cargas en equilibrio. En un
conductor el equilibrio electrostatico se alcanza mucho antes del tiempo tipico de
adquisicion de una imagen de AFM, que es aproximadamente de 3 min. En este
contexto cuando tomamos una imagen de un nanotubo, segun el dispositivo
experimental descrito en secciones precedentes, lo que estamos es tomando una
imagen de un sistema en equilibrio electrostatico. Las cargas pasan del electrodo
al CNT hasta que el potencial electrostatico de éste iguala al del electrodo, y el
tiempo en el que esto se produce, tiempo de relajacion t, (r= &lo con ¢ la
permitividad del medio y o la conductividad) es muy pequefio. Para un conductor
tipico como el cobre e~ &y o~5.8x10° Q@ m™ con lo que 7~ 10" s (wWangsness.
1999). Para un nanotubo de carbono se mide una resistencia de 100 k) para una
longitud de 1 um (de Pablo et al. 2002). Esto significa que ocnt = 0.5x10° Q*-m™ con lo
que 7~ 10™®s. Si en lugar de una molécula con una buena conductividad eléctrica,
como es el caso del CNT, tenemos otra con una conductividad mala pero no nula,
lo que ocurre es que el tiempo de equilibrio electrostatico puede ser muy grande.
En esta situacion, si el aislante sobre el que se adsorben las moléculas fuera
perfecto, entonces deberiamos ser capaces de ver, a medida que se toma una
imagen de AFM con un voltaje bias aplicado, como la molécula presenta contraste
electrostatico a medida que las cargas pasan lentamente por ella. La situacion real
es que este efecto de carga nunca fue observado en nuestros experimentos lo que
indica que las cargas se pierden o bien por el substrato o bien por el medio
ambiente que rodea a la molécula. Ya que no se ve ningun contraste electrostatico
entre el ADN y el substrato concluimos que las moléculas de ADN presentan una
resistividad comparable a la del substrato. Para el caso del vidrio, uno de los
substratos usados, ésta es de 10 Q.cm.

Este experimento muestra por primera vez una medida electrostatica sobre
CNT y ADN co-adsorbidos sobre el mismo substrato, lo que permite la
comparacion directa de las propiedades eléctricas de ambas moléculas. Ademas,
este experimento se caracteriza por que no hay contacto entre punta y muestra,
eliminando cualquier argumento sobre la calidad del contacto. (Gomez-Navarro et al.
2002a; Gémez-Navarro et al. 2002b)
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2.6. Busgueda de otros conductores mol ecul ares basados en
ADN

Con el paso del tiempo la comunidad cientifica parece que ha aceptado que
el ADN en su forma natural se comporta como un aislante cuando se encuentra
adsorbido en una superficie. Sin embargo, las caracteristicas naturales tan
excepcionales que presenta la molécula tales como gran longitud y pequefio
diametro, sumadas a todo el conocimiento que se tiene sobre el manejo y la
manipulacion de ADN, hace que la comunidad cientifica sea reacia a abandonar su
estudio y en la actualidad la investigacién se orienta a la construccién de hilos
moleculares basados en la estructura de esta biomolécula.

El primer trabajo realizado en este sentido usaba la estructura fisica del ADN
como soporte donde adsorber clusters de atomos de plata. Este nuevo hilo
molecular de piel de plata y corazén de ADN presenta caracteristicas conductoras
(Braun et al. 1998) pero tiene el inconveniente de tener grandes dimensiones
(didmetro ~100 nm).

Otras estrategias mas sofisticadas se basan en la modificacion quimica de la
molécula con el fin de cambiar sus propiedades eléctricas. En este sentido se
construyé el denominado ADN-G4 o hilos de Guaninas. ADN-G4 es un &acido
nucleico de estructura helicoidal en la que se disponen 4 Guaninas que se unen
mediante puentes de hidrégeno (Marsh et al. 1995). Para la formacion de este tipo de
ADN es necesario la presencia de cationes metalicos monovalentes y/o divalentes
gue se colocan en la parte central del hilo molecular.

Otro tipo de hilo molecular basado en ADN es el M-ADN, del que me ocuparé
durante el resto del capitulo.

2.7. El M-ADN

El M-ADN se describe por primera vez en 1993 (Lee et al. 1993) cOmo un
cambio conformacional cooperativo inducido por iones divalentes. Curiosamente,
sus creadores no vieron su potencial como conductor molecular hasta 1999 en el
gue Aich et al. (Aich et al. 1999) presentaron al M-ADN como un conductor molecular.




86 2. Propiedades fisicas de biomoléculas: |a conductividad eléctrica del ADN

En este experimento estudiaban fragmentos de hasta 54 pb (~18 nm) en los que
habian modificado los extremos con dos moléculas fluorescentes: rodamina y
fluoresceina. Estas dos moléculas se caracterizan por que la primera es capaz de
aceptar electrones (aceptor) y la segunda de donarlos (donor). Lo que observaron
fue que la fluorescencia de la fluoresceina desaparecia solamente cuando en el
otro extremo se encontraba la rodamina y se empleaba el ADN modificado. En
teoria la desaparicion de la fluorescencia del sistema fluoresceina-rodamina sélo
puede ocurrir 0 por transferencia electronica o mediante FRET (Fluorescen
Resonance Energy Transfer). Ya que FRET tiene una dependencia con la distancia
de la forma 1/r° se consideré6 que este posible mecanismo era altamente
improbable ya que la longitud de las moléculas era de ~18 nm (Cheung. 1991). Por
estos motivos atribuyeron la desaparicion de la fluorescencia a un proceso de
transferencia electronica entre las bases del ADN modificado.

El ADN modificado descrito en (Lee et al. 1993; Aich et al. 1999) presenta las
siguientes caracteristicas:

e EI ADN en forma B (B-ADN) incorpora los iones metalicos Co?*, Ni** y Zn?*
a pH por encima de 8 (pH alcalino) y se le denomina M-ADN’.

e EI ADN en forma B no incorpora Mg?* ni Ca** bajo las mismas condiciones.

e EIl proceso de formacion presenta histéresis: el M-ADN es estable a bajo
pH durante horas.

e EI M-ADN no incorpora bromuro de etidio, y presenta la misma movilidad
electroforética que el B-ADN.

e EIl proceso de fabricacion de M-ADN es reversible a B-ADN si se afade
EDTA.

Y, por supuesto, segun Aich et al., presenta un comportamiento de conductor
molecular.

En cuanto a la estructura exacta del M-ADN todavia se desconoce, ya que no
se ha publicado hasta la fecha ningun trabajo en el que se muestre la estructura

" El ADN en forma B es la estructura conformacional del ADN més comin, en la que el apareamiento de las
bases sigue el modelo de Watson y Crick y la distancia entre bases sucesivas es de 0.34 nmy el diametro dela
molécula de 2 nm.
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cristalina de la molécula obtenida por NMR o Rayos X. El modelo propuesto por
Aich et al. consiste en la presencia de un atomo de Ni o Co por cada par de bases,
AT y C.G, y dispuesto entre ellas, tal y como se muestra en la Fig.2.12. La
molécula modificada presenta una parte central positiva y por esta razon este tipo
de molécula no intercala bromuro de etidio. La distancia media entre los iones
metalicos es de 4 A.

Figura2.12. Modelo de
M-ADN. La molécula presenta una
estructura muy parecida a la de
S-ADN, con un apareamiento de las
bases Watson-Crick. Un atomo
metélico se intercala entre ellas de
forma que la distancia media entre
elasesde4 A

2.8. Fabricacion de M-ADN®

En este apartado describiré con detalle el procedimiento para crear
moléculas de ADN modificadas con iones de Ni** y Co?*. Para aquellos que no
esten familiarizados con técnicas basicas de visualizacién y manejo de ADN les
remito al Anexo A.6.

Una de las caracteristicas que segun Lee et al. posee el M-ADN es que no es
capaz de intercalar bromuro de etidio. El bromuro de etidio es una molécula que se
intercala al B-ADN y que emite luz en el visible cuando se la ilumina con luz

8 El protocolo de fabricacion de M-ADN se desarrollé durante una estancia en el laboratorio del Prof.
F. Moreno en el Dep. de Bioquimicay Biologia Molecular de la Universidad de Oviedo.
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ultravioleta. Por tanto una caracteristica del M-ADN es que es invisible cuando se
coloca sobre un transiluminador de luz ultravioleta. Esta sera la huella que nos
indicara si hemos conseguido fabricar M-ADN.

La busqueda de un protocolo de fabricacion requiere habitualmente mucho
trabajo y supone un gran consumo de tiempo y dinero. A lo largo de esta seccion
describiré los diferentes pasos para construir el protocolo de fabricacion de este
ADN modificado con iones metélicos.

A partir de las caracteristicas del M-ADN descritas por Aich et al. elaboramos
un protocolo modelo de la siguiente forma:

1. Preparar soluciones de CoCl,, NiCl, y ZnCl,. Las disoluciones de Co y de
Ni presentan un pH entre 6 y 7, mientras que el ZnCl, solo se disuelve a
pH basico, lo que significa que a valores altos de pH tenemos un
precipitado de Zn®.

2. Las disoluciones de los metales se afiaden al ADN disuelto en un tampoén
estandar (1xTris-Borato, pH 8.5 sin EDTA).

3. Se anade KOH (pH 9) para reajustar el valor de pH por encima de 8.5.
4. Se deja un tiempo a temperatura ambiente.

5. Se hace un ensayo de fluorescencia de bromuro de etidio en una
electroforesis en gel de agarosa.

Queda por tanto ajustar las incégnitas del protocolo modelo respondiendo a
las preguntas siguientes: ¢cual es la concentracion de los metales que hay que
usar? ¢cual es el pH 6ptimo para la fabricacion de M-ADN? ¢cuéanto tiempo debe
durar la reaccion? ¢es estable el producto con el tiempo? ¢es reversible la
reaccion cuando se aflade EDTA? ¢cual es el aspecto fisico del ADN modificado?
Y finalmente, ¢presenta comportamiento de conductor molecular? A lo largo de las
siguiente secciones intentaré responder a todas estas preguntas y elaborar un
protocolo detallado.

° Debido a la precipitacion de Zn a valores altos de pH, requisito éste dltimo necesario para fabricar M-ADN,
decidimos centrarnos en la produccion de M-ADN con cobalto y niquel.
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2.8.1. Concentraciones de Ni** y Co**

El experimento realizado para determinar las concentraciones de NiCl, y
CoCl, para fabricar M-ADN consiste en preparar una serie de reacciones en las
que se incluye: el B-ADN que se quiere modificar, las sales a diferentes
concentraciones y una cantidad de KOH determinada para mantener el pH por
encima de 8.5 (en este experimento fue de 45 mM). El tiempo de reaccion fue de
45 min a temperatura ambiente. Las diferentes reacciones se visualizan mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. El resultado del experimento se
ilustra en las fotografias tomadas del gel (Fig.2.13 y Fig.2.14).

1 2 3 4 5

Figura 2.13. Electroforesis en gel
de agarosa en la que se muestra e
experimento  para determinar la

;-' gj’rr‘:;\;" N concentracion de Ni necesaria para
. 2 H -
3- 12 mM NiCl, fabricar M-ADN. Usando una

4.- 6 mM NiCl, concentracion tipica de 12 mM de NiCl,
5.-3mM NiCl, la banda de ADN desaparece.

1.- Control

2.-2.4mM CoCl,
3.-1.2mM CoCl,
4.- 0.6 mM CoCl,,
5.-0.3mM CoCl,

6.- Control

7.- 0.2 mM CoCl,
8.- 0.1 mM CoCl,
9.- 50 uM CoCl,,

10.- 25 uM CoCl,
11.- 12 uM CoCl,

Figura 2.14. Electroforesis en gel de agarosa en la que se muestra el experimento para determinar la
concentracion de Co necesaria para fabricar M-ADN. En este caso la banda desaparece usando una
concentracién tipica de 1.2 mM de CoCl..
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La primera conclusion que se observa es que hay ciertas bandas que no se
ven en la fotografia del gel (calles 2 y 3 de la Fig.2.13 y calles 2-5 de la Fig.2.14).
Esta es precisamente la huella que nos indica la formacion de M-ADN. Determinar
la concentracidbn de sales es entonces sencillo, ya que a partir de una
concentracion umbral la banda de ADN vuelve a aparecer. Esta concentracion
ocurre aproximadamente para 15 mM de NiCl, y para 1.5 mM de CoCl,. Vemos
por tanto que se necesita un orden de magnitud menos en la concentracion de
cobalto que de niquel para producir el mismo efecto en el ADN. Estos resultados
estan de acuerdo con los publicados previamente (Aich et al. 1999). Otra conclusién
importante es que, a primera vista, la reaccion se produce en tan sélo 45 min. y
afiadiendo 45 mM KOH (pH 9). En la siguiente seccion analizaremos el papel del
pH a la hora de la produccién de M-ADN.

2.8.2. Influencia del pH, tiempo de reaccion y estabilidad

El protocolo descrito en la seccidn 2.8 supone afadir una determinada
cantidad de KOH (pH 9) para subir el pH de la reaccion (paso 3). Para estudiar la
influencia del pH en la reaccion medimos el pH final segun la cantidad de KOH que
afiadiamos. Los resultados, tanto para el Ni** como para Co?*, se muestran en las
Fig.2.15y 2.16 respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8

; 1.- Control
- 2.- pH: 9.25
3.- pH: 8.83

— W e 8 s 4o pH 86
5.- pH: 8.45

6.- pH: 84

7.-pH:84

8.-pH: 8.3

Figura 2.15. Electroforesis en gel de agarosa que muestra la influencia del pH en la reaccién de
produccion del M-ADN con Ni%*. La banda de ADN desaparece siempre que se mantenga e pH por encima
de 8.6.




2.8. Fabricacion de M-ADN 91

Co?*
1.- Control
2.-pH: 9.25
3.- pH: 8.83
4.- pH: 8.6
5.- pH: 8.45
6.- pH: 8.4
7.-pH: 8.4
8.- pH: 8.3

Figura 2.16. Electroforesis en gel de agarosa que muestra la influencia del pH en la reaccién de
produccion de M-ADN con Co* . En este caso la banda de ADN desaparece siempre que se mantenga el pH
por encima de 8.3.

Estos experimentos revelan que la produccion de M-ADN ocurre a pH mayor
para el caso del niquel que para el caso del cobalto. En cuanto al tiempo de
reaccion y estabilidad realizamos experimentos en los que varidbamos el tiempo
de reaccion y a continuacion evaluabamos en un gel de agarosa la presencia o no
de bandas de ADN. Estos experimentos mostraron un tiempo minimo de 30-
45 min. Las muestras preparadas de M-ADN permanecen estables varios dias a
4°C, aunque a medida que pasa el tiempo se observan mayores agrupamientos de
las moléculas (como se muestra en imagenes de AFM en secciones posteriores) y
precipitacion. Por esta razén es aconsejable la preparacion de la muestra en el
mismo instante en que se vaya a utilizar. El proceso de fabricacion de M-ADN lleva
aproximadamente 2 h.

2.8.3. Reversihilidad de la reaccion

Otra de las cuestiones importantes era saber si esta reaccion era reversible,
es decir si podiamos controlar la produccion de B-ADN a M-ADN vy viceversa.
Trabajos previos mostraban que al afiadir EDTA la reaccion era reversible. El
EDTA es una molécula que se une a iones divalentes. Ya que muchas reacciones
necesitan la presencia de este tipo de iones libres en solucion, como es el caso del
Mg®*, el EDTA se usa en general para inhibir reacciones que involucren la
presencia de iones divalentes. El experimento ideado consistié en producir M-ADN
segun el protocolo descrito en la seccién 2.8 usando las concentraciones de sales
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y de KOH correctas. A continuacion se afiade 5 pl de Ni o Co-M-ADN a 20 ul de un
tampon 90 mM Tris-borate, 150 mM EDTA (pH 8.5), se deja reaccionar durante
45 min. y se visualiza en un gel de agarosa que contiene bromuro de etidio. Los
resultados se muestran en la Fig.2.17.

A 1 2 3

Figura 2.17. Electroforesis en gel de agarosa que muestra el estudio de la reversibilidad de la
reaccién de produccién de M-ADN segiin la presencia o no de EDTA. En (A) se muestra el experimento tipico
de produccion de M-ADN. Las calles 2 y 3 correspondientes a Ni-M-ADN y Co-M-ADN no aparecen en la
fotografia del gel. En la parte B se muestra el mismo experimento pero se ha afiadido EDTA a la muestra
hasta una concentracién final de 120 mM. Como se puede observar e ADN recobra su movilidad normal
correspondiente a la forma .

Como podemos comprobar a partir de la Fig.2.17, la produccion de M-ADN
es un proceso reversible al ailadir EDTA en las concentraciones antes descritas.

Los experimentos descritos en estas secciones muestran que bajo la
presencia de ciertas condiciones (concentraciones de sal, pH etc...) la banda de
ADN que deberia aparecer en una electroforesis en gel de agarosa no aparece.
Esto puede ser debido a varias razones: puede ocurrir que la presencia de estos
iones cargue al ADN de manera positiva y entonces migre en sentido contrario,
también podria ocurrir que el ADN modificado no consiga entrar en la matriz del gel
0 que simplemente no intercale bromuro de etidio como se apuntd en trabajos
previos. El experimento descrito en la seccion siguiente esta orientado a responder
estas cuestiones.

2.8.4. El experimento radioactivo

Una de las preguntas obvias que uno se hace a la vista de los resultados
descritos en secciones precedentes es ¢donde esta el ADN modificado que no es
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visible en el gel? Estéa claro que la técnica para visualizar el ADN basada en la
fluorescencia de bromuro de etidio no es valida. En este caso la técnica que
empleamos se basa en el marcaje del ADN que se quiere visualizar mediante un
is6topo radioactivo (a-32P). Este isétopo radioactivo del fésforo es muy utilizado en
los laboratorios de bioquimica y biologia molecular debido al rapido decaimiento de
su actividad radiactiva con el tiempo y la facilidad para la descontaminacion de los
productos que han estado en contacto con él.

1.-Corte con BamHI 2.-Se marca con P32

Iy m - 8“ ||”
2686 pb (913 nm) 1

= rrresseveveeeeee

3.-Se modifica con metales

4.-Electroforesis

g

=/ /"

6.-Se compara lapeliculacon la
fluorescencia de BrEt

5.-Seimpresiona una pelicula

Figura 2.18. Esquema que muestra el experimento radioactivo orientado a la busqueda del ADN
modificado cuando se somete a una electroforesis en gel de agarosa.

El experimento esta descrito en la Fig.2.18. Partimos de un ADN plasmidico
de 2686 pb (pUC18) (Sigma-D-4154). A continuacion lo cortamos con el enzima de
restriccibn BamHI (Sigma-R-0260) y obtenemos dos extremos con 4 bases de ADN
de cadena simple no apareadas. Luego mediante una reaccion de filling
marcamos radiactivamente estos extremos con la ayuda del fragmente Klenow de
la ADN Polimerasa | y el nucleétido radioactivo (a->*")dCTP. Cada molécula de
ADN marcada contiene dos atomos de fésforo radioactivo. Una vez marcadas las
moléculas se realiza la reaccién de produccion del M-ADN y se corre un gel de
agarosa exactamente igual a como se hizo anteriormente, sélo que omitimos el
paso final en el que tefiimos el gel con bromuro de etidio. Lo que hacemos para
visualizar las moléculas marcadas es usar una pelicula fotografica en la que queda
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impresionada la radioactividad. La pelicula la comparamos con la fotografia del gel
de agarosa. Este resultado se muestra en la Fig.2.19.

Figura 2.19. Resultado del experimento radioactivo descrito en la figura anterior. En la imagen de la
izquierda se muestra la fotografia de la fluorescencia de bromuro de etidio del gel de agarosa. Como ya se
mostré las bandas correspondientes a las especies modificadas de ADN con Ni (calle 2) y Co (calle 3) no
aparecen. En la imagen de la derecha se muestra la impresion radioactiva de una pelicula fotogréafica. Las
bandas correspondientes al M-ADN aparecen en la parte superior, es decir el ADN modificado no entraen la
matriz del gel de agarosa.

El experimento radioactivo presentado en esta seccion nos proporciona
valiosa informacién concerniente al ADN modificado. Nos muestra claramente que
el M-ADN no penetra en la matriz del gel de agarosa quedandose en el pocillo en
el cual se depositdé al principio. El resultado mostrado en la Fig.2.19 se puede
explicar de dos maneras: o bien el M-ADN ha perdido su carga y entonces no se
ve afectado por el campo eléctrico externo o bien la razon por la que no entra en el
gel es porque no cabe por el tamafio del poro. El tamafio del poro de un gel de
agarosa de 0.8% es de aproximadamente 50 nm (Rebecca et al. 1995). Si esta Ultima
es la verdadera razén, el ADN modificado deberia tener una estructura de decenas
de nm. EIl resultado mostrado en la Fig.2.19 esta en contradiccion con los
resultados de Aich et al. en dénde se afirmaba que el M-ADN tenia una movilidad
electroforética muy similar a la del B-ADN

Hasta ahora hemos descrito al M-ADN mediante técnicas y argumentos
puramente bioquimicos. Sabemos las concentraciones de sales asi como las
condiciones de pH y tiempo de reaccion en las que modificamos el ADN. Sin
embargo el viejo dicho popular “una imagen vale mas que mil palabras” cobra aqui
especial relevancia y en este contexto el microscopio de fuerzas puede
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proporcionar informacion relevante que no es accesible mediante técnicas
bioquimicas tradicionales. Sobre esta idea volveremos en el capitulo 4.

2.9. Caracterizacion topografica del M-ADN

La primera diferencia del M-ADN con el 3-ADN aparece en la preparacion de
las muestras para el AFM. Mientras que, como ya vimos, la adsorcion del ADN se
lleva a cabo a través de iones divalentes como el Mg®* (ver Apto. 2.3.1), para
adsorber M-ADN en mica no fue necesario afiadir ningun tipo de ion divalente.
Este hecho muestra que las moléculas de M-ADN presentan ya una carga positiva,
y por tanto debemos descartar el tema de la carga como una de las posibles
causas de que no entrase en el gel de agarosa.

Figura 2.20. Imagenes de AFM de M-ADN sobre mica. Las moléculas de ADN modificado presentan
un aspecto muy distinto al de las moléculas de ADN normal (ver Fig.2.1 para comparar).
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La Fig.2.20 muestra un conjunto de imagenes de AFM tomadas usando los
parametros descritos en el Apto. 1.4 en modo DAFM. En primer lugar vemos que
las moléculas de M-ADN, tanto las modificadas con Co* como las modificadas
con Ni?*, presentan un aspecto muy distinto al de las moléculas tipicas de ADN. En
la Fig.2.20 se muestra el aspecto del ADN modificado con cobalto (A) y con niquel
(B-D). En este experimento en concreto la longitud de las moléculas de ADN en
forma B es de 10667 pb (3.6 um), sin embargo la longitud de las moléculas que
aparecen en las imagenes es muy variable, aunque nunca por encima de 600-
700 nm. La primera conclusién que vemos es que el M-ADN es mucho mas corto
que el ADN en forma 3.

El segundo aspecto relevante se refiere a la altura de las moléculas
(Fig.2.21). La altura de las moléculas de M-ADN es mucho mayor que la altura del
ADN en forma . Como ya vimos la altura del ADN adsorbido en una superficie y
medido con el AFM se encuentra en torno a 0.8 nm. Las moléculas de M-ADN
presentan una altura entre 5y 6 nm y por lo tanto casi un orden de magnitud
Mmayor (Moreno-Herrero et al. 2003).

Altura (nm)
w

0 100 200 300 400
nm

Figura 2.21. El M-ADN presenta una altura de 6 nm, casi un orden de magnitud mayor que la altura
del ADN normal.

Debemos afiadir aqui que el experimento bioquimico en el que se
comprobaba la reversibilidad de la reaccion al afadir EDTA fue comprobado
también mediante AFM. En este caso, las imagenes de AFM de M-ADN tratado
con EDTA muestran moléculas de alturas en torno a 0.8 nm, demostrando asi la
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reversibilidad del proceso no solo bioquimicamente (Fig.2.17) sino también con el
AFM.

En resumen, las imagenes de AFM de M-ADN nos muestran que el ADN en
forma B, cuando se trata con ciertos metales y en ciertas condiciones, sufre un
fenbmeno de condensacion por el cual la longitud de las moléculas se reduce
aproximadamente en un factor 5 y la altura de las mismas aumenta en casi un
factor 10. Precisamente, la posible condensacion del ADN habia sido descartada
en trabajos previos, ya que veian que la movilidad electroforética del ADN
modificado era la misma que la del ADN sin modificar. En aquellos experimentos el
tamafio maximo de las moléculas empleadas era de 154 pb (52 nm), con lo cual
aunqgue se produjera condensacién la longitud de las moléculas seria de tan sélo
de 10 nm, tamafo éste suficientemente pequefio como para poder penetrar en el
gel. El tamafo de las moléculas empleadas en los experimentos relatados en
secciones precedentes es de varios miles de pares de bases. Nuestra conclusién,
por tanto, es que la condensacion de estas moléculas origina estructuras que no
caben por el poro del gel de agarosa.

2.10. Experimentos de conductividad en M-ADN

Una vez terminada la caracterizacion y desarrollados los protocolos de
fabricacion del M-ADN decidimos repetir los experimentos de conductividad
realizados sobre A-ADN. Para ello se evaporé un electrodo de oro sobre una
muestra de moléculas de M-ADN adsorbidas sobre mica. Como ya vimos la
longitud de las moléculas de M-ADN se reduce a pocos cientos de nm. En este
sentido es esencial que la longitud de la intercara oro-mica sea lo mas pequefa
posible. El experimento electrostatico (ver Apto. 2.5) realizado sobre M-ADN se
muestra en la Fig.2.22.

Lamentablemente los experimentos realizados sobre M-ADN mostraron unos
resultados idénticos a los encontrados sobre A-ADN: ausencia de conduccion.
Como podemos ver en la Fig.2.22, el M-ADN no presenta ningun contraste
electrostatico, resultado éste compatible con que la molécula presenta una
resistividad, al menos, del orden de la del substrato sobre el que estan adsorbidas
(Moreno-Herrero et al. 2003).
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200 nm 200 nm

Figura 2.22. Experimento €l ectrostatico sobre M-ADN. La imagen de la izquierda se obtuvo aplicando
0V entre punta y muestra. Las moléculas de M-ADN se observan parcialmente enterradas en el electrodo de
oro. La imagen de la derecha se obtuvo aplicando un voltaje bias de 8 V. Como se puede observar, a pesar de
que €l oro pierde contraste debido a la interaccién electrostatica e M-ADN permanece inalterado.

Este resultado esta por tanto en contradiccion con los publicados por Aich et
al. en los que defendian un comportamiento conductor de la molécula. En mi
opinion asumir la posible condensacion de la molécula en presencia de las
condiciones de sales descritas puede explicar, por una parte la discrepancia de
movilidades de las moléculas en un gel de agarosa (ver secciones precedentes), y
por otra parte la conductividad. Al condensarse la molécula la distancia entre los
fluoroforos: fluoresceina y rodamina se acorta enormemente lo que permite la
transferencia de energia por FRET.

2.11. Laconductividad del ADN: unavision en perspectiva

Posiblemente ahora, a finales del afio 2002, sea posible relatar y describir la
secuencia de acontecimientos relacionados con el fascinante tema de la
conductividad del ADN. Debemos remontarnos casi 10 afios, a 1993 o incluso
antes. Por entonces, hacia ya 8 afios que se inventd el STM y la técnica ya es
accesible a varios laboratorios. Entre una de las aplicaciones inmediatas surge la
visualizacibn de moléculas biolégicas y entre ellas el ADN. Sin embargo la
visualizacién de las moléculas de ADN es extraordinariamente dificil debido a las
pobres cualidades conductoras (Salmeron et al. 1990; Garcia et al. 1992; Dunlap et al. 1993).
En ese mismo afio, aparece publicado un trabajo en el que describen la fabricacion
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de un tipo de ADN, M-ADN, que intercala iones metélicos (Lee et al. 1993). Sin
embargo, no se hace ninguna mencion a las posibles caracteristicas conductoras
de esta nueva especie de ADN. Nos encontramos en 1994, estamos viviendo el
boom de las microscopias de campo cercano en biologia, especialmente con ADN.
Se consiguen resolver complejos ADN-proteina, se siguen procesos bioldgicos en
tiempo real etc... y también se consiguen ver moléculas de ADN con el
microscopio de efecto tunel (Guckenberger et al. 1994). En este trabajo se dice
explicitamente que es posible obtener imagenes de materiales aislantes como el
ADN mediante la corriente tunel que se produce a través de la capa de agua
absorbida en la superficie. Hasta entonces, no hay ninguna evidencia de que el
ADN posee propiedades conductoras y por tanto no es interesante desde el punto
de vista de aplicacion tecnologica. Por otra parte, han pasado varios afios desde el
descubrimiento de los nanotubos (lijima. 1991) y éstos son ya accesibles a un buen
namero de laboratorios en todo el mundo. A partir de 1995 se observa un
crecimiento espectacular en cuanto al nimero de resultados usando nanotubos de
carbono y se va forjando la idea de que la nueva era tecnoldgica debe emplear
conductores y materiales de escala nanométrica como los nanotubos o quizas, el
ADN. Pero como el ADN era aislante los trabajos se orientaron hacia el uso del
mismo como molde para construir hilos conductores, como los que se describen
en 1998 (Braun et al. 1998). Entonces se produce un acontecimiento que marcara la
investigacion en esta linea durante los afios siguientes: la publicaciéon el 1 de abril
de 1999 en Nature del trabajo de Fink y Schonenberger (Fink & Schonenberger. 1999).
Curiosamente solo 18 dias mas tarde la revista Journal of Molecular Biology recibe
un trabajo en el que se proclama el caracter conductor del M-ADN, 6 afios mas
tarde de su invencion. A partir de este momento una gran cantidad de
investigadores comienzan a trabajar en el tema de la conductividad del ADN. La
ganancia puede ser mucha si resulta que hemos estado equivocados durante afios
y la molécula biolégica por excelencia es también el conductor molecular del
futuro.

En nuestro laboratorio tardamos 2 semanas en darnos cuenta de que el ADN
adsorbido en una superficie aislante no conducia. A partir de ese momento ha sido
una lucha constante por defender nuestras ideas, a pesar de que fueran en contra
de la tendencia del mercado. Mandamos un comment al articulo de Fink y
Schonenberger de Nature pero éste fue rechazado aludiendo desinterés por el tema.
También intentamos publicar nuestros resultados por dos veces en Applied Physics
Letters. Esta vez el argumento fue que si el ADN no era conductor, éste no tenia




100 2. Propiedades fisicas de biomoléculas: |a conductividad eléctrica del ADN

aplicacion fisica. Ciertamente, pero ¢en ciencia debe prevalecer lo conveniente o
por el contrario la realidad cientifica, aunque ésta no sea la mas apropiada del
momento? La situacion era tremendamente frustrante ya que seguian apareciendo
trabajos que defendian las propiedades eléctricas del ADN, en este caso
semiconductoras, en revistas de alto nivel como Nature (Porath et al. 2000) 0 incluso
en Applied Physics Letters, donde se nos habia rechazado anteriormente (Cai et al.
2000). Afortunadamente, a raiz de la colaboracion con el grupo del Prof. J.M. Soler
conseguimos publicar en diciembre de 2000 en Physical Review Letters nuestros
resultados. Sin embargo la publicacion de este trabajo no cambidé demasiado el
espiritu de la comunidad cientifica y se siguieron publicando trabajos en
contradiccion con los nuestros como el firmado por Kasumov et al en Science en
enero de 2001 (Kasumov et al. 2001) en el que se presentaba al ADN como
superconductor, el de Rakitin et al en abril del mismo afio (Rakitin et al. 2001) u otros
(Watanabe et al. 2001; Yoo et al. 2001). ES importante sefialar que simultaneamente a la
publicacién de todos estos trabajos aparecieron estudios tedricos que proponian
diferentes mecanismos de conduccion a lo largo de pocas bases. (Ratner. 1999;
Conwell & Rakhmanova. 2000; Giese et al. 2001; Li & Yan. 2001) aunque también mostraban
que a largas escalas ésta decaia rapidamente. No era, como se puede uno
imaginar el mejor ambiente para decir que el ADN era un aislante extraordinario.
Sin embargo, la falta reproducibilidad de muchos de los resultados y la falta de
experimentos claros y concluyentes que demostraran de manera inequivoca las
posibilidades tecnoldgicas hizo que la tendencia anterior se fuera invirtiendo y que
empezara a calar en la comunidad cientifica la idea de que el ADN no era tan buen
conductor como parecia. A esto también ayudo que el grupo del Prof. C. Dekker,
que habia defendido un comportamiento semiconductor en un principio, ahora
dijera que el ADN era aislante (Storm et al. 2001). Ajenos al espiritu sensacionalista
de muchos de los resultados seguimos realizando experimentos, en este caso
electrostaticos, para evitar la presencia de los contactos y decidimos mandar
nuestros resultados a la prestigiosa revista Proceedings of the National Academy of
Science en noviembre de 2001 donde serian publicados en Junio de 2002 (Gémez-
Navarro et al. 2002b)10.

0 Al igual que en la vida, la suerte juega un papel esencial en ciencia. Durante el tiempo de evaluacion de
nuestro articulo en PNAS aparecié uno muy similar pero en una revista de mucho menor indice de impacto.
Afortunadamente, el proceso de evaluacion de nuestro trabajo no se vio afectado y finalmente fue publicado
el 25 de Junio de 2002.
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A pesar de las recientes evidencias que niegan cualquier tipo de
conductividad del ADN, durante el afio 2002 se han seguido publicado trabajos en
los que se habla de conduccion en fragmentos cortos de ADN como por ejemplo el
altimo trabajo del grupo del Prof. Kawai (Lee et al. 2002), aunque también trabajos
recientes que verifican nuestros resultados (zhang et al. 2002).

Afirmar que el tema de la conductividad estd zanjado a estas alturas es
posiblemente prematuro. La historia nos ha demostrado que soOlo se puede
estudiar desde cierta perspectiva y distancia en el tiempo. Quizas dentro de 10
afios nuestro articulo se cite como el que matdé cualquier expectativa de un
dispositivo molecular con ADN.

2.12. Resumen

En este capitulo se ha mostrado que la microscopia de fuerzas permite el
estudio de las propiedades eléctricas de moléculas individuales adsorbidas sobre
un substrato aislante mediante dos técnicas: 1) realizando un contacto entre la
punta y la molécula y tomando una curva de corriente frente a voltaje y 2) a partir
de la interaccion electrostatica entre la punta y la molécula y por tanto sin contacto
entre ambas.

La técnica del contacto se empled sobre moléculas de ADN de secuencia
aleatoria (A-ADN) y de secuencia Poly(dG)-Poly(dC) adsorbidas sobre una amplia
variedad de substratos: mica, oxido de silicio, vidrio y zafiro y empleando varios
tipos de metales como electrodos: oro, plata, carbono y estafio. Los resultados
mostraron que las moléculas de ADN no presentan un comportamiento de
conductor molecular ya que no se midié corriente por encima del nivel de ruido
(1 pA) al aplicar hasta 12 V.

La técnica en la que no hay contacto fisico entre la punta y la molécula se
aplic6 a muestras de nanotubos y ADN co-adsorbidas en la misma superficie.
Estos experimentos nos permitieron comparar de manera directa las
caracteristicas conductoras de estos dos hilos moleculares. Los resultados
mostraron que mientras los nanotubos de carbono presentan caracteristicas
compatibles con las de un conductor molecular las moléculas de ADN presentan
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un comportamiento aislante con una resistividad del orden de la del substrato en el
que se encuentran adsorbidas: 102 Q-cm.

Con el fin de estudiar nuevos hilos moleculares basados en ADN se
desarroll6 la produccion de un nuevo tipo de ADN que incorpora iones metélicos
(M-ADN). El protocolo de fabricacion muestra que el ADN en forma 3 cambia a M-
ADN en las siguientes condiciones:

e Para el Ni-M-ADN, usando una concentracion de 12 mM NiCl, y pH por
encima de 8.6.

e Para el Co-M-ADN, usando una concentracion de 1.2 mM CoCl, y pH por
encima de 8.3.

e El proceso de produccion de M-ADN es reversible al afiadir EDTA.

El experimento en el que se marcaron radiactivamente las moléculas de ADN
modificado demostré que éstas no consiguen entrar en un gel de agarosa al 0.7%.

Las imagenes de AFM de M-ADN nos muestran que las moléculas
modificadas con metales sufren un fendmeno de condensacion mediante el cual la
longitud se reduce en un factor 5 y la altura de las moléculas aumenta en casi un
orden de magnitud. La condensacion de las moléculas de ADN explica que no
entren en la matriz del gel de agarosa y permite dar una explicacion a los
resultados de conductividad mostrados por otros autores.

Los experimentos de conductividad realizados sobre moléculas de M-ADN
mostraron unos resultados idénticos a los obtenidos sobre moléculas de ADN: el
M-ADN no presenta un comportamiento eléctrico compatible con el de un
conductor molecular.




3. Caracterizacion estructural de
biomol éculas: 1os filamentos
apareados helicoidales de la

enfermedad de Alzhaeimer

3.1. Introduccion

Este capitulo trata sobre la resoluciéon del AFM y como podemos aplicar esta
resolucién a caracterizar estructuralmente moléculas bioldgicas individuales. Por
esta razon he decidido comenzar el capitulo desarrollando el concepto de
resolucion en microscopia de fuerzas. Como veremos este concepto es dificil de
definir y depende de varios factores. Como ejemplo practico aplico la técnica a
unas estructuras denominadas Filamentos Apareados Helicoidales 0 PHFs (Paired
Helical Filaments) que estan relacionadas con el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer. Estas estructuras estan formadas mayoritariamente por una proteina
llamada tau. La proteina tau, que desempefia otras funciones vitales, polimeriza de
forma andmala generando estas estructuras aberrantes sin que por el momento se
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conozcan ni las razones ni los mecanismos por los que esta polimerizacion se
produce. El estudio de los mecanismos que gobiernan la agregacion de tau en
forma de filamentos es de gran interés, tanto para la comprension del fenbmeno
patolégico neurodegenerativo, como para la busqueda de inhibidores de este
proceso que pudieran utilizarse como tratamientos de prevencion o terapéuticos

La aproximacion al problema se puede realizar de dos formas. Por un lado se
puede caracterizar la molécula PHF, que proviene de enfermos que desarrollaron
la enfermedad y por otro se pueden caracterizar las estructuras generadas in vitro a
partir de la proteina mayoritaria de esos filamentos. En este capitulo muestro
resultados relativos a ambas aproximaciones.

El estudio se ha realizado mayoritariamente en aire ambiente aunque también
se presentan importantes resultados obtenidos recientemente en medio liquido.
Asi mismo, se han empleado dos tipos de sondas de radios de curvatura y forma
distinta con el fin de aumentar la resolucion. Finalmente, se proponen dos modelos
para la estructura de la molécula biolégica estudiada y se comparan con los
resultados experimentales obtenidos.

El trabajo expuesto en este capitulo se realiz6 en colaboracion con el grupo
del Dr. Jesus Avila y del Dr. Esteban Montejo de Garcini ambos investigadores del
Centro de Biologia Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid. Estos grupos
poseen un reconocido prestigio en el estudio de enfermedades
neurodegenerativas y en particular de la enfermedad de Alzheimer (Ripoll et al. 1985;
Nieto et al. 1988; Harrington et al. 1991).

3.2. Resolucion del ARM

Una de las caracteristicas esenciales de cualquier microscopia es su
resolucion. La microscopia de fuerzas se diferencia frente a otras técnicas
microscopicas porgue obtiene una imagen tridimensional de la superficie de la
muestra. Por esta razon debemos distinguir entre resolucién vertical y resolucion
lateral, magnitudes que no siempre se comportan de manera independiente.
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3.2.1. Resolucion vertical

La resolucion vertical esta limitada, esencialmente, por dos fuentes de ruido.
Por un lado estd limitada por la sensibilidad del sistema de deteccion.
Actualmente, éste no es el principal factor limitante ya que el disefio de las
cabezas de AFM (camino 6ptico del laser, fotodiodo, etc...) y la electrénica
empleada logran un nivel de ruido inferior a 0.1 A (0.001 A en STM). El principal
factor limitante en la resolucion vertical de un AFM es el ruido térmico de la
micropalanca. Su valor es (Butt & Jaschke. 1995):

_ [4&T 0074 ]
Az= K I nm (3-1

siendo kg = 1.38x10* J/K la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y
K la constante de fuerza de la micropalanca en N/m. Con constantes tipicas de las
micropalancas de 0.01-1 N/m la amplitud del ruido térmico a temperatura ambiente
es de 7-0.7 A. Para micropalancas con factores de calidad altos, la mayor parte de
este ruido se centra en una region espectral alrededor a la frecuencia de
resonancia de la micropalanca.

3.2.2. Resolucion lateral

La resolucion lateral del AFM no es una magnitud facil de definir. La imagen
de un objeto infinitamente afilado corresponde a la superficie de la punta invertida
tal y como se muestra en la Fig.3.1 A. Consecuentemente, la imagen AFM de dos
objetos infinitamente afilados no es la suma sino la unién de las contribuciones de
cada uno de los objetos por separado (Fig.3.1 B). Por tanto la formacion de una
imagen AFM no es un proceso lineal como ocurre en los microscopios
tradicionales, y la resolucién espacial no es una propiedad inherente del
microscopio sino que depende del contexto en el cual el objeto esta situado.

Figura 3.1. Representacion
esquematica del proceso de
formacién de la imagen con un
AFM.
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La resolucion lateral de las microscopias de campo cercano viene dada por la
interaccion existente entre la punta y la muestra. El rango o alcance de la
interaccion (&) nos define el area que interviene en la formacién de la imagen y por
tanto la resolucion lateral. El rango de la interaccion depende de tres factores: del
radio de la punta (R), de la distancia punta-muestra (D) y de la longitud de
decaimiento de la interaccion (1 =1/« ). Estas tres magnitudes se interrelacionan de
la siguiente forma (Rohrer. 1994):

E=J(R+D)/x (3-2)

De la ecuacion anterior se deduce que la mayor resolucion se obtiene
minimizando tres parametros: el tamafio de la sonda, la distancia de interaccién y
la longitud de decaimiento. Por ejemplo, la corriente tinel cambia en un factor 10
cuando la distancia punta-muestra cambia en 1 A (1~A). Esto significa que la
corriente esta localizada en dimensiones atomicas (R~A) y que por tanto la
distancia punta-muestra es también de este orden. Los microscopios de efecto
tinel poseen, en consecuencia, resolucién atémica (é~A). Este razonamiento se
puede extrapolar a la situacion que tenemos en microscopia de fuerzas. Sin
embargo la versatilidad del microscopio de fuerzas para trabajar en modos de
contacto y no-contacto y en diferentes ambientes (UHV, aire ambiente y liquido)
hace que no sea tan sencillo definir el concepto de resolucion como lo es para el
microscopio de efecto tlnel ya que para cada modo y cada entorno la interaccion
predominante suele ser distinta.

3.2.2.1. Modo contacto

En régimen repulsivo la interaccion presente es debida a la repulsion entre
las nubes electrénicas de la punta y de la muestra y se puede asumir de tipo
exponencial, V~e?*, con lo que si x=-(dF/dz)/F se obtiene A=k’ Esta
interaccion aumenta rapidamente con la distancia cambiando en un factor >10 por
cada A% En este caso el factor limitante es el radio de la punta. Mediante este

! En medio liquido la longitud de decaimiento de la interaccién se denomina longitud de Debye (Ap) y
depende de la concentracion y valencia ionica del electrolito. Expresiones para la interaccion presente en
medio liquido y para Ap se dan en la seccion 1.4: ecuaciones 1-4 y 1-5. A condiciones fisiolégicas Ap varia
entre 0.1y 100 nm.

2 Estainteraccion debida al apantallamiento de los nicleos por los electrones refleja muy bien laresolucién de
un AFM trabajando en no contacto en UHV.
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método es posible obtener resolucion atomica en medio liquido sobre muestras
cristalinas (Ohnesorge & Binnig. 1993) y medir la periodicidad atdmica en aire ambiente
sobre cristales de oro o grafito.

El efecto del radio de la punta (R) provoca que objetos de dimensiones
menores, Ry <R, aparezcan de mayor tamafo. Este fendmeno, denominado
dilacion, hay que tenerlo muy en cuenta cuando visualizamos moléculas biolégicas
con el AFM, ya que éstas tienen dimensiones tipicas de pocos nm mientras que el
radio de la punta es, tipicamente, un orden de magnitud mayor.

Para una molécula individual de altura, H=2R.,, menor que el radio efectivo
de la punta, R, (Fig.3.2) (Rw <R), la anchura que presenta una imagen AFM a
media altura se puede calcular segun:

S=v4HR+H? ~ 2R ‘R 3-3
mol

siendo R el radio efectivo de la punta y S el ancho que presenta la imagen AFM del
objeto a media altura (Margeat et al. 1998). Por ejemplo, cuando visualizamos
moléculas de ADN, cuyo diametro es 2 nm, las imagenes de AFM obtenidas con
una punta de radio 20 nm muestran las moléculas con un ancho de 9 nm.
Anélogamente, a partir de la Ec.3-3 es posible deducir el radio de la punta
empleada si se conocen las dimensiones del objeto que se visualiza.

S?2_H?
4H

R=

(3-4)

Figura3.2. Representacion
esquematica del proceso de imagen
de un objeto de diametro H usando
una punta de radio R (H<R). La
anchura a media altura que se
obtiene en la imagen AFM es S,

El radio efectivo de la punta también se puede calcular usando el modelo de
Hertz (Ec.1-13). Segun este modelo el radio efectivo depende de la fuerza normal
aplicada y de las propiedades mecanicas de la punta y de la muestra. Esto tiene
importantes implicaciones. Por un lado se alcanzara mayor resolucién en muestras
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duras que en blandas, y por otro lado, ya que las fuerzas aplicadas son mucho
mayores en aire ambiente que en liquido, la resolucion alcanzada sobre muestras
blandas en contacto sera superior en medio liquido que en aire ambiente (Tabla 3-

).

Otra caracteristica esencial del método de contacto es la presencia de
fuerzas de friccion. Estas fuerzas son especialmente dafiinas sobre muestras
formadas por moléculas individuales débilmente ancladas al substrato. Esto no
ocurre cuando tenemos conjuntos ordenados o cristales de proteina, donde las
moléculas se apoyan unas con otras y las fuerzas laterales no las desplazan. En
este caso es posible conseguir resoluciones laterales por debajo del nm ajustando
la concentracién y fuerza i6nica del tampon (Muller et al. 1999). Para definir la
resolucién en este tipo de muestras podemos usar el diagrama de la Fig.3.1 C.
Podemos definir la resolucion lateral como la separacién minima, d, entre dos
objetos infinitamente finos, tal que la altura Az es mayor que el ruido instrumental
(resolucion vertical). Este es un ejemplo en el que vemos que la resolucion lateral
y la vertical estan intimamente relacionadas.

Como se muestra en la Fig.3.1 C la distancia minima detectable, d, depende
no sélo de las dimensiones de la punta, R, y de la sensibilidad del microscopio, Az,
sino también de la altura relativa de los objetos, Ah. Para una punta parabdlica, d
vale:

d =\/ﬁ(\/ﬁ+\/Az+Ah) (3-5)

para d>+2RAh (Bustamante & Keller. 1995). Esta expresion es valida para objetos
indeformables y predice que la resolucibn aumenta cuando los objetos son de
similar altura (Ah—0). La alta resolucién obtenida sobre cristales de proteina se
achaca a la presencia de pequefios defectos nanomeétricos en la superficie de la
punta macroscopica, lo que minimiza el valor efectivo del radio de la punta.

Si la molécula que se quiere visualizar tiene una altura mucho mayor que el
radio de la punta, h>R, entonces la magnitud relevante en la resolucién espacial es
el angulo de apertura de la punta, «, tal y como se puede comprobar en la Fig.3.3.

Mediante argumentos puramente geomeétricos se deduce que:

S=w+h-tan(a) (3-6)
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Figura 3.3. Representacion
esquematica del proceso de imagen de un
objeto de dimensiones h x w usando una
punta de radio Ry angulo de apertura a,,
tal que h>R. La anchura a media altura
gue se obtiene en laimagen AFM es S.

3.2.2.2. Modos dinamicos y de no contacto

En los modos dinamicos la posicion media de la punta se encuentra a
distancias tipicas de nm o decenas de nm. En este rango las interacciones
predominantes (vdW, electrostatica, magnética...) siguen una ley del tipo: F=1/z".
Con lo que:

_dF/dz _
— -

n z
K= Ejﬂ,—ﬁ (37)

Para la interaccion de van der Walls (Ec.1-3) la longitud de decaimiento vale
A =1z/2. Un resultado analogo se deduce para las interacciones electrostatica y
magnética. De la ecuacion 3-7 y 3-2 se deduce que la resolucién lateral sera
mayor cuanto menor sea r (distancia punta-muestra) y mayor sea n (el orden de la
interaccion).

En aire ambiente, la presencia de las fuerzas capilares obliga a usar grandes
amplitudes de oscilacion (decenas de nm) y a mantener la micropalanca a
distancias similares de la superficie de la muestra con la consiguiente pérdida de
resolucién. En medio liquido es posible operar los modos dinamicos con bajas
amplitudes y pequefas distancias punta-muestra con lo que se obtiene una mayor
resoluciéon en medio liquido que en aire ambiente (Maller et al. 1999) (Tabla 3-I). En
UHV la interaccion capilar no existe y esto permite acercar la punta a distancias
por debajo del nm. El rango de la interacciobn es mucho menor que en aire
ambiente y es posible obtener imagenes con resolucion atoémica real sobre
muestras aislantes (Giessibl. 1995; Sugawara et al. 1995)

En principio JM combina aspectos de los modos dindmicos y del modo de
contacto y, ya que la magnitud de control es la fuerza normal presente en contacto
se deberia poder conseguir resoluciones laterales comparables a las del modo
contacto. Sin embargo hasta la fecha no hemos conseguido obtener una




110 3. Caracterizacion estructural de biomoléculas: |os filamentos apareados...

resolucién lateral comparable a la que se obtiene en modo contacto debido al poco
tiempo que llevamos empleando este modo de medida para estudiar moléculas
biologicas individuales en medio liquido.

Para estudiar moléculas biolégicas nos restringimos al aire ambiente o al
medio liquido. En la Tabla 3-1, presento un resumen sobre la resolucién lateral
alcanzada por el AFM sobre material biolégico.

Tipo Muestra Ambiente Modo medida Resolucion Referencia
4
Contacto -
[ Aire 15-20 nm (1)
M oléculas DAFM 5-15nm (2
Individuales <
8 (AD'\,l’ Contacto 4-8 nm (@D}
S proteinas
% polimeros) Liquido IM 10-15 nm (3)
2
B < DAFM 10-15nm 4
[
E .
= Cristales Aire No hay datos disponibles
Proteinas
(HPI, < Contacto 0.6 nm (5)
Porin OmpF Liquido
\. Memb.prpura) DAFM 1.1nm (6)
\
(1) HansmaH.G. et a. Science 256, 1180 (1992) (4) Viani, M.B. et al. Nat. Str. Biol. 7 (8) 644 (2000)
(2) Wong S.S. et al. Appl. Phys. Lett. 73, 3465 (1998) (5) Miller, D.J. et a. Biophys. J. 76, 1101 (1999)

(3) Moreno-Herrero F. et a. Appl. Phys. Lett. 81, 2629 (2002) (6) Mdller, C. et d. Biophys. J. 77, 1150 (1999)

Tabla 3-1. Tabla que resume la resolucién lateral tipica obtenida con un microscopio de fuerzas sobre
material biologico.

En general la méxima resolucién se consigue usando el modo de contacto,
siempre que estemos en el régimen de repulsion electronica de los atomos de
punta y muestra y siempre que la altura relativa entre moléculas sea pequefa.
Esto ocurre cuando se visualizan cristales de proteina. En este caso es posible
conseguir resoluciones laterales por debajo del nm (Miiller et al. 1999). Usando DAFM
es posible también conseguir resoluciones laterales del orden del nm sobre
muestras cristalinas (Méller et al. 1999). Estas resoluciones laterales tan elevadas
son posibles porque la interaccion presumiblemente se lleva a cabo a través de
una pequefia protuberancia de tamafio nanométrico dentro de la punta
nanoscopica de decenas de nm (Miiller et al. 1999).
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Cuando se intenta visualizar moléculas individuales de pocos nm de altura no
es conveniente utilizar el modo de contacto debido a las fuerzas laterales
inducidas por el movimiento de la punta. Mediante técnicas bioquimicas es posible
fijar las moléculas a la superficie de una manera mas firme pero esto no evita que
la parte superior de la molécula se mueva al realizar el barrido, con la consiguiente
pérdida de resolucion. Esta es la razén por la que las imagenes de contacto de las
moléculas de ADN mostradas en la Fig.1.22 no presentan una buena calidad. Para
visualizar moléculas individuales se emplean modos que minimizan las fuerzas
laterales como el DAFM o el JM. En este caso la punta se encuentra, en promedio,
a varios nm de la superficie de la muestra. Cuando se emplea DAFM, pequefias
protuberancias de la punta nanoscopica no afectan a la interaccion y podemos
considerar la punta como una esfera de radio de decenas de nm. La resolucién
lateral que se alcanza sobre moléculas individuales es tipicamente de 10-15 nm.
Es posible mejorar la resolucion lateral usando nanotubos de carbono como
sondas, en estas condiciones se pueden conseguir resoluciones laterales de 5 nm
(Wong et al. 1998). No es este el caso habitual, ya que este tipo de sondas son
dificiles de conseguir y su fabricacién es complicada y cara.

Las imagenes que muestro en este capitulo obtenidas en aire ambiente se
adquirieron en modo DAFM usando dos tipos de puntas con radios nominales de
15 y 5nm y angulos de apertura 35° y 20° respectivamente. Las imagenes
obtenidas en medio liquido se adquirieron usando JM. Pero antes de mostrar los
resultados es obligado hacer una pequefia introduccion a la molécula que
gueremos estudiar.

3.3. Laenfermedad de Alzheimer y |los filamentos apareados
helicoidales

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa que causa
demencia progresiva. Afecta principalmente a las personas mayores de 65 afios.
Alrededor del 20% de las personas con edades comprendidas entre los 80-85
afios la padecen y es la cuarta causa de mortalidad del mundo desarrollado.
Aungue existe una forma determinada de Alzheimer de aparicion temprana y que
esta asociada a razones genéticas (s6lo un 1% de los casos totales), para la
restante mayoria de los casos (Alzheimer esporadico) no se conocen los
mecanismos implicados en el desarrollo de la enfermedad. Lo que si se sabe es su
patologia, es decir sus sintomas y consecuencias. Esta enfermedad causa la




112 3. Caracterizacion estructural de biomoléculas: |os filamentos apareados...

destruccion de las neuronas en zonas como el hipocampo lo que se traduce en
trastornos en la memoria y en la coordinacién de movimientos.

La Fig.3.4 muestra una imagen de microscopia Optica con tincion de plata de
un corte del tejido de un cerebro afectado por la enfermedad de Alzheimer. Las
lesiones caracteristicas que se observan son las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares.

Figura 3.4. Imagen de microscopia 6ptica con tincién de plata de un corte de tegjido de
cerebro afectado por la enfermedad de Alzheimer.

Las placas seniles (Fig.3.4 A) estan distribuidas difusamente en areas del
cerebro cortical o subcortical. Estan formadas por acumulaciones del péptido
B-amiloide que procede del procesamiento proteolitico de la proteina precursora
del amiloide. Esta proteina se procesa de manera anormal en los enfermos y
polimeriza con ella misma formando fibras de amiloide que tienen unos 2 nm de
didmetro. Se desconoce por qué ocurre esto, pero si se sabe que las placas
seniles también aparecen con la vejez, aunque en menor cantidad, sin que se
manifieste la patologia. A veces se producen depdsitos de esta proteina en los
vasos sanguineos del cerebro como se puede ver en la Fig.3.4 B. La continua
acumulacion de esta proteina en los vasos sanguineos del cerebro provoca una
obstruccion de los mismos que pueden dar lugar a derrames cerebrales que
pueden provocar la muerte. Existen estudios con microscopia de fuerzas sobre la
polimerizacion de los filamentos de B-amiloide (Blackley et al. 2000).
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La otra marca histologica de la enfermedad son los ovillos neurofibrilares o
NTFs (Neurofibrillary Tangles) (Fig.3.4 C). Se forman intracelularmente para luego
quedar como NTFs extracelulares al morir la neurona. EI nimero de ellos es
proporcional al grado de demencia (Arriagada et al. 1992). Los NTFs estan
constituidos por la acumulacién de unos filamentos de morfologia caracteristica,
por la que reciben el nombre de filamentos apareados helicoidales o PHFs (Paired
Helical Filaments). Ademd&s también aparecen, aungue en menor proporcion,
filamentos rectos o SF (Straight Filaments).

La Fig.3.5 muestra el aspecto de estos filamentos visualizados con
microscopia electronica con sombreado metalico. Estudios de microscopia
electrénica revelan que estos filamentos muestran una variacion en grosor de 8 a
20 nm, con una periodicidad de 65-80 nm (Crowther & Wischik. 1985; Crowther. 1991).
Por el contrario, los filamentos rectos poseen una anchura de ~15 nm sin mostrar
variaciones en grosor.

Figura3.5. Imagenes de microscopia electrOnica con sombreado metdlico que muestran €
componente principal delos NTFs: los PHFs.

La proteina tau, anormalmente fosforilada, es el componente principal de los
PHFs. Esta proteina pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtubulos.
Este nombre se asigndé a un conjunto de bandas que aparecian en geles de
acrilamida en condiciones desnaturalizantes, de entre todas las proteinas
asociadas a microtubulos. Este tipo de acumulaciones filamentosas de la proteina
tau también aparecen en otros procesos neurodegenerativos como son: las
demencias frontotemporales asociadas al cromosoma 17, la degeneracion
corticobasal; la enfermedad de Pick y la paralisis supranuclear progresiva con lo
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gue a todo este conjunto de enfermedades se las ha agrupado con el nombre de
Tauopatias.

En las secciones siguientes mostraré los resultados experimentales
obtenidos mediante microscopia de fuerzas sobre los PHFs en aire ambiente y en
medio liquido. Describiré los modelos estructurales empleados y los compararé
con los resultados experimentales. Terminaré el capitulo con los resultados
obtenidos sobre filamentos creados in vitro en el laboratorio.

3.4. Caracterizacion por AFM de los PHFs en aire ambiente

En esta seccion mostraré los resultados obtenidos con AFM sobre PHFs
medidos en aire ambiente. Se han empleado dos substratos: mica (Aname
Cat#71850) y grafito pirolitco o HOPG (Highly Oriented Pyrolitic Graphite) (NT-MDT
HOPG-ZYH), dos tipos de puntas y todas las imagenes han sido obtenidas usando el
modo de medida DAFM en el régimen de no contacto (Seccién 1.3.2).

3.4.1. Puntas estandar

Las muestras de PHFs para microscopia de fuerzas se prepararon tal y como
se describe en (Moreno-Herrero et al. 2001): 4 ul de la solucion de PHFs se
depositaron sobre un disco de mica recién exfoliado. Se deja adsorber durante
1 min. y se lava con agua desionizada para eliminar cualquier resto de sal o
molécula no adherida a la superficie. Finalmente se seca con nitrdgeno seco. La
principal diferencia de este protocolo de preparacion comparado con el del ADN
descrito en la seccion 2.3.1 es que la propia carga del PHF permite la adsorcion a
la mica, por tanto no es necesario afiadir ningun tipo de i6n divalente extra.

En la Fig.3.6 se muestra una serie de imagenes de moléculas individuales de
PHFs preparadas segun el protocolo descrito en el paragrafo anterior. En este
caso se emplearon micropalancas con puntas de radio estandar de 15-20 nm,
angulo de apertura de 35° constante de fuerza 0.75 N/m y frecuencia de
resonancia ~75 kHz (Olympus Optical Co, LTD).
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Los PHFs aparecen como estructuras de morfologia helicoidal con giro a
izquierdas®. En las imagenes se pueden observar otros restos procedentes de la
purificacion de estas estructuras. La mayoria de los filamentos presentan helicidad
aungque una pequefa fraccién aparecen como filamentos planos (ver flechas en
Fig.3.6 B).

Figura 3.6. Imagenes de microscopia de fuerzas de PHFs adsorbidos sobre mica obtenidas usando
una punta de radio estandar de 15-20 nmy angulo de apertura de 35°.

Las dimensiones de los PHFs, tanto adsorbidos sobre mica como sobre
HOPG, se muestran en las figuras 3.7 y 3.8 respectivamente. Las moléculas
presentan una periodicidad axial variable de 65-80 nm. Esta dispersion es, muy

% En cualquier microscopia donde la imagen se obtiene como fruto del barrido de una sonda, se debe poner
especial cuidado para que la quiralidad de las imégenes no sea fruto de un artificio instrumental o informatico.
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probablemente, debida al proceso de deshidratacién ya que las medidas estan
tomadas en aire ambiente. La altura de las moléculas es de ~16 nm para los
maximos y ~10 nm para el minimo local situado entre dos maximos para las
imagenes de mica y de ~18 nm y ~12 nm respectivamente para las imagenes de

HOPG.
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Figura 3.7. Dimensiones de los PHFs adsorbidos sobre mica. Los datos fueron medidos con una punta

estandar de 15-20 nm.
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Figura 3.8. Dimensiones de los PHFs adsorbidos sobre HOPG. Los datos fueron medidos con una
punta estandar de 15-20 nm.

En general las dimensiones de los filamentos son mayores cuando se
encuentran adsorbidos sobre HOPG. Sin embargo, la preparacion de las muestras
sobre grafito es mucho mas complicada ya que las moléculas de PHF se adhieren
muy débilmente a la superficie y son eliminadas durante el proceso de lavado.
Posiblemente, la adsorcion de los PHFs sobre mica se produce gracias a la carga




3.4. Caracterizacion por AFM de los PHFs en aire ambiente 117

superficial que ésta tiene y es, precisamente, la interaccion electrostatica la que
los comprime contra la superficie. Ya que el grafito no presenta carga superficial, la
adsorcion es mucho mas improbable pero a cambio, la interaccion molécula-
superficie es mas débil con lo cual los PHFs se encuentran menos comprimidos
contra la superficie.

El ancho que las moléculas presentan en la parte de maximos es de 31 nm
(Fig.3.7 A) y de 29 nm (Fig.3.8 A) y en la parte de minimos de 32 nm (Fig.3.7B) y
de 31 nm (Fig.3.8 B).

Un estudio mas detallado de las imagenes, independientemente del substrato
empleado, revela un patron en forma de bandas con una periodicidad de entre 8-
12 nm dentro de la estructura helicoidal. Estos datos parecen indicar que la
estructura de los PHFs se sustenta en otra que se repite periddicamente. De
hecho una de las estrategias empleada por la naturaleza para conseguir una
estructura helicoidal consiste en la repeticion de una unidad de forma que hay un
pequeio desajuste entre esta unidad y la que le sigue. Esta subestructura se ve
claramente en la Fig.3.9.

Figura 3.9. Imagenes de AFM de alta resolucién que muestran un patron en forma de bandas
perpendiculares al gje de la hélice con una periodicidad de 8-12 nm. (A) es la imagen tomada sobre mica y
(B) eslaimagen derivada. En (C) se muestra un PHF sobre HOPG y en (D) la derivada correspondiente.

Las imagenes de fase tomadas simultdneamente con la topografia revelan
detalles interesantes de la superficie de estos polimeros. En general, aparecen
estructuras granulares de tamafo variable. Aparentemente, las imagenes de fase
presentan una mayor resolucion lateral. La interpretacion de estas imagenes no es
sencilla ya que por un lado existe una influencia de la topografia y por otro lado
todavia no esta claro qué tipo de informacion proporcionan estas imagenes. En la
Fig.3.10 se muestra la imagen de alta resolucion de topografia de un PHF (A y D)
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junto con su imagen de derivada (B y E) y los datos de fase registrados
simultdneamente con la topografia (C y F). La zona de contraste oscuro que rodea
el nucleo de la fibra en las imagenes de fase se puede correlacionar con el
contraste producido por la cubierta difusa que poseen los PHFs. Este contraste
aparece claramente en imagenes de microscopia electronica. Esta cubierta esta
descrita por otros autores como una cubierta que rodea al nucleo central de los
PHFs formada por las colas de las moléculas de tau completas (Crowther. 1991;
Wischik et al. 1997). De confirmarse este punto las imagenes de fase nos
proporcionarian informacion relevante. El efecto de la cubierta difusa también es
visible en las imagenes de topografia, aunque el contraste que presenta es mucho
menos marcado.

Figura 3.10. A, imagen de alta resolucién (1.36 nm por punto) de la topografia de un PHF adsorbido
sobre mica. Un detalle se muestra en (D) (0.58 nm por punto). Las correspondientes derivadas se muestran
en (B) y (E). Los datos de fase registrados simultaneamente con la topografia aparecen en (C) y (F). Las
imagenes de fase muestran una estructura granular de tamafio variable rodeada de una banda de contraste
negativo que atribuimos a la cubierta difusa de los PHFs descrita por otros autores.
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3.4.2. Puntas ultra-finas

Tal y como se mostro en la seccion 3.2.2, la resolucion lateral depende, en
gran medida, de las dimensiones de la punta. Por este motivo decidimos utilizar
micropalancas con puntas de radio de curvatura menor que las empleadas hasta
este momento y con un angulo de apertura también menor (UltraSharpSiliconTips,
Nanosensors). Este tipo de puntas presentan un radio de curvatura igual o menor
que 5 nm, un angulo de apertura de 20°, una constante de fuerza de 10 N/m, una
frecuencia de resonancia de 120 kHz y estan hechas de silicio frente al nitruro de
silicio de las puntas de radio estandar. El material del que estan hechas las puntas
es importante por su dureza. El silicio es mucho mas blando y fragil que el nitruro
de silicio con lo cual el manejo de las puntas de radio ultra-fino es extremadamente
complicado ya que cualquier golpe con la superficie modifica de forma irreversible
el estado de la punta.
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Figura 3.11. Imagen de topografia obtenida usando una punta de radio de curvatura igual o menor a
5nm (A). En By C se muestran los perfiles obtenidos en la parte alta y media del PHF. La anchura medida a
media altura en la parte alta es de tan sdlo 6 nm mientras que se obtienen 18 en € perfil C. Este resultado
nos muestra que €l efecto de la dilacién se minimiza usando este tipo de puntas.

En la Fig.3.11 se muestran los resultados correspondientes a la
caracterizacion de los PHFs usando este tipo de puntas. Una vez mas se obtiene
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una estructura helicoidal tal y como aparecia en las figuras anteriores como
elemento basico del polimero. La imagen de la Fig.3.11 A muestra el PHF como
una cinta fina enrollada con una periodicidad similar a la obtenida con las puntas
de radio estandar (~75 nm). El pequefo radio de la punta y el hecho de que el
angulo de apertura sea mucho menor minimiza el efecto de la dilacion. En
particular, mientras el ancho medido a media altura en los perfiles era
practicamente idéntico en los experimentos mostrados en las Figs.3.7 y 3.8, en las
imagenes de la Fig.3.11 los perfiles muestran anchos muy distintos cuando se
obtienen en la parte superior o en la parte inferior (Fig.3.11 B y Fig.3.11 C). Notese
que, ya que la parte comprendida entre dos maximos se encuentra suspendida en
el aire o débilmente adherida al substrato, esta parte de la imagen aparece mas
borrosa debido al movimiento del polimero producido por la punta. Un analisis mas
cuidadoso de los perfiles nos muestra dos picos en el perfil obtenido en la parte
baja (Fig.3.11 C) sugiriendo que la cinta puede estar formada por dos cadenas.

Un hecho interesante es que en estas imagenes no se observan las bandas
presentes en las imagenes obtenidas con las puntas de radio estandar. Creemos
gue esto es debido a que estas puntas estan realmente tocando la superficie del
PHF modificando su estructura. De hecho la baja altura medida en las zonas
comprendidas entre los maximos avala esta hipotesis. Posiblemente el régimen de
contacto o no contacto de los modos dinamicos se ve seriamente afectado por las
dimensiones del radio de la punta de la micropalanca. Las imagenes obtenidas con
las puntas de radio estandar se obtuvieron en modo de no contacto con lo cual el
bandeo que se observa es fruto de la deformacion producida por fuerzas
electrostaticas o por fuerzas de vdW y no por la propia punta (ver discusion en
seccion 3.6).

Hasta este punto se han presentado los resultados correspondientes a la
caracterizaciéon de los PHFs en aire ambiente. Sin embargo, tal y como se
demostré en el Cap. 1 con los experimentos realizados sobre ADN, el medio en el
cual se adquieren las imagenes puede tener una influencia determinante sobre la
estructura de las biomoléculas. Por esta razén decidimos visualizar estos
polimeros en medio liquido.
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3.5. Caracterizacion por AFM de los PHFs en medio liquido

Las imagenes de los PHFs en medio liquido fueron obtenidas usando JM.
Con este método de medida es posible obtener informacion sobre la adhesion de
la punta con la muestra. Empleamos micropalancas de baja constante de fuerza
(0.02 N/m) y radio de curvatura estandar (~10 nm). Las imagenes de las moléculas
fueron obtenidas en tampon PBS (Sigma P-3813), aplicando una fuerza maxima de
~150 pN.

Figura 3.12. Imagenes de AFM obtenidas usando JM de PHFs en tampon PBS. Las imégenes fueron
adquiridas aplicando una fuerza méxima de 150 pN. En la figura se muestran dos imagenes de topografia
(AyC) junto con sus correspondientes imagenes de adhesion (By D). Como se puede ver la adhesiéon es
minima sobre la superficie de las moléculas.
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En la Fig.3.12 se muestran varias imagenes de AFM obtenidas en PBS, junto
con sus correspondientes imagenes de adhesion. La imagen de baja resolucidon
obtenida en medio liquido (Fig.3.12 A) es muy similar a la obtenida en aire
ambiente (Fig.3.6 A): los PHFs aparecen como estructuras de morfologia helicoidal
con giro a izquierdas. La periodicidad de la hélice, al igual que ocurria en aire
ambiente, presenta dispersién de una molécula a otra y se encuentra comprendida
entre 65 y 80 nm. Sin embargo mientras en aire ambiente el valor medio se
encuentra mas proximo a 75 nm en medio liquido la periodicidad media es mas
cercana a 70 nm. Es decir en medio liquido la estructura del PHF aparece mas

compacta.

Las im&genes de adhesién obtenidas en JM muestran que ésta es
practicamente nula sobre la superficie de las moléculas. Este resultado es muy
similar a los obtenidos sobre ADN y sobre el bacteriéfago ¢29 (Fig.1.26). Es
importante notar que incluso sobre pequefios fragmentos de PHFs la adhesion
sigue siendo nula. Unicamente sobre otros objetos* presentes en la preparacion se
miden adhesiones de hasta 0.5 nN. En este sentido las imagenes de adhesion nos
sirven para diferenciar distintas clases de materiales.
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Figura 3.13. Dimensiones de los PHFs adsorbidos sobre mica cuando se miden en tampén PBS. La
imagen fue obtenida en JM usando una punta de radio estandar y aplicando una fuerza maxima de 150 pN.

Un analisis cuidadoso de las dimensiones de los PHFs cuando se miden en
medio liquido (Fig.3.13) nos revela importantes diferencias con respecto a las
dimensiones obtenidas en aire ambiente (Fig.3.7, 3.8y 3.11). En primer lugar la

* Posiblemente particul as de ferritina, presentes en el proceso de purificacion y de dificil eliminacion.
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altura de las moléculas tanto en la parte superior como en las zonas inferiores es
mayor cuando se mide en medio liquido que cuando se mide en aire ambiente. En
aire ambiente la altura medida variaba, dependiendo del substrato empleado y del
tipo de punta, entre 16 y 18 nm para las partes de altura médximay entre 8 y 12 nm
para las zonas de altura minima. En medio liquido las alturas son de ~20 nm para
las zonas de maximos y de ~15 nm para las zonas de minimos. No sélo las alturas
absolutas cambian sino también la relacion entre maximos y minimos. El cociente
Hmax/Hmin medio de las moléculas observadas en aire ambiente esta en torno a 1.7
mientras que este niumero en medio liquido es 1.25. Estos resultados nos indican
gue, muy probablemente, la estructura tridimensional que tiene el PHF en medio
fisiolégico se mantiene cuando se mide la topografia usando JM en PBS. Si la
estructura de la molécula es la de una cinta enrollada entonces las partes
comprendidas entre dos maximos no llegarian a tocar la superficie de la mica, lo
que explicaria la diferencia de alturas relativa medida en medio liquido.
Probablemente en las muestras preparadas en aire ambiente la parte de la cinta
gue se encuentra suspendida entre dos maximos no es capaz de mantenerse en el
aire y colapsa contra la superficie debido a la interaccién electrostéatica, a las
fuerzas capilares y a las fuerzas de van der Waals.

Las dimensiones laterales medidas en medio liquido en la parte superior
(Fig.3.13 A) y en la parte inferior (Fig.3.13 B) son muy similares a las encontradas
en los datos obtenidos al aire y valen 32 y 34 nm respectivamente.

En las imagenes obtenidas en medio fisiologico se observa claramente la
presencia de la cubierta difusa que ya se comentd en el apartado anterior. Esta
cubierta aparece como un halo que rodea las moléculas de PHF (Fig.3.13 y
Fig.3.12 C). Las imagenes de adhesion (Fig.3.12 D) no presentan ningun contraste
sobre esta regidn de la molécula de PHF.

El estudio de estas moléculas en medio liquido abre la posibilidad de estudiar
sus propiedades elasticas en su estado natural. La Fig.3.14 nos muestra dos
curvas de fuerza frente a distancia medidas sobre un PHF (X) y sobre la mica (Y).
La pendiente de ambas curvas es muy distinta: 0.020 N/m sobre el sustrato y
0.011 N/m sobre la molécula. Estos datos demuestran que la estructura de los
PHFs es muy blanda lo cual corrobora la hipétesis mencionada anteriormente de
que la estructura se deforma al adsorberse sobre el sustrato en aire ambiente.
Esta caracteristica de las moléculas biologicas ya se comprobé anteriormente con
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el ADN, donde veiamos como el efecto de la presion ejercida por la punta sobre la
molécula modificaba su altura (seccion 1.5.2.1).
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Figura 3.14. Curvas de fuerza frente a distancia realizadas sobre un PHF (X) y sobre la mica (Y). Las
pendientes medidas son de 0.020 N/m para la curva de fuerza frente a distancia tomada sobre la mica y de
0.011 N/m para la realizada sobre la molécula. La diferencia de pendientes nos muestra que los PHFs son
estructuras muy blandas.

3.6. Andlisis de resultados, modelos 'y simulaciones

Los resultados mostrados presentan a la molécula PHF como una estructura
helicoidal con giro a izquierdas con una periodicidad en torno a 75 nm de acuerdo
con trabajos previos (Crowther & Wischik. 1985; Wischik et al. 1985; Crowther. 1991; Appelt &
Balin. 1993; Pollanen et al. 1994; Pollanen et al. 1997; Wischik et al. 1997). En este punto, las
medidas presentadas, tanto en aire como en medio liquido, estan de acuerdo.

Las dimensiones de esta estructura helicoidal son menores cuando se miden
en aire ambiente si se las compara con las medidas en medio liquido. Las
dimensiones medidas en medio liquido coinciden con los datos de la literatura
(Crowther & Wischik. 1985; Wischik et al. 1985; Crowther. 1991; Wischik et al. 1997). Crowther y
Wischik describen la molécula de PHF, a partir de medidas de microscopia
electrénica, como estructuras cuyas dimensiones transversales varian entre 8 y
20 nm. Ya que nuestras medidas obtenidas en liquido son coincidentes con éstas,
tomaremos como guia estos valores a la hora de elaborar los modelos. Una vez
descritos los modelos veremos si éstos son compatibles con las medidas
realizadas en aire ambiente.
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3.6.1. Modelos de trabajo

Una de las formas de modelizar una estructura helicoidal es repetir una figura
bidimensional de dimensiones H x W (H>W) rotandola a lo largo de la direccion Z
(Fig.3.15). Por ejemplo, si lo que se repite es una linea recta de longitud H
entonces se obtiene una cinta helicoidal de espesor nulo. Es importante notar que,
idealmente, una cinta enrollada se apoya sobre una superficie Unicamente por los
puntos donde el eje transversal es perpendicular al substrato y se mantiene
suspendida en el aire en el resto de puntos. La distancia maxima de la cinta a la
superficie se consigue en la zona central comprendida entre estos dos puntos de
apoyo.

En el caso de que esta estructura sea como la que se muestra en la
Fig.3.15 A (linea recta de dimensiones H x W) entonces se obtiene una cita de
espesor W y altura H, medida en los puntos de apoyo con el substrato (eje
transversal de la cinta perpendicular al plano del substrato), como la que aparece
en la Fig.3.15 C. Si consideramos una cinta fina, la altura minima de la molécula
seria (H/2+W/2~H/2ya que W<<H). Este tipo de modelo puede explicar los
resultados obtenidos en aire ambiente ya que un perfil longitudinal realizado sobre
la imagen de Fig.3.15C seria muy similar a los mostrados en las
Fig.3.7,3.8y 3.11. El modelo de cinta fina no puede explicar los resultados
obtenidos en medio liquido. Para explicar estos resultados la cinta deberia ser
relativamente gruesa, tal que W~H/2. Entonces el punto de minima altura seria
~¥%-H (Fig.3.13). Lamentablemente, una cinta gruesa estaria en conflicto con los
resultados medidos en aire ambiente y en particular con las imagenes obtenidas
con las puntas ultra-finas (Fig.3.11).

El otro modelo propuesto es uno de los modelos mas ampliamente aceptados
sobre la estructura de los PHFs y consiste en dos subunidades con forma de C
donde cada una de ellas contiene 3 dominios (modelo Wischik-Crowther) (Crowther &
Wischik. 1985; Wischik et al. 1985; Crowther. 1991; Wischik et al. 1997). Esta estructura es
similar a la mostrada en la parte B de la Fig.3.15. Al rotar esta estructura se genera
un filamento como el de la Fig.3.15 D, tal que la altura en el punto en el que el eje
transversal es paralelo a la superficie del substrato es ~%-H, resultado que
coincide con los perfiles experimentales obtenidos en medio liquido.
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Figura 3.15. Modelos utilizados para simular la estructura de los PHFs. Una manera de generar una
estructura helicoidal es repetir una figura bidimensional (A, B) a lo largo del gje Z a medida que se va
rotando. S se emplea la representada en A se obtiene una cinta de espesor Wy altura H (medida cuando el
ge transversal de la cinta es perpendicular al plano del substrato), como la que se muestra en C. S por €
contrario se utiliza el modelo B (modelo Wischik-Crowther) se obtiene una estructura mas complicada
exactamente igual a la mostrada en D. Los perfiles longitudinales de las estructuras creadas aparecen en Ey
F. Los parametros usados en la simulacién de A fueron: H=20 nm, W=3nm y en B fueron: H=20 nm,
W=10 nm, R=5 nm. Las simulaciones tienen una resolucion de 0.24 nm/pixel.
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Los modelos de la Fig.3.15 muestran dos estructuras que no sufren ninguna
deformacion. Esta es la situacion que, presumiblemente, ocurre en medio liquido.
Sin embargo sabemos que en aire ambiente las muestras bioldgicas sufren dos
procesos: deshidratacién y deformacion. Esto se traduce en:

a) Pérdida de volumen. Este aspecto se ve claramente al medir las alturas
maximas de la molécula. Medidas realizadas sobre preparaciones de microscopia
electronica describen los PHFs como estructuras de espesor variable entre 8 y
20 nm. Las alturas de estos polimeros medidas con AFM en aire ambiente se
encuentran alrededor de 16 nm, es decir un 20% menores.

b) Deformacion de la estructura debida a las fuerzas electrostaticas, fuerzas
capilares y de vdW, principalmente. Esta deformacion es especialmente relevante
en los puntos comprendidos entre los puntos de anclaje al substrato. El resultado
es que estas regiones se sienten atraidas hacia la superficie y por tanto la altura
medida en estas zonas es siempre menor que la que debiera ser. Nétese que este
efecto no debe cambiar substancialmente la periodicidad del polimero siempre que
se produzca la deshidratacion y deformacion una vez adsorbida la molécula a la
superficie, lo cual parece razonable. Este resultado se confirma
experimentalmente ya que la periodicidad de la hélice coincide tanto en las
medidas obtenidas en aire ambiente como en medio liquido.

Los dos factores antes mencionados debemos aplicarlos a nuestro modelo
para considerar las medidas en aire ambiente (Fig.3.16). El efecto de la
deshidratacion se traduce en una reduccion de las dimensiones de la molécula
(HxW)—(H xW) vy el efecto de la deformacion en un hundimiento de la parte
comprendida entre los maximos.

Parece razonable pensar que este hundimiento sera mayor cuanto mas
préximos estemos a la zona central comprendida entre dos maximos. Una forma
sencilla de simular esta deformacion consiste en restar a la estructura sin deformar
una funcion |az-sin(w-x+¢) donde Az es la amplitud de la deformacion, o es la
frecuencia de la molécula (o= 24T) con T=2.75nm. La fase, ¢, debemos
ajustarla de forma que la deformacién sea nula en los puntos de apoyo y maxima
en el punto medio. La Fig.3.16 muestra los dos aspectos considerados para
modular una molécula de PHF deshidratada y deformada.
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Figura 3.16. Modelos utilizados para simular las moléculas de PHFs en aire ambiente. A los modelos
presentados en la Fig.3.15 se les aplica €l efecto de la deshidratacion y de la deformacion. El efecto de la
deshidratacién se simula aplicando una reduccién en las dimensiones de la fibra, es decir
(HxW)—(H" x W). El efecto de |a deformacion (flechas gruesas) debida a las fuerzas electrostaticas o a las
fuerzas de vdW se simula restando a la estructura sin deformar la funcion |AZ -sin(w - X+ (p)| donde AZ esla
amplitud de la deformacion, o es la frecuencia de la molécula (2n/T) con T=2-75nmy ¢ una fase que
debemos ajustarla de forma que la deformacion sea nula en los puntos de apoyo y maxima en €l punto medio.
Los parametros usados en la simulacion de A fueron: H=16 nm, W=2.4nm y en B fueron: H=16 nm,
W=8 nm, R=4 nm. En ambas AZ=2 nm. Las simulaciones tienen una resolucién de 0.24 nn/pixel.
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Las simulaciones mostradas en la Fig.3.16 A y C descartan el uso de un
modelo basado en una cinta fina ya que, en este caso la altura medida en el punto
comprendido entre maximos estaria por debajo de H/2, lo que no se observa
experimentalmente. Una cinta gruesa seria compatible con los resultados
obtenidos en medio ambiente con las puntas estandar, siempre que se considere
una importante deformacién, pero fallaria al explicar la estructura fina que se mide
en las imagenes obtenidas con las puntas ultra-finas. La ventaja del modelo
presentado en B en comparacion con el de la parte A es que la estructura de B
sigue siendo relativamente fina en los extremos lo que la hace compatible con los
resultados medidos con las puntas ultra-finas.

Tal y como se mencioné al principio de esta seccion debemos considerar las
dimensiones medidas en medio liquido como guia a la hora de dar nimeros a las
diferentes variables (H y W) de los modelos. Asi pues, los modelos de la Fig.3.15
son compatibles con los datos experimentales siempre que W~10 nm y H~20 nm,
con lo que para el caso del modelo de la Fig.3.15 B el tamafio de cada uno de los
dominios es de ~5 nm. Estas dimensiones suponen que la altura de la molécula
medida entre dos maximos es de ~15 nm, resultado que esta de acuerdo con los
resultados obtenidos en medio liquido (Fig.3.13).

3.6.2. Smulaciones

Es posible simular el paso de la punta sobre este tipo de estructuras y
comparar las imagenes obtenidas con las experimentales. El fenomeno de dilacién
esta presente en el AFM siempre que el tamafio de las moléculas sea comparable
al de la sonda. Las simulaciones presentadas a continuacion consideran a la punta
como un paraboloide de ecuacion:

z=C, - x*+C,-y® C, = C, = (3-8)

siendo Ry y Ry los radios correspondientes en la direccion x e y. Las simulaciones
de dilacién de la punta con la molécula estan basadas en la idea descrita por
Villarrubia (Villarrubia. 1996) cuya descripcion detallada se hace en el Anexo 3-A.

En las secciones siguientes presentaré las simulaciones del paso de una
punta de AFM de distintos radios de curvatura (puntas estandar y puntas ultra-
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finas) sobre los modelos propuestos en medio liquido (Fig.3.15) y sobre los
modelos propuestos para aire ambiente (Fig.3.16).

3.6.2.1. Modelo cinta gruesa en liquido

En la Fig.3.17 se muestran los resultados de considerar el modelo de la cinta
de dimensiones, H: 20 nmy W: 10 nm. En (A) aparece la imagen de la cinta, en (B)
se muestra la imagen generada al pasar una punta de parametros R=R~=8 nm y
en (C) se muestra la imagen experimental.
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Figura 3.17. Smulacion del paso de una punta de parametros R: 8 nmy R;: 8 nm por una cinta de
dimensiones W: 10nm y H: 20 nm (A). La imagen simulada (B) se puede comparar con la obtenida
experimentalmente en medio liquido (C). Los perfiles longitudinales de las tres imagenes se muestran en la
parte inferior.

A primera vista el acuerdo entre la imagen simulada y la experimental es
bastante bueno. Hay que notar, sin embargo, que la resolucion lateral de la imagen
experimental no es demasiado alta (3.9 nm/punto) mientras que las simulaciones
tienen una resolucién de 0.68 nm/punto. Esto significa que detalles de menos de
3.9 nm de la estructura real no pueden ser vistos en la imagen experimental. Por
tanto podemos concluir que a este nivel de detalle el modelo propuesto de la cinta
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gruesa es compatible, pero no debemos descartar modelos que tengan detalles
por debajo de este umbral de resolucion. En este sentido se deben realizar nuevas
medidas intentando mejorar la resolucion espacial en dos direcciones: por un lado
tomando imagenes con mas puntos y por otro lado, optimizando las condiciones
experimentales, y en particular la composicion del tampdn.

3.6.2.2. Modelo cinta gruesa en aire ambiente

A la hora de extrapolar este tipo de simulaciones a los resultados obtenidos
en aire ambiente se debe poner especial cuidado ya que hay que tener en cuenta
la deshidratacion y la deformacion. La deshidratacion se traduce en una pérdida de
volumen, o sea que de una altura maxima de 20 nm en liquido se pasa a unos
16 nm en aire ambiente. N6tese que estas medidas estan tomadas en los puntos
de apoyo de la molécula con el substrato con lo que la deformaciéon es menor. Si
consideramos que la pérdida en volumen es tal que la altura disminuye en un
~20%, la nueva cinta tendra unas dimensiones de 16 nm x 8 nm°. La deformaci6n
(parametro AZ) la ajustaremos en funcién de los resultados experimentales.
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Figura 3.18. Simulacién usando una cinta gruesa deshidratada (H:16 nm y W:8 nm) y deformada
(AZ:2nm) (A). La imagen simulada usando puntas de radio estandar(R~=R~10) se muestra en (B) y la
experimental en (C).

Podemos simular el paso de la punta del AFM sobre el modelo de la cinta
gruesa deshidratada y deformada. Esta cinta se muestra en la Fig.3.18 A y sus
dimensiones se pueden comprobar con el perfil que aparece justo debajo de la

® Nétese que se ha aplicado una deshidratacion isotropa.
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imagen. La imagen simulada se muestra en la parte B y la imagen experimental en
C.

En lo que se refiere a los perfiles, la imagen simulada coincide bastante bien
con la experimental. Sin embargo, el aspecto general de la imagen experimental
es ligeramente distinto al aspecto de la imagen simulada. Mientras la simulacién
muestra una estructura bastante compacta la imagen experimental muestra una
estructura deformada en la que se identifican, principalmente, dos niveles de
alturas dentro de la molécula, uno que se asocia a los puntos de apoyo con el
substrato y otro nivel asociado a las regiones comprendidas entre estos puntos.
Muy posiblemente la fuerte interaccidén con el substrato esta tirando de esta region
con lo que deforma su estructura. En efecto, la subestructura visible en las
medidas realizadas al aire (Fig.3.9) posiblemente se debe a la rotura de las zonas
de interaccion entre los diferentes dominios o subunidades de la proteina tau. La
proteina se asocia con ella misma de una forma compacta en el medio liquido pero
pierde esta estructura compacta en aire ambiente.

Figura 3.19. Smulacién usando una cinta gruesa deshidratada (H:16 nm y W:8 nm) y deformada
(AZ:Anm) (A). La imagen simulada usando puntas de radio ultra-fino (R=R~=0.5) se muestra en By la
experimental en C

Podemos repetir la simulacion con las puntas de radio ultra-fino. Las
imagenes correspondientes a este experimento se muestran en la Fig.3.19. En
este caso el acuerdo entre la imagen experimental y la simulada no es
excesivamente bueno, debido principalmente al grosor de la cinta empleada. Una
de las razones por las que la molécula de la imagen experimental presenta un
espesor tan pequefo puede ser debido al contacto de la punta con el PHF. Se
sabe que el empleo de este tipo de puntas conlleva en muchos casos contacto con
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la superficie con lo que se estaria afladiendo una deformacidén adicional, que
podria traducirse en la medida de un grosor menor en los perfiles tomados en la
zona de maximos. Ademas, la altura medida sobre esta molécula en la zona de
minimos es de tan s6lo 8 nm (ver perfil Fig.3.11 C), valor muy inferior al medido
con las puntas de radio estandar que, presumiblemente, no tocan la superficie.
Adicionalmente, debemos tener en cuenta que la resolucion de esta imagen
experimental no es 6ptima (1.9 nm/punto).

El modelo basado en una cinta gruesa proporciona buenos resultados en lo
que se refiere a las dimensiones de los PHFs (Hmax Y Hmin) medidos tanto en aire
como en medio liquido. Asimismo, la forma general de la molécula se reproduce
bastante bien en las simulaciones llevadas a cabo en medio liquido, pero falla al
simular las imagenes obtenidas en aire ambiente. A juzgar por las imagenes el
principal problema es que el grosor que la cinta posee en los extremos no es
compatible con las medidas experimentales obtenidas, principalmente, con la
punta de radio ultra-fino.

3.6.2.3. Modelo Wischik-Crowther en liquido

El modelo propuesto por Wischik y Crowther es, sin duda, mas complejo que el
modelo de la cinta gruesa (Fig.3.15 B). En este modelo la fibra esta compuesta de
pequeios dominios de 5 nm, con lo que tenemos hendiduras de 2.5 nm entre las
fronteras de los dominios. Como ya hemos visto este numero esta en el umbral de
la resolucion lateral instrumental de las imagenes experimentales obtenidas en
medio liquido.

En la Fig.3.20 A se muestra la imagen del modelo empleado, en (B) aparece
la simulacion del paso de una punta de parametros R=R~=8 nm que se puede
comparar con la imagen experimental (parte C de la Fig.3.20).

La comparacion de la imagen simulada con la experimental nos revela que en
este caso imagenes de alta resolucion debieran resolver la estructura interna de la
fibra tal y como aparece en la simulacion. En particular la simulacion muestra unas
marcas caracteristicas (ver flechas) que también se aprecian en los datos
experimentales. Estos detalles no aparecen en los perfiles correspondientes al
modelo de la cinta gruesa (Fig.3.17). De manera similar los perfiles transversales
de la simulacién del modelo Wischik-Crowther se muestran en la Fig.3.21. En
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concreto se obtienen tres tipos distintos, con una, dos y tres protuberancias que se
identifican con los dominios de las subunidades. Estos perfiles estan simulados a

alta resolucién (0.68 nm/punto).
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Figura 3.20. Smulacion del paso de una punta de parametros R 8nm y R;: 8 nm por e modelo
Wischik-Crowther de dimensiones W: 10 nm y H: 20 nm, R: 5 nm (A). La imagen simulada (B) se puede
comparar con la obtenida experimentalmente en medio liquido (C). Los perfiles longitudinales de las tres
imagenes aparecen en la parte inferior. Las flechas indican unas marcas caracteristicas que aparecen tanto

en la imagen simulada como en la experimental.

Un analisis cuidadoso de los perfiles experimentales nos muestra que en
algunos casos también aparecen perfiles que se asemejan a los simulados
(Fig.3.22). En patrticular a aquellos en los que aparece una pequefia hendidura en
la parte central (Fig.3.22 B), aspecto éste visto en las imadgenes obtenidas al aire
con las puntas finas (Fig.3.11 C) y en otros trabajos publicados (Pollanen et al. 1997) .
Sin embargo la baja resolucion de las imagenes nos obliga a ser cautos a la hora
de confirmar de manera rotunda este modelo.
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Figura 3.21. Perfiles caracteristicos de la simulacion del paso de una punta de parametros R,: 8 nmy
Ry: 8 nm sobre el modelo de Wischik-Crowther. En este caso se detectan tres perfiles caracteristicos con una
(A), dos (B) y hasta tres (C) protuberancias. (resolucién lateral: 0.68 nm/punto).
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Figura 3.22. Algunos perfiles experimentales obtenidos en medio liquido sobre un
PHF son similares a los obtenidos de la simulacion (Resolucion lateral: 3.9 nmypunto)

3.6.2.4. Modelo Wischik-Crowther en aire ambiente

De manera similar a como se hizo con el modelo de la cinta gruesa podemos
modificar el modelo de Wischik-Crowther para las simulaciones de las imagenes
obtenidas en aire ambiente. Las dimensiones de la molécula deshidratada son
H:16 nmy W:8 nm.
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Figura 3.23. Smulacién usando €l modelo de Wischik-Crowther de dimensiones H:16 nmy W:8 nm al
gue se le ha aplicado una deformacion (4Z:2 nm) (A). La imagen simulada usando puntas de radio estandar,
R=R=10, se muestra en (B) y la experimental en (C).

En la Fig.3.23 se muestran las simulaciones correspondientes a las puntas de
radio estandar. Como podemos comprobar la simulacion y el experimento tienen
un acuerdo bastante bueno, no sélo en las magnitudes macroscdpicas (alturas) sino
también en los detalles y en particular en la orientacion del giro (ver flecha en B).
Como vemos tanto en aire ambiente como en liquido este modelo presenta
caracteristicas compatibles con los datos obtenidos experimentalmente.

A
e

Figura 3.24. Smulacion usando el modelo de Wischik-Crowther para aire ambiente, H:16 nm y
W:8 nm, con una deformacion AZ:4nm, (A). La imagen simulada usando puntas de radio ultra-fino
(R=R=0.5) se muestra en (B) y la experimental en (C).

La simulacién para la imagen obtenida con la punta de radio ultra-fino se
muestra en la Fig.3.24. En este caso la imagen simulada y la experimental
coinciden bastante bien a no ser por los detalles interiores que aparecen en la
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simulacion que no se ven en la imagen experimental. Este modelo se caracteriza
por ser ancho en la parte central y fino en los bordes, aspecto que favorece la
comparacion con la imagen experimental que presenta al PHF como una cinta de
pequeio espesor.

En general, las simulaciones usando el modelo de Wischik-Crowther dan un
acuerdo bastante bueno con las imagenes experimentales. Las magnitudes
correspondientes a Hmax Y Hmin COiNciden nuevamente tanto en el modelo propuesto
para liquido como en el modelo modificado empleado en aire ambiente. Este
modelo reproduce de una manera muy buena el sentido del giro de la hélice y
también el pequefio espesor de la fibora medida al aire gracias a que la molécula
segun este modelo es relativamente fina en los bordes. El principal problema que
se encuentra en las imagenes experimentales es la ausencia de los detalles
interiores que muestra la simulacion, aunque levemente se intuyen en algunos
perfiles medidos en medio liquido. Esto se puede explicar de dos formas: o bien no
tenemos resolucion suficiente para ver estos detalles o bien, simplemente, no los
vemos porgue no estan. Respecto a la primera razén, bien es cierto que las
imagenes tienen una resolucién tipica de 2 nm/punto, que esta en el umbral de
resolucion para ver estas estructuras tan pequefias. En este punto es conveniente
trabajar mas. Respecto a la segunda razon, el modelo empleado supone la
existencia de grandes hendiduras entre dominios (de 2.5 nm de profundidad) que
posiblemente no sean tan grandes. Si reducimos la profundidad de estas
hendiduras tal y como se muestra en la Fig.3.25, las imagenes simuladas no
presentarian estos detalles y el acuerdo con las experimentales seria mejor.

Crowther en el que se ha reducido las
hendiduras entre dominios para
adaptarse a los datos experimentales en
que la estructura interior debida a estas
hendiduras no esvisible.

TR N




138 3. Caracterizacion estructural de biomoléculas: |os filamentos apareados...

3.6.2.5. Conclusiones

Elaborar un modelo que explique las medidas experimentales obtenidas en
los diferentes ambientes y con distintos tipos de puntas no es sencillo. Las
imagenes obtenidas en medio liquido, que presumiblemente nos muestran la
molécula tal y como es cuando se encuentra biolégicamente activa, nos indican
gue estamos ante una estructura que es helicoidal y que es relativamente gruesa
en la parte central. Este dato nos lleva a considerar dos tipos de modelos: uno
basado en una cinta y otro basado en el acople de dos cintas donde se distinguen
regiones o distintos dominios. Las dimensiones de ambos modelos se ajustan a
partir de las imagenes experimentales obtenidas en medio liquido. La posterior
evaluacion de estos modelos con las imagenes obtenidas en aire ambiente nos
obliga a aplicar ciertas modificaciones sobre los mismos. En aire las moléculas
biologicas sufren basicamente dos procesos: deshidratacion y deformacion.
Simular la deshidratacion es relativamente sencillo pues simplemente podemos
reducir las dimensiones de la molécula. Simular la deformacion no lo es tanto y en
este caso se deben aplicar modificaciones segun el criterio razonable de cada uno.
Para el caso de una cinta helicoidal que se apoya sobre el substrato en ciertos
puntos parece razonable pensar que la mayor deformacion ocurre precisamente
entre los puntos de apoyo.

Una vez establecidos los modelos tanto para medio liquido como para aire
ambiente procedimos a la simulacion de las imagenes que un AFM obtendria
sobre estas estructuras usando los dos tipos de puntas empleadas. En lineas
generales ambos modelos reproducen bastante bien la estructura general medida
de los PHFs. Tanto en aire como en medio liquido las alturas en la parte de
maximos como en la parte de minimos se consiguen. Sin embargo, ambos
modelos se diferencian en los pequefios detalles y principalmente con las medidas
obtenidas en aire ambiente. La principal diferencia entre los dos modelos
empleados es que uno es fino en la zona donde los PHFs se apoyan sobre el
substrato y el otro no. Esta diferencia hace que nos inclinemos mas por el modelo
de Wischik-Crowther que por el de una cinta gruesa. Por otra parte, con la
resolucion lateral de las imagenes experimentales no se distinguen los detalles
correspondientes a las fronteras de dominio que se observan en las simulaciones
en el modelo de Wischik-Crowther. Ya que el tamafio del dominio y de su frontera es
una magnitud que podemos ajustar, no es este aspecto un grave problema ya que
posiblemente estas hendiduras sean tan pequefias que no las vemos con nuestra
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resolucién experimental. En esta linea es importante notar que lo verdaderamente
relevante son las imagenes experimentales y que estos modelos se sustentan en
las mismas y en su resolucion. Imagenes experimentales de mayor resolucion
obligarian, posiblemente, a readaptar los modelos propuestos en este capitulo.

Otra conclusion relevante es la importancia que tiene la obtencién de
imagenes de moléculas bioldgicas en medio nativo siempre que se quiera estudiar
Su estructura. En este contexto debemos tener en cuenta que practicamente todas
las im&genes de los PHFs disponibles en la literatura estdn obtenidas con
microscopia electronica que opera en condiciones de alto vacio y por tanto las
moléculas biologicas no se encuentran en su medio fisioldgico. Esto significa que
la elaboracion de modelos que expliquen las imagenes en aire ambiente no tienen
porque coincidir con las imagenes obtenidas en medio liquido, cuando es
precisamente en este medio en el que la molécula presenta su estructura natural.

3.7. Experimentos con filamentos fabricados in vitro

Como ya sabemos la presencia de PHFs en los cerebros de pacientes esta
intimamente relacionada con la enfermedad de Alzheimer. Una aproximacién hacia
la busqueda de un tratamiento de prevencion o terapéutico de esta enfermedad es
la caracterizacion de estas estructuras y estudiar como diferentes tratamientos
pueden alterar su estructura o simplemente evitar que se produzcan estos
filamentos. Esta aproximacion, top to down es la tratada en los apartados
precedentes. Otra aproximacion que podriamos denominar desde down to top
consiste en el estudio de los mecanismos que gobiernan la agregacion de tau,
componente esencial de los PHFs, en forma de filamentos. Si somos capaces de
crear PHFs a partir de tau de manera artificial en el laboratorio, posiblemente
también seamos capaces de podremos elaborar farmacos para inhibir su
produccion. Esta segunda aproximacion es la que trato en este apartado. En este
campo el AFM es una herramienta poderosa ya que permite la caracterizacion
estructural con precisibn nanométrica de los filamentos fabricados in vitro y
compararlos con la estructura de los PHFs.
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3.7.1. La proteina tau

La proteina tau fue descubierta casi simultaneamente en Estados Unidos y en
Europa alrededor del afio 1975 (Weingarten et al. 1975; Fellows et al. 1977). Proviene de
un Unico gen que contiene por lo menos 16 exones. La transcripcion o no de estas
secuencias de ADN da lugar a las diferentes isoformas de tau, que son 6. Las
isoformas de tau tienen alrededor de 450 aminoacidos.

Tau (~450 aa)

Dominio de Proyeccion Dominio de unién
(~2/3 tau) <« amicrotibulos (~1/3 tau)
Repeticiones (R)
N kel

»“LR
13aa 18aa

Regién de unién a microtdbul os

Figura 3.26. Esquema que muestra los diferentes dominios de la proteina tau. En primer plano se
muestra la media repeticion empleada en |os experimentos realizados sobre filamentos fabricados in vitro.

Las isoformas de tau se dividen en dos grandes dominios, uno que contiene
el extremo amino terminal y ~2/3 de la molécula (dominio de proyeccién), y el
dominio de union a los microtubulos que contiene el extremo carboxilo terminal
(~1/3 de la molécula). EI dominio de union a microtubulos contiene 3 o 4
secuencias de 31 o 32 residuos, similares pero no idénticas, que se repiten. Cada
una de estas repeticiones (R) se puede dividir en 2 partes, una compuesta de 18
residuos que contiene la regién minima con capacidad de unirse a tubulina, y otra
parte mucho menos conservada de 13 o 14 residuos. En la Fig.3.26 se muestra un
esquema de la proteina tau donde aparece con 4 repeticiones.

3.7.2. Filamentos in vitro formados por ¥2 R de tau

Los primeros experimentos realizados con tau recombinante emplearon una
pequefia parte de la proteina tau. En concreto se utilizé la parte de la tercera
repeticion que esta formada por tan sélo 18 aminoacidos, que se asocia a la region
de union a microtubulos (ver esquema Fig.3.26). El polipéptido empleado se
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fabricé artificialmente, con las ventajas que esto supone: grandes cantidades y
gran pureza. Este pequefio polipéptido es capaz de asociarse con otros idénticos a
el y polimerizar en forma de filamentos. Las imagenes de AFM de estas
estructuras se muestra en la Fig.3.27.

Figura 3.27. Imagenes de AFM de filamentos fabricados in vitro a partir de la parte de la 32
repeticién de las secuencias de unién a microtubul os.

Los filamentos fabricados in vitro presentan morfologia helicoidal con giro a
izquierdas aunque mucho menos marcada que los PHFs. Un aspecto relevante es
que estos filamentos no presentan la cubierta difusa que estaba presente en los
PHFs y que era visible en las imagenes de microscopia de fuerzas. Este resultado
estd de acuerdo con el modelo que asume que es la parte de las repeticiones la
que se auto-ensambla mientras que las colas de los extremos amino y carboxilo
terminal quedan expuestas al exterior recubriendo el nucleo del PHF. Ya que los
filamentos fabricados in vitro carecen de estas colas las imagenes no muestran la
cubierta difusa.

Las dimensiones de los filamentos in vitro presentan una altura tipica de
6.8 nm en la parte superior y de 4.2 nm en la parte inferior con anchos a mitad de
altura de 22 y 23 nm respectivamente (Fig.3.28 A y B). La periodicidad de estos
filamentos se muestra y se compara con la de los PHFs a través de un histograma
(Fig.3.29).
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Figura 3.28. Dimensiones de los filamentos fabricados in-vitro con 1/2R de tau medidas usando una
punta estandar de 15-20 nm de radio de curvatura.
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En primer lugar el resultado que llama mas la atencion son las dimensiones
de estos filamentos. (Como es posible que una fraccion tan pequefia de la
proteina tau de tan s6lo 18 aminoacidos (aa) genere filamentos que difieren en un
factor ~2.5 con las dimensiones de los PHFs que estan generados con moléculas
de tau completas (~450aa)? Sin duda la respuesta no es sencilla. Lo que
demuestran estas imagenes es que la region de tau empleada juega un papel
fundamental en la estructura del filamento y en su helicidad. La periodicidad media
que presentan los filamentos in vitro es de 58 nm, valor también cercano a la
periodicidad media de los PHFs. Por otra parte, las imagenes de microscopia no
muestran ninguna subestructura comparable con la obtenida sobre los PHFs. Los
perfiles medidos en la parte inferior de la estructura muestran un perfil plano
(Fig.3.28 B). Estos datos parecen indicar que este fragmento de tau es muy
importante a la hora generar la estructura general del filamento pero que falta algo
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mas para darle el volumen necesario para conseguir las dimensiones y la
periodicidad de los PHFs. Estos datos estan de acuerdo con los modelos que
consideran que el nacleo del PHF esta formado por las repeticiones y que los
extremos amino y carboxilo de tau no participan en la estructura. Posiblemente la
subestructura descrita en secciones precedentes es inducida por las regiones de
interaccion de las repeticiones. Ya que en estos experimentos se ha empleado una
fraccion de una de ellas, no se advierte ninguna subestructura.

Figura 3.30. Imagenes de filamentos generados in vitro a partir de %2 R obtenidas con AFM usando
una punta de radio ultra-fino (B y D) asi como con una punta de radio estandar (Ay C).

En la Fig.3.30 se muestra una serie de imagenes obtenidas usando una punta
de radio ultra-fino. Estas imagenes muestran que es posible usar estas sondas en
régimen atractivo o de no contacto y que en este caso la resolucién que se obtiene
es similar a la obtenida con las puntas de radio estandar (Fig.3.30A y C) y en
régimen repulsivo o de contacto y en este caso la resolucion que se obtiene es
mayor (Fig.3.30 B y D). Sin embargo, las imagenes no proporcionan informacion
adicional a la descrita en las Figs.3.27 y 3.28. Estos resultados refuerzan la
hipotesis del contacto sugerida en el andlisis de las imagenes obtenidas con las
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puntas de radio ultra-fino sobre los PHFs. La presencia de contacto puede llegar a
deformar la estructura de estos polimeros, ya que como se ha comprobado en
medio liquido son estructuras muy blandas.

3.7.3. Filamentos in vitro formados por tau completo

Recientemente, hemos realizado medidas sobre filamentos generados in vitro
usando la proteina tau completa. Lamentablemente el proceso de purificacion de
esta proteina es un proceso extremadamente delicado del que depende la
generacion de buenos filamentos. Hasta la fecha, las medidas obtenidas nos
muestran que la mayoria de las estructuras encontradas aparecen sin helicidad
muy similares a los PHFs rectos. Algunas de las estas moléculas se muestran en
la Fig.3.31. La altura de estos filamentos tiene un valor medio de 4.5+0.5 nm.
Debemos recordar que la altura de los PHFs sin helicidad era de 11+1 nm.

Se ha demostrado que la presencia de heparina es un factor que ayuda a la
polimerizacion y que su cantidad afecta a la helicidad. Este puede ser uno de los
factores que justifiquen la presencia de filamentos rectos. Otra razén puede ser la
presencia de multiples isoformas de tau que generan este tipo de estructuras. De
cualquier modo, todavia queda mucho trabajo por hacer en este campo.

Figura 3.31. Imagenes de filamentos generados in vitro usando la proteina tau completa.

3.8. Resumen

La resolucion de un microscopio de fuerzas debe distinguir entre resolucién
vertical, que viene limitada por el ruido térmico de la micropalanca (7-0.7 A), y
resolucién lateral. Esta ultima es mucho mas complicada de definir debido al
caracter no lineal que tiene el proceso de formacion de imagen en un AFM. La
resolucién lateral depende del radio de la punta; de la distancia punta-muestra y de
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la longitud de decaimiento de la interaccion. EI método que alcanza la méaxima
resolucion es el modo de contacto, con el que es posible obtener resolucién lateral
sub-nanomeétrica. Sobre muestras biologicas se alcanza esta resolucion solamente
sobre conjuntos ordenados de moléculas como cristales de proteinas dénde los
efectos destructivos de las fuerzas laterales son menores. Sobre moléculas
individuales se deben emplear modos que minimizan las fuerzas laterales como el
DAFM y el JM. La resolucidn lateral que se alcanza en estas condiciones es de 10-
15 nm.

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa que causa
demencia progresiva. Una de las marcas histolégicas de la enfermedad son los
ovillos neurofibrilares cuyo componente principal son los filamentos apareados
helicoidales. Estas estructuras estan compuestas por una proteina llamada tau.

Se han caracterizado estos filamentos en aire ambiente y en medio liquido
usando dos tipos de sondas, de radio estandar y de radio ultra-fino y sobre dos
tipos de substratos: mica y grafito. Los resultados de AFM muestran que los PHFs
son estructuras de morfologia helicoidal con giro a izquierdas con una periodicidad
de ~75nm y cuyas dimensiones difieren dependiendo del medio en el que se
realizan las medidas. En aire ambiente las alturas medias correspondientes a los
maximos y minimos son 16 y 10 nm respectivamente mientras que en medio
liquido estos valores son 20 y 15nm. En aire ambiente se advierte una
subestructura que se achaca a los procesos de deshidratacién y deformacion que
sufren estas estructuras en este medio. En medio liquido la estructura
tridimensional de los PHFs se preserva cuando se observan usando el modo JM.
Las imagenes obtenidas con AFM resuelven la cubierta difusa que rodea los PHFs
y que se atribuye a ambos extremos, amino y carboxilo terminal, de la proteina tau.

Se han puesto a prueba dos modelos que intentan explicar la estructura de
los PHFs: uno basado en una cinta gruesa y otro formado por dos dominios con
tres subunidades cada uno dispuestas en forma de C (modelo Wischik-Crowther).
Estos dos modelos se han modificado para simular las condiciones presentes en
aire ambiente. Las dimensiones de los modelos se ajustaron a partir de las
medidas obtenidas en medio liquido.

Una vez establecidos los modelos de trabajo se han realizado simulaciones
que intentan reproducir el proceso de medida usado con un AFM. Estas
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simulaciones se han realizado tanto para las imagenes obtenidas en aire ambiente
como para las obtenidas en medio liquido y usando los dos modelos propuestos.
Los resultados muestran que el modelo de Wischik-Crowther se adapta mejor a los
resultados experimentales, pero éstos no llegan a resolver con claridad la
presencia de las subunidades.

Se han presentado también importantes resultados obtenidos con filamentos
fabricados in vitro a partir de un pequefo fragmento de 18 aa de la proteinatauy a
partir de la proteina tau completa. Las imagenes de microscopia de fuerzas nos
muestran que el fragmento de %2 R empleado juega un papel fundamental en la
estructura del PHF pero que posiblemente el nucleo central del polimero esta
formado por una fraccion mayor de tau. Los experimentos preliminares realizados
usando la proteina tau completa muestran filamentos sin helicidad, posiblemente
debido a la presencia de numerosas isoformas de tau en el proceso de
purificacion.




Anexo al capitulo 3

3-A. Algoritmo de ladilacion

El proceso de la dilacion empleado en este capitulo esta basado en la idea
propuesta por Villarubia (Villarrubia. 1996) que viene descrita en la Fig.3-A-1.

Por claridad nos restringimos a dos dimensiones. La ecuacion de la punta
(Ec. 3-8) se reduce a p(x)=C,-x* y si usamos el mismo origen de coordenadas
para los dos objetos p(x)=C,-(x-x,)?. El objeto que queremos visualizar tiene
como ecuacion de superficie:

b —-a<x<a
f(x) = 0 (3-A-1)
—a> X a< Xx

El algoritmo consiste en tomar como altura zo del punto x, el valor méximo de
la suma de la punta invertida y la superficie del objeto ( Max(-p(x)+f(x)) ).

A Zy = Max(=p(x) + f(x)) B

p(x) =C, - X?

P+ F(x)

—p(X) =-C, - (x— %)

Figura 3-A-1. Proceso de dilacién de una punta, p(x), sobre un objeto, f(x) (parte A). El algoritmo
consiste en tomar como altura Z, del punto x €l valor maximo de la suma de —p(X) y f(x) (parte B).

La extension a tres dimensiones es inmediata: la altura zo del punto (Xo,Yo) Se
obtiene del maximo ( Max(-p(x,y)+f(x,y)) ) siendo p(x,y) y f(x,y) las ecuaciones de la
punta y del objeto en tres dimensiones respectivamente.






4. Interacciones entre biomol éculas

4.1. Introduccion.

Desde el punto de vista de los avances recientes en fisica, siempre es
sorprendente ver el desarrollo tan espectacular que se ha producido en los ultimos
afos en bioquimica y biologia molecular. Las bases de la fisica moderna se
desarrollaron durante la primera mitad del siglo XX, hace ya mas de 50 afios.
Posiblemente el udltimo gran descubrimiento fue el del transistor en 1947 por
Bardeen, Shockley y Brattain en los Laboratorios Bell que supuso el inicio de todo el
desarrollo tecnologico actual. Unos afios mas tarde se publicaba un modelo de la
estructura del ADN que a lo largo de los afios ha sido confirmado (watson & Crick.
1953). Sin embargo, no seria hasta los afios 70, con el desarrollo de la tecnologia
del ADN recombinante, cuando la biologia molecular inicia su despegue mas
espectacular. Practicamente todo lo que se sabe en biologia molecular, y
ciertamente es mucho, se ha descubierto en los ultimos 30 afios. La bioquimica o
biologia molecular es, sin duda, la disciplina de la segunda mitad del siglo XX. Una
descripcion de los conceptos basicos de la biologia molecular se resume en el
Anexo A.

En la actualidad, ya se conoce el genoma de numerosos organismos entre
los que se incluye el genoma humano. La era gendmica en la cual se han
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desarrollado poderosas técnicas de secuenciacién esta tocando a su fin.
Comienza ahora una nueva época en la que los cientificos deberan comprender la
funcionalidad de los miles de millones de genes descifrados, es decir averiguar
gué es lo que hace cada uno (qué proteina codifica) y como funciona (cémo se
regula su expresion). La regulacion de la expresion génica es, por tanto, un campo
de investigacion tremendamente activo y muy complejo (ver Anexo A.4). Desde un
punto de vista simplista, los genes se regulan a través de ciertas proteinas
llamadas factores transcripcionales. Estas proteinas interaccionan con ciertas
regiones del ADN e inducen la expresion o la represion del gen. A estas regiones
se les denomina regiones reguladoras. Comienza una nueva era, la era protedmica,
protagonizada por las interacciones entre proteinas y ADN y entre distintos tipos
de proteinas. En este contexto las técnicas de manipulacion y manejo de
moléculas individuales como el AFM pueden desarrollar un papel esencial.

En este capitulo estudio las posibilidades del microscopio de fuerzas para
caracterizar las interacciones entre factores transcripcionales y ADN y entre
proteinas. En el capitulo anterior vimos que la atmésfera en la que se tomaban las
medidas era importante a la hora de caracterizar estructuralmente una
biomolécula. Ahora, no queremos estudiar su estructura sino medir el lugar donde
interaccionan ADN y proteinas. En este contexto, para averiguar la posicion en la
que interaccionan estas biomoléculas no es necesario medir en medio liquido. La
reaccion bioquimica se realiza en el medio biolégico apropiado para luego
adsorber los complejos ADN-proteina sobre una superficie y tomar una imagen en
aire ambiente usando el modo DAFM. Si el proceso de adsorcion es rapido, como
presumimos, la imagen AFM es similar a una fotografia tomada del liquido donde
se lleva a cabo la reaccion.

La parte bioquimica se desarrollé6 mayoritariamente en colaboracion con el
laboratorio dirigido por el Dr. F. Moreno del Dep. de bioquimica y biologia molecular de
la Universidad de Oviedo.

4.2. |dentificacion de secuencias reguladoras con €l
microscopio de fuerzas

Un modelo simplista de la molécula de ADN podria ser un hilo unidimensional
en el que se colocan de manera secuencial las diferentes bases de tal forma que
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el tamafio de cada base es constante y mide 3.4 A (Mathews et al. 2000). Esto
significa que con solo medir la distancia desde uno de los extremos del hilo
podemos saber sobre qué base estamos situados, siempre que la secuencia se
conozca a priori. En la actualidad, existen técnicas de secuenciacion que permiten
determinar la disposicion de las bases de una cadena de ADN desconocida con
gran precision. Por ello, s6lo debemos preocuparnos de poder medir la distancia
desde el extremo con la maxima precision posible. Una manera de medir
distancias en una molécula de ADN consiste en ajustar una linea poligonal sobre la
imagen de la molécula (Fig.4.1). En este caso la distancia medida fue de 238+10
nm. Si tenemos en cuenta que el tamafio de los fragmentos de ADN utilizados era
de 676 pb entonces obtenemos una relacion de 0.35+0.02 nm/pb. Este método de
medir distancias sera el que emplearemos para localizar las secuencias
involucradas en complejos ADN-proteina. Notese la baja altura de la molécula si
ésta se compara con el valor nominal (2 nm) deducido del modelo de Watson y
Crick (Watson & Crick. 1953)1.

12,
10+

Altura (A)
o.M b o @
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nm

Figura 4.1. Medidas de distancias con el AFM. El método utilizado para medir distancias dentro de
una cadena de ADN consiste en trazar una linea poligonal sobre su superficie y medir su longitud.

Ya que las medidas las vamos a realizar en aire ambiente debemos
asegurarnos que los protocolos de preparacion de muestras descritos en la
seccion 2.3.1 no introducen ninguna distorsién en el tamafio de las moléculas de
ADN adsorbido. Para comprobar que asi era se prepararon una serie de moléculas
de ADN de distinta longitud que abarcaban un amplio rango de tamarfos (271-

! Un andlisis cuidadoso de |as alturas de las moléculas de ADN medidas con AFM se hace en el Apto. 1.5.2.1
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5188 pb). En concreto fueron empleados 8 tipos distintos de ADN de secuencia
conocida. Estas moléculas se obtuvieron a partir de fragmentos mayores
cortandolos con enzimas de restriccion (ver Anexo A.5) o bien mediante PCR (ver
Anexo A.9) y comprobados a través de una electroforesis en gel de agarosa (ver
Anexo A.6).

Muestra Tamarfio Longitud
18001 y=mXx+b (pb) (nm)
160091  m: 0.34+ 0.01 nm/pb
— 14004  b:7+3nm A 21 s
E 12001 B 305 1095
g 1000 C 355 12245
S 001 D 366 13147
g 600 A
S 0l E 574 203+6
200 - F 676 23716
0 , , , , r
0 1000 2000 3000 4000 5000 G 1739 616+9
Pares de bases (bp) H 5188 1760+6

Figura 4.2. Moléculas de ADN de distintos tamarios, sobre las que se ha medido la longitud y se ha
representado frente al tamafio de las moléculas (pb). La relacion es lineal y tiene por pendiente
0.34+0.01 nm/pb.

En la Fig.4.2 se muestran las imagenes de AFM de las distintas moléculas.
Las medidas de las distancias se realizaron usando el método descrito en la
Fig.4.1. La longitud de las moléculas presenta un comportamiento lineal con el
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namero de pares de bases de cada una con una pendiente que vale
0.34+0.01 nm/pb (Fig.4.2 B) (Moreno-Herrero et al. 1999), valor que coincide con la
distancia entre dos bases (Watson & Crick. 1953; Mathews et al. 2000). También vemos
qgue el ajuste lineal pasa por el origen con una indeterminacion de tan sélo 8 pb
que corresponde a un tamafio de 2.5 nm. Este experimento confirma, en primer
lugar, que el proceso de preparacion de muestras empleado es adecuado y, en
segundo lugar, que podemos usar el microscopio de fuerzas para medir distancias
sobre moléculas de ADN sobre un espectro de tamafios muy amplio con una gran
precision.

Una vez visto que podemos medir distancias con gran precision lo que
haremos sera ver donde interaccionan ciertas proteinas con el ADN. En definitiva
lo que queremos es localizar regiones importantes de ADN que regulan el
funcionamiento del gen a través de la interaccion con proteinas.

4.3. Interaccion ADN-proteina

En la actualidad se conocen muchos factores transcripcionales, asi como sus
secuencias de union a ADN. Este es el caso de la proteina Pho4, por ejemplo, de
la que se sabe que enlaza a secuencias del tipo CACGTK?. En el genoma de
NUMerosos organismos aparecen secuencias coincidentes con las de union de
distintos factores transcripcionales. Sin embargo, la gran mayoria de las
predicciones de interaccion no han sido todavia confirmadas. Las técnicas
bioquimicas tradicionales para estos estudios —ensayos de retraso de la
movilidad electroforética; deleciones seriadas de promotores o ensayos de
DNAsa | footprinting— presentan numerosos problemas a la hora de tratar
grandes fragmentos de DNA y son tremendamente ineficaces para abordar el
analisis sistematico de todos los promotores de un genoma. Ya que mediante el
AFM somos capaces de medir y localizar puntos sobre una cadena de ADN con
una precision de decenas de pares de bases, veamos si podemos usar esta
técnica para localizar complejos ADN-proteina y ver si el AFM puede ser una
técnica complementaria a las técnicas bioquimicas tradicionales.

% Ver el codigo de nucledtidos de una letra en la seccién Abreviaturas.




154 4. |nteracciones entre biomol éculas

En esta seccion muestro los resultados de AFM del estudio de la interaccion
de las proteinas Pho4, Migl y Med8 con fragmentos grandes de promotores de los
genes PHO5, HXK2 y SUCZ2 respectivamente.

4.3.1. El sistema control Pho4-PHO5

Para comprobar la validez de la idea de usar el microscopio de fuerzas para
visualizar complejos ADN-proteina usamos como control el sistema Pho4-PHO5.
La proteina Pho4 es un factor transcripcional involucrado en el metabolismo del
fosfato y la represion de la glucosa de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

M 1

Figura4.3. Amplificacion

mediante PCR del fragmento de

ADN utilizado para los estudios

<« 775pb de interaccion de la proteina
Pho4 y el promotor del gen

PHOS.
-880 pb -105 pb
*
775 pb (264 nm*) UAS? UASL 0 ATG
5’ OL1 3’ H
g == ooooo»>
. oLz - PHOS
< 512 > 4 0p ¢ 132p«¢ 105» pb
> 174 > <431 < 45p - nmt
*(0.34 nm/pb)
UASL: 5'-GGCACTCACACGTGGGACTAGCA (8 nm*)
UAS2: 5-AAATTAGCACGTTTTCGC (6 nm*)
OL1: 5-CAAGAGACTCCGTCCCTCTT
OL2: 5-TCATTTCGACAATTCAAAGATG

Figura4.4. Esquema del fragmento del promotor del gen PHOS utilizado para los experimentos
control de interacciones ADN-proteina visualizadas con el microscopio de fuerzas.

El fragmento de ADN utilizado es una parte del promotor del gen PHO5 que
se fabrico mediante PCR usando los oligonucledtidos OL1 y OL2. En la Fig.4.3 se
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muestra el producto de la PCR. Una Unica banda de 775 pb es visible en la
fotografia del gel de agarosa. El esquema de este fragmento se muestra en la
Fig.4.4. Este fragmento de ADN contiene dos regiones reguladoras UAS1 y UAS2
(secuencia activadora anterior 0 Upstream Activating Sequence) situadas a 132 pb y
245 pb desde uno de los extremos del fragmento del promotor.

La proteina Pho4 enlaza con secuencias del tipo CACGTK presentes en las
dos regiones UAS que se muestran en la Fig.4.4. La proteina se obtuvo mediante
expresion heterdloga. Este método funciona de la siguiente manera: en primer
lugar se subclona el gen que codifica la proteina que se quiere purificar a un vector
de expresion que contiene una secuencia que codifica para 6 Histidinas en el
extremo amino terminal. Este ADN modificado se introduce en E. colide forma que
la propia maquinaria de la bacteria produce la proteina de interés con una cola de
6xHis. Una vez producida la proteina en la célula se inicia el proceso de
purificacion de la proteina de la bacteria mediante cromatografia de afinidad con
columnas de Ni inmovilizado. El niquel es un elemento que se une a la Histidina.
La técnica empleada en este proceso de purificacion es hacer pasar el extracto
proteico de la bacteria por esta columna de forma que la proteina que contiene la
cola de 6xHis, que es la proteina que se quiere purificar, se quedara pegada a la
columna. Luego se lava la columna para eliminar cualquier otra proteina no unida
covalentemente al quelato de niquel y finalmente se eluyen las proteinas pegadas
usando un tampon de imidazol.

kD
94— 123 4 56 78 9 1.-Marcadores (MW)
64— | i 2. Extracto células no inducidas
43— ;"; 3. Extracto células inducidas
30— " o o | & < Phodl 4 Exiracto libre de células
= 5. Proteinas no pegadas
208 E 6, 7y 8 Lavados PBS
14— ! = 9. Elucion tampdn Imidazol (200mM)
e

Figura 4.5. Electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes de las diferentes
fracciones del proceso de purificacién de la proteina Pho4 de S. cerevisiae.
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El proceso de purificaciéon de Pho4 mediante este procedimiento se muestra
en la Fig.4.5. En la primera calle se muestran los marcadores de peso molecular.
En la calle 2 aparece un extracto proteico de la bacteria sin transformar, es decir
sin el vector de expresion. La calle 3 nos muestra el extracto proteico de las
células transformadas e inducidas con IPTG (en las que se ha introducido el vector
de expresion) y como es de esperar aparece una banda mas oscura que nos
muestra la movilidad de la proteina Pho4 en la electroforesis. Las calles siguientes,
4-8, nos muestran distintos pasos en el lavado de la columna y finalmente la calle
9 nos muestra el contenido del tubo en el que se ha eluido el contenido de la
columna con el tampdn de imidazol. Aparece de forma clara una Unica banda de
masa molecular ~30 kDa que se identificé como la proteina Pho4.

Para estudiar la interaccion de la proteina Pho4 con el promotor del gen
PHO5 con AFM, en primer lugar debemos ajustar la concentracion de moléculas de
ADN cuando se adsorben sobre mica. Mediante diluciones seriadas de la solucion
de ADN es posible conseguir que aparezcan una concentracion de entre 5y 10
moléculas de ADN por um?. A continuacién se realiza la reaccién de enlace entre
el ADN vy la proteina. La reaccion se realiz6 en 50 mM Heppes (pH 7.5), 1 mM
dithiothreitol, 80 mM NacCl e incluye el fragmento de ADN y la proteina a estudiar.
La relacibn molécula de ADN/proteina se ajustd6 a 5/1 manteniendo la
concentracion de las moléculas de ADN libre al valor que se menciond
anteriormente (5-10 moléculas/um?). Tras 30 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, 3 ul de la solucion se mezclan con 1 ul de 110 mM MgCI, para facilitar
que las moléculas se adhieran a la mica a través de los iones de magnesio. Los
4 ul finales se depositan sobre un disco de mica recién exfoliado y se aclaran con
abundante agua destilada y desionizada y se secan con nitrdgeno seco o0 con aire.

Los resultados de este experimento se muestran en la Fig.4.6. En la parte A
podemos ver un campo general donde se observan distintos complejos. Se han
encontrado tres tipos de complejos similares a los mostrados en la Fig.4.6 B, Cy
D. A partir de estos datos podemos medir la distancia desde un extremo de la
molécula de ADN hasta la posicion en la que aparece la proteina y representar los
datos en forma de histograma (Fig.4.6).

Desde el punto de vista del microscopio de fuerzas ambos extremos del ADN
son idénticos. Por esta razon el disefio del promotor se hizo de tal manera que las
regiones de interaccion se localizaran asimétricamente respecto del eje central de
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la molécula. De esta forma lo que hacemos es medir la distancia mas corta entre
las proteinas y el extremo de la molécula de ADN. Notar que en la Fig.4.6 tenemos
datos que se encuentran por encima de L/2, siendo L la longitud de la molécula,
esto es debido a que a veces mas de una proteina aparece asociada al ADN.
Obviamente alguna de las dos esta interactuando de manera no especifica. Este
tipo de experimentos conllevan un error experimental asociado a la medida de
complejos inespecificos.

22 1 I Distribucién experimental
204 Ajuste gaussiano
184 ler pico 2° pico
16 Centro 47.9+0.7 nm 87+1 nm
» 144 Ancho 1241 nm 22+2 nm
O 124
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24
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Longitud ADN (nm)

Figura 4.6. Imagenes de AFM que muestran la interaccién entre la proteina Pho4 y un fragmento del
promotor del gen PHOS. La parte A muestra un campo general en el que varios complejos son visibles. Las
partes B, C y D muestran los tres tipos de complejos encontrados. El analisis estadistico de las posiciones de
los complejos encontrados nos muestra una distribucion bimodal centrada en dos posiciones que son
compatibles con las regiones reguladoras del promotor.

Los resultados del andlisis estadistico (mas de 100 complejos) muestran una
distribucién bimodal con dos puntos de maxima probabilidad situados a 48+1 nmy
87+1 nm desde uno de los extremos de la molécula de ADN. Si comparamos estos
valores con las posiciones en las que aparecen las secuencias de union de Pho4
en el fragmento de ADN empleado (Fig.4.4) vemos que estas dos posiciones estan
directamente relacionadas con la proteina Pho4 interaccionando con las
secuencias UAS1 y UAS2 presentes en el fragmento de ADN empleado. Las
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anchuras de los picos a media altura son 12nm (~35bp) y 22 nm (65 bp)
respectivamente.

Establecer cual es la resolucién en el posicionamiento de las proteinas no es
sencillo en este tipo de experimentos. Por un lado tenemos el limite dado por el
tamafio de la proteina. Este tamafio es ~3 nm. Esto significa que, aun cuando
todos los complejos sean especificos, la proteina puede colocarse sobre la region
reguladora con una indeterminaciéon de +3 nm. Sin embargo, ya que las puntas
empleadas tienen radios de curvatura mayores (10-20 nm) siempre tendremos un
fenbmeno de dilacion en esta magnitud. Por otra parte, la presencia de
interacciones inespecificas de las proteinas con el ADN también introducen un
ruido adicional. Todos estos factores estén incluidos de alguna manera en la
gréfica del histograma. Por tanto podemos tomar como indeterminacion la anchura
del ajuste gaussiano para cada uno de los picos. Vemos que estos valores estan
comprendidos entre 10 y 20 nm, valores que coinciden con los radios de curvatura
de las puntas empleadas.

A partir de los resultados obtenidos sobre el sistema control Pho4-PHO5 nos
propusimos utilizar la técnica del AFM para identificar secuencias reguladoras o
probar interacciones entre ADN y proteinas en las que no habia evidencia
bioquimica de su interaccion.

4.3.2. El sistema Migl-HXK2

La glucosa regula el uso del carbono en S. cerevisiae, principalmente,
inhibiendo la trascripcibn de numerosos genes. Este mecanismo, llamado
represion por glucosa, asegura el uso preferencial de la glucosa frente a otras
fuentes de carbono alternativas. Todavia no se conoce con exactitud el mecanismo
molecular de la represion de la glucosa aunque ya se han identificado varios genes
involucrados en él. Uno de esto genes es MIG1 que codifica para la proteina Mig1.
Migl se une al motivo WWWWWN(G/C)(C/T)GGGG. Si realizamos una busqueda
de esta secuencia en el genoma de la levadura encontramos que alrededor de 340
promotores de distintos genes poseen esta secuencia una o varias veces. Sin
embargo, hasta la fecha solo se ha encontrado que sea funcional en la regulacién
de 10 genes. Uno de los genes que contiene la secuencia consenso de union de
Migl en su promotor es el gen HXK2, que codifica para la enzima hexoquinasa 2
de S. cerevisiae. El promotor de este gen presenta la secuencia consenso de unién
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de Migl por dos veces, aunque nunca se ha demostrado que la proteina se una a
estas secuencias.

Un esquema del fragmento del promotor empleado en los experimentos de
interaccion se muestra en la Fig.4.7. Este fragmento del promotor de HXKZ2 se
fabric6 mediante PCR, tal y como se ha indicado anteriormente para el promotor
PHOS5, usando los oligonucleétidos OL3 y OL4 como cebadores. El fragmento de
ADN sintetizado tiene una longitud de 570 pb y presenta dos secuencias consenso
de unién de Migl situadas a 133 pb y 162 pb desde uno de los extremos de la
molécula de ADN. La separacion entre las dos zonas de interaccion es de tan solo
22 pb (7 nm).

731 pb -161 pb

0 570 pb (193 nm*

sfu UASL UAS2 PoI 3 ){*TG

3 = 50o0a0»

oL4 - HXK2

4— 128 224 396 }4-161—»@ pb
<4— 45—piiT ¢ 135 P fonm*
*(0.34 nm/pb)

UASL: 5-AAAAGTGCGGGG (3 nm*)
UAS2: 5-CCCCAGAGTATA (3nm*)
OL3: 5-ACTGAACGCCATAGAAGAGCA
OL4: 5-GATAAGACAGTGGCGAAGGTG

Figura 4.7. Esquema del fragmento del promotor del gen HXK2 empleado para estudiar la interaccion
con la proteina Mig1.

Para obtener la proteina lo que se hizo fue expresar el gen MIG1 de
S. cerevisiae en E.coli como una proteina de fusion con GST (Glutation-S-
Transferasa). De esta manera se elimina cualquier tipo de contaminacién con otras
proteinas de levadura.

Una de las maneras de analizar una interaccion ADN-proteina es mediante
un ensayo de retraso en una electroforesis en condiciones nativas. La idea
consiste en hacer correr por dos calles distintas la cadena de ADN que se quiere
estudiar y por la otra calle la proteina junto con el ADN. Si la proteina interacciona
con el ADN entonces el complejo tendra una masa y carga distinta a la de la
cadena de ADN libre de interaccion y por consiguiente tendra una movilidad
electroforética distinta. La fotografia mostrada en la Fig.4.8 es la de un gel de
poliacrylamida en condiciones nativas donde se ha realizado el ensayo de retraso
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de Migl. En este caso se empled un pequefio fragmento (10-20 pb) de ADN
marcado radiactivamente (*’P MIG1uxk2) que contiene la secuencia de unién de
Migl y se le hizo reaccionar con la proteina de fusion GST-Migl. El ADN sin
proteina se hizo correr por la calle 1 como control y junto con la proteina GST-Migl
por las calles 2, 3 y 4 en competicion con el ADN sin marcar (calle 3) y ADN
inespecifico de timo de ternera (calle 4). En la calle 5 la proteina usada fue solo
GST.

Como podemos ver en la Fig.4.8 aparecen dos bandas, una en la calle 2
(ADN y GST-Migl) y otra en la calle 4 (ADN y GST-Migl y ADNinespecifico) 10 que
nos indica que la proteina de fusion GST-Mig1l interacciona con el ADN utilizado y
que esta interaccion es especifica.

: 7
Sonda P MIGL ik, Figura 4.8. Ensayo de retraso en
Proteinaz - GST-Migl GST| ungel de poliacrylamida en condiciones
Competidor: - - MIGLy, TT - nativas de los complejos formados con

cdle 1 2 3 4 s la sonda radiactiva (P MIGLyxk2).
Los elementos de la reaccion para las
— — diferentes calles fueron: calle 1: ADN;
calle 2. ADN y GST-Migl; calle 3:
ADN, GST-Migl y ADN (sin marcar);
calle 4: ADN, GST-Migl y ADN
(inespecifico de timo de ternera, TT) y
calle5: ADNy GST.

La principal limitacion de este método es que te obliga a emplear pequefios
fragmentos de ADN (10-20 pb) para poder tener sensibilidad en la medida. La otra
desventaja o ventaja, segun se mire, es que el estudio es estadistico y por tanto se
obtiene un resultado promedio en el que participan miles o millones de moléculas.
La microscopia de fuerzas nos permite realizar un estudio a moléculas individuales
y el empleo de grandes fragmentos de ADN (cientos de pb). El experimento de
interaccion analizado con el AFM entre la proteina de fusion GST-Migl y el
fragmento del promotor del gen HXK2 se muestra en la Fig.4.9. En la parte A se
muestra un campo tipico con tres complejos ADN-proteina. Un analisis cuidadoso
de las posiciones en las que la proteina interacciona con el ADN nos muestra que
tenemos tres casos distintos: el primero con Migl interaccionando con el primer
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sitio de unién (Fig.4.9 B) (complejo tipo 1), el segundo con Migl interaccionando
con el segundo elemento regulador (Fig.4.9 C) (complejo tipo II) y el tercer caso
con la proteina interaccionando con ambos sitios simultaneamente (Fig.4.9 C). El
estudio estadistico de las posiciones de los complejos nos muestra que las
probabilidades mas altas corresponden a los intervalos centrados en 42+3 nm y
5543 nm medidos desde un extremo de la molécula de ADN. Estas posiciones
estan de acuerdo con la situacion de los secuencias de interaccion de Miglp
presentes en el promotor (Fig.4.7). Los complejos del tipo | y Il aparecen con igual
probabilidad mientras que el tercer caso con la proteina interactuando
simultdneamente con los dos elementos reguladores es mucho mas improbable.
De 117 complejos estudiados solo 4 eran de este tercer tipo. En este experimento
se midioé un elevado niumero de complejos no especificos probablemente debido a
algun tipo de contaminacién presente en la purificacion de la proteina. De hecho la
purificacion de Pho4 (Fig.4.5) presentd un rendimiento mucho mayor que la
purificacion de Mig1l.

181 I Datos experimentales

Sucesos

5 20 35 50 65 80 95 110125140155170185
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Figura 4.9. Interaccion de la proteina Migl con un fragmento de 570 pb del promotor del gen HXK2.
La parte A muestra un campo general en el que varios complejos son visibles. Las partes B, C y D muestran
los tres tipos de complejos encontrados. El andlisis estadistico de las posiciones de los complejos nos muestra
gue las bandas méas probables son compatibles con la proteina interactuando con las regiones reguladoras
del promotor.
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El proceso de interaccion ADN-proteina en condiciones fisiolégicas es un
proceso dinamico. Esto significa que los complejos se estan formando y
disociando constantemente. Cuando adsorbemos la muestra para su visualizacion
con AFM lo que hacemos es plasmar en 2 dimensiones lo que ocurre en 3. El AFM
en este sentido no tiene ningun poder de seleccidn con lo cual cualquier impureza
también serd adsorbida y visible al AFM. Esto conlleva tener que emplear
concentraciones bajas de los componentes de la reaccion (ADN y proteinas) e
impide, por ejemplo, incrementar la concentracion de proteina para aumentar el
namero de complejos. La falta de selectividad del AFM supone, también, el empleo
de muestras muy puras de cada componente ya que una pequefia contaminaciéon
tiene el mismo aspecto que la molécula de proteina que estamos estudiando.

4.3.3. El sistema Med8-SUC2

Med8 es una proteina mediadora que interacciona con el dominio carboxilo
terminal de la ARN polimerasa Il. Recientemente se han publicado resultados que
indican que Med8 puede jugar un papel importante en la ruta de represion por
glucosa del gen SUC2y en la expresion del gen HXK2 ya que se ha demostrado
mediante un ensayo de retraso de la movilidad electroforética que la proteina de
fusidbn GST-Med8 se une a un oligonucleétido de 34 pb que contiene la secuencia
consenso (A/C)(A/G)GAAAT. (Chaves et al. 1999). Esta secuencia de 7 pb se localiza
en la region UAS del promotor de SUCZ2y en la regién DRS (secuencia de represion
posterior 0 Downstream Repressing Sequence) del gen HXK2. Para confirmar que la
proteina esta interaccionando exclusivamente con este motivo de 7 pb decidimos
visualizar con AFM esta interaccion usando un fragmento del promotor del gen
SUC2y un trozo del gen HXK2 (Moreno-Herrero et al. 2001).

El esquema del fragmento del promotor del gen SUC2 empleado en los
experimentos de interaccion se muestra en la Fig.4.10. Este fragmento de ADN se
fabrico6 mediante PCR usando los oligonucleétidos artificiales OL5 y OL6 y tiene
una longitud de 305 pb. El fragmento presenta dos secuencias consenso de unién
de Med8 situadas a sélo 38 y 57 pb desde uno de los extremos de la molécula de
ADN. La separacion entre las dos zonas de interaccion es de tan sélo 12 pb
(4 nm).

El experimento de interaccion de la proteina de fusion GST-Med8 con el
fragmento del promotor de SUCZ se muestra en la Fig.4.11. El estudio detallado de
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las imagenes nos muestra dos tipos de poblaciones. Una de ellas nos muestra la
proteina cubriendo la parte final de la molécula de ADN (Fig.4.11 B). Teniendo en
cuenta que el diametro de la proteina de fusion medida de las imagenes de AFM
es de 14 nm, estos resultados experimentales son compatibles con la proteina
interaccionando con la region UAS1 del promotor. El otro tipo de complejos que
encontramos nos muestran a la proteina situada ligeramente en el interior de la
molécula de ADN de tal forma que una pequefia porcibn de ADN es visible
(Fig.4.11 C). La posicién media a la que encontramos el maximo de la proteina en
los complejos de este tipo es de 17 nm medidos desde el extremo de ADN mas
proximo. Este valor equivale a ~50 pb, en buen acuerdo con la situacion en la que
la proteina interacciona con la region UAS2 del promotor.

-487 pb -182 pb
0 305 pb (104 nm*
SLoUASLUAS? b 3 )f\TG
3 = 5ooooo»
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Secuencia uniéon Med8: 5°-(A/C)(AIG)GAAAT_ (2.4 nm*)
OL5: 5-TTATTACTCTGAACAGGAA-3

OL6: 5-AAGTCGTCAAATCTTTCTT-3

Figura4.10. Esquema del fragmento del promotor del gen SUC2 empleado para estudiar la
interaccion de Med8 con dicho promotor. El fragmento de ADN fabricado por PCR contiene dos veces la
secuencia consenso de union de Med8.

Figura 4.11. Interaccion de la
proteina Med8 con las secuencias de
unién presentes en e promotor del
gen SUC2. En A se muestra un
campo donde varios complejos son
visiblesy en By C dos detalles de los
compljos tipicos encontrados.
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4.3.4. El sistema Med8-HXK2

Un trabajo complementario al realizado con SUCZ2 lo realizamos con el gen
HXK2. En este caso la secuencia consenso de union de Med8 se encuentra en dos
regiones situadas por debajo de la secuencia ATG que marca el comienzo del gen,
estas dos regiones se denominan DRS. El fragmento empleado se fabric6 de
manera similar a como se fabricaron los otros fragmentos de ADN empleados. Un
esquema del trozo de ADN empleado se muestra en la Fig.4.12. En este caso la
molécula de ADN tiene una longitud de 676 pb y contiene dos regiones
reguladoras con dos secuencias consenso de union de Med8 situadas a 105 pb y
201 pb desde uno de los extremos. Los oligonucleotidos OL7 y OL8 se escogieron
de manera que las secuencias de union se colocaran de manera asimétrica
respecto del centro de la molécula con el fin de identificar el extremo de la
molécula de ADN midiendo la posicion de los complejos con el AFM.

+39 pb +715pb
ATG 50 O "DRS1  DRs2 676 pb (23% nnr)
opEDD 3 | — ik
| HXK2 > <lpb oL8
< 39 P €105p « 89> ¢ 467 » pb
4 36 P « 30»idg 159 » nm*
*(0.34 nm/pb)

Secuenciaunién Med8: 5°-(A/C)(A/G)GAAAT_ (2.4 nm*)
OL7:5-GGTTCCATGGCCGATGTG-3
OL8: 5'-GCACCATTGACACCAGTACC-3’

Figura 4.12. Esquema del fragmento de ADN empleado en los estudios de la interaccion del promotor
del gen HXK2 con Med8. El fragmento de ADN producido por PCR contiene dos veces la secuencia consenso
de union de Med8 y estas dos regiones se encuentran separadas por 89 pb.

El experimento de interaccion se realizé siguiendo el protocolo descrito en la
seccion 4.3.1. Las imagenes de AFM se muestran en la Fig.4.13. Un campo con
varios complejos se muestra en la parte A mientras que en B y en C se ilustran los
dos tipos de complejos encontrados (tipo | y Il respectivamente). La posicion media
de la proteina de los complejos del tipo | es de 113 pb medidos desde el extremo
mas cercano de la molécula de ADN y la posicion de la proteina en los complejos
del tipo Il es de 182 pb. Teniendo en cuenta el error experimental, que tipicamente
viene dado por el radio de la punta (10 nm~34 pb) vemos que estos dos tipos de
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complejos son consistentes con la proteina interaccionando con la DRS1 y DRS2
respectivamente.

Figura 4.13. Imagenes de AFM que muestran la interaccion de Med8 con el promotor del gen HXK2.
En A se muestra un campo grande con varios complejos y en B y C dos detalles de los complejos tipicos
encontrados.

Los resultados experimentales mostrados en la seccion 4.3.3 y 4.3.4
confirman de una manera clara que la proteina Med8 se une a elementos
reguladores que controlan la expresion de los genes SUC2 y HXK2 y que la
proteina se une a través de secuencias que contienen un motivo de 7 pb con la
secuencia (A/C)(A/G)GAAAT. Otra conclusion significativa es que, en ambos
casos, solamente uno de los dos potenciales sitios de union es ocupado y que no
importa la distancia que los separa. Ademas la afinidad de la proteina por
cualquiera de los dos sitios es muy similar.

4.4. Estudio de interacciones ADN-proteina con el AFM

En la seccion anterior se han mostrado las posibilidades del AFM a la hora de
caracterizar las posiciones de interaccion de una proteina en una determinada
region de ADN. Primeramente, se ha estudiado el sistema modelo Pho4-PHO5y a
continuacién se ha aplicado la técnica al estudio de sistemas donde no se habia
demostrado previamente la interaccion de Migl y Med8 en fragmentos grandes de
ADN.
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A partir de los resultados experimentales obtenidos podemos decir que el
estudio de interacciones ADN-proteina del tipo mostrado depende de tres factores:

a)

b)

El rendimiento de la reaccion. Es decir el nimero de complejos que
tenemos formados frente al nUmero de proteinas o moléculas de ADN
libres. Si este nUmero es muy bajo, el AFM no es una buena técnica ya
que las imagenes mostrarian la mayoria de las moléculas libres de
interaccion. Tendriamos entonces que incrementar la concentracion de
proteina frente a la de ADN y en este caso un elevado numero de
moléculas de proteina cubriria la superficie y no podriamos discernir
moléculas individuales. Este factor se puede alterar buscando los
parametros Optimos, concentraciones de sales y pH, de la reaccion de
interaccion.

La pureza de las muestras. La purificacion de los dos ingredientes
esenciales — ADN y proteina— es muy importante. Se deben emplear
muestras muy puras ya que de lo contrario tendriamos una gran cantidad
de interacciones inespecificas que enmascararian la medida real.

El rendimiento de la adsorcion. Este factor también es importante ya que
se debe buscar un compromiso entre moléculas en el volumen y niamero
de moléculas que se van a adsorber. Este factor se puede modificar
cambiando la concentracion de sales y pH del tampdn de adsorcion.

El ajuste de los tres parametros es determinante a la hora de abordar un
problema de interaccion con el AFM. Cada experimento es diferente y no significa
gue unas condiciones experimentales que funcionan en uno lo hagan de manera
igual en otro. Sin embargo, a pesar de los problemas que puede suponer el ajuste
de estos parametros Optimos, la microscopia de fuerzas se presenta como una
técnica alternativa a la hora de mapear interacciones de proteinas en un promotor.
La resolucién alcanzada con el AFM no es tan elevada como la que se consigue
mediante técnicas bioguimicas como la mostrada en la Fig.4.8 donde se puede
evaluar la interaccion con una precision de 1 base. Sin embargo, la microscopia de
fuerzas presenta alguna ventajas esenciales:

1.

Es una técnica visual. El usuario ve directamente la posicién en la que
interaccionan las moléculas.
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2. Es una técnica que detecta moléculas individuales. Lo que supone el
estudio de una unica interaccién, es decir extraer sucesos individuales
del comportamiento promedio.

3. Es una técnica que permite mapear interacciones en un promotor
completo. La longitud de la cadena de ADN no es una limitacion como
ocurre con otras técnicas bioquimicas. Con un solo experimento es
posible identificar diferentes interacciones proteina-ADN con una
precision de ~10 nm (~34 pb).

4.5. Interaccion proteina-proteina

Muchas estructuras presentes en la célula estan formadas por complejos de
proteinas. Ya hemos visto por ejemplo, en el capitulo anterior como los PHFs estan
formados principalmente por la proteina tau. Otro ejemplo pueden ser los
microtubulos. El componente esencial de los microtubulos es una proteina llamada
tubulina que esta formada por dos dominios, a y B, que interaccionan, primero
entre si formando heterodimeros y luego entre ellos dando lugar a una estructura
cilindrica compuesta de 13 columnas paralelas llamadas protofilamentos. Al final,
pequefias estructuras como son los heterodimeros de tubulina (~8 nm) dan lugar a
grandes estructuras (microtibulo de 24 nm de diametro).

No solamente las proteinas interaccionan entre si por motivos estructurales.
Muchas veces la presencia de varias proteinas es necesaria para llevar a cabo un
proceso. Existen multitud de ejemplos que ilustran este hecho. Por ejemplo en la
replicacion intervienen: la topoisomerasa, que desenrolla la cadena de ADN; la
helicasa y la primasa que separan las dos hebras; proteinas que se unen a ADN
de cadena simple para estabilizar la hebra de ADN; un dimero de la ADN
polimerasa de replicacion; la ADN polimerasa | y la ADN ligasa. La accion conjunta
de todas estas proteinas posibilita el proceso de la replicacion. Este es solamente
un ejemplo mas que sirve para mostrar que la interaccidon entre proteinas es un
problema de gran importancia en bioquimica y biologia molecular.

En la seccion siguiente estudiaremos la interaccion de la proteina Med8 con
ella misma. Ya hemos visto que Med8 interacciona con el ADN cuando aparecen
secuencias del tipo (A/C)(A/G)GAAAT. Veremos como la microscopia de fuerzas
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puede ayudarnos para ver si la interaccion con el ADN es llevada a cado por
proteinas simples o conjuntos de ellas.

4.5.1. El sistema Med8-Med8

Como ya se comentd anteriormente Med8, ademas de ser una proteina
mediadora que interacciona con el dominio carboxilo terminal de la ARN
polimerasa Il, también desempefia un papel importante en la ruta de represién por
glucosa en S. cerevisiae. También se ha demostrado que la interaccion con estos
genes reguladores se lleva a cabo muchas veces interaccionando con otra
proteina llamada hexoquinasa 2 (Hxk2) (de la Cera et al. 2002). Como un trabajo
complementario a la interaccion entre dos proteinas distintas hemos analizado la
interaccion de Med8 consigo misma a la hora de interactuar con el gen HXT1.

1 Complejos Med8-HXT1

XC1=1.7+0.3 nm
XC2=2.1+0.3 nm
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Figura 4.14. Experimento de interaccién de la proteina Med8 con e promotor del gen HXTL. La
proteina se sitlla a una distancia media del extremo de 170 pb e interacciona como monémero (A) 0 como
homodimero (B) a juzgar por la distribucion estadistica de alturas que se mide.
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Para este experimento empleamos un fragmento de ADN de 538 pb del
promotor del gen HXT1 que contiene la secuencia consenso de unién de Med8
situada a 174 pb de uno de los extremos de la molécula de ADN empleada. Las
imagenes de AFM muestran la mayoria de las proteinas libres de toda interaccion
con el ADN, aunque algunas de ellas aparecen unidas al ADN en lo que
consideramos un complejo Med8-HXT1. Los experimentos de AFM muestran que
la proteina cubre una region de las moléculas de ADN centrada en la posicion
170 pb de uno de los extremos, lo que prueba que la interaccion es especifica.

La altura de los complejos medida con AFM nos muestra una distribucion
bimodal con las alturas mas probables centradas en las posiciones 1.7+0.3 nm y
2.140.3 nm (Fig.4.14). Este resultado sugiere que la proteina Med8 interacciona
con el promotor del gen HXT1 como mondmero o como homodimero. En la
Fig.4.14 se muestran dos imagenes tipicas de un complejo compuesto por un
mondémero (A) y de un complejo formado por un homodimero (B) con sus
correspondientes perfiles.
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Para saber si esta proteina se encuentra formando mondémeros o
homodimeros cuando se encuentra libre en solucion realizamos un estudio similar
al mostrado en la Fig.4.14 pero sin ADN. En este caso obtuvimos una distribucién
de alturas que iban desde 1.0 nm hasta 1.9 nm con dos alturas mas probables
situadas en 1.3+0.3 nm y 1.6+0.3 nm (Fig.4.15). Estos resultados son compatibles
con los correspondientes a la interaccion Med8-HXT1. Notese que la altura de la
proteina cuando interacciona con el ADN no es la suma de la proteina libre mas la
altura tipica del ADN medida al aire (0.8 nm). Este resultado indica que cuando la
proteina interacciona con el ADN lo hace de forma que lo abraza y
presumiblemente la molécula de ADN queda atrapada en la parte central de la
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proteina. Otro detalle interesante es que la distribucion de alturas de las proteinas
es mucho mas difusa cuando éstas se encuentran libres en solucion (Fig.4.15) que
cuando interaccionan con el ADN (Fig.4.14).

Un modelo simple puede considerar la proteina Med8 como una esfera de
radio R=1.7+0.3 nm cuyo volumen serda V=(4/3)-z-R®. Cuando la proteina
homodimeriza, el volumen de este complejo valdra v'=2.v resultando que el
nuevo radio, R, vale 2.14 nm valor compatible con el medido. N6tese que aunque
la deshidratacién esta presente en las medidas realizadas al aire, ésta afecta al
monomero y al homodimero por igual con lo que la proporcion entre radios
permanece constante y el argumento antes esgrimido sigue siendo valido.

En definitiva, mediante este experimento se ha demostrado que la
microscopia de fuerzas puede proporcionar informacién muy valiosa, no solo a la
hora de localizar complejos, sino también a la hora de averiguar si estas
interacciones se realizan como monomero o como homodimero.

4.6. La microscopia de fuerzas como una herramienta parala
biologia molecular

El tamafio tipico de las biomoléculas es de pocos nm. Estos tamafios son
inaccesibles a técnicas Opticas ya que la resolucion dltima de un microscopio
Optico viene dada por la longitud de onda de la luz que ilumina la muestra y que
esta en el rango del visible (~300 nm). Por otra parte, técnicas de mayor poder de
resolucibn como la microscopia electrénica no permiten obtener una imagen
tridimensional ni estudiar procesos in vivo. La resolucidn tipica de la microscopia de
fuerzas esta en el rango de los tamafios de las moléculas biolégicas. Por una parte
no soélo permite obtener una imagen tridimensional de la muestra, o que supone la
medida de volumenes, y estudiar procesos in vivo, Sino que ademas permite el
estudio de moléculas individuales, pero ¢por qué queremos estudiar moléculas
individuales?

Los estudios sobre moléculas individuales revelan nuevos niveles de
informacion. Por ejemplo trabajos de AFM que estudiaban la interaccion de la ARN
polimerasa con el ADN demostraron que la enzima dobla la molécula de ADN
cuando se acopla con ella (Rees et al. 1993). Este tipo de informacion no es accesible
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mediante técnicas bioquimicas tradicionales. Las técnicas bioquimicas
tradicionales suponen llevar a cabo experimentos sobre un gran numero de
moléculas al mismo tiempo. Esto implica la deteccion de un comportamiento
promedio y una dindmica lenta. Todas las moléculas de una misma clase son
tratadas como si se comportaran de la misma forma y como si su comportamiento
medio dictara su funcién biolégica. Comprender y explicar la actividad enzimatica
individual es el corazén de lo que podria llamarse bioquimica de moléculas
individuales o single molecule biochemistry.

En este capitulo hemos estudiado dos aplicaciones de la microscopia de
fuerzas a la hora de caracterizar interacciones entre biomoléculas. Hemos
estudiado, en primer lugar, la interaccién entre ADN y proteinas y en segundo
lugar, la interaccion entre proteinas y la interaccion de estos complejos con el
ADN. Estos dos trabajos nos han proporcionado informacion valiosa que soélo seria
accesible mediante técnicas bioguimicas de manera indirecta. La microscopia de
fuerzas nos permite identificar rapidamente los lugares de interaccion de una
proteina en una molécula de ADN y a su vez medir su tamafo, de forma que
podemos distinguir entre interacciones de moléculas individuales o conjuntos de
moléculas.

4.7. Resumen

La microscopia de fuerzas es una técnica que permite resolucion
nanometrica sobre muestras biologicas. Este es el rango tipico de tamafos de las
moléculas de ADN y de las proteinas, con lo cual el AFM permite distinguir
moléculas individuales de este tipo adsorbidas sobre una superficie plana.

El estudio de interacciones entre ADN y proteinas y entre proteinas es un
problema central en bioquimica y en biologia molecular. Las técnicas bioquimicas
tradicionales para realizar este tipo de estudios — ensayos de retraso de la
movilidad electroforética; delecciones seriadas de los promotores y ensayos de
ADNsa | footprinting — son técnicas que presentan numerosos problemas cuando
se quiere analizar grandes fragmentos de ADN y son altamente ineficaces para
abordar el analisis sistematico de todos los promotores de un genoma.
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El AFM permite identificar interacciones de proteinas en promotores
completos (moléculas de ADN de cientos de pb) y por tanto identificar secuencias
reguladoras en un solo experimento. Esta afirmacion se sustenta en los resultados
mostrados de interaccion de la proteina Pho4 con el promotor del gen PHO5 y los
sistemas Mig1l-HXK2;, Med8-SUCZ; Med8-HXK2.

La resolucién en el posicionamiento de los complejos ADN-proteina viene
dada por el radio de la punta que vale ~10 nm o ~34 pb. Esta resolucion supone
que el AFM podria emplearse como una primera técnica para identificar regiones
interesantes de interaccion para posteriormente usar técnicas bioquimicas para
estudiar con una precision de 1 base las interacciones. Este procedimiento
permitiria eliminar las regiones que no tienen actividad en el promotor ahorrando
mucho tiempo.

El caracter tridimensional del AFM nos permite medir alturas con una gran
precision y a partir de ellas deducir el volumen de diversas estructuras. Esta
cualidad nos permite medir si la interaccidén de una proteina con el ADN se lleva a
cabo mediante una molécula individual (monémero) o mediante un conjunto de
proteinas (dimero, trimero, etc...). En este contexto hemos visto que la proteina
Med8 interacciona con el ADN como monomero o como homodimero en igual
proporcion.

Las dos aplicaciones de la microscopia de fuerzas en la caracterizacion de
interacciones entre biomoléculas presentadas en este capitulo muestran al AFM
como una técnica visual, sencilla y rapida que puede proporcionar informacion
complementaria a la accesible con técnicas bioquimicas tradicionales.
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A. Breves nociones de biologia
molecular y técnicas basicas de

manipulacion de ADN

A.l. Introduccién

Este anexo pretende proporcionar informacion bioquimica basica necesaria
para poder comprender esta tesis en su totalidad. Si ya tiene nociones de
bioquimica lo mejor es que se ahorre el trabajo de leerlo, si no, desde aqui le
animo a que lea este anexo. He pretendido una explicacion amena y sencilla que
permita a cualquier persona, no familiarizada con la bioquimica, poder comprender
como funcionan los elementos basicos de la vida.

En primer lugar describo de manera general las moléculas biolégicas
empleadas en esta tesis: el ADN y las proteinas. A continuacion me centro en tres
tipos concretos que tienen mas 0 menos protagonismo en este trabajo: los factores
transcripcionales, las enzimas de restriccidon y las ligasas. Todas estas moléculas
son basicas para entender las técnicas de manipulaciéon del ADN que muestro en
la parte final de este anexo. Explicaré la técnica de la electroforesis — como
técnica basica de visualizacion de biomoléculas— y la compararé con la
microscopia de fuerzas. Para terminar el capitulo muestro parte del trabajo
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realizado en una estancia en la Universidad de California en Berkeley, a modo de
ejemplo practico donde uso muchos de los elementos descritos en este anexo:
enzimas de restriccion; ligasas; técnicas de electroforesis y PCR (Polymerase Chain
Reaction) etc... El trabajo se realizé bajo la supervision del Prof. Carlos Bustamante.

Ciertamente los contenidos de este anexo son minimos y de ningin modo
debe pretender la sustitucion de ningun libro basico de bioquimica. Algunos
buenos libros de bioquimica que he empleado son:

Mathews C. K., van Holde K. E. y Ahern K. G., “Biochemistry”, 32 Edicion, Adisson Wesley
Longman, New York, 2000.

Devlin, T.M. “Biochemistry with clinical correlation”, 52 Edicion. Wiley — Liss, New York, 2002.

Stryer, L., Berg, J.M. y Tymoczko, J.L. “Biochemistry”. 52 Edicién. W. H. Freeman,
Hampshire, UK. 2002.

Nelson D.L. and Cox, M.M. Lehninger, “Principles of Biochemistry’. 32 Edicién. Worth
Publishers. New York. 2000.

A.2. Acidos nucleicos

Hay dos tipos de acidos nucleicos: el acido ribonucleico (ARN) y el acido
desoxirribonucleico (ADN). Ambos son cadenas poliméricas en las que las
distintas unidades monomeros se conectan mediante enlaces covalentes. La
estructura de los monomeros de ARN y de ADN se muestran en la siguiente figura:

Fostato \O Fosfato \O FiguraA.l. Estructuras
5(|3H2 o - %Hz - quimicas del acido
] \(|:1 IC O\(|:1, ribonucleico (ARN) y del Acido
H < o HH ~ desoxirribonucleico (ADN).
H \é é/ H \3¢ &\: H
Ribosa O OH 2’-deoxiribosa

H
a) Unidad del ARN b) Unidad del ADN
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En ambos casos el monémero estad formado por un azucar de 5 carbonos,
una ribosa en el ARN y una 2"-desoxirribosa para el ADN. Los atomos de carbono
del azucar se designan con primas (1", 27, etc) para distinguirlos de los atomos de
las bases. La Unica diferencia entre ambos azucares se encuentra en el grupo
hidroxilo 2" presente en la ribosa en el ARN que es sustituido por un hidrégeno en
el ADN. La conexion entre los diferentes mondémeros se realiza mediante un
enlace fosfodiester entre el residuo fosfato pegado al grupo hidroxilo del
carbono 5 de una de las unidades con el grupo hidroxilo 3" de la unidad siguiente
(Fig.A.2). El grupo fosfato es un acido fuerte. Esta es la razon por la cual al ADN y
al ARN se les llama acidos nucleicos. Cada monoémero en el ADN o en el ARN
aporta una carga negativa a pH fisioldgico.

ARN ADN
Extremo 5’ * Extremo 5 f
O O
@
L, B L, B

0
0
fo

Figura A.2. Polimero
de nucledtidos en donde se
indica € enlace fosfodiester
entre nucledtidos contiguos.

La cadena de azucares constituye el esqueleto de la molécula. La
importancia de los acidos nucleicos en el almacenamiento y la transmision de
informacion se deriva de su condicion de heteropolimeros. Cada monoémero lleva
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asociada una base heterociclica siempre ligada al carbono 1” del azlicar. Hay dos
tipos de bases llamadas purinas y pirimidinas. EI ADN tiene dos purinas, adenina
(A) y guanina (G) y dos pirimidinas, timina (T) y citosina (C). EI ARN tiene las
mismas excepto que uracilo (U) sustituye a la timina.

El ADN y el ARN pueden ser considerados como polimeros hechos de cuatro
tipos de mondmeros. A cada uno de estos monomeros se les llama nucledtidos,
por ello habitualmente al ADN y al ARN se les denomina polinucleétidos. Cuando
se trata de pequefios polimeros, de sélo unos pocos residuos hablamos de
oligonucleétidos.

Un examen mas detallado de la Fig.A.2 revela dos importantes
caracteristicas de todos los polinucleétidos:

Un polinucledtido tiene un sentido o direccionalidad. El enlace fosfodiester se
realiza entre el carbono 3" de un mondémero y el carbono 5" del otro. Por tanto
ambos extremos de la cadena de ADN son distinguibles. Habitualmente el extremo
5 tiene un grupo fosfato y el extremo 3" un grupo hidroxilo.

Un polinucleotido tiene individualidad dada por su secuencia de bases, ésta
es la secuencia de nucleétidos. A esta secuencia se le denomina estructura
primaria del &cido nucleico.

La notacion habitual para dar la secuencia de bases sobreentiende que se
dan en el orden 5°—3". Por ejemplo para dar la secuencia de un polinucleétido de
bases A, C, T, T, C, G se daria pACTTCG, para indicar que empieza en un grupo
fosfato y que el sentido es 5°—3" 0 simplemente ACTTCG.

Notar que la informacion genética se almacena en la estructura primaria del
ADN. Un gen es simplemente una secuencia particular de ADN que codifica
informacion en un lenguaje de cuatro letras en el cual cada letra es una de las
bases.

A.2.1. Estructura tridimensional del ADN: e modelo de Watson-
Crick

En 1953 los investigadores Watson y Crick elaboraron un modelo para la
estructura tridimensional a partir de las imagenes obtenidas por R. Franklin de
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patrones de difraccion de rayos X de fibras humedas de ADN (Watson & Crick. 1953).
El modelo consiste en una estructura helicoidal formada por dos hebras de ADN
en la que hay 10 residuos por giro. La gran intuicion de Watson y Crick fue que la
doble hélice era estable a través de puentes de hidrogeno entre las bases de las
hebras opuestas solamente si éstas se aparean de una manera particular A-T y G-
C (Fig.A.3). De esta forma la distancia entre los carbonos 1" de las desoxirribosas
se mantiene constante y vale 1.08 nm. Esto significa que el diametro de la
molécula del ADN es constante y vale 2 nm. En el modelo de Watson-Crick, el
esqueleto hidrofilico fosfato-ribosa se encuentra en la parte exterior mientras que
las bases se disponen en la parte interior. La distancia entre bases es de 0.34 nm.
Ademas, el modelo también muestra que aunque las bases se encuentran en el
interior éstas se aproximan a través de dos profundas hendiduras helicoidales. El
modelo propuesto decia que las cadenas de ADN corrian en sentidos opuestos y
que el sentido de la molécula es una hélice que gira segun la regla de la mano
derecha.

FiguraA.3. Modeo
propuesto por Watson Yy
Crick sobre el apareamiento
de las bases y la molécula de
ADN.

El modelo de Watson-Crick supuso importantes implicaciones en biologia
molecular. Ya que A siempre empareja con T y C con G, esto significa que las
cadenas son complementarias y que a partir de una sola hebra se puede generar
la molécula completa. Esta observacidon no escapd a los investigadores que
obtuvieron el premio Nobel en 1962: “It has not escaped our notice that the specific pairing
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we have postulated immediately suggest a possible copying mechanism for the genetic material’
(Watson & Crick. 1953).

En la actualidad el modelo de Watson-Crick sigue vigente y solo se han hecho
pequefias modificaciones al mismo. La disponibilidad de mejores datos han
demostrado, por ejemplo que las bases no se colocan exactamente de manera
perpendicular al eje de la molécula y que la disposicion de azucares es
ligeramente distinta. También se ha visto que la estructura descrita por Watson-
Crick (estructura en forma ) no es Unica, sino que bajo ciertas condiciones el ADN
puede tener una estructura en forma A o en forma Z (Mathews et al. 2000).

A.2.2. Funciones biologicas de los acidos nucleicos

El papel fundamental de los acidos nucleicos es el almacenamiento y la
transmision de la informacion genética. Cada organismo lleva en cada una de sus
células al menos una copia de toda su informacion genética que necesita dicho
organismo. A esto se le denomina genoma. El tamafo del genoma varia
enormemente entre organismos. Por ejemplo el genoma de un virus puede ser de
s6lo unos pocos miles de bases, mientras que el genoma humano contiene
alrededor de 2x10° pb de ADN distribuidas en 23 cromosomas. El genoma de la
bacteria E. coli tiene un tamafio de 4.693.221 pb. El de la levadura de
12.147.777 pb distribuido en 16 cromosomas, etc...

Sélo una fraccion del genoma de cada organismo es susceptible de ser
trascrito o leido a través de la sintesis de ARN o de proteinas. A estos fragmentos
del genoma se les llama genes. Las funciones bioldgicas de los acidos nucleicos
son principalmente tres: replicacion, transcripcion y traduccion.

A.2.2.1. Replicaciéon: de ADN a ADN

La replicacion es la copia de ambas hebras de ADN para producir dos
cadenas de ADN idénticas. La idea esta descrita en la Fig.A.4. Este proceso es
altamente fiable pues aproximadamente se comete un error solamente en una de
cada 10° bases. A estos errores se les llama mutaciones y es lo que ha permitido
la diversidad biolégica de la que disfrutamos.

El proceso de la replicacion es llevado a cabo por un conjunto de enzimas y
proteinas auxiliares de las cuales la principal es la ADN polimerasa.
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A.2.2.2. Transcripcion: de ADN a ARN

Figura A.4. Esquema que
muestra la replicacién o la copia
de una molécula de ADN a otra
mol écula idéntica.

La expresion de la informacidén genética siempre requiere un primer paso: la
trascripcion. La transcripcion es la copia de una cadena de ADN a su
complementaria de ARN. Este proceso esta descrito en la Fig.A.5.

ARN Polimerasa
-

4

A '_ %

Ribonucledtidos

ADN A Acople ADN / ARN

ARN

Figura A.5. Esguema que
muestra € funcionamiento de la
transcripcion.

El proceso de la transcripcién es llevado a cabo por un conjunto de enzimas y
proteinas auxiliares de las cuales la principal es la ARN polimerasa. Notar que ya
gue el ARN tiene U en lugar de T, el U emparejara con las A del molde de ADN.

A.2.2.3. Traduccion: de ARN a proteina

En la traduccién una cadena de mARN (ARN mensajero) dicta la secuencia
de una proteina. Como veremos las proteinas estan compuestas por 20
monomeros distintos llamados aminoacidos. Esto significa que no hay una relacion
1 a 1 entre la secuencia de nucleétidos del ADN y la de aminoacidos de una
proteina. De hecho, la secuencia lineal de bases es leida en bloques de tres
nucleotidos o codon, cada uno de los cuales se corresponde con un aminoacido
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distinto. El conjunto de reglas que especifica qué coddn corresponde a cada
aminoacido se le denomina codigo genético y esta descrito en la tabla A-I.

Segunda posicién
C A G
uuu ucu
Phe UAU v UGU o U
uuc ucc | . |UAC uGC C
u UUA Leu UCA UAA Stop | UGA Stop | A
uuG ucG UAG Stop |UGG Trp | G
c
B —
'S cuu ccu CAU), .. CcGU U @
O His o
8 ¢ |cuwc cce CAC cGC Ag c g
% CCA CAA CGA A o
o cuG cce cac® | coe G 3B
£ ACU AAU AGU 2.
£ AUU } A }Ser u g
e AUC }lle ACC|. | AAC AGC cC 9
A |AuA ACA APA AGA A
Lys Arg
AUG Meysart| ACG AAG AGG G
GUU Gcu GAU} A | GOV U
GuUC val GCC GAC GGC The Cc
G |eua GCA GAAl . | GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Tabla A-l. El cédigo genético.

El primer aminoé&cido en la proteinas eucaridticas es siempre Metionina (Met).
Este proviene de una secuencia de mARN que es AUG que a su vez proviene de
la secuencia complementaria ATG de ADN. Por tanto el inicio de un gen viene
marcado por una secuencia caracteristica que es ATG. A la region que se
encuentra por encima de este triplete se le denomina promotor del gen y tiene
importancia porque regulara la expresion o represion del mismo (ver Apto. A.4).

Cadena de Aminoéacidos Aminoacidos libres .I

.
b Y o =7
@ .- y

BP*

l tARN llevando
J aminoacidos
mjmﬂ_nmmm TR L UL

dﬂﬂﬂﬂ%j =
\ L

mARN Ribosoma Codones para Codon

tARN

estos aminoacidos

Figura A.6. Esquema que muestra el mecanismo de la traduccion.

La maquinaria de produccion de proteinas incluye un tipo especial de ARN
que participa como intermediario llamado tARN, enzimas especiales y ribosomas,
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gue son complejos de ARN-proteina donde tiene lugar el ensamblaje de proteinas.
Un esquema simple de la traduccién aparece en la Fig.A.6.

Las proteinas son las moléculas de mayor estructura y funcionalidad de la
célula. Lo que es y lo que hace una célula depende de las proteinas que contiene.
Se podria hacer la analogia de la célula como si fuera una fabrica. Las proteinas
son la maquinaria de trabajo. Los planos de esta maquinaria estan almacenados
en un almaceén central (el ADN en el nucleo de la célula). Copias de algunos
planos (MARNS) se mandan fuera cuando se necesita una maquinaria de proteina
nueva o distintos repuestos. Ademas tenemos ARNSs especializados como son el
tARN.

A.3. Proteinas

Las proteinas juegan una enorme variedad de papeles. Algunas se encargan
del transporte y almacenamiento de algunas moléculas; otras se encargan de dar
consistencia estructural a la célula o a tejidos. La contraccion de un musculo, la
respuesta inmunitaria o la coagulacién de la sangre son procesos que estan
mediados por proteinas. Quizas las proteinas mas importantes son las enzimas.
Estos son los catalizadores que promueven la gran variedad de reacciones que
dirigen las rutas metabdlicas esenciales. En cada tipo de célula de un organismo
hay varios miles de este tipo de proteinas. Las proteinas son moléculas
extraordinariamente complejas.

FiguraA.7. Esquema de un
|"| y @] |"| P O | aminoécido. Los aminoacidos se
v + s . )
NH @ C «— H- @ C. caracterizan por un grupo amino, un

N
N \ N
| O—H H \ O | grupo carboxilo, un hidrégeno en €
H H carbono « y una cadena lateral R que le
a) Formanoiénica b) Formaiodnica confiere sus propiedades Unicas.

Todas las proteinas son polimeros de unas unidades mondémeros llamadas
a-aminodcidos. Estos se caracterizan por tener un grupo amino, un grupo
carboxilo, un hidrégeno en el carbono o y una cadena lateral R que le da sus
propiedades unicas (Fig.A.7). Bajo condiciones fisiolégicas los aminoéacidos
existen en su forma ionica en la cual el grupo carboxilo ha perdido un protén vy el
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grupo amino lo gana. Noétese que la carga negativa del grupo carboxilo se
deslocaliza entre los dos atomos de oxigeno.

Hay 20 aminoacidos distintos que forman parte de las proteinas. Sus
nombres y sus abreviaturas se encuentran en la tabla A-II.

Nombre Abreviatura Nombre  Abreviatura

Alanina A, Ala Leucina L, Leu

Arginina R, Arg Lisina K, Lys
Asparragina N, Asn Metionina M, Met

Acido Aspartico D, Asp Fenilalanina F, Phe

Cisteina C, Cys Prolina P, Pro
Glutamina Q, GIn Serina S, Ser
Acido Glutamico E, Glu Treonina T, Thr
Glicina G, Gly Triptéfano W, Trp
Histidina H, His Tirosina Y, Tyr
Isoleucina I, lle Valina V, Val

Tabla A-11. Nombrey abreviaturas de los aminoéacidos de las proteinas.

|‘-I+ /"o' |‘-I+ ¢ O-
H-N oN + H-N ON
H | (0] H | o
H H
Extremo
H ‘(‘3 _ O Carboxilo
H- N+ C—N €3
H ] H o
Extremo Amino + ~H
Enlace peptidico |‘_| Agua

Figura A.8. Esquema que muestra la formacién del enlace peptidico.

Los aminoacidos se unen covalentemente entre ellos a través de la formacion
de un enlace entre el grupo a-carboxilo de uno de ellos y el grupo a-amino del
siguiente. A este enlace se le conoce con el nombre de enlace peptidico y a los
productos formados por este enlace con el nombre de péptidos (ver Fig.A.8). A las
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cadenas que contienen unos pocos péptidos se les llama oligopéptidos mientras
que si las cadenas son largas polipéptidos. Un aspecto importante es que siempre
se mantiene un extremo amino terminal (grupo amino NHz") y un extremo carboxilo
terminal (COQO") que le confiere un sentido.

Las proteinas no son soélo polipéptidos con una secuencia definida. Al igual
que ocurria con los acidos nucleicos a esta secuencia se la conoce con el nombre
de estructura primaria. Por convencion los aminoacidos de la estructura primaria
se enumeran siempre desde el extremo amino terminal. El tamafio de las proteinas
y por extension de los genes que las codifican es muy diverso. Por ejemplo la
mioglobina humana (una proteina que transporta y almacena oxigeno) tiene 153
aminoéacidos (el gen tendrd, por consiguiente, 459 pb). Esta es una proteina
relativamente pequefa. Algunas proteinas llegan a tener varios miles de
aminoacidos.

A.3.1. Estructura tridimensional de las proteinas

Hasta ahora hemos visto la estructura primaria de las proteinas. Sin
embargo, la mayoria de las proteinas tienen una organizacion estructural mucho
mas compleja. Es precisamente esta estructura tridimensional la que le permite
desempeiiar su funcién biologica.

a-Hélice B-Lamina 3,g-Hélice n-Helice

Figura A.9. Modelos de estructura secundaria de proteinas. De izquierda a derecha: a-héices,
l&minas-g, hélices 3y y n-hélices
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En los afios 50, la aplicacion de la difraccion de rayos X en cristales de
proteina permitio descubrir las estructuras internas de las proteinas. La estructura
secundaria de las proteinas se refiere a la organizacion tridimensional local de un
grupo de péptidos. De entre las diversas estructuras secundarias posibles para
polipéptidos, las mas habituales son las a-hélices, las laminas-, las hélices 310y
las m-hélices. Un esquema de estas estructuras se incluye en la Fig.A.9. La
estructura terciaria se refiere a la organizacion global de la proteina. La estructura
cuaternaria ser refiere a como se relacionan las diferentes subunidades que
constituyen una proteina oligomérica (Fig.A.10).

Figura A.10. Estructura terciaria del fragmento Klenow de la ADN polimerasa | (A) y estructura
cuaternaria de la hemoglobina donde se muestran las cuatro subunidadesy |os grupos hemo (flechas) (B).

A continuacién describiré algunos tipos de proteinas que realizan tareas muy
especificas como son los factores transcripcionales, las enzimas de restriccion, las
ligasas y las polimerasas. La razon por la que he escogido éstas es porque de
alguna manera se han empleado en el trascurso de esta tesis y comprender como
funcionan ayuda a entender la manera en la que se han realizado los
experimentos y fabricado las muestras. También hablaré de dos técnicas
tremendamente usadas en cualquier laboratorio de biologia molecular como es la
PCR para fabricar fragmentos de ADN vy la electroforesis para visualizarlos.

A.4. Factores transcripcionales (el on/off de la transcripcion)

¢ Qué origina que un proceso tan complejo como la transcripcion se ponga en
marcha? Esta pregunta, no tiene una respuesta sencilla y en la actualidad gran
parte de la investigacion que se realiza va en el camino de comprender qué hace
que un proceso biologico se active. Desde un punto de vista simplista la
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trascripcion es regulada a través de ciertas proteinas llamadas factores
transcripcionales. Mediante la union de estas proteinas a elementos especificos de
ADN se sefiala que el proceso debe realizarse o0 no. Las regiones a las que los
factores transcripcionales se unen se denominan regiones reguladoras, se
encuentran habitualmente en el promotor del gen (secuencia situada por delante
del ATG, que marca el comienzo del gen) y tienen habitualmente un tamafio de
8-20 pb. Si el factor transcripcional promueve la expresion del gen se le denomina
activador y la secuencia reguladora en consecuencia se la llama UAS (Upstream
Activating Sequence); mientras que si lo reprime se le llama represor y la secuencia
reguladora URS (Upstream Repressing Sequence). Un esquema sencillo que
muestra los diferentes elementos del gen y la regulacion génica se muestra en la
Fig.A.11.

La identificacion de factores transcripcionales es esencial en biologia
molecular. En la actualidad existen varias técnicas para identificarlos. En el
transcurso de esta tesis se ha empleado la microscopia de fuerzas como una
técnica alternativa que en numerosos casos puede competir con las técnicas
bioguimicas tradicionales (ver capitulo 4).

A Promotor del gen A Gen A
UAS URS ATG
5 :
3 ] I »
Elementos reguladores
REGULACION GENICA
B
Factor transcripcional ATG Gen A
5 —_ : 3
3 (_] ] » 5
El gen A se expresay codificala proteina A
C
Factor transcripcional ATG Gen A
5 —_ : 3
3 I @ > 2
El gen ANO se expresa

Figura A.11. Esquema simplista que muestra los diferentes elementos en un gen (parte A) y los
mecanismos por los cuales la trascripcion es regulada (partes By C).
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A.5. Enzimas derestriccion y ligasas (tijerasy pegamento)

Las endonucleasas de restriccion se caracterizan por cortar una cadena de
ADN cuando encuentran una secuencia especifica. En la actualidad varios cientos
de enzimas de este tipo han sido aislados. Entre los diferentes tipos de enzimas de
restriccion los mas utilizados son los llamados del tipo Il por su gran valor en
investigacion. La mayoria son homodimeros con subunidades de entre 30 o
40 kDa! dénde un ion divalente — generalmente Mg®* o Mn?** — es necesario para
que la enzima realice el corte y no ATP como ocurre con otro tipo de enzimas. La
manera en que estas enzimas cortan se resume en la Fig.A.12. B4sicamente, este
tipo de enzimas rompen el enlace fosfodiester entre bases de manera simétrica.
Dependiendo del lugar de corte, estas enzimas pueden dejar un trozo de cadena
simple de ADN en el estremo 5  (por ejemplo BamHl), en el extremo 3" (por
ejemplo Pstl) o extremos romos (Smal).

Enzima Secuencia
5 GI{GATC C 3 5 G-on 3’
BamHl 3¢ cTAGlG 5 = 3 CCTAG-+5
Py 5 C TGCAIG 3 _, 5 CTGCA-ou 3
3 GTACGT C 5 3Gr 5
amal 5 CCClGGG 3 5 CCC-on 3’

¥GGGTCCC 5 3 GGGr 5

Figura A.12. Esquema que muestra tres enzimas de restriccion que cortan el ADN de tres maneras
digtintas. Los dos primeros generan una cadena simple de ADN con 4 bases, en el primer caso en el extremo
5" y en el segundo en el extremo 3. El tercer enzima genera extremaos romos.

La tarea complementaria a la realizada por las enzimas de restriccion la
realizan las ligasas. La ADN ligasa cataliza la formacion de un enlace fosfodiester
entre los extremos 5" y 3" del ADN. Los extremos deben poseer un grupo hidroxilo
en el extremo 3" y un grupo fosfato en el 5. La ADN ligasa fue descubierta en
1967. En la actualidad se conocen varios tipos de ligasas en funcién del cofactor
que emplean y dependiendo de si son capaces de ligar extremos romos 0 no.

! 1 Dalton (Da) o unidad de masa atémica es 1.6605402 x 10" kg. 1 Da=1g/mol 0 1 g=Na-Da N, es el
nimero de Avogadro que vale 6.023x10%,
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A.6. Electroforesis en gel de agarosa

La palabra electroforesis hace referencia a la migracion de moléculas
cargadas que se encuentran dentro de una solucién cuando se aplica un campo
eléctrico. La velocidad de las moléculas depende de dos factores. Por un lado
depende de la fuerza electrostéatica aplicada sobre las mismas que es g-E siendo E
el campo eléctrico y q la carga y por otro lado de la fuerza de friccién, uv, siendo v
la velocidad de las particulas y u el coeficiente de friccion que depende del tamafio
y de la forma de las particulas.

Cuando se aplica un campo eléctrico las moléculas alcanzaran una velocidad
constante cuando se igualen las fuerzas de empuje y las de friccién. Es decir:

,u-VZC]'E (A'l)

Podemos definir la movilidad electroforética () como la velocidad por unidad
de campo eléctrico con lo cual:

pev=d-Z (A-2)
i

v

E u
donde la carga se ha puesto como multiplos de la carga del electron (). Por

tanto la movilidad depende de la carga y de las dimensiones de la molécula. Ya

que iones y macro-iones difieren en ambos aspectos, su comportamiento bajo un
campo eléctrico proporciona un poderoso metodo de separarlos.

Hay varios tipos de electroforesis dependiendo del soporte fisico que utilizan,
papel o gel, y del material del que esta hecho este soporte. Dentro de los geles los
mas comunes son los hechos de poliacrilamida, un polimero soluble en agua, y de
agarosa, un polisacarido. Yo me centraré en los geles de agarosa. La agarosa es
un polisacérido que se disuelve normalmente en una solucion tamponante (Tris-
Acetato-EDTA (TAE)?, por ejemplo) y que es liquida a alta temperatura (alrededor
de 100 °C) y sélida a temperatura ambiente. Una vez disuelto la agarosa a alta
temperatura, la solucién liquida se vierte sobre un molde y se deja enfriar. Cuando

2 Otros tampones para electroforesis son por jemplo TBE (Tris-Borate-EDTA)
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se ha enfriado se retira el molde y el gel se coloca en la cubeta que llenaremos con
la misma solucién tamponante con la que se ha hecho el gel (TAE) (ver Fig.A.13).
La solucion de ADN que introducimos en los pocillos, dejados por el molde,
contiene glicerol y un colorante®. El glicerol se utiliza para hacer mas densa la
solucién y que ésta no se salga del pocillo. El colorante es una molécula que migra
a una velocidad conocida y que, por tanto, se usa para seguir la evolucion del
experimento. En este momento conectamos el voltaje y las moléculas migran. En
el caso del ADN, que es negativo a pH normal, migrara hacia el &nodo o electrodo
positivo. Generalmente, el colorante migra mas rapidamente que la molécula de
ADN por tanto con desconectar el sistema antes de que el colorante se salga del
gel conseguimos que no se nos escapen las moléculas de ADN.

AnNodc (+)

Figura A.13. Esquema que muestra una electroforesis en un gel de agarosa.

Una vez acabado el experimento el gel se tine normalmente con Bromuro de
Etidio*. Esta molécula se intercala al ADN y es fluorescente cuando se la ilumina
con luz ultravioleta. Este procedimiento nos permite conocer dénde se encuentran
las moléculas de ADN. Un procedimiento alternativo consiste en afiadir Bromuro
de Etidio al gel en el momento de su fabricacion. De esta forma no es necesario
realizar el tefiido final.

En la Fig.A.14 se muestra un esquema para explicar el procedimiento por el
cual podemos visualizar moléculas de ADN que hemos separado mediante una

% Los colorantes més utilizados son el Bromophenol Azul que se mueve a una velocidad igual a la de una
molécula de ADN de cadena doble de 300 pb y € CianoXilenol que se mueve ala misma velocidad que una
molécula de ADN de 4 kpb (en una agarosa de 0.5-1.4%)).

“ El bromuro de etidio es una molécula que contiene un grupo plano que se intercala entre las bases del ADN.
La posicién fija de esta moléculay la proximidad a las bases hace que €l rendimiento de su fluorescencia sea
mucho mayor cuando se intercala en e ADN que cuando esta libre en solucion. La luz ultravioleta a 254 nm
es adsorbida por el ADN vy transmitida a colorante; la radiacion a 302 nm y 366 nm es adsorbida por €l
colorante mismo. En ambos casos, la energia es re-emitidaa 590 nm en el rango del naranja del visible.
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electroforesis (parte izda. de la figura). La parte de la derecha nos muestra una
fotografia tomada de un gel en la que vemos que solo tenemos una especie de
ADN y que tiene un tamafo de 8500 pb. Como se puede ver lo normal es hacer
correr en una de las calles un conjunto de moléculas de dimensiones conocidas
(marcadores) que nos permiten medir, por comparacion, el tamafio de las
moléculas que queremos analizar.

Ao 1 2

Filtro

!‘

12216

5090
4072
3054

2036
1636

\\x/ P

Luz ultravioleta

8500

Figura A.14. Parte izquierda: esquema que muestra € procedimiento para visualizar moléculas de
ADN. Las moléculas han intercalado Bromuro de Etidio con lo cual emiten en el visible cuando se las
ilumina con luz ultravioleta. Parte derecha: experimento real que nos muestra que solo tenemos un tipo de
ADN y que ademas es de un tamafio de 8500 pb.

Para moléculas largas como los acidos nucleicos, que tienen una carga por
residuo (ver Apto. A.2), la carga es proporcional a su longitud. Para este tipo de
moléculas la movilidad relativa es aproximadamente lineal con el logaritmo del
peso molecular de la molécula.

A.7. Ejemplo préctico. Linearizacion de plasmidos

Para la realizacion de este experimento he empleado el plasmido puC18
(Sigma-D-4154). El pUC18 es una cadena circular de ADN de 2686 pb que se
obtiene comercialmente. Este plasmido posee una region llamada de clonacién
unica donde se localizan varias secuencias de corte de diferentes enzimas de
restriccion. El experimento consiste en visualizar, mediante SFM y usando la
técnica de la electroforesis, las moléculas de ADN antes de ser cortadas y
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después de ser cortadas. El la Fig.A.15 podemos ver las moléculas de pUC18
antes de ser cortadas.

Figura A.15. Imagen AFM
del plasmido puUC18. Las
moléculas son circulares y se
encuentran superenrolladas. El
tamafio de las moléculas es
2686 pb.

Las moléculas que se han empleado son moléculas circulares, esto significa
que no tienen extremos 5 o0 3’ libres. Las moléculas de ADN no aparecen como
circulos abiertos sino que aparecen en una estructura mas compacta. Esto se
debe a que se encuentran superenrolladas, lo que significa que la doble hélice se
cruza sobre si misma varias veces. A la estructura superenrollada del ADN se la
llama habitualmente estructura terciaria. Normalmente el enrollamiento es a
izquierdas aungue también es posible superenrollar el ADN a derechas.

La enzima de restriccibn que emplearemos es BamHI (Sigma R-0260).
Normalmente el tampon en el que se lleva a cabo la reaccién es suministrado con
la enzima. En las especificaciones de la enzima nos indica la cantidad del mismo
que hay que utilizar para llevar a cabo la digestion. Habitualmente se afiade un
exceso de la enzima (por ejemplo 20 veces) para asegurarnos la digestidon
completa. La reaccion de digestion de ADN lleva ~1 h a 37°C. Una vez cortado el
ADN se puede o bien inactivar la enzima manteniéndolo a una temperatura
elevada® (tipicamente 65°C) durante 20 min., o bien purificar el ADN mediante una
extraccion fenol-cloroformo seguida de una precipitacion con etanol. Mediante este
proceso separamos el ADN de las enzimas u otros contaminantes. EI ADN
podemos resuspenderlo en agua u en otro tampdon. Para comprobar el fruto de la
reaccion de digestion y de purificacion podemos realizar una electroforesis. En la
Fig.A.16 se muestra la fotografia tomada del gel de agarosa en el que se ha
realizado este experimento.

® Notar que ciertos enzimas no pueden ser inactivados por temperatura
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En la calle M de la Fig.A.16 se muestran los marcadores de longitudes del
ADN. En la calle 1 se muestra el producto sin cortar. Nétese que aparecen dos
bandas bien definidas cuyas longitudes, comparandolas con la calle de los
marcadores, no se corresponden con la longitud nominal del ADN empleado
(2686 pb). Esto es debido a que tenemos dos especies del ADN, una
superenrollada que avanza mucho mas rapido que el ADN lineal debido a su forma
compacta y una circular que se retrasa respecto a la banda del ADN lineal. Con
este experimento también vemos que la electroforesis en gel de agarosa también
nos permite distinguir entre estas dos especies del ADN. En la calle 2 de la
Fig.A.16 se muestra el producto de la digestion del ADN con la enzima BamHI. En
este caso las dos bandas que veiamos en la calle 1 se convierten en una unica
gue se encuentra a la altura correcta de 2686 pb.

M 1 2

FiguraA.16. Gel de agarosa que
muestra el pUC18 antes de ser cortado
(calle 1) y después (calle 2). Notese que
2686 pb aparecen dos bandas en la calle 1. Esto es
debido a la co-existencia de dos especies del
ADN: relajada y superenrollada.

2000 pb

1000 pb

Como técnica alternativa a la electroforesis podemos usar el microscopio de
fuerzas para visualizar los fragmentos de ADN linearizados. En la Fig.A.17 se
muestra el resultado de este experimento.

Figura A.17. Imagen de AFM que muestra
los fragmentos de ADN linearizados (parte A). En
la parte B se muestran dos imagenes de dos
moléculas Notese que todos los fragmentos tienen
la misma longitud y que por tanto constituyen un
excelente material para la calibracion de los tubos
piezoeléctricos. La longitud de las moléculas es
914 nm.
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Un aspecto importante de este experimento es que tras el corte todas las
moléculas de ADN son exactamente iguales y de la misma longitud. Podemos
aprovechar esta cualidad de nuestra muestra para usarla como muestra patréon
para calibrar los tubos piezoeléctricos. Notar que este método asume que la
calibracion en las direcciones X e Y del barrido es la misma. Esto es un aspecto
habitual en las calibraciones de piezotubos para SFM. La utilidad de este tipo de
muestras para calibracion puede ser muy grande ya que en la actualidad
practicamente no existen muestras patréon para SFM que nos permitan esta
precision (1 base = 0.34 nm) (ver Anexo B sobre la calibracién de los piezotubos
para AFM).

A.8. ADN Polimerasa (un motor molecular)

La primera ADN polimerasa (ADN polimerasa |) fue descubierta a mediados
de los afios 50 por Arthur Kornberg que obtuvo el premio Noébel en 1959. Sin
embargo, no fue hasta 1993 cuando se consiguio la estructura atomica de la
enzima acoplada con una cadena de ADN (Beese et al. 1993). En la actualidad se
conocen 5 tipos distintos de ADN polimerasas para células bacterianas. La ADN
polimerasa | (de E. coli) consiste en una Unica cadena polipeptidica de 105 kDa.
Posee tres tipos distintos de actividades (ver Fig.A.18):

a) Polimerizacion. La enzima construye ADN de cadena doble a partir
de ADN de cadena simple. La enzima requiere un molde y un
cebador con un extremo 3"-OH accesible.

b) 3" Exonucledlisis. La enzima es capaz de degradar ADN de cadena
simple a partir del extremo 3"-OH.

C) 5’-Exonucledlisis. La enzima degrada ADN de cadena doble a partir
del extremo 5°-P, por tanto transforma ADN de cadena doble en ADN
de cadena simple.

La actividad nucleolitica desde el extremo 3" le permite realizar una labor de
proofreading con la que incrementa enormemente la fidelidad de la enzima. Las
ADN polimerasas son bastante distintas entre si a pesar de que realizan tareas
mas o menos similares. Por ejemplo hay polimerasas que trabajan a velocidades
de hasta 20 nucledtidos/s mientras otras lo hacen a velocidades de
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1000 nucledtidos/s. No todas poseen todas las actividades cataliticas antes
mencionadas. Por ejemplo la ADNpol lll no posee ni actividad 3’"Exo ni 5"Exo
incrementando enormemente la velocidad pero también incorporando muchos
errores. La procesividad (numero de bases que catalizan antes de desprenderse
de la cadena de ADN) es también muy distinta dependiendo de la polimerasa en
cuestion. Mientras la ADNpol | tiene una procesividad de 3-200 nucleotidos la
ADNpol lll tiene una procesividad de mas de 500.000. Semejantes motores
moleculares no abundan en la célula y tipicamente encontramos del orden de 10
para la la ADNpol Il y de 400 de ADNpol I.

ST
P TGGAoH I 5 PTGGAGoH 3

[EIEE Polimerizacion T A
- on-A CCTCTA-r 5 3 oH-A CCTCTAr 5

@
PTGGA T 3 5 pPTGGAoH I
1NN IR
ov-ACC TCTAp g IExOMSsy o4 ACCTCTA> g

PTGGAGoH 3 5 pPTGGAoH I
FEIE 1 [T T

3 OH- ACCTCTAr 5 5’Exonuc|eo|isi53, oH-A CCTCTAp 5

a

w

a

w®

a

Figura A.18. Esquema que muestra las distintas actividades de la ADN polimerasa l.

La estructura de la ADN polimerasa se asemeja a la de una mano abierta.
Posee una zona semejante a la palma de la mano donde se coloca la molécula de
ADN y unas extremidades en forma de dedos que se cierran sobre el ADN. Se ha
asociado el movimiento de los dedos a la incorporacién de un nucleétido aunque
en la actualidad aun se desconoce con exactitud el mecanismo de polimerizacion.
La ADN polimerasa esta dentro de un grupo de moléculas llamadas motores
moleculares que transforman energia quimica en mecanica.

A.9. Polymerase Chain Reaction (PCR)

La clonacién génica, a través de técnicas de ADN recombinante, revolucioné
la biologia a mediados de los afios 70, ya que permitia al investigador aislar y
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amplificar genes individuales para el andlisis de su secuencia, la expresion o la
regulacion. EIl clonaje requeria células vivas en las que se introducian las
moléculas de ADN que se queria amplificar y se empleaba la maquinaria celular
para realizar el trabajo. En 1987 se introduce la técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction) y provoca una segunda revolucion. La PCR permite amplificar
pequefiisimas partes de ADN in vitro, esto es sin usar células vivas. Esta técnica
ha facilitado el analisis de genes de eucariotas por que evita el tedioso trabajo de
clonar ADN a partir de grandes genomas.

e
Secuencia ¥ Oligo1
objetivo 4 Oligo2
Figura A.19. Dos ciclos de

5873 N la PCR. El segmento indicado con
‘l \ los colores o y se quiere
Paso 1y 2 amplificar usando los cebadores
(oligonucleotidos) indicados con

f flechas en la direccion 5 —3’.

Cada ciclo consta de tres pasos. El
paso 1 consiste en separar las dos

Paso 3 hebras del ADN calentando la
muestra; en el paso 2 se pegan los
J

"
TOpRID

cebadores bajando la temperatura y
en el paso 3 se activa la polimerasa
que construye la hebra

¥ \ \
‘ ‘ complementaria a partir de una
‘ Paso 1’y 2’
t t

mezcla de los cuatro desoxirribo-
‘ I‘ ‘I “ ’
J

nucledtidos presentes en la
reaccion.

La PCR requiere conocer las secuencias que rodean la region que se quiere
amplificar. Requiere también la fabricacion de oligonucleotidos cuya secuencia sea
complementaria a estas regiones frontera y que sirven como cebadores para la
reaccion que lleva a cabo la ADN polimerasa. En la reaccion se deben incluir,

N
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obviamente, los desoxiribonucleotidos que van a ser los /adrillos que va a utilizar la
polimerasa para construir la molécula. La técnica de la PCR es posible gracias a
una polimerasa especial que es estable a altas temperaturas. Esta enzima se
llama Tag Polimerasa y se encuentra en una bacteria que vive en aguas termales.
La posibilidad de activar o desactivar su actividad biolégica con la temperatura dio
lugar a la idea de la PCR, que funciona mediante ciclos térmicos.

Un esquema que muestra las bases de esta técnica se ilustra en la Fig.A.19.
En primer lugar se separan las dos hebras de la cadena de ADN que se quiere
amplificar (92°C durante 40s). A continuacion se baja la temperatura (55°C
durante 40 s) para que los cebadores se unan a las hebras de ADN (paso 1y 2).
Finalmente se sube la temperatura a 75°C y se mantienen durante 90 s. Esta es la
temperatura en la que la enzima esta activo y realiza la polimerizacion de la
cadena de ADN a partir del cebador (paso 3). Entonces un segundo ciclo
comienza con la desnaturalizacion, unién del cebador y polimerizacion.
Habitualmente estos ciclos se repiten por 30 veces usando un dispositivo que
controla la temperatura y el tiempo (termociclador). EI nimero de copias de una
cadena de ADN que se obtienen por esta técnica es 2"* (siendo n el nimero de
ciclos): 2%° copias significan muchas moléculas!

A.10. Ejemplo practico. Fabricacion de muestras de ADN
pararealizar ensayos enzimaticos y experimentos con pinzas
opticas

He decidido incluir en esta seccion todo el protocolo de fabricacion de las
muestras que preparé durante mi estancia en el laboratorio del Prof. Carlos
Bustamante en la Universidad de California en Berkeley ya que creo que constituye un
buen ejemplo en el que se tratan todos los temas de manipulacién de ADN vistos
en este capitulo. También incluyo al final de esta seccion diferentes resultados
experimentales que obtuve durante el transcurso de mi estancia.

El experimento que nos proponiamos consistia en seguir la actividad de un
enzima, la ADN polimerasa, en tiempo real sobre una molécula individual de ADN.
La técnica que empleamos para realizar este tipo de experimentos fue las pinzas
Opticas.
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Las pinzas Opticas es una de las herramientas mas poderosas para estudiar
propiedades mecanicas de moléculas individuales. La técnica esta basada en la
presion de radiacion, un término que se refiere a las fuerzas que sufre la materia
por adsorcién, scattering, emision o re-radiacién de luz. La presion de radiacion
permite mantener objetos de manera estable en el foco de un haz laser focalizado.
Todas las fuerzas opticas surgen del cambio de momento de la luz laser debido a
la interaccion con un pequefio medio dieléctrico. La técnica permite atrapar objetos
dieléctricos (esferas de plastico de entre 0.5-5 um de diametro) y medir fuerzas en
el rango tipico de 0.2-200 pN. La manera de manipular moléculas individuales es
unir una de estas esferas microscopicas las moléculas nanoscépicas que se
quieren estudiar. La técnica no es nueva. Los primeros experimentos se realizaron
sobre objetos relativamente grandes como bacterias, celulas o levaduras hace ya
mas de 10 afios (Ashkin & Dziedzic. 1987; Kuo & Sheetz. 1992). Sin embargo, a medida
que la técnica se hizo mas sofisticada, fue posible manipular moléculas
individuales (Svoboda et al. 1993; Yin et al. 1995).

Ya que no es mi intencion realizar una descripcion exhaustiva de la técnica
de las pinzas 6pticas, volvamos a los experimentos que nos ocupan. El estudio de
reacciones enzimaticas por parte de la ADN polimerasa mediante pinzas opticas
requiere que la muestra de ADN tenga una serie de caracteristicas:

o El extremo 3" de la molécula de ADN debe estar accesible al enzima
ya que hemos visto que la ADN polimerasa trabaja a partir de este
extremo (seccion A.8).

o Los extremos de la molécula de ADN deben ser modificados
apropiadamente para unir la molécula a dos pequefas esferas de
plastico, que a su vez atraparemos con las pinzas épticas.

La estrategia empleada para la fabricacion de estas muestras se ilustra en la
Fig.A.20. La molécula esta formada por tres partes. La zona central y dos asas que
estan constituidas por ADN modificado y que nos permiten unir la molécula de
ADN a las dos esferitas de plastico. Cada una de las partes se fabrica por
separado y finalmente se unen usando ADN ligasa. En los siguientes apartados
explicaré como fabricar cada una de estas partes.
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Asal Parte central Asa?2
(~ 500 bp) (~ 8000 bp) (16 bp)
Y
+ +
TR, <> ™I, <> " g
DIG-11-dUTP BamHI Hindlll Biotina

Figura A.20. Esquema que muestra la estrategia seguida para la fabricacién de muestras de ADN
para estudiar procesos enzimaticos en tiempo real usando pinzas épticas.

A.10.1. Fabricacion del Asa 1

Para fabricar el Asa 1 en primer lugar debemos fabricar un fragmento de ADN
mediante PCR de ~900 pb de forma que contenga una Unica secuencia de corte
de BamHI u otro enzima de restriccion en su interior y que esta secuencia esté
situada hacia la zona central del fragmento. Este fragmento lo fabricaremos
mediante PCR usando un desoxinucleétido especial llamado DIG-11-dUTP®. Esta
molécula reemplaza dTTP de manera aleatoria cuando se usa en una proporcion
de 35% DIG-11-dUTP y 65% dTTP en una PCR. El motivo de usar este tipo de
molécula es que al existir anticuerpos anti-DIG podemos tapizar una de las
esferitas con este anticuerpo y por tanto pegarla al ADN modificado.

Para la fabricacion del Asa 1 amplificamos un fragmento de 982 pb que
contiene la secuencia de corte de BamHI situada hacia la zona central de forma
que tras el corte se obtienen dos fragmentos de 381 y 601 pb. La eleccion de las
secuencias de los cebadores (OL1y OL2) para hacer una PCR no es un aspecto
trivial, ya que al ser moléculas de ADN de cadena simple pueden unirse entre ellas
o formar loops internos que impidan que se unan a la cadena de ADN molde que
se quiere amplificar. Existen en la actualidad multitud de aplicaciones informaticas
de dominio publico que permiten calcular las energias libres de asociacién entre
moléculas y escoger las secuencias de los oligonucle6tidos mas apropiadas.

Vamos a realizar dos PCRs para comprobar si hemos fabricado el ADN
modificado correctamente. Una de ellas usando desoxinucleétidos normales
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y otra usando DIG-11-dUTP. Las concentraciones

® Digoxigenin-11-2’-deoxy-uridine-5'-triphosphate, & cali-labile (Roche Labs)
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tipicas que se emplean en la reaccion son ~20 ng de pUC19, los oligonucleotidos
OL1 y OL2 (0.4 uM), la mezcla de desoxinucleotidos (dTTP (.4 mM), dCTP
(.4 mM), dGTP (.4 mM) y dATP (.4 mM)), 5 Unidades de la enzima TagDNApol y el
tampon de PCR que contiene 3 mM MgCl,. Todo ello en un volumen final tipico de
50 ul. Para la PCR con DIG-11-dUTP la mezcla de desoxinucleétidos es (dTTP
(.26 mM), DIG-11-dUTP (.14 mM), dCTP (.4 mM), dGTP (.4 mM) y dATP (.4 mM)).
El programa de tiempos seguido para realizar estas PCRs fue el mismo que el
indicado en la seccion anterior.

Una vez terminadas las dos PCRs se debe purificar el ADN para separarlo
del resto de elementos de la reaccion, a continuacion lo cortamos con la enzima de
restriccion BamHI y finalmente lo visualizamos en una electroforesis en gel de
agarosa. La fotografia del gel del experimento completo se muestra en la Fig.A.21.

1 2 3 4 5
2072 Calle 1. Marcadores
% ai — Calle 2: Producto PCR sin modificar
600 E - Calle 3: Corte BamHI de cdle 2
: - Calle 4: Producto PCR modificado con DIG
: Calle 5: Corte BamHI de calle 4
=

Figura A.21. PCR que muestra la fabricacion del Asal. La calle 2 muestra e producto PCR sin
modificar y la calle 4 el producto PCR modificado con DIG. Como se puede comprobar se produce un
pequefio retraso del fragmento de ADN modificado. Las calles 3 y 5 muestran los resultados del corte con
BamHI de las calles 2 y 4 respectivamente. Nétese que una parte del producto PCR de la calle 5 no se puede
cortar, presumiblemente porque en la secuencia de corte se ha incorporado una molécula DIG y la enzima no
reconoce € sitio.

Como se puede observar en la calle 2 aparece una Unica banda de tamafio
982 pb lo que nos demuestra que todo el proceso de PCR ha sido correcto. Al
cortar este fragmento con la enzima BamHI aparecen dos bandas (calle 3) de
tamafos 381 y 601 pb. El fragmento fabricado usando DIG-11-dUTP aparece en la
calle 4 y se puede ver que, aunque tiene el mismo tamafio, sufre un pequefio
retraso respecto del fragmento sin modificar debido a la incorporacion de esta
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molécula. Al cortarlo con la enzima BamHI aparecen tres bandas. Dos que se
asocian al producto del corte y una al ADN sin cortar. Esto es debido a que se ha
incorporado una molécula DIG en el lugar de una de las bases de la secuencia de
corte de la enzima de restriccién y por tanto la enzima no reconoce el sitio.

Los dos fragmentos de ADN modificado con DIG y cortados constituyen el
Asal.

A.10.2. Fabricacion del Asa 2

El segundo asa esta formado por dos oligonucleétidos (OL1 y OL2) de tal
forma que uno de ellos tiene incorporado una molécula de biotina en el extremo 5:

OL35-P-AGCTATCAGGCTTA-3
OL4: 5°-Biotina CGTAAGCCTGTA-3

Los dos oligonucleétidos se asocian dejando 4 bases de ADN de cadena
simple en el otro extremo y cuya secuencia coincide con la de corte de la enzima
de restriccion Hindlll y un extremo 3 libre para que actue la ADN polimerasa. Esto
se puede comprobar en el esquema de la Fig.A.22.

Hindil|
/_H ,
OL3 p PAGCTATCAGGCTTA-3
BN
oL4 » oHTAGTCCGAA T GC-Biotina

Figura A.22. Esquema del Asa 2 que posee una secuencia Hindl 1.

A.10.3. Fabricacion de la parte central

La parte central de la molécula de ADN empleada para estos experimentos
esta formada por un plasmido de ~8000 pb que posee una Unica region BamHI y
una unica region Hindlll. De este forma mediante dos cortes selectivos con las
citadas enzimas de restriccion obtenemos un fragmento lineal de ~8000 pb que
tiene dos extremos de cadena simple con secuencias complementarias a las que
poseen las asas fabricadas anteriormente. Soélo tendremos que ligar los tres
extremos usando T4 DNA ligasa para obtener la molécula final.
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El corte con las enzimas se debe hacer de manera secuencial. Primero se
corta el plasmido con uno de ellos, luego se purifica el resultado de la reaccion, a
continuacioén se corta con el otro y finalmente se vuelve a purificar el producto.

La ligacién también se debe hacer de manera secuencial. Primero con los
oligonucleétidos biotinilados y finalmente con el Asa 1. El resultado final es una
molécula de ~8500 pb que tiene en uno de los extremos muchas moléculas DIG y
en otro una molécula de biotina en el extremo 5°.

A.10.4. Experimentos con las pinzas opticas

Como ya hemos visto las pinzas Opticas permiten atrapar particulas
dieléctricas y medir fuerzas en el rango de los pN. Una de las aplicaciones
inmediatas es el estudio de propiedades elasticas de moléculas como el ADN.
Para ello se deben modificar los extremos de la molécula de manera similar a
como se ha descrito en el punto anterior y funcionalizar la superficie de las esferas
de plastico de manera apropiada.

Esferaanti-DIG i )
> Haz Léser IR Figura A.23. Esquema que muestra el

- montaje experimental utilizado para estudiar
» reacciones enzimaticas en tiempo real sobre una
molécula individual de ADN con pinzas Opticas.
Molecula ADN La molécula preparada segin e protocolo
anterior se une por un lado a una esfera tapizada
con anticuerpos anti-DIG mediante e enlace
Esferade estreptavidinal covalente DIG-anti-DIG y por otro lado con una
esfera recubierta con estreptavidina mediante el
@ Biotina enlace biotina-estrepavidina. La esfera anti-DIG
@ DIG se atrapa en el haz laser infrarrojo mientras que
la otra esfera se fija a una micropipeta. El
diametro de las esferas es de 3 y 2.2um
Pipeta respectivamente.

Haz Laser IR

Para usar las moléculas que hemos preparado siguiendo el protocolo de la
seccion anterior debemos funcionalizar la superficie de las esferas de plastico con
anticuerpos anti-DIG por un lado y con la proteina estreptavidina por otro. De esta
forma es posible mantener una unica molécula de ADN entre dos esferitas de
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plastico. El esquema para la realizacion de los experimentos con las pinzas
Opticas se muestra en la Fig.A.23.

Como ya hemos dicho las pinzas 6pticas nos permiten realizar curvas de
fuerza frente a distancia y a partir de ella deducir las propiedades mecanicas de
una molécula. Este tipo de curvas se han realizado sobre el ADN y el resultado
gue se obtiene se muestra en la Fig.A.24.

~<[[><><I>><(T3>> ADN cadenadoble (ADN-ds)
Curvas Fuerza vs Extension sobre ADN
%(138: , NNNERENEREREN ADN sobre-estirado
= 28: L7777 \ AN\ (ZonaA)
S 70
601
N 503 777 T \\
S 30 Hﬂl ADN-ds + ADN-ss
L 204 (ZonaB)
0] .
0 30 35 40 45 50 55 60| TT T TTTTTTTTT .
Extension (um) M g Sy ADN cadena simple (ADN-ss)

FiguraA.24. Curvas de fuerza frente a distancia sobre una molécula de ADN. La curva
correspondiente a ADN de cadena doble (ADN-ds) es muy diferente a la de ADN de cadena simple (ADN-ss).
Esta diferencia que supone extensiones muy distintas para una misma fuerza permite estudiar procesos
enzimaticos que transformen ADN en cadena simple a partir de ADN de cadena doble y viceversa.

El primer hecho relevante que se advierte en las curvas de fuerza frente a
distancia realizadas sobre ADN es que el comportamiento mecanico del ADN de
cadena doble (ADN-ds) es muy distinto del comportamiento del ADN de cadena
simple (ADN-ss). Las moléculas de ADN empleadas en este experimento poseen
una longitud de ~4 um (medida en forma [ (0.34 nm/pb)). Al comienzo del
experimento la molécula de ADN se encuentra enrollada y practicamente la fuerza
gue se ejerce sobre la misma es nula hasta que entramos en un régimen en el que
la fuerza aumenta rapidamente. La longitud de la molécula de ADN en forma 3 se
alcanza aproximadamente para una fuerza de 40 pN. A partir de ~65 pN entramos
en un régimen en el que practicamente la fuerza no aumenta pero la longitud de la
molécula aumenta muchisimo (zona A). Posiblemente en esta region lo que ocurre
es que la molécula de ADN se desenrolla perdiendo la caracteristica de doble
hélice. Cuando este proceso finaliza, las dos hebras pueden separarse y el
sistema se comporta como si tuviésemos dos muelles actuando en paralelo. Si en
este punto disminuimos la fuerza podemos ver que el proceso es reversible y
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recuperamos la curva de fuerza frente a distancia del ADN-ds. Se produce, sin
embargo un proceso de histéresis que se achaca a la coexistencia de ambas
especies (ADN-ds y ADN-ss, zona B). Eventualmente puede ocurrir que una de las
hebras se desprenda completamente de su complementaria y obtengamos una
molécula de ADN de cadena simple (ADN-ss). Como se puede observar el
comportamiento mecanico de este tipo de molécula es muy distinto al de las
moléculas de ADN de cadena doble.

La distancia entre los extremos de la molécula de ADN-ss y de ADN-ds es
muy distinta para una misma fuerza. Ya que la enzima ADN polimerasa, posee
precisamente las actividades de transformar ADN-ds a ADN-ss (actividad de
exonucledlisis) y de ADN-ss a ADN-ds (actividad de polimerizacién), podemos
utilizar la medida de la distancia entre los extremos de la molécula de ADN para
seguir estos procesos enzimaticos en tiempo real. Estos son los experimentos que
se muestran en las Fig.A.25 y A.26.

En la Fig.A.25 se muestra el experimento de exonucledlisis de la enzima T7
ADN polimerasa. El experimento consiste en mantener la fuerza constante con un
sistema de realimentacion y hacer fluir la enzima. Si mantenemos esa fuerza por
encima de 40 pN lo que se observa es que la distancia entre los extremos de la
molécula de ADN aumenta. La grafica que nos muestra la distancia entre los
extremos de la molécula frente al tiempo se muestra en la parte B. Podemos
calcular los ritmos a los que esto se produce haciendo la derivada de la curva (C) y
representar estadisticamente estas velocidades (D). Los resultados
experimentales muestran que a altas tensiones se inicia un proceso de
exonucleolisis a un ritmo muy superior al que tiene lugar en ausencia de fuerza.
Este experimento sugiere la presencia de una actividad exonucleolitica inducida
por fuerza de hasta 100 b/s frente al ritmo exo presente en volumen que es 0.2 b/s.
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Figura A.25. Actividad de exonucleolisis de la enzima T7 ADN polimerasa. En (A) se muestra la curva
de fuerza frente a distancia de la molécula de ADN utilizada. La actividad exonucleolitica se advierte porque
la distancia entre los extremos de la molécula de ADN aumenta para una fuerza constante (B). Los ritmos a
los que se produce € proceso se muestran en (C) y la estadistica en (D).

El experimento correspondiente a la actividad de polimerizacion de la enzima
T7 ADN polimerasa se muestra en la Fig.A.26. Si tenemos una molécula de ADN
que presenta una parte de cadena doble y otra de cadena simple, es posible
seguir la actividad de polimerizacion de la enzima a baja tensién. Esto se observa
porque la distancia entre los extremos de la molécula disminuye mientras la
tension permanece constante (Fig.A.26 B). En este caso este proceso es muy
rapido ya que la enzima es capaz de polimerizar 6000 bases en solo 40 s. Se
pueden calcular los ritmos a los que ocurre este proceso (Fig.A.26 Cy D) y se
observa que se alcanzan velocidades de hasta 300 b/s. En este caso los valores
medidos estan de acuerdo con los valores descritos en la literatura para volumen.
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Figura A.26. Actividad de polimerizacion de la enzima T7 ADN polimerasa. En (A) se muestra la
curva de fuerza frente a distancia de la molécula de ADN utilizada. La actividad de polimerizacién se
produce cuando la distancia entre los extremos de la molécula de ADN disminuye para una fuerza constante
(B). Losritmos a los que se produce el proceso se muestran en (C) y la estadistica en (D).

En resumen, en este Ultimo apartado he intentado mostrar, mediante los
experimentos realizados en Berkeley, diferentes conceptos descritos en este
Anexo. En primer lugar he presentado todo el protocolo de preparacion de las
muestras de ADN para realizar experimentos en los que es posible seguir la
actividad de un enzima modificador del ADN en tiempo real. En segundo lugar he
descrito los experimentos que nos muestran las actividades de exonucledlisis y
polimerizacion de la enzima T7 ADN polimerasa. Estos experimentos estan
basados en las propiedades mecanicas del ADN tanto de cadena simple como de
cadena doble. No he pretendido realizar una descripcion detallada de la técnica de
las pinzas épticas ni entrar en detalle en los resultados. Mi objetivo era ilustrar otra
técnica que estudia moléculas individuales y que permite obtener informacion
relevante que no es accesible mediante técnicas bioquimicas tradicionales de
volumen, como es la actividad de ciertas enzimas en funcién de la fuerza.




B. Calibracion del microscopio de

fuerzas

B.1. Cdlibracion del AFM para visualizar moléculas
individuales

Tal y como se explicd en el capitulo 1, el microscopio de fuerzas realiza el
movimiento de barrido de la muestra mediante un tubo piezoeléctrico. Un material
piezoeléctrico es un tipo de material que cambia sus dimensiones cuando se le
aplica una diferencia de potencial entre dos de sus extremos. EI comportamiento
de un piezoeléctrico al aplicarle una diferencia de potencial es un tema
tremendamente complejo y esta fuera del objetivo de este apartado. De manera
general, cuando el voltaje aplicado no es muy grande, el tubo piezoeléctrico
cambia sus dimensiones de forma lineal con el voltaje. Por tanto calibrar el piezo
que realiza el barrido consiste en ajustar las constantes voltaje/distancia en X, Y y
Z. Tendremos por consiguiente una calibracion vertical (Z) y una calibracion lateral
(XY).

La forma habitual de ajustar estas constantes es obtener una imagen de una
estructura de dimensiones conocida y a partir de las dimensiones medidas ajustar
la constante voltaje/distancia para que imagen y la estructura tedrica coincidan. Ya
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gue los experimentos mostrados en esta tesis estan hechos sobre moléculas
individuales de pocos nm de tamafio debemos emplear una muestra de patron de
dimensiones similares. Para calibrar el eje Z se emplean normalmente muestras
cristalinas de oro o grafito en las que la altura entre planos es conocida. Para
calibrar el eje X e Y empleamos muestras de ADN de tamafio conocido.

B.1.1. Calibracion Z

La calibracion en el eje vertical se realizo utilizando grafito pirolitico. Esta
muestra presenta superficies planas y escalones monoatémicos facilmente
medibles con un AFM. La altura tedrica obtenida a partir de los modelos atdmicos
de un escalon de grafito es ~7 A pero muy a menudo aparecen escalones de
altura mitad a la tedrica.

En la Fig. B-1 A se muestra una imagen de AFM de dos planos de grafito. Si
realizamos un histograma de alturas vemos que la diferencia de alturas entre estos
dos planos de grafito es 3.5 A. Mediante este tipo de histogramas podemos medir
también la dispersion o ruido en Z que es del orden del ancho a media altura de
cualquiera de los dos picos. En este caso este nimero vale 0.6 A. Esta es por
tanto la amplitud del ruido con la que se adquirié esta imagen. La calibracion del
piezo en el eje vertical se realiza ajustando la constante voltaje/distancia para que
la distancia entre los maximos sea de 3.5 A. (Fig. B-1).
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Figura B-1. Imagen de AFM de una superficie de grafito pirolitico (A) obtenida en aire ambiente en
DAFM. En la imagen se muestran dos planos de grafito cuya diferencia de alturas es 3.5 A, coincidente con
la mitad de la altura del escalon de la estructura del grafito, tal y como se muestra en el histograma de
alturas presentado en B.
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B.1.2. Calibracion XY

Para calibrar en X y en Y se emplearon moléculas de ADN de tamafio
conocido. La molécula de ADN es una molécula ideal para realizar la calibraciéon
lateral del microscopio de fuerzas ya que se puede ajustar su tamafio desde pocos
nm hasta miles de ellos. En este caso empleamos el plasmido pUC18 que es una
cadena circular de 2686 pb. Esta molécula se puede cortar por un Unico sitio
usando la enzima de restriccion BamHI de tal forma que se obtienen fragmentos
lineales de 2686 pb 0 914 nm (0.34 nm/pb) (Fig. B.2 B). La longitud de contorno se
puede medir manualmente de manera similar a como se hizo en el Cap. 4
(Fig. B.2 C). También se puede realizar la medida de la longitud de las moléculas
de ADN midiendo el perimetro de estas moléculas de forma automética
(Fig. B.2 A). En este caso debemos tener en cuenta que la longitud de la molécula
es la mitad del perimetro. Notese que este método asume que la calibracion en las
direcciones X e Y es la misma. Experimentalmente hemos visto que esta
aproximacion es legitima ya que un cambio en 90° en el sentido del barrido no
cambia el tamafo de las moléculas.

De manera analoga a como se hizo con la calibracién en Z, una vez conocido
el tamafio de la estructura que se esta visualizando lo que se hace es ajustar el
parametro voltaje/distancia del piezo en X e Y hasta que la longitud experimental
de las moléculas coincida con la teorica.
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Figura B.2. Imagen de AFM de moléculas de ADN de tamafio conocido e idéntico entre ellas (B). La
muestra es € plasmido pUC18 linearizado con la enziima BamHI. Los fragmentos de ADN tienen todos una
longitud de 2686 pb 0 914 nm. La medida de la longitud de estas moléculas se puede hacer manualmente (C)
0 automaticamente midiendo €l perimetro (A). Este tipo de muestra se puede emplear para calibrar las
dimensiones laterales del movimiento de barrido del piezoel éctrico.







Conclusiones

1.- EI método de medida mas apropiado para obtener imagenes de moléculas
biolégicas individuales en aire ambiente es el método dinamico de modulacion en
amplitud (DAFM) ya que es posible operar el microscopio de forma que no haya
contacto entre la punta y la muestra.

a) Otros métodos alternativos como son el modo de contacto o el JM
presentan dafo irreversible sobre muestras como el ADN cuando se
emplean en aire ambiente.

2.- Jumping Mode es un método no invasivo apropiado para visualizar
moléculas bioldgicas individuales en medio liquido ya que este método permite
controlar la maxima fuerza que se ejerce sobre las muestras y minimiza el dafio
ocasionado por las fuerzas laterales.

a) JM permite obtener imagenes aplicando una fuerza normal maxima
de ~100 pN, valor éste considerado como umbral para producir
dafio irreversible sobre el material bioldgico.
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b) La altura nominal de la molécula de ADN sélo se alcanza en medio
liquido usando JM y aplicando una fuerza maxima de ~100 pN. Esta
altura depende de la fuerza normal que se aplica sobre la
biomolécula siendo menor cuanto mayor es la fuerza aplicada.

C) La altura nominal de moléculas bioldgicas de mayores dimensiones
como el bacteriofago ¢29 se obtiene también usando JM.

3.- JM permite obtener informacién adicional no accesible con otros métodos
de medida como la fuerza de adhesién presente en medio liquido, magnitud
relevante para estudiar interacciones entre moléculas.

4.- Experimentos de contacto y electrostéticos sin contacto realizados sobre
moléculas de ADN de secuencia aleatoria (A-ADN) y de secuencia conocida
Poly(dG)-Poly(dC) adsorbidas sobre diferentes substratos dieléctricos demuestran
gue el ADN se comporta como una molécula aislante de resistividades similares a
la del substrato sobre el que estan depositadas: 10* Q-cm.

5.- Los protocolos desarrollados para fabricar moléculas de ADN modificadas
con los iones metalicos divalentes Ni** y Co** (M-ADN) producen un fenémeno de
condensacion mediante el cual la longitud del ADN se reduce en un factor 5y la
altura de las moléculas aumenta en casi un orden de magnitud. La condensacion
de las moléculas de ADN explica que no entren en la matriz del gel de agarosa y
permite dar una explicacion a los resultados de conductividad mostrados por otros
autores.

6.- Los experimentos de conductividad realizados sobre moléculas de ADN
modificadas con metales demuestran que el M-ADN se comporta como una
molécula dieléctrica.

7.- Los experimentos realizados con el AFM orientados a la caracterizacion
estructural de los PHFs nos muestran que estos polimeros tienen morfologia
helicoidal con giro a izquierdas y con una periodicidad de ~75 nm.

8.- La estructura de los PHFs es compatible con la propuesta por Wischik-
Crowther de forma que la estructura del filamento tiene unas dimensiones de
20 x 10 nm. Los resultados experimentales sustentan este modelo, aunque no hay
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evidencia clara de que se resuelva los detalles de la subestructura dada por las
fronteras entre dominios.

9.- Los experimentos realizados sobre polimeros generados in vitro nos
muestran que el fragmento de la proteina tau de tan so6lo 18 aminoacidos
empleado juega un papel relevante en la estructura de los PHFs, ya que estos
polimeros reproducen de manera general la morfologia de los PHFs

10.- EI AFM permite localizar complejos de ADN y proteinas en promotores
completos, por lo que es posible identificar secuencias reguladoras en un solo
experimento.

a) Se ha demostrado que en la levadura Saccharomyces cerevisiae las
proteinas Pho4, Migl y Med8 interaccionan respectivamente con los
promotores de los genes PHOS5; HXK2y SUC2.

11.- La resolucion del AFM en el posicionamiento de los complejos ADN-
proteina viene dada por el radio de la punta (~10 nm o ~34 pb) y por otros factores
como las interacciones inespecificas.

12.- La microscopia de fuerzas se presenta como una técnica alternativa, a la
hora de identificar secuencias reguladoras, a las técnicas bioquimicas tradicionales
en términos de sencillez, velocidad y coste.

13.- La posibilidad de medir alturas de las moléculas permite deducir si las
proteinas interaccionan de forma individual (monémeros) o mediante interacciones
entre ellas (dimeros, trimeros, etc...)

a) La proteina Med8 interacciona con el ADN como monémero o0 como
homodimero a probabilidades similares.

En definitiva, esta tesis es un ejemplo de aplicacién de técnicas fisicas, como
es el microscopio de fuerzas atdmicas, al estudio de sistemas de moléculas
biologicas individuales y una demostracion de que se puede obtener informacion
relevante de sus propiedades fisicas, estructurales y bioquimicas.
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ADN o DNA
AFM

ARN o RNA
DAFM

DDL

DRS

DSP
EDDL
FV

GST
HOPG
JM
M-DAFM

Abreviaturas

Deoxiribonucleic Acid o acido desoxirribonucleico

Atomic Force Microscopy o microscopio de fuerzas atbmicas
Ribonucleic acid o acido ribonucleico

Dynamic Atomic Force Microscopy

Debye Double Layer o capa doble de Debye

Downstream Repressing Sequence 0 secuencia represora
posterior

Digital Signal Processor

Electrostatic Debye Double Layer

Force Volume

Glutation-S-Transferasa

Highly Oriented Pyrolitic Graphite o grafito pirolitico
Jumping Mode o método del salto

Magnetic Dynamic Atomic Force Microscopy



244 Abreviaturas

NC-DAFM Non-contact Dynamic Atomic Force Microscopy o método
dinamico de no contacto

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NTFs Neurofibrilary Tangles u ovillos neurofibrilares

pb pares de bases

PCR Polymerase Chain Reaction

PFM Pulsed Force Mode

PHFs Paired Helical Filaments o filamentos apareados helicoidales

SFM Scanning Force Microscopy

UAS Upstream Activating Sequence o secuencia activadora anterior

UHV Ultra High Vacuum o ultra alto vacio

vdW van der Waals

Cadigo de nucledtidos de una letra

Guanina G G
Adenina A A
Timina T T
Citosina C C
Purina GoA R
Pirimidina ToC Y
Amino AoC M
Keto GoT K
Strong (3Hbonds) GoC S
Weak (2H bonds) AoT W
No G AoCoT H
No A GoToC B
NoT GoCoA \%
NoC GoAoT D
Cualquiera GoCoToA N
Desconocida ? X

Basado en Nomenclature Commitee of the
International Union of Biochemistry (NC-1UB).
Molecular Biology and Evolution 3:99-108 (1986)




Imagen de portada: imagenes obtenidas con el microscopio de fuerzas de
moléculas de ADN (arriba-izda.); el bacteri6fago¢29 (arriba-dcha.); los
filamentos apareados helicoidales de la enfermedad de Alzheimer

junto con distintos modelos estructurales (abajo-izda.)

y de interacciones ADN-proteina (abajo-dcha.)



