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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
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1945
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1948
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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
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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.







