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Resumen

Manipular y visualizar moléculas individuales es posible actualmente gracias a un
conjunto de técnicas biofisicas que permiten monitorizar la actividad de maquinas
proteicas que participan, por ejemplo, en replicacidon, transcripcién, o
mantenimiento y reparaciéon del ADN. Estas operaciones sobre el ADN son
fundamentalmente mecénicas y dificiles de investigar usando metodologia
bioquimica tradicional.

Summary

Manipulation and visualization of single molecules is now possible by means of a
myriad of biophysical techniques that can capture the presence and activity of
single protein machines involved, for instance, in replication, transcription, DNA
maintenance and repair. These DNA transactions are mechanical by nature and
difficult to approach with standard biochemical techniques.
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Hoy sabemos que muchos de los enzimas que participan en el correcto funcionamiento y
mantenimiento de la célula aparecen en un nimero muy reducido. Por lo tanto, a esta escala
celular, cada una de estas macromoléculas cuenta y si queremos comprender un proceso
biolégico en su totalidad necesitamos estudiar la actividad de estas proteinas de forma
individualizada. Ademas, resulta que muchos de los procesos bioldgicos que involucran ADN, son
fundamentalmente mecanicos donde fuerzas de tensién y torsién, generadas por la actividad
celular, desempefian un papel importante. Por ejemplo el proceso de reparacién de un corte de
ADN por recombinacién homologa se describe como el resultado de una serie de eventos que
siguen un orden secuencial. En primer lugar se procesa el corte para generar una cadena de ADN
de hebra sencilla, luego se produce el proceso de invasion en la molécula de ADN homologo, a
continuacion se sintetiza nuevo ADN Yy finalmente se resuelve la unién Holliday que se genera.
Todos esos procesos los realizan un conjunto de proteinas que deben trabajar de forma
coordinada y ordenada en el tiempo. Los métodos biofisicos de molécula Unica permiten manipular
y observar biomoléculas de una en una y estudiar como la fuerza afecta a estos procesos
bioldgicos. Esta metodologia permite ademas estudiar procesos secuenciales en una poblacion no
sincronizada. Los métodos bioquimicos tradicionales adolecen de esta aproximacién de molécula
Unica porque promedian el comportamiento del conjunto de particulas, y por tanto ese
comportamiento individual que puede ser relevante para la funcién bioldgica escapa a su medida.
La biofisica molecular o el estudio individualizado de maquinas proteicas se inicia en los afios 80
con la invencion y posterior desarrollo de la microscopia de fuerzas (AFM) y de las Pinzas Opticas
(OT).

El AFM se desarroll6 como una evolucion natural del microscopio de efecto tunel (STM) cuyos
inventores recibieron el premio Nobel en 1986. EI AFM usa la fuerza existente entre una sonda
afilada y una superficie para construir la imagen de un objeto (1). Conceptualmente, el
procedimiento es similar al método que usa una persona ciega para leer con sus dedos
paséndolos por encima de una superficie. La posibilidad de emplear el AFM para obtener
imagenes de superficies aislantes (el STM trabaja con superficies (semi)conductoras) y en medio
liquido (el STM trabaja en vacio) presenté al AFM como una técnica ideal para observar y estudiar
materiales biolégicos incluyendo ADN y proteinas (2-4).
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De forma paralela se desarrollé la otra técnica fundamental de
manipulacion de moléculas Unicas: la Pinzas Opticas (5). Esta
técnica esta basada en la fuerza generada por la presion de
radiacion que ejerce la luz sobre objetos dieléctricos. Al focalizar
un haz laser mediante un objetivo Optico es posible atrapar
microesferas de plastico y aplicar fuerzas de decenas de
picoNewtons si desplazamos estas microesferas fuera de su
posicion de equilibrio. Esta técnica permitié al grupo de Block a
principios de los 90 medir el movimiento de la kinesina sobre los
microtUbulos (6) y determinar que se mueve dando pasos de 8
nm (7). El uso de microesferas de plastico para manipular
material biolégico derivd en los primeros experimentos
mecanicos sobre el ADN usando particulas magnéticas realizado
por el grupo de Bustamante (8) y en la invencién de las Pinzas
Magnéticas por parte del grupo de Bensimon y Croquette tal y
como las conocemos hoy en dia (9). Ambos grupos consiguieron
medir la respuesta mecanica del ADN abriendo la puerta a
estudiar motores moleculares que modifican la estructura del
ADN: polimerasas, helicasas, topoisomerasas, enzimas de
restriccion, etc. (9-11). El término Pinzas Magnéticas se acufio
en analogia con su predecesor, las pinzas opticas. Sin embargo
las pinzas magnéticas, en realidad tiran de las microesferas
mediante imanes en lugar de atraparlas. Esta peculiaridad
supone una diferencia fundamental y es que es posible aplicar
fuerzas a mudltiples moléculas de ADN simultaneamente
incrementando la eficiencia de las medidas, y también aplicar un
torque sobre el ADN simplemente girando los imanes. Estas
caracteristicas convierten a las pinzas magnéticas en un
instrumento  extraordinariamente  versatii para  estudiar
actividades enzimaticas dependientes de fuerza y torsion.

Durante los uUltimos afios, estos instrumentos se han desarrollado
enormemente consiguiendo mayor resolucion y su combinacién
con otras técnicas como la microscopia de fluorescencia. Estos
equipos combinados han permitido realizar experimentos muy
complejos con resoluciéon por debajo del nanémetro y fuerzas
con precision sub-pN. Nuevas tecnologias como la microscopia
de super-resolucion, las técnicas de secuenciacion por
fluorescencia, o el desarrollo de nanoporos biolégicos o de
estado solido para secuenciacion, no hubieran sido posibles sin
el conocimiento previo que todo el desarrollo de técnicas de
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molécula Unica ha proporcionado. El papel que grupos de
(bio)fisicos e ingenieros han jugado en el desarrollo de estas
tecnologias ha sido fundamental y esto ha facilitado que hoy en
dia estén accesibles a muchos investigadores que trabajan en
biomedicina y biotecnologia.
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Figura. La figura representa un experimento de pinzas
magnéticas donde un campo magnético (lineas paralelas) ejerce
una fuerza sobre una microesfera magnética a la que se une una
molécula de ADN. La proteina es una helicasa que abre la doble
hebra del ADN y como consecuencia modifica la extension de la
molécula.
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