TECNICAS DE MOLECULA INDIVIDUAL
APLICADAS AL ESTUDIO DE PROTEINAS
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¢, Por gué estudiar el comportamiento de moléculas individuales?

Analizamos las ruta maritimas entre Nueva York y San Francisco

SF
NY



Promedios frente a trayectorias individuales

Al medir propiedades promedio perdemos informacion

SF

Ejemplo escuchado a Steve Block,
uno de los pioneros de las pinzas 6pticas



Interés del estudio de moléculas individuales

= Obtencidn de propiedades individuales frente a propiedades promedio

= Estudio de propiedades vectoriales: desplazamiento, fuerza, etc...

xg.»,y;z En un tubo de ensayo
3 la orientacion

SONPRY molecular es aleatoria
g

Motores moleculares

Emession




Los primeros experimentos de molécula individual

= Observacion de moléculas individuales

Técnicas de molécula individual

» Manipulacion de moléculas individuales
Myosnrﬁmoleculesvta!&angqn.a‘k '\:.g : 3 5
Microscopio electrénico Patch clamp (electrofisiologia)
E. Ruska E. Neher y B. Sakmann

Premio Nobel de Fisica, 1986 Premio Nobel de Fisiologia o Medicina, 1991



Fluorescencia de molecula individual
aplicada al estudio de proteinas




Observacion mediante fluorescencia de molécula individual

= Reduccion de senal de fondo: confinamiento del volumen de excitacion
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= Optimizacion de fluoréforos

» Mejores camaras
Conjugacion quimica Proteinas fluorescentes



Catalisis de una enzima individual: colesterol oxidasa
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Las enzimas fluctian entre estados de alta y baja actividad

Lu et al. Science (1998) 282,1877



Transferencia de energia por resonancia Forster (FRET)
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Medida de cambios conformacionales mediante FRET
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Huella dactilar (fingerprint) en experimentos de molécula individual

Dos obligaciones del investigador:

= Evaluar criticamente sus resultados
= Evaluar criticamente los resultados de sus colegas
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Técnicas de manipulacion de moléculas individuales

Microscopia de

Pinzas Opticas Pinzas Magnéticas COf
Fuerza Atomica (AFM)
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AFM

Microscopia de fuerza atomica
aplicada al estudio de proteinas




Fuerzas mecanicas y proteinas: desde el nacimiento a la muerte
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La elasticidad de las proteinas y el desplegamiento mecanico
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Fuerzas mecanicas y exposicion de sitios cripticos

Deteccion de sefales mecanicas: mecanotransduccion



Fuerzas mecanicas como desnaturalizantes de proteinas

Coordinada de reaccion, x
(longitud de extremo a extremo)
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El AFM como aplicador de fuerzas

punta de AFM
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Espectrometros de AFM

AFM casero AFM comercial (100K Euro)
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Muchos AFM comerciales estan
optimizados para imagen



Experimentos a velocidad constante: force-extension

espejos

Fotodiodo A N - — laser
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Cantilevers de AFM para experimentos de molécula individual

Bruker’s Silicon Nitride Probe
Cantilever Layouts

C D FE D CB|

Escoger el cantilever adecuado: la
constante de muelle (spring constant)

5-20 pN/nm Enfoque del laser



El modelo worm-like chain de elasticidad entropica

* X :extension de la molécula

* L. longitud de contorno
(extension a fuerza infinita)

« p: longitud de persistencia
(~flexibilidad interna)
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La importancia del fingerprint en AFM

Ruptura de enlace Desplegamiento de poliproteinas
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Interacciones no especificas ocurren cerca de la superficie

/ Interacciones no especificas
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Ingenieria de poliproteinas

PCR BamHi-Kpnl
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Experimentos a fuerza constante: force-clamp

« ¢Como medimos dependencias con la fuerza?

» El uso de sistemas de retroalimentacion permite mantener la fuerza constante
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Un ejemplo de un registro experimental a fuerza constante
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Naturaleza probabilistica de los eventos de desplegamiento

Cuatro moléculas
diferentes estiradas a la
misma fuerza (110 pN)

longitud (20 nm/div)
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Medida de la cinética de desplegamiento
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Caracterizacion del desplegamiento mecanico
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Estudios de replegamiento

Protein Length
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Estudio de reacciones quimicas a nivel individual
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Pinzas magneéticas aplicadas
al estudio de proteinas
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Ventajas e inconvenientes de las pinzas magnéticas

Length

113 nm
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] ]
0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15
Time (hours)
Ventajas

* No requiere sistema de retroalimentacion
+ Estabilidad

* Buena sensibilidad a fuerzas < 20 pN

* Posibilidad de paralelizar

Length

Inconvenientes
» Baja resolucion temporal
* No adecuado para estudiar reacciones quimicas
* No es comercial
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Pinzas oOpticas aplicadas
al estudio de proteinas




El fundamento de las pinzas opticas

haz laser

— objetivos

1

bola de _—*
poliestireno haz l4ser i
micropipeta ) molécula de ADN Wl
de vidrio 1 =
Ventajas

Inconvenientes
No adecuado para mirar reacciones quimicas
* Necesidad de usar asas moleculares
* Instrumentacion compleja

* Buena sensibilidad a fuerzas < 20 pN
« Manipulacion controlada: versatilidad



Configuraciones experimentales
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Algunos experimentos con pinzas opticas
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Estudio de motores moleculares mediante pinzas opticas
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