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RESUMEN

Las atractivas propiedades que presentan los acidos nucleicos han despertado un gran interés en el campo de la
nanotecnologia, no sélo por ofrecer la posibilidad de construir nuevos materiales que interactiien con las células,
sino también por constituir una posible alternativa a los sistemas actuales de almacenamiento de datos. Debido a
ello, se hace indispensable estudiar la estabilidad mecanica de estas moléculas e identificar cuales pueden dar lugar
a procesos mas eficientes de almacenamiento y posterior procesamiento de la informacién. Una parte importante
de este estudio debe centrarse en la influencia que sobre estas propiedades ejercen parametros como la naturaleza
de la molécula — DNA o RNA — o su secuencia. En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de moléculas de
dsDNA y dsRNA de la misma longitud y secuencia, variando su contenido en GC (35, 41, 47 y 60%), para su
posterior analisis por Dicroismo Circular y técnicas de manipulacion y visualizacién de moléculas individuales —
Pinzas Opticas (OT) y Microscopia de Fuerzas Atémicas (AFM).

PALABRAS CLAVE: dsDNA, dsRNA, Dicroismo Circular (CD), Pinzas Opticas (OT), Microscopia de Fuerzas Atémicas (AFM).

1. INTRODUCCION.

Los 4cidos nucleicos, DNA y RNA, son las
macromoléculas biologicas encargadas de almacenar
y transmitir la informacién genética. Estan formados
por la disposiciéon polimérica de cuatro mondmeros
diferentes — los desoxirribonucleétidos de adenina
(dAMP), guanina (dGMP), timina (dTMP) y citosina
(dCMP), en el DNA, y los ribonucledtidos
equivalentes en el caso del RNA — unidos
covalentemente a través de enlaces fosfodiéster,
dando lugar a cadenas polares con una secuencia de
bases especifica en la que se encuentra codificada la
informacion genética. Estas subunidades
monoméricas estan constituidas, a su vez, por: una
base nitrogenada, compuesto heterociclico derivado
de la pirimidina (C, T, U) o la purina (A, G); una
pentosa, monosacarido ciclico de cinco atomos de
carbono (ribosa en el RNA y desoxirribosa en el
DNA) y un ion fosfato.

La complementariedad existente entre las bases
nitrogenadas que conforman este tipo de
macromoléculas (A con T/U y G con C), provoca
que  dos cadenas simples antiparalelas
(ssDNAs/ssRNAs) se enrollen una sobre la otra
mediante numerosos puentes de hidrégeno, dando

lugar a una estructura de doble hélice
(dsDNA/dsRNA), cuya estabilidad estd
determinada, principalmente, por las interacciones
de apilamiento de sus bases. A su vez, esta
complementariedad es responsable de la replicacién
del DNA y de la transmisién de la informacion
genética. Esta ultima se lleva a cabo en dos fases: la
transcripcién, donde un sistema  enzimatico
convierte la informacién genética de un segmento de
dsDNA en una cadena de ssRNA — salvo en algunos
genomas virales, donde la informacién genética esta
almacenada en forma de RNA — y la traduccién,
donde el RNA sintetizado en la etapa antetior sirve
de base para la formacién de un polipéptido.

Las atractivas propiedades que presentan los
acidos nucleicos — programabilidad, manipulabilidad
y biocompatibilidad — han hecho que se conviertan,
en las ultimas décadas, en la plataforma perfecta para
el disefio y construccién de nuevos materiales que
interactien con las células [1-8] asi como en una
posible alternativa a los sistemas actuales de
almacenamiento de datos, ofreciendo un soporte de
gran capacidad, robusto y que ocupa poco espacio
[9-10].
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Si bien es verdad que en el campo de la
nanotecnologia el dsSDNA ha sido mas estudiado que

el dsRNA — debido a la naturaleza labil de los * 35% GC
ssRNA vy la falta de enzimas de restriccion para este o 41% GC
tipo de sustratos— en los dltimos afios ha crecido el

interés por este ultimo principalmente a causa de sus 47% GC
potenciales aplicaciones en nanomedicina gracias a « 60% GC
su extraordinaria diversidad estructural y funcional 15 4 . . . |

[11-14]. Paralelamente, se han llevado a cabo 0 1000 2000 3000 4000

estudios sobre las propiedades mecanicas de estos
biopolimeros,  consiguiéndose no  sélo  su
caracterizacion individual bajo fuerzas nulas o muy
pequefias, sino también a valores altos de éstas, lo
cual permite obtener informaciéon sobre el médulo
elastico y las transiciones termodinamicas que sufren
[15]. Continuando con esta linea de investigacién, en
este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de
moléculas de dsDNA y dsRNA de la misma longitud
y secuencia variando su contenido en GC, a fin de
analizar el efecto de este pardmetro tanto en la
estabilidad relativa de ambas macromoléculas
biolégicas como en sus propiedades mecanicas. Para
ello, se ha recurrido a las técnicas de Dicroismo
Circular (CD), Microscopia de Fuerzas Atémicas
(AFM) y Pinzas Opticas (OT).

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Sintesis de moléculas de dsRINA con asas
modificadas.

El proceso de sintesis llevado a cabo para la
obtencién de moléculas largas de dsRNA con asas
modificadas, para su posterior manipulacién en
experimentos de pinzas Opticas, se basa en el
protocolo descrito por Herrero-Galan et al. [15], el
cual se fundamenta, a su vez, en el propuesto por
Dekker et al. [16], incluyendo ligeras modificaciones
a fin de incrementar el rendimiento y la eficiencia del
proceso.

En primer lugar, se procedi6 a la amplificacion
de las secuencias de DNA con diferente contenido
en GC — secuencia [3686, 7686] del plasmido pSP73-
JYo (35%GC) y secuencias [26000,30000] (41%GC),
[30286,34286] (47%GC) y [3100,7100] (60%GC) del
bacteriéfago A — por medio de la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), técnica que permite,
a partit de una muestra muy pequefia de DNA, la
obtencién de millones de copias de éste en pocas
horas y sin necesidad de usar células vivas.

La mezcla de reaccién (50ul) estd compuesta
por: 1.5 ng de DNA molde; dos oligonucleétidos
sintéticos de DNA (a concentraciéon 10uM), que
actian como cebadores o  primers, siendo
complementatios a los extremos de cada una de las
dos cadenas de la doble hélice que se desea

Pares de bases (bp)

Fig.2.1. Contenido en GC de las secuencias de DNA
seleccionadas.

amplificar; una  enzima DNA  polimerasa
termoestable (Taq) y los cuatro
desoxirribonucledtidos trifosfato (a concentracion
10mM) —dATP, dGTP, dCIP y dTTP. Dicha
mezcla se somete a 30 ciclos sucesivos, cada uno de
ellos integrado por tres fases: desnaturalizacion, en la
que las dos cadenas que conforman el DNA molde
se separaran por efecto del calentamiento de la
mezcla a 94°C; hibridacion, donde la temperatura de
incubacién se reduce — hasta 56°C durante los 10
primeros ciclos y hasta 62°C en los 20 restantes —
para permitir el apareamiento de las bases de ambos
cebadores en el sitio donde encuentran una
secuencia complementaria y, por altimo, la elongacion,
etapa en la que la polimerasa replica las hebras de
DNA, comenzando por el extremo 3’ de los
cebadores a una temperatura de 68°C. Al finalizar
cada ciclo, la cantidad de DNA molde disponible
para el ciclo siguiente aumenta al doble.

Como se puede observar en la Fig2.2, se
llevaron a cabo dos reacciones en paralelo, PCR1 y
PCR2, las cuales unicamente difieren en los
oligonucleétidos  adicionados a la mezcla de
reacciéon. En el primer caso, el oligonucleétido
directo es el que incorpora al promotor de la T7
RNA polimerasa seguido de algunos nucleétidos no
complementarios que servirdan para la posterior
ligacién de las asas, mientras que en la PCR2 es el
inverso el que los contiene. Los productos de
reaccién obtenidos se purificaron empleando el kit
comercial PCR Purification de Qiagen y eluyendo en
agua libre de RNasas.

A continuacién, se procedi6 a la transcripcién
in vitro a partir de los dsDNA obtenidos (3h, 42°C)
usando el kit comercial HiSeribe de New England
Biolabs, 1o que genera dos moléculas de RNA de
hebra simple (ssRNA) de 4-kbp, complementatias
entre si salvo por los nucleétidos afiadidos en sus
extremos 5 y las dos G extra que deja la T7 RNA
polimerasa. Tras la adiciéon de EDTA hasta 30mM,
cada pareja de ssRNA hibrida lentamente por
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Fig.2.2. Esquema de la sintesis de una molécula de dsRNA con extremos no complementatios

calentamiento a 65°C durante una hora, enfriindose
a continuaciéon hasta temperatura ambiente a razén
de 1.25°C/5 min, lo que da lugar a los dsRNA
deseados (35, 41, 47 y 60 %GC) con extremos no
complementarios a los que posteriormente se uniran
las asas (véase Fig.2.2). Los transcritos obtenidos se
purificaron con el kit comercial RNeasy Purification de
Qiagen, eluyendo en agua libre de RNasas.

La eliminacion del DNA molde se llevé a cabo
por simple digestion con DNasa I RNAse free en
presencia de inhibidor de RNasas e incubando la
mezcla a 37°C durante una hora. El producto
obtenido en cada caso se purificé con el kit
comercial RNeasy MinElute Cleanup de Qiagen.

Dado que la reaccién de transcripciéon da como
resultado moléculas triplemente fosforiladas en el
extremo 5, sobre las que no podria actuar
posteriormente la T4 RNA ligasa de forma correcta,
se procedié primero a su desfosforilaciéon mediante
la. enzima CIP vy, a continuacién, a
monofosforilacion, usando la enzima T4 PNK e
incubando las muestras a 37°C durante 1h. Tras cada
reaccion, los productos obtenidos fueron purificados
con el kit comercial RNeasy Purification de Qiagen.

su

En cuanto a la sintesis de las asas modificadas,
ésta se llevd a cabo de manera andloga, partiendo
esta vez de una secuencia molde mds corta —
[23137,23630] del bacteriéfago A — e introduciendo
nucleétidos no complementarios que hibridasen

posteriormente con los de los extremos de la
molécula principal. Ademas, para las reacciones de
transcripcién fue necesario preparar una mezcla de
nucleétidos que incluyese la proporcién adecuada de
Digoxigenina-11-UTP, en un caso, y Biotina-16-
UTP, en el otro (Fig.2.3).

La ligacién de las asas con cada uno de los
dsRNAs obtenidos (35, 41, 47 y 60%GC), en
presencia de la enzima T4 RNA Ligasa y a una
temperatura de 16°C durante 16h, dio lugar a la
molécula completa de dsRNA deseada, lista para su
manipulacién en experimentos de pinzas Opticas
previa purificacion con el kit comercial RNeasy
Purification de Qiagen.

2.2. Sintesis de moléculas de dsDINA con
asas modificadas.

La sintesis de moléculas de dsDNA
equivalentes en longitud (4kbp) y secuencia a las de
dsRNA se llev6 a cabo por simple amplificacién por
PCR de las secuencias que sirven de molde para la
transcripcion,  introduciendo  por  mutagénesis
dirigida dos dianas de restriccion diferentes, Kpnl y
Sacl, necesarias para generar extremos cohesivos que
facilitaran la posterior adicién de las asas [15]. Los
productos de reacciébn obtenidos se purificaron
empleando el kit comercial PCR Purification de Qiagen.

En lo que respecta a las asas, éstas fueron
sintetizadas de manera analoga, partiendo ahora de la
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secuencia [23137,23630] del bacteriéfago A y usando
desoxirribonucledtidos modificados con Biotina-16-
UTP, en un caso, y Digoxigenina-11-UTP, en el
otro. De nuevo, los productos de reaccién fueron
purificados con el kit PCR Purification de Qiagen.

Como, al igual que la molécula principal, cada
asa inclufa en uno de sus extremos una de las dianas
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de restriccién, procediendo a la digestion de las
mismas a 37°C durante 16h, seguida de un periodo
de incubacién a 65°C durante 20 min para la
inactivaciéon de las enzimas, se obtuvieron los tres
fragmentos compatibles necesarios para su ligacién
univoca con la T4 DNA Ligasa a 16°C durante 16h

(Fig.2.4).
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Fig.2.3. Esquema de la sintesis de asas modificadas de dsRNA para su posterior ligacion a la molécula principal.
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Fig.2.4. Esquema de la sintesis de moléculas de dsSDNA equivalentes en longitud y secuencia a las de dsRNA para la
comparaciéon de ambas mediante técnicas de manipulacion y visualizacion a nivel molecular.
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2.3. Dicroismo Circular.

El Dicroismo Circular (CD) es una técnica
espectroscopica que permite obtener informacién
sobre la estructura secundaria de macromoléculas
biolégicas, tales como proteinas u acidos nucleicos,
determinando la diferencia entre las absorbancias de
las componentes de la luz polarizada usada como
fuente. Dicha diferencia se debe a la interaccién que
sufre cada una de estas componentes polarizadas
circularmente con los centros quirales de las
moléculas presentes en el medio, lo cual induce un
desfase y un cambio de magnitud en ellas,
provocando no sélo la distorsion eliptica del plano
de polarizacién, sino también su rotacién en un
angulo o. Esta desviacién se debe al cambio en el
indice de refraccion entre la luz polarizada
circularmente a la izquierda y a la derecha [17-18].

Se define en términos de elipticidad; es decir, de
la tangente de la relaciéon entre los ejes menor y
mayor de la elipse formada por el plano de
polarizacién,  expresada en  unidades de
grado-cm?-dmol, generalmente [19].

Los espectros registrados para las moléculas de
dsDNA y dsRNA sintetizadas— antes de su ligacién
con las asas modificadas— se llevaron a cabo en un
espectropolarimetro  Jasco 815, diluyendo las
muestras en tampo6n Tris 10mM con NaCl 150mM y
1mM de EDTA a pH=8 y usando una cubeta de
cuarzo con un paso 6ptico de 0.1 cm.

2.4. Microscopia de Fuerzas Atomicas.

El AFM es un instrumento capaz de
caracterizar la superficie de muestras con resolucién
nanométrica. Su principio de funcionamiento
consiste en barrer la superficie por medio de una
punta muy afilada, denominada sonda, que se
encuentra localizada al final de una micropalanca
muy blanda llamada cantilever. Manteniendo constante
un parametro dependiente de la deformacién de éste
ultimo — producida por la interaccién entre los

Luz Polarizador

no polarizada circular

-
I
% ) \/Longitud de onda

Polarizador
plano

atomos de la punta y los de la muestra — es posible
obtener informacién sobre la topografia de la
superficie.

Para la caracterizacion por AFM de las
moléculas de DNA sintetizadas, se llevaron a cabo
dos protocolos. En un principio, se prepararon
diluciones 1/2, 1/5 y 1/10 de los DNAs y se
depositaron sobre mica recién exfoliada junto con
un tampoén que contenfa Tris acetato 25mM, acetato
de magnesio 2.5mM y NiCl, 2.5mM. Tras 30 s, se
aclar6 la superficie de la mica con 3mL de agua Milli-
Q filtrada y se secé con nitrégeno. Debido a las
dificultades  encontradas  para la  correcta
visualizacion de las moléculas, se desarrollaron unas
nuevas condiciones de deposicién consistentes en la
funcionalizacién de la mica, recién exfoliada, con
NiCl, 10mM durante 1 min., aclarado con agua Milli-
Q filtrada y secado al aire y, a continuacién,
deposiciéon del dsDNA correspondiente y secado al
aire.

Las imdagenes se obtuvieron con los AFMs
Nanowizard II (JPK) y Cervantes (Nanotec
Electrénica S.L.), operando el primero de ellos en
modo Zapping — donde un pequefio piezo oscila y
hace vibrar al cantilever y a la punta a una frecuencia
cercana a su frecuencia de resonancia, induciendo
una seflal sinusoidal cuya amplitud se amortigua al
aproximarse a la superficie — y el segundo, en jumping
— modo de contacto intermitente en el que el
cantilever no se hace oscilar sino que se aproxima y
retrae en cada punto, detectando la altura a la cual se
alcanza una determinada deflexién del mismo, lo
cual permite un mayor control de la fuerza maxima
que la punta ejerce sobre la muestra. En ambos
casos se trabajé en atmoésfera de aire y se usaron
puntas NSG30 de NT-MDT (frecuencia de
resonancia~320KHz; constante de fuerza~40N/m).
Para el procesamiento de las imagenes se recurtié al
software propio de JPK y al WSxM [20].

Espectro CD

Elipsometria

Celda para
la muestra

Fig. 2.5. Esquema del funcionamiento de un espectropolarimetro o dicrégrafo circular. [17]



Estudio de la influencia de la secuencia en la respuesta elastica de dsDNA y dsRNA 6

2.5. Pinzas Opticas.

Las Pinzas Opticas (OT) constituyen un
dispositivo de manipulacién a nivel molecular que
permite medir las fuerzas ejercidas sobre particulas
atrapadas en una trampa Optica. Dicha trampa se
genera a través de dos haces laser contrapropagantes
(A=835 nm) que focalizan en un mismo punto. El
sensor de fuerzas se basa en medidas del cambio del
momento lineal del haz luminico y se calibra por
primeros principios; es decir, a través del cambio de
flyjo de momento de la luz, lo que hace que la
calibracién no dependa del tamafio, forma, posicién
o indice de refraccién de la particula atrapada ni de la
viscosidad o indice de refraccion del tampdn ni de
las variaciones en la potencia del laser [21]. El rango
de fuerzas accesible se encuentra comprendido entre

0.1-200 pN.

Las moléculas de dsDNA y dsRNA que van a
ser sometidas a estiramiento en este dispositivo han
sido previamente funcionalizadas en sus extremos
con modificaciones complementarias a las de las
microesferas de poliestireno a las que se pretenden
enganchar (véanse apartados 2.1 y 2.2). La microesfera
recubierta de anticuerpo anti-digoxigenina — cuya
suspension ha sido incubada previamente con la
muestra que se desea estudiar — es atrapada
Opticamente, mientras que la recubierta con
estreptavidina es succionada por la parte superior de
una micropipeta situada en el interior de una cimara

de fluidos (Fig.2.6).

Same

Trampa Microesfera recubierta
optica de anti-digoxigenina
Molécula

Microesfera recubierta
de estreptavidina
Micropipeta

Fig.2.6. Representacion de una molécula de doble cadena
que va a ser sometida a estitamiento en OT [22].

La fuerza ejercida sobre las moléculas se genera
mediante el movimiento relativo de la micropipeta
con respecto a la microesfera atrapada épticamente a
través del desplazamiento de los piezoeléctricos
correspondientes, determinandose su extensiéon por
la distancia entre los centros de ambas microesferas.

Los experimentos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (23 * 1°C) usando, como

tampoén de ensayo, Tris 10mM con NaCl 150mM y
1mM de EDTA a pH=8. En lo que respecta a la
muestra adecuadamente modificada, se preparé una
dilucién 1/5 y se incubaron 3pl de la misma con 3ul
de suspension de bolas de poliestireno recubiertas de
anti-digoxigenina y 3pl de tampén durante 10 min
con agitaciéon ocasional por pipeteo. Transcurrido
ese tiempo, se llevo la mezcla a un volumen final de
500ul con el tampdén de ensayo y se fluy6 en la
cimara de las pinzas, en la que previamente se
habian introducido bolas de poliestireno recubiertas
de estreptavidina (2pl de suspensién de bolas en
400pl de tampén de ensayo). Los ciclos de
estiramiento y relajacién se tomaron a una velocidad
de 500 nm/s.

3. RESULTADOS.
3.1. Electroforesis en geles de agarosa.

Con el fin de verificar durante el proceso de
sintesis que las moléculas obtenidas presentaban el
tamafio deseado — 4kbp — se procedié a la
electroforesis de las mismas en geles de agarosa (1%
p/v). Como los 4cidos nucleicos poseen carga neta
negativa debido a la ionizacién de los numerosos
grupos fosfato presentes en su estructura, al ser
sometidos a un campo eléctrico (100V/cm) se
produce la migracién de éstos hacia el polo positivo,
dependiendo su movilidad de las dimensiones que
presenten. Asi, aquellas moléculas que sean mas
grandes se desplazarin mds lentamente a través de
los poros del gel.

Los resultados obtenidos se muestran en las
Fig.3.1 y 3.2. Para la visualizaciéon de las bandas se
utiliz6 el agente de tincién bromuro de etidio,
compuesto fluorescente bajo luz UV y, como patrén
de masa molecular, 1kbp.

35 41 60 47

Fig.3.1. Resultado obtenido tras la electroforesis en
gel de agarosa (1% p/v) de las moléculas de dsDNA
sintetizadas, comprobandose que la longitud de las
mismas es de aproximadamente 4kbp.
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%GC

35 35 35 60 35 60
sp p digdigdigdig
SpPSP P P

Fig.3.2. Resultado obtenido tras la electroforesis en geles de agarosa (1% p/v) de: dsRNAs del 41, 60 y 47%GC sin
purificar (a) y purificados (b); (¢) dsRNAs del 41 y 47% GC tras la eliminacién del DNA molde por digestion (dig) y (d)
dsRNA del 35%GC sin purificar (sp), purificado (p) y dsRNAs del 35 y 60%GC tras la eliminaciéon del DNA molde. A la
dcha. de cada una de las imdgenes aparece el patrén de masa molecular utilizado, a su vez detallado en (e), comprobandose
que el tamafio de las moléculas sintetizadas es de, aproximadamente, 4kbp.

3.2. Dicroismo Circular.

Con objeto de mostrar el efecto del contenido
en GC en la estructura secundaria de moléculas de
dsDNA y dsRNA de la misma longitud y secuencia
se muestra, en las Fig.3.3ay 3.3b, la superposicion de
sus espectros de Dicroismo Circular.
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Fig.3.3. Superposicién de los espectros de CD
normalizados de las moléculas de dsDNA (a) y dsSRNA
(b) sintetizadas.

Asimismo, se ha establecido una comparativa
entre los espectros de las moléculas de dsDNA vy
dsRNA con el mismo contenido en GC,

mostrandose, como ejemplo, la correspondiente al
47%GC (véase Fig.3.4).

20
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Oy 107(°-cm2-dmol )
[en) EES

y ~—
-4 dsDNA 47%GC
8+ dsRNA 47%GC
-12 e
220 240 260 280 300

A (nm)
Fig.3.4. Espectros de Dicroismo Circular de moléculas de

dsDNA y dsRNA de la misma longitud, secuencia y
contenido en GC.

Los espectros CD obtenidos para las moléculas
de DNA se corresponden con la conformacion
denominada forma B, la cual presenta dos bandas
caracteristicas: una positiva, a aproximadamente
280nm, y otra negativa, en torno a los 245nm [18,
23-24].  Dicha conformacién se encuentra
tipicamente cuando se estudia DNA en disolucién
en condiciones fisiologicas.

En cuanto a los espectros de dsRNA, estos se
corresponden con la conformacién denominada
Jforma A, la cual se caracteriza por poseer una banda
intensa positiva a 260nm aprox. y otra negativa en
torno a los 230nm.



Estudio de la influencia de la secuencia en la respuesta elastica de dsDNA y dsRNA

3.3. Imagenes de AFM.

En la Fig 3.5 se muestra un ejemplo de las
primeras imagenes obtenidas con AFM tras la
deposiciéon de las muestras de DNA con tampén
Tris acetato 25mM, acetato de magnesio 2.5mM y
NiCl, 2.5mM.

1.0 v v T v T v v

0.8+ 4

0.6}

Height (nm)
=]
H

0.2} .

0.0} 4

0 20 40 60 80 100 120 140
Length (nm)
Fig.3.5. Moléculas de dsDNA del 41%GC — procedentes
de una dilucién 1/2 — depositadas sobre mica recién
exfoliada junto con tampodn Tris acetato 25mM, acetato

de magnesio 2.5mM y NiCl, 2.5mM, mostrandose el perfil
de altura sobre la mica de una de ellas.

Debido a los problemas de agregacién de las
moléculas y la alta concetracién de sales en el medio,
se decidié cambiar las condiciones de deposicién. En
primer lugar, se funcionalizé la superficie de la mica
recién exfoliada con NiCl; 10mM durante 1 min. y,
tras su aclarado y secado al aire, se deposité la
muestra de dsDNA correspondiente. Ejemplos de
imagenes as{ obtenidas se recogen en las Fjg.3.6 y 3.7.
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Fig.3.6. Moléculas de dsDNA del 47%GC.

Fig.3.7. Moléculas de dsDNA del 60%GC.



Estudio de la influencia de la secuencia en la respuesta elastica de dsDNA y dsRNA 9

3.4. Pinzas Opticas.

Tras la funcionalizacién de los extremos de las
moléculas  de  dsDNA  sintetizadas  con
modificaciones complementarias a las microesferas
de poliestireno trecubiertas de anti-digoxigenina y
estreptavidina, se procedié a comprobar su buen
funcionamiento en OT, obteniéndose resultados
positivos. En la Fjg3.8 se muestra, a modo de
ejemplo, la curva fuerza-extension obtenida para una
molécula de dsDNA del 47%GC. Como se puede
observar, la molécula se desenrolla a fuerzas cercanas
a 120 pN (overstretching platean), en contraste con lo
que ocurre cuando una molécula contiene nicks —
discontinuidades ocasionadas por la rotura de uno o
varios enlaces fosfodiéster entre nucle6tidos
adyacentes de una de las hebras — o una de sus
hebras no estd sujeta a una de las bolas,
desenrollaindose, entonces, a fuerzas cercanas a 65
pN. Ello se debe a que la molécula estaba ligada por
ambas hebras y ambos extremos a las esferas de
poliestireno, encontraindose en una situacion
conocida como torsional constraint.

140

120

—_

e

(e}
1

Fuerza (pN)
[es)
S

60 -
40 -
dsDNA
20 1 47%GC
0 e T e B B
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Extension (pm)

Fig.3.8. Curva fuerza-extension obtenida para una muestra

de dsDNA del 47%GC.

4. ANALISIS DE RESULTADOS.

Las estructuras secundarias de las moléculas de
dsDNA y dsRNA sintetizadas han sido determinadas
mediante la técnica espectroscopica de Dicrofsmo
Circular — conformaciones B y A, respectivamente.
La superposicién de sus espectros muestra que, en el
caso de las moléculas de dsDNA (véase Fig.3.34), un
aumento del contenido en GC supone un
desplazamiento de la banda positiva hacia longitudes
de onda menores y una disminucién de la amplitud
de la banda negativa, signo de que los espectros
adquieren caracteristicas de forma A. En el caso de
las moléculas de dsRNA (Fig3.3h), se observa un
desplazamiento de las bandas hacia longitudes de
onda mayores y un ligero incremento de la amplitud
de la banda negativa. En lo que respecta a la

comparativa entre moléculas de la misma secuencia,
se observa, en todos los casos, un desplazamiento
del espectro de dsRNA con respecto al de dsDNA
hacia longitudes de onda menores (véase ejemplo

Fig.3.4).

Las primeras imagenes obtenidas por AFM pata
las muestras de dsDNA del 41, 47 y 60% muestran
hebras de dsDNA con alturas de aproximadamente
Inm vy longitudes en torno a 1.4pum, lo cual
concuerda con lo recogido en bibliograffa [15], no
observandose diferencias significativas al aumentar el
contenido en GC. El segundo protocolo de
deposicion — funcionalizacién de la mica con NiCly y
deposicion de la muestra tras aclarado y secado al
aire de la superficie — permitié eliminar los
problemas de agregacion de moléculas y alta
concentracién de sales en el medio, mejorandose asi
la visualizacién de las moléculas.

En cuanto a la manipulacién de las moléculas
de dsDNA modificadas en sus extremos mediante
experimentos con OT, se ha verificado el buen
funcionamiento de las mismas y se han registrado
unas primeras curvas fuerza-extension.

5. CONCLUSIONES.

En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis
de moléculas de dsDNA y dsRNA de la misma
longitud y secuencia, variando su contenido en GC
(35, 41, 47 y 60%) para su posterior analisis por DC
y técnicas de manipulacién y visualizacién de
moléculas individuales — AFM y OT.

Mediante  Dicroismo  Circular, se han
determinado las estructuras secundarias de ambos
biopolimeros — forma A para el dsRNA y forma B,
para el dsDNA — y se ha descrito, cualitativamente,
el efecto del contenido en GC en las mismas. En el
caso de las moléculas de dsDNA, se ha observado
que un incremento de GC en la secuencia desplaza
los espectros hacia caracteristicas de forma A
mientras que en lo que respecta a las moléculas de
dsRNA, los cambios son mucho menos acusados.

Asimismo, se ha optimizado el procedimiento
de deposicién de moléculas de dsDNA sobre mica
recién exfoliada y se han conseguido visualizar éstas
mediante AFM, obteniéndose longitudes y alturas de
las mismas que concuerdan con lo recogido en

bibliografia.

Por dltimo, se ha verificado el buen
funcionamiento de las moléculas de dsDNA
modificadas en experimentos de Pinzas Opticas,
consiguiéndose unas primeras curvas fuerza-
extensién. Aunque aun se deben completar estos
experimentos, el éxito alcanzado tanto en el disefio
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de las moléculas como en la puesta a punto del
sistema supone un paso importante de cara a
trabajos futuros. En concreto, se pretende llevar a
cabo un estudio comparativo entre las moléculas de
dsDNA y dsRNA sintetizadas a fin de conocer la
influencia que ejerce el contenido en GC tanto en la
estabilidad relativa de ambas macromoléculas
biolégicas como en sus propiedades mecanicas.
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