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Cristal: es un solido que
presenta un patron de
difraccion bien definido

La Difraccion un fenomeno caracteristico
de las ondas que se basa en la desviacion
de estas al encontrar un obstaculo o al
atravesar una rendija



Los rayos X y la cristalografia

Rayos X (X= Desconocido)

X-ray scattering

Bertha Roentgen, 1895

Max Von Laue, 1912

Los cristales son propuestos como redes de
difraccion, para entender la estructura
atomica de las moléculas.




La imagen 51.... Eureka!!!

R. Franklin, 1953

Difraccion de un resorte helicoidal Primer patron de difraccion de ADN



;Cual fue el principio para resolver la__

l Fuente de rayos X Pantalla de plomo

Sample




;Cristales de proteinas? El legado de Max
Perutz Py

Premio Nobel 1962 g
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Estructura tridimensional de la
mioglobina

Myoglobin structure




El ano de la cristalografia de macromoléculas

\ Crick IR .

Wilkins Perutz Watson

“ Steinbeck
Kendrew

Ceremonia de entrega del Premio Nobel de 1962



;Pero como ver macromoléculas?

¢Penetra la atmosfera terrestre?
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;Pero como ver macromoleéculas?

3 \'am (2014) 505,602
Patron de

difraccion

Haz de
rayos X Muestra
cristalina




¢Por que cristales de proteinas?

Scattering by a molecule

molecule unit cell
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En un cristal hay miles de
moléculas de la proteina que
estan acomodadas en la misma

orientacion




Cristalizacion de la proteina

* Muestra pura, estable y homogénea
« Control de calidad: Geles de acrilamida
« Cromatografia de exclusion molecular

;Cuanta proteina necesitamos?
 De 5 mg/mla 200 mg/ml
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Solubilidad de las proteinas

Diagrama de fases Mejores cristales en la zona meta establ

Concentracion de proteina —p

Concentracion del agente precipitante
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Métodos mas usados en la
cristalizacion de proteinas

Gota colgante (hanging drop)

protein 2ul +

v' cristales caen sobre la
interfase agua-aire
X Dificil de automatizar




Métodos mas usados en la
cristalizacion de proteinas

Gota “sentada” (sitting drop)

grease & coverslip (or tape)
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protein 2ul + .0

v' cristales caen sobre el
plastico

X Facil de automatizar (gotas
de nanolitros)




Son cristales de proteinas o de

Tincion de cristal

|zit coloreando la fase de después
la proteina



;Se puede hacer mas eficiente poner
gotas de cristalizacion?

.: " | ‘.‘ A
‘Robots para colocar
gotas




;Qué puedo observar en las gotas de

cristalizacion?
Clear Drop Matter in Drop
Precipitate Qils
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;Y si la proteina cristaliza...?

Arreglos de cristales



;Como se monta un cristal para
difracg

|Lazo de 100 um con un cristal Difractometro de rayos X



Esquema de colecta de datos de
difraccion

4-Circle Goroimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)



Los sincrotrones y su poder colosal de
recoleccion de datos




Como se procesan los datos de
difraccion de un proteina?

cristal patron de difraccién‘mapa de densidad  modelo 3D




Mapa de densidad electronica de una proteina



leemplazo molecular

[R] :\ estructura
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Tirosina con representacion de esqueleto



Banco de datos de proteinas

PROTEIN DATA BANK



Muchas gracias!!

—

~ —




