
Difracción de Rayos X 

de Proteínas 

1. Introducción.

2. Simetría. 

3. Cristales y su obtención.

4. Difracción de Rayos X.

5. Aspectos experimentales: equipos de 

difracción y procesado de datos.

6. El Problema de la Fase: métodos de 

resolución estructural.

7. Refinamiento, modelado y validación 

estructural.

8. Aplicación: relaciones estructura-función.

5. Aspectos experimentales: equipos de 

difracción y procesado de datos.

Producción de rayos X .

Generadores de rayos X: 

- Anodo rotatorio.

- Sincrotrón.

Detectores de rayos X.

Montaje experimental.

Procesado de datos de difracción.



Sincrotrón.

- Policromático.

- Sintonización de la .

- Brillo altísimo.

ESRF- Grenoble

FUENTES DE RAYOS X

Ánodo rotatorio.

- Monocromático.

- = 1.5418 Å

- Brillo moderado.

GCMBE- Madrid



Producción de los Rayos X.

h

Distribución de longitudes de onda de 

los rayos X que se producen en tubos 

convencionales de rayos X con ánodo 

de  cobre (Cu), o molibdeno (Mo).Sobre 

espectro contínuo aparecen las líneas 

características K-alpha y K-beta.
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GCMBE

Anodo Rotatorio.

- Monocromático ( = 1.5418 Å).

- Intensidad moderada.

FUENTES DE RAYOS X



SINCROTRÓN

Electrons emitted by an electron gun are first 

accelerated in a linear accelerator (linac) and 

then transmitted to a circular accelerator 

(booster synchrotron) where they are accelerated 

to reach an energy level of 6 billion electron-

volts (6 GeV). 

These high-energy electrons are then injected 

into a large storage ring --844 metres in 

circumference --where they circulate in a 

vacuum environment, at a constant energy, for 

many hours. 



SINCROTRÓN







LA LINEA DE RADIACIÓN SINCROTRON



LA LINEA DE RADIACIÓN SINCROTRON

Cabaña Óptica



LA LINEA DE RADIACIÓN SINCROTRON

Cabaña 

Experimental



Montaje automático de 

cristales en Sincrotrón.

BM30A-ESRF

SSRL

LA LINEA DE RADIACIÓN SINCROTRON

Cabaña 

Experimental



LA LINEA DE RADIACIÓN SINCROTRON

Cabina de 

Control



CCD Image Plate
- Área de detección pequeña.

- Tiempos de impresión y lectura cortos.

- goniómetro con varios grados de 

libertad.

- Área de detección grande.

- Tiempos de impresión y lectura largos.

- goniómetro con un único grado de 

libertad.

DETECTORES DE RAYOS X



SISTEMAS DE DETECCION DE RAYOS X

ImagePlate
CCD

Axiom



Método oscilatorio

MONTAJE EXPERIMENTAL DE CRISTALES DE 

PROTEINAS



PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCIÓN
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PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCIÓN



rayos X

n = 2d sin
N2

φ

DATOS DE DIFRACCIÓN

Resumen

[ hkl ] + |F|
Posiciones Amplitudes

Procesado



Preparation
Beamline configuration, 

alignment, validation.

Mount Samples
Robotic sample changer.

Align Samples
Computer assisted alignment.

Initial Measurements
Indexing (strategy), XANES scan.

Collect Diffraction Data

Integrate/Reduce

Phase/Model Build

Protein/Crystal

Information

Experiment

Database

Sample 

transport via 

courier

Data

Deposition

Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



1. Montaje y Transporte de cristales de proteína

Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



2. Cargador de muestras:

• Holds up to 50 samples stored in 5 baskets of 10 

samples each

• MUST be used in conjunction with SPINE 

sample holder

• Integrated data matrix reader for sample trackingTouch Screen

Basket 

Loading Path

LN2 Tank and 

Pump

Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



Data on current 

basket  and sample

2. Cargador de muestras: Interface gráfica

Graphical 

representation of 

Basket + Basket 

Selector position

Change current position

Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



3. Visualización de la muestra y centraje

 Assisted “3 Clicks” : Rapid and accurate!

 Automated crystal centering (~80% successful)

Biocristalografía: el futuro YA  está aquí



Sample changer control
PXWeb (ISpyB): 

Beamline Database

DNA: 

Automated data processing and collection

ProDC:

Data collection

EXES:

Diffractometer control

EXES:

Beamline control



Links the Crystallization information system to the data collection information system

Crystal unique identifier: UUID

Tray location

Crystallization conditions

Protein information

…

Crystal unique identifier: UUID

Sample information

Crystal information

…

The Missing Link : ISPyB Pocket Sample

En un futuro muy muy cercano....



Links the Crystallization information system to the data collection information systemThe Missing Link : ISPyB Pocket Sample



User office

and Safety
Home

database

User Office

Database

BCM*

User Home 

Laboratory

Beamline 

Operator

Courier cryo-

cooled samples

Exp

Database

X-ray Optics

Synchrotron

Crystal

robot
DNA

Web service

Data exchange

Sample

changer

Sample 

information and 

experiment 

request.

Exp, reports and 

results: reflection 

data, (images), 

statistics, phasing…

*Beamline Control Module

PXWeb/ISPyB

Interface

PXWeb/ISPyB

Interface

Biocristalografía: El experimento en el futuro?

₤€
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6. El Problema de la Fase: métodos de 

resolución estructural.

El problema de la fase

La función de Patterson.

Reemplazamiento múltiple isomorfo (MIR).

El método MAD.

Reemplazamiento molecular.



rayos X

n = 2d sin
N2

φ

DATOS DE DIFRACCIÓN

Resumen

[ hkl ] + |F|
Posiciones Amplitudes

Procesado



Espacio real Espacio recíprocoEspacio real: cristal Espacio recíproco: espectro

TF

Siempre

???

(x y z) = 1/V |F(h k l)| exp {-2 i (hx+ky+lz)+ i (h k l)}

EL PROBLEMA DE LA FASE….



IMPORTANCIA DE LA FASES….



• La película muestra el efecto (casi 

imperceptible) de calcular un mapa de 

densidad electrónica con amplitudes 

(intensidades de de difracción) 

erróneas, es decir, muy mal medidas.

Las imágenes de esta película 

representan el cambio gradual de las 

amplitudes (desde valores razonables 

de desacuerdo con las teóricas, R=10%, 

hasta valores aleatorios, R=75%).Es 

interesante darse cuenta de que si las 

fases son correctas (tal como es el 

caso) el mapa apenas cambia hasta 

llegar a valores de R=30% y que es 

todavía interpretable hasta valores 

próximos a R=50%.

Efecto de las amplitudes de difracción



La película de la derecha muestra el efecto del 

cálculo de un mapa de densidad electrónica 

con fases mal estimadas. La "figura de mérito" 

de las fases (el coseno del error de la fase) se 

muestra como "m". Obsérvese la fuerte 

dependencia existente entre la bondad de las 

fases y la apariencia del mapa para poder 

reconocer la localización de los átomos.

Efecto de las fases



EL PROBLEMA DE LA FASE….

¿¿¿CÓMO RESOLVERLO???

Métodos directos ≥0, átomos discretos

Remplazamiento Molecular Modelo homólogo

Remplazamiento Isomorfo Subestructura de átomos pesados

Dispersión Anómala Subestructura de átomos anómalos

Modificación de Densidad Aplanamiento de solvente

(mejora de las fases) Histogram matching

Promediado simetría no-cristalográfica

Estructura Parcial

Extensión de fases

Métodos de Faseado



LA FUNCIÓN DE PATTERSON

Históricamente hablando, la primera solución al problema de las fases vino 

de la mano de Arthur Lindo Patterson. Basándose en la imposibilidad de 

resolver de un modo directo la función de la densidad electrónica, y tras su 

aprendizaje sobre convolución de transformadas de Fourier con el 

matemático Norbert Wiener, en 1934 Patterson introdujo una nueva 

función P(uvw). Esta nueva función, que define en un nuevo espacio 

(espacio de Patterson), puede considerarse sin exageración como el 

desarrollo singular más importante para la Cristalografía, tras el propio 

descubrimiento de los rayos X por Röntgen en 1895.Su elegante fórmula, 

conocida como la función de Patterson, supone una simplificación de la 

información contenida en la función de densidad electrónica, ya que suprime 

la información de las fases, y los módulos de los factores de estructura se 

sustituyen por sus cuadrados. Es, pues, una función que puede calcularse de 

inmediato a partir de la información experimental de que se dispone (las 

intensidades, que a su vez se derivan de los módulos de los factores de 

estructura)

ρ(xyz) = (1/V) ΣΣΣ [F(hkl)] cos 2π (hx + ky + lz - Φ(hkl)) Función de densidad 

electrónica

P(uvw) = (1/V) ΣΣΣ [F(hkl)]2 cos 2π (hu + kv + lw)) Función de Patterson

Arthur L. Patterson(1902-1966)
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Cristal                  Cristal                           Patterson

Función de 

Patterson

Función de 

densidad elec.

LA FUNCIÓN DE PATTERSON



Alta densidad

• El número de máximos es elevado:

N átomos         N2 máximos        (N2-N) vectores

Cristal (3 átomos)                             Patterson (32-3) =

6 vectores

• Los máximos son anchos, hay solapamiento:

Cristal                                              Patterson

LA FUNCIÓN DE PATTERSON-

PROPIEDADES



• La altura de los máximos es proporcional al 

producto de los números atómicos implicados:

Altura de los 

máximos

Zi Zj facilidad para detectar átomos pesados

LA FUNCIÓN DE PATTERSON

PROPIEDADES



La simplificación es consecuencia de la pérdida de 

información que ocurre al pasar de:

(F, )                       F2

Cristal sin centro de simetría Patterson siempre con 

centro de simetría

uvw + uvw

Simetría 

de la 

función

Simetría del cristal 230 Grupos espaciales

Simetría de Patterson 24 Grupos espaciales

LA FUNCIÓN DE PATTERSON

PROPIEDADES



|FP| Amplitudes cristal nativo

|FPH| Amplitudes cristal con derivado

|FH| Amplitudes átomo pesado

|FH|≈ |FPH|- |FP| (x, y , z) H H

Patterson Fourier

REMPLAZAMIENTO ISOMORFO



La fase P tiene una ambigüedad

Dos valores posibles para  P

|FP| cristal nativo

|FPH| cristal con derivado

|FH| átomo pesado

REMPLAZAMIENTO ISOMORFO, SIR



La adición de un segundo derivado elimina la ambigüedad

|FP| cristal nativo

|FPH| cristal con derivado

|FH|  átomo pesado 

SIR MIR

REMPLAZAMIENTO ISOMORFO, MIR



Incluir átomos pesados en el cristal nativo que queden

en posiciones fijas de la molécula sin deformar ni la

celdilla ni la conformación de la proteína.

¡¡ LAS DIFERENCIAS EN INTENSIDADES DEBEN SER

EXCLUSIVAMENTE DEBIDAS A LOS ATOMOS PESADOS !! 

MÉTODO:

1. Preparación de, al menos, un derivado

(Hg, Au, Pt, U, Sm...Xe,Kr...Br,I).

2. Toma de datos de difracción para nativa

y derivados.

3. Aplicación de función de Patterson y

obtención coordenadas del metal.

4. Refinamiento parámetros átomo pesado

y cálculo ángulos de fase.

5. Cálculo de mapas de densidad electrónica

de la proteína.

EL REMPLAZAMIENTO ISOMORFO



Derivado de Sm de Hal2

INCONVENIENTES:

1. Errores en |FPH| y |FP|.

2. No isomorfismo (4% < dmin).

3. Desorden en sitios minoritarios.

4. Escalado.

EL REMPLAZAMIENTO ISOMORFO



f ( ) = f o ( ) + f´( ) + i f’’( )

Se

Término dispersivo

Término absorciónFactor de scattering 

atómico

F(h k l) F (-h, -k, -l)

DISPERSIÓN ANÓMALA



VENTAJAS:

1. No hay problemas de isomorfismo.

2. Da mejores resultados a alta resolución.

DISPERSIÓN ANÓMALA:

Espectro de fluorescencia de un cristal 

de proteína con Se-Met.

Para determinadas E del haz  de Rayos X se produce 

un fenómeno de absorción y resonancia de electrones

de capas internas. 

Modificación de la contribución del átomo pesado a 

cada spot de difracción (efecto anómalo).

F(h k l) F (-h, -k, -l)

( |F|anom)2                           (x, y , z) anom

DISPERSIÓN ANÓMALA



MÉTODO:

1. Inclusión de dispersores

anómalos en la estructura.

2. Medida del espectro de

absorción.

3.Toma de datos de difracción de rayos X a

diferentes longitudes de onda.

4. Medida de los pares de Friedel

{ (h k l ), (-h, -k -l)}

Categoría Dispersor Anómalo

Metaloproteínas

metales de transición Fe, Cu, Zn, Mn

otros metales Ca, Mo

Remplazamiento de metales

Ca2+, Mg2+ por Lantánidos Tb,Ho,Yb

Zn por Mercurio Hg

Complejos con átomos pesados

derivados comunes Pt,Au,Hg,Pb,W,U

Compuestos con “cluster” Ta,W

Proteínas modificadas

Selenometionina o selenocisteína Se

Telurometionina Te

nucleótidos Bromados o Iodados Br, I

Crioprotectorescon haluros

Selenometionina o selenocisteína Br, I

DISPERSIÓN ANÓMALA



Hemoglobin (ascaris suum) Hemoglobin (lucina pectinata)

Hemoglobin (urechis caupo)

Myoglobin (sperm whale) Leghemoglobin (lupinus luteus)

Hemoglobin (glycera dibranchiata)

1mbc 2gdm

2hgb

1flp

1ithb

1ash

Percentage identity matrix

1flp 100

1ithb 22.8 100

2gdm 21.2 18.0 100

1mbc 18.5 15.1 17.0 100

2hbg 24.4 23.1 19.9 22.1 100

1ash 13.3 10.1 15.8 15.9 14.6

Familia Estructural

REEMPLAZAMIENTO MOLECULAR



Determinar las  posiciones de las moléculas 

dentro de la celdilla cristalina??
Modelo        Cuerpo Rígido  

Función de Rotación

Función de Translación

Parámetros:

- Completitud y calidad de los datos.

- Homología entre el modelo molecular 

y las moléculas reales que constituyen el cristal

( > 30%).

- Tamaño del modelo molecular respecto al 

contenido de la celdilla.  

REEMPLAZAMIENTO MOLECULAR



R( ) =   P1(u) x P2(ur) du

Función de Rotación

REEMPLAZAMIENTO MOLECULAR



Obtención del modelo inicial

? ?�

? ?



El problema de las fases

? ?

? ?
(x y z) = f (Iexp, )
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El problema de las fases

? ?�

? ?
(x y z) = f (Iexp, )

2 . d . sen = n . 
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siempre

Diferencia mínima

Para cada posible modelo
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El problema de las fases

(x y z) = f (I1exp, ) (x y z) = f (I2exp, )



El problema de las fases

(x y z) = f (I1exp -I2exp, )
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