Difraccion de Rayos X
de Proteinas

Ul AN W N —U

o

Aspé' tos ,experimenté"les: equipos de
HiFrg MY procesado de datos.

Simtr]j?‘oduccién de rayos X .
Cristales y su obtencion.

DiF.c98nerdmEy @S rayos X:

Aspectos expelifient equipos de
difraccion y procedsdb de datos.

EL Problema, de. (g fiasss gnetodos de
resolucion estructurgl.

Refinamigedfe Speeglasaly validacion
estructural.
Apinadioreseladiotuesseki difciacidriuncion.



FUENTES DE RAYOS X &

Sincrotron. Anodo rotatorio.
- Policromatico. - Monocromatico.
- Sintonizacion de la A. . -x=1.5418 A
- Brillo altisimo. - Brillo moderado.

=

” T o ae e . GCMBE- ad id
Grenoble . HEE e 'r i!]




FUENTES DE RAYOS X I @‘

Produccion de los Rayos X.
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- Monocromatico (L = 1.5418 A).

FUENTES DE RAYOS X
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SINCROTRON | @

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.
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LA LINEA DE RADIACION SINCROTRON
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LA LINEA DE RADIACION SINCROTRON
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LA LINEA DE RADIACION SINCROTRON @{
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LA LINEA DE RADIACION SINCROTRON | @{
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DETECTORES DE RAYOS X &

CCD Image Plate

- Area de deteccion pequefa. - Area de deteccion grande.
- Tiempos de impresion y lectura cortos. - Tiempos de impresion y lectura largos.
- goniometro con varios grados de - goniémetro con un Unico grado de

libertad. libertad.



SISTEMAS DE DETECCION DE RAYOS X |
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PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION

Las etapas fundamentales del analisis de datos

1. Indexacién.
Inspeccion visual de las imagenes de difraccion.
Auto indexado.

Determinacion de los parametros del cristal: celda unitaria, grupo de Laue
probable, orientacion del cristal, estimacion de la mosaicidad.

Refinamiento de la gecmetria de la difraccion.

2. Integracion.

Integracion de los picos de difraccion, refinando simultaneamente la orientacion del cristal,

su mosaicidad y los parametros del detector.

3. Ensamblado y escalamiento.

Conversion de los datos a una escala comun.

Determinacion de la simetria y ensamblado de las reflexiones relacionadas por simetria.

Sumatoria estadistica y estimacion de los errores.

@



PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION @|

Tres etapas
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3. Ensamblado,
escalamiento

1. Indexacion



PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION @|

Programas para el procesamiento de datos

1y 2. Indexacion e integracion

En dos dimensiones: MOSFLM (paquete CCP4) http://www.mrcimb.cam.ac.uk/harry/mosflm/
Denzo (paquete HKL) http://www.hkl-xray.com/

En tres dimensiones: d*TREK http://www.rigaku.com/software/dtrek.htmi
XDS http://www.mpimf-heidelberg.mpg.de/~kabsch/xds/

3. Escalamiento

Scala (paquete CCP4) http://www.ccp4.ac.uk/html/scala.html
Scalepack (paquete HKL)



PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION
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PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION &

|-|Input reply ”m _D’I

4|List of possible Laue groups, sorted on penalty index.
4|The lower the PENALTY, the better
4|0nly solutions with PENALTY less than 200 are listed, a complete list is given in the terminal window
No PENALTY LATT a b c alpha bheta gamma Possible spacegroups
103

20 190 oC 61.80 265.83 61.83 87.3 101.9 .3 ©22z,c22z1
19 190 mG  265.83 61.80 61.83 101.9 92.7 76.7 G2
18 190 oG 61.80 265.83 61.83 87.3 101.9 103.3  ©222,c2221
17 189 mC  265.83 61.80 61.83 101.9 92.7 76.7 G2
16 189 mG 61.80 265.83 61.83 92.7 101.9 76.7 c2
15 189 mG 61.83  265.90 61.80 92.7 101.9 76.6 C2
14 94 oC 61.80 126.31 129.33 90.0 90.1 106.7 222, c2221
13 94 hp 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1 101.9 P3,P31,P32,P312,P321,P3112,P3121,P3212, P3221
P6,P61, P65, P62, P64, P63, P622, P6122, PE522, P6222, P6422, PE322

12 93 mG 61.80 126.31 129.33 90.0 90.1 73.3 «c2
11 93 mC  126.31 61.80 129.33 90.1 90.0 73.3 «c2

10 34 tP 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1 101.9 P4,P41,P42,P43,P422,P4212,P4122, P41212, P4222, P42212 P4322,P43212
9 34 oP 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1101.9 P222,P2221,P21212,P212121

g8 33 mP 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1 101.9 P2,P21

T 33 mP 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1 101.9 P2,P21

6 1 mG 96.03 77.87 129.33 90.0 90.1 90.0 c2

5 1 oG 77.87 96.03 129.33 89.9 90.0 90.0 c222,c2221

4 1 mG 77.87 96.03 129.33 89.9 90.0 90.0 «c2

31 mP 61.80 129.33 61.83 90.0 101.9 90.1 P2,P21

2 0 aP 61.80 61.83 129.33 90.0 89.9 73.1 Pl

1 0 aP 61.80 61.83 129.33 90.0 90.1101.9 ©P1

; Select a solution AND a spacegrovp from list above (eg 3 pd42) or 0 to abandon or T to change min Ifsig(I):,




PROCESADO DE DATOS DE DIFRACCION
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Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

Protein/Crystal
Information

Sample
transport via
courier

=

Preparation

Beamline configuration,
alignment, validation.

Initial Measurements
Indexing (strategy), XANES scan.

Phase/Model Build

Experiment
Database

Data
Deposition



Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

1. Montaje y Transporte de cristales de proteina




Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

LN2 Tank and
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 tracking



Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

SAMPLE CHANGER
4 oasikels



Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

2. Cargador de muestras: Interface grafica

File

Devices

Fd Automatic Sample Changer Local GUI

Help
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[~ Current Basket
DataMatrix ID ﬂ No DataMatrixID Available
Hp o dnmmenboehiaabesmen |
| Abort |
Remarks l;;’
Position
Scan current Basket for
5 > DataMatrix
Previous Mext 1
Current Sample -
DataMatrix ID =
Suffix
Remarks B’
Load
Protein 1D
Comments l;’
Position
Sample currently loaded Holder Length p_‘ 22| mm

dil

Previous MNext

ample has already been loaded

READY

Ready to operate




Biocristalografia: el futuro YA esta aqui

3. Visualizacion de la muestra y centraje

O Assisted “3 Clicks” : Rapid and accurate!
O Automated crystal centering (~80% successful)
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En un futuro muy muy cercano....

The Missing Link : ISPyB Pocket Sample

Links the Crystallization information system to the data collection information system

Crystal unique identifier: UUID Crystal unique identifier: UUID

Tray location ﬁ Sample information

Crystallization conditions Crystal information
Protein information

L_‘:' DataMatrix Code

I |

Crystal UUID
[ oMessesgcas dsbasissersisecsaess |

4 75 |1SPyB PocketSample (£ 4:42 @

Tray Location

I |
Row Columnn
well Location

>

Add Sample l

Sample I List | Holder [ Test | About |
File

T Bl




Crystal fishing

the missing link




Biocristalografia: El experimento en el futuro?
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Intertag reqisbt' Operator * Database and Safety *
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cooled samples BCM?
; M X-ray Optics

VBeamline Control Module
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EL PROBLEMA DE LA FASE.... @|

Espacio real: cristal Espacio reciproco: espectro

0 (Xy2z) = UV |F(h k)| exp {-2ni (hx+ky+z)+ i® (h k 1)} I



IMPORTANCIA DE LA FASES.... I
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Efecto de las amplitudes de difraccion

o La pelicula muestra el efecto (casi
imperceptible) de calcular un mapa de
densidad electronica con amplitudes
(intensidades de de difraccion)
erroneas, es decir, muy mal medidas.

Las imagenes de esta pelicula
representan el cambio gradual de las
amplitudes (desde valores razonables
de desacuerdo con las teodricas, 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
todavia interpretable hasta valores
proximos a R=50%.




Efecto de las fases

La pelicula de la derecha muestra el efecto del
calculo de un mapa de densidad electrénica
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 localizacion de los atomos.




EL PROBLEMA DE LA FASE..... @‘
¢¢¢4COMO RESOLVERLO???

! Métodos de Faseado

directos p20, atomos discretos

fE Métodos

t Remplazamiento Molecular Modelo homélogo
Remplazamiento Isomorfo Subestructura de atomos pesados

Dispersion Anomala Subestructura de atomos andémalos

Modificacion de Densidad Aplanamiento de solvente

(mejora de las fases) Histogram matching
Promediado simetria no-cristalografica
Estructura Parcial

Extension de fases



LA FUNCION DE PATTERSON

Histéricamente hablando, la primera solucién al problema de las fases vino
de la mano de Arthur Lindo Patterson. Basandose en la imposibilidad de
resolver de un modo directo la funcién de la densidad electrdnica, y tras su
aprendizaje sobre convolucién de transformadas de Fourier con el
matematico Norbert Wiener, en 1934 Patterson introdujo una nueva

funcién P(uvw). Esta nueva funcién, que define en un nuevo espacio
(espacio de Patterson), puede considerarse sin exageraciéon como el
desarrollo singular mas importante para la Cristalografia, tras el propio
descubrimiento de los rayos X por Réntgen en 1895.Su elegante féormula,
conocida como la funcién de Patterson, supone una simplificacion de la
informacién contenida en la funcién de densidad electrdnica, ya que suprime
la informacion de las fases, y los médulos de los factores de estructura se
sustituyen por sus cuadrados. Es, pues, una funcién que puede calcularse de
inmediato a partir de la informacion experimental de que se dispone (las
intensidades, que a su vez se derivan de los modulos de los factores de

Arthur L. Patterson(1902-1966) estructura)
p(xyz) = (1/V) XXX [F(hkl)] cos 2m (hx + ky + [z - ®(hkl)) Funcion de densidad
electroénica

P(uvw) = (1/V) XXX [F(hkl)]? cos 2t (hu + kv + lw)) Funcion de Patterson
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LA FUNCION DE PATTERSON | @(

p(xyz) = (1/V) ZZX [F,,,] cos 2n(hx+ky+lz-0,,,) Funcion de
densidad elec.

Reemplazando [F ] v ¢, -------- > [Fm]z se obtiene una funcion
P(uvw) = (1/V) ZEX [Fy,]* cos 2n(hu+kv+lw) Funcion de
Patterson
Uu=X;-X
V= yl - yz
wW=2, -2,

ER\VR N

Cristal Cristal Patterson



LA FUNCION DE PATTERSON- @(
PROPIEDADES

El nimero de maximos es elevado:

—p

N atomos —> N2 maximos—> (N?-N) vectores

N B R\ v v

Cristal (3 4tomos) Patterson (3%-3) =
6 vectores

— - Los maximos son anchos, hay solapamiento:
vl,v2

v4
Cristal Patterson



LA FUNCION DE PATTERSON @‘
PROPIEDADES

Altura de los La altura de los maximos es proporcional al
maximos producto de los numeros atomicos implicados:
o
et e\ @%-% A

Z; Z, — facilidad para detectar atomos pesados




LA FUNCION DE PATTERSON @(
PROPIEDADES

Simetria del cristal > 230 Grupos espaciales

Simetria
de la
funcion

Simetria de Patterson > 24 Grupos espaciales

La simplificacion es consecuencia de la pérdida de
informacion que ocurre al pasar de:

(F. ¢) - F?
Cristal sin centro de simetria Patterson siempre con

centro de simetria

uvw + Uvw



REMPLAZAMIENTO ISOMORFO | @{

|Fp | Amplitudes cristal nativo

Amplitudes cristal con derivado

|Fy]  Amplitudes atomo pesado

|Fal= [Fpul- |Fp]l = (X, ¥,2Z)y ® 04



REMPLAZAMIENTO ISOMORFO, SIR | @{

I

PH P |Fp| cristal nativo
| Fpyy | cristal con derivado

|Fy| atomo pesado

Dos valores posibles para a p

La fase a , tiene una ambigliedad



REMPLAZAMIENTO ISOMORFO, MIR @{

SIR MIR S
IF| / Fpl\
| A/ :
” \Fm

|Fp| cristal nativo
cristal con derivado
|F,,| atomo pesado

La adicion de un segundo derivado elimina la ambigiiedad



EL REMPLAZAMIENTO ISOMORFO

|:> Incluir atomos pesados en el cristal nativo que queden
en posiciones fijas de la molécula sin deformar ni la
celdilla ni la conformacion de la proteina.

.

ii LAS DIFERENCIAS EN INTENSIDADES DEBEN SER
EXCLUSIVAMENTE DEBIDAS A LOS ATOMOS PESADOS !!

—x [ mEToDO:

Preparacion de, al menos, un derivado
(Hg, Au, Pt, U, Sm...Xe,Kr...Br,l).

Toma de datos de difraccion para nativa
y derivados.

Aplicacion de funcion de Patterson y
obtencion coordenadas del metal.

Refinamiento parametros atomo pesado
y calculo angulos de fase.

Calculo de mapas de densidad electrénica
de la proteina.




EL REMPLAZAMIENTO ISOMORFO @|

Derivado de Sm de Hal2

INCONVENIENTES:

1. Errores en |Fpy| Yy |Fp].
2. No isomorfismo (4% < d_;,).
3. Desorden en sitios minoritarios.

4, Escalado.




DISPERSION ANOMALA | @I
=fo,©)+f(h)+1f"(N)

e _/,

longitud de onda (A) F(+)] g”ﬁ S

2.47A 1.80A 1.41A 116A  0.99A 0.86A 0.76A 0.68A -
fﬁ”‘
4 B Fcl /Y
Se },d"f Fp(1)
2 \ /
//
8 0 \ ff
5
° i v
s % Cu Ka f N
9
° 4l
6
8+
1 1 1 1 1 1 1
6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

energia (eV)

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



DISPERSION ANOMALA |

m=) VENTAJAS:

1. No hay problemas de isomorfismo.

2. Da mejores resultados a alta resolucién

ﬂ DISPERSION ANOMALA:

Se spactrum 16/6/85

1000

0 i it
8955 896 8985 897 8075 898 8985 B9 8096 9 9.005 901
Angle/mdeg

Espectro de fluorescencia de un cristal
de proteina con Se-Met.

@i

Para determinadas E del haz de Rayos X se produce

de capas internas.

un fendmeno de absorcion y resonancia de electrones

Modificacion de la contribucion del atomo pesado a

cada spot de difraccion (efecto anomalo).

F(hkl)=F (-h, -k, -I)

(X, Y 5 Z) anom

(A | F I anom)2 — >




DISPERSION ANOMALA @

q METODO:
1. Inclusién de dispersores Categoria Dispersor Anémalo
anomalos en la estructura. Metaloproteinas
metales de transicion Fe, Cu, Zn, Mn
otros metales Ca, Mo
Remplazamiento de metales
Ca2+, Mg2+ por Lantanidos Tb,Ho,Yb
Zn por Mercurio Hg
Complejos con atomos pesados
derivados comunes Pt,Au,Hg,Pb,W,U
Compuestos con “cluster” Ta,W
Proteinas modificadas
Selenometionina o selenocisteina Se
Telurometionina Te
nucleétidos Bromados o lodados Br, |
2. Medida del espectro de Crioprotectorescon haluros
absorcion. Selenometionina o selenocisteina Br, |

3.Toma de datos de difraccion de rayos X a
diferentes longitudes de onda.

4. Medida de los pares de Friedel
{ (h k ): ('h: -k 'I)}



REEMPLAZAMIENTO MOLECULAR @

Familia Estructural

lash

Hemoglobin (ascaris suum) Hemoglobin (lucina pectinata)

1mbc

Myoglobin (sperm whale) Leghemoglobin (lupinus luteus)

Percentage identity matrix

100

22.8 100

21.2 18.0 100

18.5 15.1 17.0 100

24 .4 23.1 19.9 22.1 100

13.3 10.1 15.8 15.9 14.6

Hemoglobin (glycera dibranchiata) Hemoglobin (urechis caupo)
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I:> Deterrgmir laj plosmlltc)ipltles dg ltasl.mo7l7eculas Funcién de Rotacion
entro de la celdilla cristalina?? Modelo ==»Cuerpo Rigido <

Funcioén de Translacion

=) Parametros:

- Completitud y calidad de los datos.

- Homologia entre el modelo molecular
y las moléculas reales que constituyen el cristal
(> 30%).

- Tamafno del modelo molecular respecto al
contenido de la celdilla.




REEMPLAZAMIENTO MOLECULAR

[R]

A

(molécula conocida)

AN=A[R]+T

A!

(molécula desconocida)

Funcion de Rotacion

R(oBy) = | By(u) x Py(u,) du

&



Obtencion del modelo inicial




El problema de las fases

p(xyz)=1 (Iexp1 )



El problema de las fases

P (X y Z) =1 (Iexp1 (I))



El problema de las fases

2.d.sen©=n.A

p(xyz) =T (I 0)
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siempre
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p(Xyz)= f (Icalc’ (I)calc)

Diferencia minil

p(XYyZ) =1:(Iex , §)
Para cada posible modelo
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p(xyz)=1 (Iexp’ )

El problema de las fases




El problema de las fases

p (XY z)=T(l1gp ¢) p (XY Z) =T1(12, ¢)



El problema de las fases

P (X y Z) =1 (Ilexp'lzexm (I))
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