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100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

Max Walter
von Laue Friedrich

L

Paul
Knipping

-Coneguts des de l'antiguitat.

-Ja es suposava que tindria interio
estructura repetitiva.

-Von Laue va creure que: A,, =d

rment una

CuS0O4




100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

William Henry William Lawrenceg
Bragg Bragg

\V

..0

-Laue proporciona gentilment una
foto a W.H. Bragg.

-Fou W.L. Bragg qui va resoldre el
problema de la interpretacio.

-Diferéncia de recorregut: 2dsin@  — —

-Difracci6 intensa quan:

2dsinB = nA




100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

-Aquesta equacio matematica, es correspon amb la que va desenvolupar Joseph Fourier el
s. XVIIl i s'anomena Transformada de Fourier.

f(S)= fffp(r)e*:-"-"drdydg —— |p(r)=[[ff(S)e"*" dsS

Transformada de Fourier Inversa

) E— ® . .
" o
. T . Jean-B. Joseph
Fourier
i 2 g g ] | (.1
o Loy @ o
h' - ‘ (* “ ( - ) . . i 1 I:l:i:‘;:lxtllep:rm‘ulﬂm
) 3 = s Diopside,
' W.L. Bragg, 1929 = mmmmem—




100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

-L'esfera d'Ewald és una representacio geométrica de la Llei de Bragg i ens diu quines
reflexions es produiran

Are of Ewald sphare )
CETTET O ki
lattice

Detector

" Resultant
diffraction
patiemn

Peter
Ewald




100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

William Astbury &
Florence Bell

John Desmond Dorothy

Bernal Crowfoot H.

Cristalls de
pepsina, Uppsala

l

1era difraccio de I'ADN
~ 1938

1¢r@ difraccio d'un cristall
de proteina, 1934

Hemoglobina,
M. Perutz,1938




100 anys de Cristal-lografia de Raigs-X

J. Kendrew

J. Steinbeck

B &

Premis Nobel 1962:
-Estructura de I'ADN
-Estructura de les primeres proteines

The Cavendish Laboratory, Cambridge
(dir.. W. Lawrence Bragg)



Historia i fonaments CRX-II Estructura de proteines

Una proteina és un polimer
d'aminoacids o una “cadena
d'aminoacids”

Pot adoptar dues estructures basiques:
plegament Helix Alfa



Historia i fonaments CRX-I|

Una proteina és un polimer
d'aminoacids o una “cadena
d'aminoacids”

Pot adoptar dues estructures basiques:
plegament Full Beta



Historia i fonaments CRX-I|

Una proteina és un polimer
& d'aminoacids o una “cadena

d'aminoacids”

:%

Pot adoptar dues estructures basiques:
plegament Helix Alfa / Full Beta

-_ 7 e N




Historia i fonaments CRX-II Estructura de proteines




Historia i fonaments CRX-I| Descobriment hélix alfa, 1951

Amifmn Tereindas
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Carhomyl fermvins

Hgare 44
Mok Co b Bhobegy. Shith Ldisce
T B, H Tean 5o Corary

L. Pauling va corregir la distancia
entre voltes (5.4 A) i va trencar la
idea d'un nombre sencer
d'aminoacids per volta (3.6). Cada
aminoacid gira 100°




Historia i fonaments CRX-I incorporacié de metalls als cristalls, 1954

TANT DE BO...

Quan vaig veure I'hélix alfa i vaig veure com n'era d'elegant i
bonica.. em vaig quedar glacat i em vaig enfadar amb mi
mateix per no haver-la construit jo mateix.. per una altra
banda em preguntava, és realment correcte?

Aixi que vaig tornar a casa meva per dinar, tan amoinat amb
tot aix6 al cap, que no vaig respondre a res. Aleshores vaig
tenir una idea, aixi que vaig tornar al laborator. Em va venir
al cap que tenia un cabell de cavall al calaix. Vaig encendre
la camara de R-X i el vaig exposar durant dues hores. A la
cambra fosca, vaig revelar la pel-licula i alli estava.. una
reflexi6 a 1.5 A que corroborava que I'Unica estructura
possible era la de I'hélix alfa. Aixi que el dilluns vaig entrar
com un raig a I'oficina de Bragg i li ho vaig ensenyar.

Bragg: "Qué t'ha dut a fer aquest experiment?"
Perutz:"Doncs la rabia de no haver sabut trobar jo
mateix aquesta bonica estructura!"

Bragg: "Tant de bo thagueés fet enfadar abans.."




Historia i fonaments CRX-II El "problema de la fase"

-Aquesta equacio matematica, es correspon amb la que va desenvolupar Joseph Fourier el
s. XVIIl i s'anomena Transformada de Fourier.

f(S) nfﬂ'p(r)e‘h’ ‘dxdydz; | —— p(r)-ffff{S)e":"’ *dS

Transformada de Fourier Inversa
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Historia i fonaments CRX-I|

L'ANEGUET

EL GAT




Historia i fonaments CRX-I|

Fi: LANEGUET
®i: EL GAT

Fi: EL GAT
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Historia i fonaments CRX-I Incorporacié de metalls pesats a cristalls de proteines

-"-'Ib | developed my first X-ray photograph of

mm Hﬁ'ﬂqhﬁm my mood alfered

bebtwesn songuine hopes ol immedials

success and desparale lforebodings of aif
passible causes of fallure.

! wos jubilant when the diffrachon spais
appeared in exaoctly the some posifions as in
the mercury-free protein, bul with siightly
alterad (nfensity, exactly as | hod hoped”,

Soaking amb En un grup de
metalls. ja era Harvard s'havia
conegut per a comprovat que
compostos petits I'activitat de
I'Hemoglobina no

canviava amb
mercuri.




Historia i fonaments CRX-II Incorporacioé de metalls pesats a cristalls de proteines

+i

+i +i

La fase d'un compost de pocs electrons amb un metall s'apropa a la del metall sol
(Métode d'obtencié de fases classic)




Historia i fonaments CRX-II Tecnica del Reemplagcament Isomorf, 1956

Hemoglobina — 34.000 &
Hg — 80 €

'
Imaginary
part

David
Harker

D. Harker aporta la metodologia per I'analisi de la fase per Reemplacament Isomorf (MIR)




Historia i fonaments CRX-II Posicio dels atoms pesats, Funcioé de Patterson, ~ 1940s

Durant una estada (1933-1946) al
laboratori de Bertram E. Warren (MIT),
va publicar la seva famosa funcio.

P v,u) = 3 B ¢ usbotis)

fubel

Arthur Lindo
Patterson

S )

Crystal Crystal

Patterson



Historia i fonaments CRX-II Primer model d'una proteina, 1958

.r ' ‘

John
Kendrew

Ja que la mioglobina era una proteina mes petita,
es va poder resoldre primer, a 6 A de resolucio




Historia i fonaments CRX-I| Problemes en el calcul de la fase

Les imprecisions en la mesura, impossibilitaven la resolucié amb dades més
complexes (mioglobina a alta resolucio o I'hemoglobina)




Historia i fonaments CRX-I| Problemes en el calcul de la fase

D. Blow and F. Crick trobaren a partir de I'is de probabilitats la sol-lucié optima al problema




Historia i fonaments CRX-I| Problemes en el calcul de la fase
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La f.0o.m promig de totes les reflexions, ens dona una idea de la qualitat del "fasejat"




Historia i fonaments CRX- 1959, una nit d'estiu (1) ...
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Mapa de densitat electronica a alta resolucio (2A) de la mioglobina




Historia i fonaments CRX-II 1959, una nit d'estiu (2) ...

Seccions de densitat electronica Esquema "nocturn" tragat per en M. Rossmann
de la hemoglobina a 35




Historia i fonaments CRX-I| L'estiu del 1959

Mioglobina (balena), John Kendrew et. al Hemoglobina (cavall), Max Perutz et. al

-Confirmacio hipotesis (estructura globular proteines, hélix alfa, laevo aminoacids, etc..)
-Confirmacio teoria de I'evolucio de Darwin des de l'estructura




Historia i fonaments CRX-I| L'estiu del 1959

"Hi havia tres coses que feien especial tant el laboratori com
la gent que alli hi treballava:

1) Tothom estava disposat a sol-lucionar quaslevol
problema en qualsevol moment. Incloent-hi, naturalment, els
liders dels grups com en John i en Max.

2) L'equipament era d'elevada gama per aquell moment.
Generadors de R-X amb anode rotatori (fets per I'enginyer
T. Broad); un microdensitometre per mesurar un ingent
nombre de reflexions, i la computadora EDSAC-II en el
laboratori de Matematiques -a tocar- (probablement la
computadora més velo¢ d'aquell moment a nivell mundial)
varen contribuir enormement a fer aquell treball possible.

3) Finalment, els molts distinguits visitants varen estimular-
nos i ens feren sentir que treballavem en problemes molt
rellevants.”

Bror Strandberg, 2009

‘The Hut', Cavendish Lab, MRC, Cambridge, 1958




Historia i fonaments CRX-I| L'estiu del 1959




Historia i fonaments CRX- Naixement de la biologia estructurall

J. Kendrew

J. Steinbeck

B &

Premis Nobel 1962:
-Estructura de I'ADN
-Estructura de les primeres proteines

The Cavendish Laboratory, Cambridge
(dir.. W. Lawrence Bragg)



Historia i fonaments CRX-I| 1960's: Lisozima

 oess  May I 'S NATURE

STRUCTURE OF HEN EGG-WHITE LYSOZYME
N A These i R 1 ot 3 A Rt

b Da CC P BAEL O D F EDNEG® D G A MAR D A C 7 NOWETS
- Cw DL C NELLP:, i Ou W A LARMA
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-El primer enzim (1965)

-El primer complexe enzim-substracte
(1967), demostra I'unio, residus
catalitics i proposa un mecanisme.




Historia i fonaments CRX-II 1960's: Carboxipeptidasa, ...

-Carboxipeptidasa (1967)
-Quimiotripsina (1967)

-Ribonucleasa (1967)

-Papaina (1968)

Dorothy
Crowfoot H.

-Insulina (1969)

Nova estructura — nou aveng
(ex. errors en la sequenciacio papaina)




Historia i fonaments CRX-II 1970's: El banc de dades de proteines

B Most Visited + [EJIBMB . Rodalies [@UBUNTU~ [@JOBS~¥ [QuVIC EMeteo [@DICCs~ [@BANCS:
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PROTEIMN DATA BANK

An Information Portal to
As of Tuesday Jul 29, 2014 at 5 PM PDT there are 10

= i PDB-101

Search Ewerything Author Macromaolecule Seguence Ligand (7]

Advanced == g.9., PDB ID, molecule name, author

Browse Search History, Previous Results

-Lactat deshidrogenasa (1970)
-Citocrom C (1971)

-ARNLt (1973, 1974)

-Primer virus esféric, TBSV (1978)

Primera utilizacioé radiacio sincrotro:
-Desy, Alemania
-Stanford, CA, EUA)




Historia i fonaments CRX-I| 1970's: Sincrotro

How a Synchrotron Works

: 4 Focusing the Beam
4 Storage Ring . Keeping the eleciron beam absolutely rue is vital when
The bovstar ring feads slactrons into the storage ring, & many-sided donut-shapad fube, The fuba & the material you re studying is measured in billonths of
mamtainad under vacuar, 45 frae a5 possible of air or other stray atoms that could defiact the ametrs. This precise control s accompished with
electron beam, Computar-controled magnets keep the heam absolitely true. computer-controlled puadnupole ffour pole) and
mwh stk pole] magnets. Smal adiustments with

Synchrotran ight is produced when the bending magnets deflect the ehnmimnr gach setof
bending magnets is connected fo &1 expenmental station or beamiine, f
othervise manjpiate the iight at each beamling fo get the ngh

£ mnmm electron beam

 Beady, Aim..
B j Ty Simchrotron lipht starts with an
B P S glactron gun A heated element, or
3 An Energy Boo i cathade produces free electrons
wich are pullad through a hole in the
emd of the gun by 8 powerfl elecinc
figld, Thiz produces an slactron
stream about the width of 8 human

slectrons 1o ravelin a cirele. f
Waves are used o add evenmare
speed, The booster ning ramps up the

microwaves and radio waves chop the

angrgy in the elaciron stream fo straam info bunches, or pulsas. The e

benween 1.5 and 29 gigasiectron volts glsctrons also pick up speed by catching”

V). This is enough energy i prodiice the microwaves and radio waves. When

synchrodron fght in the infrared & hard they st the fnag, the lectrons are

X-ray range. traveling a1 99,9986 per cont of the speed of Source: Universily of Saskatchewan/

light and carry about 300 milion afectron Paradigm Medin Group inc.



Historia i fonaments CRX-I| 1970's: Sincrotro

D1

%, Storage Ring

Bending

Magnet

alternatively Slits

DCM

Attenuator

Experiment

KEY Sample
. Slits

M
CCD

Detector



Historia i fonaments CRX-I|

1970's: Reemplagament molecular

Michael G.
Rossmann

Estructura a resoldre

MGDKPIWEQIGSSFIQHYYQLFDNDRTQLGATY
IDASCLTWEGQQFQOGKAATIVEKLSSLPEFQKIQH
SITAQDHQPTPDSCIISMVVGQLKADEDPIMGE
HOMFLLKNINDAWVCTNDMEFRLALHNEG

Estructura ja resolta
(similar)

PSPLLVGREFVRQYYTLLNKAPEYLHREFYGRNSSY
VHGGVDASGKPQEAVYGONDIHHKVLSLNEFSECHT

KIRHVDAHATLSDGVVVQVMGLLSNSGQPERKEMQ
TEVLAPEGSVPNKEFYVHNDMERYEDE

¢
001 25 30
002 721 85 <
003 26.9 310

etc...

que els superposi.

Per a qualsevols dos objectes similars,
colocats a I'atzar un respecte l'altre,
podem trobar una rotacié + una traslacio

origin 6
HKL F ¢
001 104 120
002 31 10
003 52.2 280
etc...



Historia i fonaments CRX-II 1970's: Reemplagcament molecular
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Del total d'estructures al PDB, es creu que
hi ha unes 1500 families de plegaments. S s B R e

Es creu que al menys hi ha un .

q emprada en la resolucio
representant d'un 80% d'aquestes d'es?tructures He
families. :




Historia i fonaments CRX-I| 1980's: Primer virus huma
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Virus del refredat, serotip 14
HRV14 (1985)




Historia i fonaments CRX-I|

Robert Johann
Huber Deisenhofer

Quinone

Chlorophyll A

Beta Carotene

S D2
\ .

Vanganese Stabiizing entre ftoreactiu de la fotosintesi (1986)




Historia i fonaments CRX-II 1980's: Criocristal-lografia

Ada
Yonath

Primers cristalls del ribosoma: vitrificacié a -80C per evitar dany degut a la radiacio.




Historia i fonaments CRX-I| 1990's: Explosio d'estructures

100,000

overing mouse over the

es can be viewed by h

Yearly Growth of Total Structures

number of structur

Us difraccié anomala
per 'phasing'

Els grans avencgos en el camp fa que hi hagi un
increment notable de I'obtencid d'estructures de
proteines més o menys rellevants.

Avencos en software
especialitzat




Historia i fonaments CRX-I| 1990's: Difraccié anomala
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Historia i fonaments CRX-I|

'PHASING":
Molecular Replacement): J. Navaza
(AmoRe), A. Vaguin (MOLREP)

MANIPULACIO MAPES:
G. Bricogne (DM), K. Cowtan (DM)

REFINAMENT D'ESTRUCTURES:
R. Sheldrick (SHELX), G. Murshudov
(REFMAC)

Jorge Garib
Navaza Murshudov



Historia i fonaments CRX-II 2000's: Grans complexes macromoleculars

Tom A.
Steitz




Historia i fonaments CRX- 2000's: Automatitzacioé | genomica estructural

L'automatitzacio de moltes de les etapes del procés de resolucié estructural per cristal-lografia
de R-X ha dut a intentar resoldre exhaustivament totes les proteines vinculades amb un
centre d'interés determinat (per ex. genomica estructural de I'HIV, de M. tuberculosis, ..)




Historia i fonaments CRX-I|

Millores tecnologiques: enginyeria genetica

3000
2000
1500

1000
750

500

PCR
U44N-L2055H U44N 3’
5’ L2055H
U44N 5-GAACCCATATGGCAATGACTCG-3
L2055H 5-TTCTAAGCTTTCAGATATTGGTGCTCGC-3’

Avencos en biologia molecular: PCR,
clonatge per recombinacio (1960-...)




Historia i fonaments CRX-II Millores tecnologiques: font de R-X

Tub Crookes (1910)

Anode Rotatori
(1930)

= Argonnn Guast Hewso
1]

APS Canferonie Contos
=

RUExtraction Bldge &

Sincrotro
(1970)




Historia i fonaments CRX- Millores tecnologiques: font de R-X




Historia i fonaments CRX-I|

Millores tecnologiques: detectors

Pel-licula
(1930)

"Image Plate'
(1990)'

CCD
(2000)




Historia i fonaments CRX-II Millores tecnologiques: detectors

Primers ordinadors
(1950)

EDSAC-I

EDSACHII



Historia i fonaments CRX-II Millores tecnologiques: detectors

Actualitat (2014)




Historia i fonaments CRX-II Cristal-lografia de proteines a Espanya i Catalunya

'Es fa necessari l'estudi de I'estructura de seqliéncies especifiques d'’ADN amb
significacio genética i la seva interaccié amb proteines mitjangant la difraccié de
R-X (..) A Espanya no existeix cap grup de treball que treballi en aquest tema, ni
existeix cap difractometre apte per aquest treball (..) a la reunié sobre tendencies
atuals en Quimica (..) es va recomanar que algun grup espanyol adoptés

aquesta linia d'investigacio”.
J. A. Subirana

(Sol-licitud PN de la primavera de 1986)

Primers anodes rotatoris (R-X), 1988

IQF Rocasolano CSIC Madrld



Historia i fonaments CRX-II Cristal-lografia de proteines a Espanya i Catalunya

Structure of d(CACGTG), a Z-DNA hexamer
containing AT base pairs. Nucleic Acid Res (1988).

Coll M, Fita |, Lloveras J, Subirana JA, et al.

D Pare Lhesti e e Hanceians

~ 30 grups: (1/2 Paisos Catalans + 1/2
Espanya)

CSIC  (Barcelona, Madrid, Valéncia,
Salamanca, Granada, ..)

IRB, CNIO, CIC bioGUNE

UPC, UAB




Historia i fonaments CRX-II Cristal-lografia de proteines a Espanya i Catalunya

= X -;---'I P FE "._‘-.'.":"'_'Hll-h'i_' e WA

P gy

ALBA, Cerdanyola del Valles




Historia i fonaments CRX-II Resum de la cristal-lografia aplicada a proteines

=] a2 1802500




Historia i fonaments CRX-II Futur de la biologia estructural i de la cristal-lografia (RMN)

[ e y -

I " = l - m’ .I 114

Técniques alternatives: ;"‘:.HI b Lin
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) |25 :




Historia i fonaments CRX-II Futur de la biologia estructural i de la cristal-lografia (ME)|

Tecniques alternatives:
Microscopia Electronica (ME)




Historia i fonaments CRX-I|

Tecniques alternatives:
Crio-microscopia (Crio-ME)

Cowpea mosaic (3124)

Bacteriophage
X174 (3354

TBE-RSP (3104A)

e

& _—— @

T=4 Ty Relro (392A) SpV-4 (360A)

Flackhouse (330A) Human rhung (3204)

ar=t:

; (‘
Lah ViR
el e
Co a chigrotic B19
mittle (284 A) parvovirus (260A)

L-A (4304}

Paleo (320A)

Bactencrhods




Historia i fonaments CRX-I| Futur de la biolo

gia estructural | de la cristal-lografia (XFEL)

Peak Brilliance

36
10 Tl g R T R
XFEL

Tecniques alternatives: XFEL

1030

3" Generation

Synchrotrons
Ili Ili Ii II‘\‘]I‘I[‘ “i ui Ii Ilili Ili“i#li Ili !I‘ Ili\i EI‘IH II‘ Lli AI‘ Ilililliiilli o

1012

106 ooy s o | sy S8
1850 1900 1950 2000 2050 LCLS X-ray pulses

Calendar Year

Electron source
and accelerator

Magnetic structure

Electron trap

Light beam

Experiment

Aerosol sample injector

Detector assembly
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Historia i fonaments CRX- Futur de la biologia estructural i de la cristal-lografia: CURIOSITY
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