PROGRAMA Y CRONOGRAMA

Criomicroscopia electronicay cristalografia de rayos X en la frontera de la
biologia estructural

Centro de Microscopias Avanzadas CMA (FCEN-UBA)
26 de agosto al 6 de septiembre de 2018
Buenos Aires

Modalidad
Teobrico-Problemas: 60 hs
Laboratorio: 20 hs
Horario: Lu-Vi9a 18 hs

Aprobacién
Examen tedrico al final del curso.

Unidad 1. Estructura y Funcién de Biomoléculas

Biologia Estructural y Biotecnologia. Técnicas y resultados de la Biologia Estructural. Niveles
de organizacién estructural de las biomoléculas. Importancia biolégica del agua. Interacciones
no covalentes en medio acuoso. lonizacién del agua, equilibrio idnico y sistemas reguladores.
Estructura y propiedades de los aminoacidos. Estereoisomeria y comportamiento acido -
base. Péptidos y enlace peptidico. Analisis de la composicion de aminoacidos y de la
secuencia de las proteinas. Introduccion a las técnicas de purificacion y caracterizacion de
proteinas. Uso de las secuencias de proteinas para el analisis de relaciones evolutivas.
Caracterizacion estructural de macromoléculas. Métodos espectroscopicos y sus
aplicaciones: espectroscopia de absorcién, fluorescencia, dicroismo circular, infrarrojo,
espectrometria de masas. Determinacion de la estructura tridimensional de macromoléculas
mediante resonancia magnética nuclear y difraccion de rayos X.

Unidad 2. Cristalografia

Redes y Celdas Elementales

Redes, vectores translacion, redes centradas, parametros de red, celdas elementales, celda
reducida (Niggli), simetria de redes, coordenadas atomica, ejemplos de estructuras simples:
cobre, hierro, magnesio.

Direcciones y Planos cristalograficos.

Idea intuitiva a partir de la forma externa cristalina, planos cristalinos, ley de los indices
racionales, indices de Miller, direcciones, ejes de zona, familias de planos y el espaciado
interplanar: indices de Bragg, la red reciproca y algunas de sus propiedades.

Elementos y Operaciones de simetria puntuales

Elementos de simetria puntual: centro de inversion, plano especular, ejes de rotacion, ejes de
inversion, notacién, combinacién de elementos, los grupos puntuales, aplicaciones a los
poliedros de coordinacién (tetraedro, octaedro y cubo) y moléculas simples (benceno y
metano).

Elementos y Operaciones de simetria cristalinos

Elementos de simetria con traslacién, restricciones, planos con deslizamiento, ejes roto-
translacionales, el plano con deslizamiento “d”, redes de Bravais, sistemas cristalinos, grupos
espaciales, representacion, simbolos y notacién, lectura de tablas e interpretacién, la unidad
asimétrica, relacién entre V, Z y p, derivacién de las coordenadas atémicas, las posiciones
especiales, ejemplos y aplicaciones.

Unidad 3. Difraccion
Fuentes de radiacion




Generacion de rayos X, espectro discreto y continuo, fendmeno de absorcion vy filtros,
generadores de tubo sellado y anodo rotatorio, sincrotrén. Otras fuentes: electrones y
neutrones.

Dispersion (Scattering) de ondas

Interferencia entre ondas (dispersidon coherente e incoherente), redes de difraccion, difraccion
por un cristal, enfoque de Bragg y Laue-Ewald, factor de forma atdmico, factor de estructura,
dispersién andémala, la re-apariciéon de la red reciproca, simetrias en la distribucion de
intensidades: grupos de Laue.

La experiencia de difraccion por material cristalino

Difraccion por muestras mono y poli-cristalinas, técnicas experimentales e instrumentos
usuales, ventajas comparativas de cada método, factor de Lorentz-polarizacion, el problema
de las fases: relacién entre factor de estructura e intensidad, relacién entre fases y
coordenadas atomicas, calculo de densidad electronica.

Cristales reales

Efectos térmicos: factor de Debye-Waller, fenomeno de extincion primaria y secundaria,
simetrias en la distribucion de intensidades: regla de Friedel, pares de Bijvoet, aplicaciones en
la determinacion de la estructura absoluta.

Unidad 4. Obtencion de cristales
Nucleaciéon primaria y secundaria. Efectos de las impurezas presentes. Crecimiento de
cristales.

Unidad 5: Resolucion vy refinamiento de estructuras cristalinas
Métodos directos: multi-solucion y adicion simbdlica.

Métodos de Fourier: Calculo de la densidad electronica, sintesis de Fourier, sintesis de
Fourier diferencias. Diferencia en la determinacion de las posiciones de los atomos pesados.
Las diferencias cruzadas de Fourier. La dispersién anémala y su uso en la solucién del
problema de la fase. Método de la sustitucion isomorfa multiple

Métodos en el espacio reciproco: métodos de atomo pesado, funcién de Patterson.
Significado fisico. Ejemplos de calculo La sintesis de la diferencia de Patterson.
Determinacién de la posicion de los atomos pesados en la celda unidad mediante el uso de la
diferencia de Patterson. Resolucion del problema de la fase por remplazo molecular. Funcién
de rotacion y de traslacion. Simetria no-cristalografica. Interpretacion de los mapas de
densidad electronica.

Refinamiento de la estructura. El refinamiento de las fases. El método MAD. Cuerpo rigido.
Constrained y restrained. Uso de términos geométricos y energéticos en el refinamiento.
Teoria de Cuadrados Minimos, Aplicacidon a monocristales. Clase Practica. Procesamiento de
Datos, construccion del modelo y refinado.

Unidad 6. Analisis de Resultados
Resultados directos y derivados. Evaluacion de la calidad de los datos reportados.

Unidad 7. Microscopia electrénica tridimensional

Introduccién al concepto de particula unica. Métodos de microscopia electronica con tincion
negativa y en condiciones criogénicas (CryoEM). Plataformas para experimentos de CryoEM.
Equipamiento necesario. Automatizaciones.

Unidad 8. El microscopio de transmisién electronica.
Generadores de electrones, lentes, columnas, camaras de muestras, filtros de energia,
detectores, sistemas de vacio.




Unidad 9. Preparacion de las muestras y colecta de datos.

Tipos de grillas y soportes. Preparacion de las grillas a temperatura ambiente y en
condiciones criogénicas. Montado de las muestras en microscopio. Alineamiento.
Configuracion de parametros. Limitaciones de dosis. Heterogeneidad.

Unidad 10. Formacién de la imagen
Transformada de Fourier y espacio reciproco. Contraste de amplitudes y fases. Funcién de
transferencia de contraste (CTF). Desenfoque y su efecto. Filtros.

Unidad 11. Procesamiento y analisis de datos

Pretratamiento de las micrografias. Alineamiento de las peliculas. Correccién de la camara y
anisotropia. Correccion del CTF. Seleccion de particulas. Centrado. Alineamiento.
Clasificacion 2D. Mascaras. Reconstruccion angular y proyecciones. Clasificacién 3D.
Heterogeneidad. Desorden estructural. Refinamiento. Construccién del modelo. Validacion.
Interpretacién del modelo atémico. Depdsito en bancos de datos (EM y PDB).
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SEMANA 1 Lunes 26/08 Martes 27/08 Miércoles 28/08 Jueves 29/08 Viernes 30/08
* Presentacion del curso | “Estructuray Funcién de |« g| microscopio electrénico TP2 — Procesado de
(Tedrica 0) proteinas * Preparacion de las muestrag  * Procesado de datos imagenes en SCIPION
Mafiana (Tedrica 2) (Cryo-EM, Negative staining) CryoEM hasta obtencién de mapa
(9-13) * Introduccion Historica y i * Colecta de datos (Tedrica 6) (computadoras)
Cristalografia y Cryo EM *EXpresion de proteinas (Tedrica 5) JM CARAZO GARCIA JM CARAZO GARCIA
(Tedrica 1) (Tedrica 3) JM CARAZO GARCIA
JM CARAZO GARCIA
* Introduccién a TEM
(Negative staining,
Cryo-EM) TP1 - Preparacion de RMN
* Instalaciones muestra tincién negativa y (Tedrica 8)
Presentacion poster de europeas coleccion de datos (CMA- .
Tarde las tareag de _ *Pr_ogrgma}s de FCEN) Proc%%%%ﬁﬂe datos Bioinf,ormética
(14 — 18) investigacion de los financiacion (i-NEXT, M B_QRGNIA (Tebrica 7) (Teodrica 9)
participantes INSTRUCT, etc) Preparacién de muestra IM CARAZO GARCIA
* Ejemplos de Cryo-EM y coleccion de Nanobodies

estructuras
(Tedrica 4)
A PODJARNY

datos (virtual-ESPARNA)

(Tedrica 10)
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SEMANA 2 Lunes 2/09 Martes 3/09 Miércoles 4/09 Jueves 5/09 Viernes 6/09
Validacién
* Introduccion a la (Teorica 17)
* Introduccion a la Determinacion *Modelado T TERWILLIGER
Cristalografia : : y * Deposito de las
* Simetria Estructural de T reflnam.lento RX estructuras en bases de
Mafiana *Red directa Proteinas TP3 — Cristalizacién de (Tedrica 15) datos (PDB
(9-13) reciproca y *Mapas de densidad Lisozima EMDataBanI;)
(Tedrica 11) eIegt_romca Tutorial (Tedrica 17)
(Tedrica 13) T TERWILLIGER (A PODJARNY / T
TERWILLIGER/ M
BORGNIA
*Cristalizacion de
proteinas TP4 - Seleccion y Mesa redonda CryoEM y
* Rayos Xy difraccion *Estrategias de Medicién de Cristales *Modelado cristalografia de RX en
* Dispersion Anémala medicion refinamiento CryoEM América Latina: en la
*Funcion de Patterson *Difractdmetro/ TP5- Resolucién o y frontera de la biologia
Tarde *Métodos d Si 6 ructural do d (Tedrica 16) tructural
(14 - 18) étodos de incrotrén estructural- procesado de estructura

resolucién
(Tedrica 12)

(Teorica 14)

datos de difraccion
(Demostrativa)

Tutorial
T TERWILLIGER

Repaso General (1 hs)

Examen Final
(16 — 18 hs)
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