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Una técnica imprescindible para comprender el funcionamiento de las macromoléculas
biolégicas.

La cristalizacion de grandes moléculas
bioldgicas es un problema de gran dificultad
que se aborda utilizando desde las teorias
clasicas de crecimiento cristalino hasta las
tltimas  tecnologias de investigacion
espacial. Su importancia reside en que es el
paso ineludible para desvelar la estructura
intima y para comprender el funcionamiento
de estas moléculas, protagonistas
indudables de la ciencia del siglo XXI.

Cristales de Proteina... ¢ Para qué?

El conocimiento de la estructura
molecular tridimensional de un compuesto
es a menudo la condicion sine qua non para
avanzar en determinadas lineas de
investigacion, particularmente en ciencia de
materiales, quimica y bioquimica. Durante
este siglo, se han ido desarrollando una
serie de técnicas espectroscopicas y de
difraccion para la determinacion de la
estructura a escala atémica de la materia.
Desafortunadamente, conforme aumenta la
complejidad de la molécula (en general el
niamero de atomos), la cantidad de
informacion experimental necesaria para
elucidar su estructura también aumenta
haciendo que, para una determinada
técnica, primero se pierda precision en el
calculo y, posteriormente, se haga imposible
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determinar la estructura. Las técnicas basadas
en la difraccion de los rayos X por
monocristales son actualmente las que con mas
eficacia proporcionan la informacién necesaria

para la determinacibn de  estructuras
moleculares, permitiendo el célculo casi
rutinario de la estructura de pequefias

moléculas y siendo las Unicas disponibles para
abordar la estructura de las grandes
macromoléculas bioldgicas (Figura 1). Para
hacernos una idea de esto, basta con echar una
ojeada al Protein Data Bank (la mayor base de
datos de estructuras de macromoléculas
biolégicas, http://pdb.ccdc.cam.ac.uk/): alli hay
registradas 8278 estructuras (a fecha de hoy) el
82.1% de las cuales se ha obtenido por
difraccion de rayos X, el 15.6% por Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) y el 2.3% han sido
propuestas por modelos tedricos.

Hasta aqui las buenas noticias, la mala es
que, a partir de un determinado compuesto, no
siempre es facil (o incluso posible) obtener un
cristal del tamafio y calidad suficientes para
realizar un experimento de difraccion de rayos
X. ¢Significa esto que hemos cambiado un
problema por otro? No, aunque a primera vista
asi parezca. Los problemas con que
tropezamos cuando intentamos cristalizar un
compuesto, por descorazonadores que puedan
resultar, nunca son debidos a una limitacion
fundamental irresoluble de la técnica, sino al



desconocimiento o la complejidad de la
fisicoguimica de las interacciones a escala
molecular o al uso de técnicas de
cristalizacion no adecuadas en cada caso
concreto.

¢Por qué es tan dificil obtener cristales
adecuados de determinados compuestos?
Cuando se cristaliza una sustancia, lo que
hacemos es favorecer que las moléculas se
ordenen en un entramado periddico
tridimensional. En esa ordenacion juegan
fundamentalmente dos procesos
consecutivos en el tiempo. El primero de
ellos es el transporte de las moléculas hacia
las caras del cristal por difusion o
conveccion, mientras que el segundo es la
incorporacion de esas moléculas a aquellas
posiciones sobre la superficie del cristal que
mejor se adaptan al orden periddico
tridimensional. El éxito de la cristalizacion
esta pues ligado intimamente a la velocidad
relativa de los procesos de transporte de
moléculas hacia el  cristal y de
reordenamiento de las mismas en la
superficie del cristal. Tetris, un videojuego
tan popular como adictivo, ilustra a la
perfeccién este importante concepto?™. En
este juego nos enfrentamos al reto de apilar
en la parte inferior de la pantalla una serie
de piezas de diferentes formas que caen
desde la parte superior a una velocidad
creciente. En esta analogia, el apilamiento
ordenado de piezas representa la estructura
de un cristal, las piezas que caen
corresponden a las moléculas o unidades de
crecimiento (habitualmente oligdbmeros) en
la solucion, la velocidad a la que caen las
piezas representa la cinética de transporte
de las unidades de crecimiento hacia el
cristal y la pericia del jugador representa la
cinética de superficie del cristal. Jugando al
Tetris se puede comprobar la importancia de
la relacion "velocidad de transporte" /
“cinética de superficie" ("velocidad de caida
de fichas" / "pericia del jugador') en la
calidad del cristal resultante. Si llamamos J

el nimero de piezas por unidad de tiempo que
caen, para valores de J pequeiios, el jugador,
por poca habilidad que tenga, tiene tiempo de
trasladarlas y/o rotarlas para que se acoplen
perfectamente a las posiciones adecuadas para
formar un agregado correcto. A medida que J
aumenta, las piezas caen a mayor velocidad y
al jugador le serd dada vez mas dificil
colocarlas en posicion correcta, por lo que
empieza a aparecer cierto grado de desorden
con huecos cuyo numero sera mayor a medida
que J aumenta, es decir, el “cristal” que se
obtiene es mas defectuoso. En el limite, a
valores de J muy altos, al jugador le resulta
imposible apilar las piezas correctamente y lo
que obtiene es un  amontonamiento
desordenado, es decir un solido amorfo.
Resumiendo, si queremos crear una estructura
periodica perfecta necesitamos suministrar las
unidades de crecimiento a una velocidad mas
lenta que la necesaria para que éstas se
coloquen en la posicion correcta.

La pregunta, por tanto, es ¢Cual esta
velocidad Optima? Tetris nos proporciona la
respuesta correcta: si la velocidad de caida de
fichas es tan alta que no podemos ordenarlas,
perdemos enseguida y nos aburrimos; en el otro
extremo, si las fichas caen a una velocidad tan
baja que nos sobra mucho tiempo después de
rotar y desplazar la ficha, también nos
aburrimos (en Tetris hay una tecla para dejar
caer una ficha que ya esta correctamente
orientada;  desafortunadamente con las
moléculas en una solucion eso no funciona).
Por lo tanto, el experimento de cristalizacion
ideal sera aquel en el que las moléculas lleguen
a la superficie del cristal con velocidad igual o
menor a la de su reorganizacion en la
superficie. ElI problema en cualquier caso es
asegurar que el transporte de moléculas hacia
el cristal sea lo mas lento posible. Por eso, los
grupos de crecimiento de cristales tratamos de
utiizar medios difusivos. La difusion, el
mecanismo de transporte de masa mas lento,
consiste en un flujo direccional que se produce,
curiosamente, debido al movimiento aleatorio
(no direccional) de las moléculas a escala
microscopica dentro de un gradiente de



concentracion. Para hacer que los procesos
difusivos dominen el transporte de masa de
tal forma que se limite el transporte
convectivo, mucho mas répido y cadtico,
existen dos posibilidades:

a) hacer que las fuerzas gravitatorias sean
de menor intensidad que otras fuerzas no
direccionales. En la practica se usan
fuerzas capilares confinando la solucion
en voliumenes pequefios dentro de

al) capilares (por ejemplo capilares muy
transparentes a los rayos X, que
pueden utilizarse directamente para la
obtencién de datos estructurales).

a2) geles, puesto que el entramado solido
de un gel, que encierra un sistema
poroso relleno de un fluido, permite la
difusion de reactivos a la vez que
reduce enormemente el efecto de las
fuerzas gravitacionales sobre la
solucion.

b) crecer los cristales en microgravedad,
una tecnologia costosa que aun tiene un
cierto nimero de problemas a resolver
pero que obviamente es el escenario
ideal (el mas “limpio”) para realizar
experimentos en medios difusivos
tridimensionales.

Pero esto no es todo

Todas las técnicas habituales de
cristalizacion pueden implementarse
utilizando cualquiera de estas posibilidades.
Asegurando un medio de transporte de
masa difusivo, bastaria pues seleccionar las
condiciones iniciales idéneas para alcanzar
lentamente la sobresaturacion adecuada
para la cristalizacion. ¢Cuales son esas
condiciones idoneas? Este es el principal
problema del crecimiento de cristales y las
técnicas hoy en dia utlizadas para
resolverlo consisten en el mejor de los
casos en un screening de las condiciones
experimentales o simplemente en el ensayo

y error, lo que en ambos casos significa cientos
o miles de experimentos hasta dar con el juego
de condiciones éptimas.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado en
los ultimos afios una técnica de crecimiento de
cristales que se puede implementar tanto en
capilares como en geles o en el espacio y que
reduce y en algunos casos evita esa tediosa
basqueda. La técnica se basa en la
contradifusibn del compuesto que se quiere
cristalizar y de su agente precipitante, es decir
el compuesto utilizado para disminuir la
solubilidad del compuesto a cristalizar. Su
implementacion necesita por tanto de dos
recipientes, en uno de ellos se coloca una
solucion del compuesto a cristalizar y en el otro
una solucion del agente precipitante. Ambos
recipientes se conectan a través de un tercero
que se rellena con un liquido que no interfiera
en la reaccion de precipitacion, por ejemplo el
solvente utilizado para prepara las soluciones.
El truco en esta técnica consiste en escoger
unas condiciones iniciales que mantengan el
sistema lejos del equilibrio, es decir justo al
contrario de lo que habitualmente se hace en
los experimentos de cristalizacién.  Si
conectamos ambos recipientes, las dos
soluciones empezaran a difundir una contra la
otra. Debemos asegurar que una de las dos
(concretamente la del agente precipitante)
avance mas rapido de tal forma que “invada” a
la otra. En el caso de la cristalizacion de
macromoléculas, el hecho de que la constante
de difusiébn de la macromolécula sea mucho
mayor que la de su agente precipitante
(habitualmente una sal) asegura este requisito.
En el caso de compuestos con difusividades
similares a los de su agente precipitante, el
mismo efecto se consigue aumentando la
concentracion relativa del agente precipitante.
El segundo requisito es provocar una fuerte
precipitacion tan pronto se encuentren ambas
soluciones, de manera que se forme un
precipitado amorfo. Esto se consigue
simplemente utilizando una solucién con una
concentracibn muy alta del compuesto a
cristalizar. Si nos aseguramos (tercer requisito)
de que la camara de proteina sea



suficientemente larga, la técnica estara lista
para funcionar.

La Figura 2 muestra el funcionamiento de
esta técnica. Hasta que las dos soluciones
no se encuentran, tan solo existe un
transporte de masa a lo largo del reactor,
hacia la derecha el agente precipitante,
hacia la izquierda la proteina, se produce un
maximo de sobresaturacion que se desplaza
en la direccion en que lo hace el reactivo
gue difunde mas rapido (en este caso la sal)
(figura 2, arriba). La sobresaturacion del
compuesto a cristalizar dependerd de la
solubilidad del compuesto en funcion de la
concentracion del agente precipitante. Tan
pronto como ambas soluciones se mezclan,
la sobresaturacion crece rapidamente
puesto que las condiciones iniciales estan
muy alejadas del equilibrio hasta que
alcanza el valor critico para la nucleacion
del compuesto produciéndose un
precipitado amorfo. Esta precipitacion
provoca la caida local del valor de
sobresaturacion hasta 1 (equilibrio) al
reducirse la concentracion del reactivo que

esta precipitando. Como el agente
precipitante viaja mas rapido (primer
requisito), un segundo maximo de

sobresaturacién se producira algo mas a la
izquierda que la sobresaturacion critica para
la nucleacibn mas lentamente lo que
provocara la formacion de un precipitado
algo mas ordenado, un precipitado
policristalino. EI  nuevo méximo de
sobresaturacién se desplazara nuevamente
hacia adelante y su velocidad de avance se
hace mas lenta, por lo que a continuacion
precipitaran algunos cristales pequefios. En
la iteracibn de este proceso hacia el
equilibrio, el sistema terminara encontrando
unas condiciones en las que se formaran
grandes cristales aislados de O&ptima
calidad. El efecto global es por tanto una
“onda” de sobresaturacidon que avanza a lo
largo del recipiente que contiene la solucion
del compuesto a cristalizar probando un
cierto numero de condiciones de
cristalizacion hasta encontrar las

condiciones Optimas de sobresaturacion y
velocidad de avance de la sobresaturacion sin
tener que recurrir a tediosos experimentos de
screening.

Usando capilares

Para implementar un  sistema de
contradifusion en medios capilares hemos
ideado, especialmente para la cristalizacion de
proteinas, una técnica muy sencilla. En primer
lugar, se prepara un gel en un recipiente. Una
vez que éste ha gelificado, se rellena un capilar
de los utilizados corrientemente para rayos X
con la solucién de proteina, y se sella uno de
sus extremos con cera de abeja o con un
material plastico. A continuacion se pincha el
capilar en el gel de tal forma que se mantenga
perpendicular a la superficie del gel y se vierte
sobre ésta la solucion de agente precipitante.
Con esta técnica que denominamos "Método de
Acupuntura en Gel" por razones obvias, se
consiguen excelente resultados con capilares
de diametro menor de 0.6 mm, puesto que con
mayores didmetros no es posible evitar los
flujos convectivos. Con ella hemos conseguido
cristales que llegan a rellenar completamente el
diametro del capilar (Figura 3).
Sorprendentemente, cuando esto ocurre su
crecimiento no se detiene, puesto que la
estructura atomica de los cristales de proteina,
con enormes poros, permite a las moléculas del
agente precipitante difundir a través del cristal,
gue continua creciendo puesto que el cristal no
tapona el acceso del agente precipitante. Asi
hemos logrado crecer cristales cilindricos de
numerosas proteinas de hasta 12 mm de largo.
La calidad de estos cristales es la mas alta
conseguida hasta el momento.

Usando geles

Si queremos obtener cristales de mayor
diametro (que no longitud) se han de utilizar
soluciones gelificadas, puesto que aumentar el
diametro del capilar aumentaria también la
contribucién del transporte convectivo. Los dos
tipos de gel mas utilizados son los de agarosa
(un gel térmico de polimerizacion reversible) o



los de silice (un gel quimico irreversible). La
implementacion de un sistema
contradifusivo es también facil en este caso.
Basta con gelificar la solucion de la proteina
al pH adecuado (que varia con cada
proteina), se coloca entonces sobre ella una
solucion gelificada al mismo pH sin proteina
ni agente precipitante y, finalmente, se vierte
sobre este ultimo gel la solucién del agente
precipitante. El gel ideal para este tipo de
experimento seria un entramado poroso que
no interaccionara con las moléculas de
proteinas ni con la del agente precipitante.
Aunque se consiguen resultados adecuados
utilizando geles de silice fabricados con
tetramethoxisilano o geles de agarosa de
bajo contenido en sulfato, este gel ideal no
existe actualmente.

Usando microgravedad

Finalmente, la técnica de contra-difusion
puede ser implementada sin usar geles y sin
limitaciones de espesor si los experimentos
se realizan en condiciones de gravedad
reducida en aviones de vuelo parabdlico, en
cohetes sondas, en lanzaderas espaciales o
en estaciones orbitales. En las lanzaderas
espaciales, los valores de la gravedad son
entre diez mil y un millon de veces mas
pequefios que en la superficie de la tierra,
por lo que la sedimentacion es
practicamente despreciable al igual que la
conveccién que se genera por diferencias
de densidad dentro de la solucion. El
transporte de masa es por tanto
practicamente difusivo, un escenario ideal
para experimentos de cristalizacion. De
hecho, desde hace diez afos, las agencias
espaciales de Europa, América, China,
Japon y Canada vienen realizando
experimentos de cristalizacion de proteinas
en condiciones de microgravedad. Los
resultados han sido en general
prometedores, pero aun queda mucho por
comprender antes de poder explotar
comercialmente  la  cristalizacion  de
proteinas en la Estacion Internacional del
Espacio (ISS) que entrara en

funcionamiento en el 2002. El efecto de la
aceleracion residual, la recogida de cristales, la
dependencia de la calidad cristalina sobre los
mecanismos especificos de crecimiento, etc.,
son problemas aun abiertos. Tras varios afios
de investigacion espacial en crecimiento de
cristales de macromoléculas por parte de
grupos de todo el mundo, el volumen de
informacion disponible estd alcanzando un
volumen critico que permite empezar a
comprender y aislar algunos puntos cruciales
para el futuro de las técnicas de microgravedad.

El préximo octubre, la lanzadera espacial
Discovery de la NASA en la mision STS-95,
llevar4 a bordo una serie de experimentos de
distintos grupos europeos financiados por la
Agencia Espacial Europea que generaran
nueva informacion sobre la cristalizacion de las
proteinas en el espacio. Los experimentos se
llevardn a cabo en la APCF (Advanced Protein
Crystallization Facility), un instrumento disefiado
y construido en Europa (ver recuadro "La
APCF"). En este vuelo vamos a realizar una
serie de experimentos, continuacion légica de
nuestros trabajos en tierra y de un vuelo previo
en 1996 (LMS, misién STS-78), encaminados a
comprender los procesos de contradifusion en
microgravedad y los factores que los afectan.
Puesto que el objetivo de los experimentos es
comprender mejor la fisica del proceso de
crecimiento, hemos seleccionado para su
realizacion una serie de proteinas "modelo"
(lisozima, ferritina y apoferritina) con un
comportamiento fisicoquimico bastante bien
conocido.

Experimento 1. Gradiente de concentracion
alrededor del cristal

En primer lugar, es imprescindible tener una
vision clara de los gradientes difusivos que se
forman alrededor de los cristales en crecimiento
como consecuencia del consumo de moléculas
de proteina por parte del cristal. Este gradiente,
asi como su comportamiento durante el
crecimiento son fundamentales para entender el
régimen cinético en que crece el cristal, lo que a
su vez condicionard las ventajas, en términos



de calidad de cristal, obtenidas al crecer el
cristal en microgravedad.

STS-95 seréa la segunda mision en la que
la  APCF volara equipada con un
interferometro Mach-Zehnder para estudiar
la concentracion de los reactivos dentro de
la cdmara de proteina. El interferémetro
Mach-Zehnder basa su funcionamiento en la
separacion de dos haces coherentes de
laser con frente plano, uno de los cuales se
hace pasar a través de la solucion que
gueremos estudiar. Después de atravesar la
solucién, el frente de onda estarad
distorsionado debido a las variaciones del
indice de refraccion en diferentes partes de
la solucién con diferentes concentraciones
de los reactivos y, al recombinarlo con el
haz de referencia, se observa un patrén de
interferencias que contiene informacion
sobre la concentraciones de los reactivos en
diferentes partes de la solucién. Los
resultados de interferometria que obtuvimos
de la primera misién en 1996, indican el
gran potencial de esta técnica, pero también
hacen patentes las dificultades para
interpretar los resultados en experimentos
"normales” con los reactores de la APCF.
En particular, el alto nimero de cristales que
se suelen obtener, el hecho de que éstos se
muevan (ver experimento 3) y su pequefio
tamafio hacen dificil el analisis de datos
interferométricos. Para subsanar estos
problemas, realizaremos un experimento en
el que un solo cristal, completamente fijo,
crezca a partir de la solucion. Esto sera
posible usando por primera vez en el
espacio técnicas de inseminacion (seeding).
El principal problema de las técnicas de
inseminacién con cristales de proteina
consiste en la estabilidad mecénica de los
cristales, extremadamente plasticos y muy
poco resistentes. Para solucionar esto
hemos desarrollado una técnica para
obtener cristales reforzados de proteina este
reforzamiento se obtienen creciendo los
cristales en una matriz gelificada
(contradifusion en geles) a alta
concentracion, con lo que el entramado del

gel queda incluido dentro del cristal de proteina
reforzandolo. Este cristal reforzado es recrecido
dentro del reactor cuando el experimento se
activa. Para evitar que la nucleacién de otros
cristales interfiera en las medidas, las
condiciones experimentales se ajustaran de tal
manera que no se produzca nucleacion de
nuevos cristales sino sélo crecimiento de la
semilla.

Experimento 2. Movimiento de cristales.

Una vez establecido un gradiente alrededor
del cristal, el crecimiento del cristal continuara
en un régimen estable controlado por dicho
gradiente y que condicionara la calidad del
cristal. Para esto es condicidon indispensable
gue el cristal permanezca fijo con respecto a la
solucion, algo que intuitivamente cabria esperar
de los experimentos en microgravedad. Sin
embargo, como pusimos de manifiesto
recientemente, a pesar de que los niveles de
gravedad existentes durante los experimentos
en la APCF son de entre diezmilésimas y
millonésimas de g, los cristales se mueven
durante el experimento. Este hecho ha sido
explicado cualitativamente apelando a las
pequefas aceleraciones (residual y mareal) a
que estd sometido el transbordador espacial
durante su 6rbita asi como a las pequefias
aceleraciones "accidentales® a que se ve
sometida la nave debido a la actividad a bordo
de la misma. Ningun estudio cuantitativo ha sido
realizado hasta ahora, en parte debido a la
dificultad en la correlacion de datos y a que las
imagenes obtenidas  son proyecciones
bidimensionales del experimento, con lo que se
pierde informacion sobre la trayectoria
tridimensional de los cristales. Para obtener
valores  cuantitativos de los vectores
desplazamiento, lo cual es imprescindible para
intentar correlacionar correctamente los valores
de aceleracion con los movimientos de los
cristales, es necesario tener al menos dos
imagenes de la camara de proteina obtenidas a
diferente angulo. A este fin, disefilamos un
nuevo reactor APCF que, gracias a un sistema
de doble periscopio, permite obtener dos
imagenes del experimento desde direcciones



perpendiculares (Figura 9). Estos reactores
también pueden ser usados para realizar
reconstrucciones tridimensionales de
cristales en crecimiento. Para la realizacion
de este experimento es necesario disponer
de un registro acelerométrico que aporte
valores cuantitativos de las aceleraciones a
las que se ve sometida la APCF durante el
vuelo segun tres direcciones
perpendiculares.

En este experimento se creceran cristales
de lisozima, ferritina y apoferritina; la
primera de ellas ha sido seleccionada
porque ya disponemos de datos sobre
movimiento de cristales de lisozima mientras
gue las otras dos han sido seleccionadas
por tener el mismo habito cristalino pero
diferentes densidades, una situacion ideal
para estudiar la repuesta de los cristales al
mismo entorno de aceleraciones.

Experimento 3. Camaras de crecimiento
largas.

Como ya dijimos, uno de los requisitos
para la realizacion de experimentos que
exploten todas las ventajas de la
contradifusion es que la camara de
crecimiento sea larga. Esto es necesario
para que la "onda de sobresaturacion” tenga
espacio para avanzar buscando las
condiciones idéneas para el crecimiento de
los cristales. Uno de los resultados mas
sorprendentes de nuestras investigaciones
previas con reactores APCF es que el
tiempo necesario para la homogeneizacion
del agente precipitante dentro del reactor es
inferior (en las condiciones habitualmente
utilizadas) al tiempo necesario para obtener
ndcleos cristalinos. Por ello, a pesar de que
los reactores APCF se disefiaron para
implementar  técnicas difusivas de
crecimiento de cristales, su funcionamiento
no aprovecha las caracteristicas de las
técnicas de contradifusion.

Este experimento se realizard usando
reactores expresamente disefiados en

nuestro laboratorio para disponer en la APCF
de camaras de crecimiento lo suficientemente
largas como para mantener un gradiente de
contradifusion de la proteina y el agente
precipitante durante un tiempo suficientemente
largo como para que la precipitacion de los
cristales se produzca siguiendo el patron
espaciotemporal tipico en los experimentos de
contradifusion. Este reactor, que ocupa el
espacio de tres reactores convencionales, tiene
una camara de proteina con una longitud de 67
mm, un orden de magnitud mayor que ninguna
camara disponible para crecimiento de cristales
de macromoléculas en el espacio y puede ser
observado mediante video e interferometria.

Observando el proceso de crecimiento de
cristales en estos reactores asi como los
gradientes de los reactivos involucrados
(mediante interferometria) y comparando estos
resultados con los obtenidos en tierra usando
otras implementaciones de las técnicas de
contradifusion (geles y capilares) y con las
simulaciones de ordenador completaremos
nuestra vision de las técnicas de contradifusion
y estaremos mas cerca de ser capaces de
adaptar las técnicas de crecimiento de cristales
de macromoléculas en medios difusivos a los
requerimientos cada vez mas altos para la
explotacion tanto cientifica como comercial de
estas técnicas.

La APCF

La Advanced Protein Crystallisation Facility
(APCF) es el laboratorio en miniatura con que
se ha dotado la Agencia Espacial Europea para
desarrollar la cristalizacibn de grandes
moléculas biolégicas en condiciones de
microgravedad en Europa. Este laboratorio ha
sido utilizado previamente en cuatro misiones
desde 1993 por diferentes grupos de
investigacion para realizar experimentos a
bordo del transbordador espacial de la NASA y
previsiblemente continuara operando en el
modulo europeo de la Estacion Orbital
Internacional a partir del afio 2000, donde



estara acompafiado por un desarrollo mas
reciente, la Protein Crystallisation Diagnostic
Facility (PCDF) actualmente en su fase final
de disefio.

La APCF, construida y mantenida por
Dornier GbmH es un contenedor
automatizado de unos 40 Kg que puede ser
montado en el Shuttle middeck del
transbordador espacial de la NASA, y el
Express rack de la ISS. La agencia espacial
Europea dispone de dos modelos de vuelo.
En el interior de cada uno de ellos, hasta 48
experimentos (12 de ellos con observacion
de video e interferometria) pueden ser
realizados  en reactores  especiales
construidos para implementar las tres
técnicas de crecimiento de cristales de
proteinas disponibles cuando se disefio la
APCF, esto es: didlisis, difusion de interfase
libre y gota colgante. Los experimentos
comienzan simultdneamente con la puesta
en marcha de la unidad a cargo del
especialista de mision una vez en Orbita,
con lo que comienza la ejecucion de una
secuencia preprogramada de pasos que
incluyen la activacion de los reactores,
diferentes operaciones de comprobacion de
condiciones experimentales, la adquisicion
de imagenes e interferogramas de algunos
de los reactores vy, finalmente, la
desactivacion de los reactores.

Tras el aterrizaje del transbordador, la APCF
es desmontada del rack y abierta, los
reactores son extraidos y enviados bajo
condiciones controladas a los grupos de
investigacion para estudiar los cristales
obtenidos. Algun tiempo después, los
grupos de investigacion que tenian
asignados recursos de observacion en video
o interferometria reciben un CD-ROM con
las imagenes obtenidas durante el vuelo. Y
este es el material de que se dispone para
estudiar que pas6 durante el experimento.
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