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Abstract

X-ray data collection is central experiment in a crystal
structure analysis. Recent advances such as cryogenic
cooling and two-dimensional detectorshave madedatacol-
lection technically easier, but it remains fundamental sci-
entific procedure underpinning the whole structura
analysis. A brief discussion of the most important aspects
of the data collectionisgiven. Reviewson X-ray data col-
lection techniques in macromolecular crystallography can
befound in: International Tablesfor Crystallography, Vol-
ume F, 177 - 195

Uvod

Meéfeni difrakénich dat je zdkladni experiment v krystalové
strukturni analyze. Pro struktury malych molekul jsou
bézn¢ méfena data do atomového rozliSeni (vétSinou do
0.8 A), takze fazovy problém miize byt fesen piimo a pozi-
ce atoml mohou byt rafinovany plné anizotropnim mode-
lem.

Krystaly makromolekul jsou z hlediska méfeni difrak-
va z velikosti elementarni buiiky, diky které jsou primérné
intenzity reflexi mnohem nizsi a jejich pocet vyssi ( tabulka
1). Za druhé, ¢ast objemu krystalu tvoii kanaly vyplnéné
neusporadanym rozpoustédlem, takze dale snizuji intenzitu
reflexi na vysokém rozliSeni a ve vétsiné ptipadd omezuji
rozliSeni na mnohem niz8i nez atomové. Za tieti, opét
pfedevsim diky obsahu rozpoustédla, jsou krystaly citlivé
na radiaéni poskozeni. Nedavny technicky pokrok
v méficich metodach, jako napf. pouzivani synchrotrono-
vého zafeni, méfeni zmrazenych krystall a vysoce u€inné
plosné detektory, usnadnil méteni, ale to stale zlstava
zakladem celé strukturni analyzy. Proto je nezbytné tomuto
klicovému kroku vénovat maximalni pozornost.

Tabulka 1. Velikost elementarni buiiky a pocet reflexi.

Mrtitovy | Objem . .
.. Y Pocet Prim.
Slou¢enina parametr | bunky reflexi intenzita
[A] [A]

Organicka sl. 10 1000 2000 1
Supermolekula | 30 27000 | 30000 1/27000
Protein 100 10° 10° 10°
Virus 400 108 10° 10°®

1. Soucdasti proteinového difraktometru

Pro sbér dat z makromolekularniho monokrystalu pfi
konkrétni vinové délce potiebujete difraktometr slozeny
z nasledujicich soucasti:

(1) zdroj RTG zateni

(2) optickou soustavu pro fokusaci RTG zafeni na vzorek
(3) monochromator pro selekci jedné vinové délky zafeni
(4) kolimator pro upravu rozmérd RTG zareni

(5) ,,z&veérku* (shuter) pro kontrolu expozice vzorku

(6) goniostat spojeny s drzakem vzorku

Dale je velice vhodné mit k dispozici:

(1) zafizeni pro méteni zmrazenych krystala

(2) tcinny plosny detektor

(3) software pro méfeni, ukladani a zobrazovani
exponovanych dat

(4) software pro zpracovani dat, tj. ziskdni intenzit
jednotlivych Braggovskych difrakei a jejich chyb.

2. Zdroj RTG zateni - rota¢ni anoda

Ve strukturni analyze makromolekul je praktiky vzdy
pouzivana Cu anoda s fixni vlnovou délkou 1.542 A
(pokud neni zdrojem synchrotronové zafeni). Rotacni
anoda ma proti klasické rentgence vyhodu vyssi intenzity
RTG zateni. Systémy jsou dnes bézné vybaveny grafi-
tovym monochromatorem, nebo fokusa¢nimi zrcadly,
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nebo vicevrstvou optikou (Osmic), které zajist'uji fokusaci
a monochromatizaci RTG zafeni. Velice dulezita je volba
apretury kolimatoru, ta by méla odpovidat velikosti
krystalu, avsak pro velké krystaly s velkou elementarni
bunkou je lépe pozit kolimator s mensi apreturou néz
velikost krystalu pro lepsi prostorové rozliseni reflexi.

3. Goniostat a detektor

Difrakéni podminka je pro konkrétni reflexi splnéna pokud
odpovidajici bod reciproké miize protina plochu Ewaldovy
sféry. Pokud je ozafovan stacionarni krystal RTG zafenim,
pak pouze nékteré reflexe spliuji difrakéni podminku.
Proto pokud chceme zméfit vet§si mnozstvi dat ( pokud
mozno vSechny meéfitelné, tj. kompletni soubor dat),
musime zménit bud’ velikost Ewaldovy sféry nebo orien-
taci krystalu. Prvni moznost, s vyuzitim polychromatické-
ho, ,,bilého” RTG zafeni je zaklad Laueho metody. Pokud
pouzivame monochromatické zafeni vybrané vlnové
délky, pak musime geometrii krystalu béhem expozice
menit tak, aby byly difrakéni podminky splnény pro vice
reflexi. Proteinové difraktometry prakticky vzdy pozivaji
rotaci krystalu a plo$ny detektor.

Prvnim plosnymi detektory byly fotografické filmy
automaticky snimané optickymi denzitometry. Takto digi-
talizované difrakéni obrazce byly pieneseny na disk.
Hlavni nevyhody pouziti fotografickych filmi byla
pracnost, Casova narocnost, vysoké pozadi a maly
dynamicky rozsah. Postupné byly vyvinuty dal$i plosné
detektory: dratové proporcionalni ¢itace, ,,Imaging plates™
a koneéné¢ CCD detektory (charge-coupled devices ).
Prakticky vSechny soucasné plosné detektory jsou dnes
pouzivany v kombinaci s goniostatem, ktery zajiStuje
rotaci krystalu okolo jedné osy béhem expozice. Zbylé
pfistroje vyuzivaji kappa geometrie (o, x, @) kolibky
goniometru pro nastaveni krystalu do dalsi pocatecni
polohy, ale béhem méfeni taktéz rotuji krystal kolem jedné
08y.

4. Zaklady rota¢ni metody

Pti pouziti Ewaldovy konstrukce (obr. 1), ktera je geomet-
rickou interpretaci Braggova zakona, je monochromatické
zafeni representovano povrchem koule o poloméru 1/A a
krystal reciprokou mifizkou. Reciproka miizka sestava
z bodu lezicich na konci vektorti kolmych k difrakénim
rovinam a jejich délka je umérna prevracené hodnoté mezi-
rovinné vzdalenosti 1/d. Pfi rotacni metod¢ je krystal
otacen o dany thel definovany jako uhel o.

Pro krystal v jedné orientaci bude pouze mala Cast
reflexi spliiovat difrakéni podminku. Pocet reflexi bude
velice maly pro malé molekuly (v nékterych orientacich i
nulovy). Krystaly makromolekul maji vSak vétsi
elementarni buiiky (a, b, ¢ v fadu 100 A), pokud srovnava-
me s vlnovou délkou pouzitého zafeni, coz v geometrické
interpretaci znamena, ze reciprokd miizka je velice husté
zaplnéna vzhledem k velikosti Ewaldovy sféry. Z toho
vyplyva, ze mnoho reflexi difraktuje soucasné do riznych
smért, jelikoz mnoho bodt reciproké miizky lezi soucasné
na povrchu Ewaldovy sféry. To také vysvétluje vyhodu
velkych plosnych detektorti pro méfeni krystalt s velkou
elementarni buiikou.

Obr.1. Ewaldova konstrukce. Bod reciproké mritky leti na
povrchu Ewaldovy sféry pokud je splnena nasledujici trigono-
metrickd podminka: 1/2d = (1/A) sin 6. Po jednoduché Gpravé
dostaneme Braggovu rovnici: A = 2d sinf. Takte pokud bod
s indexy &kl reciproké mfitky leti na povrchu Ewaldovy sféry, je
splnéna difrakéni podminka a dojde k difrakci v daném sméru.

Body reciproké miize lezi v rovinach, takze protinaji
Ewaldovu sféru v kruznicich. Odpovidajici difraktované
reflexe z centra Ewaldovy sféry tak tvoii kuzely a jelikoz
pii vétsing experimentt je detektor umistén kolmo na smér
primarniho svazku zateni, tvoii reflexe rovin elipsy (viz
obr. 2). Pokud né¢kterd osa krystalu lezi téméi paralelné
s primarnim zafenim, elipsy vytvaieji soustiedné kruhy
s centrem ve stiedu detektoru. VSechny reflexe lezici na
jedné kruznici (elipse) maji jeden index spolecny a pro
necentrované bunky postupné vzrusta o jednotku. Vzdale-
nosti mezi kruhy zaviseji na prevracené hodnoté parametru
rovnobézného s primarnim zatenim.

Obr. 2 Rovina reflexi, ktera je pfiblitné kolma k zafeni da
vzniknout elipse reflexi na detektoru.

4.1. Mosaicita krystalu a divergence zafeni

Pii Ewaldové konstrukci predpokladame idedlni zdroj
zareni s totalné paralelnim zafenim a idealni krystal se
vSemi elementarnimi buiikami stejn¢ orientovanymi, takze
vysledkem by byly bodové, nekonecné ostré Braggovské
difrakce. Redlné experimentalni podminky se od tohoto
idealu lisi ve tfech aspektech. Za prvé, dopadajici zareni
neni nikdy dokonale paralelni, za druhé, redlné zateni neni
striktné monochromatické a za tfeti, realné krystaly jsou
tvofeny malymi mosaikovymi bloky, které nejsou vzajem-
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Obr. 3 Schematické znazornéni divergence zateni & amosacity
krystalu n. (a) V ptimém prostoru, (b) v reciprokém prostoru,
kde je Ewaldova sféra rozsitena diky konecné $iice pasu pout’ité
vinové délky dSA/A.

né presn¢ stejn¢ orientované. Pokud méfime krystaly
makromolekul pfi laboratorni teploté je rozpéti vzajemné
orientace mosaikovych blokli (mosaicita) vétSinou do
0.05°, ale pokud krystaly mé&fime zmratené miite mosai-
cita vzrast at’ na 1° i vice. VSechny tyto efekty (schema-
ticky znazornéné na obr. 3) rozsifuji difrakce na vétsi
rozsah rotace krystalu.

4.2. Rotaéni snimKky a ,,Jlunes“

Pokud chceme zméfit dalsi reflexe, které v danné orientaci
nelezi na povrchu Ewaldovy sféry, pfi pouziti monochro-
matického zareni, musime krystalem otacet aby pro dalsi
reflexe byly splnény difrakéni podminky. Pokud je krystal
otaCen okolo jedné osy b&hem po sob¢ nasledujicich

expozicich, jedna se o rotaéni metodu. V praxi je rota¢ni
osa skoro vzdy kolma k dopadajicimu zafeni, tak aby byla
zachovéna symetrie mezi obéma polovinami kompletniho
snimku. Toto je nejCastéji pouzivand metoda pii méfeni
difrakénich dat krystald makromolekul. Pokud je krystal
rotovan béhem expozice, elipsy popsané pro fixni pozici
krystalu méni svoji pozici. Vysledkem je, ze snimek
vznikly béhem expozice obsahuje vSechny difrakce mezi
dvémi limitnimi pozicemi elips na zacatku a konci dané
rotace, které tvofi tzv. ,,pilmésice ( lunes ).

L

n~A¢

Obr. 4. Vzhled ,lunes*: (a) krystal s malou mosaicitou, (b)
krystal s velkou mosaicitou.

< Aep

4.3. Caste¢né a upIné zméiené difrakce

Pfi rotaéni metod¢ vznikaji ,,lunes” jez obsahuji difrakce
mezi elipsami vzniklymi mezi misty, ktera byla na
Ewaldové sféfe protata danou rovinou reciproké miizky
mezi zacatkem a koncem rotacniho intervalu Ag. Pokud
byla Ewaldova sféra protata danym bodem reciproké miize
kompletné, je zméfena uplné a naopak, pokud bod
reciprokého prostoru prosel jen z ¢asti Ewaldovou sférou,
dokon¢i prichod pti dalsi rotaci a dana reflexe je na
jednotlivych rotacnich snimeich registrovana po castech.
Vzhledem k velké hustoté reciproké miize je nemozné
zméfit vSechny reflexe naraz béhem jedné velké rotace,
jelikoz by dochazelo k prekryvani difrakci. Na Sitku
,Hlunes mé zasadni vliv mosaicita krystalu (vliv diver-
gence a mosacity nelze jednoduse separovat, navic diver-
gence je prakticky konstantou pro dany zdroj a je vétSinou
zanedbatelna ve srovnani s mosaicitou). Pokud je mosacita
mala jsou ,,lunes” Uzké, naopak velkd mosaicita znacné
roz§ifuje plochu ,,lunes* (viz obr. 4).

)
\g/

(a) b )

<

()
Obr. 5. Sitka ,,lunes* je tm&rma A (rota¢nimu thlu na jednu

expozici). Velikost Ag (rotacni tthel na jednu expozici) roste
od (a) do (c¢), at’ u (c) dochazi k prekryvu.
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4.4. Velikost rota¢niho intervalu

Zasadnim parametrem rotacni metody je velikost rota¢niho
intervalu na jednotlivou expozici. V praxi existuji dva
zakladni pfistupy: velké a malé rotacni intervaly (v origina-
le wide and fine slicing ¢ ). Obé metody maji své vyhody i
limitace. Jemné vzorkovani minimalizuje pozadi, umoz-
nuje presné fitovani difrakéniho profilu ve ¢. Hrubé
vzorkovani je vhodné pokud doba éteni z detektoru je
relativné dlouhd a dale vétSina reflexi je zméfena jako
uplné zmétené. Na obr.5 muzete vidét vliv velikosti rotac-
niho intervalu na $ifku ,,lunes.

4.5. Vzdalenost krystal detektor

Dalsim zasadnim parametrem rotaéni metody je vzdalenost
od krystalu k detektoru (d). Na vSech difraktometrech pro
méfeni makromolekularnich krystalti je tato vzdalenost

meénind, vétSinou je minimalni vzdalenost limitovana
moznou srazkou detektoru s goniometrem nebo chlazenim
a maximalni vzdalenost je dana konstrukéni volbou
vyrobee. Cim kratsi je d, do tim vétsiho rozliseni je mozno
mefit. JelikoZ je vSak rozliseni téméf vzdy limitovano dif-
rakéni kvalitou vzorku, je vhodné nastavit vzdalenost tak,
aby byla vhodn¢ vyuzita celd plocha detektoru (jak pravi
klasici proteinové krystalografie: ,,Je dilezité méfit inten-
zity, nikoli indexy®.). S d souvisi i prostorové rozliSeni
jednotlivych difrakci. Dalsi faky je fokusace svazku
zateni, pokud je zareni fokusovano na urcitou vzdalenost,
pak jsou difrakce nejlépe prokresleny v této vzdalenosti.
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Abstract

In biocrystallography, neutron diffraction is used mainly to
determine the position of hydrogen atoms, the position and
orientation of solvent water bound to the biomolecules and
the position and low-resolution structure of other mole-
cules rich in hydrogen, if this information cannot be ob-
tained otherwise. The low flux of neutron beams limits this
method to exceptionally large crystals or to non-crystalline
material. This report focuses on single-crystal structure de-
termination. Experimental setup at LADI instrument at ILL
including a high-resolution position sensitive detector for
Laue diffraction is described. Deuterisation of the sample
as a way to increase the signal-to-noise ratio and the possi-
bilities it creates for selective labeling are discussed.

Advantages of neutron diffraction - why to use
neutrons

Neutron diffraction is used much less than X-ray diffrac-
tion for protein structure determination. This is because the
flux of neutron beams is much lower than the flux of X-ray
beams, and also because of low availability of neutron
sources. Nevertheless some problems can be solved only
by diffraction of neutrons [1]. The main advantage of neu-
trons is their relatively high elastic scattering by hydrogen.
Hydrogen atoms can be seen in maps obtained with neu-
trons even if they are not visible with X-rays. Neutron dif-
fraction is therefore used to determine the positions of
important hydrogen atoms, such as atoms involved in enzy-
matic reactions or in important hydrogen bonds and to

study hydratation of biomolecules. Neutron diffraction can
tell us whether a particular acidic group is dissociated or
has a hydrogen atom bound to it, it can discriminate be-
tween water and hydroxyl anion in the active site of an en-
zyme, it can determine the orientation of a water molecule.
Even if only low resolution data can be obtained, neutron
diffraction can give us information on the position of sol-
vent or other hydrogen containing molecule. In such cases
labelling of the molecule of interest by replacing its hydro-
gen atoms by deuterium is used.

In contrast to X-rays, neutrons are not scattered by elec-
trons but by the nuclei of atoms in biological materials. The
interactions of neutrons with nuclei depend on strong nu-
clear forces and the scattering amplitudes vary from ele-
ment to element in a non systematic way, which means
atoms of similar atomic mass can be distinguished which
would seem the same with X-rays. Even different isotopes
or nuclei with different spin have different scattering am-
plitudes.

The scattering amplitude of hydrogen is of the same or-
der of magnitude as the amplitudes of other atoms predomi-
nating in biological molecules (Table 1.), so the scattering
by hydrogen is not overridden by heavier atoms. The scat-
tering from hydrogen can be increased even more by re-
placing hydrogen 'H by deuterium (*H, often written as D).
The deuterium amplitude is almost twice as high as that of
hydrogen 'H. Moreover incoherent scattering, which cre-
ates background in the diffraction image, is lower for deu-
terium than for hydrogen. The deuterium amplitude is
positive, while the hydrogen 'Hamplitude is negative.
When hydrogen atom is bound to a heavier atom, the neigh-
bouring positive and negative densities can partially cancel
out. This does not happen with deuterium. The difference
between hydrogen and deuterium scattering can be used for
labelling only some atoms and/or computing difference in
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