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The neutron structure of hen egg white lysozyme at pH
7.0 determined to 2.0 A resolution at LADI experimental
station showed that neither of the catalytic residues Glu 35
and Asp 52 was protonated at pH 7.0, while earlier neutron
studies had shown that Glu 35 is protonated at pH 5.0 [8].

The position of deuterium atoms of the bound water in
concanavalin A was determined at 2.4 A resolution by
Laue diffraction. The authors were mainly interested in wa-
ter bound in the saccharide binding site and in the metal
binding site [9].

The hydrogen bonding network of cellulose II was de-
termined by neutron fibre diffraction [10].

The hydratation of DNA in A conformation was deter-
mined by neutron fiber diffraction [11]. Two chains of wa-
ter molecules were found in major groove, one chain linked
the oxygen atoms of the phosphate backbone and a water
feature was found in the centre of the molecule which was
not resolved in the direction of the axis of DNA and which
is supposed to be sequence-dependent.
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Abstract

The use of synchrotron radiation allowing a rapid determi-
nation of complex structures of macromolecular assem-
blies has recently induced immense progress in molecular
biology. Nowadays, about 80 sources of synchrotron radia-
tion offer almost hundred experimental beamlines suitable
for protein crystallography. The paper gives some basic in-
formation about measurement of protein crystals at the syn-
chrotron sources and describes the beamlines often visited
by Czech protein crystallographers.

V poslednich dvaceti letech jsme byli svédky obrovského
rozvoje molekularni biologie, ktery nastal poté co se poda-
filo zvladnout metodiku experimentalniho stanoveni mole-
kularni struktury biologickych makromolekul pomoci
difrakce rtg zareni. Znalost struktury nesmirné slozitych
komplexd ma pro pochopeni procesi odehravajicich se
v biologickych systémech zakladni vyznam a proto se
»proteinova krystalografie® stala nezbytnou soucasti mole-
kularni biologie a biotechnologickych aplikaci potiebnych
pfi navrhu 1é¢iv. Proteinova krystalografie dovede v sou-

Casné dob¢ popsat nejen molekularni strukturu a dyna-
miku, ale umoznuje i velmi ptresny odhad slabych mezi-
molekularnich interakci v makromolekularnich systémech
(hydrofobni sily, hydratace, vodikové mustky), které
rozhoduji o jejich struktufe a funkci. Velkou vyhodou
proteinové krystalografie je, ze ur€uje strukturu proteinu a
jeho interakce s okolim v jeho pfirozeném vodném pros-
tredi, umoznuje pozorovat zmény struktury a adhezi mezi
proteiny piizménach pH, atd. V navaznosti na zlepSujici se
dostupnost zdroji synchrotronového zafeni, propojeni
s metodami molekularniho modelovani a s NMR tech-
nikami, pfedstavuje rtg strukturni analyza v souc¢asné dobé
nejsilngjsi a nejrychlejsi nastroj studia struktury a funkce
biologickych systémut na molekularni Grovni.
Synchrotronové zateni, u které¢ho je mozné dosdhnout
velice kratkych pulsii zafeni s obrovskou koncentraci
energie zafeni na velice malé plose (fadové desitky
mikrontdl), podstatné rozSifuje moznosti tradini rtg
strukturni analyzy. Nové zavadéné metody experimen-
talniho stanoveni struktury excitovanych systémi pomoci
synchrotronového zafeni umoziuji sledovat prabeh
nékterych chemickych a biochemickych reakci s Casovym
rozliSenim zmén struktury az 100 pikosekund. Ve svété
existuje mnoho desitek synchrotront a nékteré z nich maji
ve&tsi mnozstvi svazkl zafeni vyuzivanych pro proteinovou
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Tabulka 1

Arménie 1 Indie 2 Némecko 6 Tajwan 1

Australie 1 Italie 2 Rusko 7 Thajsko 1

Brazilie 2 | Japonsko 17 Singapur 1 Ukrajina 2

Cina 4 | Jizni Korea 2 Spanélsko 1 USA 12

Dansko 2 | Jordansko 1 Svédsko 3 Velka Britanie 2

Francie 4 | Kanada 1 Svycarsko 1

krystalografii. Tabulka 1 ukazuje pocty synchrotronti
v ruznych zemich.

Prestoze v CR obdobné zatizeni nemame, uéast CR
v EMBL a smlouvy s mezinarodnimi stfedisky pro vyuziti
synchrotronového zafeni (ESRF v Grenoble a Electtra
v Trieste) umoznuji naSim védctim plnohodnotné prova-
déni vlastnich experimentd. V tomto piispévku je uveden
struny popis experimentalniho vybaveni center orien-
tovanych na feSeni problémli z molekularni biologie
v ESRF, na zdroji synchrotronového zateni Elettra a nékte-
rych dal§ich vybranych laboratofi v Evropé a USA.

1. Vybrana evropska zafizeni vyuZivajici
synchrotronového zareni

1.1 European Synchrotron Radiation Facility - ESRF

ID2 — Biocrystallography

Undulétor s proménnou vinovou délkou nebo undulator
s vlnovou délkou 1 A. Uhlikové filtry absorbuji vinové
délky nad 2.5 A. Monochromatisace pomoci kryogenicky
chlazeného dvoukrystalového monolitického Si(111)
monochromatoru. Koncentrace svazku pomoci ,,Rh-coated
double focusing toroidal mirror* s fixni geometrii zvySujici
tok fotonl v misté vzorku 15 krat. Jsou pouzitelné pouze
pro vinové délky nad 0.73 A. Pétikruhovy difraktometr - @,
%> ®, a dva 20 kruhy s rameny osazenymi dvéma detektory
umoziuje orientaci vzorku a méfeni Friedelovych part na
stejném snimku. Difraktometr je fizen softwarem SPEC
umoziujicim soucasnou praci obou detektort. Eulerova
geometrie s plnymi kruhy.

ID9 — Laueho metoda (White Beam Station)

Mnohafunkéni zafizeni. Siroké spektrum vinovych délek
umoziuje soucasnou registraci velkého poctu reflexi a
usnadiiuje tak provadéni experimenti s kratkym casovym
rozliSenim (time resolved Laue diffraction).

Exposi¢ni doba mtize byt od mikrosekund az do 100 ps
pfi pouziti jednoho shluku elektronii na obé&zné draze
synchrotronu. Femtosekundovy laser laditelny v rozsahu
450-800 nm s délkou pulsu od 100 fs do 100 ps, 30 puJ na
jeden puls. Bézi s frekvenci 900 Hz.

BM13-14 — Britsko-Spanélské konsorcium

1D 13 — Mikrofokusni proteinovd krystalografie

Mikrodifraktometr umistény zde dava velmi maly primér
(5/10/30 um) primarniho svazku vysoce koncentrovaného
zareni a ma vynikajici optiku pro justovani mikrokrystalki.

ID14 — Makromolekularni krystalografie

Na ctrnactém segmentu jsou dva svazky zafeni (A, B)
vyuzivajici wigglert, kazdy se dvémi experimentalnimi
boudami (hutch 1,2,3,4).

ID14 Exper.Hutch I

Standardni méfeni proteintu. CCD detektor MAR 165 mm.
Chlazeni vzorku na 100 K pomoci Oxford Cryostream.
ID14 Exper.Hutch 2

Standardni méfeni proteini. Kolimace svazku zafeni
dvéma pary stérbin, kontrola intensity primarniho svazku
pomoci ioniza¢ni komory. Vzorek miize rotovat kolem
jedné osy (@), registrace zatfeni CCD detektorem firmy
X-Ray Research s prumérem 165 mm. Doba piecteni 3.5
vtetiny. Chlazeni vzorku na 100 K pomoci Oxford Cryo-
stream.

ID14 Exper.Hutch 3

Zatizeni uvadéné letos do provozu.

ID14 Exper.Hutch 4

Zatizeni vhodné pro anomalni difrakci. SAD and MAD
experimenty.

Beamline ID23

Bude dokoncena v pfistim roce a bude dedikovéana auto-
matickému méfeni proteinovych krystali. Dva undulatory
budou slouzit dvéma koncovym stanicim 1D23-1 aID23-2.

Stanice ID23-1 bude s laditelnou vinovou délkou (6 -
20 keV) pro experimenty s anomalni difrakci (MAD).
Druha stanice ID23-2 bude mit pevnou vinovou délku
odpovidajici 14 keV.

ID29 — Anomalni difrakce (SAD, MAD)

MM M v

Zatizeni urcené pro feseni obtizné fesitelnych makromole-
kularnich struktur pomoci anomalniho rozptylu (Single
and Multiple-wavelength Anomalous Diffraction — SAD,
MAD experimenty).

BM30A — Proteinovd difrakce

Standardni méfeni difrakce proteinti. Svazek zafeni 0.3 x
0.3 mm, MAR 345 Image detektor, MAR CCD 165 mm,
cold room.
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1.2 EMBL Grenoble Outstation —
Podpora experimentii v ESRF

EMBL Grenoble Outstation spolupracuje s European Syn-
chrotron Radiation Facility (ESRF) pokud jde o praci na
svazcich zateni /D9 (time resolved crystallography), ID13
(microfocus), ID14 (four protein crystallography end-
stations), BM14 (MAD) and ID29 (MAD). Déva navic
k disposici vypocetni techniku, grafiku a laboratoie pro
molekularni biologii a biochemii.

Grenoble Outstation of EMBL ziskala od Evropské
unie grant ,,Improving Human Potential Programme (Ac-
cess to Research Infrastructures)” na léta 2000-2003, na
podporu biologickych experimenti v ESRF platny i pro
asociované staty k EU, tedy i pro CR.

1.3 Stiedisko synchrotronového zafeni ELETTRA
v Trieste

V soucasné dob¢ je zde jedna laboratof pro makromole-
kularni krystalografii. Je na spoleéném svazku se zafi-
zenim pro malothlovy rozptyl. Je vybavena detektorem
(Image Plate MAR 345), zafizenim pro rotaéni metodu a
rychlé zchlazeni vzorku (flash cooling). Ve stavbé je dalsi
samostatny svazek pro proteinovou krystalografii.

1.4 MAX Lab v Lundu, Svédsko

1911-1,1911-2,1911-4 az 1911-5

Makromolekularni krystalografie, pevné vinové délky
1.1A,1.03A,091Aa097A.
1911-3

Makromolekularni krystalografie -
vlnovéa délka 0.7 A az 1.8 A

MAD,proménliva

1.5 HASYLAB, Hamburg, Némecko

Proteinova krystalografie v HASYLAB
BW6, BW7.1(EMBL), BW7.2(EMBL), DI1.1(EMBL
X31), K1.2(EMBL X12)

2. Svazky synchrotronového zareni vyuZivané
pro proteinovou krystalografii v USA

vvvvvv

Nasledujici sznam obsahuje centra
synchrotronového zareni ve Spojenych statech zabyvajici
se proteinovou krystalografii. Experimentdlni stanice
uréené pro proteinovou krystalografii jsou uvedeny svymi
symboly ((blizsi informace 1ze nalézt na WWW strankach
uvedenych na konci ¢lanku):

ALS: The Advanced Light Source, Lawrence Berkeley
National Lab., Univ.of California at Berkeley
Proteinova difrakce: 4.2.2 5.0.1 5.0.2 5.0.3 8.2.1 8.2.2
8.3.112.3.1

APS: The Advanced Photon Source, Argonne National
Laboratory

Proteinova difrakce: 5ID-B 14-BM-C ~ 14-BM-D
14-ID-B 17-BM 17-ID 19-BM 19-ID 22-BM 22-ID
31-BM 31-ID 32-ID-B

CAMD: The Center for Advanced Microstructures and
Devices , Louisiana State University
Proteinova difrakce: GCPCC

CHESS: Cornell High Energy Synchrotron Source,
Cornell University
Proteinova difrakce: Al F1 F2

SSRL: Stanford Synchrotron Radiation Laboratory,

Proteinova difrakce: BL1-5 BL7-1 BL9-1 BL9-2
BL11-1 BL11-3
NSLS: National Synchrotron Light Source,

Brookhaven National Laboratory

pe pro nase uzivatele relativné nejdostupnéjs$i a proto
nasleduje seznam specializaci jednotlivych laboratofi v
SNLS

Beamline X4A

Difrakéni méfeni anomadlné difraktujicich vzorka -
Multiwavelength Anomalous Diffraction (MAD)
Beamline X8C

Pro anomalni difrakci na Se - Selenium Multiwavelength
Anomalous Diffraction (Se-MAD)

Beamline X9B

EXAFS, SAS malouhlovy rozptyl a méfeni anomalniho
signalu v realném case (time resolved X-ray anomal scat-
tering)

Beamline X12B

Universalni difraktometr, MAD, zasilatelska sluzba pro
méieni proteind ,,na dalku

Beamline X12C

Makromolekularni rtg. krystalografie, MAD, software pro
,high-throughput* makromolekularni krystalografii
Beamline X26C

Vysoka intensita kolimovaného svazku (monochromatické
i polychromatické zareni)

Beamline X26C

Casové rozliseny ,x-ray footprinting
proteind

DNA, RNA a

3. Poznamky k méieni proteind na zdroji
synchrotronového zareni

3.1 Volba zdroje zaieni a zpisobu prace
Pro bézny difrakéni experiment vyhovuje kazdy zdroj
synchrotronového zafeni, ktery je schopen dosahnout
vlnové délky mezi 4 do 0.2 A. Pro b&zné méfeni integ-
rovanych intensit t¢Z neni vyzadovan specidlni zptisob
vstiiku elektroni do obézné drahy. Kvili vyssi intensité
zafeni se obvykle pracuje s mnoha shluky elektronti
rovnomérné rozlozenych po obézné draze. Svazek zafeni
ziskany na ohybovém magnetu a nebo na wiggleru je
monochromatizovan a kolimovan zrcadly do kruhového
ohniska s pokud mozno roznomérné rozdélenou hustotou
zéfeni.

Pii experimentech s vysokym ¢asovym rozliSenim je
tieba prace s jednim shlukem elektrond na ob&zné draze a
obrovskou koncentraci zafeni na vzorek.

3.2 Volba goniometru a detektoru

Pro b&znd méteni je Casto pouzivan jednoduchy goniometr
pro rota¢ni metodu. Pokud je tfeba pfesné méfeni, je tieba
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pouzivat malé oscila¢ni intervaly ve srovndni s mosaicitou
a vicekruhovy difraktometr. Plo$né detektory (image
plates) vyzaduji pomérné dlouhou dobu ¢teni. Proto pro
rychld méfeni davame piednost CCD detektorim. Laueho
metoda je vhodna pouze v piipadé potieby extrémné
kratkych exposic u experimentll vyzadujicich registraci
okamzitého stavu systému (time resolved experiments).

3.3 Bleskové chlazeni vzorkiu

Zatizeni obvykle umoziuje nastaveni teploty laminarniho
proudu plynného dusiku na vzorek s teplotou 80-375 K se
stabilitou 0.1 K. Spotfeba dusiku byva kolem 0.6 litru na
hodinu.

3.4 Radiaéni poskozeni vzorku

Uvadi se, 7e pii ozafeni 2x10” Gray, které na zdrojich
synchrotronového zafeni Ize snadno doséhnout, dochazi
zpravidla jiz k poskozeni n¢kterych ¢asti proteinti a to zej-
ména k poruseni disulfidovych miistki a k dekarboxylaci
koncovych skupin organickych kyselin. Dochazi ¢asto k
¢asteCnym posuniim a rotacim molekul nebo jejich ¢asti.
Pfimo pifi méfeni pak miZeme pozorovat zvétSovani
efektivniho rozméru zakladni buniky nebo pokles intensity
reflexi u kontrolnich méfeni. Pfi zpracovani takto
ovlivnénych dat pozorujeme horsi R faktor a nékteré
oblasti struktury byvaji neuspofadané (disorderované).

Na zdrojich synchrotronového zafeni je nebezpeci
radia¢niho poskozeni vysoké. SnaZzime se proto o mini-
malizaci doby exposice, méfime nejprve nezavislou ¢ast
reciprokého prostoru a teprve potom se zvySuje “redun-
dance” méfeni.

Zejména pii méfeni anomalniho rozptylu mohou byt
zmény intensit reflexi zpusobené radiacnim poskozenim
veétsi nez méteny efekt a proto se snazime méfit Friedelovy
pary na tomtéz snimku nebo alespon v kratkém casovém
odstupu za sebou. Porovnani shody kontrolnich snimka a
objemu zékladni bunky by mélo byt pravidlem.
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Poudité zkratky
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ID Insertion Device
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European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble)
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