
The neutron structure of hen egg white lysozyme at pH
7.0 determined to 2.0 Å 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 Å 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 posledních dvaceti letech jsme byli svìdky obrovského
rozvoje molekulární biologie, který nastal poté co se poda-
øilo zvládnout metodiku experimentálního stanovení mole-
kulární struktury biologických makromolekul pomocí
difrakce rtg záøení. Znalost struktury nesmírnì slo�itých
komplexù má pro pochopení procesù odehrávajících se
v biologických systémech základní význam a proto se
„proteinová krystalografie“ stala nezbytnou souèástí mole-
kulární biologie a biotechnologických aplikací potøebných
pøi návrhu léèiv. Proteinová krystalografie dovede v sou-

èasné dobì popsat nejen molekulární strukturu a dyna-
miku, ale umo�òuje i velmi pøesný odhad slabých mezi-
molekulárních interakcí v makromolekulárních systémech
(hydrofobní síly, hydratace, vodíkové mùstky), které
rozhodují o jejich struktuøe a funkci. Velkou výhodou
proteinové krystalografie je, �e urèuje strukturu proteinu a
jeho interakce s okolím v jeho pøirozeném vodném pros-
tøedí, umo�òuje pozorovat zmìny struktury a adhezi mezi
proteiny pøi zmìnách pH, atd. V návaznosti na zlepšující se
dostupnost zdrojù synchrotronového záøení, propojení
s metodami molekulárního modelování a s NMR tech-
nikami, pøedstavuje rtg strukturní analýza v souèasné dobì
nejsilnìjší a nejrychlejší nástroj studia struktury a funkce
biologických systémù na molekulární úrovni.

Synchrotronové záøení, u kterého je mo�né dosáhnout
velice krátkých pulsù záøení s obrovskou koncentrací
energie záøení na velice malé ploše (øádovì desítky
mikronù), podstatnì rozšiøuje mo�nosti tradièní rtg
strukturní analýzy. Novì zavádìné metody experimen-
tálního stanovení struktury excitovaných systémù pomocí
synchrotronového záøení umo�òují sledovat prùbìh
nìkterých chemických a biochemických reakcí s èasovým
rozlišením zmìn struktury a� 100 pikosekund. Ve svìtì
existuje mnoho desítek synchrotronù a nìkteré z nich mají
vìtší mno�ství svazkù záøení vyu�ívaných pro proteinovou
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krystalografii. Tabulka 1 ukazuje poèty synchrotronù
v rùzných zemích.

Pøesto�e v ÈR obdobné zaøízení nemáme, úèast ÈR
v EMBL a smlouvy s mezinárodními støedisky pro vyu�ití
synchrotronového záøení (ESRF v Grenoble a Electtra
v Trieste) umo�òují našim vìdcùm plnohodnotné prová-
dìní vlastních experimentù. V tomto pøíspìvku je uveden
struèný popis experimentálního vybavení center orien-
tovaných na øešení problémù z molekulární biologie
v ESRF, na zdroji synchrotronového záøení Elettra a nìkte-
rých dalších vybraných laboratoøí v Evropì a USA.

1. Vybraná evropská zaøízení vyu�ívající
synchrotronového záøení

1.1 European Synchrotron Radiation Facility - ESRF

ID2 – Biocrystallography

Undulátor s promìnnou vlnovou délkou nebo undulátor
s vlnovou délkou 1 Å. Uhlíkové filtry absorbují vlnové
délky nad 2.5 Å. Monochromatisace pomocí kryogenicky
chlazeného dvoukrystalového monolitického Si(111)
monochromátoru. Koncentrace svazku pomocí „Rh-coated
double focusing toroidal mirror“ s fixní geometrií zvyšující
tok fotonù v místì vzorku 15 krát. Jsou pou�itelné pouze
pro vlnové délky nad 0.73 Å. Pìtikruhový difraktometr - ��

�� �, a dva 2� kruhy s rameny osazenými dvìma detektory
umo�òuje orientaci vzorku a mìøení Friedelových párù na
stejném snímku. Difraktometr je øízen softwarem SPEC
umo�òujícím souèasnou práci obou detektorù. Eulerova
geometrie s plnými kruhy.

ID9 – Laueho metoda (White Beam Station)

Mnohafunkèní zaøízení. Široké spektrum vlnových délek
umo�òuje souèasnou registraci velkého poètu reflexí a
usnadòuje tak provádìní experimentù s krátkým èasovým
rozlišením (time resolved Laue diffraction).

Exposièní doba mù�e být od mikrosekund a� do 100 ps
pøi pou�ití jednoho shluku elektronù na obì�né dráze
synchrotronu. Femtosekundový laser laditelný v rozsahu
450-800 nm s délkou pulsu od 100 fs do 100 ps, 30 µJ na
jeden puls. Bì�í s frekvencí 900 Hz.

BM13–14 – Britsko-Španìlské konsorcium

ID13 – Mikrofokusní proteinová krystalografie

Mikrodifraktometr umístìný zde dává velmi malý prùmìr
(5/10/30 �m) primárního svazku vysoce koncentrovaného
záøení a má vynikající optiku pro justování mikrokrystalkù.

ID14 – Makromolekulární krystalografie

Na ètrnáctém segmentu jsou dva svazky záøení (A, B)
vyu�ívající wigglerù, ka�dý se dvìmi experimentálními
boudami (hutch 1,2,3,4).
ID14 Exper.Hutch 1

Standardní mìøení proteinù. CCD detektor MAR 165 mm.
Chlazení vzorku na 100 K pomocí Oxford Cryostream.
ID14 Exper.Hutch 2

Standardní mìøení proteinù. Kolimace svazku záøení
dvìma páry stìrbin, kontrola intensity primárního svazku
pomocí ionizaèní komory. Vzorek mù�e rotovat kolem
jedné osy (�), registrace záøení CCD detektorem firmy
X-Ray Research s prùmìrem 165 mm. Doba pøeètení 3.5
vteøiny. Chlazení vzorku na 100 K pomocí Oxford Cryo-
stream.
ID14 Exper.Hutch 3

Zaøízeni uvádìné letos do provozu.
ID14 Exper.Hutch 4

Zaøízeni vhodné pro anomální difrakci. SAD and MAD
experimenty.

Beamline ID23

Bude dokonèena v pøíštím roce a bude dedikována auto-
matickému mìøení proteinových krystalù. Dva undulátory
budou slou�it dvìma koncovým stanicím ID23-1 a ID23-2.

Stanice ID23-1 bude s laditelnou vlnovou délkou (6 -
20 keV) pro experimenty s anomální difrakcí (MAD).
Druhá stanice ID23-2 bude mít pevnou vlnovou délku
odpovídající 14 keV.

ID29 – Anomální difrakce (SAD, MAD)

Zaøízení urèené pro øešení obtí�nì øešitelných makromole-
kulárních struktur pomocí anomálního rozptylu (Single
and Multiple-wavelength Anomalous Diffraction – SAD,
MAD experimenty).

BM30A – Proteinová difrakce

Standardní mìøení difrakce proteinù. Svazek záøení 0.3 x
0.3 mm, MAR 345 Image detektor, MAR CCD 165 mm,
cold room.
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Arménie 1 Indie 2 Nìmecko 6 Tajwan 1

Australie 1 Itálie 2 Rusko 7 Thajsko 1

Brazílie 2 Japonsko 17 Singapur 1 Ukrajina 2

Èína 4 Ji�ní Korea 2 Španìlsko 1 USA 12

Dánsko 2 Jordánsko 1 Švédsko 3 Velká Británie 2

Francie 4 Kanada 1 Švýcarsko 1

Tabulka 1



1.2 EMBL Grenoble Outstation –
Podpora experimentù v ESRF

EMBL Grenoble Outstation spolupracuje s European Syn-
chrotron Radiation Facility (ESRF) pokud jde o práci na
svazcích záøení ID9 (time resolved crystallography), ID13

(microfocus), ID14 (four protein crystallography end-

stations), BM14 (MAD) and ID29 (MAD). Dává navíc
k disposici výpoèetní techniku, grafiku a laboratoøe pro
molekulární biologii a biochemii.

Grenoble Outstation of EMBL získala od Evropské
unie grant „Improving Human Potential Programme (Ac-
cess to Research Infrastructures)“ na léta 2000-2003, na
podporu biologických experimentù v ESRF platný i pro
asociované státy k EU, tedy i pro ÈR.

1.3 Støedisko synchrotronového záøení ELETTRA
v Trieste

V souèasné dobì je zde jedna laboratoø pro makromole-
kulární krystalografii. Je na spoleèném svazku se zaøí-
zením pro maloúhlový rozptyl. Je vybavena detektorem
(Image Plate MAR 345), zaøízením pro rotaèní metodu a
rychlé zchlazení vzorku (flash cooling). Ve stavbì je další
samostatný svazek pro proteinovou krystalografii.

1.4 MAX Lab v Lundu, Švédsko

I911-1, I911-2, I911-4 a� I911-5
Makromolekulární krystalografie, pevné vlnové délky
1.1 Å, 1.03 Å , 0.91Å a 0.97 Å.
I911-3
Makromolekulární krystalografie - MAD,promìnlivá
vlnová délka 0.7 Å a� 1.8 Å

1.5 HASYLAB, Hamburg, Nìmecko

Proteinová krystalografie v HASYLAB
BW6, BW7.1(EMBL), BW7.2(EMBL), D1.1(EMBL
X31), K1.2(EMBL X12)

2. Svazky synchrotronového záøení vyu�ívané
pro proteinovou krystalografii v USA

Následující sznam obsahuje nejdùle�itìjší centra
synchrotronového záøení ve Spojených státech zabývající
se proteinovou krystalografií. Experimentální stanice
urèené pro proteinovou krystalografii jsou uvedeny svými
symboly ((bli�ší informace lze nalézt na WWW stránkách
uvedených na konci èlánku):

ALS: The Advanced Light Source, Lawrence Berkeley

National Lab., Univ.of California at Berkeley

Proteinová difrakce: 4.2.2 5.0.1 5.0.2 5.0.3 8.2.1 8.2.2
8.3.1 12.3.1

APS: The Advanced Photon Source, Argonne National

Laboratory

Proteinová 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

Proteinová difrakce: GCPCC

CHESS: Cornell High Energy Synchrotron Source,

Cornell University

Proteinová difrakce: A1 F1 F2

SSRL: Stanford Synchrotron Radiation Laboratory,

Proteinová difrakce: BL1-5 BL7-1 BL9-1 BL9-2
BL11-1 BL11-3

NSLS: National Synchrotron Light Source,

Brookhaven National Laboratory

pe pro naše u�ivatele relativnì nejdostupnìjší a proto
následuje seznam specializací jednotlivých laboratoøí v
SNLS

Beamline X4A

Difrakèní mìøení anomálnì difraktujících vzorkù -

Multiwavelength Anomalous Diffraction (MAD)
Beamline X8C

Pro anomální difrakci na Se - Selenium Multiwavelength
Anomalous Diffraction (Se-MAD)
Beamline X9B

EXAFS, SAS maloúhlový rozptyl a mìøení anomálního
signálu v reálném èase (time resolved X-ray anomal scat-
tering)
Beamline X12B

Universální difraktometr, MAD, zasilatelská slu�ba pro
mìøení proteinù „na dálku“
Beamline X12C

Makromolekulární rtg. krystalografie, MAD, software pro
„high-throughput“ makromolekulární krystalografii
Beamline X26C

Vysoká intensita kolimovaného svazku (monochromatické
i polychromatické záøení)
Beamline X26C

Èasovì rozlišený „x-ray footprinting“ DNA, RNA a
proteinù

3. Poznámky k mìøení proteinù na zdroji
synchrotronového záøení

3.1 Volba zdroje záøení a zpùsobu práce

Pro bì�ný difrakèní experiment vyhovuje ka�dý zdroj
synchrotronového záøení, který je schopen dosáhnout
vlnové délky mezi 4 do 0.2 Å. Pro bì�né mìøení integ-
rovaných intensit té� není vy�adován speciální zpùsob
vstøiku elektronù do obì�né dráhy. Kvùli vyšší intensitì
záøení se obvykle pracuje s mnoha shluky elektronù
rovnomìrnì rozlo�ených po obì�né dráze. Svazek záøení
získaný na ohybovém magnetu a nebo na wiggleru je
monochromatizován a kolimován zrcadly do kruhového
ohniska s pokud mo�no roznomìrnì rozdìlenou hustotou
záøení.

Pøi experimentech s vysokým èasovým rozlišením je
tøeba práce s jedním shlukem elektronù na obì�né dráze a
obrovskou koncentrací záøení na vzorek.

3.2 Volba goniometru a detektoru

Pro bì�ná mìøení je èasto pou�íván jednoduchý goniometr
pro rotaèní metodu. Pokud je tøeba pøesné mìøení, je tøeba
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pou�ívat malé oscilaèní intervaly ve srovnání s mosaicitou
a vícekruhový difraktometr. Plošné detektory (image
plates) vy�adují pomìrnì dlouhou dobu ètení. Proto pro
rychlá mìøení dáváme pøednost CCD detektorùm. Laueho
metoda je vhodná pouze v pøípadì potøeby extrémnì
krátkých exposic u experimentù vy�adujících registraci
okam�itého stavu systému (time resolved experiments).

3.3 Bleskové chlazení vzorkù

Zaøízení obvykle umo�òuje nastavení teploty laminárního
proudu plynného dusíku na vzorek s teplotou 80-375 K se
stabilitou 0.1 K. Spotøeba dusíku bývá kolem 0.6 litru na
hodinu.

3.4 Radiaèní poškození vzorku

Uvádí se, �e pøi ozáøení 2x107 Gray, které na zdrojích
synchrotronového záøení lze snadno dosáhnout, dochází
zpravidla ji� k poškození nìkterých èástí proteinù a to zej-
ména k porušení disulfidových mùstkù a k dekarboxylaci
koncových skupin organických kyselin. Dochází èasto k
èásteèným posunùm a rotacím molekul nebo jejich èástí.
Pøímo pøi mìøení pak mù�eme pozorovat zvìtšování
efektivního rozmìru základní buòky nebo pokles intensity
reflexí u kontrolních mìøení. Pøi zpracování takto
ovlivnìných dat pozorujeme horší R faktor a nìkteré
oblasti struktury bývají neuspoøádané (disorderované).

Na zdrojích synchrotronového záøení je nebezpeèí
radiaèního poškození vysoké. Sna�íme se proto o mini-
malizaci doby exposice, mìøíme nejprve nezávislou èást
reciprokého prostoru a teprve potom se zvyšuje ”redun-
dance” mìøení.

Zejména pøi mìøení anomálního rozptylu mohou být
zmìny intensit reflexí zpùsobené radiaèním poškozením
vìtší ne� mìøený efekt a proto se sna�íme mìøit Friedelovy
páry na tomté� snímku nebo alespoò v krátkém èasovém
odstupu za sebou. Porovnání shody kontrolních snímkù a
objemu základní bunky by mìlo být pravidlem.
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Pou�ité zkratky

SAD Single Anomlaous Diffraction
MAD Multiple Anomalous Diffraction
ID Insertion Device
ESRF

European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble)
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