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Historie difrakcni
monokrystalove krystalografie

. Potfeba vhodné ,sondy” — napriklad elektromagneticke zareni (1895,
N.c. za fyziku 1901- W. C. Rontgen)

. 1912 - prukaz vinové povahy rentgenového zareni difrakci na krystalu
(N.c. za fyziku 1914 - M. von Laue)

o 1913-14 - Prvni analyzy struktur krystalt (N.c. za fyziku 1915-W .H.
Bragg & W.L. Bragg)

« 1924 - vinova povaha elektronu (N.c. za fyziku 1927 - L.V. de Broglie)

« 1927 - difrakce elektronu na krystalu (N.c. za fyziku 1937- C.J.
Davisson & G. Thompson)

« Neutronova difrakce (1994 - N.c. za fyziku - C. Shull & N.
Brockhouse)
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Historie monokrystalové
krystalografie — dalsi NC

1946 - chemie - J.B. Sumner - ,enzymes can be crystallised” (1926)

1954 - chemie - L. Pauling -, research into the nature of the chemical
bond and its application to the structure of complex substances”

1962 - chemie - M.F.Perutz & J.C.Kendrew — ,studies of the structures
of globular protein® (1959)

1962 - fyziologie a medicina - F.H.C.Crick, J.D.Watson & M.H.F.Wilkins
- ,helical structure of DNA" (1953)

1964 - chemie - D. Crowfood-Hodgkin - ,structure of many biochemical
substances including Vitamin B12"

1976 - chemie - W.N.Lipscomb — ,Structure of boranes
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Historie monokrystalové
krystalografie — dalsi NC

1982 - chemie - A. Klug - ,crystallographic electron microscopy and
structure of biologically important nucleic acid - protein complexes”

1985 - chemie - H. A. Hauptman & J.Karle - ,Development of direct
methods for the determination of crystal structures “

1988 - chemie - J.Deisenhofer, R.Huber & H. Michel — ,determination
of the three-dimensional structure of a photosynthetic reaction centre

2003 - chemie (1/2) - R. MacKinnon - ,structural and mechanistic
studies of ion channels"

2006 - chemie - R. D. Kornberg - ,molecular basis of eukaryotic
transcription” (= struktura RNA polymerazy)

2009 - chemie - V. Ramakrishnan, T.A. Steitz, A.E. Yonath - ,structure
and function of the ribosome *

2011 - chemie - Dan Shechtman - ,for discovery of quasicrystals®

2012 — chemie (1/2) — Brian Kobilka - "for studies of G-protein-coupled
receptors”




Oblasti uziti monokrystalovych
difrakCnich technik

« anorganicka chemie - databaze ICSD
« organicka chemie - ,Cambridgeska” databaze CSDS

« biochemie a molekularni biologie - databaze PDB
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Rust uziti difrakénich metodik
v case — databaze ICSD

Studované subijekty:
anorganické krystaly

Exponencialni rust
v 50. az 60. letech
20. stoleti.

Detektor = film

Pocet struktur ur¢enych difrakci rentgenového zareni
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Rust uziti difrakénich metodik
v case — databaze CSDS
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Rust uziti difrakénich metodik
v case — databaze PDB
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Rust uziti difrakénich metodik
v ¢ase — soucasnost
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Teoreticke principy strukturni
krystalografie: sonda

,sonda“ velikosti vhodné pro studium atomu — elektron,neutron,foton

rentgenové zareni - vinova délka (10 - 0.01 nm) v oboru standardnich
meziatomovych vzdalenosti (~ 1 A)

interakce fotonu s latkou - rozptyl nebo absorbce
Rozptyl - s energetickymi ztratami — Comptonovsky

- beze ztrat energie - Thompsonuv
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Teoretickeé principy krystalografie:
Thompsonuv rozpty!

Nabita Castice je v poli rovinného monochromatického zareni
sekundarnim zdrojem elektromagnetického pole

4
e

_ .2
=1, 224sm¢
mpr C

L

Rozptyl na protonech je nevyznamny - je 18372x slabsi nez rozptyl
fotonu na elektronech.

Pri difrakci elektromagnetického zareni studujeme elektronovou
strukturu latky
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Teoretickeé principy krystalografie:
drahovy a fazovy rozdil

Rovinna vina, dvé nabita rozptylova centra -> drahovy rozdil

Amplituda zareni rozptyleného na N centrech
N

F(7F)= Y. f, expl2mr”.F) i =275 -5,)
j=1
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Teoretickeé principy krystalografie:
krystal,interference a difrakce

Rovinna vina, dvé rovnobézné roviny -> drahovy rozdil

2(dy/n)sin@ = 2d,, sinfd = )
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Teoretickeé principy krystalografie:
strukturni faktor, elektronova hustota

Strukturni faktor — popisuje amplitudu difraktované viny

N
Fy(7)= [ Y p,(F - F) exp(2miF .7 )dF =

v Jj=l
N
=) jpj(Rj)eXp
|14

j=!

2 (7, + R, )| dR, = > £, yexplamie 7
j=

Krystalova elektronova hustota je obracenym Fourierovym obrazem
strukturnich amplitud

p(F) = | F(F")exp(- 2mF". F)df*-% f Fyy, exp| - 27(hx + ky + I2)|
v k=00

Fazovy problém — neméfime strukturni amplitudy jako Cisla komplexni,
ale intenzity difrakci = velikosti amplitud = kladna realna Cisla
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DifrakCni experiment pro urceni
krystalove 3-D struktury

Cil experimentu : s maximalni moznou presnosti a rychlosti namérit
co nejvice intenzit vzniklych difrakci rovhobézného monochromatic.
zareni na ruznych mnozinach krystalovych rovin

Generovani intenzivniho rentgenového zareni
Upravy fyzikalnich parametr(i zafeni

Detekce zareni v difraktometrech

Méreni na difraktometrech

Chlazeni vzorku
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DifrakCni experiment :
Generovani RTG zareni
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Rentgenové zareni — vinova délka 0,1 — 10 nm

Generovani ,klasického* RTG zareni — elektron
vs. kovovy terCik

Limitace — ,bodovy” zdroj kulovych vin s malymi
moznostmi zvysovani vyzareneho vykonu
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DifrakCni experiment :
konvencni zdroje RTG zareni

chladici voda

Intenzita
7~

05 10 15 20
Vlnova délka [A]
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DifrakCni experiment :
nekonvencni zdroje RTG zareni

RF element

napf. Diamond Light Source (UK, 2007)
7122/40pracovist,obvod 560 m,
plocha 5 fotbal. hfist, cena 400 mil GBP
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DifrakCni experiment :
upravy fyzikalnich parametru zareni

Krystalovy monochromator — monochromatizace difrakci

0
1 ! 20—y /

,2rovinna“ vina — clony + ,zrcadla“

detektor

zrcadlo clclma ohnisko
/7\\./
krystal

zdroj
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DifrakCni experiment:
detekce ionizujiciho zareni

Interakce zareni s detektorem
chemicka modifikace
lonizace
konverze vinové deélky
generace paru elektron-“dira“ v polovodicich

Detektory jednokanalové x detektory plosné

Rentgenovy film
Scintilator [Gd,0,S(Tb) ]+ CCD detektor
PolovodiCoveé detektory
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DifrakCni experiment:
CCD detektor

FIBEROPTIC TAPER
PHOSPHOR
1 (3.6:1 TAPER RATIO)

|
,{éi______ ccD
X-RAY 1™ & e
L Ba = M ELECTRONS
| IN CCD PIXEL
|
|
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LIGHT .
— PHDTOHS ; Tl I ¥ R —
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LIGHT | -
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http://proteincrystallography.org/detectors/
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DifrakCni experiment:
automaticky difraktometr-schema

Principle of an X rays diffraction
experiment

58

Primary X-ray Beam

Rotating
Anode {Cu)

4-Circle Gonoimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)

Wwww.marine-genomics-europe.org

24/40




DifrakCni experiment:
difraktometr-geometrie

detektor detektor
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DifrakCni experiment:
automaticky difraktometr

www.bruker-axs.de
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Monokrystalova krystalografie:

zakladni postupy

0). Priprava studovaného materialu
Krystalizace

DifrakCni experiment

Fazovy problém, priprava modelu
Zpresnovani 3-D modelu

~~

o=
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Krystalografie - postupy:
krystalizace monokrystalu

casove nejnarocnegjsi cast urCovani 3-D struktur (je
nutna dlouhodoba strukturni STABILITA vzorku!)

potieba MERITELNYCH monokrystall
organické a anorganicka vzorky vs proteiny
multidimenzionalni (multikomponentni) problém

proteomika: empirie, automatizace/robotizace
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Krystalografie - postupy:
difrakCni experiment

rychlé vs presné méreni => intenzivni zdroj RTG

limitované ROZLISEN!I difrakéniho experimentu =>
geometricke limity na poCet namerenych dat

<Il/o(I)>

dp,, = A/2sin6

A2sin(0), Rozliseni [A]
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Krystalografie - experiment:
rozliseni + omezene mnozstvi dat

RozliSeni  Pocet nezav. Pomér poctu
reflexi reflexia proménnych
[A] xyz}  {xyzB}
40.0-2.5 6800 1.6 1.2
40.0-1.5 29800 6.8 5.1
40.0-1.0 81300 18.5 13.8

o(F) = I*F(F*)exp(— 277" F)dF" = % f B, exp| - 27i(hx + ky + I2)|

V h i =—c0

JANRYA
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Fazovy problem — anorg. struktura

N N
Fy =) f;expQrfy .F,) =) [, expQr(hx; +ky; +1z;)=
j=1

j=1
N
Zf] exp(272H .¥;) =4y +iBy —‘F ‘exp(z¢H)
=

1

Imaginarni osa

metoda tézkého atomu
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Fazovy problem — organika

,prime“ metody - Karle & Hauptman (NC 1985) -
,Zadna" predbézna informace

pravdepodobnostni metody
numericky ,multisolution” pfistup
Kritérium — spravné/chybné reSené

delka (automatizovaného) reseni — do jednotek minut

,malé” (do 1000 atomu=organické) molekuly
experimentalni data do ,atomarniho” rozliseni
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Fazovy problem — makromolekuly

,velké” systémy (tisice atomu)
limitovane experimentalni rozliseni

vyuziti podobnosti (MR, molecular replacement)

Se-Met proteiny (max. nékolik desitek metioninu,
resp. Se atomu) + ,pfimé“ metody
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Krystalografie - postupy:
stavba a zpresnovani 3-D modelu

spojita elektronova hustota vs 3-D atomarni model

automatické/“ruéni“ doplfiovani a ruseni atomu
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Krystalografie — postupy pri
Zpresnovani modelu

cil: shoda experimentu (difrakCnich dat) s 3-D modelem
experimentalni data — intenzity difrakci
nelinearni zavislost

Fy = ffm exp(Zﬂ'HFm)

m=1

minimalizace - metoda nejmensSich ¢tvercu

ruzné difrakCni experimenty — ruzné mnozstvi dat

o - I LARY A
kriterium shodnosti: R-faktor R= A

typické hodnoty R-faktor( 2 |F]
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Monokrystalova krystalografie:
vystupy

monokrystal — velikost ~10-4m, V ~10-10-10-12 m?
krystalova mfizka - mfizkové parametry ~10-8-10-°m
-V ~1024-10%" m3
- typicky 2-8 ,molekul”

strukturni model — ,primérna“, rovnovazna struktura
(ze vzorku 1012-1078)
teplotni pohyb atp => pravdepodobnost + teplotni elipsoidy
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Monokrystalova krystalografie:
kvalita/presnost reseni

ORTEP obrazek + pravdepodobnost pri jeho generovani
finalni R-faktory

chyby (e.s.d’s) souradnic/vazebnych parametru

rozliseni difrakcniho experimentu (limitni 6 uhel)

37/40




Krystalografie —priklady vystupu:
struktura komplexni slouceniny

Szucova, Travnicek, Popa & Marek: Polyhedron 27 (2008), 2710-20

a=8.1507(4) A
b=15.6503(7) A
c=14.1585(6) A
b=101.086(4)°
3126 pozorovani

266 parametru
R=2.51%
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Krystalografie —priklady vystupu:
makromolekularni struktura

a=50.26 A
b=71.67 A
c=72.70 A
rozliSeni 1.58 A
34 513 pozorovani
2301+449 atomu
R=14.5%
Rfee=20.4%

Marek, Vévodova, Kuta Smatanova, Nagata, Svensson, Newman, Takagi & Damborsky: Biochemistry 39 (2000),14082-6
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Monokrystalova strukturni
krystalografie:dalsi Cteni

-'\'H

)

Marek, J., Travnicek, Z.: Monokrystalova rentgenova strukturni
analyza. Olomouc : Vydavatelstvi Univerzity Palackého (2002).

169 s. ISBN 80-244-0551-2
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