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Abstrakt

Expozičńı čas je d̊uležitým parametrem pro uspěšné řešeńı, upřesněńı a analýzu
struktur b́ılkovin. Výsoká expozice zp̊usobuje radiačńı poškozeńı, ńızká pak snižuje
rozlǐseńı difrakčńıch dat, rozmývá detaily v mapách elektronové hustoty a v některých
př́ıpadech může úplně znemožnit řešeńı fázového problému experimentálńımi meto-
dami. V př́ıspěvku z minulého roku bylo ukázáno, že graf závislosti poměru intenzity
a chyby měřeńı intenzity na intenzitě může být pomocným nástrojem při určováńı
správné expozice již před sběrem kompletńıch difrakčńıch dat. V této př́ıpadové stu-
dii je ukázán vliv ruzných expozičńıch čas̊u na difrakčńı data a kvalitu krystalové
struktury b́ılkoviny.
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Úvod

Expozice je d̊uležitý parametr difrakčńıho experimentu a může rozhodovat o úspěšnosti
či neúspěšnosti řešeńı struktury z naměřených dat. Nové detektory zářeńı však ztěžuj́ı
odhad optimálńı expozice na základě vizuálńı inspekce sńımk̊u. Pomocným nástrojem
pro odhad expozice může být graf závislosti I/σ(I) na I [1] a byl proto vyvinutý skript
pro rychlé vykresleńı tohoto grafu [2]. Správnost expozice lze pak odhadovat na základě
rozložeńı hodnot I/σ(I) silných reflex́ı vzhledem k limitńı hodnotě ISa [3]. Graf lze vy-
kreslit již pro několik málo sńımk̊u, které je zapotřeb́ı nasb́ırat pro určeńı strategie měřeńı,
a odhad expozice tak lze učinit před měřeńım kompletńı sady difrakčńıch sńımk̊u. Pro po-
rozuměńı vlivu r̊uzných expozic na difrakčńı data a výsledný model struktury proteinu
byla naměřena data s r̊uznou expozićı. Dále byla naměřena data pro analýzu vlivu os-
cilačńıho úhlu na graf závislosti I/σ(I) na I. Vliv tohoto parametru na difrakčńı data byl
analyzován dř́ıve [4].

Metody

Krystalizace

Protein (lysozym) v prášku byl rozpuštěn v demineralizované vodě na koncentraci 100 mg/ml.
Krystalizačńı experiment byl připraven krystalizačńım robotem Gryphon (Art Robbins Is-
truments) do 96 jamkových desek v uspořádáńı sed́ıćı kapky. Pro krystalizaci byla použita
sada podmı́nek Morpheus (Molecular Dimensions). Objem rezervoáru byl 70µl, kapky byly
složeny ze směsi roztoku proteinu a krystalizačńıho roztoku v poměrech 2:1, 1:1 a 1:2 při
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1 s 10 s 50 s 100 s

Obrázek 1: Grafy závislosti I/σ(I) na I pro vybrané d́ılč́ı měřeńı. V prvńım řádku data pro
prvńıch 10 sńımk̊u (7◦), v druhém řádku pro kompletńı sadu difrakčńıch dat d́ılč́ıho měřeńı.

Modrou liníı je vyznačena hodnota ISa, limitńı hodnota I/σ(I) pro velké hodnoty I [3].

finálńım objemu kapek 0,3µl. Deska byla následně uložena do krystalizačńıho hotelu RI-
1000 (Formulatrix), kde prob́ıhalo automatické sńımkováńı. Krystal použitý pro difrakčńı
experiment vyrostl v podmı́nce 0,2 M mravenčanu sodného, 0,2 M octanu amonného, 0,2 M
citronanu sodného, 0,2 M vinnanu sodno-draselného, 0,2 M št’avelanu sodného, 1 M směsi
pufr̊u Tris a BICINE při pH 8,5, 40% (v/v) 1,2-ethandiol a 20% (w/v) PEG 8000.

Difrakčńı experiment

Difrakčńı data byla měřena na difraktometru D8 Venture (Bruker) se čtyřkruhovým goni-
ometrem, zdrojem zářeńı MetalJet (Excillum) a detektorem Photon 2 (Bruker). Data byla
měřena při teplotě 100 K. Pro sběr kompletńıch dat byla zapotřeb́ı 4 měřeńı s r̊uzným na-
staveńım goniometru a rotačńı osou ω, celkem 739◦ při oscilaci 0,7◦ na sńımek v bezzávěrkovém
režimu. Kompletńı data byla naměřena pro expozičńı časy 1 s, 10 s, 50 s a 100 s. Na jiném
krystalu byla naměřena data s rotačńı osou φ s oscilačńımi úhly na jeden sńımek 0,1◦,
0,25◦, 0,5◦, 0,75◦ a 1,0◦ při konstantńı expozici 10 s na 1◦ rotace.

Zpracováńı difrakčńıch dat a řešeńı struktury

Difrakčńı data byla zpracována programem XDS [5] prostřednictv́ım nástroje xdskappa.
Jednotlivé sady difrakčńıch dat byly seškálovány dohromady programem XSCALE [5].
Byla zvolena prostorová grupa P43212 s mř́ıžkovými parametry a = b = 77,0 Å, c =
38,3 Å. Fázový problém byl vyřešen metodou SAD programy SHELXC/D/E [6] na sadě
dat, která vznikla spojeńım všech naměřených sńımk̊u. Ručńı stavěńı modelu molekuly
v programu COOT [7] a upřesňováńı v reciprokém prostoru programem REFMAC5 [8]
bylo provedeno oproti dat̊um naměřených při expozici 50 s. Na finálńım modelu pak bylo
provedeno upřesněńı v programu REFMAC5 oproti dat̊um naměřených s expozicemi 1 s,
10 s a 100 s. Při finálńım kroku upřesňováńı v reciprokém prostoru byly použity anisotropńı
B-faktory.
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∆φ = 0,75◦ ∆φ = 1,0◦

Obrázek 2: Grafy závislosti I/σ(I) na I pro r̊uzné oscilačńı úhly jednoho sńımku (∆φ) při stejné
expozici na 1◦ měřeńı. Grafy jsou vykresleny pro kompletńı d́ılč́ı měřeńı. Modrou liníı je

vyznačena hodnota ISa, limitńı hodnota I/σ(I) pro velké hodnoty I [3].

Výsledky a diskuze

Grafy závislosti I/σ(I) na I

Pro všechny změřené d́ılč́ı sady difrakčńıch dat byly vykresleny grafy závislosti I/σ(I)
na I. Pro kompletńı data (spojená ze 4 d́ılč́ıch měřeńı) neńı možné graf vykreslit, protože
chybový model a výpočet σ(I) je prováděn při zpracováńı d́ılč́ıch měřeńı. Pro vybranou
geometrii (tzn. měřeńı se stejným nastaveńım goniometru, ale r̊uzné expozice) jsou grafy
zobrazeny na Obrázku 1, společně s grafy vytvořenými pro data z prvńıch 10 sńımk̊u
(7◦ rotace podle ω). V grafech pro expozici 1 s se téměř žádné reflexe nepřibližuj́ı limitńı
hodnotě ISa, pro expozici 10 s už se některé reflexe této limitě bĺıž́ı. Pro hodnoty 50 s
a 100 s je pobĺıž limitńı hodnoty již velké množstv́ı reflex́ı, se zvyšuj́ıćı se expozićı pak
přibývá reflex́ı, které i přes zvyšuj́ıćı se intenzitu I nezvyšuj́ı I/σ(I) a tedy nepřináš́ı nové
informace. Při porovnáńı graf̊u pro prvńıch 10 sńımk̊u a pro celé d́ılč́ı měřeńı se ukazuje,
že celkový charakter grafu se zachovává.

Pro r̊uzné volby oscilačńıho úhlu při zachovávaj́ıćı se expozici na 1◦ se graf závislosti
I/σ(I) na I neměńı (Obrázek 2).

Statistiky difrakčńıch dat a parametry struktury.

Kritériem pro stanoveńı difrakčńıho limitu dat použitých pro škálováńı byl korelačńı faktor
mezi polovičńımi sadami (CC1/2) v nejvyšš́ı slupce dosahuj́ıćı hodnoty alespoň 0,6. Sta-
tistiky jsou uvedeny v Tabulce 1, závislost vybraných statistik na rozlǐseńı je vynesena do
Obrázku 3. Statistiky difrakčńıch dat se zlepšuj́ı se zvyšuj́ıćı se expozićı, mezi statistikami
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Obrázek 3: Závislost statistik na rozlǐseńı po pr̊uměrováńı difrakčńıch dat. A - korelace
polovičńıch sad (CC1/2), B - Rmerge, C - I/σ(I) a D - I/σ(I) rozd́ıl̊u Friedlových pár̊u (anomálńı

signál). Čárkovaně je vyznačen limit obvykle uznávaný jako parametr d̊uvěryhodných dat.

pro měřeńı při expozićıch 50 s a 100 s však již nejsou žádné významné rozd́ıly; výjimkou
jsou hodnoty I/σ(I), které se v ńızkých rozlǐseńıch při zvyšováńı expozice nad 10 s snižuj́ı.
Podobnou závislost lze pozorovat i pro I/σ(I) anomálńıch rozd́ıl̊u.

Pro smysluplněǰśı porovnáńı shody modelu struktury s difrakčńımi daty byly po finálńım
upřesněńı vypočteny strukturńı statistiky (R-faktory, odchylky od geometrie, středńı B-
faktor) i pro rozlǐseńı 1,5 Å, tedy na stejných sadách reflex́ı. Velký rozd́ıl mezi R a Rfree

pro expozici 1 s ukazuje, že na těchto datech již neńı vhodné použ́ıvat upřesňováńı anisot-
ropńıch B-faktor̊u. Rozd́ıly v R-faktorech a odchylkách od geometrie jsou mezi měřeńımi
při 10 s, 50 s a 100 s minimálńı a mohou být zp̊usobeny r̊uzným nastaveńım váhy difrakčńıch
dat při upřesňováńı. Rozd́ıly mezi 50 s a 100 s (např. zvyšuj́ıćı se B-faktor) mohou být také
zp̊usobeny radiačńım poškozeńım, jelikož měřeńı s expozićı 100 s prob́ıhalo jako posledńı.

Závěr

Graf závislosti I/σ(I) na I se ukazuje být vhodným pomocńıkem při odhadu expozičńı
doby pro měřeńı difrakčńıch dat, protože graf je možné vykreslit již pro několik počátečńıch
sńımk̊u a jeho charakter je podobný jako graf pro kompletńı data. Volba oscilačńıho úhlu
při konstantńı expozici na 1◦ nemá na podobu grafu vliv. Různé expozičńı doby pak
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Tabulka 1: Statistiky zpracováńı difrakčńıch dat a parametry struktury

Expozičńı čas 1 s 10 s

Slupka rozlǐseńı Celkem Vněǰśı Celkem 1,5 Å Vněǰśı

Dolńı limit rozlǐseńı [Å] 10,9 1,53 10,9 1,53 1,22

Horńı limit rozlǐseńı [Å] 1,5 1,5 1,2 1,5 1,2
Rmerge 0,161 2,512 0,085 0,339 1,992
Rmeas 0,170 2,659 0,090 0,359 2,149
Rpim 0,052 0,869 0,030 0,117 0,803
Počet pozorováńı 382 820 16 479 645 979 16 454 24 513
Počet nezávislých reflex́ı 18 982 922 36 572 925 1 767
Středńı (I)/σ(I) 21,7 1,2 26,9 8,5 1,4
CC(1/2) 0,999 0,608 0,999 0,982 0,657
Kompletnost [%] 99,7 100 99,8 100 100
Multiplicita 20,2 17,9 17,7 17,8 13,9

Rwork 0,1157 0,1247 0,1137
Rfree 0,1938 0,1716 0,1583

s. s. o.1vazeb [Å] 0,0234 0,0223 0,0223
s. s. o.1úhl̊u [◦] 1,9769 2,0080 2,0079

Středńı B-faktor [Å2] 16,21 13,69 13,80

Expozičńı čas 50 s 100 s

Slupka rozlǐseńı Celkem 1,5 Å Vněǰśı Celkem 1,5 Å Vněǰśı

Dolńı limit rozlǐseńı [Å] 10,9 1,53 1,16 10,9 1,53 1,16

Horńı limit rozlǐseńı [Å] 1,14 1,5 1,14 1,14 1,5 1,14
Rmerge 0,069 0,167 1,906 0,080 0,157 1,842
Rmeas 0,074 0,177 2,091 0,085 0,166 2,023
Rpim 0,025 0,059 0,853 0,029 0,055 0,831
Počet pozorováńı 689 819 16 070 23 376 676 460 15 835 22 767
Počet nezávislých reflex́ı 42 491 925 2 088 42 538 924 2 082
Středńı (I)/σ(I) 27,5 17 1,4 23,2 18,1 1,5
CC(1/2) 0,998 0,995 0,683 0,998 0,996 0,684
Kompletnost (%) 99,7 100 99,5 99,7 100 99,3
Multiplicita 16,2 17,4 11,2 15,9 17,1 10,9

Rwork 0,1327 0,1242 0,1355 0,1274
Rfree 0,1698 0,1616 0,1723 0,1649

s. s. o.1vazeb [Å] 0,0207 0,0207 0,0212 0,0212
s. s. o.1úhl̊u [◦] 1,9151 1,9156 1,9308 1,9310

Středńı B-faktor [Å2] 13,58 13,70 14,21 14,32

1 Středńı směrodatná odchylka od ideálńıch hodnot
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maj́ı významný dopad na měřená difrakčńı data. Testovaćı př́ıpad ukazuje, že se zvyšuj́ıćı
se dobou expozice se zvyšuje rozsah použitelného rozlǐseńı a zlepšuj́ı se indikátory kvality
zpracováńı dat. Při zvyšováńı expozice nad určitou hodnotu (zde z 50 s na 100 s na sńımek)
už k žádnému zlepšeńı nedocháźı. Při zvyšováńı expozice naopak docházelo ke snižováńı
odhadu I/σ(I) pro ńızké rozlǐseńı, což může být zp̊usobeno i radiačńım poškozeńım, je-
likož experiment prob́ıhal na jednom krystalu. Zvyšováńı expozice nad 10 s také nemělo
významný vliv na indikátory shody modelu struktury s měřeńım. Měřeńı při expozici 1 s
je podexponované a z krystalu je možné źıskat v́ıce informaćı při správném nastaveńı ex-
pozice. Naproti tomu měřeńı při 100 s oproti nižš́ım expozićım již žádné nové informace
nepřináš́ı. Rozsah expozic pro optimálńı měřeńı je široký a konkrétńı volba by tedy měla
být přizp̊usobena i daľśım požadavk̊um s ohledem na radiačńı poškozeńı a ćıle měřeńı.
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