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Abstrakt: Microdochium nivale je stopkovytrusna houba napadajici travniky.
Jeji karbohydratova oxidédza nachézi uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich.
Krystaly tohoto enzymu byly méfeny na synchrotronu Petra III. Vizualni kontrolou
byl odhalen rozstép krystalu. Data byla zpracovana nékolika programy: XDS, Xia2
a iIMOSFLM (se seskalovanim pomoci Aimless). Bylo pozorovano radia¢ni poskozeni
krystalu. Optimalni zpracovani experimentu bylo provedeno pomoci XDS pfi roz-
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Uvod

Experimentélni urc¢eni struktury pomoci makromolekularni krystalografie je neza-
stupitelnou a velmi mocnou technikou, ktera dokéze zodpovédét spoustu bioche-
mickych otazek tykajicich se daného proteinu. Prvni struktura organické latky byla
pomoci krystalografickych metod stanovena uz ve dvacatych letech 20. stoleti. V po-
¢atcich krystalografie bylo objasnéni kazdé struktury obrovsky tspéch, zvlasté reseni
prvnich biologickych molekul ¢asto trvalo nékolik desitek let. Struktury prvnich bi-
ologickych makromolekul se podafilo uréit teprve v padesatych letech 20. stoleti.
Vyznamnym pielomem bylo pouziti synchronového zareni v osmdesatych letech 20.
stoleti.

Vyznam krystalografie 1ze dokumentovat tim, ze hned nékolik desitek krystalografi
se za kratkou dobu existence této védni discipliny stalo laureaty Nobelovych cen za
chemii, medicinu nebo fyziku. Diky makromolekularni krystalografii zndme mimo
jiné strukturu penicilinu, inzulinu, hemoglobinu a DNA. Proteinovéa krystalografie
je stale hlavni metoda urcovani struktury biologicky aktivnich molekul.

Proteinova krystalografie prochézi i dnes neustalym vyvojem. Pokrok je patrny jed-
nak v dokonalejsich experimentalnich aparaturach (instrumentaci) nebo v novych
metodéach zpracovani dat, které jsou vyzadovany pravé na zakladé novych experi-
mentalnich metod a vybaveni.

V posledni dobé doslo k vyznamnému vylepSeni konvenc¢nich zdroji rentgenového
zareni. Také pracovisté na synchrotronech prochazi neustalym vyvojem. Intenzita
rentgenového zareni dostupnych zdroji tak neustéle roste a diky tomu lze touto
zavedenim tzv. "Free-electron laseru", coz jsou jesté vykonnéjsi zdroje nez dnesni
synchrotrony.

Vyvojem prochazi také detekce rentgenového zareni. Zatimco pred rokem 2010 byla
vétSina synchrotronovych pracovist vybavena polovodi¢ovymi senzory technologie
CCD, na modernich pracovistich (i konven¢nich) dnes prevazuji senzory technolo-
gie CMOS. Tyto nové technologie umoznuji optimalizovat experiment a soucasné
vyzaduji nové pristupy (zejména statistické) ve zpracovani experimentélnich dat.

Proteiny jsou zakladni stavebni a funkéni jednotkou organizmi, a proto je znalost
jejich struktury dulezita pro pochopeni principi jejich funkce a také umoznuje racio-
nalné navrhnout upravy, které povedou ke zméné ¢i ovlivnéni této funkce. Informace
o struktufe proteinu ¢i jinych biologickych molekul tak nachézeji velké uplatnéni
v biotechnologiich a farmaceutickém primyslu, napt. v boji proti rakoviné, AIDS



nebo Alzheimerové chorobé. Makromolekularni krystalografie je pro urceni struktury
stézejni disciplinou.

Tato prace se zabyva zpracovanim difrakénich dat enzymu oxidazy z houby Microdo-
chium nivale, ktera byla naméfena na synchrotronu Petra III v Hamburku. Spravné
zpracovani difrakénich dat je zakladni a nutnou podminkou stanoveni prostorové
struktury makromolekul. Riznymi postupy zpracovani dat lze dojit k mirné od-
lisSnym vysledktim, proto budou data analyzovana vice zpusoby. Vysledky budou
porovnany a nejlepsi zpracovani bude pouzito pro dalsi vyzkum.



Kapitola 1

Teoreticka c¢ast

1.1 Difrakce rentgenového zareni

1.1.1 Rozptyl na nabité ¢astici

Krystalova strukturni analyza je principialné zalozena na difrakci, tzn. interakci pa-
prsku zareni s hmotou. Kromé elektronového a neutronového zéfreni je zejména po-
uzivano zafeni rentgenové. Tento druh elektromagnetického zareni je velmi vhodny
diky tomu, Ze jeho vlnové délky jsou srovnatelné s meziatomovymi vzdalenostmi
v krystalech (fadové desetiny nanometrit).

Zakladnim predpokladem kinematické teorie difrakce je zanedbani interakei dopada-
jicich a difraktovanych vin. Index lomu rentgenového zareni je ve vSech prostredich
témér rovny jedné, pro upravu jeho paprsku nelze pouzit ¢ocek. Z tohoto faktu také
plyne, Ze je mozné zanedbat lom na povrchu krystalu a predpokléddat, ze se paprsky
v krystalu sifi rychlosti svétla.

P1i dopadu fotonu zafeni na nabitou ¢astici muze dochézet k nepruznému (Compto-
novu) nebo pruznému (Thomsonovu) rozptylu. Nekoherentni Comptoniv rozptyl
probiha vzdy, jeho dusledkem je zvolna se ménici pozadi difrakéniho obrazu. Z hle-
je zachovana velikost vinové délky zareni a ktery je pri¢inou vzniku difrakénich ma-
xim. Dopad rovinné vlny zafeni na nabitou ¢astici vyvola rozkmitani castice, kteréd
se tak stane zdrojem sekundarnich vin. Intenzitu koherentniho rozptylu nepolarizo-
vaného zafeni na volné ¢astici o hmotnosti m s nabojem ¢ vyjadiuje Thomsontv

vztah )
2 2
q 1 1+ cos*(6)
I =LH—) =————= 1.1
0 (47T€0m62) 72 2 ’ (L)

kde Iy je intenzita dopadajictho zafeni, r je vzdalenost od rovnovazné polohy, kolem
niz castice kmita, a 260 je dhel, ktery sviraji sméry dopadajiciho a difraktovaného

(9)

P N 1 2 .oz RV
paprsku. Posledni sou¢initel ~“3>~ se nazjva polariza¢ni faktor.
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1.1.2 Laueho rovnice, Ewaldova konstrukce, Braggtiv zakon

Necht rovinné viny monochromatického rentgenového zareni vinové délky A s vino-
vych vektorem ko dopadaji na atomy pravidelné usporadané do krystalické miizky
s parametry a, b, c. Predpokladejme elasticky rozptyl: Atomy rozptyluji zafeni a vy-
sledny rozptyleny svazek mé vinovy vektor k stejné velikosti a obecné jiného sméru
a stejnou vlnovou délku A. Aby doslo ke konstruktivni difrakci, musi byt splnény
Laueho rovnice:

a-(k—ko) =27h

b (k — ko) =27k (1.2)

c-(k—ko)=2nl.

Dosadime-li do Laueho rovnic difrakéni (neboli rozptylovy) vektor definovany jako

S = %, ziskame

a-S=nh

b-S=k (1.3)
S=1I.

c .

Do rovnic lze za S dosadit vektor reciproké miizky Hy, = ha* + kb* 4 Ic*. Laueho
rovnice jsou tedy splnény, kdyz je difrakéni vektor S shodny s nékterym vektorem
reciproké miize Hyy;, ktery tudiz udava sméry svazki rozptylenym krystalem. Jinak
feCeno: Difrakéni obraz je zobrazenim reciproké krystalové miizky. To lze demon-
strovat pomoci Ewaldovy konstrukce.

| k,2n k,/2n
I K0 potatek reciproké
\ krystal ," miizky

Y /

\/Ewaldova sféra

Obrazek 1.1: Ewaldova konstrukce: Krystal je umistén ve stfedu kulové plochy, tzv.
Ewaldovy sféry, s polomérem 1/X. V misté, kde primérni svazek vychézi ze sféry,
lezi pocatek reciproké miizky krystalu. Pokud se n&jaky bod (hkl) reciproké miize
naléza na Ewaldové sféfe, jsou pro osnovu rovin (hkl) splnény Laueho difrakéni
podminky.
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Protoze velikost vektoru reciproké mrizky Hpyy, je rovna prevracené hodnoté mezi-
rovinné vzdalenosti dp;, plati

1 2sinf
H,|=—=1S| = , 1.4
[ Ha i S| ) (1.4)

z ¢ehoz 1ze jednoduchou upravou ziskat Bragguv zakon
2dhkl sinf = \. (15)

1.1.3 Difrakce na krystalu

Pti popisu rozptylu vln zareni na atomu se bere v tivahu jen rozptyl na elektronech
v jeho obalu. Jadra atomu jsou totiz mnohem tézsi a ze vztahu pro intenzitu roz-
ptylenych vin 1.1 je vidét, ze prispévek intenzity vin rozptylenych jadry do celkové
intenzity vln rozptylenych atomem je maly, a tedy zanedbatelny. Rozptyl na atomu
vyjadiuje veli¢ina atomovy rozptylovy faktor, ktera je definovana jako pomér ampli-
tud dopadajiciho a rozptyleného zafeni. Zavisi jen na poméru sinf/\ a lze ji ziskat
integraci

£8) = [ o) expl2mi(Se)dV = Flp(r), (1.6)

kde p(r) je rozdéleni elektronové hustoty a F znaci operator Fourierovy transfor-
mace. Inverzni Fourierovou transformaci atomového rozptylového faktoru je teore-
ticky mozné ziskat elektronovou hustotu:

p(r) = / f(S) exp[—2mi(Sr)]dV = FF(S)]. (1.7)

Popisme nyni difrakci na krystalu, tedy usporddaném souboru atomi. Predpoklé-
dejme, Ze rozdéleni elektronové hustoty neni deformované kvuli pusobeni vazebnich
sil mezi okolnimi atomy. Pro popis difrakce na celém krystalu staci charakterizo-
vat rozptyl na jedné zakladni bunice. Necht zékladni bunku tvoii N atomu a poloha
n-tého atomu je r, = z,a+y,b+ z,c, pak veli¢ina popisujici difrakci, tzv. strukturni
faktor, je rovna

N
F(8) =) _ foexp[2mi(Sry)]. (1.8)
n=1
Pokud je splnéna Laueho podminka difrakce na osnové rovin (hkl), tj. S = Hyy, lze

strukturni faktor vyjadrit jako

N

Fyu = Z fnexp2mi(hz, + ky, + 12,)]. (1.9)

n=1

Strukturni faktor je zfejmé komplexni ¢islo:

Fhkl =A —|—ZB = ]Fhkl]em. (110)
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Pri difrakénim experimentu jsme schopni namérit intenzitu rozptyleného zarent,
ktera je vSak podle kinematické teorie zavisla na kvadratu absolutni hodnoty struk-
turniho faktoru. Fazovy thel a nelze piimo z experimentu stanovit, jeho urceni je
velmi pracné a oznacuje se jako tzv. fazovy problém.

B
Ihkl ~ ’FhklP tan o = Z (111)

1.2 Experimentalni usporadani

1.2.1 Zdroje rentgenového zareni

Zdroje rentgenového zafeni se déli na konvencni (neboli "doméci") a nekonvenéni.
Mezi konvencni zdroje patii zafizeni, ktera si lze poridit do bézné laboratore, nemaji
tedy pfehnané rozmeéry ani porizovaci néklady. Jejich typickym piikladem je rent-
genova lampa. Zato k nekonvenénim radime synchrotron, coz je velky samostatny
komplex budov a zafizeni.

Rentgenova lampa

Nejdilezitéjsi ¢asti zarizeni je vakuova komora z materialu, ktery nepropousti rent-
genové zafeni, az na propustné okénko (obvykle z berylia). Katoda je zhavena elek-
trickym proudem a termoemisi se z ni uvoliuji elektrony. Mezi elektrodami je vysoké
napéti v fadu desitek az stovek kV, jeho vlivem se uvolnéné elektrony urychluji a
po fokuzaci dopadaji na kovovou anodu-ter¢.

Pravé v disledku prudkého zpomalovéani elektront pii jejich kolizich s atomy kovu
vzniké rentgenové zareni. Vétsina elektront vSak neztraci energii najednou pii jediné
srazce, ale po ¢astech pri vice srazkach, a proto je spektrum vznikajiciho rentgeno-
vého zareni spojité. Navic pokud maji urychlené elektrony dost velkou energii, dokézi
vyrazit elektron z vnitinich slupek elektronového obalu atomu anody. V dusledku
toho mize jiny elektron z vyssi energetické hladiny zaujmout toto neobsazené misto
a je vyzafena piebytecna energie ve formeé fotonu. VInova délka téchto fotont je cha-
rakteristicka pro dany material terce. Spektrum je pak tedy tvoreno ostrymi liniemi
a ma pro ruzné materialy pfesné definované hodnoty maxim.

Jednotlivé linie charakteristického spektra jsou oznacovany pismeny K, L, M, jelikoz
odpovidaji prechodim elektronti do orbitald s, p a d. Pfechod mezi sousednimi
hladinami se znaci «, prechod ob jednu hladinu £ atd.

Velkou nevyhodou rentgenovych lamp je, Ze nelze ménit vinové délky emitovaného
rentgenového zareni. Jedna lampa umi produkovat jen zafeni o neménné vlnové délce
a pokud bychom chtéli mérit pfi jiné vinové délce, musime k tomu pouZzit jinou
rentgenovou lampu s tercem z jiného materidlu. Nejcastéji pouzivanymi materialy
anody jsou méd a molybden.

13



Rotac¢ni rentgenova lampa

Princip fungovani rotacni rentgenové lampy je v podstaté stejny jako u obycejné
klasické lampy se zatavenou anodou. Anoda vSak neni fixovana jako predeslém pii-
padé, nybrz rotuje s thlovou rychlosti v fadu nékolik tisic otacek za minutu. Terc se
tedy tolik nezahtiva, na katodu je mozné privadét vétsi proud a diky tomu rotacni
anoda poskytuje asi desetkrat vétsi pomér maximéalniho prikonu ku plose ohniska
nez klasickd rentgenova lampa.

v

Nevyhodou vSak je, Ze celé zafizeni potfebuje castéjsi a kvalifikovanéjsi adrzbu. Déle
je nepiijemné, Ze intenzita vydavaného zafeni vlivem otaceni anody fluktuuje v case,
coz muze byt pii nékterych specifickych méfeni problém (napf. méfeni anomalniho
rozptylu).

MetalJet

MetalJet je nova technologie konvencnich zdroji rentgenového zareni. Princip je
stale stejny jako u rentgenovych lamp, avsak jako terc je pouzit tekuty kov - slitina
galia, india a dalsich pfimési - ktery cirkuluje dokola rychlosti az 75 m/s. To jesté
vice umoziuje chladit anodu a dosahovat vétsich intenzit zéreni.

Charakteristické energie linie K, galia je 9,3 keV, takZze je srovnatelné s charakteris-
tickou energif linie K, médi, ktera je 8,0 keV. Také charakteristicka energie linie K,
india (24,2 keV) odpovida charakteristické energii K, stiibra (22,2 keV). MetalJet je
diky tomu velmi dobra nahrada rentgenovych lamp: produkuje zareni o podobnych
charakteristickych vinovych délkich a pritom o vétsi intenzité.

Technologie MetalJet stale prochazi velkym vyvojem. Pristroj Bruker D8 Venture
vyuzivajici tuto technologii je v soucasnosti dostupny v Biotechnologickém a biome-
dicinském centru Akademie véd a Univerzity Karlovy ve Vestci.

Obrazek 1.2: Vnitini konstrukce zdroje Excillum MetalJet — vlevo nahote je vidét
trubice s tekutou anodou, katoda je umisténa vpravo, zelené je vyznacen vysledny
paprsek emitovaného rentgenového zéafeni. [26]
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Synchrotron

Synchrotrony jsou obrovské zafizeni, ve kterych se pohybuji po pfiblizné kruhové
dréaze elektrony ¢i pozitrony urychlené na relativistické rychlosti. Princip je zalozen
na jevu, ze elektricky nabita ¢astice, ktera se pohybuje pod vlivem magnetického
pole, emituje elektromagnetické zareni. Toto zareni muze mit obecné rizné spek-
trum, proto se v synchrotronech urychluji ¢éastice na rychlosti srovnatelné s rych-
losti svétla, ¢imz se spektrum emitovaného zafeni rozsiti az do vyssich energetickych
obort, takze je produkovano i rentgenové zareni.

Praktickd konstrukce synchrotronu je zpravidla nasledujici: elektrony ¢i pozitrony
jsou nejprve urychleny linedrnim urychlovacem. Pak jsou injektovany do kruhového
meziurychlovace (boosteru) s polomérem v fadu jednotek metri, kde jsou dale urych-
lovany. Kdyz uz je jejich energie dostatecné vysoké, pokracuji do akumula¢niho prs-
tence, kde krouzi nékolik hodin.

Akumula¢ni prstenec obsahuje mnoho komponent. Pohyb ¢astic po kruhovych dra-
hach zajistuji ohybové magnety. Prstenec tedy neni dokonaly kruh, ale spiSe pra-
videlny mnohotuhelnik, jelikoz k zakiiveni drahy c¢éastic probiha jen v ohybovych
magnetech a tseky drah mezi nimi jsou pifimé. Pravé na ohybovych magnetech je
generovano diky zméné dréahy nabitych ¢astic v magnetickém poli rentgenové za-
feni, které je emitovano ve sméru tecny prstence v daném misté. Zareni také vznikéa
ve specialnich prvcich, undulatorech a wigglerech, které budou popsana pozdéji.
Emitované zafeni se vyvadi evaukovanou trubici na jednotliva experimentalni pra-
covisté. Dale jsou pritomny elementy RF', coz jsou zarizeni, ktera dodavaji ¢asticim
doplitkovou energii ve formé radiofrekvencniho elektromagnetického pole, aby kom-

Move

nainstalovan element umoziujici injekci ¢astic z meziurychlovace.

Spektralni rozdéleni produkovaného zéfeni je velmi Siroké — jsou emitovany fotony
v oboru infracerveného az rentgenového zareni. Charakterizuje ho veli¢ina kriticka
vlnova délka \.. Odpovida takové hodnoté, pro kterou plati, Ze polovina energie
je vyzéarena fotony o vlnovych délkach A < A.. Zajimavé je, Ze takovych fotont
je z celkového poctu jen 9 %. Experimenty byvaji vétS§inou provadény se zarfenim
o vlnovych délkach v rozmezi od 1/4 A. do 4 A..

Pro dnesni synchrotrony je typické pouziti vyse zminénych wigglert a undulatort,
jez se vkladaji do jednotlivych experimentéalnich stanovist za ohybovym magnetem
akumulac¢niho prstence. Jsou to zafizeni s periodickym umisténim magneti se stii-
dajici se polaritou. Perioda magnetickych poli se pohybuje v fadu milimetri az
centimetri. Nabita ¢astice pii prichodu takovym elementem zvini svoji drdhu. Za-
fizeni se déli podle velikosti magnetické indukce magnetii; element s velmi vysokou
magnetickou indukei se nazyva wiggler, zatimco prvek s nizkou magnetickou indukci
se oznacuje jako undulétor.

e V piipadé wigglert je intenzita magnetického pole tak vysoka, Ze se trajektorie
prolétajici Céastice zvIni natolik vyrazné, Ze se wiggler chova jako soustava
ohybovych magneti. Diky tomu je spektrum velmi podobné spektru zéareni
na ohybovych magnetech. Intenzita zareni se zvysuje tolikrat, kolik mé prvek
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period magnetického pole. Z toho plyne, ze kriticka vlnova délka Ao je posunuta
k niz§im hodnotdm, proto jsou wigglery nékdy oznacovany jako posouvace
vlnovych délek.

e V undulatorech je naopak pouzivano slabé magnetické pole, jenz je nejcastéji
generované sérif permanentnich magnett. Zareni téhoz elektronu emitované
v jednotlivych prvcich magnetického pole spolu koherentné interferuje, takze
se s¢itaji amplitudy. Vysledné produkované zafeni ma tedy spektrum tvorené
relativné ostrymi harmonicky umisténymi piky. Vinové délky zéareni jsou za-
vislé také smérove. Pro ilustraci: intenzita emitovaného zareni na unduldtoru
s n poly je pfi nulovém pozorovacim thlu zesilena piiblizné n2-krat.

Vlastnosti rentgenového zareni produkovaného nekonvenénim synchrotronovym zdro-
jem jsou v mnoha ohledech vhodnéjsi pro experiment nez vlastnosti zareni emitova-
ného konvencénimi zdroji. Ty nabizeji zafeni o jen nékolika rtiznych vinovych délkach
podle toho, jaky material byl pouzit jako ter¢ ostirelovany elektrony. Naopak syn-
chrotron je schopny poskytovat Siroké spektrum zareni, vinovou délku je mozno si
volit. Toho se vyuziva napiiklad k feSeni fazového problému. Dalsi velkou vyhodou
je o nékolik rada veétsi intenzita synchrotronového zareni. Pro ilustraci: intenzita
zéfeni emitovaného na ohybovych magnetech synchrotronu je o nékolik rfadi vyssi
nez intenzita zareni ziskaného na rotacni rentgenové lampé. Diky tomu je sbér dat
na synchrotronech rychlejsi, je mozné analyzovat vzorky o velice malych rozmérech
v fadu nékolika pum?® a data maji vétsi rozliseni. Velkou vyhodou synchrotronového
zéreni je jeho linearni polarizace v roviné akumula¢niho prstence a eliptickd polari-
zovatelnost nad a pod touto rovinou. Neni tedy pro intenzity difraktovaného zareni
tfeba pouzivat riizné opravy pro polariza¢ni efekty jako u konvenénich zdroja.

O —— R

s e s

- > CNR 4 ; 3 & ‘ ! P 1»5.
Obrazek 1.3: Synchrotron Bessy II (Helmholtz-Zentrum Berlin) — vlevo je letecky
pohled [20], vpravo pohled zevnitt [19].

¥

1.2.2 Monochromatizace a kolimace

Pri realizaci difrakéniho experimentu potfebujeme, aby pouzité rentgenové zareni
bylo monochromatické a jeho paprsky se §ifily rovnobézné. Popsané zdroje vSak
zéfeni s takovymi vlastnostmi neemituji. Proto se v experimentalnim usporadani
pouzivaji dalsi prvky, diky nimz je mozné upravit vlastnosti zareni na vhodnéjsi.

16



Filtry

Pouzitim filtru je mozné do jisté miry dosdhnout monochromatického zareni. Princip
filtri je jednoduchy: rentgenovému zareni za da do cesty vhodny materidl, ktery
nepropusti fotony s malou energii a fotony s energiemi, které odpovidaji energiim
potfebnym pro vyrazeni elektronu atomu materialu filtru z orbitalu.

Spektrum zafeni emitované konvenénimi zdroji obsahuje vice maxim K,, K3, ..., jak
jiz bylo zminéno v odstavci o rentgenové lampé. Empirickymi zkuSenostmi se doslo
k nasledujicimu poznatku: Pokud chceme pro experiment pouzit jen zéfeni o vinové
délce odpovidacich linii K, 1ze toho dosahnout pouzitim filtru z materialu, ktery
je tvoren atomy prvku s protonovym ¢islem o jedna mensim, nez je protonové ¢islo
anody konven¢niho zdroje. Tato skute¢nost plati pro protonova ¢isla mensi nebo
rovno 70. Navic pro prvky s protonovym ¢islem mensim nez 40 1ze pouzit také filtr
tvofeny atomy prvki s protonovym ¢islem o dva mensi. Konkrétné zareni emitované
zdrojem s médénou anodou lze timto zptisobem do jisté miry zmonochromatizovat
filtry z niklu a kobaltu.

Nevyhodami filtrii jsou podstatny pokles intenzity zareni a nepfilis selektivni mo-
nochromatizace.

Krystalové monochromatory

Dalsim a mnohem selektivnéjsim zpiisobem, jak docilit monochromatického zarent,
je pouziti krystalovych monochromatori, nejcastéji vyrobenych z velice kvalitniho
bezdisloka¢niho monokrystalu kifemiku. Emitované nemonochromatické rentgenové
zareni se pod malym thlem 6 nechd dopadat na monokrystal-monochromator. Do-
chazi k odrazu a difraktované zafeni je pozorovano rovnéz pod thlem 6, ktery zavisi

podle Braggovy rovnice na vinové délce. Zvolenim urcitého thlu tedy zapricini volbu
tzkého intervalu prislusnych vinovych délek, které se budou odrazet.

Existuje spousta typt krystalovych monochroméatort. Nejjednodusim je rovinny mo-
nochromator v symetrickém uspoiadani, jehoz difraktujici roviny jsou rovnobézné
s povrchem. Pokud difraktujici roviny sviraji s povrchem krystalu maly thel, pak
se jedna o monochromator v asymetrickém usporadani a kromé monochromatizace
také dochézi k rozsifeni ¢i zzeni svazku rentgenového zéareni. Velmi Casté je pou-
ziti monolytickych dvoukrystalovych monochromatori. Monochroméatory vytvorené
z ohnutych krystalii do tvaru napft. eliptického véilce maji navic schopnost smérové

fokuzace paprski.

Iy
s
P

Obrézek 1.4: Nékres monolytického dvoukrystalového monochromatoru, jehoz
difraktujici rovina je rovnobézna s povrchem krystalu [15].
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Kolimatory

Pomoci kolimatori se dosahuje co nejvétsi rovnobéznosti paprskii rentgenového za-
feni. Zafizeni tvoii podlouhly tzky duty valec s dvéma obvykle kruhovymi clonami,
kazda z nich se naléza na jiné strané a dohromady urc¢uji rentgenovy paprsek. Na vy-
stupni strané kolimatoru je navic jesté tfeti ochranna clona, ktera sice nemé vliv
na tvar paprski, ale eliminuje zafeni, jez se rozptyluje na hranach clon.

Na vstupni clonu kolimétoru zaii paprsky zareni ze zdroje a na opacné strané vychézi
zareni ve formé pfiblizné rovnobéznych paprski.

Rentgenova zrcadla

Pomoci rentgenovych zrcadel je mozné monochromatizovat a fokuzovat rentgenové
zareni najednou. Rentgenové paprsky jednotlivych vinovych délek se od zrcadla
odrazi, pokud dopadaji pod thlem mensim nez je kriticky thel, jenz zavisi na vlnové
délce zarenti.

Rentgenova zrcadla jsou velice vhodna pro monochromatizaci zafeni z konvencénich
zdroji. Pokud se zvoli tihel dopadu jen o trochu vétsi nez je kriticky thel prislusny
vlnové délce linie K, fotony s kratsimi vinovymi délkami nez je vlnova délka linie
K, odrazeny nebudou. Takze nebudou odrazeny ani paprsky odpovidajici linii K5
a vysledné zareni bude pfiblizné monochromatické o vinové délce linie K.

Velice vyhodné je pouziti zakiiveného zrcadla ve tvaru eliptického valce: Pokud je
zdroj umistén v jednom z ohnisek elipsy, paprsky odrazeného zareni budou mitit
do ohniska druhého, kde pak bude ziskédno zareni s velmi vysokou intenzitou. To na-
chézi uplatnéni u silnych konvencénich zdroju: zrcadlo soustifeduje zareni z velkého
prostorového thlu a vysledna intenzita v ohnisku je tak vysoka, ze by pro jeji do-
sazeni bez uziti zrcadla muselo zafeni pochézet ze zdroje s nékolikanasobné vyssim
nominalnim piikonem. Dvojice zrcadel ve tvaru eliptického valce, které maji na-
vzajem kolmé osy, se ¢asto pouziva na synchrotronovych zdrojich pii méreni velmi
malych makromolekularnich krystal.

1.2.3 Detekce rentgenového zareni

Jako prvni byly k detekovani difraktovanych paprski pouzivany klasické fotogra-
fické filmy. Dalsi technologii jsou plynem plnéné detektory, které tvori hermeticky
uzaviend nadoba se dvéma elektrodami s rozdilnym potencidlem vyplnéna zpravidla
argonem ¢i xenonem a malym mnozstvim oxidu uhli¢itého nebo metanu. Dopadajici
zareni zpusobuje ionizaci plynu v nddobé a na elektrodach lze namérit odpovidajici
zménu napéti. Podle velikosti privadéného napéti na elektrody se tyto detektory déli
na ioniza¢ni komory, proporcionalni detektory a Geiger-Miillerovy detektory.

V dnesni dobé jsou hlavné pro analyzu krystalt tvorenych malymi molekulami vy-
znamné scintilaéni detektory. Fotony zareni jsou absorbovany fluoroscenénim krysta-
lem, ¢imz dochéazi k ionizaci atomu krystalu za soucasné emise svétla, které je dale
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zesileno pomoci fotonasobi¢e a muze byt detekovana jeho intenzita. Pro potreby
makromolekularni krystalografie je vSak pouziti scintila¢nich detektort nevhodné,
protoze jsou schopné v jednom Casovém okamziku méfit intenzitu jen jedné reflexe.

Mnohadratovy proporcionalni detektor je zafizeni, které uz dokaze méfit intenzity
vice reflexi najednou. Princip fungovani je analogicky jako u proporcionalniho de-
tektoru, navic jsou vSak v komore tfi sady rovnobéznych elektrod — dvé krajni jsou
na sebe kolmé katody a mezi nimi se naléza anoda, ktera je rovnobézna s jednou
z katod. Diky tomu je zaznamenavéana i pozi¢ni informace. RozliSeni je ddno poc¢tem
pouzitych drati, které tvori elektrody, nejcastéji jde o pocty 128x128 nebo 256x256.
Nevyhodou téchto detektort je nizké rychlost, vysokd hmotnost a malé rozliseni.

Jinym typem pozi¢né citlivych detektorti jsou obrazové desky. Funguji podobné
jako fotograficky film, lze je vS8ak pouzit opakované. Jedna se o desky s vrstvou
obsahujici BaFBr, které se aktivuji ionty Eu?". Vyvolani difrakéniho obrazce, které
je zaloZeno na jevu fotostimulované luminiscence, je mozné az po jeho kompletnim
naméfeni. Obrazové desky jsou mnohem citlivéjsi a maji velkou rozlisovaci schopnost
v porovnani s fotografickymi filmy, jejich nevyhodou je ale omezené linearita, velky

rozmdér a vaha.

Nejcastéji pouzivanymi detektory v proteinové krystalografii jsou plosné detektory
s polovodic¢ovymi prvky technologie CCD (Charge-coupled device) nebo CMOS APS
(Complementary metal oxide semiconductor Active pixel sensor). Jejich vyhodou je
velmi dobra citlivost i rozliSeni a malé rozméry. Protoze jsou jednotlivé detekéni body
velmi malé (maji velikost v fadu mikrometrii), jsou pozorované fotony odvadény
zuzovacim segmentem z optickych vlaken do samotného polovodicového detektoru.
Nevyhodou tohoto typu detektort je jejich teplotni Sum, je tedy nutné intenzivné
chladit jejich polovodic¢ovou ¢ast.

CCD

CCD je elektronicka soucastka schopna snimani obrazu. M4 siroké uplatnéni, kromé
detektoru v popisovaném experimentu je pouzivana napiiklad v digitalnich fotoa-
paratech, ¢teckach ¢arovych kodu, faxech a skenerech. Pred samotny detektor se
umistuje velka fosforeskujici deska, ktera prevadi fotony rentgenového zareni na fo-
tony viditelného svétla. Ty dale pokracuji optickymi vlakny k CCD a jsou méfeny.

CCD prvek se sklada z polovodice spojenym s anodou a vystupnim zesilovacem
a mnoha dalsimi ekvidistantné vzdalenymi katodami, které od polovodice izoluje
tenka vrstva prisvitného izolantu, zpravidla skla. Pred zaznamenavanim obrazu je
tfeba odebrat z CCD bez pristupu svétla vSechny volné elektrony. Pti expozici svét-
lem se na kazdou treti katodu v poradi privede kladné napéti, kazda takova katoda
predstavuje jeden pixel vznikajictho snimku. Dopadajici fotony prochazeji vrstvickou
skla, na zakladé fotoelektrického jevu excituji elektrony v polovodiéi a ty, které pie-
Sly az do vodivostniho péasu, jsou hned pritahovany nejblizsi katodou. V polovodici
zustavaji kladné nabité diry, které jsou pritahovany anodou spojenou s polovodi¢em.

Uzavienim zavérky expozice konéi a je tfeba zpracovat naboje, které se vyskytuji
u jednotlivych katod predstavujicich pixely. Na katody se proto zac¢ne privadét tzv.
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trojfdzovy hodinovy signél: na nabitych katodach se za¢ne snizovat napéti za sou-
¢asného zvySovani napéti na té z dvou sousednich katod, ktera je bliz vystupnimu
zesilovaci. Diky tomu se shluky elektronii posunou pravé k té nové nabité katodeé.
Tento postup se opakuje a elektrony se postupné posunuji az k vystupnimu zesilo-
vaci, ktery zesili maly proud generovany jednotlivymi shluky elektronii.

Naboj, ktery urcoval nasnimany obraz, byl tedy preveden na elektricky proud, tedy
analogovy signdl, jenz byl nakonec zesilen a je mozno ho dale zpracovavat. Pred sa-
motnym dalsim zpracovanim je vétSinou analogovy signél preveden na digitalni. Je
tfeba poznamenat, ze kromé vyse popsaného CCD s trifazovym ¢tenim existuji také
CCD detektory s dvoufazovym ¢i ¢tyrfazovym ctenim.

CMOS APS

V soucasnosti se od technologie CCD upousti a stale vice se vyuziva aktivnich pi-
xelovych snimac¢ia CMOS APS, at uz v detektorech zafeni nebo digitalnich fotoa-
paratech. PTi pouziti této technologie uz neni tifeba pouzivat fosforeskujici desku,
méfeny jsou piimo fotony rentgenového zateni. Senzor je vyleptan do kfemikového
¢ipu a je tvofen mnoha malymi elektrickymi obvody. Zékladni princip fungovani
zustava stejny jako u CCD senzoru: na zakladé fotoelektrického jevu fotony excituji
elektrony v polovodici, jenz je od katody oddélen prusvitnym izolantem.

Kazdy pixel zde vSsak predstavuje maly samostatny integrovany obvod, ktery obsa-
huje i vlastni vystupni zesilova¢ a ¢asto i pfevadéc analogového signalu na digitalni.
Prevedeni elektrickych nédboju na elektricky proud, jeho zesileni a konverze na di-
gitalni signal tedy probihé oproti CCD paralelné. V prvcich CMOS lze diky tomu

vvvvvv

Sumu.

Také celkové zpracovani obrazu po expozici je rychlejsi, takze technologie CMOS
umoziuje zaznamenat mnohem vice snimki za jednotku ¢asu nez CCD. Navic maji
prvky CMOS vétsi dynamicky rozsah. Paralelni konstrukce technologie CMOS vsak
zpusobuje nizsi uniformitu vystupu, coz je v pripadé popisovaného experimentu
dost nezéddouci. Tyto odchylky je nutno pii zpracovani difrakénich dat korigovat
skalovacimi faktory. Diky velmi malym rozmértm lze jednotlivé prvky CMOS skladat
vedle sebe a vytvaret vétsi detektory s velmi dobry rozlisenim; napt. detektor Dectris
Pilatus 6M je sestaven z 60 zakladnich prvki CMOS.

Obrézek 1.5: Detektory Dectris Pilatus X Series s poc¢ty pixeli od 0,1 Mpx
do 6 Mpx vyuzivajici technologie CMOS. [25|
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1.2.4 Usporadani difrakéniho experimentu

Difrakéni experiment se sklada ze zdroje zareni, kombinace vysSe zminénych prvka
pro vylepseni vlastnosti paprskii, goniometru, ve kterém se nachazi vzorek, a detek-
toru. Prikladem muze byt uspofadani na méficim stanovisti 14.1 na synchrotronu
Bessy II (Helmholtz-Zentrum Berlin). Synchrotronem produkované fotony rentge-
nového zareni maji nastavitelnou energii v rozmezi 5-15,5 keV. V aparatuie jsou
pouzita dvé kifemikova rentgenova zrcadla a mezi nimi dvojity kiemikovy krystalovy
monochrométor (rovina (111)). Vzorek je umistén v MD2 & Minikappa goniometru.
Difrakéni obrazec je zaznamenévan polovodi¢ovym detektorem Pilatus 6M zaloze-
nym na technologii CMOS.

Mirror 1 . Monochromator Mirror 2

B

Experimental
End-Station

Obrazek 1.6: Sestaveni difrakéniho experimentu na meficim stanovisti 14.1
synchrotronu Bessy II (Helmholtz-Zentrum Berlin). Paprsek rentgenového zrcadla

je emitovan zleva a postupné prochazi rentgenovym zrcadlem, dvojitym
kiemikovym monochrométorem a druhym rentgenovym zrcadlem. [24]

1.2.5 Rota¢ni metoda

Makromolekularni krystaly maji v porovnani s nizkomolekularnimi krystaly pod-
statné veétsi bazi své krystalové struktury, a tedy i jejich miizkové parametry musi
byt mnohem vétsi. Reciproka mitizka, jejiz parametry zavisi na reciprokych hodno-
tach mrizky pfimé, je proto u proteinovych krystalt velice husté obsazena. Pii po-
uziti béznych metod méteni reflexi by vznikaly problémy: Naméfeni vSech reflexi
by trvalo pftilis dlouho a navic by pravdépodobné dochézelo k prekryvu sousednich
reflexi. Pro méfeni reflexi proteinovych krystalt se tedy pouzivaji metody rotacni
¢i oscilacni, které takové nedostatky nemaji.

Na makromolekulérni krystal se zafi monochromatickym rentgenovym zareni za sou-
¢asného rotovani, resp. oscilovani krystalu o maly thel A¢ podle osy kolmé na rent-
genové paprsky. Takovych expozic pri stejné ose rotace je provedeno nékolik. Difrak-
tované zareni je detekovano plosnym detektorem technologie CCD nebo CMOS.

Princip rota¢ni metody se da nejnazornéji predvést pomoci Ewaldovy konstrukce.
Diky husté obsazené reciproké miizce makromolekularnich krystali je témér jisté,
ze v jedné poloze krystalu se na Ewaldové sféfe naléza hned nékolik uzlovych bodu
reciproké mrizky, pro néz je tedy splnéna Braggova podminka a difraktuji zareni
do raznych sméria. Na plosném detektoru je nyni mozno zachytit difrakéni obrazec,
ktery tvofi reflexe umisténé na nékolika soustfednych kruznicich. Reflexe nélezici
stejné kruznici odpovidaji roviné uzlovych bodi jednim stejnym indexem.

Realné uzlové body maji vSak nezanedbatelny objem, coZz je zpusobeno zejména
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tim, Ze redlné rentgenové zareni neni dokonale monochromatické a jeho paprsky
nejsou idealné rovnobézné. Proto je potieba, aby se s krystalem rotovalo ¢i oscilo-
valo. Namérené difrakce pak odpovidaji uzlovym bodum, které diky rotaci postupné
prechézeji pres Ewaldovu sféru. To se da také znézornit tak, ze Ewaldova sféra ro-
tuje a body, které se nalézaji v misté, které vymezuje pocateéni a kone¢na poloha
Ewaldovy sféry, spliuji Braggovu podminku difrakce. Pozorované reflexe se tedy na-
lézaji v parech pilmésici, tzv. lunet, pricemz reflexe piislusné jednomu paru lunet
odpovidaji téze uzlové roviné reciprokého prostoru.

Jelikoz rotace ¢i oscilace probiha jen pres maly thel A¢g, jsou naméfeny jak celé
reflexe, které odpovidaji uzlovym bodim, které presly celé pres Ewaldovu sféru,
tak rovnéz Castecné reflexe, jejichz uzlové body celym objemem pres sféru nepresly.
Téchto ¢astecnych reflexi je nezanedbatelna ¢ést a lze je dale pouzit. Zbytek reflexe
bude totiz naméren pii pristi expozici nebo uz byl naméfen pii expozici minulé.
Proto je nutné, aby expozice na sebe bezprostiedné navazovaly.

V blizkosti osy rotace, resp. oscilace, se vSak naléza tzv. zakazana oblast. Pro body
z této oblasti je nemozné prejit pres Ewaldovu sféru. Aby byla ziskdna kompletni
data, je tedy tfeba zmérit dvé série expozic, které maji odlisné osy rotace krystalu,
nebo pii nichz je krystal jinak orientovan.

1.3 Zpracovani difrakénich dat

Po méreni rotacni metodou je zpravidla k dispozici nékolik set az tisice difraké-
nich snimki, které je tifeba vyhodnotit. Bylo vyvinuto nékolik pocitacovych pro-
grami, které jednotlivé kroky zpracovani dat automatizuji, napf. soubor programi
HKL, iMOSFLM (soucast softwarového baliku CCP4) a XDS. Cely proces zpra-
covani difrakénich dat se sklada z indexace jednotlivych reflexi, stanoveni Laueho
grupy, integrace intenzit reflexi, skalovani a urceni prostorové grupy. Mezi jednotli-
vymi kroky lze jesté rizné parametry (napf.rozméry bunky, thly, vzdalenost vzorek
- detektor) déle upfesnovat.

Pro indexaci se voli nékolik vhodnych snimkii s thlovym rozdilem. Proces zac¢ina
urcenim poloh jednotlivych reflexi. Samotné indexace, tzn. pfitazeni Laueho indexi
jednotlivych nalezenym reflexim, vyuziva zakonitosti difrakéniho obrazce, napft. re-
flexe prislusné stejné luneté maji jeden index spole¢ny aj. Aby byla indexace prove-
dena tispésné, musi byt spravné urcena poloha primarniho svazku, jeho vinova délka
a vzdalenost krystalu od detektoru.

Z pozic jednotlivych oindexovanych reflexi a zejména rozdilovych vektori téchto
pozic lze nasledné urcit parametry zakladni bunky. 7 jeji symetrie se stanovi Laueho
grupa, které krystal nalezi.

Béhem méfeni jsou zaznamenavany nejen konstruktivné difraktujici paprsky, ale taky
pozadi, které nic nevypovida o strukture krystalu a je nutné ho odecist. Pti tzv. pro-
filové analyze se na intenzivni reflexe proklada napt. Gaussova funkce nebo polynom.

Cvvsoe

funkce vSech reflexi jsou nasledné zintegrovany. Béhem procesu integrace mohou byt
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parametry zakladni bunky déle uptesinovany.

Prostorovéa grupa nezavisi nejen na poloze reflexi, ale také na jejich intenzité. Ana-
Iyzou shody poloh a intenzit predpokladanych symetricky sdruzenych reflexi tedy
lze urcit prostorovou grupu symetrie krystalu.

1.3.1 Indikatory kvality

Pro vyjadreni kvality zpracovani dat byla zavedena rada statistik. Nejcastéji pou-
zivanymi statistikami jsou v soucasnosti faktory Ruyerge @ Rimeas @ pomér I /o, které
jsou definovany néasledujicimi vztahy:

Npri _
o> ik — Inl
_ hkl i=1
Rumerge = N , (1.12)
Do Linm
bkl i=1

~ Nngi _
2o/ oty 37 i — Il
i=1

_ hEl
Runens = o , (1.13)
o> Lk
hEl i=1
1 | Tkt
l/jo=— , 1.14
/ N % U([hkl> ( )

kde Ny oznacuje multiplicitu reflexi s indexy (hkl), I pramér viech intenzit Li hit
s indexy (hkl), N pocet naméfenych reflexi a o(Ipg;) rozptyl intenzity reflexe (hkl).
Déle je diilezity Pearsoniv korelacni koeficient CC /s, ktery je definovan pro dvé
nahodné vybrané poloviny namérenych dat I; a J; vztahem

N/2 . o
> (Li=1)(Ji = J)
CCyjy = = . (1.15)
N/2 N/2

(L= 1) | o (Ji = T)?
i=1 i=1
Cim jsou R-faktory mensi a I/o a CCy, vétsi, tim by méla byt data zpracovana

kvalitnéji. Nazory na jejich interpretaci a konkrétni hodnoty téchto parametrii se ale
mnohdy lisi.

1.3.2 Srovnani s analyzou nizkomolekularnich krystali

Rentgenova strukturni analyza nizkomolekularnich krystalt a se od makromoleku-
larni principialné nelisi. Zakladni schéma experimentu zustava stejné: Otéacejici se

23



krystal je ozafovian monochromatickym rentgenovym zarenim a detektorem je sni-
man difrakéni obrazec. Rozdilné je vsak technické feSeni experimentu a pouziti ji-
nych, vhodnéjsich metod.

Nizkomolekularni krystaly se zpravidla nemusi chladit, coz usnadiuje provedeni
experimentu. Samoziejmé existuji i metody méreni za vysokych a nizkych teplot,
ale nepouzivaji se tak ¢asto. Po provedeni experimentu nejsou krystaly poskozeny,
rentgenova strukturni analyza je pro né neinvazivni metodou, zatimco proteinové
krystaly po meéfeni jsou zni¢ené a dale nepouzitelné. K meéfeni nizkomolekular-
nich krystali vétsinou postacuji konvencéni zdroje rentgenového zatfeni, vétsinou neni
tfeba shirat data na synchrotronu.

Pti urcovani bodovych a prostorovych grup symetrie nizkomolekuldrniho krystalu je
nutné vybirat ze vSech moznych existujicich grup, tj. ze 32 bodovych a 230 prosto-
rovych, nikoli jen z urc¢itého vybéru, jako tomu je u makromolekularnich krystali,
jejichz prvky soumérnosti miizky neobsahuji operace bodové inverze a roviny sou-
mérnosti.

Mrizkové parametry nizkomolekuladrnich krystali jsou nékolikanasobné mensi nez
krystali makromolekularnich. Vzdalenosti bodi reciproké mtizky jsou tudiz mno-
hem vétsi. Proto neni pro méfeni téchto krystalii vhodné rotacni metoda a pouzivaji
se jiné postupy sbéru difrakénich dat.

1.3.3 Software pro zpracovani difrakénich dat
XDS

XDS (X-ray Detector Software) je program pro zpracovani dat ziskanych rota¢ni
metodou [7], pracuje pouze v textovém rezimu, ale existuje nékolik grafickych néa-
staveb, které vétsinou poskytuji graficky nahled na snimky i priabéhy funkci. Nejdiive
je nutné spustit inicializacni procesy XYCORR a INIT. COLSPOT vybiréa inten-
zivni reflexe pro indexaci a IDXREF podle toho navrhne mozné prostorové grupy.
Neni zadné omezeni, kolik snimku se pro indexaci muze pouzit. Potom je uz mozné
vykonat proces DEPFIX, ktery navrzenou grupu promitne do prostoru reflexe. IN-
TEGRATE tyto reflexe zintegruje na detektoru. Vytvaii trojrozmérny profil re-
flexi, ktery déle pouziva ke zpracovani dalsich (slabsich) reflexi. Nakonec proces
CORRECT provede sjednoceni a seskalovani reflexi. Soucasti softwarového baliku
je také program XSCALE poskytujici pokro¢ilejsi moznosti skalovani.

iMOSFLM, Aimless

Programy iMOSFLM a Aimless jsou soucésti programového baliku CCP4. iMOS-
FLM je graficka nastavba programu MOSFLM [1]. Indexaci reflexi je moZzno pro-
vést na omezeném poctu snimki. Program umoznuje zobrazeni difrakénich snimku
véetné znazornéni oindexovanych i predpovézenych reflexi. Lze tedy provadét vi-
zualni kontrolu vypocti programu i béhem jeho béhu. Po uréeni prostorové grupy
a tedy i mrizkovych parametri je vhodné provést jesté jeji upfesnéni, které probiha
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iterativni metodou. Poslednim krokem je integrace, pricemz profily integrovanych
reflexi jsou v prubéhu zobrazovany a proces muze diky tomu byt opét vizuédlné
kontrolovan. 2D profily pro fitovani a integraci reflexi predstavuji uréitou nevyhodu
vzhledem k programu XDS, ktera se projevi zvlasté u dat sbiranych pti malych osci-
la¢nich thlech A¢ na jednu expozici (tzv. "fine slicing") [9]. Na program iMOSFLM
navazuje program Aimless, ktery provadi kone¢né seskalovani reflexi [5].

DIALS

Program DIALS je relativné nova soucast softwarového baliku CCP4 [13]. Jednotlivé
kroky zpracovani se spousti textovymi prikazy, konkrétni parametry se specifikuji
ve vstupnich souborech. Software umoznuje provedeni indexace reflexi, upfesnéni
miizkovych parametri a integraci. Podobné jako software XDS pfi integraci vytvari
trojrozmérny profil reflexi. Navic obsahuje také grafické néastroje napt. pro zobra-
zeni difrakénich snimku ¢ reciproké mrize. Diky tomu je mozné provadét vizualni
kontrolu. Na framework DIALS opét navazuje program Aimless.

Xia2

Program Xia2 je soucasti softwarového baliku CCP4. Slouzi ke kompletné automa-
tickému zpracovani difrakénich dat [17]. Moznost nastaveni jednotlivych parametri
je velice omezena a v prubéhu procesu nelze do jednotlivych podilloh zasahovat.
Xia2 dokaze vyuzit raznych druhi integrace programi XDS, iMOSFLM a DIALS.
Na integraci navazuje opét program Aimless.

1.4 Oxidaza z Microdochium nivale

1.4.1 Mzicrodochium nivale

Muicrodochium nivale je plisen z kmene stopkovytrusnych hub. Tento patogen napada
travniky a jeho mycelium na nich vytvairi charakteristické naruzovélé skvrny veliké
10 az 20 cm v priuméru. Nemoc se projevuje predevsim pii chladném pocasi od pod-
zimu do jara v Severni Americe. Na rozdil od jinych podobnych plisni se dokaze
Sitrit i pTi absenci snéhové pokryvky. ékody zpusobuje také na golfovych travnicich,
z ¢ehoz plyne pomérné velka ekonomicka snaha likvidovat tento patogen. Tato prace
se vSak problematice inhibice tohoto organismu nevénuje.
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Obrazek 1.7: Travnik napadeny Microdochium nivale [23].

1.4.2 Karbohydratové oxidazy

Karbohydratové oxidazy jsou skupina enzymu s podobnou funkei. Jedné se o flavo-
enzymy (tzn. maji FAD ve své prostetické skupiné) nebo metaloenzymy. Katalyzuji
oxidaci primarnich ¢i sekundéarnich alkoholi za soucasné redukce molekularniho kys-
liku na peroxid vodiku. Jsou Siroce rozsitené a velmi dilezité pro rizné metabolické
déje.

Tyto enzymy maji velky potencial pro pouziti v biotechnologiich. Jejich navrhované
nebo uz uskutec¢néné aplikace jsou napiiklad

e preména glykolipidi, glykoproteint ¢i polysacharidi na sladidla ¢i jina potra-
vinova aditiva a aditiva pro lepsi pevnost papiru;

e ziskavani peroxidu vodiku in situ v potravinaiském prumyslu a dalsich odveét-
vich;

donoru NAD(P)H pro potieby riznych biokatalyckych reakei;
e konstrukce biosenzorii na krevni cukr, kyslik nebo jiné latky;

e biosyntéza funkénich ¢i chirdlnich molekul ve farmakologii. [18]

1.4.3 Dosud znama fakta o oxidaze z Microdochium nivale

Oxidaza ze zminéného organismu je tvofena Fetézcem 473 aminokyselin s relativni
molekulovou hmotnosti 55 kDa a izoelektrickym bodem 9,0. Lze ji najit v databazi
proteinovych struktur PDB pod kodem 3RJ8 [21]|. Katalyzuje oxidaci primarnich
alkoholovych skupin, nejvice preferovanymi substraty jsou disacharidy, napf. cello-
bidza a laktéza. Konkrétné oxidace laktozy na laktobionovou kyselinu se jiz stala
pramyslové uzivanym technologickym procesem. [4]
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Uspé&sna krystalizace byla provedena za pouziti ¢inidel ZnS, MES a PEG 550 pii pH 6,5
a teploté 298 K. Parametry zakladni buiiky a symetrii krystalu shrnuje néasledujici
tabulka:

Krystalova soustava | Monoklinicka

Prostorova grupa || C 121

a| 33,71 A a | 90°
b | 56,96 A S| 95,85°
87,05 A ~ | 90°

Tabulka 1.1: M¥izkové parametry a symetrie krystalu oxidazy z M. nivale [4].

Ve své strukture obsahuje a-Sroubovice i S-listy. Pozoruhodné je, ze se v ni vy-
skytuji dvé skupiny (-listi, jedna tvorena péti, druhd sedmi §-listy v antiparalelni
orientaci. Prostetickd skupina FAD je naviazana dvéma kovalentnimi vazbami na re-
ziduich His70 a Cys132, je umisténa uvnitf proteinu a na vazbé se také uplatiuje
spousta vodikovych miustki. Soucésti enzymu je N-acetylglucosamin, jenz je vazan
na reziduum Asn222. Vodikové mustky se na této vazbé nepodili. Struktura na po-
vrchu obsahuje také tii kationty zinku a jeden draselny kationt, které nejsou soucasti
enzymu — jedné se o pozustatky krystaliza¢nich ¢inidel.

Obrazek 1.8: Struktura oxidazy z Microdochium nivale (PDB 3RJ8) [21]. Cervené
jsou znazornény a-Sroubovice a zluté S-listy. FAD uvniti proteinu je vyobrazen
ruzové a N-acetylglucosamin modfre. Struktura obsahuje také 3 kationty zinku
(Sedé koule) a kationt drasliku (oranzova koule).
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V porovnani s analogickymi oxidazami s podobnou strukturou a funkci se oxidaza
z Microdochium nivale ponékud lisi substratovou specifitou. Oxidéaza z Sarocladium
strictum, kterd ma 41% shodu v sekvenci, nedokaze katalyzovat oxidaci galaktozy
a xylozy s takovou ucinnosti jako oxidaza z M. nivale. [4] Navic je oxidaza z M.
niwale schopna také katalyzovat oxidace oligosacharidi a polysacharidi, coz ji po-
dobné enzymy jako glukézooxidaza, hexézooxidaza ¢i pyrandzooxidasa nedokazou.
[18] Pritom tyto tfi zminéné oxidazy uz nasly uplatnéni v biotechnologiich, potra-
vinarském, papirenském a textilnim prumyslu. Diky SirSi substratové specificité si
oxidéza z M. nivale jisté zaslouzi pozornost a existuje velky potencial jejtho vyuziti.
Z vyse zminénych aplikaci karbohydratovych oxidaz je pro tuto oxidézu nejvhodnéjsi
jeji vyuziti v biosenzorech na hladinu cukru v krvi.

Ptestoze uz je znama sekvence aminokyselin i struktura této oxidéazy, uplné vSechny
otéazky tykajici se jeji struktury zatim nejsou objasnény. Odpovéd na tyto otazky po-
skytne §irsf analyza struktury enzymu s ligandy (inhibitor, substrat, produkt a jejich
analogy) a analyza mutovanych forem enzymu.
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Kapitola 2

Cile

e Zpracovani difrakénich dat karbohydratové oxidazy z Microdochium nivale
dvéma programy.

e Stanoveni optiméalnich parametri zpracovani predlozenych difrakénich dat.

e Diskuze indikatoru kvality a pouzitelnosti difrakénich dat karbohydratové oxi-
déazy pro nasledné feseni struktury.
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Kapitola 3

Vysledky

3.1 Vstupni parametry experimentu

Krystalizace oxidazy z Microdochium nivale byla tspésna za podminky: 0,01 M
ZnS, 12 % (v/v) PEG550 MME, 0,1 M MES pH 6,5. Krystaliza¢ni desticky byly
uchovavany pii teploté 298 K. Krystaly byly exponovany na synchrotronu Petra III
v Hamburku zaFenim o vlnové délece A = 0,9201 A. Vzdalenost vzorku od detektoru
byla 419,67 mm. Bylo naméreno 2000 snimkt rota¢ni metodou, kazdy pii rotaci
o thel A¢p = 0,1° pii expozici 0,15 s. Celkem tedy byla provedena rotace o 200°
s celkovym expoziénim ¢asem 300 s.

Reflexe byly pfi vizualni inspekci spatfeny pii rozliSeni 2,25 A. Na t¥etim snimku
byly pozorovany trady rozstépenych reflexi. Vzorek je tedy tvofen dvéma krystaly,
které pravdépodobné vznikly nastépenim jednoho.

» | -

Obrézek 3.1: Vlevo je ukazana rozstépena rada reflexi na snimku 3 prolozené
pfimkou. Vpravo je znazornéno oznaceni reflexi programem iMOSFLM (¢erveny
kriz znaci silné pozorované reflexe pouzité pro indexaci, zluty kiiz znaci slabé
pozorované reflexe nepouzité pro indexaci a ¢tverce znazornuji predpokladanou
polohu dalsich reflexi).

3.2 Zpracovani pomoci XDS

Vétsina parametri vstupniho souboru byla automaticky vygenerovana piimo na pra-
covni stanici synchrotronu. Nejdiive byly spustény procesy XYCORR, INIT, COL-
SPOT, IDXREF. Program provedl indexaci reflexi na snimcich 1-10, 450-460, 900—
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920 a navrhl prostorovou grupu a miizkové parametry.

Krystalova soustava || Monoklinicka

Prostorova grupa | C 121

a| 1324 A a | 90°
b| 56,8 A S| 96,1°
c| 87,1 A ~ | 90°

Tabulka 3.1: Navrzena prostorova grupa a miizkové parametry po autoindexaci
reflexi programem XDS.

Potom byly spustény procesy DEFPIX, INTEGRATE, CORRECT pres vSechny
snimky 1-2000, ¢imz byla provedena integrace reflexi a uptesnéni mfizkovych para-
metru.

Ze ziskanych indikatora kvality bylo zfejmé, Ze ke konci méreni dochézelo k radiac-
nimu poskozeni krystalu. Proces CORRECT byl tedy aplikovan pouze na snimky
1-1 550, aby bylo dosazeno vétsi presnosti vysledku pii pfijatelné kompletnosti dat.

Poslednim krokem optimalizace zpracovani bylo nastaveni maximalniho rozliseni po-
uzitych reflexi. Cilem bylo dosazeni hodnoty statistiky I /o vétsi nez 2 pro reflexe ze
slupky s nejvyssim rozlisenim. Proto byl zménén difrakéni limit pro vysoké rozliSent,
ktery byl ptivodné nastaven na hodnotu nejvyssiho mozného dosazitelného rozliseni
pfi daném nastaveni experimentu (1,95 A), na hodnotu 2,00 A. Vysledky zpracovani
s puvodnim natavenim parametri a po jeho optimalizaci jsou uvedeny v tabulce 3.2.
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Pouzité snimky

1-2000

1-1550

Difrakéni limit [A]

50,00-1,95 (2,07-1,95)

50,00-2,00 (2,12-2,00)

Prostorova grupa c121 Cc121
a = 132,75 a = 132,77
b= 56,97 b = 56,99
Parametry elem. buiiky [A] c = 86,84 c = 86,88
a =y = 90,00° a =y = 90,00°
B = 95,66° B = 95,66°

Pocet reflexi

157808 (22970)

118941 (17525)

Pocet nezavislych reflexi

46312 (7066)

42072 (6477)

Kompletnost [%)] 97 (93) 95 (91)
Redundance 3,4 (3,3) 2,8 (2,7)
Mozaicita [°] 0,3 0,3

CCy ) 0,994 (0,320) 0,995 (0,571)
Wilsonitv B-faktor [A?] 37 36
I/o 8,0 (1,5) ,0 (2,0)
Roncas 0,150 (1,404) 0,113 (0,898)
Riunerge 0,127 (1,176) 0,093 (0,738)

Tabulka 3.2: Statistické vysledky zpracovani difrakénich snimki softwarem XDS.
Hodnoty v zavorkach odpovidaji hodnotdm ve slupce s nejvyssim rozlisenim.

V levém sloupci je uvedeno zpracovani dat reflexi ve vSech 2000 snimcich v plném
rozliSeni detektoru, v pravém sloupci zpracovani jiz po optimalizaci.

3.3 Zpracovani pomoci Xia2 (DIALS a Aimless)

Pomoci programu Xia2, ktery pouziva software DIALS a Aimless, bylo provedeno
kompletné automatizované zpracovani dat. Kvalita obdrzeného vysledku vsak byla
velice neuspokojiva. Proto byl proces zpracovani proveden znovu, avsak s odlisnymi
parametry. Podle pfedchozi zkusenosti byly pouzity reflexe pouze ze snimki 1-1 550.
Navic byl piidan parametr, diky némuz byl zménén difrakéni limit na 60,00-2,41 A,
aby se vyhovélo pozadavku na hodnotu statistiky /o ve slupce s nejvyssim rozlise-
nim. Vysledky tohoto zpracovani jsou uvedeny v tabulce 3.3.
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Pouzité snimky

1-1550

Difrakéni limit [A]

66,00-2,41 (2,45-2,41)

Prostorova grupa c121
a = 132,70
= 57,04
Parametry elem. buiiky [A] c = 86,77
a =y = 90,00°
B = 95,66°

Pocet reflexi

70294 (3558)

Pocet nezavislych reflexi

24323 (1201)

Kompletnost [%] 97 (98)
Redundance 2,9 (3,0)
Mozaicita [°] N/A

CCy)2 0,921 (0,753)
Wilsontiv B-faktor [A2] 21
/o 4,3 (2,4)
Rumeas 0,207 (1,517)
Rierge 0,169 (0,425)
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Tabulka 3.3: Statistické vysledky automatického zpracovani difrakénich snimkt
1-1550 programem Xia2, ktery pouzil software DIALS a Aimless. Hodnoty
v zévorkach odpovidaji hodnotdm ve slupce s nejvyssim rozliSenim.

Kvalita tohoto zpracovani také neni idealni. Aby ji bylo mozné zvysit, je potFeba mit
moznost nastavovat parametry v jednotlivych krocich zpracovani. Proto byla data
dale zpracovana programy iMOSFLM a Aimless.

3.4 Zpracovani pomoci iMOSFLM a Aimless

Indexace v iMOSFLM byla provedena na snimcich 1, 321, 800 a 1000. Program
rovnéz navrhl zdkladni buiiku s monoklinickou symetrii. Miizkové parametry byly
dale upresnény pouzitim snimka 1-20, 451-470 a 901-920.

P1i integraci vSak dochézelo k nasledujicim problémiim:
e Pokud nebyly hodnoty miizkovych parametria a, b, ¢ zafixovany, vypocet byl

zahy velice nestabilni a nebylo mozné ho dokoncit. Pro spravné zpracovéani dat
je vsak vhodné mit co nejmensi pocet zafixovanych parametri.




e Program se také pokousel upravovat vzdéalenost vzorku od detektoru, coz vedlo
k tomu, Ze integrace byla provadéna v oblastech detektoru, kde se zadné reflexe
nenalézaly. Proto musel byt tento parametr resetovan na pivodni hodnotu.

e Mozaicita nabyvala nepfili§ pravdépodobnych az nerealnych hodnot. Jeji za-
fixovani na hodnotu 0,3°, kterou navrhl software XDS, vedlo ke stabilnéjsimu
vypoctu.

V pribéhu integrace program iMOSFLM vykresloval graf hodnot I /o pro jednotlivé
etapy zpracovanych snimkii. Po snimku 1550 byl z grafu zifejmy pokles hodnot této
statistiky. Pro dalsi postup byla vybrana 2 rtzné zpracovani: prvni se zafixovanymi
parametry a, b, ¢ a druhé se zafixovanymi parametry a, b, ¢ a mozaicitou na hodnotu
0,3°.

Konecné seskalovani bylo provedeno pomoci procesu Aimless ze softwarového baliku
CCP4. Pokud byla pouzita data ze vSech snimki a v plném rozliSeni, indikatory kva-
lity vyjadiovaly, ze zpracovani nebylo idealni. Bylo tedy potfeba ho optimalizovat:
Podobné jako v pripadé XDS byly pouzity pouze snimky 1-1550 a limit rozliSeni
byl zménén na 50-2,8 A v pripads zpracovani s volnou mozaicitou, resp. na 50-2,4
A v pripadé zpracovani s fixni mozaicitou.

Vysledky zpracovani datasetu pomoci programu iMOSFLM a Aimless pied i po op-
timalizaci shrnuji tabulky 3.4 a 3.5. Je uvedeno zpracovani pro volnou mozaicitu
i zafixovanou mozaicitu na hodnoté 0,3°.
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Pouzité snimky 1-2000 1-1550
Difrakéni limit [A] 86,01-2,09 (2,15-2,09) | 49,98-2,80 (2,95-2,80)
Fixované parametry a, b, ¢ a, b, c
Prostorova grupa c121 c121
a= 13281 a = 132,79
b= 56,81 b= 56,81
Parametry elem. buiiky [A] c = 86,48 c = 86,46
a =y = 90,00° a =y = 90,00°
B = 9597 B = 95,86°
Pocet reflexi 81554 (5035) 33604 (4925)
Pocet nezavislych reflexi 35096 (2342) 14514 (2109)
Kompletnost [%] 92 (74) 91 (92)
Redundance 2,3 (2,1) 2,3 (2,3)
Mozaicita [°] 1,2 0,85
CCy)2 0,364 (-0,010) 0,941 (0,676)
Wilsoniiv B-faktor [A] 21 17
I/o 5 (0,7) 4,1 (2,5)
R cas 0,593 (5,653) 0,204 (0,478)
Rerge 0,478 (4,625) 0,162 (0,381)

Tabulka 3.4: Statistické vysledky zpracovani difrakénich snimki softwarem
iMOSFLM. Hodnoty v zavorkach odpovidaji hodnotdm ve slupce s nejvyssim
rozliSenim. Mrizkové parametry a, b, ¢ byly zafixovany, mozaicita byla v prib&hu
zpracovani uprestiovana. V levém sloupci je uvedeno zpracovani dat reflexi ve vSech
2000 snimcich v plném rozliseni detektoru, v pravém sloupci zpracovani jiz po
optimalizaci na rozliSeni a mnozstvi snimkii.
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Pouzité snimky

1-2000

1-1550

Difrakéni limit [A]

86,01-1,96 (2.01-1.96)

50.02-2.40 (2,49-2,40)

Fixované parametry

mozaicita, a, b, ¢

mozaicita, a, b, ¢

Prostorova grupa c121 c121
a = 132,76 a = 132,75
b = 56,81 b = 56,81
Parametry elem. buiiky [A] c = 86,45 c = 86,44
a =y = 90,00° a =y = 90,00°
B = 95,81° B = 95,74°

Pocet reflexi

112510 (7396)

51045 (5464)

Pocet nezavislych reflexi

43416 (2888)

22497 (2377)

Kompletnost [%] 94 (85) 89 (90)
Redundance 2,6 (2,6) 2,3 (2,3)
Mozaicita [°] 0,3 0,3

CCi ) 0,826 (0,035) 0,929 (0,774)
Wilsoniiv B-faktor [A] 12 8
I/o 7 (0,8) 4,2 (2,3)
Roneas 0,537 (2,937) 0,206 (0,453)
Roerge 0,414 (2,290) 0,166 (0,385)

Tabulka 3.5: Statistické vysledky zpracovani difrakénich snimki softwarem
iMOSFLM. Hodnoty v zavorkach odpovidaji hodnotdm ve slupce s nejvyssim
rozlisenim. Mrizkové parametry a, b, ¢ a mozaicita byly zafixovany. V levém

sloupci je uvedeno zpracovani dat reflexi ve vSech 2000 snimcich v plném rozliseni
detektoru, v pravém sloupci zpracovani jiz po optimalizaci na rozliseni a mnozstvi

snimku.

3.5 Analyza expozice dat

Nad ramec zadani bakalarské préace byla difrakéni data podrobena analyze distribuce
intenzit (skriptem 77s.py), kterou vyvinul Jan Stransky [14]. Tento nastroj pouziva
softwarovy balik XDS a umoziuje odhadnout optimalnost zvolené expozice vzhledem
k dosazitelnym hodnotam I/o. Skript vykresluje graf zavislosti poméru difrakéni
intenzity k chybé méfeni I /o na intenzité I.

Preexponovana data se vyznacuji velkym mnozstvim intenzivnich reflexi s hodnotou
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I /o velice blizké limitni hodnoté I.Sa. Naopak u podexponovanych data se hodnoty
I /o intenzivnich reflexi k 1.Sa neblizi. Grafy pro zde zpracovavané data jsou uvedeny
v nasledujicim obrazku.
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Obrazek 3.2: Grafy zavislosti poméru difrakéni intenzity k chybé méreni I /o na
intenzité . Vlevo je graf pfi pouziti v8ech 2000 snimki, pravy graf je vynesen pro
pocatecnich 1550 snimki. Limitni hodnota 1.Sa je znazornéna modre.

3.6 XSCALE - interpolace kvality dat

Jelikoz dochézelo k radi¢nimu poskozeni krystalu v pribéhu méfeni, byla uc¢inéna
jeho korekce. Pomoci programu XSCALE byla provedena interpolace kvality dat
k hypotetické nulové absorbované davce zareni pti doporuceném snimku 350 [3]. Byla
pouzita jiz optimalné zpracovand data softwarem XDS, u kterych byly vynechany
reflexe ze snimki 1551-2 000 a zménén difrakéni limit na 50-2 A. Indikatory kvality
dat pfed touto interpolaci a po ni jsou srovnény v tabulce 3.6.

Software XDS XDS & XSCALE
Difrakéni limit [A] 50,00-2,00 (2,12-2,00)
CCy)2 0,995 (0,571) 0,996 (0,613)
I/o ,0 (2,0) 11,3 (2,4)
Rineas 0,113 (0,898) 0,099 (0,847)
Rierge 0,093 (0,738) 0,082 (0,697)

Tabulka 3.6: Porovnéni statistik indikatora kvality optimalizovaného zpracovani
dat provedeného programem XDS a jeho dodate¢na interpolace pomoci programu

XSCALE.
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Kapitola 4

Diskuze

Difrakéni data karbohydratové oxidazy z M. nivale byla naméfena a zpracovana né-
sledujicimi programy: XDS, Xia2 (DIALS & Aimless), IMOSFLM & Aimless. PouZi-
tim programiit XDS a Xia2 byly difrakéni snimky primocate a bez vétsich problémi
zpracovany. Vypocet programem iMOSFLM vykazoval nestabilitu, k jeho provedeni
bylo nutné fixovat nékteré parametry, coz vSak obecné neni zadouci.

Béhem zpracovani vSemi programy byla provedena optimalizace:

e Byly pouzity snimky 1-1550 z celkového poc¢tu 2000 snimkt z divodu radi-
ac¢nfho poskozeni krystalu v prubéhu méreni.

e Bylo omezeno nejvyssi pouzité rozligeni, aby parametr I /o mél pro data ze slup-
ky s nejvyssim rozliSenim hodnotu alespon 2.

Vybér vhodnych difrakénich dat pro dalsi zpracovéani, které povede ke stanoveni
struktury makromolekuly, zavisi na zvazeni nékolika parametri — indikatort kva-
lity. Vysledné hodnoty téchto statistik jednotlivych zpracovani dat jsou uvedeny
v tabulce 4.1.

Hodnoty R-faktoru zpracovani programy iMOSFLM a DIALS jsou srovnatelné a po-
mérné vysoké. Oproti nim jsou hodnoty R-faktori zpracovani pomoci XDS priblizné
dvakrat mensi.

Podobné jsou pro zpracovani programy iMOSFLM a DIALS témét shodné hodnoty
I/o. Celkové zpracovani softwarem XDS vykazuje hodnotu této statistiky zhruba
dvakrat vyssi.

Hodnoty korela¢niho koeficientu C'Cy 5 jsou pro viechna zpracovani vétsi nez 90 %.
Zpracovani programy iMOSFLM a Xia2 maji i u tohoto parametru opét podobné
hodnoty. Pti pouziti XDS méa vétsi hodnotu této statistiky celkové zpracovani, zato
data ze slupky s nejvyssim rozliSenim vykazuji mensi hodnotu tohoto parametru. To
je samoziejmé, protoze tyto parametry se vztahuji k slupkdm zcela jiného rozliseni
a nelze je takto porovnévat.

Kompletnost vSech zpracovani je srovnatelnd. Rozdilna redundance je zpiisobena
odlisnymi zptisoby posuzovani pouzitelnych reflexi jednotlivymi programy. Kvalita
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automatického zpracovani pomoci programu Xia2, ktery pouzil software DIALS
a Aimless, a zpracovani s moznosti detailniho nastaveni parametri jednotlivych
krokt provedeného programy iMOSFLM a Aimless je podobnéa. Nejlepsi indikatory
kvality dat vykazuje v tomto piipadé zpracovani softwarovym baltkem XDS.

Software XDS DIALS & Aimless | iIMOSFLM & Aimless
Pouzité snimky 1-1550

Difrakéni 50,00-2,00 60,00-2,41 50,02-2,40

limit [A] (2,12-2,00) (2,45-2,41) (2,49-2,40)

Pocet reflexi

118941 (17525)

70294 (3558)

51045 (5464)

Pocet nez. reflexi

42072 (6477)

24323 (1201)

22497 (2377)

CCy )2 0,995 (0,571) 0,921 (0,753) 0,929 (0,771)
I/o 0 (2,0) 3 (24) 4,2 (2,3)
Rimeas 0,113 (0,898) 0,207 (1,517) 0,206 (0,453)
Ronerge 0,093 (0,738) 0,169 (0,425) 0,166 (0,385)

Tabulka 4.1: Porovnéni statistik indikatort kvality optimalizovanych zpracovani
dat, které provedly programy XDS, Xia2 (DIALS & Aimless) a iMOSFLM &
Aimless. Ze dvou kompletné provedenych zpracovani pomoci iMOSFLM je
vybrano to se zafixovanou mozaicitou.

Parametry zakladni bunky urc¢ené pomoci riznych programii jsou velice podobné, lisi
se v Fadu desetin A, resp. desetin stupiiii. Ve viech piipadech je navrzena prostorova
grupa symetrie C'2, ¢emuz také odpovida stanoveni dvou pravych thla zakladni
bunky a = v = 90°.

Zpracovani pomoci iIMOSFLM s fixovanou mozaicitou na hodnoté 0,3° povazuji
za kvalitnéjsi nez s ponechanou volnou mozaicitou. Indikatory kvality maji sice srov-
natelné hodnoty, avsak vysledna hodnota mozaicity (0,85°) zpracovani, u kterého
byla ponechana volné, je prilis vysoka. Navic byla programem pfi tomto vypoctu
zobrazena spousta chybovych hlaseni zpochybnujicich korektni zpracovéni.

U optimalizovaného zpracovani pomoci iMOSFLM s fixni mozaicitou je pozoru-
hodné, ze hodnota celkového Ry,erqe (0,166) je mensi nez jeho hodnota pro data

v nejvyssim (0,385) a nejnizsim (0,170) rozliSeni. Z toho plyne, Ze v nizkém rozliseni
je velkd neshoda intenzit jednotlivych reflexi.

Analyzou optiméalnosti ¢asu expozice (pomoci skriptu I1s.py) bylo zjisténo, Ze re-
flexe s vysokymi intenzitami se hodnotami I /o se ve spousté piipadii blizi limitni
hodnoté [Sa. Krystal tedy nebyl pfi méfeni podexponovan. Takovych reflexi vsak
neni vyrazné dominantni mnozstvi, takze krystal nebyl pfi méfeni ani preexpono-
van. S ohledem na dosazitelné hodnoty I/o byl tedy ¢as expozice optimalni. Delsi
expozice by nevedla k vy$sim hodnotam /o a navic by se stale vice projevovalo
nezadouci radiacni poskozeni krystalu.

Provedena interpolace kvality dat k nulové absorbované davce zareni by méla zo-
hlednovat radia¢ni poskozeni krystalu v priabéhu méfeni. Hodnoty vsech sledovanych
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indikatori kvality interpolovanych dat vykazuji zlepSeni. Takto interpolovana data
vsak mohou byt zatizena tézko odhalitelnymi chybami, nebo chybami systematicky
zavedenymi dalsim vypoctem. Doporucuji tedy pro dalsi zpracovani pouzit piivodné
optimélni data a data intepolovana pfipadné pouzit az pii néslednych problémech.
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Zaver

Karbohydratova oxidaza z Microdocium nivale byla tispésné zkrystalizovana a na syn-
chrotronu PETRA III v Hamburku byla namérena difrakéni data. Vizualni inspekce
odhalila, Ze difrakéni snimky obsahuji fady rozstépenych reflexi. Vzorek byl tedy
nejspis tvoren dvéma krystaly, které pravdépodobné vznikly nastépenim jednoho
puvodniho.

Difrakéni data byla podrobena zpracovani a analyze pomoci tif riznych programu
vyuzivajicich jinych pocetnich metod. Nejlepsi zpracovani z hlediska monitorovacich
statistickych tdaju bylo provedeno softwarovym balikem XDS. Prostorova grupa
krystalu je je C2. Cast snimki, na kterych byl jiz vyznamné pozorovan vliv ra-
dia¢niho poskozeni krystalu, byla pro konecné zpracovani vynechana. Postupnou
optimagzaci dalsich parametri zpracovani dat byl stanoven difrakéni limit krystalu
na 2,0 A.

Analyza délky expozice dat [14] ukazala, Zze s ohledem na dosazitelné hodnoty po-
méru difrakéni intenzity k chybé méteni I /o byl ¢as expozice v tomto smyslu opti-
méalni. Rychlost radia¢niho poskozeni béhem experimentu nesla prfedem relevantné
odhadnout.

Vysledky zpracovani budou vyuzity k urceni elektronové hustoty karbohydratové
oxidazy a ke stavbé strukturniho modelu tohoto enzymu.
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Priloha A

Vystupni soubory programu XDS

A.1 Zpracovani vSech dat

Vybrana ¢ast vystupniho souboru CORRECT.LP po zpracovani vSech 2 000 snimku
programovym balikem XDS:

SUBSET OF INTENSITY DATA WITH SIGNAL/NOISE >= -3.0 AS FUNCTION OF RESOLUTION

RESOLUTION NUMBER OF REFLECTIONS COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR COMPARED I/SIGMA  R-meas CC(1/2) Anomal SigAno Nano
LIMIT OBSERVED UNIQUE POSSIBLE OF DATA observed expected Corr
5.80 6361 1856 1892 98.1% 4.2 4.3% 6320 24.63 5.0% 99.6% -3 0.774 975
4.12 11448 3259 3284 99.27, 4.9% 4.8% 11386  22.39 5.7% 99.6%  -12 0.744 1681
3.37 14870 4142 4181 99.1% 7.1% 6.7%h 14770  17.93 8.4% 99.3%  -15 0.755 2258
2.92 18379 4908 4959 99.0% 13.4% 13.7% 18306 11.71 15.7% 98.0%  -10 0.730 3042
2.61 18833 5509 5587 98.6% 23.0% 23.8% 18551 7.10 27.2) 94 . 4% -9 0.749 2645
2.38 21146 6071 6174 98.3% 35.9% 37.3% 20874 4.95 42.47% 88.6x -10 0.712 3157
2.21 21336 6540 6656 98.3% 50.9% 52.47, 20860 3.51 60.8% 79.7x  -15 0.697 2751
2.07 22464 6960 7191 96.8% 76.7h 81.5% 21879 2.34 91.7% 60.2% -15 0.655 2972
1.95 22970 7066 7633 92.6% 117.6% 131.8% 22287 1.50 140.4% 32.0% -14 0.600 3205
total 157808 46312 47557 97.47, 12.7% 13.0% 155233 7.98 15.0% 99.4% -12 0.703 22686

NUMBER OF REFLECTIONS IN SELECTED SUBSET OF IMAGES 163020

NUMBER OF REJECTED MISFITS 5209
NUMBER OF SYSTEMATIC ABSENT REFLECTIONS 0
NUMBER OF ACCEPTED OBSERVATIONS 157811
NUMBER OF UNIQUE ACCEPTED REFLECTIONS 46314

A.2 Optimalizované zpracovani dat

Vybrana ¢ast vystupniho souboru CORRECT.LP po optimalizovaném zpracovani
programovym balikem XDS, tzn. byla pouzita data ze snimki 1-1550 a difrakéni
limit 50-2 A.

SUBSET OF INTENSITY DATA WITH SIGNAL/NOISE >= -3.0 AS FUNCTION OF RESOLUTION

RESOLUTION NUMBER OF REFLECTIONS COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR COMPARED I/SIGMA  R-meas CC(1/2) Anomal SigAno Nano
LIMIT OBSERVED UNIQUE POSSIBLE OF DATA  observed expected Corr
5.95 4764 1600 1767 90.5% 3.6% 3.8% 4614 25.64 4.4y, 99.7% 2 0.792 667
4.22 8464 2875 3047 94.47, 3.9% 4.1% 8166 23.20 4.7% 99.6% -14 0.683 1061
3.45 10926 3705 3886 95.3% 4.8% 4.8% 10520 19.72 5.9% 99.5%  -13 0.743 1429
2.99 13241 4401 4578 96.1% 7.9% 8.0% 12804  13.62 9.6 98.9% -7 0.772 1873
2.68 14437 5051 5187 97.4% 14.1% 14.7% 13740 8.73 17.1% 96. 5% -4 0.768 1866
2.45 15871 5565 5733 97.1% 22.8% 23.7% 15144 6.02 27.7% 92.7% -3 0.754 2037
2.26 17135 6049 6184 97.8% 33.1% 33.9% 16304 4.46 40.1% 86.3* -5 0.761 2248
2.12 16578 6349 6623 95.9% a7.5% 48.1% 15334 3.05 58.2% 76.1x  -14 0.722 1680
2.00 17525 6477 7094 91.3% 73.8% 76.9% 16309 1.98 89.8% 56.7x  -15 0.650 2163
total 118941 42072 44099 95.4% 9.3% 9.5% 112935 8.97 11.3% 99.5% -8 0.736 15024

NUMBER OF REFLECTIONS IN SELECTED SUBSET OF IMAGES 121639

NUMBER OF REJECTED MISFITS 2698
NUMBER OF SYSTEMATIC ABSENT REFLECTIONS 0
NUMBER OF ACCEPTED OBSERVATIONS 118941
NUMBER OF UNIQUE ACCEPTED REFLECTIONS 42072
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A.3 Interpolace dat pomoci XSCALE

Vybrana ¢éast vystupniho souboru XSCALE.LP po interpolaci kvality dat k hypote-
tické nulové absorbované dévce zéfeni, ktera byla provedena programem XSCALE
na zpracovana data softwarem XDS.

SUBSET OF INTENSITY DATA WITH SIGNAL/NOISE >= -3.0 AS FUNCTION OF RESOLUTION

RESOLUTION NUMBER OF REFLECTIONS COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR COMPARED I/SIGMA R-meas CC(1/2) Anomal SighAno Nano
LIMIT OBSERVED UNIQUE POSSIBLE OF DATA  observed expected Corr
20.00 72 36 55 65.5% 3. 7% 3.1% 61 25.22 4.9% 99. 4% 69 1.388 4
10.00 860 304 335 90.7% 2.4J, 3.0% 821 34.34 2.9% 99.9% 18 0.895 107
6.00 3668 1204 1317 91.4% 2.9% 3.2% 3576  32.06 3.6% 99. 7% 26  0.947 531
3.00 32507 10934 11461 95.4% 4.2% 4.3% 31372 23.32 5.1% 99. 7% 10%x  0.883 4349
2.12 64121 23044 23761 97.0% 21.49% 21.47, 60627 6.66 26.07% 95. 1% 5 0.843 7845
2.00 17654 6526 7021 92.9% 69.7% 70.2% 16427 2.44 84.7% 61.3% -4 0.728 2181
total 118882 42048 43950 95.7% 8.2% 8.3% 112884 11.28 9.9% 99.6% 6 0.842 15017
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