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DATA from Structural genomics centers

http://targetdb.pdb.org/
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Interactions rayonnements - matiere : Notions de base

Modification du rayonnement sous l'action de la matiere :

Diminution de l'intensité : absorption du rayonnement

Changement du module du vecteur d'onde : une partie des photons ou des
particules ont perdu de |'énergie

Changement du vecteur d'onde en direction : diffusion
Modification de la matiéere sous l'action du rayonnement :

L'énergie perdue par le rayonnement est intégralement transférée aux atomes
de la matiere sous différentes formes

énergie potentielle, énergie cinétique, énergie de vibration thermique
une partie de cette énergie pourra étre réémise sous forme de
rayonnements ou de chaleur



Interactions rayonnements - matiere

Photons/RX

Neutrons Cohérente

Electrons

% échantillon ﬁ
Incohérente

\J

absorption
Méthodes spectroscopiques

Interaction inélastique



Interaction RX avec un cristal "typique " de protéine
(valeurs numériques pour A=1A, 12.4 kev)

La majeure partie du rayonnement n’est pas « diffusée » (98%)
(pas de changement du vecteur d’onde en direction)

Pour la partie diffusée (2%), 3 possibilités :

Interaction par effet photoélectrique (84%)

éjections d’électrons des atomes

Diffusion " Thompson " ("Rayleigh") (8%)

interaction cohérente et élastique, donnant lieu au phénomene d’interférences

constructives observé(diffraction) M
<

Diffusion "Compton" (8%)
Interaction inélastique et incohérente



Diffusion élastique des Rayons X

Les Rayons X interagissent avec particules chargées :
électrons, protons

Section efficace de diffusion élastique électrons/protons

2
o, (M 1.6 107 ]
0— . M—p = 9,1 10_31 = 3,410

La participation des protons est négligeable pour la diffusion élastique des RX

Pour les RX, la matiere est vue comme une répartition d'électrons

La diffusion élastique des rayons X apporte des informations sur la densité électronique
de I'échantillon.
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Espace direct Espace réciproque
Une structure cristalline Un ensemble de m ondes "diffusées”
@ Un groupe d'espace, une maille cristalline @ Les rayons X interagissent avec les particules chargées :

i électrons, protons
@ N atomes dans une maille 2

® Pour chaque atome | (j = 1, N), les "paramatres” : @ On utilise l'interaction élastique {cohérente) des rayons X
3 ' @ |a participation des protons est négligeable (par
@ ['interaction avec le rayonnement rapport aux électrons)

e facteur de diffusion ﬁ @ pour les rayons X, la matiére est vue comme une

distribution d'électrons
@ les coordonnées de position
i . @ m lié 3 la limite de diffraction du cristal (d,;- ).
® (xj,¥j,Zj). (coordonnées relatives) (dmin)

@ le désordre statique et dynamique @ chaque onde est caractérisée par 3 paramétres :

# une direction de diffusion,
L ] e un module,
® une phase (une différence de phase par rapport a une
onde de référence).

p(x,y,2) m Fpu, hkl € D*
21 px,y,2) =  F[Fhul
X, ¥, 7y —>F = e —
p(x,y,2) — Fua = Zp(x,y,2)]



Le résultat de processus cristallographique

La référence et le juge de paix
La fonction densite ¢lectronique

Fonction densité ¢lectronique theéorique

p(X, Y Z) -

h—+oo k—+oo |—+oo

1A e —2i7(hx+ky+lz)

hkl‘ €

h=—00 k=—o0 |=wx

— fonction réelle (en absence de diffusion anomale) et positive (si tous
les termes sont inclus)

— fonction qui présente des maxima dans les régions occupées par les
atomes

— fonction qui est donc en général interprétée en termes de positions
atomiques



Espace direct = Espace réciproque

1 2l hky 1 ' i (hx+ky+
P(Xa}’vz]z(?}:::ﬂm o R z]:(ﬁ} 3" |Fowa| et gm2mUxtlytt)

heZ keZ IeZ (h,k,/)cZ3

N
IR R e e
Frw = E q f whkl  g2im(hx;+ky;+lz;)

J
j=1
Structure positions facteur Facteur module Phase Densité
atomiques  de diffusion  de Structure FS FS électronique
A i f Fu | Fu | ay p(r)
B —j f; Fu | Fu | —Qy pe(r) = p(—r)
C i ~f —Fy | Fu|  wm+an  pclr)=—p(r)
D -7 —f —Fi |Fu| m—aw  po(r)=—p(—r)



structure cristallographique = moyennes dans le temps et dans |'espace :

ensemble des structures présentes dans le cristal pendant le temps de |'expérience

le modele construit en termes de paramétres atomiques se doit de refléter au mieux les
positions et les mouvements des atomes dans le cristal
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Parametres de déplacements atomiques

)

hid bkl 2w (hxi+ky; +z;
Fhm‘:Z q f w2yt EiE)

j=1

« Modéliser aux mieux les mouvements et le "désordre" des
atomes dans la structure

 Les parametres de déplacements atomiques
Désordre statique et dynamique

— Facteur d'occupation : q; (j=1,n)

— Facteur de Debye Waller: w, (j=1,n)

« Modéle simple isotrope, facteur d’agitation thermique
* Modele plus sophistiqué, anisotrope









Fonction densité électronique. En théorie :

p(x,y,z )—(— > IR

heZ kel Iek

E?jqb

vrai

hkl

E—zr'-rr(hx+ky+.!z}

L'information de phases est essentielle
Théoreme de Parseval

< (Ap) > = V2 Z Z Zl hkl — hkf

hel keZ IcZ




Fonction densite électronique. La réalite :

p(x, y,z)"bsz(%) Z |Fobs SiOFF  o—2im(hx+ky+lz)
hkl€ D*

0.65A

Protein crystallography for non-crystallographers, or how ) o ) )
to get the best (but not more) from published Alexander Wlodawer', Wladek Minor®, Zbigniew Dauter* and Mariusz Jaskolski®®

macromolecular structures FEBS Journal (2007} Journal compilation © 2007 FEBS. Mo claim to original US government works



Fonction densité électronique. La réaliteé :

oy, 2 = (3) 32 IFglr| o ORE e—aimlherioio
hkle D*

p(x,y,z)° #£ p(x,y,z)" . 3 sources d'erreurs principales :
@ les erreurs sur la valeur des coefficients utilisés

obs vral calc vrai
|Foer | 7 [Fpit | i 7 Phi
@ les erreurs de troncatures
O Lt

Conséquences des erreurs :
@ perte d'interprétabilité de la fonction en terme de positions atomiques

@ distance minimale pour que 2 "détails” soient vus séparément, en théorie
~ 0, 7dmi, pratiquement = dpyip

@ des maxima "élargis’ avec des "hauteurs” réduites
@ des faux maxima, des minima négatifs

@ des superpositions d'extrema (maxima, minima)
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Un cristal : Arrangement périodique ordonneé

Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris

QIR GARLAND PUBLISHING INC,
A mremeber of Lhe Taulor & Frimcts Groap

230 Groupes d’espaces

Maille cristalline caractérisée par I’un des 7 systemes cristallins




B . Un cristal :
ok ; Arrangement
periodique ordonné

} o.'.'-:il: . =
Crystallographic @&
symmetry g

Asymmetric Unit

7 systemes cristallins

230 groupes d’espaces

Daniel L. Minor, Jr.
Neuron 54, May 24, 2007 ©2007 Elsevier Inc.

Protein crystal . o .
ey Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris




Symeétrie des cristaux

Symétrie macroscopique

« gouverne les formes extérieures des cristaux
« correspond a la symetrie ponctuelle ou symétrie d'orientation gss 47
* Ne rend pas compte de la structure atomique D'UNE THEORIE

" SUR LA STRUCTURE
DES CRYSTAUX,

Travaux de Haly (1784) APPLIQUER

Classification en 7 systémes : Mohs 1820 AT eTA L o fesTANCES
Les 32 groupes ponctuels : Hessel, 1830 P i, Pt i o Mo o

Sciences, Profeffeur d"Humanités dans PUniverfied de
Indexation des faces : Miller, 1839

Faris,

Symétrie microscopique

Vision atomique, Symétrie spatiale
Bravais : 14 réseaux, 1848

Groupes spatiaux. 230 groupes
» Sohncke, 1879, Schoenflies-Fedorov 1891; Maugin-Hermann, 1933

Rhomb-dodecahedron




Systéme Symétrie Groupes Contraintes Réseaux
ponctuels IMposées de Bravais
Triclinique [dentité 1,1 a b ¢ P
Ol inversion a B v
Monoclinique 1 sym d’ordre 2 2,m,2/m a b ¢ P, C
a=y=190
Orthorhombique 3 syms d’ordre 2 1 | 222, mm2,mmm |a b ¢ P,C,ILF
a==-=100
Quadratique axe d’ordre 4 4,4, 4/m i a==5b ¢ P, 1
422, 4mm. 42m a==-v=100
4/mmm
Hexagonal axe d’ordre 6 6,6, 6/m a=5b ¢ P
622, 6mm, 62m a=G=900 =120
6/mmm
Trigonal / Rhomboédrique | axe d’ordre 3 a=5b ¢ P
a=3=90 ~=120
axe 3 | €
3.3
32,3m.3m a=h=c R
=3 ="
axe3 | a4+ b+
Cubique 4 axes d'ordre 3 23, m3 a=b=r¢ P, ILF
432, 43m., m3Im a=3=~=090
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Diffusion €lastique cohérente des RX par un atome

chaque atome est caractérisé par une certaine densité électronique p(r)

En prenant comme unité I'amplitude diffusé par un électron en O,

F(S)= §p(r)exp 2iz 7.S)dr’

Facteur de diffusion (f;) d'un atome |

caractérise I'interaction de I'atome j avec les rayons X
(par rapport a un électron libre)



Diffusion élastique cohérente des RX par un atome

facteur de diffusion (f;) d’'un atome ]

Diffusion non anomale

 I'énergie des photons X est assez différente de I'énergie de liaison d'un
électron dans I'atome, les électrons diffusent comme s’ils étaient libres

- facteur de diffusion (f;) d'un atome j est un nombre reel

f,(8)=[4ar’p(r )Sm(ig >) dr

pour 8139 =0, f'=Z

Approximation polynomiale (Cromer, Waber 1968)

. . ing 2
0, SN0 O hC)
L | f'(—)=> a¢e +C
9 o 02 Smﬁmz;mmm 04 05 ﬂ/ =




diffusion anomale :

 |'énergie des photons X est tres proche de I'énergie de liaison
d'un électron dans l'atome,

« effets de résonance entre le photon incident et I'électron
importants,

%

« changement de phase et d'amplitude de I'onde diffusée
dépendant de la nature de I'atome

— I'onde diffusée par I'atome n'est plus en phase avec I'onde
de référence diffusée par un électron a l'origine.

- facteur de diffusion (f;) d'un atome j est un nombre complexe

f(A)=f"+f(A)+if (1)



f(A)="f +fA)+if' (1)
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Diffusion par n atomes

N atomes caractérisés par :
— facteur de diffusion f; (j=1,n)
— position r;(j=1,n)

En prenant comme unité I'amplitude diffusé par un électron en O,

'onde diffusée par n atomes dans une direction quelconque
caracteérisée par I'angle 20 est :

j=n .
~ . & _. 27TS
F(S):Zl fj CXp(2I7Z' rJS) ER%E’/__ ;zn_r;g_
j= .
.?( Rx*x;?‘t—r;g
/ >
/ /ERT:S



Diffraction par un réseau tridimensionnel d’atomes identiques

« Un réseau caractérisé par les vecteurs (a,b,C)

« Pour (n,,n, n;) grands,
Max von Laue

— Interférences constructives si et seulement si Nobel Prize in Physics 1914

keZ Equations de Laue




Diffraction par un réseau tridimensionnel d’atomes identiques

aS=h, hez
b.S = k, kezZ  Equationsde Laue S/ 0 BNS
c.S=1, leZ <

 Les équations de Laue sont vérifiées si et seulement si

—

— S est un vecteur du réseau réciproque

J(h,k,1)ez?/S=ha +kb +Ic’

— Max von Laue

— On a alors diffraction dans la direction § = § + So 1879 - 1960
Nobel Prize in Physics 1914



Construction d’Ewald. Sphere d’Ewald

Interprétation géomeétrique des équations de Laue

—

§:§_§o ‘§0‘2‘§‘:

eter' Ewald
19

Pau
188

détecteu



Interprétation geométrique des équations de Laue

1,
(th )l

Sh

William Henry Bragg

1862 - 1942

‘IIIIIIIIIIII»
William Lawece Bragg 1/ }\«
1890 - 1971
Nobel Prize in Physics 1915 ) ,
Lo1 de Bragg détecteur

2d,,sinfd=A1
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A=1.22A

a=411A b=410A
c=420A

a=59° =58,9°
1=64°

Ap=0.3°
DF=120mm.
15245 réflexions
2.7A

Brookhaven (USA)
1988.

g

© J.E. Johnson
Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris



Facteurs de Structure d’un cristal

j= B
Z f, exp(2iz1,.S)

j=1
n mailles selon @,n, mailles selon b,n, mailles selon C

G(S)=F(S) L(S)

. F (S) facteur de structure (pour une maille)

— Dépend du contenu atomique de la maille, rend compte du
déphasage entre atomes de la maille.

— Indépendant de la taille du cristal.

. L(§) facteur de forme

— Amplitude diffusé par le cristal, en prenant comme unité celle
difftusée par une maille. Dépend des dimensions ou de la forme du
cristal, rend compte du déphasage entre les mailles.

— Indépendant du contenu atomique de la maille.



. u=n,-1 v=n,-1 w=n;-1 R N R
L(S)= > > > expRiz(ua.S+vbh.S +wcC.S))

u=0 v=0 w=0

u=n,— v=n,— w=n;—

L(S)= ) exp(2|7zua S) ZeXp(ZlﬂVb S) Zexp(2l7zwc S)

C

> sin(n,7zA. S).,

= (

. sin(n, 0.5)., sin(n.z€.S) .,
‘L(S) Sin(a.9) )" ( sin(7b.9) ) ( sin(7<.9) )

Pour un cristal de dimension infinie

L(S)#0 sietseulementsi S=ha +kb +Ic"
G(S) Ln2n:n: F(S)



Pour un cristal de dimension "infinie"

G(S)x F(S)#0

sietseulementsi S=hi"+kb" +I¢”

{F (§ )} facteurs de structure

— dépend du contenu atomique de la maille
— rend compte du déphasage entre atomes de la maille
— Indépendant de la taille du cristal



Facteur de structure @
— N atomes dans la maille

- (1.1, =1L N)
F(S)= Zf exp(27i ST)

X a+ yb+zc 0<x,Yy,,z <1
_|_

I =
S kb* +1¢”

=ha’

QJl

F(S)= Zf exp(2ri(hx, +ky, +1z)))=F,
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qu_h Paul Scherrer Institut
/-Data collection in protein crystallography\

X-ray Detector

Spot size:

- Beam divergence
- Mosaicity of the crystal —~———

Limite de diffraction du cristal et

Diffracted beam

Diffraction paftefn

Lrystal rotation
- 30-180 degree for complete data set

—_ —_
- Currently: Discrete rofafion, integration

— over ceriain rotation angle

— - Future: Continuous rotation, integratior
maX determined nydmecmrfmmerahe(ﬁn

phi slicing)

|/

Resolution:
Crystallized 2d -sin(0) = 4
B For d=1A and &8 A, =60

Protein T

Beam
Beam Diffraction data
Energy: 5-17.3 keV - reflect crystal symmetry group
Intensity: ~10/s. - orientation of the crystalz orientation matrix
Focal spot size: Adjustable to - High dynamic range: >10 between strong and weak reflections|
2&} x15m - Intensities need to be determined accurately (1%)
Divergency:150 prad x 28 prad - Determination of amplitudes and phases leads

Attention, on utilise dans la pratique s

Detector requirements;

Large area (40 x 40 cm) and/or large number of pixels

1 -W c range (=16 bit, i.e. single photon counting detectar)

(<0.1s)

d,. == B

max

La limité de diffraction n’est pas un critere fixe par l'utilisateur, mais
dans les conditions les plus optimales, elle reflete la qualité
intrinseque (ordre) d'un cristal



Relations entre facteurs de structures

En absence de diffuseur anomal

Loi de Friedel (Georges Friedel)

1865-1933

E —

j:
hkl 4

1 f exp2a(hx, +ky, +1z,))

J:

‘Fﬁm“:‘ﬁhm‘ et P =P



Pour un groupe d’espace donne,

— Espace direct : Opérateurs de symetrie :
C, : (R, Ty), (s=1,n)

Fjs — RS Fj —I—TS

— Espace réciproque : Contraintes correspondantes sur
les facteurs de structure

Fo.. =F,exp(=2izH'Ty)

Rs

Fol=IFl ot 4, =, -2eH'T, [27



R H

RS H — ‘FH Rg H
Réflexions équivalentes

Extinctions systématiques

PSSR IT I
L K




Exemple. Groupe PG,

» Positions équivalentes

X,Y,Z

-y, X-y, z+1/3
y-X, -X, z+2/3
-X, =y, z+1/2

Y, Y-X, Z+5/6
X-y, X, z+1/6

diffuseur anomal

hkl

k,(-h -k),1
(-h -k),h,1
-h -k, 1

-k, (h +k),1
(h +k),-h,1

« Réflexions équivalentes en absence de

-h,-k,-1
-k,(h +k),-1
(h +k),-h,-1
h, k,-1

k, (-h -k),-1
(-h -k),h,-1




Contraintes sur les facteurs de structure : Extinctions systématiques

F.. =F, exp(-2izH'T,)

Rs

:‘FH‘ ¢R;H:¢H_2”Hth

siH=R;H et H'T, nonentier=|F,|=0

F,
R H

 axes hélicoidaux :

— extinctions a périodicité unidimensionnelle : situés sur une rangee
particuliere du réseau réciproque

* plans de symeétrie translatoires :

— extinctions a périodicité bidimensionnelle, situés sur un plan
particulier du réseau réciproque

« modes de réseau :
— extinctions a périodicité tridimensionnelle.



Réflexions affectées

h0O0
OkO
00l

hkl

Conditions d’existence

h=2n
k=2n
|=2n
|=3n
|=4n
|=6n
h+k=2n
h+l=2n
kK+l=2n
h+k+l=2n

h,k,l, tous pairs ou
impairs

Eléments de symétrie

2,/la, 4,/ a
2,/1'b,4,/b
2,0u4,0ub5//c
3,0u3,0ub,0ub,//cC
4,0ud;/lc
6,0ub://C
Mode C

Mode B

Mode A

Mode |

Mode F
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Al o e

Collecte des données de diffraction

cristal

source de Rayons X (cours Jean-Luc Ferrer)
détecteur

Méthode de collecte des données
Traitements des données

* Focussing . '-"“_C'ﬁl'd nitrogen gas supply
« Mirrors N

t _.
i Kﬂppﬁ iostat i www.esrf. fr
o A —— "

Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris

Monitor showing crystal
in m%unting logp e




Collecte des données de diffraction

VC

2

(D) =K =5 1,(A) C(4,1) 2 |Fy (A

Spécificité des macromolécules biologiques

— Intensités faibles
— Reéseaux réciproques fortement peuplés
— Deégradation du cristal dans faisceau de rayons X

Des progres technologiques et methodologiques a toutes les étapes du
processus

« Source de Rayons X

 Détecteurs

« Méthodes de Collecte et de traitement des données
* Préparation des cristaux
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PILATUS La révolution de ces derniéres années

Plxel ApparATUs for the Swiss Light Source
Paul Scherrer Institut (PSI), CH-Villigen

Qualités
—  Temps de lecture : quelques ms
—  Pas de bruit de fond

—  Grande dynamique

—  Collecte en continu possible
0.02°-0.2°, exposition 100ms
Lecture 3ms sans arrét

—

o o £ =)] w o
LB LA N N WL R L L |

Intensity |a.u.|

1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Rotation P [deg]



Technical specifications

EIGER X

Number of detector modules

Sensitive area, width x height [mm?] 772 x 709 155.2 » 162.5 233.2 x 245.2 311.2 = 327.8
Pixel size [pm?] TS5 75

1030 x 1065 = 2070 x 2167 = 3110 x 3269 = 4150 x 4371 =
1,086,950 4,485,690 10,166,590 18,139,650

Gap width, hor. / ver. [pixel] -/ a7 10/ 37 10/ 37 10/a7
Inactive area [%] 3.5 56 6.3 6.6

Total number of pixels

Defective pixels [%]

Maximum frame rate* [Hz] 750 238

Readout time continuous readout, 3 ps dead time, duty cycle = 99 %
Point-spread function [pixel] 1

Sensor thickness [pm]

'i'hreshnl:l enarg;.l?l-r.;ﬂ

Maximum count rate [phts/s/mm?]

Counter bit depth [bit] 12

Image bit depth [bit] 16 or 32

Data format HDFS5 / NeXus

Dimensions (WHD) [mm?] 114 = 133 = 240 235 x 237 = 372 340 x 370 = 500 400 x 430 x 500
Weight [kg] 3.0 15 M 55

Power consumption [W] 75

* Theoretical limit at maximum bandwidth




Méthode d’oscillation

Donner au cristal un mouvement de rotation de faible amplitude autour
d'un axe

— Amplitude de la rotation (A¢) limitée par la superposition de réflexions
différentes en un méme endroit du détecteur

L’espace complet de diffraction est enregistré en une succession de N
"clichés", correspondant chacun a une oscillation Ad

~




Figure 3

A still exposure with a stationary cryvstal contains only a small number of
reflections arranged in a set of narrow ellipses.

© Zauter, (1997) ,Methods in Enzymology, Vol 276
Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris

© Zauter, (1999), Acta Cryst., D55, 1703-1717
Reproduction ULP Strasbourg. Autorisation CFC-Paris

==
—

Figure 4

When the crwstal is rotated, reflections from the same plane in the

reciprocal lattice form a lune, limited by two ellipses corresponding to the
start and end positions,







Méthode d’oscillation

Enregistrement du signal pendant toute la durée du passage du volume a
travers la sphéere d'Ewald _
|, = iﬁénergle regue

Pour un cristal parfaitement mosaique

polarization
factor ——
crystal volume

| ﬂﬂtﬁqur
ﬂtﬂﬂfj e in the beam E'Emi"&i'lity
rl'iItj _ UHHEITI ission - /,
k\ / p
2

! Bragg's peak
| intensity
X-ray beam diffraction volume of
intensity vector crystal unit cell



Méthode d’oscillation ERgR

n
L

rhom

Les réflexions sont en position de diffraction sur un certain domaine
angulaire qui dépend :
— mosaicité du cristal

« organisation du cristal en petits domaines cristallins désorientés

les uns par rapport aux autres
— caractéristiques du faisceau de rayons X incidents
 divergence, dispersion en longueur d'onde, optique

Modele simple. Volume sphérique, de rayon &

e~ (1/2) A d* cosO

A schemabic represantation of the beam divergence (5), crystal mesaicity () and beam wavelength
bandpass (A.4/4) in the direct (8) and reciprocal (D) space




A schematic representation of the beam divergence (), crystal mosaicty (y) and beam wavelength
bandpass (A 4/4) in the direct {3) and reciprocal (D) space

Lab

'Y




2 types de réflexions sur le cliché de diffraction :

— Reéflexions entieres
— Réflexions partielles

AD

-
(=]

rocking curve

Intensity [a.u.]
20 @
AR

[4v]
T

1 Rotation © [deg] 2




What is ‘shutterless’?

A N

Goniometer -
speed |_| With-shutter data collection
X-ray * Slow.
shutter = :k / _
S . Gonlomef{er/).(-ray shutter
recording synchronization error and

s A ’ time shutter jitter may exist.

0001.mg 0002.img
Goniometer * Shutterless data collection
speed
e Fast.

X-ray _
shutter =  No mechanical error.
Detector | | I * Requires detector with
recording | o : ;

< > i > g o Ignorable readout time.

0001.ima 0002.ima

0003.ima



La collecte des données

e Un moment crucial :

— Obtenir un espace complet de diffraction sur toute la gamme de
résolution

— Des mesures précises et de qualité

* Des choix et des compromis, des décisions a prendre rapidement :
— Parametres géomeétriques de I'enregistrement

— Domaine a enregistrer en priorité mais obtenir aussi la redondance
maximale

— Angle d’'oscillation
— Temps d’exposition
— Un cristal a durée de vie limitée

Optimization of data collection taking radiation damage into account

Bourenkov GP, Popov AN.
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2010 Apr;66(Pt 4):409-19. doi: 10.1107/50907444909054961.




* Focussing ; ?'"\_Cdﬁ nitrogen gas supply

- mirrors n

,—I o

I.

’.

CCD detector

Kappﬁiostat
- .

Monitor showing crystar
in m%unting R e ——

Data collection, especially at synchrotron sites, is the time where you may solve
your structure in a few minutes or destroy months (or years) of work and waste a lot of
money in a few seconds. Be prepared !

Crystallographic programs are now very easy to use, require few parameters
but are based on complicated algorithms.
Try to understand what is going on and where crucial decisions need to be done

It may be fast to build 90% of a structure but it will take a longer time to finish the last
10%.



Quelques logiciels : 2 HKL

\_5‘"? esealrc nc.
. Denzo - HKL2000/HKL3000 N resewrenine
— http://www.hkl-xray.com/

* Mosflm (CCP4)
— http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/harry/mosflm

« XDS
— http://xds.mpimf-heidelberg.mpg.de/

Le traitement des données est de plus en plus intégre a la collecte.
Résultats peu de temps (qg mn) apres la collecte.

Pipelines
X|32 (CCP4) xia? pipeline=3d /here/are/my/images
aUtOPROC (GIObaIPhaS|ng Ltd) process -I /where/ever/images -d sub.dir > out.put

http://jean.cavarelli.free.fr/igbmc/labo_services/xray progs.html
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6.

Traitements des données de diffraction

. Inspection visuelle d'une image de diffraction

Indexation initiale

Choix des paramétres optimaux d’enregistrement
Collecte d’'un espace complet de diffraction
Affinement des paramétres

2 (P, Q)™ - (P,Q)™ps)=f(param(i), i=1,n)

mesures des intensités par cliché

Mises a I'échelle

Réduction des données, statistiques, erreurs

« Réflexions équivalentes

 Extinctions

Résultats
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A =0.9789 A
DF = 140 mm
Ap=0.7°

! X beam 64.1
y beam 66.9
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A =0.9789 A
DF = 140 mm
Ap=0.7°

! X beam 64.1
y beam 66.9
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Traitements des données de diffraction

Inspection visuelle d’'une image de diffraction
Indexation initiale
Choix des parameétres optimaux d’enregistrement
 Domaine angulaire a couvrir
« Angle d’oscillation
« Distance cristal détecteur
 Temps d'exposition
Collecte d’'un espace complet de diffraction
Affinement des parametres
2 ((P’Q)hklcalc- (P’Q)hklobs)=f(param(i)’ =1 ’n)
mesures des intensités par cliché (Integration 2D ou 3D)
« Meéthode du profil "Profil fitting"
Mises a I'échelle
Post-Affinement
Reéduction des données, statistiques, erreurs
Résultats
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Bragg peak
2D profile

Intensity (MOSFLM, DENZO)

Reference
AX profile

detector X o



Consecutive diffraction images >
J

FE

Integration = Calculating intensities and their =)
Indexing = uncertainties and adding intensities between
Assigning hkl images
index to each | 4+
reflection hkl,1 = O-Ihkl,l

hkl Ihkl,2 to A\ 4

i 2

Scaling = Applying scale factor to
Merging = Combining intensities <:| integrated intensities to correct
for symmetrically equivalent for various experimental factors

reflections changing between diffraction
+ images
<Ihkl>_0<lhk|> |+

it — O



(a) Ad

g -
Bragg poak ) Recording single-crystal diffraction data. (a) In the ‘oscillation” method, signal
intensity is integrated over an angle Ad, chosen to be large enough to include entire Bragg peaks, but
not so large so as to make the recorded image overcrowded. After the exposure, the image
is read out, which typically takes a second or more. This process is repeated until the entire
- required d-range is covered. (b) In the fine phi-slicing mode using modern photon-counting
R detectors, the readout time is insignificant compared to the typical times the g-motor needs to
¢ rotation . .- . ‘ )
velocity move over a small Ad, inwhich case no x-ray shutter is needed, the ¢-motor runs constantly,
- and data acquisition Is quasi-continvous, with only ms-dead times between exposures.
shuttar
__open/cliosed
{b) Adb . . _ .
-— rocking curve fine slicing coarse slicing
Bragg intensity
Background
| d 1 ..q] q] ’— —| N (D
a L L
Rotation ¢

3D profile (XDS, d*TREK)

* Consider angular direction as well as
detector surface (1+2D)
- Partial reflections are summed during

integration.

Ewald sphere

Frames



Project definition
and setup

!

Data collecthion
and reduction

Scaling, merging,
corTections,
space-group delerminalion

Substructure solution
and analysis

!

Phasing

Muodel building
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Traitements des données de diffraction

Inspection visuelle d’'une image de diffraction
Indexation initiale

Choix des parameétres optimaux d’enregistrement
Collecte d’'un espace complet de diffraction
Affinement des parametres

Mesures des intensités par cliché

Mises a I'échelle entre tous les clichés
Reéduction des donnees, statistiques, erreurs
Résultats
« Malille, groupe(s) d’espace(s)
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~Scaling Options

~Pending Sets

1. lyso_a_O###.img from 1 to 300
2. hyso_b_O###.img from 1 to 300
3. hyso_c O##&img from 1 to 300
4, lyso_d_0#&#img from 1 to 300
5. lyso_e_D###,img from 1 to 300
6. hyso_f_O###.img from 1 to 300

-
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Systéme Groupe Groupes chiranx
Ponetuel
Triclinique 1 P1
Monoclinique 2 P2 P2, C2
Orthorhombique 223 P222 P222, P2,2,2 P22,
C222 (2224
222 I2,2,24
Fa222
(Juadratique 4, 422 P4 P4y P4y P4,
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P312 P3,12 P3,12
P321 P321 P32l
Ri R32
Hexagonal 6, 622 Pé P&y Pi. PGy Pioy  Pis
P622  Pi6y22  Pi222  P6;22  P6422 P6s22
Cubique 23, 432 P23 P23 P432 P4.32 P4332 P4,32
123 12,3 1432 14,32
F23 F432 F4,32




Pour un espace complet et redondant de diffraction pour une forme
cristalline donnée :

1. A partir des positions géométriques des réflexions
— Forte présomption a=b,c, a=f=90° y=120°

— Systéme hexagonal si la symétrie d’ordre 6 est
présente

— Systéme trigonal si seulement une symétrie d’ordre 3
est présente

2. A partir des intensités des réflexions
— Validation (ou non) de I'axe d’ordre 6
« Validation (ou non) de I'axe d’ordre 3
— Recherche d’axe d'ordre 2
3. A partir des extinctions systématiques
— 6,6,(ou6;), 6,(ou 6,), 65selon c

4. Pas de possibilités a ce stade de distinguer les groupes
ayant méme symetries et méme extinctions

—  P6./P6, P6,/P6,, P6,22/P6.22, P6,22/P6,22



1=

Z Z ‘< Ihkl >_Ihkl,j‘

" Rsym" CIaSS|que Rsym(l): hkl  j=I1 < Ihkl >: n - Ihk|,]
%‘,< Ihkl > hk =1
"Rrim ", "Redundancy-independant merging R factor "
n 1= Riim = Rmeas
Z _hkl Z < | > _| . The redundancy-independent merging R factor
nhkl -1 =) hkd hkd. J gives the precision of individual intensity

Rr.i.m(I ) — L

measurements, independent of multiplicity -

12Nt hence, shows how broad the distribution is. This is
| hl., j particularly useful to evaluate low-resolution data
hkl  j=I ’ quality, for example in experimental phasing.

"Rpim" , "Precision-indicating merging R factor "

. Rpim

1 1= The precision indicating merging R factor
Z —_— < Ihkl > _Ihkl i describes the precision of the averaged intensity
hk nhk' —1 j=1 ’ measurements: it gives you the standard error of
Rp.i.m(l): =Nr the mean - How precisely the center of the
| distribution is known. Like Rpess it needs to be
hkl, j calculated before symmetry equivalents are

merged.

hkl  j=I

Weiss, (2001), J. Apply. Cryst., 34, 130-135.



Data collection

X-ray source ESRFID29
Wavelength (A) 0.97625
Data collection temperature (K) 100
Detector Pilatus 6 MF
Crystal-detector distance (mm) 383.18
Total rotation range (°) 180
Exposure range (°) and time (s) per image 0.1, 0.04
Mosaicity (°) 0.474

Cell parameters (A)

a= 100.36, b= 100.36,
c=105.04, a =B =~=90°

Space group

P4,2,2

Resolution range (outer shell) (A)

46.50-2.10(2.23-2.10)

Total number of reflections

404573 (61254)

Number of unique reflections

31973 (4976)

Completeness (%) 00.7 (98.4)
Multiplicity 12.7(12.2)
<I/a(l)= 19.2(1.1)
Rmerge 0.074(2.2)
R 0.077 (2.320)

CC]IIJ

0.999 (0.436)




Linking Crystallographic Model
and Data Quality

P. Andrew Karplus* and Kay Diederichs®*

In macromolecular x-ray crystallography, refinement R values measure the agreement between
observed and calculated data. Analogously, Rmerge values reporting on the agreement between multiple
measurements of a given reflection are used to assess data quality. Here, we show that despite
their widespread use, Rmerge Values are poorly suited for determining the high-resolution limit
and that current standard protocols discard much useful data. We introduce a statistic that
estimates the correlation of an observed data set with the underlying (not measurable) true signal;
this quantity, CC*, provides a single statistically valid guide for deciding which data are useful.
CC* also can be used to assess model and data quality on the same scale, and this reveals when

data quality is limiting model improvement.

25 MAY 2012 VOL 336 SCIENCE www.sciencemag.org

Cysteine DiOxygenase (CDO; PDB 3ELN) re-refined against 15-fold weaker data



KE]FP'US, DIEderlC.hS (2012).SCIQHCE, 336= 1030_1033 To determine where to cut the data, results from
"Coefficients de corrélation” CCls CcC* Student's t-test can indicate where statistical
2

significance ends (as a rule-of-thumb data are
usually insignificant if CCyy; < 0.15 or lower).

_ YTt i— < x>)yi— <y >)
VEE = < x > SN (y— <y >)?

cC

N 2 CC% CC of thefull dataset against the true
cCr = 1+C Cl Intensities (usually unmeasurable)
2

@ Data should be used to higher resolution than the conservative cutoff suggests

@ C(C; directly assesses significance of data
2
@ CC™ predicts the agreement of data and truth
@ CC™ provides a statistic that not only assesses data quality but also allows direct
comparison of crystallographic model quality and data quality on the same scale

@ Crystallographic models at high resolution have FC%,_“,C closer to the true data than
the experimental data are.
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Traitements des données de diffraction

Inspection visuelle d’'une image de diffraction
Indexation initiale

Choix des parameétres optimaux d’enregistrement
Collecte d’'un espace complet de diffraction
Affinement des parametres
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Résultats
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* hk,l [Fogl.o(|Fpgl)




Traitements des données de diffraction

Résultats. Un fichier de réflexions avec les mesures
différents formats selon les programmes

— Maille, groupe(s) d’espace(s)
— N reflexions : hk,Ll,0(lhg)

* Pour la suite du processus, h,k,l, |F.|,o(|Fiq])
e Calcul des modules des facteurs de structures
— Approche simpliste
— Approches Statistiques

* Analyses des données

« Fichier final : h,k,l, |F, [,o(|]F.|) difféerents formats
— Une norme : format CCP4



Calcul des modules des facteurs de structures

Expérience de diffraction = Mesure de Iy et calcul o(/hy)

|F,n,k,:|2 = Fpu Fre  cristal "idéalement imparfait”
Ihki o ("parfaitement mosaique”)

| F | cristal parfait

o—

A partir des données,

I
Fikil = V' Inki o(|Fhki|) = %i(/%
Problemes :

Calcul de |Fpi| pour les réflexions mesurées négatives
Calcul de o(|Fpi|) pour les réflexions faibles

Approche statistique Bayésienne :
e French, Wilson, (1978), Acta Cryst. A34, 517-525. Program Truncate (CCP4)

e Sivia and David, (1994), Acta Cryst. A50, 703-714.
2(3F2,,—1 1
‘Fhkfl — %\/2"1’7}2! + \/41’?‘!(', + Sg%hkf U(thk.fl) — (Fék! + ( hkl hkf)) 5

%
hkl




K-ray
diffraction
data

MOSFLM

ntegrated
multirecord
intensities

Sor/Reindex
MTZ Files

multirecord
intensities

sorted
multirecord
intensities

DENZO d*TREK

integrated

intensifies

SCALEPACK

Impaort unmerged merged
Unscaled Data unscaled scale
(COMBAT) intensities intensities

Treat Twinned
Data
(DETWIN)

n] CCP4Interface 7.0.024 running on JCAVA-HPY  Project: PROY

Scale Experimental lmpaga?;:aled
Té%f:jff (SCALEPACKZMTZS
DTREK2ZMTZ)
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intensities

Convert Is 10 SFs
& Analyse Data
(TRUNCATE)

deconvoluted
intensities

siructure
facter
amplitudes

unigue
reflections with
FREE flag

Conver 1o MTZ
and Standardise

Message line help
Data Reduction and Analysis 1 28 HNc
i Start iMosfim ~
i... Run Mosfim in batch
w Import Integrared Data v
i Import Unmerged Data (Pointless)
:--- Import Unmerged Data (Combat)
:--- Import Merged Data
i... Import Merged Data from Quicksc|
Xia2 - automatic dataprocessing
Find or Match Laue Group
Scale and Merge Intensities
Symmetry, Scale, Merge (Aimless)
Find Symmetry, Scale & Merge (5cala)
W€
n! CCP4Interface 7.0.024 running on JCAVA-HPZ Project: PROJECT — a *
Choose module | Change Project ‘ Help
Data Reduction and Analysis 28 Nov 1& FINISHED refmacS Restrained Directories&ProjectDir
} Data Processing using Mosfim r View Any File
» import integrated Data r View Files from Job = |
Xia2 - automatic dataprocessing Search/Sort Database..
Find or Match Laue Group Graphical View of Project
Scale and Merge Intensities
Delete/Archive Files..
Symmetry, Scale, Merge (Aimless)
Kill Job
Find Symmetry, Scale & Merge (Scala)
ReRun Job..
Multiple dataset analysis (Blend) _
) Ui r Edit.Job Data —l|
) Check Data Quality |— Preferences |
System Administration — |

Exit




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

RESOLUTION

LIMIT

3.39
2.4/
1.596
1.69
1.52
1.38
1.28
1.208
1.13
total

NUMEER OF REFLECTIONS

OBSERVED UNIQUE POSSIELE OF DATA observed
43959 73862 7879 00.8% 3.3%
73904 14048 14033 09.9% 4.1%

163441 130358 130358 100.0% 5.5%
120605 21306 21319 99.9% 9.2%
133927 24143 24147 1008.0% 16.5%
147353 26643 26649 100.0% 28.7%
157651 28885 28893 1608.06% 43 . 4%
152989 31082 31095 100.0% 74.2%

27972 31039 33018 04.2% 0p.9%
1026804 203116 205111 09.0% 6.7%

expect

LA L

w

16.

s0.
76.
gs5.

ed

3%
.0%
.3%
.B%

8%

. 3%

0%
2%
4%

6%

43901
73839
1634158
1208560
133866
147313
157573
152814
23292
1021596

COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR COMPARED I/SIGMA R-mea

45.93 3.
35.17 4.
25.92 6.
15.15 106.
8.69 15.
3.14 31.
3.689 53.
1.88 23.
1.81 1168.
10.69 7.

Overall | InnerShell | OuterShell
Low resolution limit 44,22 44,22 1.84
High resolution limit 1.80 9.00 1.80
Rmerge (within I+/1-) 0.082 0.032 1.672
Rmerae (all I+ and I-) 0.088 0.033 1.816
Rme::;s (within I+/I-) 0.097 0.037 1.972
Rmeas (all I+ & I-) 0.095 0.036 1.967
Rpim (within I+/1-) 0.051 0.020 1.029
Rpim (all I+ & I-) 0.037 0.015 0.752
Rmerge in top intensity bin 0.036 - -
Total n-umber of observations 308208 | 2484 18911
Total number unigque 47105 440 2780
Mean((I)/sd(I)) 11.7 37.8 1.0
Mn(I) half-set correlation CC(1/2) 0.999 0.998 0.470
Completeness 100.0 98.9 100.0
Multiplicity 6.5 5.6 6.8

=

7%
5%
0%
1%
2%
7%
6%
2%
5%
4%

99.
99.
99.
99.
95.
93.
23.
73.
s0.
99.

ccliy/2)

g=
A=
T=
5
3=
7=
1=
o
o®
g=

Anomal
Corr

15%
13=
16

fa B @ R R



Analyse des données de diffraction

Analyse statistique des données
— Un contrdle qualité
— Eventuellement mise en évidence de défauts cristallins.

Défauts cristallins :
— Echantillon polycristallin. Identifier avant.

— Les défauts peuvent ne pas étre visibles et I'aspect extérieur peut
apparaitre comme monocristallin " twinning "

— Un échantillon cristallin consistant en N domaines qui ont une
orientation mutuelle donnée par une opération de symetrie qui
n‘appartient pas au groupe ponctuel du cristal mais qui est reliée a
la symétrie du réseau correspondant.
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L’analyse statistique de la distribution des intensités permet de mettre en évidence
et de tenir compte du phénomene

Moments de la distribution des intensités, " Britton plot ", " Rees N(z) plot ",
"Yeates S(H) plot " , " L-function”

Voir Truncate, CCP4, phenix.xtriage



Collecte des données de diffraction

Collecte des données de diffraction

Un processus crucial
Un processus de plus en plus automatisé

Un processus rapide : un espace complet en quelques minutes

 Matériel : Utilisation de robots

* Loqgiciels
— Des algorithmes complexes avec une utilisation de plus en
plus simple
— Un traitement des données " synchroniseé " avec la
collecte.

"Collecte MAD/SAD. Une carte peut étre obtenue rapidement sur
le site

Des progres énormes au cours des dernieres années

Obtenir une structure a partir de "cristaux inutilisables" hier
De nouvelles possibilités
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Méethodes de détermination des phases

@ Utiliser des contraintes entre facteurs de structure

o Méthodes directes.
1934 Fonction de Patterson, 1948 inégalités Harker-Kasper, 1950 déterminants de
Karle-Hauptman, 1951 équation de Sayre, 1953 invariants et semi-invariants de
Hauptman et Karle, 1956-1958 Hauptman et Karle Formule de la tangente et théorie
probabilistique, 1960s " symbolic addition” Karle and Karle, ...,
1985 Hauptman and Karle Prix Nobel Chimie , ...

e Utiliser des variations de modules de facteurs de structure (pour chaque réflexion)

o Remplacement isomorphe multiple, "Multiple Isomorphous Replacement” (MIR)
o Utilisation de la diffusion anomale,

@ Travail a plusieurs longueurs d'onde, "Multi-wavelength Anomalous Scattering” (MAD)
@ Travail a une longueur d'onde, "Single wavelength Anomalous Scattering” (SAD)

e Utilisation de la dégradation de la structure.

@ "(site-specific) Radiation damage-Induced Phasing” (RIP)
Quelques exemples de modifications de structures. "X-Ray RIP" : ruptures de points di-sulfures,
decarboxylations Asp, Glu ; pertes de OH de Tyr; pertes de S-CH3 de Met; pertes de Se de
SeMet ; pertes de metals, de Br-AN.

e Utiliser un modele de molécule parente correctement orientée et positionnée

e Rem-placement Moléculaire

Obtention d'un jeu de phases initiales qui seront le plus souvent améliorées (pour
chaque réflexion, diminution de I'erreur par rapport a la phase exacte)

o Methodes de modifications de densité



Les méthodes "expérimentales” de phasage. Utilisation de variations de modules de
chaque facteur de structure

Pour chaque réflexion "indépendante” notée H,

Ny mesures, |Fy |, j =1— Ny

FH_J'Z PH+VH__;

@ Py une partie constante, inconnue, la méme pour toutes les sources de données j

@ Vi ; une partie variable, due a un sous-groupe d’atomes donnés

Vi j reflete une structure atomique (positions atomiques, facteurs de déplacements
atomiques, ...), qui peut étre représenté par une variable vectorielle 8,

\Fu (@) = |Pu + Vu(0), j =1 — Ny




\FHj(0)| = |Pu + Vuj@)|, j=1— Ny

en théorie, chaque équation peut étre résolue tres simplement dans le plan complexe.
Construction de Harker

Intersection de Ny cercles centrés en —Vp ; et de rayon |Fy j|

Si les Vy ; ne sont pas colinéaires, Les systemes d'équations sont résolus si :

@ réflexions centriques, Ny > 1

e réflexions non-centriques, Ny > 2

Dans le cas réel, plusieurs catégories d'erreurs vont polluer la simplicité des équations
et nécessiter un traitement statistique complexe.



Fyi= Py +Vu,

Re

Im

Frum=Pu+Vim
Fui=Fg+Vy;
Fu;=Pu+Vu,

Vi

Vit

He



Im

Fri =Py +Vu Informations connmes
L [Fusl Vgl dve,

Frig =P+ Vg




Informations connues
lin

Fi; = Pu+Vu; [Frrs| Vsl v,
Fri= Py +Vyg [Fagl  |[Vagl dva,
_,-'-'_'_'_'_'_'_

o




Informations conmies
IFrdd Vil éva,
| ] ”"”rl MVoe
|FH.IJI| |-[‘"r11f.1u| f-':'lr};_,.,




\Fu (@) = |Pu+ Vu,0)|, j =1 — Ny

Dans le cas général, le probleme des phases est résolu si Ny > 2.
Le processus de phasage :

@ Collecte des Ny j =1 — Ny jeux de diffraction
©® Détermination des sous-structures Vy ;, en particulier les positions atomiques,
H.j P P q

© Détermination de la "main” des sous-structures,
@ Calculs et interprétation des cartes de densité électronique : est-ce interprétable 7

e Méthodes de modifications de densité,
@ Construction, Affinement de la structure,
@ Validation et contréle qualité.
Des programmes de plus en plus performants et automatisés

@ Des données de diffraction a un premier modeéle construit dans une carte de
densité électronique modifiée,

@ Quelques exemples : CCP4, PHENIX, HKL3000,CNS



\Fu ()] = |Pu+ Vuj(@)|, j=1— Ny

@ "Single Isomorphous Replacement (SIR), Multiple Isomorphous Replacement

(MIR)"

j fait référence aux différents dérivés lourds

@ "Single-wavelength anomalous diffraction (SAD), Multi-wavelength anomalous

diffraction (MAD)"

j fait référence aux différences de "Bijvoet”

@ "(site specific) Radiation damage-Induced phasing (RIP)"

j fait référence aux degrés d'irradiations
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Les principaux programmes en bio-cristallographie

@ Des programmes de plus en plus performants et automatisés
@ Quelques exemples : CCP4, PHENIX, HKL3000,CNS

Quelques références actuelles ;

@ Collecte de données

o HKL2000, MOSFLM, XDS

@ Phasage MIR,MAD SAD

o SHARP, SOLVE,SHELX, CRANK, Phenfx

@ Remplacement Moléculaire

o PHASER, MOLREP, AMoRe, BALBES, MR-ROSETTA

@ Modification de densité (avec parfois constructions automatiques)

o RESOLVE, SOLOMON, ARP/WARP, DM, SHELX

@ Construction des structures
e Automatique
@ Buccaneer, Resolve, Arp/wArp
e Manuelle
@ Coot, O

@ Affinement
o REFMAC, PHENIX, SHELX, BUSTER, CNS
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