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PPPart I: From sequence to crystals 
 

 
Chapter 1 Introduction: Planning Your Study  
 

• A brief overview of protein crystallography and its method and challenges preparing 
the ground for the subsequent in‐depth chapters.  
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Chapter 2. Protein structure  
 
• Review of basic protein properties and nucleic acids with emphasis on needs of 
structural biologist and protein crystallographer.   
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Chapter 3. Protein crystallization  
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Part II: Fundamentals of protein crystallography 
 
Chapter 5. Crystal geometry  
• The basic concepts of crystal geometry are developed starting from 2‐dimensional 
examples, rapidly demonstrating the first important concepts, which are revisited in 
necessary detail during the remainder of the chapter.   
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Chapter 6.  Diffraction basics  
 
• The previous chapter about crystal geometry and reciprocal space has introduced the 
basic concepts of symmetry and reciprocal space which are applied to principles X‐ray 
scattering and diffraction, including anomalous scattering.  

 
U6.U  UDiffraction basicsU ........................................................................................................ 1 

U6.1. Scattering of X‐raysU .................................................................................................. 3 
U6.1.1. The nature of X‐rays and their interaction with matterU ................................... 5 
U6.1.2. Superposition of electromagnetic wavesU ......................................................... 9 
U6.1.3. Scattering diagramsU ........................................................................................ 15 
U6.1.4. Scattering of X‐rays by free electronsU ............................................................ 16 
U6.1.5. Scattering by electrons in atomsU .................................................................... 18 
U6.1.6. Atomic scattering factorsU ............................................................................... 22 
U6.1.7. Debye‐Waller factor, atomic displacement, and B‐factorU ............................. 25 
U6.1.8. Scattering from adjacent atomsU ..................................................................... 27 
U6.1.9. The Bragg equationU ........................................................................................ 29 
U6.1.10. Scattering from a moleculeU .......................................................................... 31 
U6.1.11. Diffraction from a molecular crystalU ............................................................ 32 
U6.1.12. The structure factorU ...................................................................................... 34 

U6.2. Diffraction geometryU ............................................................................................. 37 
U6.2.1. The Ewald constructionU .................................................................................. 37 
U6.2.2. Ewald sphere and reciprocal latticeU ............................................................... 39 
U6.2.3. Diffraction limits and excluded regionsU .......................................................... 41 

U6.3. The intensity of diffracted X‐raysU .......................................................................... 45 
U6.3.1. Structure factor and structure amplitudeU ...................................................... 45 
U6.3.2. Occupation and B‐factor revisitedU .................................................................. 47 
U6.3.3. The first structure factor calculationU .............................................................. 49 
U6.3.4. Structure factor calculation for a proteinU ...................................................... 51 
U6.3.5. Structure amplitude and intensity of diffractionU ........................................... 55 

U6.4. X‐ray absorptionU .................................................................................................... 58 
U6.4.1. Variation of absorption with photon energyU ................................................. 58 



Biomolecular Crystallography      last revised 6/5/2009  Page 10 of 22 

Table of Contents   Page 10 of 22  © Bernhard Rupp, Garland 2009 
 

U6.4.2. X‐ray absorption edgesU ................................................................................... 60 
U6.4.3. Anomalous scattering factorsU ......................................................................... 63 
U6.4.4. X‐ray absorption spectraU ................................................................................ 64 
U6.4.5. Selection of wavelengthsU ................................................................................ 66 
U6.4.6. Friedel pairsU .................................................................................................... 68 
U6.4.7. The breakdown of Friedel's lawU ..................................................................... 69 
U6.4.8. Selection of anomalous scatterersU ................................................................. 70 
U6.4.9. Estimating the anomalous signalU .................................................................... 73 
U6.4.10. Anomalous structure factor calculation for a proteinU ................................. 74 

U6.5. Reciprocal space symmetry revisitedU .................................................................... 76 
U6.5.1. Laue symmetryU ............................................................................................... 77 
U6.5.2. Symmetry relations and Friedel pairs of the asymmetric reciprocal unitU ...... 81 
U6.5.3. Bijvoet pairs and absolute configurationU ....................................................... 83 
U6.5.4. Centric and phase restricted reflectionsU ........................................................ 85 
U6.5.5. Systematic absencesU ....................................................................................... 90 
U6.5.6. General position multiplicity and ε‐factorsU .................................................... 91 

U6.6. Review of key conceptsU ......................................................................................... 93 
UScattering of X‐raysU ................................................................................................... 93 
UStructure factorsU ....................................................................................................... 93 
UDiffraction of X‐raysU .................................................................................................. 95 
UAbsorption of X‐raysU ................................................................................................. 95 
UReciprocal space symmetryU ...................................................................................... 96 

U6.7. General referencesU ................................................................................................ 97 
U6.8. Specific referencesU................................................................................................. 97 

 
 
Chapter 7.  Statistics and probabilities in crystallography  
 
• Many applications in crystallography are based on basic and advanced statistical 
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context ‐ in biology‐heavy curricula. An introduction to statistical methods and a 
primer in maximum likelihood and Bayesian inference as used in macromolecular 
crystallography is provided. 
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UPart IV: Determining your structure 
 
Chapter 9. Reconstruction of electron density and the phase problem 
 

• A basic understanding of how maps are generated and of the phase problem is 
needed before we can start to learn how to generate phases and solve the structure.  
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Chapter 10.  Experimental phasing  
 

• Begins gently with pictures and phasing circles and progresses into full maximum 
likelihood treatment. A quick example at the end reinforces the learning objectives 
by application.  
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Chapter 11.  Non‐crystallographic symmetry and Molecular replacement  
 

• NCS and molecular replacement and MR are tightly connected, and this is the best 
point to review general transformations and NCS averaging. The MR chapter is also 
technically challenging, but a number of examples illustrate the process.  
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Chapter 12 Model building and refinement 
 

• Model building and refinement are at the core of crystallography. Theoretical 
background including maximum likelihood based techniques and examples of god 
practices in model building are discussed.   
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UPart V: Making sense of your structure 
 
Chapter 13  Validation, analysis and presentation  
 

• Any crystallographic model presents a molecular hypothesis and thus must be 
critically evaluated against the body of all prior knowledge. Likelihood based 
validation provides reliable safeguards against misinterpretation.   
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