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ANALISI DEI DATI
Indicizzazione – Integrazione - Scalaggio



INDICIZZAZIONE E INTEGRAZIONE: ANALISI DEI DATI

Con la RACCOLTA DATI i programmi di 
analisi fanno 3 cose:

INDICIZZAZIONE 
Analizzo le prime immagini di diffrazione:
• misurano le posizioni dei picchi

⇓
• ricavano il gruppo spaziale

INTEGRAZIONE
Analizzo tutte le immagini di diffrazione:
• misurano le Intensità di ogni picco (spot)

SCALAGGIO
Unisco tutti i dati ottenuti:
• scrivono in un output le Intensità relative ad 
ogni posizione nello spazio reciproco (spot) a cui 
assegnano gli indici h, k, l

• R merge
• mosaicità (disordine intrinseco)
• completezza, ridondanza
• I/σ(I) (segnale/rumore)

RACCOLTA DATI:
Una serie di immagini di 

diffrazione dei raggi-X 
ottenute facendo ruotare il 

cristallo 



INDICIZZAZIONE (indexing)

1. INDICIZZAZIONE 
Analizzo le prime immagini di diffrazione:
• misurano le posizioni dei picchi → ricavano il gruppo spaziale e i parametri della cella

Cella più
probabile



INTEGRAZIONE (integration)

1. INTEGRAZIONE
Analizzo tutte le immagini di diffrazione:
• misurano le INTENSITÀ di ogni picco (spot) Misuro l’intensità

(annerimento) di ogni 
spot



SCALAGGIO (scaling) 

10 55 100

I1(234) I2(234) I3(234)

STATISTICHE
( indicano la bontà del dato 

sperimentale)

• mosaicità (disordine intrinseco del 
cristallo)

• R merge
• completezza, ridondanza
• I/σ(I) (segnale/rumore)
• Etc…

1. SCALAGGIO
Unisco e confronto tutti i dati ottenuti:
• scrivono in un output le Intensità relative ad ogni posizione nello spazio reciproco (spot) a cui 
assegnano gli indici h, k, l (indici di Miller)
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L’ESPERIMENTO DI DIFFRAZIONE

OTTENUTI DAI DATI DI DIFFRAZIONE

PERSA



DENSITÀ ELETTRONICA= SOMMA DI FATTORI DI STRUTTURA

FT-1

FT

Eq FATTORE DI STRUTTURA

F(hkl)=|Fhkl| exp(iαhkl)
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PHASING

http://my.yetnet.ch/dergutemensch/crystallography/phasedetermination.htm



PHASING METHODS

F(hkl)=|Fhkl| exp(iαhkl)

AMPIEZZA

FASE

SPOT =

Metodi per determinare la FASE

• Metodi Diretti (solo per piccole molecole)
• Molecular Replacement
• Metodi basati su atomi pesanti

• Sostituzione isomorfa (SIR – MIR)
• Diffrazione Anomala (SAD - MAD)
• Metodi combinati (SIRAS – MIRAS)



PHASING: la funzione di PATTERSON

USO LE
AMPIEZZE
SPERIMENTALI
AL QUADRATO

PONGO TUTTE
LE FASI = 0

MAPPA DI
PATTERSON

P(u,v,w) = 1/V Σ │F2
hkl│ exp[-2πi(hu+kv+lw)] 

POSSO CALCOLARE LA MAPPA DI PATTERSON DAI DATI 
SPERIMENTALI, PERCHÉ NON DIPENDE PIÙ DALLA FASE



PHASING: la mappa di PATTERSON

MAPPA DI
PATTERSON

LA MAPPA DI PATTERSON
MAPPA DI VETTORI INTERATOMICI:

CONTIENE INFORMAZIONI SULLE DISTANZE
INTERATOMICHE

QUINDI INFORMAZIONI STRUTTURALI

P(u,v,w) = 1/V Σ │F2
hkl│ exp[-2πi(hu+kv+lz)] 

Disposizione di 3 Atomi
nel cristallo
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PHASING: la mappa di PATTERSON

MAPPA DI
PATTERSON

LA MAPPA DI PATTERSON
MAPPA DI VETTORI INTERATOMICI:

CONTIENE INFORMAZIONI SULLE DISTANZE
INTERATOMICHE

QUINDI INFORMAZIONI STRUTTURALI

P(u,v,w) = 1/V Σ │F2
hkl│ exp[-2πi(hu+kv+lz)] 

Disposizione di 3 Atomi
nel cristallo Picchi della mappa di Patterson corrispontente

P(u,v,w)





PHASING: METODI DIRETTI

Dalla mappa di Patterson
per molecole con < 100 atomi

Posso provare tutte le posizioni 
atomiche possibili

E determinare le fasi

MAPPA DI
PATTERSON

P(u,v,w) = 1/V Σ │F2
hkl│ exp[-2πi(hu+kv+lz)] 

METODI DIRETTI



PHASING: METODI DIRETTI

Dalla mappa di Patterson
per molecole con < 100 atomi

Posso provare tutte le posizioni 
atomiche possibili

E determinare le fasi

SOLO
Piccole

molecole

MAPPA DI
PATTERSON

P(u,v,w) = 1/V Σ │F2
hkl│ exp[-2πi(hu+kv+lz)] 

METODI DIRETTI



PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

AMPIEZZE
SPERIMENTALI

PONGO TUTTE
LE FASI = 0

MAPPA DI
PATTERSON

PER LE PROTEINE?

NON POSSO USARE I METODI DIRETTI 
perché ho troppi atomi, ma posso 

partire dalla disposizione atomica di 
proteine omologhe → elevata 

identità di sequenza (> 30-50%) →
simile struttura 3D



Molecular Replacement (MR)
• La proteina di interesse deve avere una proteina omologa di cui 

sia presente la struttura nel PDB (search model)
• L’identità di sequenza deve essere maggiore del 30 %
• Si confrontano le due Patterson, quella ottenuta dal modello e 

quella ottenuda dai dati sperimentali

model

experimental



La Patterson del modello
Scaricato dal pdb è calcolata 
applicando l’autoconvoluzione alla 
funzone della densità elettronica



MAPPA DI
PATTERSON
MODELLO

PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

MAPPA DI
PATTERSON
PROTEINA

Ruoto e Traslo la mappa del 
modello per farla coincidere 

con quella della proteina



MAPPA DI
PATTERSON
MODELLO

PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

MAPPA DI
PATTERSON
PROTEINA

Ruoto e Traslo la mappa del 
modello per farla coincidere 

con quella della proteina

FASI DEL
MODELLO orientato

Come nel cristallo reale

AMPIEZZE
SPERIMENTALI

MAPPA DI
DENSITÀ ELETTRONICA



PHASING: ATOMI PESANTI

METODI BASATI SUGLI ATOMI PESANTI

Principio di base: 
se ad un’onda incognita aggiungo un’onda nota, l’onda risultante mi permetterà̀ di risalire 
all’incognita

Mezzi sperimentali utilizzati: 
• Atomi pesanti (alto numero di elettroni)
• Atomi che a λ diverse diffrangono in modo diverso perché assorbono una parte dei raggi X
(diffusori anomali)

Metodologia:
• Il cristallo viene messo in contatto con una soluzione di un sale di atomi pesanti oppure gli atomi 
pesanti vengono incorporati nelle proteine (Selenio-metionine)
• Ottengo che pochi atomi si posizionano in punti discreti e uguali in tutte le molecole
• Questa aggiunta non deve variare in alcun modo (<0.5%) i parametri della cella o l’orientazione 
della molecola nella stessa (isomorfismo)
• L’immagine di diffrazione non cambia, cambia solo l’intensità di alcuni riflessi 



SOSTITUZIONE ISOMORFA

PHASING: ATOMI PESANTI

|FP| |FPH|Proteina Nativa Proteina + Heavy Atom

Heavy Atom

FPH=|FPH| exp(iαPH)
???

FP=|FP| exp(iαP)
???

SIR
Single

Isomorphous
Replacement

Posso fare la differenza 
delle mappe di 

Patterson



SOSTITUZIONE ISOMORFA

PHASING: ATOMI PESANTI

|FP| |FPH| FH

FH=|FH| exp(iαH)

USO I METODI DIRETTI
Per calcolare la

Heavy Atom
sub-structure

Proteina Nativa Proteina + Heavy Atom Heavy Atom

Heavy Atom

FPH=|FPH| exp(iαPH)
???

FP=|FP| exp(iαP)
???

SIR
Single

Isomorphous
Replacement



F(hkl)=|Fhkl| exp(iαhkl)

AMPIEZZA

FASE

METODI BASATI SUGLI ATOMI PESANTI

PHASING: ATOMI PESANTI

…UN ALTRO MODO DI 
RAPPRESENTARE I

FATTORI DI STRUTTURA



SOSTITUZIONE ISOMORFA

PHASING: ATOMI PESANTI

SIR
Single

Isomorphous
Replacement

Fhkl=|Fhkl| exp(iαhkl)

2 possibili soluzioni per la 
fase di Fp (phase ambiguity)
Controllo le mappe per
capire quella corretta

|FP| |FPH| FHProteina Nativa Proteina + Heavy Atom Heavy Atom

FPH= FP + FH



SOSTITUZIONE ISOMORFA

PHASING: ATOMI PESANTI

|FP| |FPH1| FH1

MIR
Multiple

Isomorphous
Replacement

Fhkl=|Fhkl| exp(iαhkl)

Diff. Proteina Nativa Diff. Prot + HA 1 Diff. HA 1

AGGIUNGO UN ALTRO 
ATOMO PESANTE
Non ho più ambiguità

|FPH2| FH2
Diff. Prot + HA 1 Diff. HA 1



PHASING: ATOMI PESANTI

Classi di atomi pesanti (H, heavy atoms) 

• Ioni metallici legati elettrostaticamente alla molecola 
• Metalli endogeni che possono essere facilmente sostituiti

(es. Sr2+ per Ca2+) 
• Selenio (es. Se-Met) 
• Composti metallici legati covalentemente (reazione chimica su 

cristallo) 
• Agglomerati multimetallici per molecole > 500 Kda (es. cluster di 

oro o di tantalio) 
• Gas nobili come Xe e Kr 
• Alogenuri (es. tri-ioduri e basi brominate) 



DIFFRAZIONE NORMALE

PHASING: legge di Friedel

Fhkl=|Fhkl| exp(iαhkl)

LEGGE DI FRIEDEL

In condizioni di diffrazione non anomala 2 riflessi 
simmetrici (coppie di Friedel) hanno stessa ampiezza e 

fase opposta

|Fhkl|=|F-h-k-l|



DIFFRAZIONE ANOMALA

PHASING: diffrazione anomala

Fhkl=|Fhkl| exp(iαhkl)

A DETERMINATE  λ GLI ATOMI PESANTI POSSONO ASSORBIRE I RAGGI X
Estraendo un e- da un orbitale più interno.

Il segnale dell’onda diffratta viene modificato.



DIFFRAZIONE ANOMALA

• A particolari λ (edges, cuspidi) i 
termini f’(λ) e f”(λ) mostrano, 
rispettivamente, un minimo ed un 
massimo 

• Il termine dispersivo [f’(λ)] 
diminuisce il fattore di diffrazione 
normale perché parte dell’energia 
viene spesa per far avvenire la 
transizione

• Il termine di assorbimento [f”(λ)] 
subisce una variazione di fase di π 
/2 perché l’energia di eccitazione 
viene riemessa (diffratta) con un 
certo ritardo 

PHASING: diffrazione anomala



DIFFRAZIONE ANOMALA

PHASING: diffrazione anomala

Solitamente si usano Proteine espresse in presenza di
Selenio-Metionine (automazione)



DIFFRAZIONE ANOMALA

PHASING: diffrazione anomala

Single Anomalous Dispersion
SAD

1 raccolte dati a 1 sola lunghezza d’onda (edge)



DIFFRAZIONE ANOMALA

PHASING: diffrazione anomala

Multiple Anomalous Dispersion
MAD

3 raccolte dati a 3 diverse lunghezze d’onda 



DIFFRAZIONE ANOMALA

PHASING: diffrazione anomala

In presenza di diffrazione anomala
non vale più la legge di Friedel

|F+
PH| ≠ |F-

PH|
Questa amonalia consente di calcolare la posizione degli atomi 

pesanti mediante metodi diretti e poi di determinare la fase di Fp
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L’ESPERIMENTO DI DIFFRAZIONE

USO LE
AMPIEZZE
SPERIMENTALI

OTTENUTO
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METODI DESCRITTI

MAPPA DI
DENSITÀ

ELETTRONICA



MODEL BUILDING AND REFINEMENT
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MODEL BUILDING
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Fobs

Amplitudes from 
experimental data

  

Fcal

Phases from
model

1. Build a model 
and Calculate
new maps

2. Refine the 
model and get
better maps

MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE



Amplitudes from 
experimental data

Phases from
model

MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE



  

Fobs

Amplitudes from 
experimental data

  

Fcal

Phases from
model

MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE

In realtà io calcolo 2 tipi di mappe in cui al posto di |Fhkl| metto:

2|Fobs|-|Fcal| = mappa di densità elettronica (solitamente visualizzata in blu)

Oppure

|Fobs|-|Fcal| = mappa DIFFERENZA (visualizzata in verde se > 0, in rosso se < 0 )



MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE

In realtà io calcolo 2 tipi di mappe in cui al posto di |Fhkl| metto:

2|Fobs|-|Fcal| = mappa di densità elettronica (solitamente visualizzata in blu)

Oppure

|Fobs|-|Fcal| = mappa DIFFERENZA (visualizzata in verde se > 0, in rosso se < 0 )

Modello |Fcal|Proteina |Fobs|

Mappa di densità
(2|Fobs|-|Fcal|)

Mappa di densità
(|Fobs|-|Fcal| > 0)

Mappa di densità
(|Fobs|-|Fcal| < 0)
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MODEL BUILDING AND MAPS REFINEMENT

Protein
Crystal

FT-1

X-ray 
beam

Diffraction
image

Back
Trasform

Electron
Density map

Density
interpretation

1. Build a model 
and Calculate
new maps

2. Refine the 
model and get
better maps

MODEL BUILDING may be done automatically

but in most cases is done by HUMANS.

Errors in map interpretation depend on 

data resolution and quality



PROTEIN FEATURES RES. (Å)

Alpha-helix 9

Beta-sheet 4

‘random’main-chain 3.7

Aromatic side-chains 3.5

Interpretable conformation of side-chains 2.9

Ordered water molecules 2.7

Correct stereochemistry at Cbeta of 
isoleucine

2.2

Individual atoms 1.5

RISOLUZIONE DEI DATI

ALTA RISOLUZIONE →
MAPPE MIGLIORI



RAMACHANDRAN PLOT

1.2 Å 2.2 Å

VALIDAZIONE DELLA STRUTTURA



CRISTALLOGRAFIA: THE SUPER SUMMARY



QUALITÁ
DATI SPERIMENTALI

QUALITÁ
AFFIDABILITÁ
MODELLO



QUALITÁ DATI SPERIMENTALI



PROTEIN FEATURES
RES. 
(Å)

Alpha-helix 9

Beta-sheet 4

‘random’main-chain 3.7

Aromatic side-chains 3.3

Interpretable conformation of side-chains 2.9

Ordered water molecules 2.5

Correct stereochemistry at Cbeta of 
isoleucine 2.2

Individual atoms 1.5



10 55 100

I1(234) I2(234) I3(234)

QUALITÁ DATI SPERIMENTALI



QUALITÁ  e AFFIDABILITÁ del MODELLO

  

Fobs

DATI
sperimentali

  

Fcal
MODELLO



R-factor

Resolution



QUALITÁ  e AFFIDABILITÁ del MODELLO



PDB ENTRY



PDB ENTRY



PDB ENTRY

STRUCTURE QUALITY AT A GLANCE



61

STRUCTURE VISUALIZATION



62

Models and Conventions

STRUCTURE VISUALIZATION
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.

Structure file:

Is a text file containing

3 coordinates (x,y,z) per atom,

And information on chemical nature 

and connectivity

STRUCTURE VISUALIZATION



STRUCTURE VISUALIZATION
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We can use the same RENDERING 

of non scientific 3D softwares to 

VISUALIZE our structure

+ =

Illuminazione
classica

Ambient
occlusion

Migliore percezione
della forma

STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHICS SOFTWARES



STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

CHIMERAPyMol

CueMol VMDBut also QuteMol



67

Viewport

codice Fast keys

Molecole
Caricate

A= actions
S=Show
H=hide
L=label
C=color

STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

PyMol



68

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html

STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

CHIMERA



STRUCTURE VISUALIZATION

QuteMol

STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES



ORDER VS DISORDER SPOT



ORDER VS DISORDER SPOT

No Order, No Density!

We miss 

Dynamic

parts!



STRUCTURE ANALYSIS – COMMON ERRORS

The conformation observed in the crystal structure is
ONE POSSIBLE conformation and not THE conformation of the protein

99% 1%

Keq



STRUCTURE ANALYSIS – COMMON ERRORS

The conformation observed in the crystal structure is
ONE POSSIBLE conformation and not THE conformation of the protein

80%0.2%

Keq

19.8%

The protein is
A SQUARE !!!

Structure
solution



VANTAGGI

• Risoluzione atomica

• Non ci sono limitazioni nelle dimensioni delle macromolecole

• Cristalli singoli 

• Altamente ordinati

• ragionevolmente grandi (30-100 μm) 

SVANTAGGI

Cristallografia a raggi-X
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