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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

U

e ricavano il gruppo spaziale

INTEGRAZIONE
Analizzo tutte le immagini di diffrazione:
e misurano le Intensita di ogni picco (spot)

SCALAGGIO

Unisco tutti i dati ottenuti:

e scrivono in un output le Intensita relative ad
ogni posizione nello spazio reciproco (spot) a cui
assegnano gli indici h, k, /

* R merge

* mosaicita (disordine intrinseco)
* completezza, ridondanza

* I/o(l) (segnale/rumore)

Una serie di immagini di
diffrazione dei raggi-X
ottenute facendo ruotare il
cristallo




INDICIZZAZIONE (indexing)

1. INDICIZZAZIONE
Analizzo le prime immagini di diffrazione:
e misurano le posizioni dei picchi = ricavano il gruppo spaziale e i parametri della cella
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INTEGRAZIONE (integration)

1. INTEGRAZIONE
Analizzo tutte le immagini di diffrazione:

. - . . . . ) e, \
e misurano le INTENSITA di ogni picco (spot) Misuro l'intensita
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SCALAGGIO (scaling)

1. SCALAGGIO

Unisco e confronto tutti i dati ottenuti:

e scrivono in un output le Intensita relative ad ogni posizione nello spazio reciproco (spot) a cui
assegnano gli indici h, k, I (indici di Miller)

( indicano la bonta del dato
sperimentale)

* mosaicita (disordine intrinseco del
cristallo)  pmmEC——————
|u | ) . it

oo 1(234) I(234)
SR T SR Z i ‘I(kkl)_ll (hkl)‘
. Rmerge I R o

* completezza, ridondanza merge Z NX I(kkl)

* I/o(l) (segnale/rumore) hil
* Etc..




L'ESPERIMENTO DI DIFFRAZIONE

Diffraction

image Electron
Back Density map

Protein
Crystal Trasform

L [P / pexyz)

P(Xyz) = lﬂhﬁg \Fhkl\ exp(10yyy) exp (-2m hx + ky + 1z)

T

Ol 18 lost 1n the experiment -
the phase problem!

structure factor amplitude |F} | o< (L)'




DENSITA ELETTRONICA= SOMMA DI FATTORI DI STRUTTURA

F(hkl)=]F,| exp(ia,,)

p(xy2) = 1/Y

Fl exp(10y,)lexp (-2m hx + ky + 1z)
A A

O, 18 lost 1n the experiment -
the phase problem!

(Ty)

== Y [F(h)fexp(-27ih - x)




L'ESPERIMENTO DI DIFFRAZIONE

Diffraction

image Electron
Back Density map

Protein
Crystal Trasform

L [P / pexyz)

P(Xyz) = lﬂhﬁg F ol lexp(10yy)lexp (-2m hx + ky + 1z)

$ FASE

Ol 18 lost 1n the experiment -
AMPIEZZA the phase problem!

structure factor amplitude |F} | o< (L)'




PHASING

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



PHASING METHODS

spot= F(hkl)5|Fpq | lexp(ioy)

.
;Y ? 5
-
Y
Y
-
kY
kY
Y
)
i
- —

AMPIEZZA

Metodi per determinare la FASE FASE

 Metodi Diretti (solo per piccole molecole)
 Molecular Replacement

 Metodi basati su atomi pesanti
e Sostituzione isomorfa (SIR — MIR)
e Diffrazione Anomala (SAD - MAD)
 Metodi combinati (SIRAS — MIRAS)



PHASING: la funzione di PATTERSON

exp (-2m hx + ky + 1z)

USO LE PONGO TUTTE
AMPIEZZE LE FASI = 0
SPERIMENTALI

MAPPA DI
PATTERSON

x AL QUADRATO

P(uv,w)=1/VZ |F | exp[-2ri(hu+kv+lw)]




PHASING: la mappa di PATTERSON

MAPPA DI — 2 _ .
P(UIVIW) 1/V 2 | F hkl ‘ eXp[ 2T[|(hU+kV+IZ)]

Y

LA
MAPPA DI VETTORI INTERATOMICI:
CONTIENE

= '@ M— AT U @‘ =
a AN

QUINDI INFORMAZIONI STRUTTURALI

Disposizione di 3 Atomi
nel cristallo



PHASING: la mappa di PATTERSON

MAPPA DI — 2 _ .
P(UIVIW) 1/V 2 | F hkl ‘ eXp[ 2T[|(hU+kV+IZ)]

Y

LA
MAPPA DI VETTORI INTERATOMICI:
CONTIENE

= '@ M— AT U @‘ =
a AN

QUINDI INFORMAZIONI STRUTTURALI

S

Disposizione di 3 Atomi
nel cristallo



PHASING: la mappa di PATTERSON

MAPPA DI — 2 i
P(UIVIW) 1/V 2 ‘ F hkl ‘ EXp[ 2T[|(hU+kV+IZ)]

re ® A/ BB < =
LA o | 21,9 | & J

: |~ Q 0 _alS
MAPPA DI VETTORI INTERATOMICI: o 9o 0 °. Yo o]
CONTIENE - o | ‘0lo°® Y« . o
1) | @_i_@ __Oq
QUINDI INFORMAZIONI STRUTTURALI o2 . 8°, .@...o‘_’_.@____it?__@_____.j
S0, o o |
< 219 © |
e © Q |g |

| | ® O
P(u,v,w) ® ¢
@ @ @
Disposizione di 3 Atomi ® O ® O

nel cristallo Picchi della mappa di Patterson corrispontente



Patterson maps are more complicated
than electron density maps.

Imagine the complexity of a Patterson map of a protein

a
Unit cell repeats fill
@v out rest of cell with
5 peaks
; Patterson Density Map
Silr?ﬁ:ersvr;tl:?z\sc;ltgcmgﬁn single water molecule
9 convoluted with its

the unit cell inverted image.



PHASING: METODI DIRETTI
MAPPA DI — 2 _ .
P(UIVIW) 1/V 2 ‘ F hkl ‘ eXp[ 2T[|(hU+kV+IZ)]

METODI DIRETTI

Dalla mappa di Patterson
per molecole con < 100 atomi

/ j / E determinare le fasi




PHASING: METODI DIRETTI

P(uyv,w)=1/VZ |F | exp[-2ri(hu+kv+lz)]

METODI DIRETTI

- Posso provare tutte le posizioni
V atomiche possibili
[ SOLO

Piccole
molecole




PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

exp (-2m hx + ky + 1z)

AMPIEZZE PONGO TUTTE
SPERIMENTALI LE FASI =0

MAPPA DI
PATTERSON

J NON POSSO USARE | METODI DIRETTI

perché ho troppi atomi, ma posso

partire dalla disposizione atomica di
proteine omologhe 2>




IViolecular Replacement (IVIR)

La proteina di interesse deve avere una proteina omologa di cui
sia presente la struttura nel PDB (search model)

L'identita di sequenza deve essere maggiore del 30 %

Si confrontano le due Patterson, quella ottenuta dal modello e
qguella ottenuda dai dati sperimentali

Pli) = f Pl E) pl( & + il)dv
V

model
P(if) = % Z Z F(h)F(Rh" e 2mik'i % Z: \F(R)]? e~ 2mihi experimental
a) Electron densrtyr peaks Corresponding Patterson peak
v
U
[\ /\ * '
- >
D,+D,




Convolution operation La Patterson del modello
Scaricato dal pdb e calcolata

applicando I'autoconvoluzione alla
funzone della densita elettronica

flO) *g(x) = f f (xdx) .

Jx)
j\/ generate f{-x)
o form
/) integral
/J\
flu-x)
1

/\/\ / translate f(-x) by u E—

—s]
u




PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

l Ruoto e Traslo la mappa del
modello per farla coincidere
con quella della proteina

PROTEINA

AN=ARI+T

A’
{unknown molecule)
(known molecule)



PHASING: MOLECULAR REPLACEMENT

Ruoto e Traslo la mappa del
modello per farla coincidere

MAPPA DI con quella della proteina

PATTERSON
MODELLO

MAPPA DI
DENSITA ELETTRONICA [IEESARs

SPERIMENTALI

L

p(xy2) = 1| sl oty

exp (-2m hx + ky + 1z)




PHASING: ATOMI PESANTI

METODI BASATI SUGLI ATOMI PESANTI

Principio di base:
se ad un’onda incognita aggiungo un’onda nota, I’onda risultante mi permettera di risalire
all'incognita

Mezzi sperimentali utilizzati:

e Atomi pesanti (alto numero di elettroni)

e Atomi che a A diverse diffrangono in modo diverso perché assorbono una parte dei raggi X
(diffusori anomali)

Metodologia:

e || cristallo viene messo in contatto con una soluzione di un sale di atomi pesanti oppure gli atomi
pesanti vengono incorporati nelle proteine (Selenio-metionine)

e Ottengo che pochi atomi si posizionano in punti discreti e uguali in tutte le molecole

e Questa aggiunta non deve variare in alcun modo (<0.5%) i parametri della cella o I'orientazione
della molecola nella stessa (isomorfismo)

e L'immagine di diffrazione non cambia, cambia solo lI'intensita di alcuni riflessi



PHASING: ATOMI PESANTI

SOSTITUZIONE ISOMORFA

e e
- B

I Fp I Proteina Nativa I FpH I Proteina + Heavy Atom

Fo=|Fp| expliap) .
o 277 P Fou=[Fpn| expliap)

27?7

Single

Isomorphous
Replacement

Heavy Atom

isomorphous difference Patterson map
u=0.50

Vv

Ao 0.100 0.200 0.300 0400 0.500
0.0! T vy o

»& be ° €

Scale = 4000000 mm/A
Section 80 ( 0.500) on x axis

Posso fare la differenza
delle mappe di
Patterson




PHASING: ATOMI PESANTI

SOSTITUZIONE ISOMORFA Heavy Atom
° o o / \
®
o 0 ‘ ‘
® L @ ©
I Fp I Proteina Nativa I FpH I Proteina + Heavy Atom FH Heavy Atom

Fo=|F,| exp(ia,) .
277 Fou=|Fpn | expliopy) ,
T 277 FH= | FHl exp(laH)

: USO | METODI DIRETTI
Single Per calcolare la
Isomorphous Heavy Atom

Replacement sub-structure




PHASING: ATOMI PESANTI

METODI BASATI SUGLI ATOMI PESANTI

F(hkl)=| Fp ] flexp(io,)

Im

Fra = |Fro| exp(i@n)

AMPIEZZA

FASE

...UN ALTRO MODO DI

RAPPRESENTARE |
FATTORI DI STRUTTURA




PHASING: ATOMI PESANTI

SOSTITUZIONE ISOMORFA Fth= | Fhkl | exp(|ahk|)
o ¢ °
o
® O ‘ ‘
O ® O o
o ® o o ® o
I Fp I Proteina Nativa I FpH I Proteina + Heavy Atom FH Heavy Atom
Im{
s N
Fopy=Fp + F
Single . PH"P " "H
Isomorphous Im F, _
Replacement Fp
FpH

2 possibili soluzioni per la
fase di F, (phase ambiguity)
> Controllo le mappe per
Re capire quella corretta




PHASING: ATOMI PESANTI

SOSTITUZIONE ISOMORFA

. .0
® [ o e
1 |Foua |

Diff. Proteina Nativa Diff. Prot + HA 1

Multiple
Isomorphous
Replacement

AGGIUNGO UN ALTRO
ATOMO PESANTE
Non ho piu ambiguita

I:H1

Frw=1Frial expliog,)

Diff. HA 1

| Fora |

Diff. Prot+ HA 1

|Fel

I:HZ

Diff. HA 1



PHASING: ATOMI PESANTI

Classi di atomi pesanti (H, heavy atoms)

* loni metallici legati elettrostaticamente alla molecola
 Metalli endogeni che possono essere facilmente sostituiti
(es. Sr?* per Ca?Y)

e 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)

e @Gas nobili come Xe e Kr

* Alogenuri (es. tri-ioduri e basi brominate)



PHASING: legge di Friedel

DIFFRAZIONE NORMALE Fr=IFral expliay)

LEGGE DI FRIEDEL IFth |=|F . II

\AA,U

In condizioni di diffrazione non anomala 2 riflessi

simmetrici (coppie di Friedel) hanno stessa ampiezza e
fase opposta




PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA f(A) =1+ T(A) +1f(A)

Estraendo un e da un orbitale piu interno.

f=fo +fr + "f re
fo = normal atomic scattering factor (real number)

/ "and f " = real and imaginary correction factors

4
v m,l’
T s l fn= Ta

( Vg ) v




PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA  f(A) = f° + f'(A) + if"(A)

e A particolari A (edges, cuspidi) i
termini f’(A) e f”(A) mostrano,

. . e e - Lo

rispettivamente, un minimo ed un J=lotf *if

massimo f,= normal atomic scattering factor (real number)
° " termine dispersivo [f'(A)] ["and f'"' = real and imaginary correction factors

diminuisce il fattore di diffrazione 3 5] :

7 - N ; 4 1 "_ ,4‘2'\“.
normale perché parte dell’energia Y -g(j"] ‘Og.~[r] -'] =g
8 )
viene spesa per far avvenire la | f\
transizione , ‘ e, prr| A
. . . F A% Vv

* Il termine di assorbimento [f’(A)] {‘\ \/ ( i

subisce una variazione di fase di it 4 :

V=Vg V=1Vg

/2 perché I'energia di eccitazione
viene riemessa (diffratta) con un
certo ritardo



Edgeplots web tool bttp://skuld. bmsc.washington. edu/scatte

PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA  f(A) = f° + f'(A) + if"(A)

Solitamente si usano Proteine espresse in presenza di

(automazione)
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Edgeplots web tool http://skuld bmsc.washingtan.edu/scatter’

PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA  f(A) = f° + f'(A) + if"(A)

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

Single Anomalous Dispersion
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Edgeplots web tool http://skuld. bmsc.washington.edu/scattery

PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA  f(A) = f° + f'(A) + if"(A)

3 raccolte dati a 3 diverse lunghezze d’onda

Multiple Anomalous Dispersion

2.47R 1.80A
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PHASING: diffrazione anomala

DIFFRAZIONE ANOMALA  f(A) = f° + f'(A) + if"(A)

In presenza di diffrazione anomala

|Fonl # | Fppl
Questa amonalia consente di calcolare la posizione degli atomi
pesanti mediante metodi diretti e poi di determinare la fase di F




Protein
Crystal

L’ESPERIMENTO DI DIFFRAZIONE

Diffraction MAPPA DI
image Back DENSITA
Trasform ELETTRONICA

exp (-2m hx + ky + 1z)

USO LE OTTENUTO

AMPIEZZE CON UNO DElI
SPERIMENTALI @ METODI DESCRITTI



MODEL BUILDING AND REFINEMENT

T -

S T .7’ AL SR - e L
R "g’i._,,/ &(‘} | = %, & ' S o
- oy “ b ' , 4 '

b B 5w el
- \ ‘: /‘\_ '7/ ; "‘: ~“ " g ’

vy s :‘_‘ . ¥
s"\;-,
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MODEL BUILDING

& sphere Refine + { Find waters Interactive dots

W

“*-3:?3;,;- LVSIA

) CE /Ll/A/209



MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE

Diffraction
: image Electron Density
Err?/tset'ar} TraBsaf%l?m Density map interpretation
FT1

1. Build a model

: . and Calculate
pP(xyz) = 1/\1{1; \Fm\ exp(lofhkl) exp (-2m hx + ky + 1z) new maps
2. Refine the

model and get
better maps

Amplitudes from
‘Fobs‘ experimental data
F Phases from
‘ cal ‘ A .o | model




Refinement Cycle

Refinement: Improving the agreement between the model and the experimental density.
Compare F s (From reflection Intensities) to F, . (Calculated from the model)

Least squares minimization

Simulated Annealing / Molecular dynamics

Rractor = NUMerical indicator to follow progress of refinement
agreement between data and model

da\tla ?Ode' Fit Model Refine
R . ZHJ " obs| |1 cale

Z F obs
/

data

Calculate map



MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE
In realta io calcolo 2 tipi di mappe in cui al posto di |F,,,| metto:

2|F,..|-|F. | = mappa di densita elettronica (solitamente visualizzata in blu)

Oppure

|Fops|-1F.o | = mappa DIFFERENZA (visualizzata in verde se > 0, in rosso se <0 )

p(xyz) =1 ﬂhfk; Fiql exp(10yy,) exp (-2m hx + ky + 1z)
4 A

Amplitudes from
experimental data

= Phases from
‘ cal‘ .. | model




MODEL BUILDING AND REFINEMENT CYCLE

In realta io calcolo 2 tipi di mappe in cui al posto di |F,,,| metto:
2|F,..|-1F | = mappa di densita elettronica (solitamente visualizzata in blu)
Oppure

|Fops|-1F.o | = mappa DIFFERENZA (visualizzata in verde se > 0, in rosso se <0 )

Mappa di densita

. . (IFobSI-IFcaII<0)
Mappa di densita

(IFopsl-1F] > 0)
’ /
/ N

Mappa di densita
(2|Fobs|'|FcaI|)

Proteina |F| Modello |F

cal I



MODEL BUILDING

& sphere Refine + { Find waters Interactive dots

W

“*-3:?3;,;- LVSIA

) CE /Ll/A/209



MODEL BUILDING AND MAPS REFINEMENT
Diffraction

Protein Image
Crystal o Trasform

Back Electron Density
Density map interpretation

FT-

1. Build a model
and Calculate

MODEL BUILDING may be done automatically

new maps

but in most cases is done by HUMANS. 2. Refine the
model and get
better maps

% Uy

Errors in map interpretation depend on
data resolution and quality




RISOLUZIONE DEI DATI

PROTEIN FEATURES RES. (A)
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




VALIDAZIONE DELLA STRUTTURA

RAMACHANDRAN PLOT
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L [ w 4 a
‘ s Ll A e g om g : '] " R i }
T T 1 T |
-180 -135 90 -45 0 45 90 135 180 -180 -135 90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees) Phi (degrees)
Plot statistics Plot statistics
ues in most favoured regions [AJB,L) 1013 90.8% dues in most favoured regions [A.B.L] 1091 79.8%
es in additional allowed regions [a,bl,p] 95 8.5% dues in additional allowed regions [a.b,lp] 209 15.3%
esidues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 4 0.4% idues in generously allowed regions [~a,~b.~l,~p] 46 3.4%
Residues in disallowed regions 4 0.4% esidues in disallowed regions 21 1.5%
Number of non-glycine and non-proline residues I-[-]-o I(;U.ﬂ% MNumber of non-glycine and non-proline residues 1367 100.0%
Mumber of end-residues (excl. Gly and Pro) g Number of end-residues (excl, Gly and Pro) 14
Murmnber of glycing residues (shown as triangles) 128 MNumber of glycine residues (shown as triangles) af
MNurmber of proline residues 48 MNumber of proline residues 7
Total number of residues I_(;l_’l;l} Total number of residues 1548



CRISTALLOGRAFIA: THE SUPER SUMMARY

Purification

A

v

Crystallization

Electron
density

p(Xyz)

juawaulja

R hiat .-\"
Wt (oS

v

Diffraction ;
A

..

MIR| [MA MR

Data

=

hkl

The phase
problem

D7

A

Final model

m“é?




Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of
Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTPxS

Data Collection

Space group P2,2,2
Cell dimensions ,
a, b, c (A 128.9, 132.6, 88.4 QUALITA
Resolution (A) 30-2.71 (2.85-2.71) DATI SPERIMENTALI
Rmerge (%6) 9.8 (43.6) e
/e (1) 10.2 (1.9) T M
Completeness (%) 95.0 (78.0) e o g““"i“m
Redundancy 2.9(2.4) v
Refinement
Number of reflections 39,043
Ruwori/ Riree 21.7/25.4
Number of atoms
Protein 7,012 ,
Ligands 272 QUALITA ;
Water 14 AFFIDABILITA
B factors (A?) MODELLO
Protein 41.0
Ligands 43.7
Water 29.2
Rmsds
Bond lengths (A) 0.011
Bond angles (°) 1.5

Data in parentheses belong to the outer resolution sheill.




Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of
Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTP«S

Data Collection

QUALITA DATI SPERIMENTALI

Space group P2,2,2
Cell dimensions
a, b, c(A) 128.9, 132.6, 88.4
Rmerge (%) 9.8 (43.6)
/o (l) 10.2(1.9)
Completeness (%) 95.0(78.0) f
Redundancy 2.9(2.4)
Number of reflections 39,043
Rwori/ Riree 21.7/25.4
Number of atoms
Protein 7,012 h
Ligands 272
B factors (A%) P
Protein 41.0
Ligands 43.7
Water 29.2
Rmsds
Bond lengths (A) 0.011
Bond angles (°) 1.5

Data in parentheses belong to the outer resolution shell.




Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of
Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTP«S

Data Collection

Space group P2,2,2
Cell dimensions
a, b, c (A) 128.9, 132.6, 88.4
' Resolution {;E"u.} 30-2.71 (2.85-2.71)
Va(l) 10.2(1.9)
Completeness (%) 95.0(78.0) RES.
e 2.9 (2.4) PROTEIN FEATURES (A)
Refinement
Number of reflections 39,043 Alpha-helix
Ruorid/Riree 21.7/25.4 Beta-sheet 4
Number of atoms
Protein 7.012 ‘random’ main-chain 3.7
Ligands 272 Aromatic side-chains 3.3
Water 14
B factors (A?) Interpretable conformation of side-chains 2.9
Protein 41.0 Ordered water molecules 2.5
Ligands 8.7 Correct stereochemistry at Cbeta of
Water 29.2 isoleucine 2.2
Rmsds
Bond lengths (A) 0011 Individual atoms 1.5
Bond angles (°) 1.5

Data in parentheses belong to the outer resolution shell.




Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of QUAUTA DATI SPER|MENTA|_|

Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTP«S
Data Collection
Space group P2,2,2

Cell dimensions
a, b, c (A) 128.9, 132.6, 88.4
Resolution (A) 30-2.71 (2.85-2.71)

Rmerge (%6) 9.8 (43.6)
I/es (1) 10.2 (1.9)
Completeness (%) 95.0 (78.0)

Redundancy 2.9(24)
Number of reflections 39,043 1](234) ]2(234)
Ruwori/Riree 21.7/25.4
Number of atoms
Protein 7,012 "
Ligands 272
. PNUCHEIAC)
B factors (A% R — _hkl_i=1
Protein 41.0 merge Z Nx] ( hkl )
Ligands 43.7
Water 29.2 hk!
Rmsds
Bond lengths (A) 0.011
Bond angles (°) 1.5

Data in parentheses belong to the outer resolution shell.




Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of QUAL|TA e AFFIDABILITA del MODELLO
Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTP«S

Data Collection
Space group P2,2,2
Cell dimensions
a,bc (A)
oo L 6 P(xyz) = INL; [Fyql exp(ioy,,) exp (-27i hx + ky + 1z)
o (l)
Completeness (%)
Redundancy 2.9(2.4)
Refinement DATI
Number of reflections 39,043 F sperimentali
Ruori/Riree 21.7/25.4 obs
Protein 7,012 F a MODELLO
Ligands 272 ca l
Water 14 Cal
B factors (A%)
Protein 41.0
o 7 > |E, (hkD)| — |F, (rkD)|
Water 29.2 R __ hkl
Rmsds F
Bond lengths (A) 0.011 2 , |F 0 (hkl )‘
Bond angles (°) 1.5 hkl

Data in parentheses belong to the outer resolution shell.
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Table 1. Data Collection and Refinement Statistics of

QUALITA e AFFIDABILITA del MODELLO

Activated PleD in Complex with c-di-GMP and GTP«S

Temperature Factor is a measure of motion or disorder

Colour atoms by B-factor

low amount of motion
high amount of order
low B-factor (5-10)

high amount of motion
low amount of order
high B-factor (50-100)

Data Collection
Space group P2,2,2
Cell dimensions
a, b, c (A) 128.9, 132.6,
Resolution (A) 30-2.71 (2.
Rmerge (%) 9.8 (43.6)
I/a(l) 10.2(1.9)
Completeness (%) 95.0(78.0)
Redundancy 29(2.4)
Refinement
Number of reflections 39,043
Ruwori/Riree 21.7/25.4
Number of atoms
Protein 7,012
Ligands 272
Water 14
B factors (A%)
Protein 41.0
Ligands 43.7
Water 29.2
Bond lengths (A) 0.011
Bond angles (°) 1.5

Data in parentheses belong to the outer resolution shell.
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Experimental Data Snapshot wwPDB Validation ®© 3D Report  Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 2.8 A Riree NN 0 P 0265

R-Value Free: 0.268 Clashscore I 1 o
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STRUCTURE VISUALIZATION
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STRUCTURE VISUALIZATION

Models and Conventions
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STRUCTURE VISUALIZATION

Structure file:

Is a text file containing

3 coordinates (X,y,z) per atom,
And information on chemical nature
and connectivity

. 4457
-4885
9824
. 1486
.B528
. 0946
.5728
.6@7e
.5£39
. 8690
. D897
.5135
. 2929
.3736
.1004
9775
.3789
.5£98

.0a3s
.9114
4411
.8194
. 7393
.58935
.5152
.7 7ol
.6299
2281
.1791
.1549
.1@57
. 3495
.9£233
L2327
0242
. 6907

[ N e ™ TR ™ TR s T ™ [ w7

.4113
.B531
.B3bs
.4313
2472
.9901
2719
. 5085
. 8585
. 2695
. 9485
.B998
1182
. 7486
.£332
.B735
.4854
-1182

e e T A Y T O T s T T T O T O Y s T [
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STRUCTURE VISUALIZATION

# 30US5-dimer.pdb EGISTERED ™

30U5-dimer.pdb

Liarer 4 FNk A -l ik M il L) el

CRY5T1 95.834 75.820 75.199 0O0.00 108.77 S9.00 C1 2 1 4
ORIGX1 1.000000 0.000000 O.000000 0.00000
ORIGX2 0.000000 1.000000 O.020000 0.00000
ORIGX3 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000
585  SCALEl 0.918523 0.000000 0.883576 0.00000
586 SCALE2 0.000000 0.013328 0.000000 0.00000
587  SCALE3 0.000000 0.000000 0.014845 0.00000
588  ATOM GLY A 26 =16.197 55.295 51.112
509  ATOM GLY A 26 -15.784 56.425 51.955
518  ATOM GLY A 26 =16.776 56.981 52.917
ATOM 26 -17.477 56.888 53.519
ATOM 27 =16.880 58.218 53.891
ATOM 27 -18.888 58.838 53.648
ATOM 27 =19.173 5B.964 52.562
ATOM 27 -28.354 58.761 52.845
ATOM 27 =17.777 60.215 54.245
ATOM 18 28 -18.769 59.241 51.319
ATOM 11 28 =19.714 59.248 50.206
ATOM 12 28 -19.586 58.845 409.268
ATOM 13 28 -208.582 57.534 4B8.757
ATOM 14 28 -19.658 60.574 409.411
ATOM 15 28 -18.354 6&0.743 48.839
ATOM 16 28 =19.961 61.766 50.330
ATOM 17 29 -18.362 57.569 49.847
ATOM 18 29 =18.11@ 56.599 47.993
ATOM 19 29 -17.918 57.272 46.660
ATOM 20 29 -18.837 56.650 45.608
ATOM 21 30 -17.625 5B8.555 46.699
ATOM 22 39 =17.443 59.332 45.485
ATOM 23 30 -16.119 &0.867 45.539
ATOM 24 39 =15.763 60.800 44.618
ATOM 25 30 -18.608 60.335 45.313
ATOM 26 30 =19.998 59.637 45.368
ATOM 27 30 =-21.122 &8.595 45.612
ATOM 28 30 =21.611 6&60.727 46.742
ATOM 29 30 =-21.553 61.271 44.560
ATOM 30 31 =15.431 59.929 46.670
ATOM 31 31 =14 181 6608.517 46.R40
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STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHICS SOFTWARES

-4.4457  -1.8032 0.4113 0
-Z2.4805 -1.9114 ©.8331 0
3.9024 -0.4411 B.@362 C
3.1486 0.8194 -D§.4313 C

We can use the same RENDERING 1.6 07393 -0.2472 €
of non scientific 3D softwares to e e 1caesc

3.5239 -1.6299 -0.8505 C
VISUALIZE our structure 0.8690  0.2281 -1.2695 C
1.9897 1.1791 0.9485 C
-@.5135 0.1549 -1.@998 C
-0.2929 1.1057 1.1182 C
-3.3736 1.3495 -9.7486 C
-3.1004 -0.9233 B.2332 C
4.9775 -0.2527 -0.@735 H
3.3789 1.0242 -1.4854 H
3.5298 1.6907 0.1182 H

llluminazione Ambient Migliore percezione
classica occlusion della forma

65



STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES
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STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

A
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help
Reset | Zoom | Orient | Draw | Ray

Unpick Deselect Rock Get View
|< | < Stop | Play | > | > | MClear Fast keys

Command Builder

Ray: render time: 5.10 sec. = 706.2 frames/hour (29.44 sec. accum.).
. PyMOL=set ambient, 0.35

Codlce Setting; ambient set to 0.35000.

PyMOL=orient

PyMOL=ray

Ray: render time: 5.47 sec. = 658.4 frames/hour (34.91 sec. accum.).
PyMOL=ray

Ray: render time: 5.39 sec. = 668.1 frames/hour (40.30 sec. accum.).

PymMOL>

K = PyMOL Viewer <2> v

Molecole
Caricate

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

Viewport
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STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

Control "missing segments” pseudobonds with Pseudobond Panel (in Tools...General Contrals)

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
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STRUCTURE VISUALIZATION = MOLECULAR GRAPHIC SOFTWARES

% @uteMel

—m Geometry | Customize | Info |—

Realistic 1 Realistic 2

Direct Light Only

Illustrative 1 lllustrative 2
Molecule of the Month
Mixed 1 Mixed 2 Mixed 3
Cool (bright) Cool (dark)
Cool borders

Simulated S.EM. 1 Simulated S.E.M. 2

Shape Perception




W

Lanninls’

e
Ll
o
2
@)
L
o
4
>
e
LLl
(@]
o
O




ORDER VS DISORDER

NO (O RDER, NO [ VENSITY!

WE MISS
YNAMIC
- 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%



STRUCTURE ANALYSIS — COMMON ERRORS

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

Structure
solution

The protein is
A SQUARE !




Cristallografia a raggi-X

VANTAGGI

@  Risoluzione atomica
[ ]

Non ci sono limitazioni nelle dimensioni delle macromolecole

SVANTAGGI

@ * Cristalli singoli
e Altamente ordinati

* ragionevolmente grandi (30-100 um)
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