Preparazione per le esercitazioni del Corso di Biocristallografia e Microscopia Elettronica
Anno accademico 2019/2020

Le esercitazioni prevederanno una parte di analisi di dati cristallografici, dall’indicizzazione
all’affinamento della struttura e alla sua validazione, seguendo tutte le tappe di cui abbiamo parlato
a lezione. Una seconda parte delle esercitazioni ci consentira di fare un po’ di pratica con uno dei
software per la visualizzazione delle molecole e per la preparazione di immagini utili a mostrare i
diversi aspetti delle strutture (e utili alla preparazione della presentazione per I'esame).

(1) Iniziamo scaricando i dati di diffrazione raccolti su un cristallo di lisozima.

(2) Per I'analisi dei dati cristallografici utilizzeremo diversi programmi dalla suite di software
CCP4 (Mosflm, MolRep o analogo software per il Molecular Replacement, Refmac, Coot ed
eventualmente qualche strumento per la validazione). CCP4 e i suoi software sono gratuiti.

(3) Per le esercitazioni sulla visualizzazione/preparazione di immagini utilizzeremo il software
Pymol nella sua versione gratuita.

Dati di diffrazione raccolti su un cristallo di lisozima presso la beamline XRD1 di Elettra
Potete scaricare le immagini di diffrazione dalla mia cartella di Google Drive, al seguente link:
https://drive.google.com/open?id=1GF7TWwWMYFEv_x1tYnvtJ1YJMxgw-FooV

Per comodita il link sara disponibile anche su Moodle in forma “clickabile”.

La raccolta dati & composta da 360 immagini di diffrazione. Ciascun file ha una dimensione di circa
2.4 MB.

Installazione di CCP4

Per scaricare il software, andate sul sito http://www.ccp4.ac.uk/ (il link & anche presente in versione
“clickabile” su Moodle). Gli sviluppatori hanno appena rilasciato una nuova versione (7.1).
Suggerisco di scaricare quella.

Per scaricare la versione, sara sufficiente andare sulla pagina di download. Il sito dovrebbe
riconoscere direttamente il vostro sistema operativo e da qui potete iniziare a scaricare il file di
setup. Nel caso il sistema operativo non sia corretto, selezionatelo manualmente.



CCP4 Download pages

MacOS X  GNU/Linux  MS Windows  Source code

Hers you can download the latest version of the CCP4 Software Suite, version 7.1, code name Skipton, See the announcement for further
Information. See also the installation instructions and known fssues.

Binary downloads for MS Windows

The binary packages for Microsoft Windows are available below. These include SHELX and WinCoot (version 0.8.9.2) as optional
companents. If you are planning to Install SHELX, please register and confirm your agreement to conditions of use at the SHELX web site.
Note that the conditions are different for academic and for-profit users.

FCN l_’rogram Suite v7.1.000 Download size:
@ (0P4+ ~~SHELX + @ 5opm ™™ (i) 104
e ifor 64-bit machines) 22/04/2020

Click here for the MD5 checksums of all files, par— [T ——
C=. === @ (0p4 !

To try the tatest version of the CCP4 Suite while still
keeping the previous one, unpack the installer using 7z and run ccp4il.bat or ccp4i.bat.

|#t us know if anything does not work as expected.

Una volta che il file e stato scaricato completamente, potete avviarlo. Su Windows basta il doppio
click sul file, che & un eseguibile. Su Linux (e forse anche su Mac) & necessario estrarlo (il file scaricato
€ un tar.gz) e poi renderlo eseguibile (da terminale: chmod 777 <nome del file>). Attenzione: questo
e un file di setup che permettera il download degli eseguibili; perché linstallazione venga
completata sara necessaria la connessione internet attiva fino al termine del download.

Quando il file si avvia, vi appare la seguente finestra (questo nell’installazione su Linux, ma quella in
Windows dovrebbe essere molto simile):

CCP4 Setup Manager

Collaborative Computational Project No. 4
Science and Technology Facilities Council

Rutherford Appleton Laboratory

Didcot, Oxon, OX11 OFA, United Kingdom
http://www.ccpd.ac.uk

CCP4 Software Suite

Version 7.1

Setup

This program will guide you through the setup process and
install CCP4 Software Suite on your computer.

Press "Next" button to continue.

Next H Cancel

Potete selezionare Next.



CCP4 Setup Manager x

CCP4 7.1 setup, step 1 out of 5

Choose installation mode and locations:

@ Standard installation including CCP4 core package

Installation of missing optional package(s)

Installation directory:

Jusr/bin/CCP4 \ browse ‘

Temporary directory for downloads:

/tmp \ browse ‘

modify command line environment

‘ Back H Next H Cancel |

A questo punto potete selezionare l'installazione standard e mettere il file nella cartella che
preferite.

CCP4 Setup Manager x

CCP4 7.1 setup, step 2 out of 5

Choose components to install:

This component is made up of the SHELX suite including

Component Full size
- - SHELXC, SHELXD, SHELXE and ANODE. Note that a

v =§§E&Program Suite v7.1.000 o 1‘;'29,32 SHELX licence is still required. This can be generated via

S ARBRGARPVAIO S50 B the SHELX homepage, a link will be presented as part of
Balb/ev: Datavb.';se 3.3 GB the installation process. SHELX programs are stand-
Local fold libraries for ARCIMBOLDO_B... 451 MB aloiie exerukabies WIth ZERO deprndensies, but

MORDA V32 3.6 GB currently only SHELXD and ANODE are highly parallel.

Total 2 component(s) selected for installation, 5.5 GB

‘ Back H Next H Cance(|

In questa schermata selezionate i software che vi interessa scaricare. Quando vi appare la schermata
dovrebbe essere selezionato anche Shelx, ma a noi non interessa. Dopo aver selezionato CCP4
Program Suite v7.1.000 e ARP/wWARPvV8.0, proseguite con Next.

Da qui in poi ci sono le licenze dei diversi software. Accettate sempre e proseguite. Per la licenza di
ARP/WARP potete mettere la vostra mail istituzionale.



CCP4 Setup Manager

CCP4 7.1 setup, step 3.b out of 5

Confirm your agreement to GPL terms and conditions for Coot installation:

GNU GENERAL PUBLIC LICENSE °
Version 3, 29 June 2007

Copyright (C) 2007 Free Software Foundation, Inc. <http://fsf.org/>
Everyone is permitted to copy and distribute verbatim copies
of this license document, but changing it Is not allowed.

Preamble

The GNU General Public License is a free, copyleft license for
software and other kinds of works.

The licenses for most software and other practical works are designed
to take away your freedom to share and change the works. By contrast, -

* lagree | do not agree

Back Next Cancel

CCP4 Setup Manager

CCP4 7.1 setup, step 3.cout of 5

Confirm ARP/WARP Licence. ASPWARP software (s 002 covered by the general CCPS itense Memberts of not publically
fonded academic and/or edutation and/or ressarch bt Rutions must oblain o comemercisl ARP/WARD Uicemse from http//www.arpwartp org
Your data will be commumicated to ARP/WARP server far verdficetion

Firstname:. | Rita ACADEMIC SOFTWARE LICENSE AGREEMENT FOR END- ~
USERS AT PUBLIC FUNDED ACADEMIC, EDUCATION OR
Surname: Oe Zorzi RESEARCH INSTITUTIONS FOR THE USE OF ARP/WARP
E-mail: rdezorzi@units.it 8.0
Srany o | By clicking the Acceptance button for the ARP/WARP 8.0 Software
Licence type: | academic * | ("Licensed Software"), you are consenting to be bound by and become

a party to this agreement as the "Licensee”. If you do not agree to all
of the terms of this agreement, you must not click the Acceptance
button, not install nor use the product, and you do not become a
LICENSEE under this agreement.

If you are not @a member of a public funded academic and/or education
¥ lagree " |donotagree and/or research Institution vou must obtain a commerclal license from

Back | Next Cancel

A guesto punto il programma di setup esegue il download dei file necessari all’installazione:

CCP4 Setup Manager

CCP4 7.1 setup, step 4 out of 5

Download selected components

Component Size Download
{CCP4 Program Suite v7.1.000 1.4 GB 3%
SHELX 73.4MB
ARP/WARP v8.0 282 MB

‘ Stop download \ time remained: 00:06:24 at 4.2 MB/s

(Sulla vostra schermata non apparira SHELX).



CCP4 Setup Manager Yoy <)

CCP4 7.1 setup, step 4 out of 5

Download selected components

Component Size Download
CCP4 Program Suite v7.1.000 1.4 GB Completed
SHELX 73.4 MB Completed
ARP/WARP v8.0 282 MB Completed
Download finished successfully Back Next ~ Cancel

Siete pronti per iniziare |'installazione! Proseguite sulla finestra successiva con Install:

CCP4 Setup Manager YooY <)

CCP4 setup, step 5 out of 5

Install downloaded components

Ready to install. Press Install button to continue.

Download finished successfully ¥ show installed files Back install || cancel

CCP4 Setup Manager

CCP4 setup, step 5 out of 5

Install downloaded components

ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/larray_intensities.binary_id.html
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/larray_structure_list_axis.fract_displacement.html
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/ChangeLog
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/Idiffrn_radiation.collimation.html
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/cif_img_1_2_4.html

ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/Idiffrn_scan_frame.frame_number.html
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/cif_img_1.5.2_6May07.dic
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/Idiffrn_radiation.wavelength_id.html
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/doc/cif_img_1.6.3_26Aug10.dic
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/Makefile_MSYS
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/Makefile_OSX_gcc42_DMALLOC
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/pycbf/
ccp4-7.1/lib/py2/site-packages/cbflib/pycbf/pycbf_wrap.c

<l

4]

‘ Stop installation | Installation in progress ...



L'installazione dura un po’... A me ci sono voluti circa 20 minuti per Windows, ma solo 5 minuti per
Linux. Ma immagino che questo dipenda dalla specifica macchina.

CCP4 Setup Manager

CCP4 setup, step 5 out of 5

Install downloaded components

# ccp4um test passed.

# Opening SHELX home page in default web-browser.

Removing backup directory:
/Jusr/bin/CCP4/sm1589833460677

[6229:6229:0518/222801.066609:ERROR:zygote_host_impl_linux.cc(89)] Running as root without --no-sandbox

Instalation completed

Log-file:
Jusr/bin/CCP4/install.log

Installation Finished successfully ¥! clear temporary files Finish

Una volta terminata I'installazione potete chiudere il programma di setup con il pulsante Finish.

Il programma dovrebbe aver creato sul vostro Desktop le icone di CCP4i, CCP4i2 e Coot:

-
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Al termine dell’installazione & opportuno riavviare il computer.

Qualche ulteriore step vi permettera di verificare che i programmi che ci servono funzionino nel
modo corretto. Cominciamo verificando CCP4i2. Quando aprite il programma dovreste visualizzare
guesta finestra:
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Nel menu che si apre, selezionate “Integrate images with Mosflm” (doppio click).
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Premete il pulsante Run (terzo pulsante in alto, con I'omino che corre). Dovrebbe aprirsi un’altra
finestra, quella del software Mosflm che ci servira per indicizzazione e integrazione delle immagini

di diffrazione.
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Selezionate il pulsante per I’aggiunta delle immagini (terzo pulsante in alto, con un diffrattogramma
con il segno +) e caricate le immagini di lisozima che avete scaricato. Vi bastera selezionare
un’immagine qualsiasi della raccolta dati che il software automaticamente carichera tutte le 360
immagini presenti nella cartella.

| Sesmon  Settmgs  Help
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Allo stesso tempo si apre una finestra con I'immagine di diffrazione:
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Se siete arrivati qui, Mosflm dovrebbe essere stato installato con successo.



Controlliamo anche l'installazione di Coot. Fate doppio click sulla relativa icona. Dovrebbe aprirsi la
finestra del programma, dopo una prima immagine di una folaga (coot in inglese ). Ci mette un po’,
abbiate pazienza.

WinCoot 0892 8

file Edt Calculate Draw Measures Yaldate HID About Ligand Extensions ——

3 S RJRC
L Reset View Display Manager « A
Map
0
T
r
»
<
-
Ay
R
o
»
Evoning Aita, Welcome to Coot verson 0.8.9.2

Se siete arrivati qui anche Coot dovrebbe essere a posto.

Installazione di Pymol

Pymol & un software per la visualizzazione di molecole, specialmente proteine, che & piuttosto
semplice, ma permette di realizzare immagini di buona qualita. Esiste in 2 versioni, una gratuita con
meno funzionalita e una a pagamento. Naturalmente noi utilizzeremo quella gratuita.

Per il download, andate sul sito di PyMOL: https://pymol.org/2/ (La versione clickabile di questo link
e presente nell’introduzione al corso.) Dalla pagina di download, selezionate la versione gratuita per
il vostro sistema operativo.

Download PyMOL 2.3

Thesa bundies include Python 3.7

;A
m O & O

Windows Windows macO5S Linux



Una volta scaricato il file di setup, avviatelo con il doppio click (per Windows). Proseguite con la

schermata delle licenze, accettando I'agreement.

Welcome to PyMOL 2.3 4 (64-bit)
Setup

Setp wil guide you Frough the instalation of PyMOL 2.3.4
{H4bit),

1t is recommended that you clese sl other appications
Defore viartng Setup. Thes wil make it poseltie to uodate
relevant system fies wihout havng to reboot your
computer

Cick Next o contrue

[Coea> ] | cone

Ucense Agrmement
Please review the icense terms before nstaling PyMIOL 2.2.4
(He-ba)

PyMOL

Press Page Dowe 10 see the rest of the agreement,

y usng the softeare, you agree to:
(1) The Schrodinger End-User License Agreement (Schvodinger ELLA):

Nigs (were sobv oulinger  com aeiog grmerity

{Z) Lcerses of sl $wd party components bundied with PyM0L:

Nttt/ el g SO Therd FatySottunr s B aresand ithoes oc

43} The Anaconds End User License Agreement

hises/ ooy anacanda. manacenda s

1f you sccept $he terms of the agreement, dick | Agree o contnue. You must sccept the
agreement to nstall PYMOL 2.3.4 (&4-0it).

s (] | et

Nelle successive schermate vi chiede di selezionare la cartella dove effettuare l'installazione e di
indicare i permessi. Generalmente i parametri di default sono quelli pil sensati. Proseguite.

Ohoose Install Location
Choose the folder in which o iInstal PyfCL 2.3.4 (544it)

PyMOL

Setup wit nstall PyMOL 2.3.4 (64-0it) in the folowing foider. To natal in & cifferent folder,
chck Bronvse ace! sefect arother folder, Cick ext 1o continue

Destnabon Folder

Space requred: 1.6GB
Soece avalable: 347,3G8

T e I

Select Installation Type

PVMOL PMoase swect the type of nstalation you would lke % perform for
PyMOL 2.3.4 [54-bn),

Instad for:

(®) Just Me (recommended)

() Al Users frequres admin peivieges)

T e I

Ancora una domanda su opzioni avanzate (anche qui il default dovrebbe andare bene) e passiamo

all’installazione:

Advanced Installshon Options
Custossre how PyMOL integrates with Windows

PyMOL

Advanced Optons
[C]Add PyMOL to my PATH environment varabie

Not recammended. Instead, cpen PyMOL with the Winduns Start
menu and select "Anaconds (54-D1)7. Ths “add ta PATH" option mekes
software, but may

[CIRaguter PyMOL a8 my default Pyshen 3.7

This wil alow other programs, such as Python Toals for Visusl Studo
PyCharm, Wing IDE, PyDev, and MST bnary packages, 10 autonaticaly
detect PyMOL as the prmary Python 1,7 on the system,

T e

Installing
PyMOL PMoase wat whie PyMOL 2.3.4 (640 & being natalled.
Settng up the package cache .,



Anche in questo caso l'installazione richiede un po’ di tempo. Sul mio portatile Windows circa 20
minuti.

P OMOL 2,34 (DAL Setup P OyMOL 2,34 (418 Setup

Installation Compiete S
PyMOL R R N T AT Completing PyMOL 2.3 4 (64-bit)
Setup
Conpleted PYMOL, 2.3.4 (54008) nas Deen rstalied 0n your computer
== €0k Prish to dose Sebp
Oumut folder; C: ' isers Ruta'PyMOL ronda-meta ~
Extract: hstory

Creating PyMOL merus

Processed C: \sers Wila PyMOL Wenu'coracke_shor tout, mon successfidy

Processed C: Liser s PUta PyMOL Many 'prymol. json successtlly

Execute: T:isers Rita \PyMOL \pythonm exe” £ 4 “Cr'\Users ta PyMOL Lb\ nsts. ..,
Running post instal

Execube: "Crivsers Rita'\PyNOL pythome exe”™ 2 5 Cipsers RS PyMOL LD\ nss
Created unnstalier: C'\Users \Rts PyMOL Uninstall 2yMOL exe

Congleled

Il software dovrebbe aver creato sul desktop la propria icona:

L)

Byl

Anche in questo caso il consiglio e di riavviare il computer al termine dell’installazione, prima di
verificare il funzionamento del programma.

Con un doppio click aprite il programma. Dovrebbero apparire 2 finestre, una delle quali vi avvisa
che la versione che state utilizzando ha una scadenza. Non vi preoccupate: la versione continuera a
funzionare, ma nelle immagini che ottenete ci sara una scritta che indica che il periodo di prova &
terminato. (C’@ un modo anche per evitare che la scritta rovini la vostra immagine...)

Activation
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Se siete arrivati qui tutto ha funzionato! In caso contrario, mandatemi una mail: rdezorzi@units.it



